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RESUMEN

México cuenta con 26 mil especies vegetales de las cuales 5 mil presentan
alguna propiedad medicinal, entre ellas estan los encinos (Quercus), especie
de gran importancia ecolégica, clave en la formacidén y conservacién de suelos,
control de la erosion, infiltracion y conservacion de mantos acuiferos,
mantenimiento de la pureza del aire, control biolégico y un sin fin de usos para
la industria maderera; independientemente del valor intrinseco que este tipo de
vegetacion tiene Quercus rugosa Nee es una especie con uso medicinal
relacionado con problemas bucales y del aparato digestivo. Por ello, en esta
investigacion se probara su efecto antimicrobiano mediante la inhibicién de
fitopatégenos y patégenos del hombre.

El sitio de muestreo fue: el poblado de San Antonio Tlaltecahuacan en el
municipio de Tlalmanalco, Edo. de México, se llevo acabo la recolecta vegetal
(hoja, rama y corteza) de las que se prepararon tinturas por medio de
maceracion hidroalcohdlica (Método Galénico); se obtuvo el extracto en peso
seco y se prepararon tres diferentes concentraciones 120, 200 y 500 mg mL"™
que fueron probadas en los siguientes fitopatdégenos; Bacterias: Pseudomona
marginalis (1H), Pseudomona marginalis (Ls-1), Pseudomona marginalis
(LsMM4), Erwinia carotovora (4P), Erwinia carotovora (Ls-N6SS5); Hongos:
Sclerotinia spp. (SS), Sclerotinia spp. (SP), Sclerotium cepivorum (Sc-As),
Penicillium spp. (JUGO6-MP14 (2)) y Penicillium spp. (JUGO6-MP14 (3)). Y los
siguientes patégenos del hombre; bacterias: Corynebacterium xerosis,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Streptococcus beta-hemolitico,
Staphylococcus aureus, Mycobacterium phlei, Streptococcus mutans; Hongos:
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida stellatoidea,
Cryptococcus neoformans 'y Geotrichum sp.

El mejor extracto fue corteza en sus tres concentraciones, ya que inhibié a los
13 patdégenos del hombre; frente a los fitopatdbgenos inhibi6 5 cepas
bacterianas y 3 cepas micéticas; seguida del extracto de rama que a 120 y 200
mg mL™ inhibié solo a 12 patégenos del hombre y a 500 mg mL™" inhibi6 a
todos; en cuanto a los fitopatdgenos la hoja fue quien tuvo mejores resultados
inhibiendo en la concentracion de 120 mg mL™" un total de 6 microorganismos,
para la de 200 mg mL" 7 vy finalmente a los 500 mg mL" 8 de los 10
utilizados.

Los espectros de infrarrojo de las tres estructuras mostraron presencia de
grupos funcionales como OH (asociados a un alcohol o a cetonas ciclicas) asi
como compuestos aromaticos, solo difieren en que para la estructura de la hoja
se hallaron aldehidos y alcanos; asi como la presencia de aldehidos y amidas
para el extracto de corteza.

El suelo de Quercus rugosa Nee, se determind como un suelo acido, con un
alto contenido de materia organica, arenoso con buena aireacion y drenaje, y
esta clasificado como andisol.
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INTRODUCCION

México es un pais con una riqueza natural y una gran variedad de climas,
animales y plantas; debido a que se ubica en un area de transicién entre las
zonas Neartica y Neotropical. Posee una geografia sumamente accidentada,
por lo que cada elevacion, valle, montafia o cafiada presenta condiciones
microclimaticas unicas, las cuales propician el desarrollo de una gran variedad
de ecosistemas, desde selvas tropicales hasta desiertos y praderas o
majestuosos bosques de coniferas. Se estima que a nivel mundial tiene una
totalidad de 250 mil especies vegetales de las cuales solo se conoce para
nuestro pais una vegetacion aproximada de 26 mil especies y que de ellas se
considera con alguna propiedad medicinal a 5 mil plantas, llevando a la
investigacion cientifica a un aproximado de 3500 plantas medicinales,
verificando las propiedades que se le atribuyen y descartando las que son
inocuas (Aguilar, 2001; Jorge, 2004)

Dentro de esta gran biodiversidad se encuentran los “bosques de encino”
uno de los ecosistemas mas amenazados. Estos bosques, los cuales son
lamados encinares estan en peligro de extincion;, muchos estdan muy
degradados y aunque todavia hay algunos individuos grandes y viejos no
existen bosques primarios de encino, la mayoria de los encinares se han
convertidos en pastizales, debido al uso local de la madera en construcciones,
muebles, postes; pero sobre todo como combustible ya sea directamente o
bien transformada en carbdn, se suman a estos motivos, la tala clandestina y
el desmonte para practicas agricolas y fines ganaderos (Rzedowski, 1994).

Mas alla de la utilidad que los bosques de encino tienen para la industria
maderera y la comunidad, estos representan areas exclusivas de organismos
endémicos de la franja Neovolcanica y en ellos podemos hallar la presencia
de principios activos con efectos inhibitorios en el crecimiento microbiano de
patégenos (Macias, 2004).

Se ha dado una gran vertiente en la investigacion del uso de las plantas
medicinales como uso terapéutico y mas aun se han realizado estudios de la
accién que tienen los distintos principios activos en la rama de estomatologia y
microbiologia por ejemplo, se incluyé informacién sobre numerosos extractos
medicinales preparados a base de plantas como las siguientes: belladona,
eucalipto, marihuana y solo un pequefio parrafo sobre pino y encino (Barquin,
1995; Ortiz, 2001).

En 1995 Soto y Sousa establecieron que el macerado acuoso o el cocimiento
hecho con la corteza de “encino amarillo” o “encino barcino” se emplea para
enjuagues bucales con el propdsito de macizar la dentadura (Lozoya, 1999) y
Macias en el 2004, utilizé el extracto de Quercus sp como agente
antimicrobiano sobre algunos patégenos de la cavidad oral.

Sin embargo, investigaciones recientes han demostrado que muchas de las
especies de este tipo de plantas, principalmente aquellas en las que su extracto
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contiene aceites esenciales, tienen la posibilidad de emplearse como
insecticidas y fungicidas naturales sobre insectos plagas y microorganismos
que afectan a algunos cultivos. Hewady y colaboradores, indicaron que cuatro
aceites esenciales, entre los que se encuentra el proveniente de Cymbopogom
citratus, mostraron toxicidad contra larvas de dos especies de insectos que
constituyen plaga en el algodén, Pectinophora gossypiella, Saund y Earias
insulana, Bosid (Ortiz, 2001).

Ismail en 1994 estudio la actividad inhibitoria contra el potyvirus “y” de la papa,
in vitro e in vivo, de los aceites esenciales de Pelargonium graveolens,
Cymbopogom citratos, Mentha piperita y Mentha spicata. Todos inhibieron al
virus. Otro importante uso de estos aceites fue estudiado evaluandolos como
inhibidores de hongos que afectan a los alimentos almacenados.

Es conveniente apuntar que no sélo el aceite esencial contenido en el extracto
etanolico de las plantas medicinales ha mostrado tener propiedades fungicidas
e insecticidas, sino también el extracto acuoso. Una investigacion realizada por
Bonkole y Adebanjo (1996) con el extracto de las hojas de plantas usadas
tradicionalmente como medicinales entre las que se encuentran Cymbopogom
citratus y Muhlenbergia lucida, reporto la inhibicidn in vitro e in vivo de cuatro
hongos fitopatdégenos (Macrophomina phaseolina, Fusarium moniliforme,
Fusarium solani 'y Botryodiplodia theobromae).

Es por ello que el uso de las plantas medicinales representa la punta de lanza
para el desarrollo de investigaciones cientificas que tengan como objetivo
develar los secretos de estas vy validar experimentalmente que una planta
medicinal presente los efectos atribuidos en la medicina tradicional.

Todo lo anterior, justifica la investigacion de la accién antimicrobiana del
extracto del encino, en particular Quercus rugosa Nee, que crece en el area
natural San Antonio Tlaltecahuacan, localizada en la zona de influencia del
Parque Nacional Izta-Popo; con el fin de buscar si el extracto presenta
actividad antimicrobiana en agricultura como control biolégico de fitopatogenos
y sobre patdégenos del hombre; de tal forma que estas aplicaciones conformen
una razon de peso para el uso razonable de este recurso asi como la
validacidn y reconocimiento del uso tradicional de los arboles de encino en la
medicina tradicional mexicana.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 México y las plantas medicinales

Cualquier exposicion, acerca de la vida del hombre estaria incompleta sin una
reflexion sobre el papel que han desempefado las plantas. Desde los primeros
hominidos hasta las actuales sociedades postindustriales, las distintas culturas
han dependido en mayor o menor medida de los recursos vegetales. Ya sea
como sustento o como materia prima, las plantas han sido una fuente
inagotable de satisfactores (Estrada, 1989). Fue la experiencia, quien guié a
nuestros antepasados a encontrar esa convergencia entre el hombre y las
plantas que diera como resultado el alivio de sus males haciendo uso de sus
plantas nativas; luego la sucesiva verificacion de la utilidad de cada planta dio
paso al origen de la “Herbolaria Medicinal”. La herbolaria medicinal es entonces
el conjunto de conocimientos relativos a las propiedades curativas de las
plantas, que aun constituyen el recurso mas conocido y accesible para
grandes nucleos de la poblacién mexicana (De la Pefa, 2006).

De acuerdo a Pitman y Jorgensen (2002) (citados por Mendoza et al., 2007) se
estima que en el mundo existen entre 310,000 y 422,000 especies de plantas; y
dentro de estas se estiman que existen 20,000 especies vegetales con
propiedades de interés para la investigacion y que menos del 10% de estas
han sido evaluadas en busqueda de actividad bioldgica. Actualmente se han
registrado en México alrededor de 4000 especies con atributos medicinales
(15% de la flora total). Este numero coincide con lo informado en varias
regiones del mundo por especialistas en la materia quienes consideran que una
de cada siete especies posee una propiedad curativa. Sin embargo, se calcula
que en México la validacidn quimica farmacoldgica y biomédica solo se ha
llevado acabo en 5% de estas especies (Harvey, 2000; Céspedes et al., 2006).

