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RESUMEN

Los microorganismos fitopatbgenos causan importantes pérdidas a la
agricultura  mundial, estos patdgenos son importantes porque causan
enfermedades devastadoras, cuando se presentan las condiciones ambientales
adecuadas. Esto ha llevado a una aplicacién excesiva e indiscriminada de
bactericidas quimicos para su control ocasionando un sin nimero de problemas de
resistencia, afectacion del medio ambiente y dafios a la salud humana, lo que ha
generado una nueva busqueda de estrategias, técnicas y métodos que permitan
mantener un equilibrio ecolégico y que ayuden a reducir estos problemas
agricolas. Existe un grupo de compuestos denominados fitoquimicos producidos
por diferentes plantas y que se caracterizan por tener componentes bioactivos,
estos compuestos son obtenidos de diversas partes de las plantas y con la ayuda
de diferentes métodos de extraccion y solventes. En el presente trabajo se
evaluaron tres métodos de extraccion (reflujo, infusién y ultrasonido), con tres
solventes diferentes (agua, etanol y acetato de etilo) en cinco especies vegetales
(Turnera diffusa, Origanum majorana, Eucaliptus globulus Labill, Rosmarinus
officinalis y Ruta graveolens) la evaluacién se hizo en base a la concentracion de
polifenoles presentes para cada extracto. Se realiz6 una prueba in-vitro contra una
bacteria fitopatégena (Erwinia amylovora) empleando para dicha prueba los dos
extractos que obtuvieron las concentraciones mas altas de polifenoles. Las
mayores concentraciones de polifenoles hidrolizables las mostraron la especies O.
majorana y E. globulus L., donde la relacion etanol/reflujo fue la mejor. En la
prueba in-vitro E. globulus L. mostro un efecto contra el crecimiento de la bacteria,
mientras que el extracto de O. majorana no mostro ningun efecto en contra de la

bacteria.

Palabras clave: Bacteria fitopatogena, fitoquimico, compuesto bioactivo, extracto.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Las frutas y hortalizas constituyen una gran variedad de alimentos de
enorme interés por los beneficios que aporta su ingesta. Debido a su riqueza en
vitaminas, principalmente A y C, elementos minerales como el potasio, alto
contenido de fibra soluble e insoluble, compuestos funcionales y gran cantidad de
agua, el consumo de estos productos es imprescindible para conseguir una
alimentacion sana y equilibrada. Los alimentos de origen vegetal, ademas de los
frutos, incluyen semillas (cereales, legumbres, frutos secos), inflorescencias,
tubérculos, raices, bulbos, tallos, hojas, yemas vegetativas y florales, poseen en

general las propiedades antes mencionadas (Cano y col., 2005).

Las pérdidas debidas a las enfermedades causadas por diversos
microorganismos como hongos, bacterias y virus en cosecha y postcosecha se
estiman de un 10 al 30% del total de la produccion agricola de pudriciones y en
algunos cultivos perecederos no son raras las pérdidas superiores al 50 %, sobre

todo en los paises en vias de desarrollo (Mendoza, 1996).

Las bacterias causan importantes pérdidas a la agricultura mundial, estos
patbgenos son importantes porque causan enfermedades devastadoras, cuando
se presentan las condiciones ambientales adecuadas; entre los géneros de
importancia agricola se encuentran las bacterias Erwinia, Pseudomonas vy
Xanthomonas (Aranda, 2002). La aplicacion excesiva e indiscriminada de
bactericidas para el control de enfermedades agricolas ha ocasionado un sin
namero de problemas de resistencia, afectacion del medio ambiente y graves
complicaciones a la salud humana. La busqueda de estrategias, técnicas y
métodos que incrementen la productividad agricola y mantengan el equilibrio
ecoldgico sin agredir los ecosistemas y sin arriesgar las salud humana constituye

hoy en dia un gran reto para la agricultura y su desarrollo (Gallegos y col., 2004).



Ante esta situacion, el nuevo enfoque en el combate de bacterias trata de
integrar nuevas opciones encaminadas a la proteccién y aumento de cosechas
pero con alternativas no perjudiciales; en este caso la utilizacion de sustancias de
origen natural, que las mismas plantas han desarrollado a través de la evolucién
pueden ser una alternativa para limitar el uso de agroquimicos (Tanaka y
Andomuro, 1993).

Los fitoquimicos son un diverso grupo de compuestos quimicos naturales
producidos por diferentes plantas, y se caracterizan por ser componentes
bioactivos. En la actualidad existen diversos tipos identificados y clasificados; en la
zona noroeste del pais, considerada zona arida, se cuenta con mas de 3500
especies de plantas identificadas, los productos de dichas plantas son
almacenados en fibras granulares (tricomas), e incluyen polifenoles, aminas,
alcaloides, flavonoides, saponinas, terpenos, benzofuranos, benzopiranos,
vitaminas, carotenoides, acidos organicos, entre otros. Algunos de estos
componentes rodean la hoja y la superficie madre y previenen la pérdida de agua
a través de la cuticula y probablemente protegen a la planta del dafio excesivo por
radiacion. Se sabe que existen muchas fitomoléculas que protegen a los alimentos
del ataque de diferentes bacterias y hongos; aunque el conocimiento cientifico de
los compuestos activos que tienen dicha actividad es desconocido en muchas de
ellas (Jasso y col. 2006).

Cabe destacar que la mayoria de los fitoquimicos naturales son obtenidos
por extracciones, diversos estudios han demostrado que la actividad de los
extractos sobre los microorganismos es variable, en funcién del método de
extraccion, solvente de extraccion utilizado, parte de la planta empleada para la
extraccion (hojas, raices, tallos, etc.), fenologia de la planta, época del afio en que
se realiza la colecta asi como de la latitud y altitud de donde se realiza ésta
(Hernandez y col. 2011).



1.2 Justificacion
Actualmente en México el gasto destinado para el combate de plagas y

enfermedades representa hasta un 20% del costo de produccién en la industria
agricola y de alimentos. Las enfermedades causadas por microorganismos
fitopatdogenos en arboles frutales que son de gran importancia en la alimentacion
tales como peras y manzanas pueden controlarse con el uso de bactericidas,
fungicidas, nematicidas e insecticidas; sin embargo, su eficacia puede ser de corta
duracion y su empleo ha provocado no solamente intoxicaciones cronicas y
agudas a la poblacion (Balvantin y col., 2009), sino también la aparicién de
tolerancia por parte de los microorganismos y dafios ecolégicos (Larkin y col.,
1998; Rey y col.,, 2000). La resistencia adquirida a fungicidas se da como
respuesta al uso repetitivo del fungicida o de fungicidas quimica y/o

bioquimicamente relacionados (Brentk y col., 2007).

Es por eso que se ha incrementado el interés para encontrar productos que
presenten ventaja sobre los tradicionalmente empleados especificamente en
eficiencia, selectividad y sobre todo que tengan un menor impacto sobre el
medioambiente. Existen antecedentes que indican el potencial antimicrobiano que
presentan los componentes de extractos vegetales distribuidos a lo largo de la
zona semidesértica de México. Entre algunas de estas especies destacan la
gobernadora (Larrea tridentata) (Lira, 2003), la nuez (Carya illinoensis), la damiana
(Turnera diffusa) (Castillo,. y col. 2010), el orégano (Lippia berlandieri Shauer)
(Ruiz-Bustos y col., 2009), estas especies se caracterizan por tener una gran
cantidad y variedad de polifenoles dentro de los cuales se encuentran los
galotaninos, elagitaninos, taninos complejos y taninos condensados. Los extractos
vegetales han resultado efectivos para inhibir el crecimiento de microorganismos

fitopatdogenos (Koduru y col., 2006).

Con este proyecto se pretende identificar compuestos presentes en
especies vegetales del semidesierto mexicano, que presenten una alternativa para
el control de flora fitopatdgena presente en frutales de peral y manzano,

empleando metodologias y técnicas eficientes.



1.3 Hipotesis

Es posible obtener extractos ricos en compuestos bioactivos de plantas del

semidesierto mexicano que influyan sobre microorganismos fitopatdgenos.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Obtener compuestos bioactivos a partir de extractos de plantas que
permitan el control de bacterias causantes de alteraciones en plantas y frutos de

manzanas y peras.
1.4.2 Objetivos especificos

» Evaluar diversos métodos de extraccion para definir las condiciones de
obtencién de extractos ricos en compuestos bioactivos con propiedades
antibacterianas.

» Determinar la cantidad de polifenoles hidrolizables por el metodo Folin-
Ciocalteu en microplaca en los extractos vegetales.

» Evaluar el efecto in-vitro de los extractos ricos en polifenoles hidrolizables

sobre Erwinia amilovora y observar el efecto que ejercen sobre la misma.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Extractos de plantas

Un extracto se define como el producto obtenido de los vegetales por
maceracion, percolacion, destilacion u otros procedimientos que permitan

extraerles los principales compuestos presentes en la planta (NOM-139., 2012).

Las plantas, tanto en su ambiente natural como en ambientes de cultivo,
necesitan defenderse en condiciones adversas y enemigos naturales, es por eso
que como parte de su metabolismo producen una diversidad de compuestos
organicos, de los cuales la mayoria no parece tener participacion directa en su
crecimiento y desarrollo. A estos compuestos de les conoce como metabolitos
secundarios y sus propiedades quimicas se han investigado ampliamente desde

mediados del siglo XIX (Croteau y col., 2000).

De acuerdo con Pitman y Jorgensen (2002), se estima que en el mundo
existen entre 310,000 y 422,000 especies de plantas, encontrandose en los
bosques tropicales cerca de 125,000 especies (Mendelsohn y Balick, 1995).
Dentro de esta vasta diversidad, existen especies vegetales con propiedades de
interés para la investigacion y el descubrimiento de nuevos productos. Sin
embargo, se calcula que menos del 10 % de las plantas han sido evaluadas en la
basqueda de alguna actividad de interés como, antioxidante, antimicrobiano,

antifingico, anticancerigeno, entre otras (Harvey, 2000).

