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RESUMEN

En el presente trabajo se evalud la efectividad antifungica y antibacteriana
de los extractos fraccionados de gobernadora, granada y nuez ricos en
compuestos polifendlicos, se probaron 4 concentacione de cada uno de los
extractos y dos monofenoles (ac.galico y ac elagico), esto para todos lo hongos y

para las bacterias solo los tres extractos.

Antes de realizar la prueba se buscaron meétodos de esterilizacion para la
placa de Elisa, en la cual se realizo el bioensayo y se encontré que la autoclave
fue la mejor, mientras que para las extracciones que se realizaron la gobernadora
es la que se obtuvo mayor contenido de polifenoles en comparacién de la nuezy

granada que no mostraron diferencia significativa.

De acuerdo a los resultados obtenidos la gobernado fue la que tubo mayor
inhibicion sobre los ocho hongos y el hongo mas inhibido fue el Rhizoctonia solani
En la evaluacion de las diez aislamientos de Fusarium oxysporum el mayor efecto
lo tubo la nuez ; para el caso de las bacterias el extracto que mas inhibio fue la
gobernadora, y las bacterias que mas fueron inhibidos son la Pseudomonas

cichorii y Xanthomonas campestres pv. Vesicatoria.



INTRODUCCION

El control de organismos fitopatbgenos habitantes del suelo es de los méas
dificiles de lograr, siendo necesario en algunos casos desarrollar nuevos
pesticidas para su control por el alto costo que implica. La busqueda de
estrategias, tecnicas y metodos que incrementen la productividad agricola y
mantenga el equilibrio ecologico sin agredir los ecosistemas sin arriesgar la salud
humana, constituye hoy en dia un gran reto para la agricultura y su desarrolllo
(Gallegos et al .,2004).

Existen antecedentes que indican el potencial antimicrobiano de
componentes de especies vegetales distribuidas en la zona semidesiértica de
México (Carbo 2005, Ventura-Sobrevilla et al., 2006,). Entre estas especies
vegetales destacan la gobernadora (Larrea tridentata Cov.), la nuez (Carya

illinoensis) y la granada (Punica granatum).

Larrea tridentata Cov. es una planta abundante en la region desértica del
estado de Coahuila conocida como “gobernadora” o “hediondilla”. La
gobernadora, es empleada como adhesivo de carton y triplay; condimento; aditivo
para tefir cuero; también se emplea en la extraccion de fenoles que sirven de
base para fabricar pinturas y plasticos. La resina que se extrae de las hojas
muestran actividad fungicida contra Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum,
Pythium spp. y otros hongos fitopatdogenos (Ventura-Sobrevilla et al., 2006) . La
infusiéon de las hojas se usa como remedio para reuma, calculos de vesicula y
renales, dermatitis, hepatitis, infertilidad femenina y como antiséptico. Se le
atribuyen propiedades y acciones contra malestares gastricos, enfermedades
venéreas y tuberculosis. Se utiliza como tratamiento para micosis
(http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/info_especies/arboles/doctos/ indice_

especies.html).

El nogal pecanero (C. illinoensis) es un arbol que puede superar los 30

metros de altura, muy vigoroso y longevo, que inicia su produccién entre los 6 y



10 afios de edad y continda produciendo comercialmente durante mas de 50
afnos.

La fruta del nogal se considera una drupa, la cual consta de pericarpio,
mesocarpio y semilla (almendra). La nuez tiene un alto contenido de aceite
insaturado, lo cual le ha generado una importante demanda de la industria de
alimentos saludables. Las nueces son usadas en pasteleria, bisqueteria,
confiteria y neveria. Es por el alto valor nutritivo, cuya almendra es rica en
proteinas, carbohidratos, grasas (con 94% de aceites insaturados, que reducen el
nivel de colesterol en la sangre), minerales, vitaminas y fibras (Puente-Gonzalez,

2002) no existen antecendente que tenga efecto inhibitorio.

Punica granatum L. Es una planta medicinal cuyo fruto posee propiedades
terapéuticas. Algunos fitocomponentes del fruto de la granada muestran una
actividad antioxidante potente y existen resultados experimentales que
demuestran su capacidad como agentes antimutagénicos naturales (Sanchez-
Lamar, 2005). Los taninos y los alcaloides son los principales constituyentes de la
granada. La evaluacion del contenido de polifenoles arrojé un porcentaje de 12 g

de polifenoles/100 g de pericarpio de granada (Vit et al., 2004).

Los polifenoles representan uno de los componentes abundantes en las
tres especies vegetales mencionadas; la hidrolisis de estos compuestos genera
monofenoles de alto interes médico-farmaceutico, alimentario, agronomico e
industrial. En el presente trabajo se evaluo la efectividad antifungica y
antibacteriana de los extractos fraccionados de gobernadora, granada y nuez

ricos en compuestos polifendlicos.
Hipotesis
Las plantas del semidesierto mexicano como gobernadora, granada y nuez,

poseen compuestos ricos en polifenoles los cuales tienen efectos inhibitorios

sobre diferentes especies de hongos y bacterias fitopatogenos.



Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad bioldgica de extractos ricos en polifenoles sobre cepas

de hongos y bacterias fitopatégenas.

Objetivos especificos.

1.- Extraer los taninos de la gobernadora y de las cascaras de la nuez y de la

granada.

2.- Estandarizacion de el proceso de esterilizacion de placas de poliestileno para

cultivos fungicos y bacterianos

3.- Evaluacion de la actividad biolégica de los extractos sobre cepas de hongos

fitopatdgenos.

4.- Evaluacion de la actividad biologica de los extractos sobre cepas de bacterias

fitopatdgenas.



Justificacion

Tres de las especies mas abundantes del semidesierto mexicano son la
gobernadora (Larrea tridentata Cov.), la nuez (Carya illinoensis) y la granada
(Punica granatum), estas especies presentan un contenido alto de compuestos
polifendlicos, algunos de éstos, son los taninos hidrolizables y condensados, los
cuales tienen funciones de proteccion contra mamiferos y microorganismos. Se
sabe que los taninos en concentraciones altas son antinutricionales, pues
contienen muchos grupos funcionales, los cuales reaccionan facilmente con
proteinas y polisacaridos, volviendo estos productos insolubles, y de ésta manera,

impiden su absorcion.

La distribucién de los compuestos fenolicos en los tejidos y células
vegetales varia considerablemente de acuerdo al tipo de compuesto quimico que
se trate, situandose en el interior de las células o en la pared celular. Debido a
que no se le da un uso a la cascara de la nuez y de la granada, en el presente
trabajo se plantea aprovechar estos recursos, asi como también aprovechar el
recurso de la gobernadora y probar estos extractos como inhibidores del

crecimiento de hongos y bacterias fitopatdégenos.

La forma de inhibicion de los extractos de gobernadora, nuez y granada
sobre los microorganismos se lleva acabo por diferentes mecanismos de accién,
por ejemplo, afectando la permeabilidad de la membrana celular. Esta inhibicion
se lleva a cabo por compuestos fenolicos dentro de los que se encuentran los

taninos hidrolizables , especificamente los galotaninos y el acido tanico.



LITERATURA REVISADA

Gobernadora ( Larrea tridentata Cov.)

La gobernadora es un arbusto muy comun y ampliamente distribuido en el
desierto de Norteamérica (Benson and Darrow, 1981). En México, la gobernadora
se encuentra localizada en los Estados del Norte y se estima que cubre alrededor
de 50 millones de hectareas (Gonzalez, 1968). Se ha observado que la altura de
la gobernadora varia de 30 a 160 cm, con una cobertura un poco mayor que su
altura. Una planta tipica, en condiciones normales mide 45 cm, con una cobertura
de 60 cm. Esta planta contiene aproximadamente 50 g de hojas y tallos que
representa alrededor de 3/10 de su peso total (Botkin, 1949). El nombre cientifico
de la gobernadora es Larrea tridentata Cov. y pertenece a la familia de las
Zigophyllaceae, arbusto xerofito de olor fuerte. A medida que avanza la edad, el
tronco se engruesa y el nUmero de ramas aumenta. En plantas adultas el tronco
es de 15 a 20 cm. El follaje esta en su mayor parte al final de las ramas y su color
varia dependiendo de las condiciones climatoldgicas. En condiciones extremas
de sequia pierde hasta un 80% del area foliar (Sherve, 1964). La fecundacion se
lleva a cabo por medio de insectos y sus frutos son arrastrados por los animales o
por el viento (Wettstein, 1994). La gobernadora en América se le conoce con
diversos nombres, tales como: arbusto de cerosota, guamis, falsa alcaparra y
hediondilla (Standley, 1961).

La gobernadora tiene muchos componentes segun la caracterizaron

fisicoquimicamente de Trevifio Cueto et al., (2006) (Cuadro 1).



Cuadro 1.Composicion fisicoquimica de la gobernadora (L. tridentata), porcentaje
en materia seca, ( Tomado de Trevifio Cueto et al., 2006).

Usos

>

Componentes %
Humedad 5
Solidos totales 95
Azucares reductores 1.6
Azucares no reductores 12
Proteinas 0.01
Grasas 3.4
Fibra crudo 12.3
Ceniza 10.7
Taninos condensados 39.04
Taninos hidrolizables 22.8
Total 91.54

Adhesivo (hoja). Pegamento para triplay y cartén comprimido.

Comestible (fruto). Los frutos son utilizados como sustitutos de las
alcaparras.

Especias (flor). El botén de la flor se emplea como condimento.

Forrajero (hoja). Las hojas son importantes por su contenido de proteinas,
lo que permite utilizarlas para consumo animal. Aunque se requiere de la
eliminacion previa de las resinas para incrementar su digestibilidad y
palatabilidad.

Industria [exudado (latex), exudado (resina)]. Para tefiir cuero. Extraccion
de fenoles que sirven de base para fabricar pinturas y plasticos. La resina
que se extrae de las hojas contiene acido nordihidroguayarético, que se
utiliza como antioxidante en la industria alimenticia, en la elaboracion de
grasas (calzado), aceites, lubricantes, barnices como desincrustante de
materias salinas en calderas, productos farmacéuticos, hule.

Insecticida/toxica [exudado (resina), toda la plantal].



» Las resinas muestran actividad fungicida contra Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, Pythium spp. y otros hongos fitopatdgenos. Actividad
insecticida contra: gorgojo pardo del frijol (Acanthoscelides obtectus,
Coleoptera: Bruchidae); barrenador mayor de los granos (Prostephanus
truncatus, Coleoptera: Bostrichidae).

» Medicinal (hoja). Esta planta recibe un amplio uso en el norte del pais, en
afecciones de las vias urinarias como los célculos renales, para
deshacerlos, se recomienda tomar como agua de uso la coccién de toda la
planta o las ramas.

» Para otros malestares como dolor de rifidon e inflamacion de vejiga, se
utilizan las ramas, raiz o corteza en cocimiento, ingeridas en ayunas. En
problemas ginecologicos como esterilidad femenina se sugieren lavados
vaginales con el cocimiento de las hojas; también se emplea la raiz, ramas
0 corteza para el posparto y para regularizar la menstruacion. La misma
infusién es usada en bafios para hemorroides, fiebre, paludismo, granos,
golpes, buena cicatrizacion y reumatismo. La infusién de las hojas se usa
como remedio para reuma, calculos de vesicula y renales, dermatitis,
hepatitis y como antiséptico.

» Se le atribuyen propiedades y acciones contra malestares gastricos,
enfermedades venéreas y tuberculosis. Se utiliza como tratamiento para
micosis.

» Saponifera [exudado (resina)]. Elaboracion de jabones. Las resinas sirven
para la elaboracién de jabones y la fabricacion de grasas para calzado.

(http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/info_especies/arboles/doctos/70-
zygop2m.pdf.).

La Nuez (Carya illinoensis ).

El nogal pecanero es originario del sureste de los Estados Unidos de
Ameérica y del Norte de México, es un arbol que puede superar los 30 metros de
altura, muy vigoroso y longevo, que inicia su produccion de los 6 a los 10 afios de
edad y continGa produciendo comercialmente durante mas de 50 afios. La fruta
del nogal se considera una drupa, la cual consta de pericarpio, mesocarpio y



semilla (almendra). El pericarpio y el mesocarpio es una estructura segmentada
en cuatro partes que al deshidratarse se abre dejando libre al endocarpio y a la
semilla. A la porcion del mesocarpio y endocarpio se le conoce como ruezno. Las
nueces compuestas por el endocarpio y la semilla normalmente miden de 2 a 6
cm de largo y pesan de 4 a 12 g cada una. La semilla presenta dos cotidelones
separados por un tabique central, los cuales provienen de los carpelos florales. El
fruto del nogal es una nuez de alto valor nutritivo, cuya almendra es rica en
proteinas, carbohidratos, grasas (con 94% de aceites insaturados, que reducen el
nivel de colesterol en la sangre), minerales, vitaminas y fibras (Puente-Gonzalez,
2002).

Usos.

Medicinal, mediante la decoccion de hojas y frutas evita la caida del
cabello; la decoccion de las hojas depura la sangre y controla las diarreas. Los
almendros son comestibles, de sabor dulce y ricos en principios grasos; la corteza

contiene taninos que sirven para curtir la piel (Torres, 2002).