1.1.2 Plantas medicinales como control biolégico de fitopatégenos

Las plagas constituyen la principal limitante de la producciéon agricola. Su
control se basa, en el uso de productos quimicos sintéticos, muchos de los
cuales han producido, como efecto secundario, desequilibrio ambiental,
problemas de salud humana y el surgimiento de plagas mas agresivas y
resistentes a ellos. En humanos, existe referencia de una alta incidencia de
enfermedades y diversos cuadros clinicos por intoxicacién, detectandose
elevados niveles de pesticidas en la poblacion (Agrios, 1996; Ramirez, 2001).

Estos problemas han llevado a la busqueda de alternativas de control de
plagas que se inserten en el desarrollo de agrosistemas sostenibles, basados
en un manejo integrado del cultivo sin alterar el equilibrio del sistema. Una de
estas alternativas es el uso de extractos de plantas que actuan como pesticidas
o simplemente como reguladores del desarrollo de los patégenos (Cuttler y
Schmutteres, 1999).
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El efecto fungistatico o fungicida de extractos de plantas cultivadas o silvestres
ha quedado demostrado en diversas investigaciones (Dubey y Kishore, 1987;
Rao et al., 1992; Northover y Schneider, 1993; Awuah, 1994; Pandey y Dubey,
1994; Muller-Riebau et al., 1995; Tewari, 1995; Bianchi et al., 1997; Rodriguez
y Montilla, 2002).

La actividad antimicrobiana de los extractos de plantas esta asociada a la
presencia de metabolitos secundarios. La fraccion fendlica de aceites
esenciales de varias plantas aromaticas ha mostrado ser téxica contra
Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum 'y
Phytophthora capsici (Muller-Riebau et al., 1995). Los aceites esenciales
combinados de Ocimum canum, Chenopodium ambrosioides y Lippia alba
también fueron toéxicos contra un amplio rango de hospederos, entre los que
estaban Rhizoctonia solani, Alternaria solani, Alternaria alternata, Fusarium
moniliforme y Fusarium oxysporum (Dubey y Kishore, 1987).

Rao y colaboradores (1992), determinaron la fungitoxicidad de los aceites
esenciales de la semilla de Cuminum cyminum 'y de los botones florales de
Syzigium aromaticum, asi como que la fraccion aldehidica y fendlica de éstos
eran los responsables del efecto contra los hongos.

1.1.3 Las plantas medicinales y usos en la salud del hombre

Se define como planta medicinal cualquier vegetal que contenga, en cualquiera
de sus drganos, alguna sustancia con actividad farmacoldgica que se puede
utilizar con fines terapéuticos, esta accion benéfica se debe a que contiene
ciertas sustancias o metabolitos secundarios que se pueden emplear para
obtener nuevos farmacos (Ratera y Ratera, 1980; Kuklinski, 2003).

Las plantas medicinales se utilizaban de muy diversas formas: emplastos,
pocimas, sahumerios, vaporizaciones, unguento y parches. Es por ello que los
habitantes de la zona de Meéxico contaron con una medicina muy bien
organizada (Bown, 1996).

Toda planta medicinal produce en el organismo algunos efectos, que dependen
de los metabolitos secundarios contenidos en ellas, a continuacion se
describen algunas propiedades y efectos terapéuticos mas importantes:

Afrodisiacos: son agentes a los que se les atribuye una accion estimulante del
deseo sexual, lo podemos encontrar en las plantas como nuez, menta, lupulo y
ginseng (Youngken, 1951).

Amargos: sus efectos terapéuticos son ténicos, digestivos y febrifugos. Se
deben usar como medicamentos, pues su abuso puede ser perjudicial para la
salud. Se tiene hierba doncella, retama macho y naranjo (Gisbert, 1995).
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Analgésicos: alivian o suprimen la sensibilidad al dolor por depresién de los
centros nerviosos sensitivos. Las plantas que contienen estos metabolitos
secundarios son belladona, opio, ortiga menor, savila y pimienta (Luna, 2000).

Anestésicos: suprimen temporal, total o parcialmente la sensibilidad al dolor,
pues actuan sobre nuestro sistema nervioso como el opio, coca, pie de ledn.
(Lemus, 1998; Luna, 2000).

Antibiéticos: agentes producidos por células vivas hongos, bacterias o plantas
que destruyen y se oponen a la proliferacion de microorganismos. Entre las
plantas que contienen metabolitos secundarios son el moho de algunos frutos
de naranja y limén, encino, pino, pericon y savila (Chiereghin, 2000).

Antidiarreicos: combaten las diarreas y los desordenes intestinales y son: el
avellano, castano de indias, malvavisco, rosal silvestre, salvia, arroz hervido.

Antiespasmoédicos: combaten los espasmos de los musculos voluntarios e
involuntarios y los desordenes nerviosos, como: convulsiones, calambres y
sincopes. Las plantas que se han ocupado para estos casos son la albahaca,
hierba buena, mejorana, menta, naranja y ruda (Youngken, 1951).

Antifangicos: se encargan de combatir el desarrollo de algunos hongos;
ejemplo de estas son el limén, las hojas de nogal, encino, pericdn y pino.

Antiinflamatorios: tienen la propiedad de reducir y curar procesos
inflamatorios. Las plantas que se han usado para estos casos son violeta,
arnica, manzanilla, romero, salvia y papa (Sabatés, 1995).

Diuréticos: estimulan la secrecion de orina. Las plantas que poseen
propiedades diuréticas son el apio, cerezo, fresno, haba, judias, papa, perejil,
rosal silvestre, maiz, y cebolla (Lemus, 1998).

Narcéticos: suprimen el dolor y el malestar e inducen el suefio. En dosis
mayores producen un estado reversible de profunda inconciencia ejemplo de
ellas son el opio, coca y marihuana (Gisbert, 1995; Ortega y Principe, 2005).

Vitaminicos: Contienen los metabolitos secundarios llamados vitaminas y se
les encuentra en el tomate, zanahoria, limén, naranja, tamarindo, fresa,
granada, sandia, manzana, uva, pera, pifia, melocoton; asi como todas las
verduras que se comen crudas (Sabatés, 1995; Sagrera, 1989).
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1.2 Plantas medicinales y metabolitos secundarios.
1.2.1 ; Qué son los metabolitos secundarios?

Se llama metabolitos secundarios a los compuestos quimicos sintetizados por
las plantas que cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma que su
ausencia no es fatal para la planta, ya que no intervienen en el metabolismo
primario, es decir en su crecimiento y desarrollo (Kuklinski, 2003).

Los metabolitos secundarios de las plantas intervienen en las interacciones
ecologicas entre la planta y su ambiente; algunos de estos son responsables
de olores caracteristicos, causticidad y colores de las plantas; otros comunican
a las plantas sus virtudes culinarias, medicinales o venenosas (Trease y Evans,
1987; Lock, 1994). Se diferencian de los metabolitos primarios en que cada
uno de ellos tiene una distribucidn restringida en el reino de las plantas, a
veces a solo una especie o un grupo de ellas.

Estudios biolégicos han demostrado que la mayoria de los metabolitos
secundarios cumplen funciones de defensa contra predadores y patdgenos,
actuan como agentes alelopaticos (que son liberados para ejercer efectos
sobre otras plantas), o para atraer a los polinizadores o dispersores de las
semillas (Lock, 1994). El reconocimiento de propiedades biolégicas de muchos
metabolitos secundarios ha alentado el desarrollo de este campo, en la
busqueda de estos para la fabricacion de nuevas drogas, antibiéticos,
insecticidas y herbicidas. Sin embargo, no todos los productos metabdlicos
tienen propiedades con valor medicinal; en todas las especies estan presentes
al mismo tiempo metabolitos secundarios y sustancias indiferentes llamadas
lastre. Los metabolitos secundarios no se distribuyen de un manera uniforme
por toda la planta y esto depende del habitat en el que las plantas se
desarrollen, de la época de su colecta (hora y dia); del manejo que se le de a
cada planta; asi como el tipo de suelo en el que se desarrolle (Dominguez,
1979; Acosta, 2003).

Muchos de los metabolitos secundarios son sumamente complejos y aun se
desconoce su naturaleza quimica; otros han sido aislados, purificados e incluso
sintetizados o imitados; hasta ahora se han identificado mas de 12,000. Los
metabolitos secundarios se pueden dividir en tres grandes grupos (Taiz et al. ,
2006).

-Terpenoides: es un grupo grande de metabolitos con actividad biolégica
importante, estan distribuidos ampliamente en las plantas y muchos de ellos
tienen funciones fisiolégicas primarias. La distribucion en las plantas es mas
restringida, como los que forman los aceites esenciales.

-Compuestos fendlicos: este grupo juega una variedad de roles en las plantas,
muchos son productos de defensa contra herbivoros y patdégenos, otros
proveen soporte mecanico a la planta, otros atraen polinizadores y algunos de
ellos absorben la radiacién ultravioleta o actuan como agentes alelopaticos.



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
Laboratorio de Biologia de Suelos
Cruz Mejia Anahy

- Alcaloides: (Compuestos Nitrogenados) los alcaloides poseen una gran
diversidad de estructuras quimicas. Son fisiolégicamente activos en los
animales, aun en bajas concentraciones, por lo que son muy usados en
medicina (Kuklinski, 2003; Taiz et al., 2006)

1.2.2 Metabolitos secundarios con efecto antimicrobiano.

Diversos metabolitos secundarios han mostrado tener efecto antimicrobiano.
Entre estos compuestos destacan los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites
esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos (Cowan, 1999).

* Aceites volatiles: Tienen propiedades antiinflamatorias,
estimulantes, laxantes y antisépticos (Cebrian, 2002).