Segun (Rodriguez y Lagunés, (1992); Jacobson y Crosby, (1971), los
primeros agroquimicos que se usaron fueron polvos y extractos de plantas, los
cuales se utilizaron antes del surgimiento de los compuestos organicos sintéticos
en la primera mitad de siglo XX; entre estas plantas estuvieron el tabaco, el

crisantemo y la rotenona que fueron usados contra distintas plagas de insectos.

Existen varios reportes en donde se registran plantas con actividad
antimicrobiana y antifungica, como es el caso de Allium sativum, el cual contiene

como compuesto activo aliina un aminoacido sulfurado con funciones fungicidas;
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el aceite esencial de hojas de orégano mexicano (Lippia graveolens), presenta los
fenoles timol y carvacol que son los principales componentes que le confieren
poder antibacteriano y antifungico. El aceite esencial obtenido de hojas de zacate
limén (Cymbopogon citratus), que es rico en citral, myreceno, dipenteno,
methylheptenona, ciertos alcoholes, y acidos volatiles, ha presentado
caracteristicas antifiingicas y antimicrobianas (Obledo y col. 2004).

Otros estudios donde emplearon extractos de plantas contra
microorganismos fitopatégenos, como es el caso de evaluaciones in-vitro
realizadas por Arciniegas (2002) y Arciniegas y col. (2002), donde seleccionaron
20 plantas que revelaron porcentajes superiores al 30% de actividad inhibitoria, de
las cuales sobresalieron Syzygium aromaticum quien presento un mayor poder
inhibitorio, seguido por Commelina diffusa, Momordica charantia, Pavonia sp.,
Plenax sp., Piper hispidum, P. peltatum y Sida rhombifolia. Asi mismo Polanco
(2004), valido en campo diez productos obtenidos de extractos vegetales,
mediante el método de ventana de inoculacion, los cuales fueron previamente
seleccionados como “promisorios” por Arciniegas (2002) y que mostraron
actividad inhibitoria contra microorganismos fitopatdgenos a concentraciones de
100 y 200 ppm, estos extractos fueron obtenidos de Momordica charantia, Plenax

sp., Syzigium aromaticum, Sida rhombifolia y Piper hispidum.

Recientemente se han reportado estudios realizados con extractos
etandlicos de Turnera diffusa, Origanum vulgare, Larrea tridentata Lippia
graveolens, A. lechuguilla, F. cernua y Y filifera, los cuales presentaron inhibicién
contra microorganismos fitopatégenos (Méndez y col. (2011); Hernandez-Castillo y
col. (2011).



2.1.1 Damiana (Turnera diffusa)

2.1.1.1 Distribucion

La damiana perteneciente a la familia de las Turneraceas, se encuentra en
California, Texas, Las Antillas y Sudamérica. En México se localiza en los estados
de Baja California Sur, San Luis Potosi, Coahuila, Sinaloa, Nayarit, Tamaulipas,

Querétaro, Zacatecas y Guerrero (Alcaraz, 1999).

Se encuentra en laderas y mesetas, en pendientes no mayores al 5%, en
suelos de textura ligera de migajon arenoso a arena migajosa, con pH ligeramente
alcalino a alcalinidad alta y pobres en nitrdgeno (Sandoval, 1982; Alcaraz, 1999 y
Arriaga, 1999).

2.1.1.2 Caracteristicas fisicas y quimicas

Arbusto caducifolio de hasta 2.0 m de altura; tallos ramosos, lisos y
derechos, amarillos o pardos rojizos, ramillas pubescentes cuando jovenes. Hojas
simples, alternas o en racimos oblongas a espatuladas, de peciolo corto, apice
obtuso a agudo, méargenes dentados con 2 a 10 dientes en cada lado, miden de 10
a 25 cm de longitud, de color verde olivo brillante, envés blanquecino y muy
aromaticas. Flores axilares pequefias de 8 a 12 mm, caliz sésil de unos 13 mm,
sépalos 5, corola amarilla de 5 pétalos de 6 a 8 mm de longitud, estambres 5,

ovario libre unilocular, su férmula floral es K(5),C5, A5, G(3) (Arriaga y col., 1999).

En condiciones silvestres florece de julio a noviembre. El fruto es una capsula
ovoide de 4 a 6 mm de longitud, dehiscente, trivalar, de color cafe, la semilla es
curva, café algunas blanquecinas o cremosas, de 2 mm de longitud y 1 mm de
ancho, testa dura, con aproximadamente 850 semillas por gramo (Sandoval,
1982).

Alcaraz-Meléndez y col., (2004), analizaron extractos de damiana en los que
encontraron la presencia de algunos aceites (0.5-1%) con cineol, alfa y beta-
pinenos, p-cimeno, timol, sesquiterpenos (alfa-copaeno, delta-cadineno,

calameno). Taninos (4%), heterosidos hidroquinonicos (0.2-0.7%): arbutosido;
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heterosidos cianogenicos, alcaloides (7%); beta-sitosterol, damianina (principio
amargo), resina (6- 14%), goma (13.5%), proteinas (15%). Lopez-Guerra (2006),
reporto que la planta contiene aceites esenciales, terpenos que proporcionan el
aroma caracteristico, ademas de resinas, flavonoides, terpeno des, fenoles y

derivados ciandgenos.
2.1.2 Mejorana (Origanum majorana)

2.1.2.1 Distribucién

Es una planta perteneciente a la familia Lamiaceae originaria del norte de
Africa y cultivada ampliamente en Grecia, Libia, Siria, Espafia y Egipto. También
se encuentra distribuida por el sur de Europa y suroeste de Asia, donde es
ampliamente cultivada. En México se encuentra ampliamente en el estado de

Veracruz en la sierra de los Tuxtla (Crespo., 1989).

Crece en zonas secas, no cultivadas, preferentemente en suelos calizos, en
climas cdalidos, es una planta perenne, pero en condiciones frias debe
considerarse una anual semirresistente de exteriores, puesto que no soporta los

inviernos (Vaga., 1976).
2.1.2.2 Caracteristicas fisicas y quimicas

Es una planta bienal de 20-25 cm de altura. Presenta unos brotes
aterciopelados o tomentosos de color verde grisaceos a blanquecinos y a veces
con manchas rojizas. Las hojas aparecen en falsos verticilos protegidos por
bracteas verdes grisaceas. Las hojas tienen un peciolo corto y son espatuladas,
redondeadas y de margen entero. Son tomentosas tanto en haz como en enves.
Las inflorescencias son sésiles y pequefas y aparecen sobre las bracteas de las

hojas. Las flores son blancas, rosas o lilas palidas (Crespo., 1989).

Contiene sustancias tanicas, pentonasas y principios amargos, ademas de
minerales, pero la sustancia principal es la esencia aroméatica (0,6-1%), de color

amarillo verdoso compuesta por terpenos, terpineno y origanol (alrededor del
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40%), sabineno y sesquiterpenos en pequefias cantidades (Botanic Gardens.,
2010). Aceite esencial (0,7 a 3%), rico en terpineol, con timol, carvacrol e
hidrocarburos terpénicos; acidos fendlicos: caféico, clorogénico, rosmarinico;

flavonoides derivados del apigenol, luteolol, kenferol y diosmetol (Crespo., 1989).

2.1.3 Eucalipto (Eucalyptus globulus Labill)

2.1.3.1 Distribucion

Perteneciente a la familia Myrtaceae, aparece de forma natural en el sur de
Australia (Victoria), Tasmania y las islas del estrecho de Bass. Se extiende entre
las latitudes 38° 26" a 43° 30" Sur. En México se encuentra ampliamente distribuido
en los estados de Baja California, Durango, Chihuahua, Guerrero, Sinaloa,
Tamaulipas y Tabasco, (SEMARNAP, 1996). Crece en gran variedad de
substratos si bien es muy comun en zonas graniticas y arenosas. En general no se
presenta en suelos calcareos o fuertemente alcalinos ni en zonas mal drenadas.
Es una especie muy sensible a la competencia de otras plantas, tanto por los
nutrientes como por la luz (Montoya-Oliver., 1995).

2.1.3.2 Caracteristicas fisicas y quimicas

Es un arbol de talla elevada, llega alcanzar los 70 m de altura y los 2 m de
diametro. Se caracteriza y reconoce facilmente por su corteza, que se desprende
en tiras que cuelgan en el tallo del arbol, las cuales acaban por caer al suelo
después de un tiempo. Una de sus caracteristicas mas llamativas es su
“heterofilia”; es decir, el hecho de presentar en el mismo arbol distintas y
diferentes hojas jovenes (opuestas, sentadas y acorazonadas) respecto de las
adultas (alternas, pecioladas, falciformes y acuminadas). Las hojas que se
agrupan agolpadas en los extremos de las ramillas, producen una copa poco
frondosa (Montoya-Oliver., 1995).

Segun Pappas (2000) el eucalipto contiene hasta un 80% de eucaliptol,

aldehidos, hidrocarburos, pineno, canfeno, azuleno, taninos y resina. otros
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componentes son el alfa-tujeno 4.25%, alfa-pineno 1.36%, sabineno 1.43%, beta-
pineno 0.10%, myrceno 0.87%, alfa-fellandreno 0.32%, alfa-terpineno 0.20%,
para-cimeno 34.99%, beta-phellandreno 5.94%, 1,8-cineol 2.71%, 12 gamma-
terpineno 0.47%, trans-sabineno hidrato 0.35%, oxido cis-linalool 0.13%,
terpinoleno 0.13%, alfa-o-dimetilestireno 0.10%, hidrato de cis-Sabineno 0.43%,
linalool 3.39%, beta-tujon 0.25%, trans-p-ment-2-en-1-ol 1.11%, terpinen-4-ol
5.72%, cripton 13.70%, p-cimen-8-ol 0.50%, alfa-terpineol 1.21%, cuminaldehido
3.65%, linalil acetato 2.33%, cuminil alcohol 0.95%, carvacrol 0.47%, alfa-terpinil
acetato 0.19%, geranil acetato 0.16%, allo-aromadendreno 0.35%, (E)-beta-
farneseno 0.28%, espatulenol 4.30% y 6xido de cariofileno 0.43%.