Granada (Punica granatum )

La P. granatum L. pertenece a la familia Punicaceae y es el arbol frutal de
la granada (Vit et al., 2004). La granada es nativa de Asia Menor y Asia (Gisper et
al, 2001). Los espafioles la introdujeron en América, donde se extendié por todo el
continente. En México habita en climas calido, semicalido, semiseco y templado
(ttp://www.hipernatural.com/es/pltgranada.htm). Se trata de un arbol o un arbusto
(segun la variedad y el manejo) de entre 5 y 10 m de altura. Las hojas son
brillantes, verde oscuro, oblongas a ovales y de 2.5-3 cm. de longitud. Se
disponen en forma opuesta 0 casi opuesta y estan agrupadas en ramitas
pequefias. Las flores son de color naranja-roja, tienen un diametro de 4-6 cm sus
pétalos son arrugados y poseen numerosos estambres. Las flores se disponen
solitariamente o en pequefos grupos orientados hacia el final de las ramitas. Las
frutas de la granada tienen un color que varia de amarillo-carmelitoso a rojo-

purpura. Poseen un diametro de 5-12 cm, y su cubierta es lisa y de textura



correosa; son esféricas, algo aplanadas y con un céliz persistente, que puede

tener una longitud de 1-6 cm ( Rodriguez, 1993).

Usos

» Alivia la tos persistente, es eficaz en caso de fiebre, de diarreas y calico.

» De los granos rosas de la granada, se extrae una bebida, el « sambu »,
utilizada en las curas de regeneracion y de limpieza interna que, segun sus
preparadores, ayuda a perder sobrepeso (http://es.wikipedia.org/wiki
/Punica_granatum).

» Otros padecimientos tratados son los parasitos intestinales como lombrices
y solitaria. Se dice, ademas, que la granada trata el empacho, vomito, bilis,
infeccion intestinal y fuegos bucales.

» Inflamacién de las encias (gingivitis) y del tejido que sujeta los dientes a los
maxilares (periodontitis 0 parodontosis). Su infusion se aplica en enjuagues
bucales, y puede conseguir que se afiancen los dientes sueltos (http://
www. hipernatural.com/es/pltgranada.htm).

» La corteza del fruto es rica en taninos hidrolizables, entre ellos
punicalagina, punicalina y acido elagico.

» El extracto metandlico y el cocimiento del pericarpio del fruto han mostrado
actividad contra bacterias gram + y gram - ,asi como también actividad
contra hongos.

» El jugo obtenido tanto de los arilos de las semillas como del fruto entero ha
mostrado una fuerte actividad antioxidante, debida principalmente a los
taninos hidrolizables y en especial a la punicalagina cuando se trata del

zumo de fruto ( http://www.balansiya.com/ingredientes_granada.htm).

Polifenoles

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas; son considerados metabolitos secundarios de las plantas,
con diferentes estructuras quimicas y actividad; englobando mas de 8.000

compuestos distintos. Su forma mas frecuente es la de polimeros o lignina



insoluble, mientras que su presencia en los tejidos animales esta relacionada con
el consumo e ingestion de alimentos vegetales. La distribucién de los compuestos
fendlicos en los tejidos y células vegetales varia considerablemente de acuerdo al
tipo de compuesto quimico que se trate, situdndose en el interior de las células o

en la pared celular (Martinez et al., 2000).

Descripcién General de los Taninos

Muchos autores usan la palabra tanino en forma generalizada, pero esto
es erroneo, debido a que no solo se trata de un unico compuesto. Lekha y
Lonsane (1997), reportaron que la terminologia relacionada con el tema es muy
pobre, sobre todo en la literatura antigua, y criticaron la forma usada por Haslam
(1966) y otros autores para referirse al acido tanico como “taninos”. Lekha y
Lonsane (1997), sugirieron que el término correcto debe de apegarse a la
clasificacion de los compuestos fendlicos en cuestion. El término fue introducido a
finales del siglo XVIII para definir sustancias organicas solubles en agua,
presentes en extractos de hojas, corteza, maderas, frutas y agallas de ciertos
helechos, gimnospermas y angiospermas; capaces de curtir pieles convirtiéndolas
en cueros impermeables que son resistentes al ataque de bacterias, al calory a la

abrasion (Swain, 1979).

Los taninos son compuestos organicos no nitrogenados, amorfos, de sabor
astringente, débilmente acidos, la mayoria solubles en agua, sélo unos pocos en
solventes organicos; son de color amarillo, rojo, o café y se localizan en el
citoplasma y vacuola de la célula como metabolitos secundarios (Sora, 1984;
Esau, 1997; Fahn, 1974).

Los polifenoles con pesos moleculares de 500 a 3000 Daltons son los mas
satisfactorios para esto (Halsman, 1966). El término “fendlico” es usado para
definir composicién y biodegradacion fangica de compuestos polifenolicos de
plantas del semidesierto Mexicano, sustancias que poseen uno 0 mas grupos
hidroxilo (OH) unidos a un anillo aromatico. EI nombre deriva de la sustancia

fenol. Los compuestos que tienen algunos o muchos sustituyentes hidroxil



fendlicos son llamados polifenoles. Sin embargo, no todos los grupos hidroxilo son
fendlicos, debido a que no poseen las propiedades de un fenol (Waterman, 1992).
Una propiedad importante de los grupos hidroxil fendlicos es su acidez, la cual se
debe a la facilidad de rompimiento del enlace entre el oxigeno e hidrogeno y

formar el ion fenoxido cargado negativamente (Haslam, 1989).

Clasificacion de los taninos

Taninos hidrolizables (HT)

Este grupo involucra un alcohol polihidrico esterificado con acido galico o
alguno de sus derivados. Constituidos por ésteres de glucosa u otros polioles,
acido elagico, digalico, m- digalico, hexahidroxidifénico o sus congéneres (Figura
1). Los grupos hidroxilos de estos carbohidratos estan parcialmente o totalmente
esterificados con grupos fendlicos como el acido galico o acido elagico. Por
hidrdlisis con acidos, bases y enzimas hidroliticas se rompe el enlace glucosidico
para liberarse azucar y los compuestos fendlicos que lo integran (Lopez 1989).
Los taninos hidrolizables incluyen: Galotaninos y elagitaninos los cuales a

continuacion se describen, de los cuales el pentagaloilglucosa es el precursor.
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Figura 1. Estructuras basicas de Taninos Hidrolizab  les



Galotaninos.

Son compuestos gue consisten de una molécula central de glucosa, la cual
es rodeada por algunas unidades de acido galico. Por hidrdlisis se obtiene acido
galico mas azucar (Mueller-Harvey, 2001). La fuente mas famosa de galotaninos
es el acido tanico de origen vegetal, el cual tiene una molécula central de D-
glucosa y de 5-9 unidades mas de galoilos ligados a uno de los centros del nucleo
glucésido. Asi también podemos mencionar al que se obtiene de los frutos de la
tara (Caesalpinea tinctoria), este tanino es facilmente hidrolizable por la accién de

la enzima tanasa, con un peso molecular aproximado de 800 Da (Sanchez, 2001).

Elagitaninos .

Son compuestos derivados del pentagaloilglucosa por reacciones de
oxidacion entre las unidades de &cido galico (Mueller-Harvey, 2001). Por hidrdlisis
dan acido elagico (+ azucar) o un derivado como hexahidroxifénico. Los grupos
fendlicos consisten de acido hexahidroxifénico, el cual espontaneamente se
deshidrata a la forma lactona, conocida como acido elagico. El peso molecular
promedio es de 2000-5000 g/mol. Dentro de los elagitaninos podemos citar como
ejemplo al corilagin, primer tanino aislado del div-divi (Caesalpinea corarea) y del
mirabolano (Terminalla chebula). El isorugosin B, aislado de Liquidambar, es otro

ejemplo (Alnicolsa, 2001).

Taninos Condensados o Proantocianidinas

El término proantocianidinas (PAS), se deriva de la reaccion de oxidacion
que produce antocianidinas (ACS) rojas en soluciones de alcohol acido. Son
polimeros de flavan 3-ol (catequina) y flavan 3-4 diol (leucoantocianidina) y no
poseen residuos de azucar. Su contenido de carbohidratos es nulo o muy bajo.
Por ser polimeros grandes tienen un alto peso molecular (1000 a 3000 daltons), lo
que les da una relativa inmovilidad (Figura 2). Su complejidad y facilidad para

formar enlaces con proteinas hacen dificil su estudio. (Schofield, 2001).



Los taninos condensados incluyen los flavonoides; que a su vez se subdividen en

antocianidinas y leucoantocianidinas y la catequina.
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Figura 2. Estructura de Proantocianidina

Flavonoides

Los Flavonoides (Figura 3) son compuestos polifendlicos distribuidos
ampliamente en los vegetales, frutas y en determinadas bebidas como el té y el
vino rojo y poseen actividad antioxidante. Al igual que las vitaminas A, C y E
estos compuestos evitan la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
y presenta un efecto protector sobre el estrés oxidativa (como cardiopatias y
cancer), que se origina, por alguna razon cuando hay un aumento en la
produccion de radicales libres y son insuficientes las defensas antioxidantes del
organismo (Sanchez, 2001).
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Figura 3. Estructura basica del anillo de un flavon  oide (Haslam, 1977).



Antocianidinas

Son pigmentos principales en flores, tallos, hojas y frutos. El color depende
del pH y de la sustitucién en el anillo B (Chen and Hrazdina, 1981). Varias
antocianidinas, tales como la leutolinidina, cianidina y la apigeninidina, han sido
reportadas en el sorgo, siendo la primera y la ultima producidas por un flavan-4-ol,
el cual ha sido encontrado en las hojas y el grano (Watterson and Butler, 1983).
Las antocianinas son muy inestables en un medio acido y son facilmente
convertibles a su correspondiente antocianidina aun en solventes ligeramente
acidos. Esto hace dificil determinar si una pigmentacion proviene de una

antocianina o de una antocianidina (Butler, 1982).

Leucoantocianidinas

Las leucoantocianidinas son moléculas de flavan 3-4 dioles (hidroxilo en
C3-C4). Son compuestos incoloros que producen antocianidinas rojas cuando se

les trata con acido (Watterson Y Butler, 1983).

Catequinas

Las catequinas (Figura 4) difieren ligeramente en su estructura quimica de
otros flavonoides, pero comparten con ellos sus propiedades quimicas. Las
catequinas mas comunes son los ésteres galicos, llamados epicatequinas (EC),
galato de epicatequina (GEC) y el galato de epigalocatequinas (GEGC). Todos
estos compuestos se encuentran en el té verde (Camelia sinensis) y se cree que
son responsables de los beneficios protectores de esta bebida. Los tés verdes y
negros son productos de la misma planta. El té verde no es fermentado y contiene
catequinas naturales tales como la epigalocatequina. El té negro es fermentado y
luego secado. El proceso de fermentacion oxida las catequinas naturales
formando teaflavinas y tearubiginas que le dan al té el color negro. La catequina
es un compuesto fendlico, que se encuentra en los taninos del vino tinto y al que

se le atribuyen efectos benéficos para la salud gracias a su poder antioxidante.



Las plantas que presentan catequina en su estructura son: Krameria
triandra (raiz de ratania). Antidiarreico, astringente. Combretum micranthum
(combreto), Areca catechu (nuez de betel), Camelia sinensis (t¢ comun). Por lo
general los taninos catéquicos actlan mas que nada como astringentes,
antidiarreicos y hemostaticos. Como antidiarreicos pueden generar por
administracion oral irritacion gastrica. De ahi que se suelan administrar
combinados con albumina o gelatina. En cambio las leucoantocianidinas

presentan actividad antioxidante y vasculoprotectoras.
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Figura 4. Estructura Basica de la Catequina.

Importancia de los Taninos

Importancia bioldgica de los taninos.

1. Estos compuestos actuan como repelentes naturales contra predadores y
microbios. Pueden ayudar de esta manera a proteger la planta.

2. Presentan un efecto toxico contra patégenos potenciales en ciertos tejidos de la
planta produciendo resistencia al atague de virus y microorganismos. Donde los
taninos se polimerizan se forma una barrera protectora insoluble, la cual previene
el ataque microbiano.

3. Por su astringencia destruye los tejidos del paladar a través de la precipitacion
de proteinas salivales (Stumpf y Conn, 1981).

4. Su patrticular facilidad para combinarse con proteinas y otros polimeros de

celulosa y pectina, limita la disponibilidad de proteinas para los animales, inhibe la



accion de algunas enzimas y en general reduce la energia metabolizable (Méndez
y Pro, 1984).

5. En frutos no maduros promueven la astringencia, pero al madurar se
polimerizan y se elimina el sabor astringente, es decir es un mecanismo de
defensa contra insectos nocivos (Olivares, 1983).

6. Tienen un efecto negativo en el suelo al formar enlaces con las proteinas y
otros polimeros; disminuyendo por lo tanto el nitrégeno disponible para los
microorganismos del suelo (Olivares, 1983).

7. La concentracion de taninos varia el sabor del fruto, por ejemplo, en la sidra y
la vid, con pocos taninos el sabor es flojo e insipido y con una gran concentracion

le da una condicion demasiado aspera (Stumpfy Conn, 1981).

Importancia industrial de los taninos

Por sus propiedades intrinsecas los taninos se utilizan como tintes (cafe,
amarillo, rojo), plasticos, conservadores de pesca, para controlar los lodos en los
pozos de perforacion de petroleo y principalmente para curtir pieles de animales
(FAO, 1953).

En curtiduria son importantes por la propiedad de precipitar gelatina y de
combinarse con el coldgeno y otras materias proteicas contenidas en la piel de los
animales, de tal manera que al ponerlos en contacto, éstas se vuelven
impermeables e imputrescibles, es decir, se protegen las fibras proteicas de
ataques microbianos y en general se da al producto gran estabilidad al agua, calor
y abrasion; durante este proceso la piel puede absorber taninos por mas de la
mitad de su peso (Solis, 1953; Halsman, 1966; Fernandez y Prida, 1977, Olivares,
1983).