» Alcaloides: Son sustancias que contienen una molécula de nitrégeno
(pueden mostrarse muy activas incluso a pequefas dosis) hidrogeno,
carbono y oxigeno. Estos pueden cumplir funciones defensivas frente
a parasitos o insectos, ser reguladores del crecimiento vegetal o ser
productos de excrecidon del propio metabolismo vegetal; los podemos
encontrar en tegumentos de la semilla, capas externas de la corteza,
tallos, raices y en las hojas (Pahlow, 1985; Schauenberg y Paris,
1980; Jorge, 2004)

Los alcaloides tienen ademas diferente actividad sobre el Sistema Nervioso
Central como por ejemplo la morfina de la adormidera y el opio, que deprimen y
producen marcada analgesia; actividad anestésica como la cocaina de las
hojas de coca, o los alcaloides como la vincristina del Catharanthus roseus que
presenta actividad antitumoral que han resultado de gran eficacia en el
tratamiento de determinado tipos de cancer (Trease y Evans, 1987; Jean,
1991)

* Flavonoides: Compuestos fendlicos hidrosolubles que son en su
mayoria pigmentos responsables de la coloracibn de numerosas
flores y de algunos frutos; participan en la atraccién y guia de los
polinizadores; asi como protectores contra la radiacion ultravioleta y
defensa ante patdogenos. Medicinalmente son utiles para mantener
una buena circulacién; son antihemorragicos, antiinflamatorios,
antibacterianos, antifungicos, diuréticos y antiespasmddicos; se
hayan en plantas como: espino blanco, cola de caballo, trigo negro,
girasol, ortiga blanca y ruda (Hostettman et al ., 1995; Elizabeth et al.,
1998)

* Saponinas: Son heterdsidos de azucar mas aglicén y se caracterizan
por su propiedad de producir espuma cuando se agita una solucion
acuosa. Las hay de dos tipos, triterpénicas y esteroidales. Tienen un
efecto expectorante y diurético; son antimicrobianas, antifungicos, y
cicatrizantes (Kukinskli, 2003 Ortega y Principe, 2005).
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* Taninos: Son compuestos hidrosolubles resultado de la combinacion
de un fenol y un azucar; se localizan en la corteza y raices
principalmente y en menor cantidad en las hojas. Tienen efecto
astringente y antihemorragico. Los podemos encontrar en el encino,
nogal, castafio y madrono (Jorge, 2004; Daniel, 2006).

* Antocianinas: Son pigmentos hidrosolubles responsables de la
coloracion roja, rosa, azul o violeta de las flores y los frutos, algunas
veces de las hojas. Estas ejercen una accion antiinflamatoria,
antiséptica y vasoprotectora y pueden ser encontradas en el rosal y la
zarzamora (Jean 1991).

« Aceites esenciales: Son los responsables del olor caracteristicos de
las plantas, su papel se basa en la polinizacidén y en la dispersion de
las diasporas por su agradable olor para los insectos, ademas
constituyen un medio de defensa contra bacterias, hongos, insectos y
herbivoros. Son el resultado de la combinacion de un numero variable
de substancias organicas olorosas; pueden hallarse en todos los
organos vegetales en mayor concentracion en las flores y hojas y en
menor en raices, rizomas, corteza, frutos o semillas, estos se
encuentran entre el 0.1 al 10% del peso total de toda la planta. Las
plantas que contienen este tipo de aceites presentan las siguientes
propiedades curativas: antiinflamatorias, expectorantes, diuréticos,
antiespasmodicas, tonificantes, antisépticas; entre ellas estan
manzanilla, menta, anis, eucalipto, canela y clavo (Pahlow, 1985).

1.2.3 Factores que intervienen en la produccion de metabolitos
secundarios

El contenido de metabolitos secundarios y la relacion entre distintos
constituyentes en un organismo no son valores estaticos, sino que varian
durante la vida de la planta en relacion a la interaccion de factores internos o
externos. La cantidad de los metabolitos secundarios depende esencialmente
de si son plantas cultivadas o espontaneas, posteriormente los factores
ambientales con los que interactua la planta; temperatura, humedad, radiacion
solar, factores topograficos, suelo y factores endoégenos (Ratera y Ratera,
1980; Villar, 1999).

A. Efecto de los factores genéticos o endégenos

Cuando las diferencias genéticas son suficientemente grandes pueden ser
causa de diferencias no solamente morfolégicas sino también de diversidad
bioquimica; es decir pueden dar diferencias en las caracteristicas y el tipo de
constituyentes producidos. Siempre que ocurren tales diferencias bioquimicas
cada tipo particular es denominado "variedad fisiologica".entre las que
encontramos: mutaciones, poliploidismo e hibridacion (Bruneton, 1991; Evans,
1991; Kuklinski, 2003).
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B. Efectos ecolégicos o exégenos

Plantas cultivadas y espontaneas

Las plantas medicinales cuando se intentan cultivar presentan claras ventajas
sobre la flora espontanea;
a) Se obtiene materia prima abundante, homogénea y de alta calidad.
b) Se controlan las variables que pueden afectar a la produccion (seleccién
de climas apropiados, aporte de nutrientes al suelo, control de plagas) vy,
por lo tanto, mejora el rendimiento en los metabolitos secundarios; y
c) Se obtienen vegetales en igual estadio de desarrollo lo que facilita la
recoleccion, secado y extraccion de principio activo (Villar, 1999).

Clima

El clima condiciona en gran medida el establecimiento de un determinado tipo
de cultivo en una region, ya que no solo afecta al crecimiento y desarrollo de la
planta, sino que incide en la biosintesis de sus principios activos. Se ha
comprobado como las mismas plantas, cuando son cultivadas en zonas de
diferentes climatologias, presentan distinta composicion quimica, tanto en
calidad como en cantidad (Villar, 1999; Trease y Evans, 1987).

Temperatura

La temperatura es el factor de mayor importancia en el control y desarrollo del
metabolismo de las plantas; aunque cada especie ha llegado a adaptarse a su
propio entorno natural; en tiempo nublado por ejemplo la cantidad de hidratos
de carbono producidos por las hojas esta en proporcion a la intensidad
luminosa recibida; la abundancia de hidratos de carbono sirve como materia
prima para la biosintesis de otros componentes secundarios. Los aumentos de
temperatura pueden también afectar las reacciones, las temperaturas bajas
tienden a bajar la velocidad de las reacciones enzimaticas. Un aumento de la
temperatura aumenta mas la velocidad de una via biosintética que de otra, lo
que provoca un desbalance en la produccion y acumulacién de algunos
metabolitos secundarios (Tayler, 1979).

Humedad (Lluvia)

Se han citado resultados variables respecto a la produccion de esencias bajo
diferentes condiciones de lluvia y, en algunos casos una lluvia continua puede
llegar a una pérdida de sustancias hidrosolubles de las hojas y raices por
maceracion, hecho conocido y aplicable a algunas plantas productoras de
alcaloides (especialmente de Solanaceas), heterdsidos e incluso esencias. Por
lo tanto el grado de hidratacion del suelo y de la atmdésfera incide directamente
en el buen desarrollo de las plantas. El exceso y la escasez de agua en el
suelo pueden ser entonces factores limitantes para el crecimiento y el
metabolismo de determinadas plantas medicinales (Evans, 1991; Bruneton,
1991).
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Radiacion solar

La luz es indispensable para las plantas verdes, pues es la que suministra la
energia necesaria para que se efectué la sintesis clorofilica, cada planta
necesita una determinada cantidad de luz para alcanzar un buen desarrollo y
para poder realizar sus funciones metabdlicas (Taiz et al., 2006).

Factores edafolégicos

Las diferentes especies vegetales varian enormemente en cuanto a sus
requerimientos de suelos y de nutrientes. Este aspecto ha sido objeto de
considerable atencidon respecto a las plantas medicinales; como las
propiedades fisicas y quimicas (Trease y Evans, 1987; Villar, 1999).

a) Caracteristicas fisicas: la textura y la estructura unidas a la composicidon
quimica del suelo confieren a este caracteres como son: porosidad y grado de
aireacion, capacidad de retencion de agua y temperatura. Estas caracteristicas
pueden afectar positiva o negativamente la produccion de ciertos metabolitos
secundarios.

Las variaciones, en cuanto al tamafo de las particulas en los diferentes suelos,
es un factor que influye en la capacidad de retencién de agua, y ciertas plantas
que producen mucilagos como producto que retiene agua, contienen menos
mucilago cuando crecen sobre un suelo de alto contenido en humedad
(Bruneton, 1991; Kuklinski,2003).

b) Caracteristicas quimicas: la composicion quimica del suelo puede afectar no
solo el desarrollo y, por lo tanto, a la composicién quimica de los metabolitos
secundarios, sino también puede ser un factor que limite su crecimiento.

El pH del suelo, que depende de la composicion del mismo, es una importante
variable a tener en cuenta; existen plantas preferentemente aciddfilas y plantas
que requieren suelos alcalinos para su desarrollo. También es importante la
rigueza de materia organica, debido a que esta es la que nutre al suelo (Villar,
1999).

Altitud o latitud

El relieve ejerce una influencia marcada sobre las condiciones térmicas
originando climas locales especiales; el efecto de la latitud es importante para
la produccion de grasas por la planta. Las grasas de las plantas tropicales
poseen una mayor cantidad de acidos grasos saturados que los de las plantas
de climas subtropicales; los acidos grasos obtenidos de plantas que crecen en
zonas templadas contienen mas instauraciones y la maxima instauracién
aparece en grasas de plantas de clima frio. Cuando una misma planta crece en
varias latitudes los aceites resultantes tienen diferente instauracion (Villar,
1999).

11
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1.2.4 Extraccion de metabolitos secundarios.

Existen diferentes procedimientos para llevar acabo la extracciéon de
metabolitos secundarios entre los procesos extractivos mas comunes tenemos:

* Decoccién: proceso por el cual la planta se hierve en agua durante
un periodo de tiempo determinado; es utilizado para extraer el
principio activo de estructuras duras de la planta como son la
corteza, hojas coriaceas, raices y tallos (Alesén, 2004).