2.1.4 Romero (Rosmarinus officinalis)

2.1.4.1 Distribucion

Perteneciente a la familia de las Lamiaceae originaria de las costas del
Mediterraneo, se cultiva en varios estados de la republica, principalmente en el
centro del pais. En México se tiene conocimiento de que se utiliza como planta
medicinal en los estados de Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan,
México, Morelos, Oaxaca, Puebla, Sonora, Tlaxcala, Veracruz y Distrito Federal.
Se encuentra distribuida en zonas templadas y célidas. Es originaria de la Region
Mediterrdnea y crece en climas calidos, semicalidos, semisecos y templados.
(Argueta, 1994).

2.1.4.2 Caracteristicas fisicas y quimicas

Es un arbusto salvaje, perenne y dentro de sus caracteristicas mas
destacadas resaltan las flores de color azul péalido hasta llegar al blanquecino,
reunidas en pequefios racimos que pueden estar insertadas en las axilas o ser
terminales con bractecillas de poco desarrollo y dificiles de visualizar, el caliz de
forma acampanada esta compuesto de dos labios, el superior de una sola pieza y

el inferior separado en dos secciones bien definidas; la corola presenta un labio
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superior en forma de casco, hundido en dos partes, bifido, en cuanto al inferior se
destacan tres l6bulos y el tubo saliente (Vaga,. 1976).

Entre los principales compuestos presentes en romero estan la diosmetina,
diosmina, luteolina, hispidulina, apigenina, cirsimaritina, naringina; los &cidos
vainillico, rosmarinico, labiatico, clorogénico, neoclorogénico, cafeico, carnésico,
ursolico, oleanilico; rosmaricina, isorosmaricina, carnosol, rosmanol, epirosmanol,
7-metil-epirosmanol (Madsen, 1995; Leung y Foster, 1996; Masuda y col., 2001;
Zheng y Wang, 2001), rosmadial, metilcarnosato y rosmariquinona, entre otros
(Hopia y col., 1996).

En las hojas en estado fresco el 4cido carnosico es el que se encuentra en
mayor proporcion; en los troncos en menor cantidad y practicamente nada en
raices (Okamura y col., 1994); es el principal compuesto que le confiere actividad
antioxidante al extracto, otros diterpenos que actian como antioxidantes son el
carnosol (Aruoma y col., 1992; Hopia y col., 1996), rosmanol, epirrosmanol,
isorosmanol, rosmaridifenol y rosmariquinona (Jadhav y col., 1996; Rajalakshmi y
Narasimhan, 1996). También se ha reportado que los &cidos vainillico, cafeico
(Rajalakshmi y Narasimhan, 1996) y labiatico (Leung y Foster, 1996) contribuyen a

esta actividad.
2.1.5 Ruda (Ruta graveolens)

2.1.5.1 Distribucion

La planta ruda es nativa de Europa, especialmente en la region del
Mediterrdneo, esta ampliamente distribuida en todas las zonas templadas y las
regiones tropicales. Es un muy popular y atractiva en los jardines del sur de
América, donde se cultiva no solo para uso ornamental y medicinal (Gleason,.
1968).
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2.1.5.2 Caracteristicas fisicas y quimicas

De la familia Rutaceae es una hierba perenne, de matorral, siempre verde, de
unos 50 a 80 cm de altura, lampifia, de olor nauseabundo, perteneciente a la
familia de las Rutaceas. La raiz es lefiosa y sinuosa. El tallo es erecto y
ramificado, las hojas esparcidas, compuestas por segmentos en forma de cufa,
son ovales, densas, carnosas y punteadas. Las flores son de color amarillo-

verdoso y estan reunidas en un corimbo terminal (Crespo,. 1989).

La especie Ruta graveolens, conocida comiUnmente como ruda, contiene
sustancias como la rutina y la inulina (Shah et al. 1988). Ademas, se ha reportado
que las hojas y las flores contienen alcaloides y flavonoides con propiedades
insecticidas y fungicidas (Hnatyszyn y col. 1975, Gros y col. 1985, Ulubelen y
Teren 1988, Srivastava y col. 1998, Springob y col. 2000, Mancebo y col. 2001, De
Mendoca y col. 2005, Gonzélez y col. 2007).

Otros compuestos presentes en la planta son glucosidos, como rutina,
flavonoides, los alcaloides (quinolonas), coquisagenine, graveoline, furocoumarins
(psoralenos): bergaptene (3-metoxipsoraleno) y xantotoxine (8-metoxipsoraleno),
los aceites esenciales: metil-nonil-cetona, metil-n-octil-cetona y heptil-metil-cetona,

alcoholes: metil-etil-carbinol, pimeno, limenenes (Vaga., 1976).

2.2 Métodos de extraccion empleados para la obtencion de
compuestos ricos en fotoquimicos

La extraccibn de compuestos fitoquimicos en plantas empleando un
procedimiento solido-liquido, solventes y diferentes métodos de extraccidon
presenta una opcion para la obtencion de extractos ricos en compuestos fendélicos
(Castillo y col. 2010).

Para la obtencidn de un extracto, primero se debe identificar la hierba
deseada y la parte que contiene los constituyentes Uutiles. Adicionalmente,

determinar una técnica correcta de cosecha es de crucial importancia para obtener
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extractos ricos en compuestos bioactivos. EI mecanismo de extraccion involucra
dos fendmenos fisicos: difusion a través de la pared celular y el lavado de los
contenidos celulares, una vez que las paredes se han roto con la ayuda del

meétodo y solvente empleado (Vinatoru, 2001).

Existen varios métodos para la extraccion de sustancias como reflujo,
infusion, extraccién por solventes (Gao y Liu, 1997), destilacion (Vinatoru, 2001),
extraccion por métodos no tradicionales como la extraccion asistida por
microondas, extraccion por fluidos supercriticos, extraccion turbo, extraccion

eléctrica y extraccion asistida por ultrasonido (Vinatoru, 2001; Gao y Liu, 2005).
2.2.1 Extraccion por reflujo

Se emplea material de vidrio generalmente utilizado para la extraccién de
compuestos de naturaleza lipidica, contenidos en un soélido, por medio de un
solvente afin. El equipo esta integrado por un extractor, un condensador especial
de tipo bulbo y un matraz (figura 1). Funciona ciclicamente, cuando se evapora el
solvente sube hasta el area donde es condensado, aqui, al caer y regresar a la
camara de solvente, va separando los compuestos, hasta llegar a una

concentracion deseada (Viantoru, 2001).

Figura 1. Equipo de reflujo
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2.2.2 Extraccion por Infusion

Se logra por el agregado de agua a la temperatura adecuada a las hojas.
Este método es beneficioso debido a que las mismas no corren peligro de que sus
componentes se desnaturalicen. En algunos casos se utiliza una corriente de
reflujo la cual permite un mayor tiempo de contacto entre el material expuesto y el

solvente. (Macia y Monesterolo, 2008).
2.2.3 Extraccion por solventes

Se basa principalmente en la seleccibn de solventes, temperatura o
agitacion, con el fin de incrementar la solubilidad de los materiales y la tasa de
transferencia de masa (Gao y Liu, 1997). Se separan los compuestos con base en
sus solubilidades por dos liquidos inmiscibles, usualmente agua y un solvente
organico. En la industria, este proceso se realiza continuamente bombeando una
corriente organica y otra acuosa dentro de una mezcladora, donde se mezclan
ambos componentes y se permite el intercambio i6nico hasta que se logra el
equilibrio. La introduccién de un transductor ultrasénico dentro de la unidad de
extraccidn, puede incrementar considerablemente la eficiencia del método, debido

a gue, por lo general, se utilizan solventes frios (Vinatoru, 2001).
2.2.4 Extraccion por destilacion

Este método se basa en la operacidon de separar, mediante calor, los
diferentes componentes liquidos de una mezcla, aprovechando las diferencias de
volatilidades de los compuestos por separar. El aparato utilizado para la
destilaciéon en el laboratorio (figura 2), consta de un recipiente donde se almacena
la mezcla, a la que se le aplica calor, un condensador donde se enfrian los
vapores generados, llevandolos de nuevo al estado liquido y un recipiente donde

se almacena este liquido concentrado (Vinatoru, 2001).

En este método, los materiales vegetales son mezclados con agua,
seguidos por el calentamiento o la introduccién de una corriente de vapor. Durante

la destilacién, el uso de ultrasonido no tiene ningun efecto debido a las
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temperaturas de ebullicion, pero puede ser utilizado para mejorar la extraccion
cuando se utilizan solventes de punto de ebullicion bajo y la temperatura de
extraccion se mantiene por debajo del punto de ebullicion de la mezcla (Vinatoru,
2001).

Termometro
ir Salida liquido refrigerante
hl -
Columna | & ——_ . // Entrada I:qundo refrigerante
= i ONdene e
o ensaC'Or e T\
/ H /—> Trampa
f \ -
\ ;| Balon con r|:-

; / material vegetal A »
’ 4 \

d\ Balon recolector |

. I Fuente de calor ‘

Figura 2. Equipo de destilacion simple

2.2.5 Extraccion asistida por microondas

~

La irradiacion de microondas causa movimiento de las moléculas por
migracion de iones y rotaciébn de dipolos que contribuyen a una rapida
transferencia de energia al solvente y materia vegetal (Gao y Liu, 2005).

2.2.6 Extraccion por fluidos supercriticos

Un fluido supercritico es cualquier sustancia a una temperatura y presion
sobre su punto critico termodinamico. Tiene una habilidad Unica para difundirse a
través de los sdlidos como un gas y de disolver materiales como un liquido,
generando solvente de baja viscosidad, altas tasas de difusion y sin tension

superficial. Se utilizan, principalmente, dioxido de carbono y agua. Se puede
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realizar una extraccion selectiva de diferentes compuestos utilizando distintas

presiones del fluido supercritico (Vinatoru, 2001).
2.2.7 Extraccion turbo

Utiliza un agitador de alta velocidad, que induce cavitacion hidrodinamica,
aumentando el rendimiento de extraccion, ya que se aumenta el contacto entre el
material vegetal y el solvente y el proceso de difusién a través de las paredes
celulares se incrementa (Vinatoru, 2001).

