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RESUMEN

En México, la produccidn de jitomate crecio a una tasa promedio anual de 4.8%. Una
de las grandes limitantes para la produccion de jitomate han sido las enfermedades
ocasionadas por diversos fitopatogenos tales como: virus, hongos, nematodos y
bacterias. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), es una bacteria
Gram positivo coriniforme causante de la enfermedad conocida como cancer
bacteriano del jitomate. La enfermedad es de interés cuarentenario nivel internacional.
El principal medio por el cual se dispersa esta bacteria es por semillas contaminadas,
ya que el patogeno tiene la capacidad de sobrevivir hasta ocho meses en ella, también
puede sobrevivir en residuos vegetales, estructuras de invernadero y herramientas de
trabajo. La bacteria penetra a la planta a través de heridas o aberturas naturales como
los estomas. Los controles més recurrentes contra Cmm han sido los quimicos, tales
como productos cupricos o estreptomicina los cuales poseen una efectividad limitada
o nula. Por otro lado la planta de gobernadora (Larrea tridentata) ha sido descrita como
una especie vegetal con propiedades bactericidas, fungicidas y una gran cantidad de
compuestos bioactivos de los cuales pocos se han caracterizado. Por lo cual el objetivo
es identificar metabolitos antimicrobianos de Larrea Tridentata contra Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis. El extracto metandlico de L. tridentata present6
halos de inhibicion de 3.2 cm y el acuoso de 1.0 cm. Las cinéticas bacterianas
determinaron la Concentracion Minima Util Inhibitoria (CMUI) la cual resulto en 5
mL/L para el extracto metandlico y 30 mL/L en el caso del extracto acuoso. Se logro
la separacion de compuestos organicos mediante cromatografia de capa fina (TLC)
obteniendo 7 Rfs en la concentracion nimero 1, de igual forma 7 Rfs en la
concentracion nimero 2, en el concentrado numero 3 (resina) los Rfs de las repeticiones

no resultaron similares en ninguno de los tres carriles.



SUMMARY

In Mexico, tomato production grew at an average annual rate of 4.8%. One of the main
limitations for tomato production has been the diseases caused by various phytopathogens
such as: viruses, fungi, nematodes and bacteria. Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm), is a coriniform gram-positive bacteria that causes the disease
known as tomato bacterial cancer. The disease is an international quarantine interest. The
main by which this bacterium is dispersed is contaminating seeds, since the pathogen has
the ability to survive up to eight months in it, it can also survive on plant residues,
greenhouse structures and work tools. The bacteria penetrate the plant through wounds or
natural openings such as stomata. The most recurrent controls against Cmm have been
chemicals, such as copper products or streptomycin which are limited or no effectiveness.
On the other hand, the governor plant (Larrea tridentata) has been described as a plant
species with bactericidal, fungicidal properties in a large number of bioactive compounds
and which few have been characterized. Therefore, the objective is to identify
antimicrobial metabolites of Larrea tridentata against Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis. The methanol extract of L. tridentata presented halos of inhibition was 3.2
cm and the aqueous 1.0 cm. The bacterial kinetics determined by the Minimum Inhibitory
Useful Concentration (IUGR) which resulted in 5 mL / L for the methanolic extract and
30 mL / L in the case of the aqueous extract. The separation of organic compounds was
achieved by thin layer chromatography (TLC) obtaining 7 Rfs in the concentration number
1, likewise 7 Rfs in the concentration number 2, in the concentrate number 3 (resin) the

Rfs of the repetitions did not result similar in none of the three lanes.

Xi



INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos con mayor
importancia econémica a nivel mundial, nacional y estatal. Una de las mas grandes
limitantes para la produccion de dicho cultivo es la gran diversidad de fitopatégenos
a los que es susceptible, tales como bacterias, virus, hongos y nematodos. Dentro del
grupo de bacterias fitopatogenas destaca Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) el cual es un actinomiceto causante de la enfermedad en planta
Ilamada Céancer Bacteriano del Tomate o Cancro Bacteriano, se han reportado grandes
pérdidas econdmicas debido a que el control quimico no ha sido lo suficientemente
efectivo para remediar o prevenir esta enfermedad. Dado que con el uso excesivo de
ciertos antibioticos y sales de cobre, ha generado cepas de Cmm resistentes. Por otro
lado el control biol6gico de Cmm es una alternativa viable debido a la gran cantidad de
microorganismos que se han reportado en los Ultimos afios con efectos antagonicos
contra microorganismos fitopatégenos. Un ejemplo claro son las bacterias del género
Pseudomonas y Bacillus. Sin embargo, los ensayos requieren pasos de validacion en
condiciones reales de campo. La biotecnologia es una herramienta basada en el uso de
algunas propiedades quimicas, bioquimicas, genéticas 0 metabolémicas de algun ser
Vivo que genere beneficio, en este caso que logre tener efecto positivo sobre el control
de fitopatogenos. En este sentido, algunos estudios cientificos reportan que la planta de
Gobernadora (Larrea tridentata) contiene metabolitos con propiedades
antimicrobianas es decir que inhiben el crecimiento de diversas bacterias patdégenas
tanto Gram- positivos como Gram- negativos y por otro lado el &rbol de Pirul (Schinus
molle) con propiedades bactericidas y alelopaticas a ciertos organismos. Por lo cual el
objetivo de este trabajo es detectar y evaluar el efecto antimicrobiano de metabolitos

de Larrea tridentata y Schinus molle contra Cmm.



HIPOTESIS.

La identificacion de metabolitos en especies vegetales con alta variabilidad genética
contribuye en generar estrategias para el control de enfermedades en cultivos agricolas

que resulten eficientes y sustentables.
OBJETIVO GENERAL.

Identificar metabolitos antimicrobianos en especies vegetales nativas de San Luis
Potosi con actividad bactericida contra Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Determinar de manera In vitro el efecto antimicrobiano de extractos de gobernadora
y pirul contra Cmm.

- Identificar efectos bactericidas o bacteriostaticos de los extractos de gobernadora y
pirul mediante cinéticas de crecimiento.

- Aislar mediante cromatografias de capa fina (TLC) compuestos bioactivos de de

gobernadora y pirul contra Cmm



REVISION DE LITERATURA

Importancia del Cultivo de Jitomate

La produccién y el consumo mundial de jitomate, asi como el consumo promedio
per capita, registran tendencia al alza durante la década reciente. China es el més
importante productor y consumidor mundial, Estados Unidos es el principal importador,
y México el principal exportador de esta hortaliza. En México, la produccion de jitomate
crecio a una tasa promedio anual de 4.8% entre 2006 y 2016, para ubicarse en un maximo
historico de 3.3 millones de toneladas. (FIRA, 2017)

En el 2016, el 56.3 % de la produccion nacional de jitomate se concentrd en cinco
entidades: Sinaloa (27.6%), San Luis Potosi (9.2 %), Michoacén (7.0 %), Baja California
(6.7 %), y Zacatecas (5.7 %), de ese 56.3 % el 37.2 % de la produccién nacional de tomate

se obtuvo en los diez principales municipios productores de esta hortaliza,

Cuadro 1. Principales Municipios Productores de Jitomate en el Estado de San Luis Potosi