Importancia agropecuaria de los taninos
Se ha visto que los compuestos tanicos presentes en granos como sorgo y

frijol constituyen un factor limitante dentro de la calidad nutritiva de estos (Burs,
1971, Maxon et al., 1972; Jambunathan y Hertz, 1973; Elias y Bressami, 1979).



En sorgo la calidad del grano depende de su capacidad alimenticia. Sustancias
energéticas como el almidon que normalmente constituye el 70-75% (Chavan et
al, 1979) disminuye conforme aumentan los taninos (Halloran, 1983); asi también,
la energia metabolizable se correlaciona negativamente con el contenido de
taninos (Méndez y Pro, 1984).

Extraccion y Cuantificaciéon Quimica de los Taninos

El objetivo de la extraccion es muy simple: remover todas las sustancias
polifenolicas del residuo solido del material vegetal por la obtencion de estos en
solucién. Fisicamente se tratan con procesos de solvatacion y difusion. Los
fenoles pueden extraerse de la muestra si son muy solubles en el extraente y si
Su concentracion en el extractor es relativamente baja y si la temperatura es alta
(Waterman y Mole, 1994). Estas condiciones varian dependiendo de la planta.
Algunos fenoles presentes en arbustos de resina, son insolubles en agua pero
solubles en solventes no polares. Otros como algunos glucésidos fendlicos, son
mas solubles en agua. Si una planta es extraida previamente para el analisis de
fenoles totales se debe de usar un solvente en el cual todos los fenoles de la
planta se puedan disolver, como por ejemplo metanol o acetona (Foo y Porter,
1980; Cork y Krockenberger, 1991).

El problema general en el estudio de productos de plantas naturales es que
su naturaleza y cantidad son dependientes sobre varios factores que deben de
ser controlados tan pronto como sea posible. Algunos de estos factores son; el
estado metabdlico de la planta que puede cambiar cuando esta es estresada de
muchas maneras, causando un problema para su analisis. En las células muertas,
la integridad celular se pierde y como resultado se incrementan los procesos de
oxidacion que es un problema con los fenoles ya que estos son propensos a
oxidacion. Si una planta es cortada y secada bajo condiciones ambientales, que
requieren de largo tiempo de secado, pueden cambiar la naturaleza y contenido
de los compuestos polifendlicos; asi mismo la edad las hojas y etapa de
desarrollo. Tambien se sabe que la luz cambia la naturaleza de los fenoles
(Seevers y Daly, 1970; Martin y Martin, 1983; Glyphis y Puttick, 1988).



Los puntos clave para la obtencion de los taninos son: 1) Extracciones de
corto tiempo ya que extracciones muy largas a temperaturas muy altas pueden
conducir a la degradacion y pérdida de fenoles, 2) la preparacién del extracto
fresco debe ser usado para el andlisis de taninos inmediatamente, 3) los tubos
que contienen el extracto pueden ser colocados en hielo, 4) los pigmentos y la
grasa pueden ser removidas de la muestra seca por extraccion con dietil eter que
contenga 1% de acido acético antes de la extraccion de taninos (Lindroth et al.,
1987).

La espectrofotometria es una de las técnicas de medicion cuantitativa mas
sencilla y una de las mas valiosas. Esta medicion involucra la cantidad de luz de
una longitud de onda particular (UV o visible 220-850nm) que es absorbida por
una muestra liquida. La medicion puede ser usada para determinar la
concentracion de una sustancia particular o grupo de sustancias (Price y Butler,
1977). Los estados de la fraccion de luz absorbida por una solucion es
proporcional a: 1.- La distancia en que la luz viaja a través de la solucion, 2.-La
quimica de la sustancia o parte de la sustancia responsable de absorber la luz
(croméforo) y 3.- La concentracion de este cromoéforo. Al utilizar el
espectrofotometro para el analisis de fenoles es necesario usar una reaccion
guimica que produzca una coloracion especifica que proporcione la cantidad
fenolica presente en el material (Price y Butler, 1977).

Muchos estudios reportan las mediciones de fenoles totales en materiales
bioldgicos. La base conceptual de las mediciones es la cuantificacién total de
grupos fendlicos hidroxilo presentes en los extractos, independientemente de las
moléculas en las cuales ellos ocurran. Tales analisis no proveen la informacion

del compuesto fendlico presente (Folin y Denis, 1912).

Para la cuantificacion de rutina de taninos condensados se recomienda
usar el método de proantocianidinas y vainillina; en donde el primero involucra la
depolimerizacion de taninos condensados al utilizar acido clorhidrico-butanol
proporcionando una red de antocianina que puede ser detectado
espectrofotometricamente (Delcour y de Varebeke, 1985). EI método de la



vainillina es usado para tener una estimacibn de polimeros de taninos
condensados por medicion espectrofotométrica, este método es técnicamente
dificil por lo que no es apropiado para los taninos condensados, pero sin embargo
es intentado. Los dos métodos de trabajo tienen diferencias y pueden dar amplia

variedad de resultados para algunos taninos (Porter, 1989).

Thies y Fischer (1972) desarrollaron un método para la determinacion de
acido galico, la base de la reaccién consiste en la intensificacion del color

producida por la reaccion entre el acido galico y la rodanina.

Wilson y Hagerman (1990) observaron la reaccion de los elagitaninos o su
producto de hidrdlisis, hexahidroxidifenico (HHDP) con nitrato de sodio, hasta la
formacion de un cromoforo nitrosilado, que es utilizada para la medicion de

elagitaninos. Ambas reacciones pueden ser medidas espectrofotométricamente.

Aplicacion de los Taninos

Como ya se mencion0, ambos taninos hidrolizables y condensados, se
emplean en la industria de cuero, permitiendo obtener una amplia variedad de
cueros, que se diferencian en flexibilidad y resistencia. Los taninos condensados
se usan principalmente en la fabricacion de adhesivos y resinas. Por ejemplo,
aguellos que han sido aislados de especies de Acacia, han servido para
desarrollar adhesivos en frio y termofraguados, por tratamiento con
ureaformaldehido, o con copolimeros fenol formaldehido, estos ultimos usados en
la fabricacion de enchapas de madera a prueba de agua.

Los taninos hidrolizables se emplean en la industria de alimentos,
farmacéutica y en cerveceria.En este Gltimo campo, se usan como estabilizadores
de la cerveza: en el producto, los polifenoles se combinan con las proteinas para
formar complejos que precipitan y disminuyen la presencia de turbidez. El nivel de
proteinas disminuye a un valor apropiado y se aumenta asi el tiempo de
almacenamiento de la cerveza (Alnicolsa, 2001). En la industria de alimentos

también se emplean en la preservacién y maduracion de alimentos, aprovechando



sus propiedades antisépticas y antioxidantes; asi como en la clarificacion del vino.
Su aplicacion en otros campos esta orientada a la extraccion de plomo, fierro,
calcio, bario y radio presentes en soluciones, por co-precipitacion con gelatina y
taninos; al efecto anticorrosivo en superficies de fierro, expuestos al medio
ambiente; y en empleo en la elaboracion de tintas; como recubrimiento protector

de zinc y aleaciones.

Descripcidn de los Fitopatégenos

Dapimg off causada por Pythium sp

Caracteristicas generales.- Forma un micelio blanco, filamentoso,
profusamente ramificado y de rapido crecimiento. El micelio produce esporangios
terminales o que pueden ser de forma esférica filamentosa o de cualquier otra.
Los esporangios germinan directamente y produce de uno a varios tubos
germinales, o bien forma una hifa corta en el extremo de la cual se forma una
vesicula. Cuando las zoosporas son liberados, nadan en el agua durante unos
minutos, entran en reposo, se enquistan al envolverse en una cubierta protectora

y germinan al producir un tubo germinativo (Agrios, 2004).

Habitat.- Viven como organismos saprofitos sobre los resto de plantas y
animales muertos, bien como parasitos benignos atacando a las raices fibrosas
de las plantas. Cuando un suelo himedo se encuentra densamente infestado por
Pythium , este hongo ataca todo tipo de semillas o las plantulas que se emerjan
de aquéllos (Agrios, 2004). Sobrevive en el suelo principalmente como oosporas
en sustratos en podredumbre, donde pueden permanecer muchos afios (Smith et
al.,1992).

Sintomas.- La pudricion de raices y tallo por Pythium, se manifiesta
primero por un amarillamiento, achaparramiento o una marchitez de la planta. Las
raices pueden tener pequefias lesiones, las puntas de la raiz y raices laterales

pueden estar ligeramente afectadas ( Agrios, 2004;Tlapal, et al., 2002).



Importancia economica.- Esta enfermedad que afecta semillas, plantulas
y plantas adultas, los dafios mas importantes son los que sufren las semillas y las
raices de las plantulas durante su germinacion, ya sea antes o después de que
emergan del suelo. Las pérdidas debidas a esta enfermedad varia
considerablemente de acuerdo con la temperatura, humedad del suelo y otros
factores (Tlapal et al., 2002).

Marchitez causado por Fusarium solani

Caracteristicas generales.- En general produce sol6 esporas asexuales,
aunque bajo ciertas condiciones se produce un fase peritecial identificada como
Nectria haematococca. Las esporas asexuales se forman en esporodoquios e
incluyen microconidios formados por un o dos células, asi como los
macroconidios tipicos de Fusarium, que consisten de 3 a 9 células (a menudo 4 6
5), levemente encorvados y con extremos mas 0 menos puntiagudos. Fusarium
también produce clamidosporas de pared gruesa y formadas por una o dos
células que soportan la sequia Yy las bajas temperaturas. Presentan hifas
delgadas intracelulares o intercelulares, vive como parasito sobre plantulas o bien

como saprofito en el suelo (Agrios, 2004).

Habitat. - EI hongo vive en los tejidos vegetales muertos e inverna en forma
de micelio o esporas en las semillas o en los tejidos muertos o infectados. Las
esporas son facilmente diseminados por el viento, el equipo agricola , el agua,
por contacto, etc., de ahi que el hongo se encuentre ya en forma de micelio o

esporas en muchos suelos (Agrios, 2004; Smith et al., 1992).

Sintomas.- Los primeros sintomas de la marchitez por Fusarium es un
aclareo de venas en los margenes de hojas jovenes, seguido por epinastia en
hojas viejas, causado por el doblamiento de los peciolos en angulo inferior. Este
es seguido por la disminucion del desarrollo de la planta, amarillamiento,
formacion de raices adventicias, marchitez durante las horas calientes del dia,

pero hay un recuperacion en las horas frescas de la tarde, después esta



marchites se vuelve permanente, seguido de defoliacion, necrosis marginal y

muerte de la planta (Smith et al., 1992).

Importancia economica.- Sanchez en 1983 Citado por Martinez (1993)
indica que en México se identifico a F. oxysporum y F. solani afectando el cultivo
de chile, y caracterizado como un problema principal en las zonas productoras del
pais, sobre todo en Durango y Zacatecas, estos patégenos ocasionan de un 50 a
60 % de perdidas.

La enfermedad representa un serio problema en las principales areas
productoras de esta hortaliza en el mundo, siendo mas destructiva en regiones
con clima calido. Puede causar perdidas muy severas, principalmente cuando se
siembran cultivares susceptibles bajo condiciones favorables para el patégeno.
Produce marchitamientos principalmente en flores y hortalizas anuales, plantas de

cultivo, etc. (Agrios, 1988).

Marchitez cusada por Fusarium oxysporum (Sheld.) Zinder y Hansen)

Caracteristica generales.- Micelio blanco o ligeramente obscuro pero
usualmente con tintes parpuras. Microconidios originados sobre fialides simples,
variables, de ovales a elipsoidales cilindricos, de rectos a curvos, con un tamafio
de 5-12 x 2.2-3.5y; con 5 septas, 35-60 x 3-5; de 6 a 7 septas, 50-60 x 3.5-54.
Las clamidosporas generalmente son abundantes, terminales e intercalares,
generalmente solitarias pero ocasionalmente formadas en pares o grupos de tres
(Holliday, 1980).

Habitat.- El patogeno inverna en el suelo en forma de micelio y en
cualquiera de sus formas de esporas, pero lo hace con mayor frecuencia en
forma de clamidospora. Se propaga a cortas distancias a través del agua y el
equipo agricola contaminado, y a grandes distancias principalmente en los
transplantes infectados o en el suelo que va en ellos. Es frecuente que una vez
que un area haya sido infectado por Fusarium se mantenga asi por un tiempo

indefinido.



El hongo se propaga intercelularmente a través de punteaduras. Se
mantiene entonces exclusivamente en los vasos xilematicos, se desarrolla a
través de ellos, principalmente en sentido ascedente hacia el tallo y la corona de
la planta (Agrios, 2004).

Sintomas .- Se caracteriza por el achaparramiento de las plantas, las
clorosis y en poco tiempo se marchitan y finalmente mueren, mostrando también

una coloracién café en el xilema (Agrios, 2004).

Importancia econdmica.- El marchitamiento causado por Fusarium es una
de las enfermedades mas prevalentes y dafiinas de tomate siempre que las
plantas se cultiven intensivamente. La enfermedad es méas destructiva en climas
calidos y en suelos calidos y arenosos de las regiones templadas. La enfermedad
puede ocasionar pérdidas considerables, especialmente en variedades
susceptibles y bajo condiciones climaticas favorables. En México se ha observado
su presencia en los Estados de Guanajuato, Morelos, México y Michoacan
(Mendoza, 1996).

Pudricion de los granos causado por Fusarium verticillioides sinonimo de

Fusarium moniliforme

Caracteristicas generales .- Hongos con micelio septado, presencia de
reproduccion asexual por conidias, ausencia de una fase de reproduccion sexual
son caracteristicas primordiales para ser clasificados como hongos imperfectos en

los cuales se tienen clasisficado a Fusarium verticillioides.