2.2.8 Extraccion eléctrica

En este método se aplican descargas eléctricas a la mezcla de extraccién,
incrementando la extraccion hasta un 25% al formarse burbujas de cavitacion
(Vinatoru, 2001).

2.2.9 Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido utiliza sonidos de alta frecuencia, con
el fin de desprender el compuesto buscado del material vegetal (figura 3). Las
particulas sélidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accion ultrasénica, como
resultado el soluto pasa rapidamente de la fase sélida al solvente (Gao y Liu,
2005). Segun Rostagno y col., (2003), esta técnica es la mas econémica y tiene
los requerimientos instrumentales mas bajos entre las Ultimas técnicas de

extraccion desarrolladas.
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Figura 3. Equipos experimentales utilizados en la extraccion asistida por ultrasonido.
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2.3 Influencia de Ilos extractos de plantas sobre los
Microorganismos

La utilizacion de extractos vegetales para el control de microorganismos
fitopatdgenos representa una alternativa en el manejo integrado de cultivos de
frutales, debido a su bajo costo y al menor impacto sobre el ambiente (Mosch y
Klingauf, 1989).

Los polifenoles poseen reconocida actividad bacterisida debido a mecanismos
gue actuan sobre las células del microorganismo, ejerciendo parte de su actividad
antimicrobiana mediante interacciones inespecificas con componentes de la
membrana plasmética (Mori y col., 1987; Haraguchi y col., 1998; Puupponen-Pimia
y col.,, 2001; Funatogawa y col., 2004). Los polifenoles presentan actividad
bactericida en base a sus diversos compuestos como es el acido gélico, las
saponinas, terpenos y los taninos encontrados en diversas especies vegetales y
gue a diferentes concentraciones se observa la influencia de los mismos sobre los

microorganismos (Funatogawa y col., 2004).

Clemente-Constantino, (2010), demostrd que extractos de Larrea tridentata de
10 a 4000 ppm de polifenoles, mostraron una inhibicion del 68.1% en el
crecimiento micelial de Phytophthora cinnamomi. Por su parte Lipa y Jaros, (1989)
encontraron que extractos de ajo (Allium sativum), mostraron inhibicion en el
crecimiento de Pseudomonas syringae pv. Mosch y Zeller (1989) evaluaron el
efecto de los extractos de Mahonia aguifolium Nutt, Berberis vulgaris y Rhus
typhina contra Erwinia amylovora (Burill), encontrando un efecto inhibitorio de

25.6% y 53.2% respectivamente.

Mosch y Klingauf, (1989), observaron inhibicion de la bacteria Erwinia
amylovora en pruebas in-vitro con agar B de King, empleando extractos acuosos
de Juglans nigra L., B. vulgaris y R. typhina aplicados en concentraciénes de
1.0%, 1.25% y 2%. Donde los extractos de J. nigra y R. typhina mostraron una
mayor actividad a una temperatura de incubacion de 20 °C. Posteriormente Mosch

y col,. (1990) trabajando con la misma bacteria (Erwinia amylovora), los mismos
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extractos y las mismas concentraciones, aplicados en condiciones de campo a C.

salicifolius var. Floccosus, lograron un 53% de control sobre la bacteria.

Por su parte Zaccheo (1990) informo que extractos, de meristemas apicales de
pera cv. Bartlett al 1% tuvieron efectos bacteriostaticos in-vitro contra E.
amylovora. Alstroem (1992) sefialo que extractos de café poseen actividad

bacterisida sobre Pseudomonas syringae pv. pisi.

Recientemente se han reportado estudios realizados con extractos etandlicos
de Heliotropium indicum, Lippia origanoides y Phyllantus niruri, para el control de

la Sigatoka negra (Hernandez y col. 2006).

2.4 Bacterias Fitopatégenas

Las bacterias fitopatdogenas se definen como microorganismos unicelulares
en forma de baston, que carecen de clorofila, presentan pared celular y no tienen
nucleo definido (Padilla'y col., 2007)

La mayoria de las bacterias fitopatégenas tienen forma de bastones cortos
de 0.6-3.5 pum de longitud y 0.5-1 um de diametro. De igual forma la mayor parte
de las bacterias fitopatdgenas se acumulan en el espacio extracelular o en el tejido
bascular utilizando estos medios para colonizar diferentes érganos de la planta o
fruto. Estas bacterias producen algunos compuestos bioquimicos que tienen
funcion en la virulencia y colonizacibn en el hospedero, algunos de estos
compuestos son: fitotoxinas, proteinas nucleadoras, fitohormonas, bacteriosinas,

exoenzimas, exopolisacaridos y sedideroforos (Padilla 'y col., 2007).

Las bacterias fitopatdgenas pueden eliminar especies vegetales de una
localidad o pueden impedir su establecimiento en un area nueva (Espinoza-
Garcia, 2001).
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2.5 Erwinia amylovora

El género Erwinia, que debe su nombre a la memoria del fitopatélogo Erwin F.
Smith, se cred inicialmente para agrupar a Enterobacterias asociadas a las
plantas, Gram negativas, bacilares, no formadoras de esporas y moviles (Winslow
y col., 1920). Los miembros de este género incluyen ademas de enterobacterias
saprofitas ecolégicamente asociadas a plantas, patdogenos oportunistas del
hombre y los animales (Brenner, 1984). Gracias al avance de las técnicas
moleculares, las especies del genero Erwinia se clasificaron en cuatro grupos
basados en la comparacion de secuencias de ADN ribosomico 16S (Hauben y
col., 1998). Quedando Erwinia amylovora en el primer grupo, el cual representa a
las verdaderas Erwinias, que producen necrosis 0 marchitamiento en plantas, o

que pueden ser epifitas (Hauben y col., 1998) (figura 4).

Figura 4. Morfologia de las colonias de E. amylovora en diferentes medios de cultivo; A:
Medio B de King; B: Medio SNA; C: Medio CCT; D: Medio MM,Cu
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2.5.1 Caracteristicas fenotipicas de E. amylovora

E. amylovora fue la primera bacteria que se demostro era el agente causal
de una enfermedad en plantas (Burrill, 1883) y la primera bacteria fitopatogena en
la que se demostro la diseminacion mediante insectos. Se trata de un bacilo Gram
negativo, aerobio facultativo, de flagelacién peritrica y con exopolisacaridos
formando una capsula (Paulin, 2000). Presenta un crecimiento anaerdbico débil,
formacion de colonias levaniformes en agar nutritivo con sacarosa, ausencia de
crecimiento a 36 °C, produccion de sustancias reductoras de sacarosa,
requerimiento de acido nicotinico en medio minimo, produccion de &cido a partir
de compuestos organicos (ribosa, trealosa, glucosa y sacarosa), utilizacion de
citrato, formato y lactato como fuentes de carbono y energia (Kim y col., 1999).

Las células de E. amylovora son bacilos con un tamafio de
aproximadamente 0.3 y 1.3 um, rodeadas de una capsula visible al microscopio
optico, es mévil por medio de dos a siete flagelos peritricos, sus valores 6ptimos
de temperatura y pH son de 20 °C y 6.8 respectivamente (Raymundo y Ries,
1980a, b).

2.5.2 Factores de virulencia

A diferencia de otras bacterias fitopatégenas, E. amylovora no secreta
enzimas pectinoliticas que degraden los polisacaridos de la pared celular de los
tejidos vegetales ni tampoco metabolitos fitotoxicos (Seemdller y Beer, 1976). E.
amylovora es la Unica bacteria capaz de inducir el fuego bacteriano en algunas
rosaceas, pero aun se desconoce por qué solo este patdgeno es capaz de causar
dicha enfermedad y por qué afecta Unicamente a ciertas especies de la familia
Rosaceae. Sin embargo, los numerosos estudios realizados sobre la
patogenicidad de E. amylovora han permitido identificar cuatro factores esenciales

para su patogénesis.
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a) Los genes hrp (del inglés, “hypersensitive response and pathogenicity”),
se agrupan en una region cromosémica de 40 kb que constituye una isla de
patogenicidad. Estos genes codifican tres tipos de proteinas: reguladoras,
secretoras y secretadas. Las proteinas secretoras son componentes de un
sistema de secrecion tipo lll, que libera proteinas al exterior de la celula bacteriana
y las inyecta en las células vegetales. Entre ellas destacan las proteinas
denominadas harpinas, que aplicadas a distintas plantas pueden inducir
resistencia sistémica frente a patdégenos (Kim y Beer, 2000). b) Los genes dsp
("disease specific”’), que se requieren para el desarrollo de los sintomas, pero no
para la reaccién de hipersensibilidad (HR) (Bogdanove y col., 2000). c) Los
polisacaridos extracelulares o exopolisacaridos, que forman la capsula
alrededor de la célula bacteriana, protegiéndola asi de las reacciones defensivas
de la planta. Juegan un papel esencial en la patogenicidad y entre ellos destacan
el amilovorano y el levano (Geider, 2000). d) Los sideroforos
(desferrioxiaminas), agentes quelantes transportadores del hierro que permiten
al patogeno superar las condiciones de baja disponibilidad de este elemento

existente en los tejidos del huésped (Dellagi y col., 1998).

2.6 El fuego bacteriano enfermedad causada por Erwinia
amylovora

El fuego bacteriano es una enfermedad causada por la bacteria Erwinia
amylovora que afecta principalmente a plantas de la familia de las rosaceas, en las
gue se incluyen los frutales de pera y manzano, diversas especies ornamentales y
silvestres las cuales son de gran interés econémico (Lopez y col., 1987, 1996; Van
der Zwet y Beer, 1995; Lépez y Montesinos, 1996; Montesinos y Lépez, 2000;
Beer, 2002) (cuadro 1). Es la enfermedad bacteriana mas devastadora del
manzano y del peral (Krtizman y col., 2003), el patégeno causa dafio en flores,

brotes, ramas, frutos y raices. (Van der Zwet y Keil, 1979) (Figura 6).
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Cuadro 1. Especies de plantas que afecta el fuego bacteriano causado por E. amylovora.