Participacion %

No. Municipio Produccion Valor de la Produccién Valor de la
(Toneladas pmd“"cp'ggo(s';"”es de produccion
1 Culiacan, Sin. 368,041 1,843,213 11.00% 7.70%
2 Ensenada, B.C. 225,592 2,778,829 6.70% 11.60%
3 Nevolato, Sin. 224,431 1,154,098 6.70% 4.80%
4 Elota, Sin. 102,054 536,163 3.00% 2.20%
5 Mulegé, B.C.S. 94,787 1,147,073 2.80% 4.80%
6 Guadalcazar,
S.L.P. 52,433 439,710 1.60% 1.80%
7 Fresnillo, Zac 50,170 207,030 1.50% 0.90%
8 Colon, Qro. 45,900 352,192 1.40% 1.50%
9 Villa de
Guadalupe, S.L.P. 45,132 198,382 1.30% 0.80%
10  Moctezuma, S.L.P 36,640 265,506 1.10% 1.10%
11 Otros 2,103,975 14,949,208 62.80% 62.60%
Total 3,349,154 23,871,404 100% 100%

(SIAP-SAGARPA, 2016; FIRA, 2017)



Fitopatologias Del Jitomate

Una de las grandes limitantes para la produccién de jitomate han sido las
enfermedades ocasionadas por diversos fitopatogenos tales como: virus (Mosaico del
tabaco, Mosaico del pepino, Mosaico del tomate); hongos (Alternaria tomatophila,
Oidium neolycopersici, Rhizoctonia solani.); nematodos (Globodera spp, Meloidogyne
spp, Pratylenchus spp.) y bacterias (Pseudomonas syringae, Pseudomonas corrugata,
Ralstonia solanacearum, Xanthomonas spp, Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis) dentro de las que destaca el actinomiceto
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis causante de la enfermedad conocida
como cancer bacteriano del jitomate (Hadas et al., 2014).

Los avances en torno al estudio de la interaccion planta-patdgeno en especifico
bacterias, han sido realizados principalmente con fitopatdgenos bacterianos pertenecientes
al grupo Proteobacteria (Baltrus et al., 2011; Cai et al., 2011; Mole et al., 2007;
Abramovitch et al., 2006; Jones et al., 2006; Abramovitch et al., 2004). Cabe mencionar
que existe informacién limitada con respecto a actinomicetos fitopatdgenos, que incluye
a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), causante de la enfermedad
conocida como cancro bacteriano del tomate, una de las enfermedades cuarentenarias a
nivel internacional de mayor relevancia en los ultimos afios (Sen et al., 2015; Mansfield
et al., 2012; Eichenlaub et al., 2011; Chalupowicz et al., 2010; Hogenhout et al., 2008).

Clavibacter michiganensis subsp michiganensis.

Cmm es un bacilo Gram positivo, coriniforme, no moévil, aerébico (EPPO 2005;
Jones et al., 2001), considerado como un organismo biotrofico que puede sobrevivir por
largos periodos de tiempo cuando se asocia a restos vegetales. Jahr et al. (2000), Dreier et
al., (1997); Meletzus et al., (1993) mencionan que los sintomas caracteristicos en planta
ocasionados por este fitopatdgeno estan asociados con la presencia de los genes celA (que

codifica una endo-B-1-4 glucanasa) y pat-1 (que codifica una serin proteasa), los cuales se



encuentran en los plasmidos pCM1 y pCM2 respectivamente. (Jahr et al., 2000; Dreier et
al., 1997; Meletzus et al., 1993). El analisis genomico de Cmm en la cepa NCPPB382
permitié identificar una region de 129 kb con bajo contenido de G+C, esta se divide en
dos subregiones: la subregion chp, que contiene genes que codifican diversas enzimas
como: serin proteasas; y la subregién tomA, que contiene genes involucrados en el
metabolismo de carbohidratos, entre ellos el gen tomA que codifica una tomatinasa (endo-
1,4-beta glicosidasa), enzima que remueve los residuos de carbohidratos de la a-tomatina,
un glicoalcaloide con actividad antifungica en tomate (Gartemann et al., 2008; Kaup et
al., 2005). Gartemann et al. (2008) demostraron la importancia de la region genoémica en
la patogenicidad al generar una cepa mutante de Cmm que carece de la regién, la cual
mostro un fenotipo no virulento, fue incapaz de colonizar tejidos vegetales y, por lo tanto,
no desarrolld la sintomatologia caracteristica de la enfermedad en tomate. Estudios
adicionales sugieren que los genes ubicados en la regién gendmica de 129 kb, contribuyen
en generar una cascada de sefializacion que permite la manipulacion del metabolismo
vegetal en favor de Cmm (Chalupowicz et al., 2017; Stork et al., 2008; Gartemann et al.,
2008; Kaup et al., 2005).

De forma general, la ubicacion de factores de patogenicidad en Cmm sugiere que
pueden ser transferidos horizontalmente, ya que se encuentran localizados en plasmidos y
en una region genomica particular. Cabe mencionar que, dado que los genes de
patogenicidad en Cmm no son compartidos por fitopatégenos Gram-negativos y son poco
comunes en otros actinomicetos fitopatdégenos; los mecanismos de comunicacion entre
tomate y Cmm que incluyen reconocimiento del hospedero, colonizacion,
evasion/supresion de respuestas de defensa deben ser esclarecidos con la finalidad de
generar estrategias para el diagndstico y control con efectividad a largo plazo (Francis et
al., 2010; Hogenhout, 2008). La sintomatologia clasica que manifiestan las plantas
infectadas por Cmm es marchitez unilateral de hojas, manchas circulares en el fruto
conocidas como ojo de pajaro y el desarrollo de lesiones corchosas en tallo llamadas
chancros (Fig.1).



Figura 1. Sintomatologia del Cancer Bacteriano del Jitomate. a) Dafio en tallo conocido como chancro.
b) Marchitamiento unilateral de hojas, sintoma peculiar de este fitopatdgeno en planta, c) puntos en
el fruto con halos amarillentos conocidos como ojo de pajaro.

El principal medio por el cual se propaga esta bacteria es por semillas
contaminadas, ya que el patdgeno tiene la capacidad de sobrevivir hasta ocho meses y son
responsables de la ocurrencia de brotes epidémicos, se requieren bajos niveles de
contaminacion de semilla para iniciar una epidemia, es dificil el diagnostico oportuno en
planta debido a que los sintomas tardan en presentarse. Los primeros indicios del cancer
bacteriano generalmente aparecen entre 30 y 40 dias después del trasplante, lo cual
dificulta su control, por lo anterior, es necesario contar con métodos confiables y de alta
sensibilidad como es el uso de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para realizar
un diagnéstico efectivo (Chang et al., 1992; Milijasevi¢ et al., 2007; Milijasevic et al.,
2012).



La bacteria también puede sobrevivir en residuos vegetales, estructuras de
invernadero y herramientas de trabajo, otra forma es mediante heridas o aberturas
naturales como estomas (Carlton et al., 1998). La distribucion en campo o invernadero se
ve ampliamente favorecida por el agua (salpicaduras, vientos, aspersion), asi como por las
diversas practicas culturales como podas o tutoreos al utilizar herramienta contaminada o
aun con las manos. Es por ello que el cancer bacteriano del jitomate es considerada una
de las enfermedades vasculares mas importantes a nivel mundial en las regiones
productoras de jitomate (EPPO 2005). Hasta ahora se ha reportado en Israel (Kleitman et
al., 2008), Japon (Kawaguchi et al., 2010) Esparia, Canada (Borboa et al., 2009), Estados
Unidos de América (Chang et al 1992), Kenia, Chile, Turquia, Australia (Dullaide et
al.,1983) y México (Holguin et.al., 2006; Borboa et.al., 2009,) en promedio puede
ocasionar pérdidas de 80 a 100% (Borboa et al., 2009; EPPO, 2010; De Leo6n et al., 2011;
NAPPO, 2013).