» Infusion: en esta técnica se deja calentar agua hasta el primer hervor
se agrega la planta y se deja reposar; al enfriarse se filtra. Se utiliza
para estructuras blandas como las flores y las hojas (Luna, 2000).

* Maceracidn: consiste en mantener la planta sumergida en un liquido
(agua, alcohol, vinagre, etc.) a temperatura ambiente por un tiempo
determinado y asi extraer las sustancias solubles. Esta técnica se
utiliza para cualquier estructura de la planta (Lemus, 1998).

e Tinturas: en esta técnica la estructura de la planta se sumerge en
alcohol aproximadamente de una a dos semanas, no olvidando
agitarla por lo menos dos veces al dia. Posteriormente se realiza la
extraccion a través de la lixiviacion de la materia prima para eliminar
todas las impurezas; el liquido obtenido sera la tintura (De la Fuente
et al., 1998; Ticli, 2005).

» Destilaciéon: en este procedimiento se van separando o extrayendo
los componentes de una mezcla liquida por vaporizacion de la
misma. Con el calentamiento se desprenden primero los
componentes mas volatiles quedando como residuo las sustancias
de punto de ebullicion mas alto (Umland, 2000; Jorge, 2004).

1.2.5 Técnicas para evaluacion de metabolitos secundarios.

Para llevar acabo la evaluacion de la naturaleza quimica de los metabolitos
secundarios de las plantas medicinales existen variadas técnicas; entre las mas
conocidas y utilizadas estan:

Cromatografia: engloba a un conjunto de técnicas (basadas en el principio de
adsorcion selectiva) cuyo objetivo es separar los distintos componentes de una
mezcla y en algunos casos identificar estos si es que no se conoce su
composicion. Las técnicas cromatograficas son muy variadas (por
fragmentacién; adsorcion; intercambio i6nico y con filtracion en gel), pero en
todas ellas hay una fase movil que consiste en un fluido fijado en un sdlido.

Los componentes de la mezcla interaccionan en distinta forma con la fase
estacionaria y con la fase movil (Skoog, 1994; Harold, 2001).
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Resonancia magnética nuclear (RMN): es un fenébmeno fisico basado en las
propiedades magnéticas que poseen los nucleos atémicos. La RMN permite
alinear los campos magnéticos de diferentes nucleos en la direccion de un
campo magnético externo. La respuesta a este campo externo depende del tipo
de nucleos atomicos, por lo que esta técnica puede utilizarse para obtener
informacion sobre una muestra. La RMN hace uso de las propiedades de
resonancia aplicando radiofrecuencias a los atomos o dipolos entre los campos
alineados de la muestra, y permite estudiar la informacion estructural o quimica
de una muestra. La RMN se utiliza también en el campo de la investigacion de
ordenadores cuanticos. Sus aplicaciones mas frecuentes se encuentran ligadas
al campo de la medicina, la bioquimica y la quimica organica (Bovey y Jelinski,
1988; Pedrozo y Torrenegra, 2001).

Espectroscopia infrarroja (Espectroscopia IR): es la rama de Ia
espectroscopia que trata con la parte infrarroja del espectro electromagnético.
Esta cubre un conjunto de técnicas, siendo la mas comun una forma de
espectroscopia de absorcién. Asi como otras técnicas espectroscopicas, puede
usarse para identificar un compuesto e investigar la composicion de una
muestra. En sistemas organicos se aplica como técnica analitica cuantitativa y
cualitativa.

El andlisis infrarrojo desde el punto de vista cualitativo, se emplea para
determinar la presencia o ausencia de grupos funcionales especificos en una
mezcla de reaccion.

En esta técnica los espectros de la muestra pueden ser registrados en modo de
transmitancia o absorbancia. Cada compuesto quimico tiene asociado un
espectro infrarrojo caracteristico (Conley, 1979; Rubio y Segade, 1985).

Espectrometria de masas: esta técnica permite obtener la masa molecular de
una sustancia e informacion de sus caracteristicas estructurales; con base en
un patrén de fragmentacion relativamente especifico de cada sustancia por
medio de la comparacion del espectro de masas con los almacenados en una
base de datos y con ello es posible identificar la sustancia (Pedrozo y
Torrenegra, 2001).

En caso de tratarse de una nueva molécula se debe de realizar un analisis
fotoquimico el cual tiene como objetivo determinar los metabolitos secundarios
presentes en la especie vegetal a estudiar, aplicando para ello una serie de
técnicas de extraccidon, de separacion y purificacion y de determinacion
estructural (ultravioleta (UV) Infrarrojo (IR), Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) y Espectrometria de Masas) (Hartmann, 2007).
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1.3 Fitopatégenos

Las enfermedades de las plantas han sido conocidas desde la antiguedad, pero
generalmente eran atribuidas a fuerzas sobrenaturales. La primera enfermedad
vegetal para la que se describié un origen patologico fue la caries o carbon del
trigo. En promedio cada tipo de cultivo puede ser infectado por un centenar o
mas de enfermedades (Agrios, 1996).

1.3.1 Clasificacion de las enfermedades de las plantas

Las enfermedades de las plantas se pueden clasificar de acuerdo al efecto
sobre el cultivo en:

* Aniquiladoras: destruyen rapida y completamente un cultivo en un
area de modo que solo quedan unos cuantos supervivientes.

» Limitante: aquellas cuya presencia hace incosteable la produccion de
ciertos cultivos en un area determinada.

» Devastadoras: atacan de forma destructiva los cultivos anuales.

* Debilitantes: causan efectos negativos aunque los sintomas son a
veces imperceptibles (De la Isla, 1994; Agrios, 1996).

Sin embargo, el criterio mas util es el tipo de agente patdégeno que la ocasiona
de acuerdo con ello las enfermedades de las plantas se clasifican de la
siguiente manera:

I) Enfermedades infecciosas o bidticas de las plantas ocasionadas por:

Hongos.

Procariontes (bacterias y micoplasmas).
Plantas superiores.

Virus y viroides.

Nematodos.

Protozoarios.

onkown-=

Il) Enfermedades no infecciosas o abidticas ocasionadas por:

Temperaturas extremas.

Humedad extrema.

Variacién de pH.

Luz extrema.

Deficiencia de Nutrimentos.

Contaminantes (compuestos organicos, metales pesados) (Dickinson,
1987; Agrios, 1996).

2B e
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1.3.2 Control de fitopatogenos

Los métodos que mas se utilizan para controlar las enfermedades de las
plantas en el campo y en el invernadero y, a veces en el almacén, consisten en
el uso de compuestos quimicos que son téxicos para los fitopatdégenos inhiben
su germinacion, crecimiento, o reproduccién, o bien son letales para el.
Dependiendo del tipo de fitopatdgeno que afecten, los compuestos quimicos se
denominan como fungicidas, bactericidas, nematicidas, viricidas o en el caso
de plantas superiores parasitas, herbicidas. (Agrios, 1996).

El combate de este tipo de enfermedades es dificil y las estrategias utilizadas
actualmente son poco efectivas; la rotacién de cultivos no es eficaz; el combate
quimico no es una técnica economica ademas de el riesgo de degradacion de
los productos en el suelo que conlleva, por otro lado no es posible una
adecuada cobertura de los sitios de infeccidon lo que provoca la presencia de
residuos sobre las partes comestibles y contaminacion ambiental (Granados,
2005).

Una alternativa de control biologico es el la actividad antifungica de los
extractos vegetales, penosamente ha sido poco estudiada; pero la resistencia
a los distintos funguicidas comerciales utilizados normalmente en el control de
enfermedades de cultivos ha estimulado en los ultimos afos la busqueda de
nuevas sustancias antifungicas. Dada la efectividad de las plantas como fuente
medicinal se han planteado estudios para evaluar la actividad antimicrobiana
ante fitopatogenos.

El empleo de extractos vegetales para el control de plagas y enfermedades en
el marco de una agricultura sostenible constituye una alternativa promisoria,
debido a su elevada efectividad, bajo costo y no ser contaminantes del
ambiente. (Tagliaferro , 2002).
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1.4 Caracteristicas generales de los fitopatégenos utilizados en este
trabajo

Para realizar el trabajo se conté con una bateria de las siguientes cepas:

» Bacterianas: (Pseudomona marginalis (1H), Pseudomona marginalis
(Ls-1), Pseudomona marginalis (LsMM4), Erwinia carotovora (4P),
Erwinia carotovora (Ls-N6SS5) .

* Micéticas: (Sclerotinia spp. (SS), Sclerotinia spp. (SP), Sclerotium
cepivorum (Sc-As), Penicillium spp. (JUGO6-MP14(2)) y Penicillium
spp. (JUGOB6-MP14(3)); cuyas caracteristicas generales son:

1.4.1 Cepas bacterianas

Se conocen alrededor de 1,600 especies de bacterias patégenas y mas de 80
son bacterias fitopatégenas, aunque se estiman alrededor de 200 incluidas en
los patovares (Agrios, 1996).

Cerca de una mitad de las bacterias patégenas de plantas pertenecen al
género Pseudomonas, una tercera parte al género Xanthomonas y una octava
parte al genero Erwinia (Roberts et al., 1978; De la isla, 1994).

Las caracteristicas especificas de las bacterias fitopatégenas son: la mayoria
son saprofitas facultativas, su proliferacién es por fision binaria, producen
encimas extracelulares, todas tienen forma de baston (bacilos), la mayoria
poseen flagelos, casi todas son moviles, todas son aerobias o anaerobias
facultativas. Todas son Gram negativas con excepcion del género Clavibacter
(Roberts et al., 1978, Agrios, 1996).

Pseudomona marginalis

Este género muestra una gran diversidad metabdlica, y consecuentemente son
capaces de colonizar un amplio rango de nichos se encuentra normalmente en
las superficies de las plantas en la rizosfera y en suelos agricolas (Bender,
1999).