Alexopoulus (1979) describe a Fusarium verticillioides con microconidias
unidas en cadenas en forma de cabezuelas falsas, unicelulares o bicelulars, en
forma de huevos de coloracion que va desde el amarrillo hasta rosado.
Macroconidias que tienen forma de punto en los dos extremos con el apice
algunas veces en forma de gancho, con células en la parte de abajo que puede
ser verdadera o falsa y estos pueden estar agrupados, presenta color salmén al
perder humedad, también podemos encontrar las septas que en ocasiones van



de tres, cinco y hasta siete. Romero (1988) citado por Mendoza (1996) menciona

gue el estado perfecto de Fusarium verticillioides en Gibberella fujikuroi.

Habitat.- F. verticillioides forma peritecios en raras ocasiones. Estos
hongos invernan en forma de peritecios, micelio o clamidiosporas en restos de
plantas infectadas, particularmente en los tallos del maiz. En la primavera, cuando
el clima es célido o humedo, las ascosporas maduras son liberados y llevadas por
el viento hacia los tallos 0 mazorcas de maiz, en los cuales penetran directamente

0 a traves de heridas y producen infecciones (Agrios,2004).

Sintomas. - Fuentes (1960) reporta que los sintomas de infeccion por
Fusarium verticillioides se denota al encontrarse un color rosado a rojizo hasta
llegar al gris al extirpar el totomoxtle de la mazorca, encontrdndose que la

pudricion invade a un grano o grupo de ellos.

Importancia econémica.- Segun Agrios (2004), Las enfermedades del
complejo de Giberella causa pudricion de tallo, suele causar pérdidas entre 10 y el
30%. Las enfermedades del maiz ocasionadas por Giberella, se encuentran

ampliamente distribuidas por todo el mundo y causan pédidas importantes.

La pudredunbre de almacén de papa causado por  Fusarium sambucinum

Caracteristicas generales .- Los cultivos en medios ligeramente acidos
son rosa al principio, haciéndose rojo sangre, con conidiforos (principalmente en
esporodoquios) que producen macroconidias septados. En cultivos estériles sobre
paja se desarrollan peritecios si se inoculan los tipos de apareamiento adecuados;
en campo los peritecios sOlo se encuentran normalmente sobre cancros en

plantas lefiosas (Smith et al., 1992).

Habitat.- La especie es frecuente en regiones templadas septentrionales y

en el mediterraneo (Smith et al., 1992).



Sintomas :- Segun Smith et al., (1992) causa la pudredunbre de almacén
de papa, de podredumbres de la raiz y de plantulas de distintos cereales, causa
anillo del tallo, se acompafia a menudo por hiperplasia, inmediatamente por
encima de la lesién y enseguida apararecen pustulas conidicas, de color rosa en
condiciones humedas; hay una marchitez rapida de hojas con clorosis y necrosis;
los cambios de coloracion del sistema vascular se limitan a unos pocos

centimetros por encima de la lesién.

Importancia ecomonica.- La enfermedad es esporadica e imprescindible y

s6lo causa perdidas econdmicas secundarias (Smith et al., 1992).

Pudricion del cuello y marchitez por  Rhizoctonia solani

Caracteristicas generales.- Este hongo pertenece al orden Micelia sterilia
por que no produce conidios, el micelio es incoloro, cuando es joven, cuando
envejece se torna café, la caracteristica es su ramificacion en angulo recto de 90°
y constricciones muy maracadas en las septas, la ramificacion se origina

subterminalmente a donde termina la septa (Mendoza,1996).

Habitat.- Las condiciones que favorecen la incidencia de la enfermedad
son exceso de humedad en el suelo y temperatura alrededor de 18° C o mayores.
El hongo ocasionalmente produce estructuras de resistencia Illamados
microescrerocios como piedrecillas negras las cuales quedan adheridos a la raiz
dando el aspecto de que estuviera impregnado de lodo. En plantas suculentas
como clavel, gladiola, etc., se puede observar el micelio como filamentos de color
café a la altura del cuello de la raiz. Esto lo diferencia de Fusarium; ademas de
qgue Fusarium se puede observar constricciones de color rosado en la raiz debido

a que la epidermis se agrieta y se forman los conidios (Mendoza,1996).

Sintomas.- Segun Tlapal y Mendoza (2002) ,si las plantas se infectan a
través de las raices, el primer sintoma notable es una marchitez durante el dia
con recuperacion en la noche. Las raices dafiadas decaen rdpido y se pueden
desarrollar lesiones café rojizos abajo del suelo.



Importancia economica.- Las pérdidas que ocasiona van desde el 20 al
50% de plantas muertas en siembras directa; ademas de esta pérdida se deben
agegar los gastos por replante, diferencias en maduracion y reducciones en

rendimiento (Mendoza,1996).

Punteado negro en tomate y papa Colletotrichum coccodes

Caracteristicas generales.- Este patdgeno se desarrolla en una variedad
de medios de cultivo, incluyendo papa dextrosa agar (PDA), desarrollando un
micelio blanco superficial, después de un tiempo, las hifas se convierten en
esclerocios. Los conidioforos del hongo son subhialinos, miden de 10-30 p de
longitud, son cilindricos y conicos. Los conidios son unicelulares, hialinos, rectos o
curvos; en masas presentan coloraciones que van de amarillo hasta rosa. Los
esclerosios miden desde 100 p hasta 0.5 mm de diametro, estan arreglados en
circulos concéntricos y tienen acervulos que producen numerosas esporas y setas
(Calderoni, 1978; Hooker, 1990).

Habitat.- Las enfermedad se ve favorecida por las temperaturas elevadas y
baja humedad o escasez de agua en el suelo (Calderoni, 1978). Agrios (2004)
menciona que el hongo inverna en los restos de las plantas infectadas, asi como
en tubérculos. Posteriormente los conidios son liberados solo cuando los
acervulos se encuentran humedos, y son generalmente diseminados por la lluvia,
transportados por el viento al entrar al contacto con los insectos, otros animales,

herramientas, etc. Los conidios germinan solo en presencia de agua.

Sintomas.- Calderoni (1978) menciona que los sintomas mas notorios
aparecen en el tallo subterrdneo a partir de las yemas que le dieron origen. Los
tejidos externos se pudren y en tallos se observan numerosos puntos negros.

Estos sintomas se advierte asi mismo, en las raices y estolones.



Importancia economica.- Este patdogeno produce escasos dafios en
plantas o tuberculos; sin embargo demerita la calidad y disminuye el precio de

venta en el mercado (Calderén, 1978).

Antracnosis causado por Colletotrichum truncatum.

Caracteristica generales.-  Colletotrichum truncatum (Schw.) produce
inicialmente micelio blanquecino casi siempre de aspecto algodonoso, de
crecimiento radial y acérvulos oscuros a negros, agrupados, numerosos, con
abundantes setas negras, largas, rigidas, con produccion de abundante cirros
cremosos, de color blanquecino constituidos por conidios hialinos, unicelulares,

ahusados, curvos, (http://www.unne.edu.ar/cyt/2002/05-Agrarias/A-058.pdf).

Este hongo tiene la capacidad de invernar sobre restos de cultivo, en hojas
enfermas, y hospedantes alternos como las malezas, pero sobretodo puede
sobrevivir por mas de 10 afios en semillas infectadas. Aunado a esto, la
importacion de altos volimenes de semilla con fines propagativos incrementan la
posibilidad de establecimiento en las zonas productoras del pais donde se
encuentren las condiciones adecuadas para su desarrollo. Este hongo se
desarrolla favorablemente solo cuando se presentan condiciones de clima
caluroso y una elevada humedad relativa, la temperatura 6ptima para su
desarrollo es de 25 T. Sin embargo, existen reportes donde se menciona que

este patdgeno es capaz de sobrevivir por anos.

Habitat.- Para que los conidios de este hongo germinen y puedan formar
un apresorio, requieren de temperaturas inferiores a los 35 T y la presencia de
agua libre sobre la superficie de la planta por periodos 12 h o mas, el tubo
germinativo penetra por los estomas o a través de la epidermis y cuando se
presentan condiciones de alta humedad relativa y altas temperaturas, se
producen abundantes acervulos obscuros sobre los tejidos afectados. Sin
embargo, se reporta que este patégeno es capaz de sobrevivir por mas de 10
afos cuando la semilla es almacenada a 5 C. Por lo que este patégeno puede

permanecer viable por largos periodos de tiempo en espera de condiciones



Optimas para su desarrollo y considerando que la semilla a importar es para fines
propagativos se incrementa la posibilidad de que este patdégeno se establezca en

varios estados del pais.

Importancia econémica.- De acuerdo a la revision realizada en distintas
fuentes bibliograficas existen pocos reportes que hablen sobre las pérdidas
ocasionadas por el patdgeno, sin embargo, se reporta que este honga afecta
principalmente a especies de la familia Fabaceae como son el frijol, lenteja,
alfalfa y la soya, los cuales son cultivos ampliamente distribuidos y con relevante
importancia econémica en diferentes estados del pais, (http://www.cofemermir.
gob.mx/uploadtests/2544.66.59.12.Veza_Australia_4.doc).

Moho negro por Alternaria alternata

Caracteristica generales.- El micelio de A. alternata en medio de Papa
Dextrosa Agar (PDA) al principio es blanco, pero se torna a un gris oscuro con
bordes blancos en 48 h. Los conidioforos son café olivo y septados.La conidia es
ligeramente café oscuro, usualmente con tres a cinco septas y con una septa
longitudinal en la segunda y tercera célula. La conidia se desarrollan en niameros

de tres a cuatro por cadena (Jones, 1997)

Habitat .- Este hongo es saprofito y causa enfermedades en frutos, la
infeccion ocurre cuando las esporas son dispersadas por aire, sobre la planta o
cuando la planta entra en contacto con suelo infestado y en el fruto por heridas
penetra por la cuticula o pericarpio. Plantas poco vigorosas o estresadas son mas
susceptibles; incrementandose la susceptibilidad con la falta de nutrientes (Jones,
1997).

Sintomas.- En hojas y frutos se presentan manchas alargadas café oscuro
a negro, con anillos concéntricos. Las areas afectadas se oscurecen ligeramente
hasta que la planta muere. En el fruto estas manchas son firmes, hundidas y a
veces con anillos concéntricos con un denso gris oscuro a verde olivo, sobre

estas lesiones se producen abundantes fructificaciones (Jones, 1997).



Importancia econdémica .- Este hongo esta presente en todos los
continentes causando dafos importantes, produce muerte de plantas y puede
dafar el fruto y afecta el rendimiento. Las lesiones en el fruto disminuye su valor
comercial. Ataca zanahoria, papa, berenjena y otras solanaceas cultivadas o
malezas, entre otros muchos hospederos. Sobrevive de una estacion a otra y tal

vez mas, en el suelo y restos de plantas enfermas (Agrios, 2004).

Decripcion de las Bacterias Fitopatogenas

Importancia de las bacterias

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 patdgenas de varios
géneros y cada género contiene algunos patégenos capaces de producir

diferentes tipos de enfermedades (Agrios, 2004).

Tizdn comun del frijol casusado por ~ Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
(Smith) Dye.

Caracteristicas generales.- X. axonopodis 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 u. En agar produce colonias convexas de crecimiento
mucoide de color amarillo, humedas brillantes; pigmento amarillo que es
extracelular y es un carotenoide tipo alcohol insoluble en el agua denominado
xanthomonadina. Hidroliza fuertemente la caseina y almidén. Existen cuatro tipos
de colonias de X. phaseoli; rugosa, lisa, semimucoide y mucoide; las mas

virulenta es la del tipo mucoide (Campos, 1977).



Habitat .- 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
Espafa; pero se ha reportado en Filandia, Francia, Holanda, Suiza, Moldava,
Grecia, Rumania y otras areas de la antigua Union de Republica Soviética (Smith
et al., 1992).

Sintomas .-En hojas y vainas pueden aparecer lesiones similares a las
debidas a la invasion estomatica, especialmente a temperaturas de 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 acompafnado 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).

Importancia econdmica.- En los Estados Unidos fue la enfermedad de
mayor importancia economica de este cultivo en 1976, causando una pérdida
estimada de cuatro millones de doélares. 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 y Alarcorn, 1980). A su
vez Campos (1977) menciona, que en nuestro pais ésta enfermedad causa dafios

gue varian de un 10 a 50 %.



Mancha bacteriana causado por Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
(Doidge).

Caracteristicas generales.- La Mancha bacteriana es causada por
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria. La bacteria es gram negativa, movil,
mide 0.7-1.0 x 2.0-2.4 um y posee un solo flajelo polar. Crece lentamente en agar
nutritivo, las colonias con circulares, hiumedas, se desarrolan entre 48 y 72 h
después de su aislamiento, esta bacteria produce acido, pero no gas, de la
glucosa, arabinosa, sucrosa, galactosa, trealosa, celobiosa y fructosa,

también’produce xanthomonadinas (Jones et al .,1991; Nufiez, 1998).

Habitat.- El desarrollo de la enfermedad se favorece a temperaturas de 24
a 30 °C y abundante humedad relativa. En el campo la bacteria se disemina a
través de gotas de lluvia acarreadas por el viento, el recorte en el transplante y
por aerosoles. Penetra a través'de los estomas, por heridas creadas por la arena
que acarrea el viento, picaduras de insectos y por via mecanica (Jones, 1991;
Nufiez, 1998).