Los controles méas recurrentes contra Cmm han sido los quimicos, tales como
productos cupricos o estreptomicina (Sandoval, 2004), los cuales poseen una efectividad
limitada o nula, ademas del impacto negativo sobre la salud humana, el ambiente y el costo

que genera sobre la produccion del cultivo.

Sin embargo se implementan estrategias preventivas tales como: saneamiento de
estructuras de invernadero, saneamiento de herramientas de trabajo y uso de semilla
certificada, debido a todo esto Cmm es sujeto a regulaciones de cuarentena internacional
por parte de la Unién Europea (Commission Directive 95/4 EC). La European and
Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) la ha clasificado en el grado
cuarentenario A2 (EPPO, 2010) y México la tiene catalogada como plaga cuarentenaria
por la Hoja de Requisitos Fitosanitarios y la Norma Oficial Mexicana 007 (NOM-007-
1998).

También se han realizado investigaciones implementando el control bioldgico
contra fitopatogenos utilizando agentes benéficos tales como Trichoderma spp (Guerrero
et al., 2017) y el uso de aceites vegetales (Borboa et al., 2010).

Por otro lado, cabe mencionar que algunas especies vegetales como la gobernadora

y el pirul, han sido descritas como especies con propiedades bactericidas, fungicidas y una
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gran cantidad de compuestos bioactivos de los cuales pocos se han caracterizado (Brinker,
1993; Tequida et al., 2002).

Arbol de Pirul (Schinus molle L)

En los dltimos afios se ha discutido mucho sobre la existencia de mecanismos
quimicos de eliminacién competitiva en las plantas superiores, semejantes a los existentes
entre los microorganismos. Todas las plantas producen gran cantidad de sustancias de
naturaleza quimica diversa que pueden almacenarse o excretarse a través de las raices o
las hojas. Las sustancias excretadas al medio ambiente pueden afectar o no a otros
organismos y si lo hacen pueden ser benéficas o perjudiciales. En el caso de ser tdxicas
constituyen un medio muy eficaz de suprimir a los competidores potenciales y si no lo
son, de cualquier manera estan alterando el medio ambiente. La antibiosis producida por
las fitotoxinas elaboradas por las plantas superiores se llama alelopatia y los antibiéticos,
alelopaticos. La alelopatia como fenémeno ecoldgico ha sido muy discutida e incluso
rebatida (Bartholomew et al., 1970). En ciertos casos se trata de un hecho facilmente
comprobable tanto en el laboratorio como en el medio ambiente natural (Livingston,
1923).

La diversidad quimica de los exudados de las plantas es muy grande y a medida
gue una comunidad se vuelve mas compleja, el cambio provocado por estos compuestos
en el medio ambiente es cada vez mayor. Si afiadimos a estos cambios quimicos todas las
transformaciones que por efecto directo o indirecto de la vegetacion se efectian dentro de
una comunidad, entonces es posible comprender lo dificil que resulta poner en evidencia
la alelopatia sin restarle importancia a los otros fenémenos de interrelacion bioldgica y
ambiental. Los alelopaticos mas comunes son los terpenos y los fenoles. Ambos tienen un
efecto nocivo muy marcado sobre el metabolismo celular, especialmente sobre la
respiracion y la mitosis (Muller et al., 1969). Estas sustancias son excretadas al medio a
través de los distintos 6rganos del vegetal y al llegar al suelo pueden afectar el crecimiento

de otros organismos.

Todas las plantas que producen compuestos terpénicos y fendlicos posiblemente
ejercen algun efecto nocivo sobre otros organismos. Sin embargo antes de llegar a esta

conclusion es muy importante eliminar cualquiera otra posibilidad. La especie Schinus
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molle L. de la familia de las Anacardiaceae, conocida vulgarmente como "pirual”, es un
arbol que se encuentra ampliamente distribuido en la altiplanicie mexicana, que invade
con facilidad cualquier tipo de terreno, que se asocia generalmente con pocas especies de
plantas y que produce gran cantidad del terpeno felandreno y del alcohol terpenoide

carvacol (Moje, 1966), los cuales son acumulados y eliminados a través de hojas y frutos.
Planta de Gobernadora (Larrea tridentata)

Las zonas aridas representan un gran potencial porque guardan una riqueza basada
no tanto en su densidad, como en su especializacién bioldgica, donde la flora y la fauna
son el producto de miles de afios de adaptacion fisioldgica para su sobrevivencia. Un caso
tipico de estas condiciones lo representa la planta Ilamada gobernadora la cual es una
especie forestal, pertenece a la familia Zygophyllaceae, de porte erecto, ramificado desde
la base, perennifolio, de 0.6 a 3 m de altura. Las hojas de este arbusto xerofito estan
envueltas en una gruesa capa dnuse resina producida por tricomas glandulares durante el
desarrollo de las hojas, y puede llegar a formar parte del 20% del peso seco de las hojas
(Rhoades, 1977; Lira et al., 2003). La resina tiene la propiedad de hacer menos digestivo
el follaje, de manera similar al efecto que producen los taninos (Rhoades, 1977); también
se comporta como un antitranspirante ideal debido a que forma una barrera en la superficie
de las hojas que disminuye la transpiracion mas que la tasa de asimilacion de CO:
(Meinzer et al., 1990; Gonzélez et al., 1994). Se considera que la resina funciona como
un filtro contra la radiacion solar UV, y protege a la planta contra el herbivorismo de
insectos y animales (Barbour et al., 1977; Downum et al., 1988). Las arbustos de L.
tridentata enfrentan fuertes presiones de animales herbivoros, debido a que las hojas estan
siempre verdes durante los meses del afio sin lluvia, época en que son pocos los recursos
vegetales que pueden encontrar insectos y animales; sin embargo, el herbivorismo en
Larrea es limitado, probablemente debido a los metabolitos secundarios como los
biopolimeros fendlicos y el &cido nordihidroguaiaretico (NDGA) que se encuentran
presentes en la resina producida en hojas y tallos, los cuales resultan ser defensas
bioquimicas para repeler el ataque de animales herbivoros, hongos y otros

microorganismos (Valesi et al., 1972; Wisdom et al., 1987; Rundel et al., 1994.