Algunos de los sintomas mas tipicos de enfermedades causadas por estas
bacterias son: podredumbres de tejidos de reserva y tejidos blandos de hojas y
tallos, afectan los canales que conducen el agua en las plantas y los matan por
medio de toxinas, a consecuencia de esto la planta se enferma y demuestra
sintomas de marchitez "wilt" o tizon "blight". Si la bacteria mata las células
foliares causa una mancha foliar normalmente de color oscuro; otros sintomas
pueden ser: reduccidén en el crecimiento o enanismo de la planta, cambios en
color de verde a marrén o negro. Sus principales hospederos son: apio, coliflor,
clavel, girasol, lechuga, tomate, tabaco, frijol, durazno, papa (Smith, 1992).
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Erwinia carotovora

Erwinia carotovora es un importante patdgeno de las plantas; perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae, provoca la pudricion suave del ajo, apio, camote,
cebolla y zanahoria, entre otras. Es una bacteria muy comun en el suelo o en la
rizosfera, requiere de humedades superiores al 90%; se caracteriza por tener
un amplio rango de hospedantes atacando principalmente los tejidos blandos
(Garcia; 2000). Erwinia carotovora es considerado un patégeno débil porque
requiere heridas para poder penetrar, es incapaz de penetrar las células vivas,
pero produce sustancias que terminan por matarlas y desintegrarlas
(Kunstmann et al., 2006).

1.4.2. Cepas micoticas

Existen alrededor de 100,000 especies de hongos, de las cuales mas de 8,000
producen enfermedades en las plantas. (Agrios, 1996). A diferencia de otros
patégenos, los hongos presentan mayor variedad de formas, funciones y ciclos
de vida (Anonimo, 1988).

De manera general, los hongos fitopatdgenos son organismos microscopicos,
eucariotas, ramificados y a menudo filamentosos que carecen de clorofila,
tienen pared celular de quitina, celulosa o ambos, lo cual les permite tener un
alto grado de interaccion con el sustrato; en el caso de los hongos
fitopatdbgenos eso tiene gran importancia, tanto para la absorcion de
nutrimentos como para la secrecién de enzimas y metabolitos. Su nivel de
parasitismo fluctua de saprofitismo facultativo a parasitismo obligado (Dickinson
et al., 1987).

Sclerotinia sp

Sclerotinia es un hongo ascomicete, fitopatdégeno, necrotrofico que causa un
gran numero de enfermedades en los cultivos, como asi también en plantas no
cultivadas. Es cosmopolita y tiene una amplia distribucidén ecoldgica, aunque es
mas comun en las regiones templadas. Provoca enfermedades como moho
blanco, marchitamiento o pudricion del tallo y puede atacar mas de 360
especies de plantas. Algunos de los cultivos mas frecuentemente afectados
son, frijol, apio, cilantro, meldn, calabaza, soya, tomate, lechuga, pepino y
citricos en general (Purdy, 1979).

Las lesiones provocadas por esta especie se producen cerca de los frutos,
tallos y hojas y son ligeramente hundidas, ovaladas o alargadas, extendiéndose
hacia arriba por el tallo. La rotacién con cultivos no susceptibles, junto con la
remocién y destruccion de las plantas infectadas, ayuda a reducir la incidencia
de esta enfermedad (Kimati, et al., 1995; Tu, 1997).
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Sclerotium cepivorum.

Es considerado un hongo parasito débil con caracteristicas de saprofito
facultativo, de aparicion frecuente en plantas de las regiones templada y
tropical y causal de la Pudricion Blanca.

Este patogeno esta incluido taxonomicamente dentro de la clase
Deuteromycetes, en el Orden o Grupo Especial Micelia Sterilia el cual
recientemente ha sido denominado como Orden Aganomycetales (Luna, et
al.,2003). Este hongo causa la pudricién de las raices y las partes externas de
los bulbos cercanos al suelo; en la planta, los primeros sintomas que se
observan son un amarillamiento apical que, con el tiempo se distribuye en todo
el area de las hojas en forma descendente, hasta causar necrosis y muerte del
tejido, ocasionando la caida de las hojas inferiores. En los bulbos se puede
apreciar la formacion de un micelio blanquecino y una vez que este madura, se
observan los esclerocios esféricos, de color negro y sumamente pequenos.

Esta enfermedad puede afectar plantas en cualquier estado de desarrollo y se
incrementan conforme se desarrolla el sistema radical (Moreno et al., 2002;
Luna et al., 2003; Granados, 2005).

Penicillium sp.

El Penicillium es un género grande y encontrado casi por todas partes, y siendo
comunmente el género de hongos mas abundante en suelos se desarrollan
sobre los mas diversos substratos: granos, paja, cueros o frutas.

La facil proliferacion de los Penicillium en las plantas es un problema. Las
especies de penicilios producen varios metabolitos secundarios (toxinas), entre
ellos acido ciclopiazénico, acido penicilico, citrinina, penitrem, entre otras
todas estas substancias son originadas por los hongos para afianzarse en su
ambiente natural inhibiendo a otros organismos que compiten por el substrato y
pueden hacer a la planta no comestible o aun peligrosa (Trapero, 1996).

Las colonias de Penicillium son circulares si no hay impedimento alguno para
su crecimiento. Este es generalmente blanco, pero en algunas especies es
amarillo, anaranjado, purpura o pardo claro. La superficie de la colonia madura,
puede ser aterciopelada o ligeramente algodonosa (Gams, 1987).

Las pudriciones al principio tienen el aspecto de manchas blandas, aguanosas,
ligeramente decoloradas y de tamano variable, las cuales pueden aparecer en
cualquier parte del fruto. Estas manchas son superficiales al principio, pero se
hunden con rapidez vy, a la temperatura ambiente, gran parte del fruto o todo el
fruto se descompone en tan solo unos cuantos dias.

Afectan a todo tipo de citricos, manzanas, peras, membrillos, uvas, cebollas
melones y muchos otros frutos y hortalizas (Agrios, 1996).
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1.5 Microorganismos patégenos del Hombre

El hombre a través de su historia, ha superado muchos problemas para su
existencia; sin embargo no ha podido desalojar la enfermedad. Desde el
nacimiento hasta la muerte, nuestro cuerpo es habitado por cientos de
especies bacterianas y de hongos. Algunos hacen del cuerpo humano su hogar
permanente, y otros residen en el solo temporalmente, aunque sen inocuos.

En realidad la diferencia no es tan clara, por que el estado de salud del
hospedero es critico para determinar si se producira enfermedad o no
(Ingrahham, 1998). Los organismos que producen las enfermedades reciben el
nombre de patdégenos y entre los mas comunes en el hombre estan los
causantes de enfermedades bacterianas y micéticas

1.5.1 Enfermedades bacterianas

Unas 200 especies de bacterias son patdégenas del hombre, es decir, que
pueden provocar enfermedades graves, como el cdlera, la tuberculosis, la
fiebre tifoidea, la lepra y la neumonia, principalmente produciendo toxinas o
destruyendo los tejidos (Murray et al., 1997).

Un organismo infeccioso puede entrar en el cuerpo de varias maneras: puede
ser inhalado en forma de aerosol (como sucede con muchos virus causantes
de resfriados y gripes); ingerido en aguas y alimentos contaminados (como el
agente causal del célera y las bacterias del género Salmonella); inyectado por
un insecto hematdéfago (como los microorganismos responsables de la malaria
y de la tripanosomiasis o0 enfermedad del suefio); la severidad de la infeccion
depende de la virulencia y la cantidad de los organismos infecciosos (Murray et
al., 1997; Ingrahham, 1998).

1.5.2 Enfermedades micoéticas

Muchos de los hongos que ocasionan infecciones viven asociados a los seres
humanos como comensales o estan presentes en el entorno. Las infecciones
micoticas se denominan micosis, en general se pueden dividir en superficiales
(afectan a la piel, ufas, cuero cabelludo o membranas mucosas) y sistematicas
(afectan a tejidos y 6érganos mas profundos) (Duerden; 1993).

Uno de los factores que han colaborado a la disminucién de las micosis ha sido

la utilizacion generalizada de antibidticos de amplio espectro, que eliminan o
reducen las poblaciones de este tipo de agentes micoticos (Ingraham; 1998).
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1.6 Caracteristicas generales de los organismos patdégenos utilizados en
este trabajo

Para realizar el trabajo se contdé con una bateria de 7 cepas bacterianas y 6
micoticas cuyas caracteristicas generales son las siguientes:

1.6.1 Cepas bacterias
Corynebacterium xerosis

Se trata de una bacteria grampositivo, esta puede ser localizada en las
membranas mucosas de la piel, el tracto respiratorio alto, en el gastrointestinal
y urogenital. Es causante de infecciones humanas que incluyen bacteriemia
clinica, endocarditis, neumonia y osteomielitis vertebral (Gonzalez y Cameros,
1996).

Enterococcus faecalis

Flora normal del intestino grueso, sin embargo causa infecciones en el tracto
genitourinario y en sistema cardiovascular. Estd compuesto por cocos
grampositivos dispuestos en parejas y cadenas cortas; se encuentran
principalmente en el tracto respiratorio alto y el intestino delgado, pero en
mayor cantidad en el intestino grueso. Es causante de infecciones en el tracto
urinario y son capaces de causar endocarditis bacteriana, infecciones de
heridas eternales y mediastinitis (Bailon et al., 2005).

Escherichia coli

Bacteria con forma de bastdén, gramnegativo, moévil, anaerobio y facultativo;
esta considerada como el material biolégico mas utilizado en experimentacion,
es un organismo adecuado para la investigacion por su crecimiento rapido y
porque su cultivo es sencillo, ha facilitado descubrimientos muy importantes
sobre metabolismo, reproduccion celular e ingenieria genética. Se localiza
principalmente en el tracto urinario o en el tracto gastrointestinal, puede
participar en la sepsis bacteriana, meningitis neonatal, infeccién del tracto
urinario y gastroenteritis (Ronald y Richard, 2002).