Sintomas.- Se inician en el envés, donde aparecen manchas angulares de
2 a 3 mm de diamentro de color verde oscuro y aspecto humedo, las cuales
después adquieren una coloracion gris purpura cuyo centro es de color negro y
estd provisto de un halo amarillo claro. En ocasiones, el centro puede
desprenderse, pero sigue manteniendo un halo amarillento. Como consecuencia

de ello las hojas caen prematuramente (Rodriguez, 2000).

Importancia economica.- La mancha bacteriana esta presente en todos
los lugares donde se cultiva chile y jitomate. Sin embargo, es mas comun en las
regiones tropicales y subtropicales donde se presentan abundantes o moderadas
precipitaciones. Se estima que los dafios causados por esta bacteriosis oscilan
entre 3y 18% y en casos excepcionales, puede ocacionar perdidas totales (Jones
et al .,1991; Nuiiez, 1998) .



Bacteriosis de la lechuga causado por la Pseudomonas cichorii.

Caracteristicas generales.- Es un bastoncillo estrictamente aerobio,
Gram-negativo, que mide 1.2-3.5 x 0.8 um con multiples flagelos polares.
Después de tres dias se forma colonias convexas lisas, brillantes de color
amarrillo claro, en un medio King de B, produce un pigmento verde difusible que
se hace fluorescente cuando esta expuesto a la luz ultravioleta (Jones et al.,
2002).

Habitat.- Shirata et al. (1982) reportaron que el patdbgeno 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 rizésfera
de este cultivo y malas hierbas. Existe evidencia de transmisién 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 € con 6ptimo de 25 T.

Sintomas .- Segun Jones et al. (2002) las sintomas de la mancha de
barniz se caracteriza por unas manchas necréticas, brillantes, de color pardo, de
unos milimetros de diamentro, en las superficies o peciolos de las hojas. Las
areas a lo largo de las venas son frecuentemente las mas afectadas. Las lesiones
viejas se secan y toman el aspecto de papel. Normalmente, las hojas mas
exteriores del cogollo no se ven afectadas. Por lo tanto los sintomas no pueden

ser evidentes hasta que cortan y abren los cogollos.

Importancia econdmica .- Aunque en general no se dispone de
estimaciones cuantitativas de las pérdidas causadas por la enfermedad, parece
claro que en Japdn se considera de importancia econdmica para la produccion de
lechuga al igual que en algunas partes partes de Estados Unidos; 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 pequefias; se han sefialado en Italia ataques epidemioldgicos a
lechuga (Smith et al., 1992).

Pudricion blanda por  Erwinia carotovora (Jones) Bergey et al. subsp. carotovora

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

cultivo han sido descritas por Diaz (1989).

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, necesita de temperaturas
mayores de 36° C, necesita lactosa pero no necesita maltosa para su crecimiento
esto es encomparacién con Erwinia carotovora subsp. atroseptica que es todo lo
contrario (Smith et al., 1992).

Habitat.- La bacteria no sobrevive por si misma en el suelo, aunque hay
poca duda de que puede invernar en muchos climas en restos o0 en rebrotes y en
la rizosfora de plantas cultivadas y de malas hierbas, probablemente como parte
de la flora natural de ésta. Los métodos de dispesién se han investigado con
mayor detalle en la subsp. atroseptica, pero ambas subespecies se dispersan por
insectos, por la maquinaria de cultivo, plantacion y recoleccion y durante el

lavado de las hortalizas antes de su comercializacion (Smith et al., 1992)



Sintomas. - Las sintomas producidos por las pudriciones blandas en frutos
de hortalizas y en otros 6rganos carnosos. Al principio, en los tejidos de dichos
organos aparece una pequefia lesibn aguanosa que se extiende con rapidez en
lo que se refiere a diametro y profundidad. La zona afectada se ablanda y
suaviza. Su superficie puede quedar manchada y algo hendido o bien puede

arrugarse y quedar ampulosa (Agrios 2004).

Importancia econdmica .- Calderoni (1978) menciona que las pudriciones
blandas y hiumedas son de amplia difusion mundial y causan perdidas importantes
de tubérculos en los depdsitos 0 montones de papa, tanto en campo como en
almacén. Cartin y Fucikovsky (1981) sefalan que esta enfermedad debe
considerarse como de las mas importantes y sefialan pérdidas hasta de 29 % en
rendimientos. Aunque en el cultivo la incidencia normalmente no es superior al 2
%. French (1977) considera esta enfermedad como una de las mas importantes

en América Latina.



MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del experimento

El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Investigacion en Alimentos de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad Autonoma de Coahuila, Unidad Saltillo. Blvd. Venustiano

Carranza s/n. Saltillo, Coahuila, México.
Extraccion de los polifenoles
Obtencion del material vegetal

Las muestras de gobernadora, cascara de la nuez y cascara de la granada
fueron proporcionadas por el Departamento de Investigacién en Alimentos de la
Universidad Auténoma de Coahuila de la Ciudad de Saltillo, Coahuila, México. La
gobernadora, nuez y la granada se secaron en una estufa a 60 °C durante 48 h,
enseguida se pulverizaron y se guardaron a temperatura ambiente en recipientes

opacos para evitar la exposicion directa a la luz ya que esta oxida los polifenoles.

Extraccion de polifenoles de la gobernadora

En tres matraces de Erlenmeyer (1000 mL); se agregaron 100 g de polvo
de la gobernadora con 400 mL de acetona al 70% (relacion 1:4). Los matraces se
forraron con papel aluminio para evitar la exposicion de la luz. Se monté un
sistema de reflujo a una temperatura no mayor a 60°C por un tiempo de 12 h. Una
vez terminado el reflujo, se filtré en la tela de tul, de la cual se obtuvo 270 mL, el
extracto recuperado se centrifugd a 3500 rpm por 10 min y se recuperaron 260
mL. Al extracto se le retird el solvente con ayuda de un rotavapor (YAMATO,
RE540) donde se mantuvo a una temperatura no mayor a 60 C y se evito la
exposion a la luz de la manera antes descrita, en la cual se recuperaron 145 mL

de agua y 50 mL de acetona.



Extraccion de polifenoles de la cascara de la nuez

En tres matraces Erlenmeyer (1000 mL), en cada matraz se colocaron
100 g de polvo de la cascara de la nuez y 400 mL de metanol al 70 % (relacion
1:4). Los matraces se forraron con papel aluminio para evitar la exposicion de la
luz. Se montd un sistema de reflujo a una temperatura no mayor a 60° en un
tiempo de 4 h. Una vez terminado el reflujo, el extracto se filtré en la tela de tul. El
liquido filtrado se centrifugd a 3500 rpm por 10 minutos. Por ultimo se midi6 el

volumen de extracto recuperado el cual fue de 820 mL.

Extraccion de polifenoles de la granada

En un recipiente de plastico, se colocaron 150 g de polvo de cascara de
granada en 750 mL de agua (relacion 1:5), la mezcla se agit6é por un tiempo de 5
h. Enseguida, se filtrd por la tela de tul, por el algodoén, por la fibra de vidrio No. 4
y por ultimo se pasoé por el filtro de Whattman No. 41 recuperandose 368 mL de
extracto.

Cuantificacion de polifenoles

Cuantificacién de taninos hidrolizables

Se preparé una curva patron utilizando una solucion estandar de acido
galico a una concentracion 0.4 g/L. Se realizo el etiguetado de 10 tubos de
ensayo del 0 al 4. y se le afiadierén a cada tubo 0, 0.1, 0.2, 0.3y 0.4 ml de la
solucion estandar, posteriormente se les agregé a cada uno 0.4, 0.3, 0.2, 0.1y 0
ml de agua destilada respectivamente. Enseguida se afiadieron 400 uL de la
muestra diluida en un tubo de ensayo, al que se le adicionaron 400 pL del reactivo
comercial Folin Ciocalteu, se agitd y se dejé reposar por 5 min. Después se
adicionaron 400 pL de carbonato de sodio (0.01 M), se agité y dejo reposar por 5
min. Posteriormente se diluy6 con 2 mL de agua destilada, enseguida se leyd en
un espectrofotometro UV/Visible (THERMO SPECTRONIC, Biomate3) a 725 nm
para determinar fenoles totales. Las lecturas obtenidas fueron analizadas por la



ecuacion obtenida en la correspondiente curva patron (grafica 1 ). Dicho ensayo

se realizo por duplicado.
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Gréfica 1. Curva patrén de acido galico.

Cuantificacion de taninos condensados.

Se prepar6 una curva patrén utilizando una solucion estandar de catequina
a una concentracion 1 g/l. Se realizo etiqguetando 5 tubos de ensayo del 0 al 4.se
le afadieron a cada uno a 0, 0.25, 0.50, 0.75 y 1 ml de la solucién estandar,
respectivamente y se afadieron a cada uno 1, 0.75, 0.50, 0.25 y 0 ml de agua
destilada respectivamente. Para el caso de los tubos con muestra se les
agregaron 500 pL de la muestra diluida en un tubo de ensayo (16 x 150), al que
se le adicionaron 3 mL de HC1-butanol al 10% , enseguida se le adicionaron 100
uL de reactivo ferrico. Estos tubos se cerraron muy bien con el fin de que no se
evapora el NC1-butanol. Después se coloc6 en bafio Maria con agua hirviendo a
1h, se dej6é enfriar, enseguida se leyd en un espectrofotometro UV/Visible
(THERMO SPECTRONIC, Biomate3) a 460 nm de absorbancia. Las lecturas
obtenidas fueron analizadas por la ecuacién obtenida en la curva patron (grafica

2). Dicho ensayo se realizo por triplicado.



Curva de catequina a 1000 ppm
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Gréfica 2. Curva patrén de catequina.

Monofenoles comerciales

Acido galico. Este reactivo puro lo proporciond el Laboratorio de Microbiologia
del Departamento de Investigacion en Alimenos el cual contenia un peso
molecular de 170.02 , con el numero de lote 2050274 (sigma).

Se peso un 1 mg en 5 mL como solucion madre y para diluir se utilizd
etanol, dicha solucién se prepar6é a 1000, 500, 250 y 125 ppm respectivamente.
Solucién de acido gélico (1.0 g/L). Se pesaron 0.025g de acido galico y se
aforaron con 25 mL de agua destilada. El procedimiento se llevdé a cabo con la
mayor brevedad para evitar la exposicion del acido a la luz. Se guardo la solucion

en un recipiente forrado de aluminio y en refrigeracion (4<C).

Acido elagico. Este reactivo puro lo proporciono el Laboratorio de Microbiologia
del Departamento de Investigacion en Alimenos la cual contenia un peso
molecular de 338.2 marca ICN Biomedicals. Se pes6 un 1 mg en 5 mL como
solucion madre y para diluir se utilizo agua, la solucion se preparo a 1000, 500,

250 y 125 ppm respectivamente.



Seleccion del método de la esterilizacion de placas de ELISA

Esterilizacién de la placa de poliestileno (ELISA) se evaluaron diferentes
metodologias, éstas fueron:
1.- Con UV durante 30 min, después se le agregd medio de cultivo y se incubé a
30° C, durante tres dias.
2.-Con el microondas, a traves de la aplicacién de dos pulsos de dos minutos.
3.-Con autoclave, durante 20 minutos en un rango de presion de 5-10 Ib.
A las placas tratadas se les agregé medio de cultivo sabouraud dextrosa estéril, y
se incubaron durante 72 h a 30°C para evaluar la eficiencia de esterilizacion,
revisandolos diariamente cada uno de la placas , es importante mencionar que se
metieron en plastico de ciblok, esto con el fin de prevenir la contaminacion del

medio de cultivo.

Actividad bioldgica (antifungica) de extractos poli fenolicos sobre la
inhibicion del crecimiento de 8 especies de hongo s fitopatégenos.

Los hongos (Cuadro 2) que se utilizaron para el presente trabajo los
proporcion6 el Centro Internacional de Sevicios Fitosanitarios (CISEF), el cual
esta autorizado por la SAGARPA, certificado con el ISO 9001-2000. La
identificacion de los hongos los realizo el M.C. Faustino Lara Victoriano, jefe del

Laboratorio de Micologia y acreditado para tal area.

Cuadro 2.- Hongos fitopatogenos utilizados en este estudio

1=Pytium sp.
2=Colletotrichum truncatum
3=Colletotrichum coccodes.
4=Alternaria alternata
5=Fusarium verticillioides.
6=Fusarium solani
7=Fusarium sambucinum

8=Rhizoctonia solani.




Conservacion de las especies fungicas

Los hongos se activaron en agar sabouraud dextrosa; las placas se
incubaron a 30°C. Cada cepa se conservé en un sistema crioprotector a basé de
una solucion leche:glicerol (9:1). El sistema de crioproteccién fue esterilizado a 15
Ib de presion por 10 minutos. Posteriormente el micelio activo se cortdé con una
punta de micro pipeta estéril en discos de 6 mm, los que se colocaron dentro de
tubos Eppendorf previamente esterilizados. Se agregaron 0.5 mL del medio
crioprotector estéril. Los tubos se etiquetaron y se almacenaron a una

temperatura de -20°C.

Incremento de las cepas

Los hongos se activaron en agar sabouraud dextrosa; las placas se
incubaron a 30°C y se mantuvo en observacion hasta que se obtuvo suficiente

mecelio que fue a los 6 dias.

Bioensayo de los diferentes especies de hongos

La placa de Elisa estéril fue cubierta con aluminio previamente esterilizado,
agregandose 200 pL de medio de cultivo estéril por pozo y se dejo reposar
durante 30 min; enseguida se le agreg6 una propagulo definido del micelio de los
hongos con la ayuda de una jeringa de insulina (Cuadro 2), después se le
agregaron 20 pL de extracto (la gobernadora, nuez y granada) y dos de los
monofenoles (galico y elagico), estos con las diferentes concentraciones que se
muestran en el cuadro 3. Un testigo (agua destilada estéril) fue utilizado.
Posteriormente se incubd a 30° C durante 24 h, realizando observaciones con el
estereoscopio cada 0, 6,12,18 y 24 h.