Dado las propiedades que se han reportado en esta planta se han hecho ya estudios
en los que se muestra accion antifingica bajo condiciones in vitro, tal es el caso de la
resina la cual muestra actividad fungicida contra Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, Pythium spp y otros hongos fitopatdgenos (Brinker, 1993). Tequida et al.
(2002) reportaron que extractos metandlicos y etanolicos de L. tridentata inhibieron el
crecimiento de Aspergillus flavus, A. niger, Penicilium chrysogenum, P. expansum,
Fusarium poae y F. moniliforme en una dilucion del 41.5%. La actividad antifungica del
extracto de resina hidrosoluble de gobernadora fue investigada In vitro contra Botrytis
cinerea, Colletotrichum coccodes y F. oxysporum F. sp licopersici, aislados de rosas de
invernadero y de lotes comerciales de papa y jitomate, respectivamente. El extracto
manifestd su efecto fungicida a 1000 y 2000 ppm (Lira et al., 2003). Por otra parte, Araujo
(1997) reporté que el extracto de L. tridentata en diclorometano inhibi6 el 92% del
crecimiento radial de A. flavus. Mientras que Jasso et al., (2007) reportaron que el extracto
de esta especie a 4000 ppm presentd inhibicion contra Colletotricum gleosporides al
100%, en Alternaria alternata al 66.4% y 78.9% para Rhizopus sp. La actividad
antifungica de los liganos fue evaluada por la inhibicién del crecimiento radial de A. flavus
y A. parasiticus. El acido nordihidroguayarético (NDGA) extraido de L. tridentata fue
muy efectivo inhibiendo ambos hongos a 300 y 500 ppm. Este compuesto quiza tiene
potencial para el control de hongos productores de aflatoxinas (Vargas et.al., 2006).
Veréastegui et al., (1996) determinaron el efecto de extractos etandlicos de L. tridentata en
el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias que afectan la salud de humanos y
animales. Sus resultados mostraron que los extractos inhibieron diversos actinomicetos
tales como Listeria monocytogenes , Clostridium perfringens. En el cuadro 2 se
mencionan algunos de los principales constituyentes quimicos de Larrea tridentata.
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Cuadro 2. Principales Constituyentes Fitoquimicos de Larrea tridentata (Tomado de

Brinker, 1993).

Porcentaje del Peso Seco Tipo Compuesto
16-21 Liganos Fenolicos Acido Dihidroguaiarético
Hemi-norisoguaiacin
Acido Nordihidroguaiaretico
Nordihidroguaiacin
5-75 Flavonoides Apigenin
Kaempferol
10-15 Saponinas Larreagenin A

Triterpenos Acido Larretico

Alpha penene

0.1-0.2 Monoterpenos volatiles
Hidrocarbonos 35 Delta-3-carene
Limoneno
Aromaticos Benzaldehido
Benzilacetato
Bencilbutano
Metil naftaleno
Esteroides Beta-sitosterol
Colesterol
Campesterol
Taninos
Carbohidratos Glucosa
Sacarosa
70.1 (tallos) Lipidos AlKil esteres (C46-C56)
16.6 Aminoacidos Fenilalanina
Isoleucina
Acido glutamico
Acido aspartico
Glicina
15.6 mg/lb Vitaminas Caroteno
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19.8 mg/100g Vitamina C
13.7 Minerales Sodio
Potasio
Calcio
Magnesio
Hierro
Azufre

Fosforo

La informacion anterior, enfatiza el gran potencial de compuestos bioactivos que
se encuentran en especies vegetales con alta variabilidad genética sobre microorganismos
fitopatdégenos. Por lo cual en el presente proyecto se pretende estudiar el efecto
antimicrobiano de extractos de Larrea tridentata y Schinus molle L, sobre Cmm bajo

condiciones In vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Experimento

El presente trabajo se realizo en las instalaciones del Laboratorio de Interaccion Planta-
Microorganismo (LIPM) de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad
Autonoma de San Luis Potosi, Laboratorio de Microbiologia Aplicada en Agricultura y
Salud Ambiental ubicado en la Coordinaciéon para la Innovacion y Aplicacion de la
Ciencia y Tecnologia (CIACyT-UASLP) y en el Laboratorio de Fitoquimica instalado en
el Edificio de Zonas Desérticas también perteneciente a la Universidad Autdnoma de San
Luis Potosi.

Extractos Acuosos y Metanolicos de Gobernadora y Pirul

La planta de gobernadora y pirul fue recolectada en la comunidad de Maravillas
perteneciente al municipio de Mexquitic de Carmona, San Luis Potosi, ubicada en las
siguientes coordenadas geograficas 22° 14’ 41.0” N-101° 01 09.0”. La primer colecta fue
en octubre de 2016 y la segunda en marzo de 2017. La planta fue llevada al “LIPM” donde
se pesaron hoja y tallo en fresco en el caso de gobernadora y en el de pirul solo la hoja. El
extracto acuoso se realizd de la siguiente manera, por cada 20 g de tejido que se peso en
fresco se afiadio 80 ml de agua destilada en un recipiente, sobre este recipiente y con un
mortero se realizé la maceracion de hoja y tallo dejando particulas vegetales muy finas,
posteriormente el recipiente se colocd a bafio maria con temperatura de 100°C durante 5
min, el liquido extraido se paso a tubos falcon de 50ml estériles bajo condiciones de
campana de flujo laminar, el liquido fue filtrado con papel filtro del No. 2. Para el extracto
metanolico el solvente utilizado fue metanol 20%, los pasos para extraccion fueron
similares a los utilizados para obtener el extracto acuoso. El protocolo seguido fue

determinado por Farjana et al., (2014).
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Reto In vitro de los extractos vegetales de Gobernadoray Pirul

El reto In vitro se realizé con la técnica de agar suave. Previo al reto In vitro se
dejo en incubacion un cultivo de 50 ml de la cepa Cmm 1387en medio de Luria Bertani
(LB) liquido (Polipetona de CaseinalOg/L, Extracto de Levadura 5g/L, Cloruro de Sodio
5g/L.), la incubacion fue por 48h con temperatura de 28°C con agitacion constante de 180
rpm. Una vez que teniamos el crecimiento bacteriano de Cmm preparamos medio de LB
solido (Polipetona de CaseinalOg/L, Extracto de Levadura 5g/L, Cloruro de Sodio 5g/L,
Agar Bacterioldgico 15¢/L), el matraz de Erlenmeyer que contenia el medio LB solido
esterilizado fue colocado sobre la campana de flujo laminar hasta que la temperatura
disminuyd, al cual se le adiciond el cultivo liquido de Cmm previamente incubado, se agito
el matraz para poder mezclar la suspension bacteriana con el medio de LB hasta lograr
una solucién homogénea. Las placas de Petri fueron llenadas % partes con la suspension
obtenida y se dejaron a temperatura ambiente para solidificacion y realizar la prueba del
efecto antagonico de los diversos extractos de gobernadora y pirul (en este ensayo se
utilizaron los extractos obtenidos de tejido vegetal que se colecto en octubre 2016). Se
utilizé un antibiotico comercial de amplio espectro como control positivo (Estreptomicina
0.3g/ml) el cual presenta un mecanismo de accion que se basa en la ocupacion de los
receptores del acido paraaminobenzoico (PABA) evitando que las bacterias incorporen a
su metabolismo el &cido folico y los factores del crecimiento que requieren y que no puede

sintetizar. Ademas, inhiben la respiracion aerobia y anaerobia bacteriana.