Mycobacterium phlei
Son células compuestas por bacilos rectos o curvos que se ramifican o forman

filamentos grampositivo. Se encuentra en el ambiente, en animales de sangre
fria y caliente. Es micelial, causante de la tuberculosis y la lepra. (Stuart, 2000).
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Staphylococcus aureus

La bacteria Staphylococcus aureus es un patégeno comun en el ser humano
que se localiza principalmente en las mucosas y la piel. Puede originar accesos
en la piel ademas de provocar osteomielitis, endocarditis y otro gran numero de
infecciones. Es un grampositivo unicelular que causa enfermedad mediante la
produccion de toxinas o invasion directa y destruccion del tejido. Se puede
adquirir en hospitales mediante alguna intervencion quirurgica pues estos se
encuentran en el aire (Murray et al., 1997).

Streptococcus —8 — hemolitico

Puede estar presente en grandes numeros como componentes de la flora
normal, pero bajo ciertas circunstancias puede estar asociado con infecciones
o ser el responsable principal de las mismas. Generalmente pueden
demostrarse por la produccion de hemdlisis en los medios que contienen
sangre. Streptococcus —8 — hemolitico pertenece a los grampositivos y es
responsable de las infecciones humanas; como la erisipela, fiebre puerperal e
infecciones generalizadas, endocarditis bacteriana, faringitis (Koneman, 1999).

Streptococcus mutans

Es un grampositivo unicelular, forma cocos en cadena, sus colonias son
grandes y mucoides ligeramente azules; se encuentra presente dentro de la
cavidad oral, nasofaringe grietas gingivales, tracto gastrointestinal, tracto
genital femenino y ocasionalmente en la piel.

Este puede provocar fiebre reumatica, endocarditis bacteriana, faringitis,
participa en la formacion y la patégena de la caries dental. Se considera como
el principal agente criogénico y formador de la placa dental (Zinsser, 1998).

1.6.2 Cepas micoéticas (patégenas del hombre)
Candida albicans

Las candidas son un grupo de hongos primitivos, miembros de la familia
Cryptococcaceae, muy esparcidos por la naturaleza. Las infecciones por
Candida consisten en micosis, son organismos patdégenos oportunistas
capaces de causar infecciones profundas. Candida albicans se considera
como miembro de la flora normal de las mucosas de la boca, la faringe, las
fosas nasales y la vagina. Se considera como un hongo oportunista pues da
origen a la candidiasis o moniliasis, en individuos débiles y diabéticos,
infecciones cronicas o agudas, pueden afectar cualquier parte del cuerpo
(Murray, et al., 1997; Zinsser 1998).
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Candida krusei

Forma hifas verdaderas, crecen en forma de colonias de levadura de color
blanco opaco. Dentro de las enfermedades que genera estan la endocarditis,
vaginitis y candidiasis (Koneman, 1999).

Candida stellatoidea

Puede producir blastoporos, seudohifas, tubos germinales y rara vez
clamidosporos. Ocasionalmente produce infecciones como la endocarditis o
diarreas infantiles, afecta la piel (intertrigo, paroniquia y onicomicosis)
(Granados y Villaverde, 1998).

Candida tropicalis

Blastoconidios distribuidos esparcidamente a lo largo de las seudohifas,
ausencia de clamidosporas, produce micelios pero nunca tubos germinales.
Provoca infecciones tales como; mucocutaneas: boqueras, perianal, la
endocarditis o diarreas infantiles (Braude y Davis, 1984).

Cryptococcus neoformans

Microorganismo ovalado a esférico, de gemacién unica, de paredes gruesas y
semejantes a una levadura, rodeados por una capsula ancha, refrigerante y
gelatinosa. La criptococosis es una micosis que afecta primeramente
pulmones, produciendo una enfermedad que generalmente cursa en forma
asintomatico pudiendo diseminar a cualquier 6rgano, particularmente a
meninges Y sistema nervioso central donde produce una meningitis subaguda o
cronica (Murray, et al., 1997).

Geotrichum sp

Este hongo produce micelios tabicados y se reproducen de manera asexual por
medio de conidios que no se hallan dentro de un estroma altamente
especializado. En el organismos humano se han aislado del aparato
respiratorio, cavidad bucal y aparato digestivo, pero también se ha encontrado
en otras partes del cuerpo, este organismo patdégeno causa graves lesiones
sobre todo a nivel bucal (Koneman, 1999).
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1.7 Pruebas de sensibilidad bacteriana

Las pruebas de sensibilidad son técnicas que permiten evaluar la actividad de
distintos agentes antimicrobianos frente a un microorganismo; estas permiten
saber que tan susceptible es ante un antibiético con el fin de implementar la
terapia mas efectiva. La prueba mas utilizada es el antibiograma, esta es una
técnica estandarizada que da resultados en cuanto a sensibilidad y resistencia
del patdégeno in vitro e in vivo a un antibidtico; el objetivo de este es medir la
sensibilidad de patégeno a uno o varios antibiéticos (Ramirez-Gama et al.,
2003; Beedson, 2002).

1.7.1 Agentes antimicrobianos

Los agentes microbianos son sustancias naturales (sintetizadas por hongos o
bacterias), sintéticas o semisintéticas capaces de inhibir el desarrollo o de
destruir los microorganismos patdgenos infecciosos. Pueden dividirse en dos
grupos: Quimioterapéuticos: son los que impiden el crecimiento bacteriano,
compitiendo con intermediarios metabdlicos y los Antibidticos: son de uso
sistétmico pueden reducir y controlar la presencia de microorganismos
contaminantes del huésped y son administrados por ingestion oral, uso topico o
inyectados.

Estos agentes tienen diferentes mecanismos de accién: alteracion de la
membrana celular, interfiriendo en la biosintesis de proteinas, inhibiendo la
sintesis de DNA y por competitividad (Gonzalez de Buitrago, 1997). En los
estudios de sensibilidad antimicrobiana se utilizan los siguientes parametros:

Concentracion minima inhibitoria: (CMI) se refiere a la menor concentraciéon
de la sustancia antimicrobiana con la que se inhibe la proliferacion de un
determinado microorganismo (Levinson y Ernest, 1992).

Concentracion minima letal: (CML) es la menor concentracion de la sustancia
antimicrobiana con la que no quedan microorganismos viables de una
determinada cepa (Granados y Villaverde, 1998).

Resistencia: aquella que presenta un microorganismo ante un antimicrobiano
cuando su sensibilidad es muy pequefia, de forma que se necesita una elevada
concentracion del agente antimicrobiano para impedir su crecimiento (Duerden;
1993).

Sensibilidad: es la concentracion de un agente antimicrobiano que inhibe el
crecimiento de un microorganismo (Sacsaquispe y Velasquez, 2002).
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1.7.2 Efecto Antimicrobiano

Una vez efectuada la identificacion del microorganismo, se aplican pruebas de
susceptibilidad a los antimicrobianos. Se han descrito tres pruebas de gran
valor para la determinacion rutinaria de los antibiéticos la de diluciones seriadas
en un medio liquido, la de diluciones seriadas en un medio sdlido y la de
difusidn en placa que utiliza el método de Kirby- Bauer el cual permite
determinar la sensibilidad del microorganismo a diferentes antibidticos y es el
mas ampliamente usado (Duerden, 1993).

1.7.2.1 Técnica de Kirby-Bauer

Es empleada para determinar la sensibilidad de un agente microbiano frente a
un antibiético. Este método comprende lo que se denomina un antibiograma o
prueba de susceptibilidad bacteriana frente a farmacos especificos

Forma de aplicacion: sobre la superficie de una placa de agar Mueller-Hinton
(medio de cultivo rico, disefiado para hacer ensayos de sensibilidad) se inocula
una cantidad estandarizada de bacterias, sembrandolas en forma pareja para
obtener después de la inoculacion un "césped" bacteriano. A continuacion se
colocan discos de papel filtro impregnado con concentraciones conocidas de
los diferentes antibioticos. El antibiético difundira desde el papel filtro al agar en
forma radial. Se incuba la placa durante determinadas horas y a determinada
temperatura (dependiendo del agente microbiano), luego se miden los halos de
inhibicion de desarrollo y se interpretan de acuerdo a tablas confeccionadas
previamente (Koneman, 1999; Granados y Villaverde, 1998; Ingraham, 1998).

1.7.2.2. Escala de McFarland

A través de esta se originara una turbidez de la reaccion entre acido sulfurico
con cloruro de bario que formara un precipitado blanco de sulfato de bario;
cuando este precipitado se sacude cada tubo posee una turbidez diferente que
corresponde aproximadamente a las suspensiones bacterianas del Cuadro

1(Lennette, 1991).
Cuadro 1. Escala de McFarland.

Tubo N° | Cloruro de Bario 1% (mL) Acido sulfarico 1% (mL) Suspension
bacteriana por ml

(x10®) UFC.
1 0.1 9.9 3
2 0.2 9.8 6
3 0.3 9.7 9
4 04 9.6 12
5 0.5 9.5 15
6 0.6 9.4 18
7 0.7 9.3 21
8 0.8 9.2 24
9 0.9 9.1 27
10 1 9 30

(Tomado de Lennette, 1991).
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1.8 Bosque de Quercus.

Los bosques de Quercus o encinares son comunidades vegetales que
presentan arboles de 6 a 8 o hasta de 30 m de altura; muy caracteristicos de
las zonas montafiosas de México. De hecho junto con los pinares constituyen
la mayor parte de la cubierta vegetal de areas de clima templado y
semihumedo.

Para México existen mas de 150 especies; si se toma en cuenta que de este
numero mas de la mitad son arboles dominantes o codominantes en los
bosques podra comprenderse la gran diversidad floristica, fisondmica y
ecologica de los encinares mexicanos. Se conocen encinares de todos los
estados y territorios de la republica, excepcién hecha de Yucatan y Quintana
Roo y se encuentran desde el nivel del mar hasta 3100 m; aunque mas del
95% de su extension se halla en altitudes entre 1200 y 2800 m (Rzedowski,
1994).