Cuadro 3.- Extractos polifenolicos evaluados a diferentes concentraciones sobre
la inhibicion del crecimiento de 8 especies de hongos fitopatogenos y 10

aislamientos de Fusarium.

Extracto Concentracion Concentraciéon Concentracion Concentracion
polifendlico (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Gobernadora 0.70 0.35 0.17 0.08
Nuez 0.20 0.10 0.05 0.02
Granada 0.21 0.11 0.05 0.02
Galico 1000 500 250 125
Elagico 1000 500 250 125
Actividad biologica (antifungica) de extractos poli fenoles sobre la inhibicién

del crecimiento de 10 aislamientos de  F. oxysporum

Las cepas de Fusarium (Cuadro 4) que se utilizaron para el presente
trabajo las proporciono el Centro Internacional de Sevicios Fitosanitarios (CISEF),
la cual esta certificado con el ISO 9001-2000. La identificacion de los hongos los
realizo el M.C. Faustino lara victoriano, la cual es el encargado del Laboratorio de

Micologia y acreditado para tal area.

Cuadro 4.-Cepas de Fusarium oxysporum utilizados en el experimento

1=Fusarium oxysporum No.1
2=Fusarium oxysporum No.2
3=Fusarium oxysporum No0.9
4=Fusarium oxysporum No.10
5=Fusarium oxysporum No.11
6=Fusarium oxysporum No.14
7=Fusarium oxysporum No.15
8=Fusarium oxysporum No.22
9=Fusarium oxysporum No.28

10=Fusarium oxysporum No.29




Incrementos de los aislamientos de  Fusarium oxysporum

Los aislamientos se activaron en agar sabouraud dextrosa; las placas se
incubarén a 30°C. Cada cepa se conservé en un sistema crioprotector a basé de
una solucion leche:glicerol (9:1). El sistema de crioproteccién fue esterilizado a 15
Ib de presion por 10 minutos. Posteriormente el micelio activo se cortdé con una
punta de micro pipeta estéril en forma de discos de 6 mm, que se colocaron
dentro de tubos Eppendorf previamente esterilizados. Se agregaron 0.5 mL del
medio crioprotector estéril. Los tubos se etiquetaron y se almacenaron a una
temperatura de -20°C. Para el incremento de los aislamientos de Fusarium, la
optimizacion de la esterilizacion de las placas y el acondicionamiento del ensayo

se utilizo los mismos procediemientos descritos en la etapa anterior.
Disefio experiemental

Para el analisis de la inhibicién de crecimiento de 8 especies de hongos
fitopatdgenos y 10 aislamientos de Fusarium oxysporum, se utilizo el programa

del SAS, la prueba estadistica no parametrica de Kruskal-Wallis .

Actividad biolégica (antibactericida) de extractos polifenoles sobre la
inhibicién del crecimiento de cuatro especies de ba cterias fitopatogenos

Las cepas bacterianas que se utilizaron en la presente investigacion fueron
proporcionadas por el laboratorio de bacteriologia del CISEF donde se analizo las
pruebas bioquimicas pertinentes y correspondientes a su caracterizacién e
identificacion. Las bacterias proporcionadas fueron; Xanthomonas campestris pv.
phaseoli, Xanthomonas vesicatoria, pv. vesicatoria, Erwinia carotovora pv.

carotovora y Pseudomona cichorii.
Preparacion de los inoculos y conservacion

En tubos de eppendorf previamente esterilizados con 500 pL de caldo, se
agregaron 100 pL de bacteria activa se etiqueto y congelo a -20° C.



Preparacion de las diluciones bacterianas

Se agregron 100 pL de la bacteria activa, a cada tubo de ensaye
correspondiente, el cual contenia 4 mL de caldo previamente esterilizado,
enseguida este caldo se leyo en un espectrofotometro (THERMO SPECTRONC)
a 625 nm, ajustandose a 0.08-0.1 de absorvancia, esta turbidez corresponde a

una concentracion de 1.5x108 UFC/mL.

Preparacion de medio para bacterias.

Activacion de bacterias. En un matraz Erlenmeyer (500 mL) se prepararon
250 mL de caldo KB, que contenia 5.0 g de peptona, 0.4 g de K;HPO,, 0.4 g de
MgSO,, 5 mL de glicerol y 250 mL de agua destilada; este caldo se agregd (en
alicoutas de 5 mL) en tubos de ensaye y con una asa microbiologica se inéculo la
bacteria a los tubos y se incub6 a 30°C durante 18 -24 h. Para la esterilizacion de
material de las placas de Elisa se utilizd el mismo procedimiento descrito en las

etapas de los hongos.

Bioensayo de los extractos sobre las bacterias

La placa de Elisa, cubierto con aluminio previamente esterilizado se le
agregaron 200 pL de medio KB, el medio se dejé reposar durante 30 minutos,
enseguida se le agrego 20 pL de inoculo (Cuadro 2) (ajustado) 1.5 x 10® UFC/mL,
después se le agregaron 20 pLde extracto (la gobernadora, nuez y granada),
estos con diferentes concentraciones al 10%, 5%, 2.5%, 0.25 vy el Testigo
(Cuadro 5). Al tener listo se incubé a 30°C durante 36 horas, al no observarse el
crecimiento con el estereoscopio a este tiempo se decidid, hacerle una puncion al
medio de cultivo con el fin de poder observar el crecimiento bacterial, enseguida
se refriger6 para detener el crecimiento, sin embargo, esto permitid que se

observara mejor la inhibicién a los 60 h.



Cuadro 5. Extractos polifenolicos evaluados a diferentes concentraciones sobre

la inhibicion de crecimiento de bacterias fitopatogenas.

Extracto concentracion Concentracio concentracio Concentracion
polifendlico (Ppm) (ppm) (Ppm) (ppm)
Gobernadora 0.70 0.35 0.17 0.08
Nuez 0.20 0.10 0.05 0.02
Granada 0.21 0.11 0.05 0.02

Disefio experimental

Para las bacterias se utilizo el programa estadistico del SAS, un analisis
categorico de datos usando tablas s x r donde las variables de las columnas y de

las hileras fueron clasificados nominalmente.



RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Extraccion de taninos de gobernadora y de dos casca ras de granada y

nuez.

Para realizar la cuantificacion de polifenoles de los tres extractos, se hizo
una curva patron de Acido galico (Grafica 1) y Catequina (Grafica 2). Como se
puede observar (Cuadro 6) la gobernadora es el extracto de la cual se obtuvo
mayor cantidad de taninos hidrolizables, en comparacion con la nuez y la granada
(Grafica 3), sin embargo entre estos dos ultimos no varia significativamente la
cantidad de taninos totales. Bello Cueto et al. (2006) reporta que la gobernadora
es una buena fuente de taninos condensados seguidos de taninos hidrolizables y
sumado para lo dos cubre un 61.12 % del total de la planta.

Cuadro 6.- Taninos totales cuantificados el los tres extractos con una curva patron

de Acido galico y Catequina.

Extractos gAG/gP* gCl/gP** gTT/gP***
Gobernadora  0,16063885 0,03116605 0,19180489
Nuez 0,11486109 0,04050882 0,15536991
Granada 0,10951439 0,04259327 0,15210765

*= gramos de acido galico por gramos de planta
**=gramos de catequiza por gramos de planta

***=gramos de taninos totales por gramos de plantas
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Grafica .-3 Gramos de taninos totales por gramo de planta en los tres extractos.

2.- Evaluacion del metodo de esterilizacion de plac  as de poliestireno

Después de tres dias y con revisiones diarias de cada placa se observo que
el mejor metdédo de esterilizacion fue la de autoclave (cuadro 7), ya que no hubo
crecimiento microbiano en ninguno de los pozos, aunque en este caso se bajo la
presién en un rango de 5-10 Lb en un tiempo de 20 minutos, esto porque el
plastico no tolera altas temperaturas. En cambio cuando se esterilizo por los
metodos de UV y microondas si hubo crecimiento microbiano. Es importate
mencionar que no hay antecedentes que se haya estrilizado la placa de Elisa con
algun metodo similar a las que se probaron en este trabajo. Ponce et al. (2006)
mencionan que la autoclave es una tecnica con efectividad alta y tiempo corto,

asi mismo que la esterilizaciéon por UV no es total.



Cuadro 7.-Pozos contaminados por hongos en placas de Elisa sometidos a

diferente metodo de esterilizacion a los tres dias.

Dias
Metodo de P 1 2 3 Total
esterilizacion
uv 29 0 1 1 2
Microondas 9 0 1 1 2
Autoclave 9 0 0O O 0

UV=rayos ultravioleta, P=pozso observados por placa

3.- Evaluacion de la actividad biologica de los ext  ractos sobre la inhibicion

del crecimiento de 8 especies de hongos fitopatoge  nos.

Se observo que a concentracion alta del extrcato aumenta la inhibicion del
crecimiento y que al disminuir la concentracion disminuye la inhibicion, en la
gobernadora, las especies que presentaron mayor inhibicion del crecimiento
fueron: Phytium sp, C. coccodes, C. truncatum y R. solani (Cuadro 8). Solo
Fusarium verticillioides no fue inhibida. Estos resultados son comparables con
los obtenidos por Ventura- Sobrevilla et al., (2006) quienes mencionan que el
extracto de gobernadora tiene efectos inhibitorios sobre Colletotrichum truncatum,
Alternaria alternata, Fusarium sambucinun y para Fusarium verticillioides solo
tiene actividad fungistatica. Segun Lira-Saldivar et al. (2003) Pythium es inhibido
por el extracto de gobernadora obteniendo resultados similares a los nuestros.
Este es un efecto importante desde el punto de vista fitopatologico dado que el
extracto tiene efecto contra organismos oomycetes y deuteromycetes mientras
gue los fungicidas quimicos ejercen accion contra oomycetes y no actuando

contra deuteromicetes y viceversa.



Cuadro 8.- Porcentaje de Inhibicion del crecimiento de 8 especies fungicas por 4

concentraciones del extracto de gobernadora.

ppm

Especies 0.70 0.35 0.17 0.08 testigo
1=Pythium sp. 100 100 100 100 50
100 100 100 100 75
100 100 100 75 0
100 100 50 50 50
75 50 50 0
100 75 75 75
100 75 50 50 25
100 100 100 75 0

2=Colletotrichum truncatum
3=Colletotrichum coccodes.
4=Alternaria alternata
5=Fusarium verticillioides.
6=Fusarium solani
7=Fusarium sambucinum

8=Rhizoctonia solani.

Cuando se probaron los extractos de cascara de nuez se aprecio que las
concentraciones mas altas 0.20 y 0.10 tuvieron inhibicion equivalente y actuan
sobre las especies Phytium sp, Colletotrichum truncatum, Colletotrichum
coccodes , Fusarium sambucinum, Rhizoctonia solani ya que muestran 100 % de
inhibicién, para las especies Alternaria alternata, Fusarium verticillioides, y
Fusarium solani solo mostraron actividad fungistatica (Cuadro 9). Es importante
hacer mencion que no existe antecedentes, sobre el uso del extracto de la nuez
como inhibidor del crecimiento fungico, sin embargo presenta altas cantidades de
polifenoles y pudiera ser un buen agente inhibidor del crecimiento de algunas

especies fungicas.



Cuadro 9.- Porcentaje de inhibicion del crecimiento de 8 especies fungicas por 4

concentraciones del extracto de la nuez.

ppm

Especies 0.20 0.10 0.05 0.02 testigo
1=Pythium sp. 100 100 100 100 50
100 100 100 100
100 100 75 75
50 50 25 25
50 50 50 0
75 75 50 75
100 100 75 75
100 100 100 100 100

2=Colletotrichum truncatum
3=Colletotrichum coccodes.
4=Alternaria alternata
5=Fusarium verticillioides.
6=Fusarium solana

7=Fusarium sambucinum

o O O O O O

8=Rhizoctonia solani.

En el cuadro 10 se observa que tambien a mayor concentracion del extracto de
granada, mayor es la inhibicion y que la concentracion de 0.21 fue la que mas
inhibio a las especies Colletotrichum truncatum, Colletotrichum coccodes,
Rhizoctonia solani , y no se afecto para las especies Alternaria alternata y
Fusarium solani mientras que para las concentraciones 0.11 ,0.05 y 0.02 hay
equivalencia que solo tiene actividad fungistatica. Cabe sefialar que no hay
antecedentes de que la granada tenga efecto inhibitorio sobre hongos
fitopatbgenos, sin embargo Aguilera-Carbo et al. (2005), reportan que los
polifenoles de la granada tuvieron efecto inhibitorio con bacterias de alimentos y
esto se tomo como base para probar sobre los diferentes hongos que se

evaluaron ya que contiene un gran cantidad de polifenoles.



Cuadro 10.- Porcentaje de inhibicion del crecimiento de 8 especies fungicas por 4

concentraciones del extracto de la Granada.

ppm
Especie 0.21 0.11 0.05 0.02 testigo

1=Phytium sp. 75 75 75 75 0
2=Colletotrichum truncatum 100 100 50 50 0
3=Colletotrichum coccodes. 100 50 o5 100 o5
4=Alternaria alternata 0 0 75

5=Fusarium verticillioides. o5

6=Fusarium solani 0

7=Fusarium sambucinum o5

8=Rhizoctonia solani.