Los pasos para realizar la evaluacion fueron los siguientes. Con la parte superior
de una puntilla de micropipeta de 1000 ul se realizaron 5 perforaciones en cada caja, en
dos de los pozos se coloco el extracto metanolico, en los otros dos el extracto acuoso en
una cantidad de 200 pl cada uno y el tercer pozo quedo vacio (control negativo), el ensayo
se realizo con. 3 repeticiones, cabe sefialar que el extracto de cada especie se probo en
cajas separadas. Las placas fueron selladas y se incubaron de 24 a 48h a una temperatura
de 28° C. Los halos de inhibicion fueron medidos con una regla partiendo desde la parte
central del pozo hasta la orilla del halo y se les realizo la comparacion de medias de Tukey

con el paquete estadistico del programa SAS (System for Windows 9.0).
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Cinética Bacteriana

Se evaluaron los extractos de gobernadora a las concentraciones 20, 10, 3y 0.5 %
(se utilizaron los extractos del tejido vegetal colectado en marzo 2017) para ello se

utilizaron microplacas de 96 pozos.

La cinética se realiz6 de la siguiente manera: En un tubo falcén de 50 ml se colocd
30 ml de LB liquido y se le agrego una asada de bacteria de Cmm y se incub0 de 24 a 48h
hasta tener una densidad 6ptica (DO) mayor a 0.1, medido a una longitud de onda de

600nm. Una vez obtenida la OD se disefio la microplaca de 96 pozos.

Para la cinética, en cada pozo de la microplaca, se colocaron 200 pl del cultivo
microbiano ajustado a una DO inicial de 0.1 con medio fresco LB. Y se les agregé el
volumen correspondiente de cada extracto (metandlico y acuoso) de tal manera que en el
pozo se alcanzaron las concentraciones de 20, 10, 3 y 0.5%. Como blancos se utilizaron
el medio LB y el medio LB adicionado con cada concentracién del extracto

correspondiente. El control positivo fue el crecimiento de Cmm en LB (Figs. 2 y 3).

Figura 2. Disefio de la cinética Bacteriana de Cmm con extractos al 20 y 10% .Fila 1:control
negativo de LB, fila 2: control negativo de LB+EAG 10%, fila 3: LB control negativo +
EAG 20%, fila 4: control LB negativo + EMG 10%, fila 5 control LB negativo + EMG
20%, fila 6: LB + Cmm, Fila 7:LB + Cmm +EAG 10%, Fila 8:LB + Cmm + EAG 20%, fila
9: LB + Cmm + EMG 10%, fila 10: LB + Cmm + EMG 20%.
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Figura 3. Disefio de la cinética Bacteriana de Cmm con extractos al 3 y 0.5%. Fila 1:control negativo
de LB, fila 2: control negativo de LB+EAG 3%, fila 3: LB control negativo + EAG 0.5%,
fila 4: control LB negativo + EMG 3%, fila 5 control LB negativo + EMG 0.5%, fila 6: LB +
Cmm, Fila 7:LB + Cmm +EAG 3%, Fila8:LB + Cmm + EAG 0.5%, fila9: LB + Cmm + EMG
3%, fila 10: LB + Cmm + EMG 0.5%.

Una vez preparadas la microplacas se metieron al equipo lector marca “Multiscan
GO” (Thermo Fisher) con version de software “Skanlt software 4.1 for Microplate
Readers RE, Ver 4.1.0.43”. El equipo se programo para realizar 12 lecturas de Densidad
Optica cada 30 min con agitacion continua y velocidad de agitacion media, a una longitud
de onda de 600nm a temperatura de 28° C. Los resultados fueron analizados mediante la
hoja de célculo Excel en la cual se realizo la transformacion logaritmica de los datos de
densidad Optica, y se calculd los parametros de la regresion lineal (Ln(Abs) vs t).
Posteriormente se calcularon los parametros Tasa de crecimiento (u), Tiempo de
duplicacion (1), con las siguientes formulas:

Ln(N)=Ln(No )+ pt

u=Ln(2)/t
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Donde:

No= Densidad optica inicial del cultivo.

N= Densidad optica final del cultivo.

t= Tiempo.

p= Tasa de crecimiento, la cual esta dada por la pendiente de Ln (Abs) vs t

1= Tiempo de duplicacion.

Maceracion y Percolacion de Tejido Vegetal de Gobernadora

Se recolect6 1kg de materia vegetal de la planta de gobernadora y se dejé secar durante 7
dias a temperatura ambiente. Posteriormente el material se moli6 utilizando una licuadora
comercial de cocina obteniendo particulas vegetales < a 1mm. Estas particulas fueron
introducidas en un percolador (Fig. 4), al cual se le afiadieron 2 L de hexano y se dejé
percolando durante 8 dias a temperatura ambiente. Transcurridos los ocho dias se realiz
una primer percolacion del tejido vegetal, a los 12 dias una segunda percolacion, a los 16
dias la tercer percolacion y a los 21 dias la cuarta percolacion, en total se realizaron cuatro
percolaciones y a cada percolacion se le llamo ciclo, el cual consistia en agregar solvente
al percolador una vez que se terminaba. El extracto obtenido por cada ciclo se almacend
en 36 tubos de ensayo y de cada ciclo se tiene el concentrado 1-23, 24-36. Cabe mencionar
que durante la recoleccién de las muestras se logro obtener resina la cual también fue

analizada (Fig. 5).
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Figura 4. Percolacién de Planta de Gobernadora. Percolador con tejido vegetal de Gobernadora
durante la maceracion, en la parte inferior se observa el vaso de precipitado de 1L en el que
se recolecto las muestras y resina.

Figura 5. Extracto de Gobernadora Percolado. Se puede observar el vaso de precipitado con la percolacion y
los treinta y seis tubos de ensayo donde se colocd la percolacion de gobernadora
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Cromatografia de Capa Fina (TLC)

Las muestras que se concentraron del tubo 1 al 23, 24 al 36 de cada ciclo de

percolacién y la resina fueron analizadas mediante cromatografia de capa fina (TLC).

Las muestras fueron corridas en cromatofolios de aluminio con gel de silice 60,
F254 con medidas aproximadas de 2.5 cm de ancho y 5 cm de largo. Los cromatofolios
fueron rotulados con una linea horizontal marcada por lapiz en la parte inferior como
superior a una distancia aproximada de 1 cm de la base. Sobre una de estas lineas se
colocaron tres puntos horizontalmente separados cada uno a 0.5 cm. En un solo
cromatofolio se colocd la muestra concentrada 1-23, en otro cromatofolio la muestra
concentrada 24-36 y en otra la resina; cada cual por triplicado. Cada placa fue corrida por
duplicado en el eluyente compuesto por Hexano/Diclorometano a diferentes

concentraciones (7:3, 4:3 ,6:4, 8:2, 1:1), hasta obtener la mejor resolucion

Después de varios ensayos con las concentraciones y la mezcla de eluyente se
obtuvo tanto la concentracion como la mezcla de eluyente apropiada, los cuales son
mencionados en los resultados. A cada placa se le dieron 4 corridas. El duplicado de cada
cromatofolio es debido a que uno de ellos se revel6 con éacido fosfomolibdico. Para lo
cual, el cromatofolio se dejo secar a temperatura ambiente hasta que el solvente se haya
evaporado totalmente, se asperjo el revelador de manera homogénea, se dejo secar a
temperatura ambiente y posteriormente con el uso de unas pinzas de laboratorio se colocd
sobre una placa de calentamiento a una temperatura de 45°C aproximadamente, hasta que
aparecieron bandas poniendo en evidencia los compuestos organicos en el cromatofolio.
A cada banda en el cromatofolio se le determino la retencion de frentes (Rf) la cual es la

relacion de distancias mediante la siguiente formula:

X
(Rf =2)
Donde:
X es la distancia recorrida por el por el compuesto

Y la distancia recorrida por el eluyente

19



Los duplicados de cromatofolios se sometieron a luz UV bajo longitudes de onda
corta: 230 nm A, onda larga 260 nm A, estos mismos cromatofolios se envolvieron con

papel aluminio durante 72h para cerciorar que el solvente se haya evaporado por completo.
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RESULTADOS

Extractos Metanolicos y Acuosos de Especies Vegetales

En el presente trabajo se realizaron colectas de material vegetal de Pirul (Schinus molle),
Gobernadora (Larrea tridentata), con la finalidad de encontrar efectos antagonicos contra

Cmm.