Este tipo de vegetacion se ha observado sobre diversas clases de roca madre
tanto ignea como sedimentaria y metamorfica, asi como en suelos profundos
de terrenos aluviales planos. No toleran aparentemente deficiencias de drenaje.
Tipicamente el suelo es de reaccion acida moderada (pH 5.5 a 6.5) con
abundante hojarasca y material organico en el horizonte superficial y a menudo
también a mayor profundidad.

Los encinares arboreos de México prosperan tipicamente en condiciones de
Clima Cw de la Clasificacion de Koeppen (1948), pero también se extienden
hacia Cf, Cs, Cx, Af, Am, Aw, y BS. La precipitacion media anual varia de
350mm a mas de 2000 mm. Las temperaturas medias anuales tienen una
amplitud global de 10 a 26°C y mas frecuentemente de 12 a 20°C. El numero
de meses secos oscila entre 0 y 9 e igualmente amplios son los limites de la
humedad relativa, de la oscilacion de la temperatura (Zavala, 2003).

Con respecto a su aprovechamiento cabe observar que los encinares
mexicanos son en general bastante explotados a escala local pero muy poco a
nivel industrial; este hecho se debe principalmente a que la mayor parte de los
bosques de Quercus de este pais esta formado por arboles bajos y con
troncos mas bien delgados; ademas los encinos son de crecimiento
relativamente lento los que alcanza mayores tamafos tampoco no son
utilizables por la inaccesibilidad del terreno, por que no reconocen bien las
caracteristicas de su madera o por ignorar las técnicas para su debido secado.
Localmente la madera de encino se emplea para construcciones, muebles,
postes y de gran uso como combustible (Zavala, 1990).

Dentro de la biodiversidad de especies contenidas en el Bosque de encino se

encuentra Quercus Rugosa Nee. Perteneciente a la familia fagacea
(Rzedowski, 1994).
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1.8.1 Caracteristicas botanicas de Quercus rugosa Nee

Cuadro 2. Clasificacién taxondmica de Quercus rugosa Nee.

Reino. Vegetal.

Phyllum. Angiosperma.

Subphyllum. Dicotiledoneas.

Orden. Fagales.

Familia. Fagaceas.

Genero. Quercus.

Subgénero. Leucobalanus

Especie. Quercus rugosa. Nee

Nombre comun. Encino

CONABIO, 2005

Descripcion

- Forma: arbol perennifolio o caducifolio de 3 a 8 m; 10 a 20 m (hasta 30 m) de
altura, con un diametro a la altura del pecho de 30 a 50 cm (hasta 1.2 m).

- Copa/hojas: copa amplia y redondeada que proporciona una sombra densa.
Hoja ovada a eliptico-obovada o casi suborbicular, de (4) 8 a 15 (20) cm de
largo, por (2) 3 a 8 (13) cm de ancho, al madurar suavemente engrosadas y
rigidas, notablemente concavas por el envés, muy rugosas; haz lustrosos y
glabo, envés de color ambar o rojizo.

- Tronco/ ramas: el tronco tiene un diametro de 10 a 80 cm o mas; ramillas de 3
a 6 mm de grueso, tomentulosas al principio, después casi glabras color café
grisaceo (Valencia, 1995).

- Corteza: con fisuras profundas de color café oscuro.

- Flor (es): amentos masculinos de 3 a 7 cm de largo con muchas flores,
tomentosos, periantosésiles; flores femeninas de 54 a 30 distribuidas a lo largo
de un pedunculo largo, delgado y pubescente.

- Fruto (s): fruto anual solitario o en grupos de 2 a 3 (5) largo-ovoides, miden
de (8) 15a 25 (30) mm de largo y 5 (8) a 122 (15) mm de diametro

- Semilla (s): Es recalcitrante, bellota ovoide, con frecuencia angosta y
puntiaguda, envuelta por una cubierta rigida. El embrion esta formado en su
mayor parte por los cotiledones que se mantienen turgentes dentro del
pericarpio y constituye una alta proporcion del total del peso seco de la semilla
(53 a 75%) (Vazquez, 1992).

- Raiz: tiene un sistema radical profundo.
- Sexualidad: monoica.

- Numero cromosomico: 2n= 24 (Zavala, 2003).
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Fenologia

- Follaje: perennifolio/caducifolio. Hojas deciduas muy tardiamente.
- Floracién: florece de marzo a junio.

- Fructificacion: fructifica de octubre a febrero.

- Polinizacion: anemocora (viento) (Zavala, 2003).

Distribucioén

Se distribuye ampliamente en las regiones montafosas de Sonora, Chihuahua,
Coahuila, Veracruz a Chiapas, pero es particularmente abundante en el centro
del pais Colima, Hidalgo, Michoacan, Morelia, Puebla y el Estado de México,
donde forma extensos bosques. Altitud (1,100) 1800 a 2800 (3,050) m.

En el valle de México es abundante formando parte de los bosques de pino y
encino o en los encinares que cubren la parte alta de los cerros entre 2500 y
3150 m.s.n.m. se conoce en Tepotzotlan a Tlalpan y de Real del Monte y
Pachuca a Amecameca (Rzedowski y Calderéon R, 2001).

Origen /Estatus

Se extiende desde el oeste de Texas y sur de Arizona, Estados Unidos, hasta
Chiapas, México. Es nativa, silvestre (Rzedowski y Calderén R, 2001).

Habitat

Prospera en laderas de cerros, barrancas y cafiadas humedas, en terrenos
planos y en lugares secos 0 muy humedos. Se desarrolla en climas templados
frios y semifrios. Temperatura media anual de 12 a 13° C y una precipitacidon
de 1,540 a 1,619 mm anuales. Se le encuentra en suelos someros o profundos,
en pocas ocasiones rocosos y pedregosos.

Suelos: rojizo-arenoso, blanco calizo, somero pardo y profundo, roca basaltica,
migajon arenosos, rocas volcanicas, delgados, acidos, secos o humedos
(Rzedowski y Calderéon R, 2001).

Vegetacion asociada

Pinus pseudostrobus, Pinus montezumae, Quercus crassipes, Quercus
laurina, Quercus obtusata, Arbutus xalapensis, Prunus serotina.
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Aspectos fisiolégicos
- Adaptacion: especie de facil adaptacion una vez establecida.

- Crecimiento: especie de lento crecimiento, vive de 100 a 150 afios. Presentan
una forma de crecimiento en “pulsos”, presentan tasas bajas de crecimiento y
tienen una marcada estacionalidad.

- Descomposicion: foliar lenta.

- Establecimiento: las semillas presentan gran variacion en el tamafio lo que le
confiere a Quercus rugosa la habilidad para establecerse en un mosaico de
micrositios con diferentes condiciones fisicas y bidticas.

- Regeneracion: la regeneracion natural de esta especie es buena en los sitios
que presentan condiciones adecuadas de suelo y luminosidad (Vazquez,
1992).

1.8.2 Importancia y uso

- Importancia Ecoldgica: Se ha sugerido como especie clave en la rehabilitacion
y restauracion de bosques por su participacion en la formacion de suelos y
conservacion de mismo, control de erosion, preservar el equilibrio ecolégico de
cuencas y en su participacion en la infiltracion y conservacion de los mantos
acuiferos; asi como ser un importante nicho ecolégico (Rzedowski y Calderén
R, 2001).

- Usos generales: Combustible (lefia y carbdn), comestible (bebidas y bellotas),
forrajero (hojas y frutos), industrial (madera se utiliza para la elaboraciéon de
pulpa para papel) (Niembro, 1990).

- Usos medicinales: a inicios del siglo XVIIl, Juan de Esteyneffer la usa para
detener la hemorragia de la nariz, fijar las muelas flojas, enjuagar llagas,
deshacer granos de sangre en heridas y ulceras; contra las almorranas, la
hidropesia y la ascitis. En el siglo XX, la Sociedad Farmacéutica de México la
define como astringente (UNAM, 2009)

La corteza tiene propiedades astringentes y es auxiliar para detener pequefas
hemorragias y reducir inflamaciones de la piel producidas por ortigas y
picaduras de insectos, ayuda a apretar los dientes y tratar ulceras.

En el estado de México y Morelos es comun usar esta planta para macizar los
dientes flojos y evitar el sangrado de las encias, con este propdsito se hacen
enjuagues bucales con la infusién de la corteza. Se ha demostrado que
contiene propiedades analgésicas (Samano, 1998).

La corteza y las agallas que se forman en las hojas de estos tienen una gran
cantidad de taninos por lo que son eficaces como curtientes. (Macias, 2004).
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Las duchas vaginales se recomiendan en caso de vaginitis y leucorreas. Los
supositorios hechos con extractos de corteza de encino se emplean en caso de
hemorroides. También resulta util la corteza en forma de bafo en presencia de
excesiva transpiracion de los pies (Linares et al., 1999)

Desafortunadamente no se han realizado estudios quimicos o farmacoldgicos
que corroboren su efectividad. (UNAM, 2009)

1.9 Zona de Muestreo

El Parque Nacional Izta-Popo es un area natural protegida que cuenta con una
gran biodiversidad en cuanto a comunidades vegetales las cuales estan
contenidas en la zona de influencia de éste. Tal es el caso de San Antonio
Tlaltecahuacan, donde se ubica una amplia zona de Bosque de Quercus sp.