100 100 100 100 100

De acuerdo a los resultados obtenidos en el cuadro 11 se observa que no hubo
diferencia significativa entre las concentraciones de 1000 ppm con la de 500 ppm
de Ac. Galico y la especie donde mas se afecto el crecimiento fue Colletotrichum
truncatum, mientras que para Alternaria alternata, Fusarium verticillioides y
Fusarium sambucinum solo manifesto actividad fungistatico esto en todas las
concetraciones; por lo tanto es de gran importancia decir que hay muchas
posibilidades que el acido galico halla perdido sus propiedades, como se sabe se
oxida a la luz y eso pudo influir en su actividad inhibitoria. Es importante
mencionar que no se encuentro reportes de que el acido galico comercial, tenga

efecto antimicrobiano.



Cuadro 11.- Porcentaje de inhibicion del crecimiento de 8 especies fungicas por 4

concentraciones del Acido Galico.

ppm
Especie 1000 500 250 125 testigo
1=Pythium sp. 50 50 0 50 0

2=Colletotrichum truncatum

100 100 50 0 0
3=Colletotrichum coccodes. 50 o5 o5 100 0
4=Alternaria alternata 50 0 0 0
5=Fusarium verticillioides. 0 0 0
6=Fusarium solani o5 0 0 0 0
7=Fusarium sambucinum 0 0 0 0 0

8=Rhizoctonia solani. 25 25 75 75 75

Las concentraciones de acido elagico que mas inhibieron el crecimiento
de las especies fungicas son 500 ,125, (Cuadro 12) enseguida la de 250 y 1000
ppm, esto puede ser debida a una mala manipulacion del reactivo y por eso las
concentraciones mas bajas fueron las que mas inhibieron el crecimiento fungico.
La especie que no fue inhibida fue la Fusarium verticillioides, esto se le atribuye
por las toxinas que produce ya que estas degradan los componentes del extracto.
para el caso de los hongos Alternaria alternata, Fusarium solani, Fusarium
sambucinum, Rhizoctonia solani solo mostro actividad fungistatico. En contraste,
Ventura- Sobrerilla et al. (2006) reportan que el acido elagico solo tiene activida

fungistatica.



Cuadro 12.- Porcentaje de inhibicion del crecimiento de 8 especies fungicas por 4

concentraciones del Acido elagico.

ppm

Especie 1000 500 250 125 testigo
1=Pyhtium sp. 100 100 50 50 O

2=Colletotrichum truncatum

6=Fusarium solani 75 75 25 50

75 75 75 75
75 50 75 75 75

25 100 100 100 0

3=Colletotrichum coccodes. 100 100 100 100 0
4=Alternaria alternata 0 50 50 100 0
5=Fusarium verticillioides. 0 0 0 0 0
0

0

7=Fusarium sambucinum

8=Rhizoctonia solani.

El analisis de Kruskal-Wallis (Cuadro 13) marcado como diferencia de la
calificacion promedio de hileras es igual a 57.506 con 7 grados de libertad
correspondiendo un valor de P=0.001 de significancia, por lo tanto se determina
que la inhibicién del crecimiento fue diferente entre los 8 hongos fitopatégenos
evaluados. El ananlisis estadistico de correlacion uso calificaciones de rangos
para probar la hipétesis nula, la cual indica que no hay una asociacion entre los
hongos con el grado de inhibicion de su crecimiento por los extractos sin tomar en
cuenta las concentraciones, contra la hipétesis alternativa de una asociacién entre
los hongos y la inhibicion del crecimiento por el extracto. El crecimiento es
diferente para cada uno de los hongos esto por las diferencias entre especies,
pero tambien por el tipo de extracto, ya que cada uno de los extractos tiene
diferente cantidad y diversidad de polifenoles. Ademas este resultado coincide
con lo reportado por Tequida et al. (2002 ) quienes indican que hay mucha
variacion en el grado de inhibicion de los hongos, estos autores probaron
diferentes extractos entre los que destacan extractos de L. tridentata, B.
glutinosa, D. discolory P. parviflora, sobre la inhibicién de 6 hongos fitopatégenos
tales como: Aspergillus flavus, Aspergillus Niger, Fusarium poae y Fusarium
verticillioides.



Cuadro 13.- Comparacion estadistica para crecimiento de los hongos por el

estadistico de Cochran-Mantel-Haenszel (Basado en calificaciones de rangos).

Estadistico Hipdtesis alternativa gl valor Prob

1 Correlacion no cero 1 2.912 0.088
2 Difer. calific. promedio hileras 7 57.506 0.001

Numero total de muestras = 200

Para determinar el efecto del extracto sobre la inhibicion del crecimiento se
encontro que el valor del Estadistico de Kruskal-Wallis (Cuadro 14) fue de 34.409
con 4 grados de libertad y un valor de P= 0.001 de significancia, por lo tanto el
tipo de extracto afecta en forma diferente el creciemiento de los diferentes
hongos. El estadistico de correlacion usé calificaciones de rangos y fue de
14.554 y P=0.001 por lo tanto se acepta que hay una asociacion entre el extracto

y la inhibicion del crecimiento.

Cuadro 14.- Comparacion estadistica del los extratos sobre la inhibicién del
crecimento por el estadistico de Cochran-Mantel-Haenszel (Basado en

calificaciones de rango).

Estadistico Hipotesis alternativa gl Valor Prob
1 Correlacion no cero 1 14.554  0.001
2 Difer. calific. promedio hileras 4 34.409 0.001

Numero total de muestras = 200

En la determinaciébn del grado de inhibicion del crecimiento por la
concentracion del extracto, se encontro que el valor del estadistico del Kruskal-
Wallis (Cuadro 15) fue de 37.130 con 4 grados de libertad y con un valor de
P=0.001 de significancia por lo tanto, la concentracién del extracto afecta en
forma diferente el crecimiento de los hongos. El estadistico de correlaciéon de
27.283 y P=0.001 indica una asociacion entre la concentracion del extracto y la

inhibicion del crecimiento.



Cuadro 15.- Comparacion estadistica de las concentraciones utilizadas por el
extracto por el crecimento con el estadistico Cochran-Mantel-Haenszel (Baseda

en calificaciones de rango).

Estadistico Hipotesis alternativa gl Valor  Prob
1 Correlacion no cero 1 27.283 0.001
2 Difer. calific. promedio hileras 4  37.130 0.001

Numero total de muestras = 200

De acuerdo a los resultados obtenidos en las calificaciones de rangos medios de
Wilcoxon (cuadro 16). En las especies 1=Pythium sp, 2=Colletotrichum truncatum,
3=Colletotrichum coccodes, la inhibicion del crecimiento fue equivalente, pero
también con las especies 4=Alternaria alternata, 6=Fusarium solani y 7=Fusarium
sambucinum , y la especie menos afectada fue la 5=Fusarium verticillioides y la
mas afectada fue la especie 8=Rhizoctonia solani, esto sin importar el extracto ni

la concentracion.

Cuadro 16.-Calificaciones Wilcoxon (Suma de rangos) para la variable inhibicion

del crecimiento por especie fungica.

suma de Esperado Dev. Est. calificacion

Hongos N calificaciones bajo HO bajo HO promedio
1 25 1994.50000 2512.50000 261.441017 79.780000

2 25 1790.50000 2512.50000 261.441017 71.620000

3 25 1961.00000 2512.50000 261.441017 78.440000

4 25 3102.50000 2512.50000 261.441017  124.100000

5 25 3744.00000 2512.50000 261.441017  149.760000

6 25 3097.00000 2512.50000 261.441017  123.880000

7 25 2913.50000 2512.50000 261.441017  116.540000

8 25 1497.00000 2512.50000 261.441017 59.880000

Promedio de calificaciones relacionados

Kruskal-Wallis Test (aproximacion de la Chi-cuadrada)

CHISQ = 57.506

DF=7

Prob > CHISQ = 0.0001



De acuerdo a las calificaciones promedio se observa (cuadro 17) claramente que
de los 3 extractos y de los 2 reactivos puros, la gobernadora es el que inhibio mas
el crecimiento, seguido de la nuez y el reactivo de ac. elagico, mientras el extracto
de la granada y el acido galico son los que menos inhibieron, cabe aclarar que
esto es sin importar el hongo en la cual se aplico, esto se relaciona por la cantidad

de polifenoles de cada una de los extractos, ya que la gobernadora mostro mayor

cantidad de polifenoles.

Cuadro 17.- Calificaciones de Wilcoxon (suma de rangos) por la inhibicion del

crecimiento clasificado para el tipo de extracto.

Esperado Dev. Est. calificacion
Extracto N  calificaciones bajo HO bajo HO promedio
Gobernadora 40 2923.0 4020.0 316.209332 73.075000
Nuez 40 3177.0 4020.0 316.209332 79.425000
Granada 40 4640.0 4020.0 316.209332 116.000000
Acido galico 40 5432.0 4020.0 316.209332 135.800000
Acido elagico 40 3928.0 4020.0 316.209332 98.200000

Promedios de calificaciones relacionados

Kruskal-Wallis Test (Aproximacion de la Chi-cuadrada)
CHISQ = 34.409 gl=4 Prob > CHISQ = 0.0001

De acuerdo al rango de calificaciones promedio a mayor concentracion es
mayor la inhibicion y como se observa en el cuadro 18, no hay gran diferencia
significativa entre las concentraciones 1y 2 seguidas de las concentraciones 3y 4
que tampoco difieren entre ellos, aunque hay un diferencia significativa para la
concentracion 5 que fue el testigo. Esto de acuerdo a la sumas de calificaciones y

calificacion promedio de cada uno de los extractos.



Cuadro 18.- Calificaciones de Wilcoxon (suma de rangos) por la inhibicion del

crecimiento clasificado para la concentracion del extracto.

suma de Esperado Dev. Est. calificaciéon

Concent N calificaciones bajo HO bajo HO promedio
1 40 3198.00000 4020.0 316.209332 79.950000
2 40 3347.00000 4020.0 316.209332 83.675000
3 40 3849.00000 4020.0 316.209332 96.225000
4 40 3829.50000 4020.0 316.209332 95.737500
5 40 5876.50000 4020.0 316.209332 146.912500

Promedios de calificaciones relacionados

Kruskal-Wallis Test (Aproximacion de la Chi-cuadrada)
CHISQ = 37.130 gl=4 Prob > CHISQ = 0.0001
4.- Evaluacion de la actividad bioldgica de los ext  ractos sobre la inhibicion
del crecimiento de 10 aislamientos monosporicos de F. oxysporum

En el cuadro 19, se observa que en la concentracion mas alta del extracto de
gobernadora hay mayor inhibicion del crecimiento ya que inhibio 8 de las 10
cepas, se le atribuye por su mayor concentracion de polifenoles y a menor
concentracion disminuye la inhibicion, sin embargo la cepa 2 solo mostro actividad
fungistatica, mientras en la que se presento la mayor inhibicién fue en la cepa 5,
esto nos indica que hay diferencias entre estos aislamiento ya que se comportan
de manera distinto. Resultados reportados por Ventura-Sobrevilla (2006)
coinciden en el sentido de que Fusarium es inhibido por el extracto de la

gobernadora, la diferencia es de que dicho autor solo probo un aislamiento.



Cuadro 19.- Porcentaje de Inhibicion del crecimiento de 10 aislamientos de
Fusarium oxysporum con 4 concentraciones del extracto de gobernadora (Larrea

tridentata).

ppm

Cepas 0.70 0.35 0.17 0.08 testigo
100 100 75 0
0 0 0 0
100 100 75 75
100 75 75 25
100 100 100 0
100 100 75 0
100 100 75 75
100 100 75 75
100 75 75 75
75 75 0 0

BHoo~vouonsrwnr
OCoocooocoojoo

En este resultado (Cuadro 20) muestra que las cepas 1 y 8 tubierom mayor
inhibicion a concentraciones de 0.20, 0.10 y las cepas 2 , 3, 5, 6, y la 10 solo
mostro actividad fungistatica en todas las concentraciones, podemos decir que se
necesita probar mayor concetraciones del extracto de la nuez., y que hay
diferencias entre cepas; esto se le atribuye a que puede presentar diferencia de
variacion genetica entre cepas de la misma especie. Cabe sefialar que no existen

antecedente de que la nuez tenga efectos inhibitorios sobre hongos fitopatogenos

Cuadro 20.- Porcentaje de Inhibicion del crecimiento de 10 aislamientos
monosporicos de Fusarium oxysporum con 4 concentraciones del extracto de

nuez.

ppm

Cepas | 020 0.10 0.05 0.02 testigo
100 100 75 50 0
50 50 50 25 25
75 75 50 50
100 50 75 75
75 75 75 50
75 75 25 0
100 75 75 75
100 100 75 75
100 75 50 50
75 75 75 75

BHoo~vwouonsrwnr
) )
ofocoococool}




Se observa (Cuadro 21) que no hubo inhibicién en ninguno de los aislamientos,
al extracto de la granada solo se leyo actividad fungistatica en las diferentes
concentraciones, sin embargo, el testigo tampoco hubo creciemiento, esto puede
ser que no se le halla inoculado suficiente micelio, segun Aguilera-Carbo et al.
(2005), el extracto de la granada tiene efecto inhibitorio sobre bacterias de

alimentos, pero no hay reportes que tenga efectos sobre hongos fitopatdégenos.