Se obtuvieron 30 ml de los extractos acuosos y metanolicos de las plantas de
gobernadora y pirul. Los extractos metanolicos entre la misma especie vegetal mostraron

un color mas intenso (oscuro) en comparacion con el acuoso (Fig. 6).

Figura 6. Extractos Vegetales de Pirul y Gobernadora. El primer falcon de izquierda a derecha contiene
el extracto metanolico de pirul, el segundo en el mismo orden el extracto acuoso de pirul, el tercero
el extracto acuoso de gobernadora, el cuarto el extracto metanolico de gobernadora.

Evaluacion In vitro de Extractos Acuosos y Metanolicos de Gobernadora y Pirul.

Se evaluaron ocho tratamientos con la finalidad de observar efecto antagonico
contra el fitopatdgeno Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,. Los tratamientos
del 1 al 4 son del extracto de gobernadora y del 5 al 8 del extracto de pirul. Cada ensayo

se realiz6 en cajas de petri con medio LB solido el cual se inocul6 previamente con Cmm,
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en cada caja se evaluo6 por duplicado los extractos de gobernadora y pirul y cada ensayo

por triplicado.

El control negativo, que correspondieron a los solventes utilizados en la extraccion,
no mostro inhibicién en el crecimiento de Cmm. El control positivo de inhibicion
(Sulfametazina) mostr6 una halo de inhibicion de 1.4 cm segun la media de Tukey, lo cual
indica sensibilidad por parte del microorganismo al antibiético. En cuanto a los extractos
de gobernadora, el extracto acuoso mostrd una media del halo de inhibicion de 1.0 cm y
segun la prueba de Tukey no hubo diferencia significativa en comparacién con el control
positivo. El extracto metanolico presentd halos de inhibicion de 3.2 cm, mostrando
diferencia significativa en comparacion al control positivo, negativo y extracto acuoso.
Por lo cual se considerd el mejor tratamiento con mayor actividad antimicrobiana bajo

condiciones In vitro (Cuadro 3).

En cuanto a los extractos de pirul (Metanolico y Acuoso) ninguno mostro halos de
inhibicion (Fig. 7).

Figura 7. Evaluacion In vitro de Extractos Acuosos y Metanolicos de Gobernadora y Pirul. a) y b):
halos de inhibicion causados por el extracto acuoso de gobernadora; c): control negativo sin halo
de inhibicion; d) y e) halos de inhibicion por extracto metandlico de gobernadora; f) y g)
extractos acuosos de pirul sin halos de inhibicién; h) control negativo sin halo de inhibicion; i)
y J) extractos metanélicos de pirul sin halos de inhibicién; k) e i) halos de inhibicion por
sulfametazina.
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Por lo tanto se determino que el extracto acuoso y metanolico de pirul no poseen
efecto antagonico contra Cmm y no fueron considerados para las cinéticas bacterianas,
Unicamente los extractos acuosos y metandlicos de gobernadora. Cabe mencionar que el
metanol no influyd en la inhibicion del microorganismo, debido a la baja concentracion
en que se encontraba diluido. La prueba clara fue el extracto metanolico de pirul y el

control negativo.

En el cuadro 3 se ilustra la comparacion de medias de los halos de inhibicion de

cada extracto vegetal y el control positivo.

Cuadro 3. Halos de Inhibicion de los Diferentes Extractos de las Diferentes Especies

Vegetales.

ESPECIE EXTRACTO HALO DE INHIBICION

Gobernadora Metanolico 3.2a
Acuoso 10b

Pirul Metanolico 00c
Acuoso 00c

Control Negativo Metanol 20% 00c
Control Positivo  Sulfametazina 1.4Db

Medias con letras desiguales en la misma columna difieren significativamente para la Prueba de Tukey
(P>0.0.5)

Cinética Bacteriana

Ya que los extractos de gobernadora si mostraron efecto antimicrobiano contra
Cmm, y que el solvente empleado para el extracto metanolico no afecta la viabilidad de
Cmm, se procedié a determinar la concentracion minima inhibitoria de Cmm, mediante el
analisis de cinéticas de crecimiento en medio de cultivo LB, bajo diferentes

concentraciones de los extractos de gobernadora.

Se evaluaron 8 concentraciones las cuales fueron: 20, 10, 3 y 0.5% del extracto
acuoso y metanolico de gobernadora con la finalidad de determinar si el extracto tiene

efectos bacteriostaticos o bactericidas contra Cmm.
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Los controles negativos en los ensayos realizados no mostraron crecimiento, por

lo que se consideraron confiables los resultados.

En la cinética nimero uno donde se probaron las concentraciones del 20 y 10 %
de ambos extractos; el control positivo de Cmm mostré una R? de 0.97 lo cual indica que
hay linealidad en el sistema [Ln (Abs) vs t] (Fig. 8). En esta condicién Cmm tuvo una tasa
de crecimiento de 0.12 h™t y un tiempo de duplicacion de 5.4 h (Cuadro 4)

Bajo la concentracion del 10% del extracto acuoso, el crecimiento de Cmm
presento una R? de 0.94, lo cual indica que hay linealidad en el sistema [Ln (Abs) vs t]
(Fig. 8), bajo esta condicion la tasa de crecimiento de Cmm fue de 0.03h™ con un tiempo
de duplicacion de 21.92 h. En comparacion con el control positivo la tasa de crecimiento
disminuyo 4 veces menos lo cual indica que la bacteria tiene poca afinidad con el medio
de cultivo con el extracto acuoso al 10%, asimismo el tiempo de duplicacién se elevé hasta
las 21 h. La prueba de Tukey mostro diferencia significativa entre el control positivo y el
extracto al 10% (Cuadro 4).

Las graficas de la primer y segunda cinética fueron calculadas con los promedios
de absorbancia de las ocho lecturas realizadas con la finalidad de mostrar la linea de

tendencia en los controles positivos y extractos que mostraron una R? superior a 0.9.

0 5000 10000 15000 20000 25000
-0.5
y =9E-06x - 1.1174
m R?=0.9528
Q0
< -1
C
-
y/=4E-05x - 1.6433
-1.5 R2=0.9785
-2
TIEMPO (S)
LB + Cmm LB + Cmm+ EAG 10%
Lineal (LB + Cmm) Lineal (LB + Cmm+ EAG 10%)

Fig. 8. Cinética de crecimiento microbiano de Cmm en medio LB y medio LB suplementado con
Extracto acuoso de gobernadora 10%. Cada punto sefialado en la recta es el promedio de la

absorbancia de las ocho lecturas con respecto al tiempo sefialado en la gréfica.
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En la concentracion de 20% de extracto acuoso, la transformacion logaritmica de
la absorbancia arrojo valores incalculables, por lo que se determina que no hubo
crecimiento bacteriano. Por lo tanto, se determina que el extracto acuoso de gobernadora
al 20 % tiene efecto bactericida sobre Cmm (Cuadro 4).