Especies de plantas

Pyrus (Peral) Amelanchier

Malus (Manzano) Chaenomeles

Mespilus (Nispero) Cotoneaster

Cydonia (Membrillo) Crataegus (Espini albar, acerolo)
Eriobotrya

Photinia davidiana (Stranvaesia)
Pyracantha
Sorbus (Serbal)

El fuego bacteriano fue la primera enfermedad infecciosa de plantas en la
que se demostrd6 que el agente causal era Erwinia amylovora (Burril, 18883;
Winslow y col, 1920). Es una enfermedad cuarentenaria con efectos
devastadores y con un alto impacto econdémico, de rapida migracion en las plantas
es capaz de destruir arboles de variedades sensibles en un periodo vegetativo y
tiene una gran capacidad de diseminacion por distintos medios sobreviviendo en
los tejidos de la planta. Actualmente no se conocen métodos eficaces en la lucha

contra esta enfermedad (Montesinos y Lopez, 2000).

Existen distintos factores interrelacionados que condicionan el desarrollo de
la enfermedad (fuego bacteriano) (figura 5). Entre ellos los mas importantes son: la
cantidad de inoculo disponible, todos los factores que condicionan la receptividad
y sensibilidad de la planta huésped y las condiciones climéticas. Por ello, la
gravedad de la enfermedad puede ser variable de unos lugar a otro (Aldwinckle y
Beer, 1978); Van der Zwet y Beer, 1995; Schroth y col., 1974).
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SENSIBILIDAD Y
RECEPTIVIDAD de la PLANTA

= Sensibilidad varietal

« Estado vegetativo:
floracién, crecimiento de brotes
y frutos jévenes

» Vigor: suelo y fertilizacion

CANTIDAD DE INOCULO

+ Nimero de sintomas en plantacion
y cercanias
* Presencia de exudados

* Temperatura
+ Humedad
» Lluvia, granizo, heladas y viento

Y,

Figura 5. Factores condicionantes de la enfermedad del fuego bacteriano causado por E.

amylovora.
2.6.1 Distribucion mundial del fuego bacteriano

El fuego bacteriano se describié por primera vez en 1780 en el estado de
New York (EE.UU.) (Burril, 1883; Winslow y col., 1920), extendiéndose
posteriormente a todas las zonas circundantes de Canada y a otros estados de la
costa atlantica, asi como a la costa del Pacifico. En 1919 se detecté en Nueva
Zelanda, en Europa se detectd en el sur de Inglaterra en 1957. En 1964 se
identificé en Africa, en el valle del Nilo en Egipto, y en los Paises Bajos en 1966,
en Espafia se detectd por primera vez en 1995, sobre manzanos de sidra
cultivados (Butrén, 1995).

En México se identifico en 1974 en la region manzanera de Chihuahua, por
personal del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA). Durante esta
época se estimé que el 10% de los arboles plantados en la regién presentaba
algun dafo ocasionado por la bacteria Erwinia amylovora (Ramirez-Legarreta y
col., 2003).
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Segun la Organisation Européene et Méditerranéenne pour la Protection
des Plantes/ European and Mediterranean Plant Protection Organization
(OEPP/EPPO) (2007), aun permanecen zonas fruticolas libres del fuego
bacteriano en el hemisferio sur, como Sudafrica, Chile, Argentina ,Brasil y
Australia, los cuales son hoy en dia importantes exportadores de frutas de peray
manzana. Tampoco hay citas de su existencia en ninguna pais de América del

Sur, Africa (exceptuando Egipto y Marruecos), China y Japon (cuadro 2).

Cuadro 2. Distribucion mundial del fuego bacteriano (segun la EPPO, 2006). A: Presente,
ampliamente distribuido; B: Presente, distribucién restringida; C: Presente, poco frecuente; D:
Detectado recientemente (2005-2007). Se han aplicado medidas de erradicacién; X: Presente, sin
detalles.

DISTRIBUCION

EUROPA Italia B AFRICA
Albania B Letonia D Egipto B
Alemania B Luxemburgo B Marruecos D
Armenia B Macedonia A
Austria C Noruega C
Bélgica B Polonia B
Bielorrusia D Reino Unido B NORTE AMERICA
Bosnia-Herzegovina B Republica Checa B Bermudas X
Bulgaria B Rumania C Canada A
Chipre A Suecia B Estados Unidos B
Croacia B Suiza B Meéxico B
Dinamarca B Turquia A
Eslovaquia C
Eslovenia B CENTROAMERICA
Espafa B ASIA Guatemala X
Francia B Siria D
Grecia A Irdn B
Holanda A Israel B
Hungria B Jordania A OCEANIA
Irlanda B Libano B Nueva Zelanda B
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2.6.2 Sintomas de la enfermedad

La sintomatologia varia segun la especie y la sensibilidad varietal y se
puede confundir con otros agentes infecciosos, por eso, para tener la certeza de
que la planta estd afectada por la enfermedad, es necesaria la confirmacion

mediante analisis en laboratorios especializados.

Todos los 6rganos de la planta pueden verse afectados por la bacteria. El
sintoma mas caracteristico de la enfermedad es el aspecto quemado de las hojas
y brotes de la planta afectada, asi como el secado de las flores, el curvado de los
brotes jovenes en forma de cayado, la apariciéon en el fruto de manchas de color
marron (figura 8) y la formacion de chancros en tronco y ramas (figura 10), asi
como el recubrimiento del 6rgano atacado de gotitas de exudado de color pardo
(Rosen, 1935; Hildebrand, 1937) (figura 9).

De todas las especies afectadas, el peral (figura 7) es quien presenta los
sintomas mas espectaculares, ya que el follaje aparece con un aspecto negruzco

como quemado y los arboles pueden morir en un solo periodo vegetativo y, en

todo caso, la produccién se reduce de forma importante (Butron, 1995) (figura 6).

-

Figura 6. Flores, brotes y frutos jovenes afectados por el fuego bacteriano

26



Figura 7. Frutos de pera en diferentes etapas afectados por el fuego E. amylovora

LY

Figura 8. Chancro en ramas de pera'y manzano causado por E. amylovora.
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Figura 9. Coloraciones rojizas en el interior de ramas y troncos de manzano y peral

Figura 10. Exudados bacterianos en brotes de peral y manzano
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2.6.3 Control del fuego bacteriano

Evitar heridas en los arboles porque ademas de la transmision por insectos,
la bacteria puede entrar a través de heridas o grietas en la corteza causadas por
heladas. Después de podar las ramas infectadas, se recomienda desinfectar las
herramientas con una solucion de cloro al 10%. Las ramas infectadas deben
cortarse por lo menos a 30 cm de distancia de donde el tejido presenta sintomas
visibles. Esto debido a que la bacteria ya se ha movido a tejidos nuevos aunque

aun no presente sintomas (Evans y col., 2008).

Para un control quimico, la estreptomicina ha sido el producto méas eficaz
hasta ahora, aunque ya se han aislado cepas de Erwnia amylovora resistentes en
huertos de Estados Unidos. La estreptomicina tiene que ser aplicada durante la
floracion cuando la temperatura oscila entre los 16-17 °C, el tratamiento debe
realizarse cada 4 o 5 dias. Otro producto empleado es la oxitetraciclina la cual no

es tan eficaz (Evans y col., 2008).
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd en los laboratorios de Produccion
Animal de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro., asi como en los
laboratorios del Departamento de Investigacion en Alimentos de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuila ubicados todos en la

Ciudad de Saltillo Coahuila, México.

3.1 Acondicionamiento del material vegetal en estudio

El material vegetal evaluado fue colectado en regiones del estado de
Coahuila, México, por la empresa Biorganix Mexicana, S.A. de C.V. Las partes
vegetales se depositaron en bolsas de plastico negro, y fueron etiguetadas. Las
especies vegetales en estudio fueron, Damiana (Turnera diffusa), Eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill), Mejorana (Origanum majorana), Romero (Rosmarinus
Officinalis) y Ruda (Ruta graveolenes).

Las muestras fueron deshidratadas a una temperatura de 60 °C en una
estufa de secado por un tiempo de 24 hrs y pulverizadas en un molino de cuchillas
(pulvex mini 100 de martillos dentados hecho en México) y se tamizaron en malla
de numero 20 para el control de la particula, posteriormente se almacenaron en

bolsas de polietileno (figura 11).

Figura 11. Molienda y tamizado de muestras vegetales
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3.2 Etapa I: Obtencién de los Extractos

Los extractos de las plantas se realizaron por tres diferentes métodos;
reflujo, infusion y ultrasonido, empleando tres solventes diferentes agua, etanol y

acetato de etilo, en una proporcion 1:4 (peso/volumen).
3.2.1 Reflujo

La muestra pulverizada se colocé en el equipo de reflujo en una proporcion
1:4 (solido liquido), y empleando cada uno de los solventes, se mantuvo a goteo

lento, con una temperatura de 60 °C por un tiempo de 2 hrs (figura 12).

Posteriormente se filtré el extracto empleando tela de manta de poro fino y

se recupero en recipientes no transparentes para evitar contacto directo con la luz.

Figura 12. Equipo de reflujo empleado en el experimento

3.2.2 Infusioén

Se aplicé el método empleado por (Ventura-Sobrevilla y col.,, 2011). El
solvente se calent6 a fuego directo, se esper6 a que alcanzara hasta el punto de
ebullicibn y se adiciono la parte solida dejando reposar por un tiempo de 10
minutos (figura 13).
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Posteriormente se filtré el extracto empleando tela de manta de poro fino y

se recuperd en recipientes no transparentes para evitar contacto directo con la luz.