Cuadro 21.- Porcentaje de Inhibicion del crecimiento de 10 aislamientos
monosporicos de Fusarium oxysporum por 4 concentraciones del extracto de

granada.

ppm
Cepas 0.21 0.11 0.05 0.02 testigo
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 25 25 0 0 0
5 50 25 0 0 0
6 25 0 0 0 0
7 25 0 0 0 0
8 25 25 0 0 0
6 0 0 0 0 0
10 25 0 0 0 0

El acido galico solo tubo actividad fungistatico en el aislamiento 2 (Cuadro 22), es
importante mecionar que en los otros aislamientos no hubo creciemto, es muy
probale que no se le haya inoculado insufieciente micelio. No hay literatura que
demuestre que el acido galico comercial tenga actividad inhibitoria sobre hongos

fitopatdgenos.



Cuadro 22.- Porcentaje de Inhibicion del crecimiento de 10 aislamientos

monosporicos de Fusarium oxysporum por 4 concentraciones del acido galico.

ppm
Cepas 1000 500 250 125 Testigo

Boo~vounsrwnr
Oocoocooocoocofo
coocoocoocoocoocolo
coocoocoocoocoolo
Oocoocooocooofo
Oocoocooocoocofo

En el cuadro 23, se observa que el unico aislamiento inhibido por el acido
elagico es la 7 en la concentracion 125 y las demas concentraciones solo tubo
efecto fungistatico, es raro ver una concentracion baja inhibiendo, pero es muy
probable que le haya inoculado muy poco micelio, pero tambie puede ser que el
ac. elagico haya perdido sus propiedades, ya que la exposicion de al luz lo oxida.,
estos resultado son equivalentes a los obtenidos por Ventura—sobrevilla (2006) la
cual encontrao que el acido elagico solo tiene efecto fungistatico en Fusarium

oxysporum y otros hongos.

Cuadro 23.- Porcentaje de Inhibicion del crecimiento de 10 aislamientos

monosporicos de Fusarium oxysporum por 4 concentraciones del acido.elagico.

ppm
Cepas 1000 500 250 125 testigo

1 50 0 0 0 50
2 50 50 50 50 25
3 75 75 0 0 25
4 0 0 0 0 0
5 0 0 50 0 100
6 75 75 0 0 0
7 75 75 75 100 25
8 0 25 50 0 0
9 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0




El analisis para determinar el efecto del extracto sobre la inhibicion del
crecimiento de 10 aislamientosde Fusarium oxysporum (Cuadro 24) se determino
que el valor del estadistico de Kruskal-Wallisfue de 7.112 con 9 grados de libertad
y un valor de P=0.625 de significancia, por lo tanto los aislamiento de F.
oxysporum son inhibidos de igual manera por los diferentes extractos. El
estadistico de correlacion fue de 0.338 y p=0.561 por lo tanto no hay un

asociacion entre el tipo de aislamiento y la inhibicion por el extracto.

Cuadro 24.-Comparacion estadistico para Fusarium por crecimiento con el

estadistico Cochran-Mantel-Haenszel ( basado en calificaciones de rangos)

Estadistico Hipotesis alternativa gl Valor  Prob

1 Correlacion no cero 1 0.338 0.561
2  Difer. calific. promedio hileras 9 7.112 0.625

Numero total de muestras = 249

En la determinacion del efecto del extracto sobre la inhibicion del crecimiento se
encontro que el valor del analisis estadistico de Kruskal-Wallis (Cuadro 25) fue de
88.553 con 4 grados de libertad y un valor de P=0.001 de significancia por lo tanto
el tipo de extracto afecta en forma diferente el crecimiento de los F. oxysporum. El
analisis estadistico de correlacion fue de 40.605 y con P=0.001, por lo tanto, hay
un asociacion entre el extracto y el grado de inhibicion del crecimiento de los
aislamientos, no se encontro trabajos de este tipo con este metodo estadistico no

parametrico.

Cuadro 25.-Comparacion estadistico para el extracto por crecimiento con el

estadistico de Cochran-Mantel-Haenszel (Basado en calificaciones de rango )

Estadistico Hipotesis alternativa gl Valor  Prob

1 Correlacion no cero 1 40.605 0.001
2 Difer. calific. promedio hileras 4  88.553 0.001

Numero total de muestras = 249



Para determinar el grado de inhibicion del crecimiento por la concentracion del
extracto se encuentra que el valor del estadistico de Kruskal-Wallis (cuadro 26)
fue de 27.271 con un valor de significancia de P=0.001, por lo tanto la
concentracion del extracto afecta en forma diferente el crecimiento de los
aislamientos. La correlacion fue de 27.045 y P=0.001 de significancia, por lo tanto
hay una asociacion entre la concentracion del extracto y la inhibicion del
crecimiento de los aislamientos, es decir, que cada extracto inhibe de diferente
manera dependiendo de la concentracion.

Cuadro 26.-Comparacion estadistico para concentracion por el crecimiento con
el estadistico Cochran-Mantel-Haenszel (basado en calificaciones de rango )

Estadistico Hipotesis alternativa al Valor _ Prob
1 Correlacion no cero 1 27.045 0.001
2 Difer. calific. promedio hileras 4  27.271 0.001
Numero total de muestras = 249

En este caso se utilizé un procedimiento no parametrico con la opciéon Wilcoxon
(cuadro 27) que da calificaciones de dos diferentes variables. El procedimento no
parametrico mostré que las calificaciones de rangos medios en los aislamientos
1,2,5, y 8 fueron equivalentes entre ellos, se agrup6 con los aislamiento 4, 6, 9,
mientras que el mas afectado por los extractos es la cepa 7 y el menos afectado

la cepa 10.

Las calificacionesmedias de la inhibicion del los extractos sin importar la
concentracion (cuadro 28) muestra que el extracto que inhibio mas fue la 2
seguido por 1y 5 y por ultimo tenemos ala 3 y ala 4 que son lo que inhibieron

menos de todos, esto es sin importar el aislamiento de Fusarium oxysporum.



Cuadro 27.- calificaciones de Wilcoxon (Suma de rangos) para la variable

crecimiento clasificado como variable hongo.

Esperado Dev. Est. calificacion

Hongos N calificaciones bajo HO bajo HO promedio
1 25 3084.50000 3137.50000 311.517685  123.380000
2 25 3143.00000 3137.50000 311.517685  125.720000
3 25 2841.50000 3137.50000 311.517685  113.660000
4 25 3302.00000 3137.50000 311.517685  132.080000
5 25 3053.50000 3137.50000 311.517685  122.140000
6 25 3353.00000 3137.50000 311.517685  134.120000
7 25 2605.50000 3137.50000 311.517685  104.220000
8 25 2964.00000 3137.50000 311.517685 118.560000
9 25 3360.50000 3137.50000 311.51768 134.420000
10 25 3667.50000 3137.50000 311.517685  146.700000

Promedio de calificaciones relacionados

Cuadro 28.-

Kruskal-Wallis Test (Chi-Square Approximation)
CHISQ = 7.5563

DF=9

Prob > CHISQ = 0.5794

Wilcoxon calificaciones (Suma de rangos) para la Variable

crecimiento clasificado por la variable extracto.

Esperado Dev. Est. calificacion
Extracto N calificaciones bajo HO bajo HO promedio
1 50 4328.50000 6275.0 415.356913 86.570000
2 50 3728.00000 6275.0 415.356913 74.560000
3 50 8126.00000 6275.0 415.356913 162.520000
4 50 8583.00000 6275.0 415.356913 171.660000
5 50 6609.50000 6275.0 415.356913 132.190000

Promedio de calificaciones relacionados

Kruskal-Wallis Test (Chi-Square Approximation)
CHISQ = 88.759

DF = 4

Prob > CHISQ = 0.0001



Las calificaciones medias obtenidas indican que a mayor concentracion hay
mayor inhibicidbn esto sucede porque hay mayor cantidad de polifenoles, y a
menor concentracion sucede lo contrario (Cuadro 29), estos resultados
concuerdan con las reportados por Lopez et al. (2005), esto sin importar en el

hongo que se aplico ni tampoco el tipo de extracto.

Cuadro 29.- Wilcoxon calificaciones (Suma de rangos) para la variable
crecimiento clasificado por la variable concentracion.
Suma de Esperado Dev. Est. calificacion
Concent N calificaciones bajo HO bajo HO promedio
1 50 4872.00000 6275.0 415.356913 97.440000
2 50 5358.50000 6275.0 415.356913 107.170000
3 50 6198.00000 6275.0 415.356913 123.960000
4 50 7071.50000 6275.0 415.356913 141.430000
5 50 7875.00000 6275.0 415.356913 157.500000

Promedios de calificaciones relacionados

Kruskal-Wallis Test (Chi-Square Approximation)

CHISQ = 27.863 DF= 4 Prob > CHISQ = 0.0001

5.- Evaluacion de la actividad biolégica de los ext ractos, sobre cepas de

bacterias fitopatégenas.

Para el analisis de datos se utilizd el Analisis categorico de datos usando
tablas s x r donde las variables de las columnas y las hileras fueron clasificados
nominalmente. El estadistico al azar de Qs esta marcado como Mantel-Haenszel
Chi-cuadrada, el valor Chi-cuadrada de Pearson Qp esta etiguetado “Chi-
Square”. Qs tiene un valor de 21.073 (Cuadro 30) y P=0.001; Qp tiene un valor de
173.413 y P=0.001, ambos son claramente significativos, por lo que se concluye
gue hay una estrecha asociacion entre el extracto y la inhibicién del crecimiento
de las bacterias. Para la variable extracto se encontro un valor de 21.073 el cual
es altamente significativo, por lo tanto los extractos inhiben diferente el
crecimiento de las bacterias. La gobernadora inhiben mas el crecimiento de las

bacterias seguido del extracto de la nuez y la granada inhibiendo en menor grado



el crecimiento (cuadro 31). Por lo tanto hay un asociacion entre el extracto y el

crecimiento.

El valor QMH para la correlacion no cero fue =21.073, con 1 grado de libertad
esto es claramente significativo la cual refuerza la idea de la relacion estrecha
entre el extracto y la inhibicidn de crecimiento de la bacterias (Cuadro 32). Una
posible explicacion es que la gobernadora inhibio mas porque presenta una mayor
concentracion de polifenoles, en comparaciéon con la nuez y la granada. Cabe
sefialar que Aguilera-Carbo et al. (2005) reportan que la gobernadora y la
granada tienen efectos inhibitorios sobre bacterias de alimentos a
concentraciones mayores de 50 pgmL™. En este estudio se evaluo el efecto de los
extractos de gobernadora sobre el crecimiento de bacterias fitopatogenas, sin
embargo, coincide con lo reportado para bacterias de alimentos. Es de enfatizar
gue auque no se tiene estudios del efecto de los tres extactos (gobernadora, nuez
y garanada) sobre bacterias fitopatogenas, Peralta-Bello (2004) reporta que hay
inhibicion del crecimiento de las bacterias Pseudomana cichorii, Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli y Erwinia carotovora pv atroseptica, con extractos de
Flourensia cernua D.C.

Cuadro 30.-Comparacion estadistica para el efecto del extracto sobre el
crecimiento bacteriano con el estadistico Cochran-Mantel-Haenszel (Basado en

calificaciones de rango)

Esatdistico Hipotesis alternativa gl Valor  Prob

1 Correlacién nocero 1 21.073 0.001
2  Difer. Calific.poromedio hileras 2  37.089 0.001
3 Asociacion general 6 173.048 0.001

Numero total de muestras=475



Cuadro 31.-

Porciento de crecimiento de diferentes bacterias fitopatogenas

expuestas a tres extractos vegetales y cuatro concentraciones

% de crecimientote bacterias
Frecuencia,
Percepcion ,
hilera Pct ,
ColPct E.c.sbsp.c. Ps.c Xa.pvph. X.a.pvv. Total

Gobernadora 50 0 25 0 75
10.53 0.00 5.26 0.00 15.79
66.67 0.00 33.33 0.00
33.33 0.00 14.29 0.00
Granada 75 75 75 75 300
15.79 15.79 15.79 15.79 63.16
25.00 25.00 25.00 25.00
50.00 100.00 42.86 100.00
Nuez 25 0 75 0 100
5.26 0.00 15.79 0.00 21.05
25.00 0.00 75.00 0.00
16.67 0.00 42.86 0.00
Total 150 75 175 75 475
31.58 15.79 36.84 15.79 100.00

Cuadro 32.-Estadistico de extracto menos inhibicion de las bacterias
fitopatogenos
Estadistico gl Valor Prob
Chi-Square 6 173.413 0.001
Likelihood Ratio Chi-Square 6 209.316 0.001
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 21.073 0.001
Phi Coefficient 0.604
Contingency Coefficient 0.517
Cramer's V 0.427

Muestras totales = 475



CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en las que se desarrollo la presente

investigacion podemos concluir lo siguiente:

El mejor metodo de estrilizacion de la placa tipo Elisa fue el de autoclave
en un tiempo de 20 minutos con un rango de presion de 5-10 Lb.

El extracto de la gobernadora (Larrea tridentata Cov.) a concentraciones
altas de 0.20 y 0.10 ppm fue la que mas inhibio las 8 especies de hongos
fitopatégenos

El Acido elagico no inhibio a ninguna de las cepas de hongos de las 8

especies diferentes.

La especie mas inhibida por todas los extractos fue Rhizoctonia solani y la

menos inhibida fue Fusarium verticillioides.

El extracto que mas inhibio a las cepas 10 de Fusarium oxysporum fue el
de la nuez, y el que menos efecto fue el Acido elagico; la cepa mas afectada es
la 10 y la menos inhibida es la cepa 7; se observo que a mayor concentracion hay

menor crecimiento.

El extracto que mas inhibio el creciemiento de las bacterias fitopatogenas
es el de gobernadora; las bacterias que mejor se inhibieron son Pseudomonas
cichorii y Xanthomonas axanopodis pv. vesicatoria .
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