En la concentracion de 10% y 20% de los extractos metandlico, la R? no es lineal
por lo que se consider6 que no hubo crecimiento bacteriano y que este extracto bajo esas
concentraciones presenta efecto bactericida contra Cmm (Cuadro 4).

La cinética nimero 2 con las concentraciones de 3 y 0.5% se realiz0 en otra placa

con el mismo disefio de la placa anterior.

El control positivo de crecimiento de Cmm, que fue el medio LB, mostro una R?
de 0.96 lo cual indica que hay linealidad en el sistema [Ln (Abs) vs t] (Fig. 9). En esta
condicion Cmm tuvo una tasa de crecimiento de 0.61 h™* y un tiempo de duplicacion de
1.1h (Cuadro 4).

En la concentracion de 0.5% de extracto acuoso si se mostrd linealidad en el
sistema [Ln (Abs) vs t] con una R? de 0.94 (Fig. 9). La tasa de crecimiento fue de 0.53 h-
1y el tiempo de duplicacion de 1.4 h. Comparando estos datos con el control positivo la

prueba de Tukey no mostro diferencia significativa (Cuadro 4)
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Fig. 9. Cinética de crecimiento microbiano de Cmm en medio LB y medio LB suplementado con
Extracto acuoso de gobernadora 0.5%. Cada punto sefialado en la recta es el promedio de la

absorbancia de las ocho lecturas con respecto al tiempo sefialado en la gréfica.

En la concentracion de 3% de extractos acuoso la R? fue menor a 0.9 lo que indica
que no existe linealidad en el sistema (Ln (Abs) vs t), lo que quiere decir que no hubo
crecimiento bacteriano (Cuadro 4).

Las concentraciones de 3 y 0.5% de extractos metandlico obtuvieron datos
logaritmicos de absorbancia conforme al tiempo incalculables. Por lo que se determind
que el crecimiento en estos extractos bajo estas concentraciones fue nulo (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Cinética Bacteriana con Diferentes Porcentajes de Extracto Acuoso Yy

Metanolico de Gobernadora (Larrea tridentata).

Medio de Coeficiente R? n (h1) T (h)
cultivo Ln(Abs) vs t
LB 0.97 £0.0 0.12 £0.0 54 +0.3°
LB + EAG 10% 0.94 £0.02 0.03+0.0 2192 +21°
LB + EAG 20% D/l D/l D/l
LB + EMG D/l D/l D/l
10%
LB + EMG D/I DI DI
20%
LB 0.96 £0.3 0.6 £0.9 1.1 £0.192
LB + EAG 3% D/l D/l D/l
LB + EAG 094 £0.8 05 0.1 14 £05¢
0.5%
LB + EMG 3% D/l D/l D/l
LB + D/l D/l D/l
EMG0.5%

LB: Medio de cultivo de LB + Cmm (Control positivo); LBEAG: LB + Cmm y Extracto Acuoso de
Gobernadora; LBEMG: LB + Cmm y Extracto Metanolico de Gobernadora. (Los nimeros indicados en
porcentaje es la concentracion del extracto en el medio de cultivo); D/I: Datos Incalculables; (i) Tasa de
crecimiento; (t) Tiempo Duplicacion.

Maceracion y Percolacion de Tejido Vegetal de Gobernadora

De acuerdo a lo anterior, la evidencia sugiere que los extractos acuosos Yy
metanolicos de gobernadora podrian: 1) tener el mismo metabolito antimicrobiano en
diferentes concentraciones o 2) tener diferentes metabolitos antimicrobianos en funcion
de los niveles de polaridad de los solventes utilizados. Por lo cual, se procedio a realizar

una extraccion exhaustiva de metabolitos de gobernadora mediante percolacion, de esta
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forma se espera contar con una mayor diversidad y cantidad de metabolitos, entre ellos los
que tengan la actividad antimicrobiana contra Cmm. Se utiliz6 una mayor cantidad de
muestra, aproximadamente 1.5 kg de tejido vegetal de gobernadora y el solvente (Hexano)

durante 30 dias a temperatura ambiente.

En la Figura 10, se puede apreciar un cromatofolio que se realiz6 dentro de los
primeros ensayos para determinar la mejor concentracion del eluyente, en el cual se
aprecia en una de sus filas los compuestos que conforman una mancha indicando que la

concentracion o la mezcla de eluyente no era la correcta.

Figura 10. Ensayos de Cromatografia de Capa Fina. En los tres carriles se pueden observar
manchones los cuales son compuestos que no lograron separarse correctamente indicando

que la metodologia implicada no es la adecuada.

En total se obtuvieron 36 muestras de la percolacién, el tamafio de cada muestra
fue un aproximado de 100 ml. Para poder manejar las diferentes muestras se realiz6 el
concentrado de los tubos 1 al 23 (concentrado 1-23) y de las muestras 24-36 (concentrado
24-36).). El solvente se evaporo de manera natural a temperatura ambiente quedando el

concentrado del extracto de gobernadora. (Fig. 11)

De la percolacion también se logrd obtener resina color negro la cual se recolecto para

realizarle cromatografias la cual fue la muestra tres.
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Figura 11. Fracciones obtenidas por medio de Percolacion de gobernadora. Treinta y seis muestras
fueron obtenidas en cada ciclo de percolacién del extracto de gobernadora, recolectadas en tubos

de ensayo.

Cromatografia de Capa Fina (TLC)

Para poder separar y visualizar los metabolitos se utiliz6 la técnica de
cromatografia de Capa Fina (TLC). Cada concentrado asi como la resina fueron cargados
tres veces en un cromatofolio, y cada muestra fue corrida por triplicado, con la finalidad
de utilizar dos tipos de revelado: UV (260 y 230nm) y con revelador universal acido
fosfomolibdico (Sulfato Cérico y Acido sulfirico 5%).

Se realizaron tres cromatografias correspondientes a cada muestra. Las tres
muestras fueron expuestas a 2 longitudes de onda UV, larga (260 nm) y corta (230nm).
Las placas vistas bajo la luz UV (excepto la placa con la muestra tres) con longitud larga
mostraron compuestos fluorescentes color naranja, los cuales se observan a una altura
similar en ambas placas, el tamafio de estos fragmentos parecen tener la misma magnitud
(Fig. 12).
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Figura 12. Cromatogramas de fracciones concentradas bajo luz UV (260 nm). a) Corresponde a la
muestra del concentrado 1-23 de la primer percolacién con tres repeticiones. b) corresponde a la
muestra 24-36 de la primer percolacidn con tres repeticiones. En ambas se puede observar
compuestos con fluorescencia color naranja.

Las cromatografias bajo luz UV (230nm A) mostraron otros compuestos que en
260nm (1) no se pudieron observar, las placas del concentrado 1-23 y 24-36 mostraron
compuestos muy similares en magnitud y tamafio de fragmento. La resina mostro

compuestos distintos a los de las corridas anteriores (Fig.13).