Figura 13. Método de infusion

3.2.3 Ultrasonido

Se aplicé el método empleado por Gao y Liu., (2005). Se colocé la muestra
en un vaso de precipitados, proporcién 1:4 (peso/volumen), posteriormente con la
mezcla (solvente-planta) se colocd en un Sonicador (Bransonic 2510-MTH) por un

tiempo de 15 minutos (figura 14).

La muestra se filtr6 en tela de manta de poro fino y se recuperd en

recipientes no transparentes para evitar contacto directo con la luz.
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Figura 14. Método de ultrasonido, equipo Sonicador (Bransonic 2510-MTH).

3.3 Etapa Il: Determinacién de actividad antioxidante

3.3.1 Dilucién de los extractos

Se realizaron diluciones de cada uno de los extractos vegetales en base a
la cantidad de solidos presentes y con la finalidad de que las muestras tuvieran
concentraciones bajas y pudieran ser leidas por el equipo Epoch en la
cuantificacion de polifenoles. Se empleo la formula C1V1=C,V,, para el calculo de
las concentraciones donde C;=Concentracion 1, V;= Volumen 1, C,=

Concentracion 2 y V,=Volumen 2.
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3.3.2 Cuantificacion de polifenoles hidrolizables por el método de

Folin-Ciocalteu en microplaca

Se empled la técnica de cuantificacion de polifenoles hidrolizables por el
método de Folin-Ciocalteu en microplaca descrita por Wong-Paz., (2012).

Se colocaron 20 pL de la muestra (concentracion conocida) en un pozo de
la microplaca. Posteriormente se afadieron 20 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu,
se mezclo correctamente y se dejé reaccionar por 5 minutos. Posteriormente
se colocaron 20 uL de carbonato de sodio (0.01 M), se mezclaron y dejaron
reaccionar por 5 minutos. Por dltimo la mezcla fue diluida con 125 pL de agua
destilada y se leyé absorbancia a 790 nm en un lector de microplacas (Epoch
USA) (figura 15). En cada corrida se leyé un blanco y un control, donde el
blanco fue agua milli Q y para el control se sustituyeron 20 pL de agua milli Q en

lugar de la muestra.

Figura 15. Lector de microplacas (Epoch)
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3.4 Etapa lll: Influencia de los extractos de Eucalipto y Mejorana
sobre el crecimiento de Erwinia amilovora

3.4.1 Concentracion de los extractos

Los extractos se concentraron empleando el método de rotavapor. La
muestra se coloc6 en un matraz bola fondo plano y se adapté al equipo de
rotavapor (RTV-08-P) por un tiempo de 3 hrs para cada una de las muestras,
hasta lograr la evaporacion total del solvente (figura 16)

Figura 16. Equipo de rotavapor

3.4.2 Bioensayos

Para la evaluacion de los extractos se empled la técnica del medio
envenenado. Para ello, previamente de determino y cuantifico el volumen de cada
extracto de acuerdo a la cantidad de taninos presentes en cada extracto (cuadro
3).

Cuadro 3. Extractos, solvente y concentraciones empleadas.

Extracto Solvente Concentraciones (%)
Eucaliptus globulus Labill Etanol 0.25,0.5,1.0
Origanum majorana Etanol 0.25,05,1.0
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3.4.2.1 Preparacion del medio envenenado

Se empled el medio no selectivo B de King, en un matraz Erlenmeyer se
colocaron 1000 ml de agua destilada, posteriormente se agregaron 20 g de
proteosa de pepona No 3, enseguida se agregaron 10 ml de glicerol, 1.5 g de
KoHPO, y 1.5 g de MgSOq (figura 17).

Figura 17. Medio B de King

Posteriormente se homogenizo el medio en una parrilla de agitacion y
calentamiento (PC-600D), se colocO en matraces Erlenmeyer de 100 ml (figura
18). Enseguida se esteriliz6 a 120 °C durante 15 minutos, posteriormente se
agregaron los extractos en sus diferentes concentraciones, realizandolo cerca de

la flama de un mechero fisher con la finalidad de evitar contaminaciones.
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Figura 18. Parrilla de agitacién y calentamiento
3.4.2.2 Siembra en el medio envenenado

Para la siembra la bacteria Erwinia amylovora fue resembrada por 24 hrs a
27 °C en tubos de ensaye en medio inclinado. Posteriormente se realizo el arrastre
del inoculo empleando agua estéril y se inocularon 0.5 ml de la bacteria en cada
uno de los matraces, todo esto se realizd en una camara especial para siembras
microbiologicas y cerca de la flama de dos mecheros fisher para evitar
contaminaciones de otro tipo de microorganismos, se incubo a 27 °C en un equipo
con agitacion orbital (Shaking Incubator (LabTEch)) a 150 rpm, por un tiempo de
96 hrs (figura 19), se tomaron muestreos a las 0 ,12, 24, 48, 72 y 96 hrs, las
muestras fueron colocadas en tubos ependorf de 2 ml y congeladas hasta su

posterior uso.
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Figura 19. Incubadora con agitacién
3.4.2.3 Medicidén de las muestras por Espectrofotometria

Se realizaron las mediciones en un Espectrofotbmetro (Spectronic 20
Genesys, USA), a 590 nm (figura 20). Posteriormente se organizaron los datos

obtenidos para ser analizados enseguida.

Figura 20. Espectrofotometro (Spectronic 20 Genesys, USA)
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion de los métodos de extraccion

La evaluacion de los métodos de extraccion se dio en base a la cantidad de

polifenoles hidrolizables (PH) equivalentes a acido galico contenidos en 5 especies

vegetales, Turnera diffusa (damiana), Origanum majorana (mejorana), Eucaliptus

globulus Labill (eucalipto), Rosmarinus officinalis (romero) y Ruta graveolens

(ruda), obtenidos con diferentes solventes (agua, etanol y acetato de etilo (AE)) y

por 3 métodos de extraccion (reflujo, infusién y ultrasonido).

Las concentraciones de polifenoles hidrolizables obtenidas de las relaciones

vegetal/solvente/método de extraccion, asi como el contenido de solidos de los

diferentes extractos se muestran en los cuadros 4,5, 6.7y 8

Cuadro 4. Concentracion de polifenoles en partes por millon (ppm) equivalentes a acido

galico, determinados en Turnera diffusa.

Vegetal/solvente/método de

extraccion

Contenido de

solidos (mg/ml)

Polifenoles

hidrolizables (ppm)

Turnera diffusa/agua/reflujo
Turnera diffusa/agua/infusion
Turnera diffusa/agua/ultrasonido
Turnera diffusa/etanol/reflujo
Turnera diffusa/etanol/infusion
Turnera diffusa/etanol/ultrasonido
Turnera diffusa/AE/reflujo
Turnera diffusa/AE/infusion

Turnera diffusa/AE/ultrasonido

50.3
52.8
47.1
69.5
18.6
15.3
17.1
4.4
10.6

37.08 £ 1.29c
32.20 + 1.44c
87.67 +24.8a
39.10 + 3.08b
50.17 + 3.60c
53.74 £ 4.14b
ND
ND
ND

ND: No Detectado; AE: Acetato de Etilo
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Cuadro 5. Concentracion de polifenoles en partes por millén (ppm) equivalentes a acido

gélico, determinados en Origanum majorana.

Vegetal/solvente/método de Contenido de Polifenoles
extraccion solidos (mg/ml) hidrolizables (ppm)

Origanum majorana/agual/reflujo 39.7 105.05 +10.22a
Origanum majorana/agua/infusion 108.2 62.09 * 3.15ab
Origanum majorana/agua/ultrasonido 93.7 48.86 + 1.63cb
Origanum majorana/ etanol/reflujo 86.2 123.51 £ 10.60a
Origanum majorana/etanol/infusion 17.6 62.20 £ 1.48b
Origanum majorana/etanol/ultrasonido 7.2 77.96 + 6.75a
Origanum majorana/AE/reflujo 10.8 ND
Origanum majorana/AE/infusion 8.4 ND
Origanum majorana/AE/ultrasonido 8.5 ND

ND: No Detectado; AE: Acetato de Etilo

Cuadro 6. Concentracion de polifenoles en partes por millén (ppm) equivalentes a acido

galico, determinados en Eucaliptus globulus Labill.

Vegetal/solvente/método de Contenido de Polifenoles
Extraccion solidos (mg/ml) hidrolizables
(ppm)

Eucaliptus globulus Labill/agua/reflujo 45.9 55.65 +1.42b
Eucaliptus globulus Labill/agua/infusion 45.9 67.43 + 2.34a
Eucaliptus globulus Labill/agua/ultrasonido 38.2 72.80 £ 2.83ab
Eucaliptus globulus Labill/etanol/reflujo 19.2 117.67 + 2.06a
Eucaliptus globulus Labill/etanol/infusion 20.1 78.03 £ 5.53a
Eucaliptus globulus Labill/etanol/ultrasonido 41.6 50.17 £ 4.18bc
Eucaliptus globulus Labill/AE/reflujo 20.5 ND
Eucaliptus globulus Labill/AE/infusion 13.4 ND
Eucaliptus globulus Labill/AE/ultrasonido 82.2 ND

ND: No Detectado; AE: Acetato de Etilo
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Cuadro 7. Concentracion de polifenoles en partes por millén (ppm) equivalentes a acido

galico, determinados en Rosmarinus officinalis.

Vegetal/solvente/método de

Contenido de

Polifenoles

extraccion solidos (mg/ml) hidrolizables
(ppm)
Rosmarinus officinalis/agua/reflujo 65.6 53.51 +£3.17b
Rosmarinus officinalis/agua/infusion 69.3 56.13 £ 5.53b
Rosmarinus officinalis/agua/ultrasonido 61.1 30.30 £ 0.94c
Rosmarinus officinalis/etanol/reflujo 53.2 43.87 £ 3.86b
Rosmarinus officinalis/etanol/infusion 854 56.13 = 2.03bc
Rosmarinus officinalis/etanol/ultrasonido 26 56.48 + 4.65b
Rosmarinus officinalis/AE/reflujo 34.5 ND
Rosmarinus officinalis/AE/infusion 27.1 ND
Rosmarinus officinalis/AE/ultrasonido 24.1 ND

ND: No Detectado; AE: Acetato de Etilo.