B B E

Figura 13. Cromatogramas del ciclo de percolacién 4 Visto Bajo Luz UV (230 nm) El cromatograma
del a) es del concentrado 1 con tres repeticiones, el cromatograma b) es el concentrado 2 con
tres repeticiones, y el cromatograma c) es de la muestra de resina con tres repeticiones.
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Los cromatogramas que se revelaron con el acido fosfomolibdico mostraron la
separacion de mas compuestos los cuales no se lograron observar bajo luz UV. A estos

cromatofolios se les determino el Rf obteniendo los siguientes valores.

Concentrado 1 (tubos 1-24, ciclo de percolacion 1): las tres repeticiones de esta
muestra mostraron siete compuestos organicos con los siguientes Rf: 0.33, 0.48, 0.62,
0.64, 0.79, 0.83, 0.96, (Fig. 14).

Concentrado 2 (tubos 25-36, ciclo de percolacion 1: las tres repeticiones de esta
muestra mostraron siete compuestos organicos con los siguientes Rfs: 0.11, 0.30, 0.48,
0.61, 0.63, 0.76, 0.80. (Fig. 14).

Concentrado 3: en este caso los Rfs de las repeticiones no resultaron similares. En
el carril 1 se obtuvieron los siguientes Rfs 0.32, 0.40; en el carril 2 no se lograron obtener
Rfs y en el carril 3 los siguientes Rfs: 0.29 y 0.36. (Fig. 14).

0.80
0.76

0.63
0.61

0.48 0.40

0.30 032

Figura 14. Cromatografias de la Cuarta Percolacion revelados con acido fosfomolibdico de los
Concentrados y Resina. El cromatofolio 1 corresponde al concentrado 1-23, el cromatofolio 2
al concentrado 24-36 y el cromatofolio 3 a la muestra de resina. Los nimeros sefialados con
flecha son los Rf de cada compuesto que se lograron separar en el cromatofolio.
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DISCUSION

El uso de las plantas como agentes de control de plagas es una practica que existe
desde los inicios de la especie humana. La etnobotanica es la ciencia que investiga la
relacion entre las plantas y la cultura humana en diferentes ambientes, la cual surge como
un instrumento para rescatar tradiciones milenarias sobre los diversos usos que el hombre
le ha dado a estas y como alternativa de dar valor agregado a los recursos vegetales (Pino
et al.,2004). Las plantas y sus derivados han mostrado efectos controladores contra acaros,
roedores, nematodos, bacterias, virus, hongos e insectos (Grainge et al., 1988). Especies
de plantas como ajo (Allium sativum), aji (Capsicum frutecens), higuerilla (Ricinus
comunis), nim (Azadirachta indica), son materia prima de varios insecticidas comerciales
(Rodriguez y Nieto, 1997).

En el presente trabajo se realizaron dos ensayos In vitro en cajas de agar LB contra
el fitopatogeno Cmm. Uno de ellos fueron los extractos acuosos y metandlicos de pirul
gue no mostraron efecto antimicrobiano contra dicho patégeno. Cabe mencionar que Alba
et al., (2009) utilizaron aceites esenciales de pirul, y mostraron efecto antimicrobiano
contra cepas gram positivos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter,
Klebsiella pneumonia. Esto también coincide con los resultados que obtiene Pérez et al
(2004) al probar aceites esenciales y extractos acuosos. Por lo que se presume que el
método empleado para la extraccion de compuestos bioactivos de pirul probablemente no
fue el apropiado para obtener el o los compuestos con propiedades bactericidas contra

Cmm.

El segundo extracto probado fue el de gobernadora (acuoso y metanélico), ambos
extractos de gobernadora mostraron efecto antimicrobiano contra Cmm. El extracto
acuoso mostro un halo de inhibicion de menor didmetro en comparacion con el halo del
extracto metandlico sobre el fitopatogeno. Moreno et al., (2011) reportaron diferencia
significativa en los controles de extractos de Larrea tridentata contra dos hongos
fitopatogenos (Aspergillus flavus y Penicillium sp). En el caso de A. flavus el control con
agua obtuvo una media de halos de inhibicion de 41.66 mm y el metanolico de 48.33 mm

en el que se reportd diferencia significativa entre el extracto acuoso y metandélico. Para
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Penicillium la media del halo de inhibicién con agua fue de 15 mm y en el metandlico de
11 mm, en este caso el metanolico mostro un halo de menor didmetro en comparacion con

el acuoso.

Referente a las cinéticas bacterianas se obtuvieron resultados favorables con
ambos extractos de gobernadora. En el caso del extracto metanolico se determind una
concentracion minima atil inhibitoria contra Cmm (CMUI) al 0.5% (5 mL/L) En el caso
del extracto acuoso se observé que el efecto bactericida se presenta al 3% (30 mL/L) Estos
datos resultan interesantes al compararlos con los que reporta Castro et al., (2011) donde
reportan que el crecimiento de Staphylococus aureus (Gram +) fue inhibido

principalmente por extracto de L. tridentata 100 mg/mL.

Ya que se conoce que el extracto metandlico tiene una mayor actividad
antimicrobiana se procedi a realizar una extraccion de metabolitos mediante percolacion,
para lo cual se requiere una mayor cantidad de material vegetal en contacto con un solvente
durante cierto tiempo. Con lo anterior es posible obtener cantidades mayores de
metabolitos con la polaridad correspondiente al solvente utilizado. En nuestro proyecto,
se logré la estandarizacién de la fase de percolacion con un solvente no polar; asi como el
andlisis de las fracciones obtenidas mediante TLC. En nuestro trabajo, la evidencia sugiere
que los extractos acuosos y metanoélicos de gobernadora probablemente podrian: 1) tener
el mismo metabolito antimicrobiano en diferentes concentraciones o 2) tener diferentes
metabolitos antimicrobianos en funcién de los niveles de polaridad de los solventes
utilizados, de alli, que se tengan diferentes halos de inhibicion y diferencias en la

efectividad de las concentracion analizadas mediante cinéticas de crecimiento.
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CONCLUSIONES

» Los extractos de pirul empleados en esta investigacion no fueron los
adecuados para obtener compuestos bioactivos contra Cmm, por lo cual se
sugiere realizar méas ensayos con diferentes solventes y temperaturas.

» La planta de gobernadora (L. tridentata) posee compuestos bioactivos los
cuales manifiestan actividad antimicrobiana sobre el fitopatdbgeno Cmm.

» El extracto metandlico de L. tridentata fue efectivo contra Cmm en sus
concentraciones 20, 10, 3y 0.5%.

» El extracto acuoso mostro6 un efecto bacteriostatico al 10% y bactericida al
20%.

» La metodologia empleada para la obtencion de los extractos de
gobernadora es sencillo y de bajo costo, lo cual resulta en beneficio de los
productores ya que se les puede capacitar para la realizacién de los
extractos y asi controlar este fitopatdgeno.

» En el presente trabajo se logrd la estandarizacion de percolacion para
gobernadora, que permitira realizar una extraccion exhaustiva de
metabolitos con diferente polaridad.

» Enel presente trabajo se logré la estandarizacion de la técnica de TLC, que
permitira el aislamiento e identificacion de metabolitos antimicrobianos de

gobernadora.

PERSPECTIVAS

Realizar percolaciones de gobernadora con solventes de mayor polaridad
Aislar metabolitos bioactivos mediante TLC
Determinar el efecto de los extractos sobre semilla de jitomate infectada por Cmm

Determinar el efecto de los extractos sobre suelos infestados por Cmm
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