Cuadro 8. Concentracion de polifenoles en partes por millén (ppm) equivalentes a acido

gélico, determinados en Ruta graveolens.

Vegetal/solvente/método de Contenido de solidos Polifenoles
extraccion (mg/ml) hidrolizables
(Ppm)

Ruta graveolens/agua/reflujo 54.3 21.25+0.21d
Ruta graveolens/agua/infusion 58.1 23.03 £ 0.21d
Ruta graveolens/agua/ultrasonido 54.4 26.01 + 1.86¢
Ruta graveolens/etanol/reflujo 23.5 41.60 £ 0.55b
Ruta graveolens/etanol/infusion 17.3 37.55 + 2.56d
Ruta graveolens/etanol/ultrasonido 12.7 41.84 +1.80c
Ruta graveolens/AE/reflujo 10.6 ND

Ruta graveolens/AE/infusion 6.8 ND

Ruta graveolens/AE/ultrasonido 6.5 ND

ND: No Detectado; AE: Acetato de Etilo
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Con el método de reflujo las concentraciones mas altas de polifenoles

hidrolizables se mostraron con las relaciones mejorana/etanol, mejorana/agua y

eucalipto/etanol con 123.51 ppm, 105.05 ppm y 117.67 ppm respectivamente. Asi

mismo las concentraciones mas bajas fueron con las relaciones ruda/agua,

damiana/agua y damiana/etanol con 21.25 ppm, 37.08 ppm y 39.1 ppm para cada

una de ellas como se muestra en la figura 21. Se observé que etanol fue el mejor

solvente para este método, ademas de que mejorana y eucalipto presentaron las

mejores concentraciones. Con el solvente acetato de etilo (AE) no fue posible

cuantificar los polifenoles hidrolizables debido a que el solvente no es miscible con

el reactivo de Folin-Ciocalteu esto en base a unas pruebas rapidas de miscibilidad.
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Figura 21. Comparacion entre extractos y solventes con el método de reflujo.
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Por su parte el método de infusion presento los mejores resultados con las
siguientes relaciones, eucalipto/etanol, eucalipto/agua y mejorana/etanol con
78.03 ppm, 67.43 ppm y 62.2 ppm de polifenoles hidrolizables. Las relaciones
entre ruda/agua, damiana/etanol y ruda/etanol presentaron las concentraciones
mas bajas con 23.03 ppm, 32.2 ppm y 37.55 ppm respectivamente (Figura 22).
Eucalipto y mejorana mostraron las concentraciones mas altas y por su parte
etanol fue el mejor solvente en este método de extraccion. Con el solvente acetato
de etilo (AE) no fue posible la cuantificacion de los compuestos fendlicos debido a
que el solvente no es miscible con el reactivo de Folin-Ciocalteu esto en base a

unas pruebas rapidas de miscibilidad.
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Figura 22. Comparacion entre extractos y solventes con el método de infusion
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En la figura 23 se puede observar que las relaciones entre damiana/agua,
mejoranal/etanol y eucalipto/agua presentaron las concentraciones mas altas de
polifenoles hidrolizables con 87.67 ppm, 77.19 ppm y 72.8 ppm respectivamente.
Por otro lado las concentraciones mas bajas se presentaron en las relaciones
ruda/agua, romero/agua y ruda/etanol con 26.01 ppm, 30.3 ppm y 41.84 ppm.
Damiana y mejorana presentaron los mejores rendimientos, y el agua fue el mejor
solvente en este método. Con el solvente acetato de etilo (AE), no se pudieron
cuantificar los polifenoles debido a que el solvente no es miscible con el reactivo

de Folin-Ciocalteu esto en base a unas pruebas rapidas de miscibilidad
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Figura 23. Comparacion entre extractos y solventes con el método de ultrasonido

44



Haciendo una comparacion entre los métodos empleados en base a la
concentracion de polifenoles presentes y el solvente empleado, los mejores
resultados se obtuvieron con las relaciones eucalipto/etanol/reflujo con 117.67
ppm de polifenoles y mejorana/etanol/reflujo con 123.51ppm. Comparando estas
concentraciones con las que obtuvo Clemente-Constantino (2010) son
concentraciones altas ya que el obtuvo con L. tridentata 16.96 ppm, F. cernua 8.60
ppm, y A. lechuguilla 28.87 ppm empleando la relacion etanol/reflujo. Asi mismo
Vicente y col., (2010) encontraron concentraciones de polifenoles de 36.6 ppm y
31.0 ppm en muestras de R. officinalis empleando la relacion etanol/reflujo lo cual
nos indica que nuestras concentraciones son mayores que estas. El método de
infusidn arrojé las concentraciones mas bajas en comparacion a los métodos de

reflujo y ultrasonido (Figura 22).

4.2. Efecto de los extractos de Eucalipto (Eucaliptus globulus
Labill) y Mejorana (Origanum majorana) contra el crecimiento de

Erwinia amylovora.

Los extractos de Eucaliptus globulus Labill y Origanum majorana, quienes
presentaron las mayores concentraciones de polifenoles hidrolizables 117.67 ppm
y 123.51 ppm respectivamente con el solvente etanol y el método de reflujo se
pasaron por rotavapor para la eliminacion del solvente y poder tener muestras
concentradas. Los extractos concentrados se evaluaron contra el crecimiento de

la E. amylovora en medio liquido por un método espectrofotométrico.

En las Figura 24 se observa que el extracto de Eucaliptus globulus Labill
a concentracién de 0.25 % retarda el crecimiento de E. amylovora en un 19.54%,
con la concentracion de 0.50% se retardo el crecimiento en un 68.90%, mientras
gue con la concentracion de 1% fue de 73.85%. Los resultados observados con
Eucaliptus globulus Labill son semejantes a lo reportado por Mosch y Zeller
(1989), donde menciona que extractos de Mahonia aguifolium Nutt, Berberis
vulgaris L, Rhus typhina L. y Allium sativum controlaron en un 25.6% y 53.2% el
crecimiento de E. amylovora. Asi mismo Mosch y Klingauf (1989), encontraron una

inhibicion en el crecimiento de E. amylovora utilizando extractos acuosos de

45



Juglans nigra L, B. vulgaris y R. thyphina en concentraciones de 1.25% y 5.2%,
respectivamente. De igual forma Zaccheo (1990) informo que extractos, de
meristemas apicales de pera cv. Bartlett al 1% tuvieron efectos bacteriostaticos in-
vitro contra E. amylovora. Por su parte Ramirez-Gonzélez y col.,, (2011)
encontraron que extractos de O. vulgare, T. Spathacea y Z. officinale inhibieron en
un 34%, 43.6% y 40.4% el desarrollo de Moniliophthora roreri, empleando la

relacion presurizacion/etanol.
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Figura 24. Efecto del extracto de Eucaliptus globulus Labil sobre E. amylovora

Por su parte el extracto de Origanum majorana mostro efectos minimos
en contra de la bacteria con las concentraciones de 0.25% y 0.50% quienes
retardaron el crecimiento de la bacteria solamente en un 4.36% y 3.88%
respectivamente, por su parte la concentracion de 1% no mostro ningun efecto

contra la bacteria, (figura 25).
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Figura 25. Efecto del extracto de Origanum majorana sobre E. amylovora

La efectividad de los extractos puede darse de acuerdo al material
vegetal de donde se obtuvo el extracto, el método de extraccion empleado, las
condiciones empleadas para el manejo del extracto y el microorganismo en el que

se va a probar.

4.2.1 Andlisis estadistico

4.2.1.1 Analisis de tratamientos a diferentes concentraciones del
extracto de eucalipto y mejorana contra E. amylovora.

En el cuadro 9 se muestran los resultados del analisis estadistico aplicando
la prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) de la aplicacion del extracto de
eucalipto concentrado como inhibidor de la bacteria E. amylovora. Se encontro
que la concentracion de 0.25% fue la que presento menor efecto inhibitorio contra
la bacteria, y las concentraciones de 0.5% y 1% presentaron el mayor efecto
inhibitorio, sin embargo no se encontré un diferencia significativa entre estas dos,
pero entre la concentracion de 0.25% y las otras dos concentraciones si se

encontro diferencias significativas.
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Cuadro 9. Efecto del extracto de E. globulus L. sobre E. amylovora

Concentracion (%) Inhibicion (%)
0.25 19.54a
0.50 68.90b
1.00 73.85b

Las medias que no comparten la misma literal son significativamente
diferentes (P=0.05).

Para el extracto de mejorana el estudio arrojo que no existe diferencia
significativa para ninguna de las concentraciones empleadas (0.25%, 0.5%, 1.0%),
sin embargo las concentraciones de 0.25% y 0.50% presentaron un efecto minimo

en contra de la bacteria.

Cuadro 10. Efecto del extracto de O. majorana sobre E. amylovora

Concentracion (%) Inhibicién (%)
0.25 4.36a
0.50 3.88a
1.00 -0.28a

Las medias que no comparten la misma literal son significativamente
diferentes (P=0.05).

4.2.1.2 Comparacion de los inhibidores a diferentes
concentraciones

En los cuadros 11, 12, 13 y 14 se compara el efecto inhibitorio contra E.
amylovora de los extractos concentrados de eucalipto y mejorana a diferentes
concentraciones. Se encontré que hubo una diferencia significativa entre los dos
inhibidores, con el de eucalipto el crecimiento se obtuvo un crecimiento menor de

la bacteria con respecto al obtenido con el extracto de mejorana.
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Cuadro 11. Comparativo entre los inhibidores a concentracion de 0% de extracto

Densidad oOptica/h

Tiempo (hrs) Mejorana Eucalipto
0 0.0a 0.1a
12 1.2a 0.9b
24 1.5b 1.4b
48 1.7a 0.7b
72 1.7b 1.4b
96 1.7a 1.0a

Las medias que no comparten la misma literal son significativamente
diferentes (P=0.05).

Cuadro 12. Comparativo entre los inhibidores a concentracion de 0.25%

Inhibidor
Tiempo (hrs) Mejorana Eucalipto
0 0.2a 0.1a
12 1l.1a 0.6b
24 1.6a 0.8b
48 1.8a 1.1b
72 1.9a 1.1b
96 1.8a 1.2b

Las medias que no comparten la misma literal son significativamente
diferentes (P=0.05).
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Cuadro 13. Comparativo entre los inhibidores a concentracion de 0.5%

Tiempo (hrs)
0
12
24
48
72
96

Inhibidor
Mejorana Eucalipto
0.1a 0.2a
1.2a 0.2b
1.6a 0.5b
1.8a 1.3a
1.8a 1.5a
1.8a 1.6a

Las medias que no comparten la misma literal son significativamente

diferentes (P=0.05).

Cuadro 14. Comparativo entre los inhibidores a concentracién de 1.0%

Tiempo (hrs)
0
12
24
48
72
96

Inhibidor
Mejorana Eucalipto
0.3a 0.5a
1.3a 0.6b
1.7a 0.6b
1.9a 1.4a
1.9a 1.6a
1.9a 1l.7a

Las medias que no comparten la misma literal son significativamente

diferentes (P=0.05).
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5. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en la que se desarrollé el presente
trabajo podemos concluir lo siguiente:

El método de reflujo presenta una buena alternativa para la obtencion de
extractos vegetales ricos en compuestos fendlicos y apoyado de etanol como
solvente el cual presento los mejores resultados en comparacion a los otros dos

métodos y solventes estudiados.

La evaluacion de los métodos de infusion y ultrasonido requieren de nuevos
estudios, debido a que en el presente trabajo pudieron haberse presentado
algunos factores que requieren ser analizados y controlados para obtener
resultados de forma mas clara y de igual forma obtener concentraciones mas

altas de compuestos fendlicos en las muestras vegetales.

La cuantificacion de polifenoles hidrolizables por el método de Folin-
Ciocalteu en micro placa es una buena opcién porgue es un método rapido y
utiliza menores cantidades de muestra y reactivos que por otros métodos, ademas

los datos se pueden analizar de forma rapida después de cada corrida.

El extracto vegetal de Eucaliptus globulus Labill es capaz de retardar el
crecimiento de la bacteria Erwinia amylovora causante de la enfermedad del fuego

bacteriano en arboles frutales de manzano y peral.

El extracto vegetal de Origanum majorana empleado mostro efectos

relativamente bajos en contra del crecimiento de la bacteria Erwinia amylovora.

Los extractos de Turnera diffusa, Rosmarinus officinalis y Ruta graveolens
no se probaron en este estudio contra la bacteria fitopatogena E. amylovora,

porque no presentaron concentraciones bajas de polifenoles.
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6. RECOMENDACIONES

Es necesario realizar nuevos estudios con el extracto vegetal de Origanum
majorana ya que para este estudio no presento ningun efecto contra el
crecimiento de E. amylovora, asi como controlar los factores en el proceso de
extraccion para evitar que el extracto pierda su actividad antibacteriana, como la

temperatura de extraccion y el contacto con la luz.

Se debe mantener un control de los factores (temperatura, luminosidad,
filtracion) que se presentan en los métodos de extraccion, con la finalidad de que
los compuestos fendlicos no pierdan su potencial para el cual vayan a ser

probados.

Con el extracto de Eucalipto seria bueno realizar otro estudio y probar con
la concentracion de 0.75%, debido a que las concentraciones de 0.5% y 1.0% no

hubo diferencia significativa.

Se deben realizar nuevos estudios en los métodos de extraccion con las
especies ruda, romero y damiana analizando diversos factores (temperatura,
luminosidad, filtracijon) para obtener extractos ml[as ricos en polifenoles y

probarlos contra otros microorganismos fitopatogenos.
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ANEXOS

Cuadro 1. Andlisis de varianza realizado a los datos procedentes del efecto del extracto

de eucalipto contra E. amylovora

Fuente GL SC Sec. CM F P
Modelo 2 5410.5210 2705.2605 20.36 0.021
Error 6 797.256123 132.87602
Total 8 6207.77712

Cuadro 2. Andlisis de varianza realizado a los datos procedentes del efecto del extracto

de mejorana contra E. amylovora

Fuente GL SC Sec. CM F P
Modelo 2 38.35609 19.178048 0.76 0.5080
Error 6 151.448238 25.241373
Total 8 189.804335

Cuadro 3. Andlisis de varianza para concentracion de 0% entre lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las O hrs.

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.005163 0.05163 0.005163 1.36 0.309
Error 4 0.015215 0.015215 0.003804
Total 5 0.020378
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Cuadro 4. Anélisis de varianza para concentracion de 0% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 12 hrs.

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.076840 0.076840 0.076840 7.75 0.050
Error 4 0.039667 0.039667 0.009917
Total 5 0.116507

Cuadro 5. Andlisis de varianza para concentracion de 0% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 24 hrs.

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.093251 0.093251 0.093251 20.88 0.010
Error 4 0.017867 0.017867 0.004467
Total 5 0.111117

Cuadro 6. Analisis de varianza para concentracién de 0% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 24 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.093251 0.093251 0.093251 20.88 0.010
Error 4 0.017867 0.017867 0.004467
Total 5 0.111117
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Cuadro 7. Analisis de varianza para concentracion de 0% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 48 hrs.

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.05587 0.05587 0.05587 5.25 0.084
Error 4 0.04260 0.04260 0.01065
Total 5 0.09848

Cuadro 8. Andlisis de varianza para concentracion de 0% en lo inhibidores eucalipto y
mejorana a las 72 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.074371 0.074371 0.074371 18.48 0.013
Error 4 0.016101 0.016101 0.004025
Total 5 0.090471

Cuadro 9. Analisis de varianza para concentracion de 0% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 96 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.7329 0.7329 0.7329 1.83 0.247
Error 4 1.6006 1.6006 0.4002
Total 5 2.3335

Cuadro 10. Andlisis de varianza para concentracion de 0.25% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las O hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.005460 0.005460 0.005460 5.35 0.082
Error 4 0.004081 0.004081 0.001020
Total 5 0.009541
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Cuadro 11. Analisis de varianza para concentracion de 0.25% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 12 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.12615 0.12615 0.12615 16.77 0.015
Error 4 0.03009 0.03009 0.00752
Total 0.15624

Cuadro 12. Anadlisis de varianza para concentracion de 0.25% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 24 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.22118 0.22118 0.22118 304.87 0.000
Error 4 0.00290 0.00290 0.00073
Total 0.22409

Cuadro 13. Analisis de varianza para concentracion de 0.25% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 48 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 2.3126 2.3126 2.3126 100.19 0.001
Error 4 0.0923 0.0923 0.0231
Total 5 2.4049

Cuadro 14. Andlisis de varianza para concentracion de 0.25% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 72 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.90249 0.90249 0.90249 235.25 0.000
Error 4 0.01535 0.01535 0.0384
Total 0.91783
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Cuadro 15. Analisis de varianza para concentracion de 0.25% en lo inhibidores eucalipto y
mejorana a las 96 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.47489 0.47489 0.47489 46.23 0.002
Error 4 0.04109 0.04109 0.01027
Total 5 0.51598

Cuadro 16. Andlisis de varianza para concentracién de 0.5% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las O hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.003901 0.003901 0.003901 3.75 0.125
Error 4 0.004157 0.004157 0.001039
Total 5 0.008059

Cuadro 17. Andlisis de varianza para concentracién de 0.5% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 12 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.75473 0.75473 0.75473 61.39 0.001
Error 4 0.04917 0.04917 0.01229
Total 5 0.80391

Cuadro 18. Analisis de varianza para concentracion de 0.5% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 24 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.11207 0.11207  0.11207 1.89 0.241
Error 4 0.23694 0.23694  0.05924
Total 5 0.34901
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Cuadro 19. Andlisis de varianza para concentracion de 0.5% en lo inhibidores eucalipto y
mejorana a las 48 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 3.6660 3.6660 3.6660 771.52 0.000
Error 4 0.0190 0.0190 0.0048
Total 5 3.6850

Cuadro 20. Andlisis de varianza para concentracién de 0.5% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 72 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.77472 0.77472 0.77472 8.61 0.043
Error 4 0.35977 0.35977 0.08994
Total 5 1.13450

Cuadro 21. Andlisis de varianza para concentracién de 0.5% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 96 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.27864 0.27864 0.27864 2.98 0.159
Error 4 0.37394 0.37394 0.9348
Total 5 0.65258

Cuadro 22. Analisis de varianza para concentracion de 1.0% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las O hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.025091 0.025091 0.025091  154.72 0.000
Error 4 0.000649 0.000649 0.000162
Total 5 0.025739
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Cuadro 23. Andlisis de varianza para concentracion de 1.0% en lo inhibidores eucalipto y
mejorana a las 12 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.80667 0.80667 0,80667 88.06 0.001
Error 4 0.03664 0.03664  0.00916
Total 5 0.84331

Cuadro 24. Andlisis de varianza para concentracién de 1.0% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 24 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.014504 0.014504 0.014504 5.53 0.078
Error 4 0.010493 0.010493 0.002623
Total 5 0.024997

Cuadro 25. Andlisis de varianza para concentracién de 1.0% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 48 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 3.3990 3.3990 3.3990 760.98 0.000
Error 4 0.0179 0.0179 0.0045
Total 5 3.4169

Cuadro 26. Analisis de varianza para concentracion de 1.0% en lo inhibidores eucalipto y

mejorana a las 72 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.55998 0.55998  0.55998 13.95 0.020
Error 4 0.16059 0.16059  0.04015
Total 5 0.72057
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Cuadro 27. Andlisis de varianza para concentracion de 1.0% en lo inhibidores eucalipto y
mejorana a las 96 hrs

Fuente GL SC Sec. SC. Ajust. CM F P
Inhibidor 1 0.03635 0.03635  0.03635 1.66 0.268
Error 4 0.08778 0.08778  0.02194
Total 5 0.12413
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