1.9.1 San Antonio Tlaltecahuacan

Es una localidad ubicada en Tlalmanalco (Estado de México). Tlalmanalco es
un vocablo nahuatl, compuesto de tlalli, “tierra”, manalli, “aplanada” o “allanada”
y co, “lugar”, y significa “lugar de tierra aplanada o nivelada”. El municipio esta
ubicado al sureste del Estado de México, limita al este con el estado de Puebla,
siguiendo la linea del parteaguas occidental del volcan lIztaccihuatl; al norte con
los municipios de Chalco, Ixtapaluca y Cocotitlan, al oeste con el municipio de
Temamatla y al sur con los municipios de Tenango del Aire, Ayapango vy
Amecameca. La superficie total del municipio es de 158.76 km? la cual
representa el 0.743% de la superficie del Estado de México. El Poblado de
San Antonio Tlaltecahuaca se localiza en la zona de influencia del Parque
Nacional Izta-Popo y se ubica en las coordenadas 19° 33’ 19.6” de latitud
norte y 98° 8 25.1” longitud oeste a una altitud de 2459 m. Figura 1 (INEGI
E14B41, 2001). El poblado presenta las siguientes caracteristicas:

Orografia: ocupa la vertiente occidental del Iztaccihuatl, volcan originado por
varias etapas de erupcion

Hidrografia: la hidrografia forma parte de la subcuenca del rio de la Compainia.
Parte de las aguas de los manantiales de La Peha se almacenan y se
canalizan para abastecer de agua potable al municipio de Tlalmanalco y sus
localidades (San Antonio Tlaltecahuacan)

Clima: el clima es templado subhumedo cb (w2) con régimen de lluvias de
verano, su temperatura media anual es de 13.2°C. La precipitacion anual es de
1092 mm, Por sus condiciones de temperatura se considera templado con
verano fresco largo. Por su precipitacion, se clasifica como el mas humedo de
los subhumedos (Gobierno del Estado de México, 2008; INEGI 2001).
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Flora: la vegetacion son los bosques de coniferas y encinos, localizado entre
los 2,350 y 2,600 m, se presentan asociaciones de pinos y varias especies de
encino como crassipes, lacta, castanea y rugosa; bosque de encino, se
presenta entre los 2,250 y 3,100 m, especies rugosa, crassipes y laurina; entre
los 2,500 y 2,800 m bosques de rugosa puro o asociado con crassipes. Se
establecen entre los 4,000 y 4,500 m; gramineas amacolladas, con un estrato
rasante de musgos y plantas acojinadas; Pastizal inducido asi como cultivos
agricolas: plantas introducidas cultivadas para la alimentaciéon humana como
trigo, haba, maiz y papa para la agricultura de temporal y permanentemente
frutales lenosos.

Fauna: el orden de los roedores (ardillas, tuzas, ratas y ratones) es el mejor
representado; le siguen en orden decreciente los carnivoros, los quiropteros,
los insectivoros y los lagomorfos (conejos). Ademas se albergan algunas
especies de aves migratorias familias parulinae, enberizidae que se desplazan
desde Canada y Estados Unidos.

Recursos Naturales: la caracteristica de los montes de esta localidad esta
constituida por bosques que son el mayor recurso natural, los cuales cubren el
65% de la superficie municipal con 10,325 hectareas (Gobierno del Estado de
México, 2008).

Caracteristicas y uso del Suelo: los suelos estan formados por cenizas
volcanicas y pomez (tefras) de diferentes edades que favorecen el desarrollo
de andosoles, los cuales ocupan grandes superficies. De ellos el 17.6%
agricola, 65% forestal, 6.9% son suelos erosionados, 3.9% son urbanos, 2.9%
pecuarios y un 3.2% son otro tipo de suelos (INEGI E14B41, 2001).

. il -

Estado de Mexico | }j B

TLALRAMALCD

San Antonio
Tlaltecahuacan

Figura 1. Mapa de localizacién de la zona de muestreo (San Antonio Tlaltecahuacan)
Tomado de www.mapasmexico.net
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2.1 HIPOTESIS
Se ha informado el uso medicinal de los encinos en enfermedades
relacionadas con problemas bucales y del aparato digestivo, siendo la corteza
la estructura mas utilizada para dichos padecimientos, es por ello que se

espera encontrar inhibicién del crecimiento de fitopatdégenos y patdégenos del
hombre ante el extracto de Quercus rugosa Nee.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la accion antimicrobiana (in vitro) de Quercus rugosa Née en algunos
fitopatégenos y patégenos del hombre.

2.3 OBJETIVOS PARTICULARES.
* Obtener el extracto de rama hoja y corteza de Quercus rugosa Née.
* Evaluar la accion antimicrobiana de los extractos alcohdlicos de rama, hoja y
corteza de Quercus rugosa Née a diferentes concentraciones (120, 200 y 500

mg mL™") sobre los siguientes fitopatogenos y patégenos del hombre.

* Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto de rama,
hoja y corteza.

* Realizar un analisis quimico cualitativo del extracto de hoja, rama y corteza de
Quercus rugosa Nee mediante espectroscopia de infrarrojo.

* Determinar las propiedades fisicas y quimicas del suelo donde crece Quercus
rugosa Née.
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CAPITULO Il

MATERIAL Y METODO.

El trabajo se dividio en tres fases: de campo, de laboratorio y de gabinete.
3.1 Trabajo de gabinete

En esta etapa se realiz6 la busqueda de informacion bibliografica del tema, el
uso de cartografia de la zona de muestreo, la obtencién y analisis de
resultados, asi como la elaboracion del trabajo final.

3.2 Trabajo de campo

3.2.1 Muestreo Vegetal.

Establecida la zona de muestreo se realizo la recolecta vegetal de Quercus
rugosa Nee; se colectdé un ejemplar del encino completo (ramas, hojas y
bellotas) para su herborizacién, el cual fue determinado taxonémicamente con
el apoyo del personal del herbario de la FES Zaragoza mediante claves
fanerogamicas (Zavala, 2003).

El material vegetal se separd en las diferentes estructuras (rama, hoja y
corteza) y se depositaron en bolsas de papel estraza, con el fin de no alterar su
humedad y temperatura ademas de evitar que se desarrollaran patdégenos
(Martin, 1995) y se etiquetd (especie recolectada, la localidad en la que fue
recolectada, ubicacion geografica y fecha) (Rzedowsky y Calderdn, 2001).

3.2.2 Muestreo de suelo.

Se realiz6 un muestreo de suelo con la finalidad de conocer las caracteristicas
edaficas del sitio en donde crece Quercus rugosa; debido a que estas
determinan el rango de adaptacién, la interrelacion que guarda con las
especies que crecen sobre el mismo suelo y bajo su dosel; la influencia de
estas respecto a la produccion de metabolitos secundarios asi como conocer
cual es el clima fundamental y el tipo de suelo y altitud donde este se
desarrolla. Por ello se recolectd una muestra compuesta de suelo donde crece
Quercus rugosa Nee, realizada en un area de 10 X 10 m tomando 10
submuestras de diferentes puntos con una distancia de 1 m entre ellas con la
finalidad de obtener una muestra compuesta de 1kg aprox., a una profundidad
de 0 a 30 cm (capa arable) dicha muestra fue trasportada al laboratorio para
determinar las propiedades fisicas y quimicas (Jackson y Beltran, 1964).
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3.3 Trabajo de laboratorio
3.3.1 Analisis de suelo

Se determinaron las siguientes propiedades fisicas y quimicas del suelo donde
crece Quercus rugosa Nee (Cuadro 3).

Cuadro 3. Propiedades Fisicas y Quimicas para el analisis del suelo donde crece
Quercus rugosa Nee.

Método Propiedad Cita Bibliografica
Walkley and % de materia organica (  Jackson y Beltran, 1964; Robert y
Black del suelo Frederick, 1980;; Reyes,1996)

Potenciométrico | pHreal y pH potencial | ( Roberty Frederick, 1980; Reyes,1996)

Picnémetro Densidad real, ( Robert y Frederick, 1980; Reyes,1996)
Probeta Densidad aparente ( Robert y Frederick, 1980; Reyes,1996)
Hidrémetro de Textura ( Robert y Frederick, 1980; Reyes,1996)
Bouyoucus
Gravimétrico % de Humedad ( Robert y Frederick, 1980; Reyes,1996)

3.3.2 Preparacion del material vegetal

El material vegetal recolectado se corto en trozos pequefios con el fin de
obtener una mayor superficie de contacto con el disolvente; este fue
desinfectado usando una solucién acuosa de hipoclorito de sodio al 10%,
durante 5 minutos, se enjuago 4 veces con agua destilada, una vez realizado
esto se dejo secar a temperatura ambiente de 3 a 5 dias dentro de una
campana estéril (Alfaro et al., 2000)

3.3.3 Obtencion del extracto vegetal y del peso seco

El extracto se obtuvo por medio de una maceracién alcohodlica (Método
Galénico) utilizando como agente extractante alcohol etilico (96°) para lo cual el
material vegetal se coloc6 en frascos ambar de boca ancha con tapa no
metalica, se agrego alcohol hasta que este lo cubrié totalmente y se taparon
perfectamente para evitar la evaporacion del etanol, los frascos fueron
etiquetados y se colocaron en un lugar oscuro, seco, y a temperatura
ambiente, durante 15 dias (maceracion) y fueron agitados cada tercer dia. La
tintura obtenida se filtrd utilizando papel filtro estéril Whatman No. 42 Kuklinski,
2003; Maldonado, et al., 2004).
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La filtracion de la tintura se llevd acabo bajo campana estéril y el material
utilizado para la filtraciéon y medicién del volumen de la tintura fue esterilizado a
120 Ib/plg? durante 20 minutos.

El extracto se concentré mediante una destilacién a vacio con un rotavapor
con bafio maria a una temperatura de 60°C y una presién de vacio de 10 *
(Miranda, 2000). El extracto obtenido se coloco en cajas Petri estériles
previamente pesadas, y se determind el peso exacto del extracto.

3.3.4 Preparacion de las concentraciones y sensidiscos

Se prepararon una serie de tres disoluciones con los extractos secos de
Quercus con 1 mL de alcohol (en las concentraciones de 120, 200 y 500 mg
mL™") bajo campana estéril; y se colocaron en frascos ambar y se taparon
perfectamente. Se elaboraron sensidiscos de papel Whatman N° 41 con un
didmetro de 6mm se esterilizaron en autoclave a 120 Ib/plg® por 20 minutos.
Posteriormente se impregnaron con cada una de las concentraciones ademas
de un testigo absoluto (impregnado con alcohol) y un testigo cero (impregnado
con agua destilada) se dejaron secar por 24 horas (Koneman et al; 1999).

3.3.5 Diseio experimental

Consto6 de 5 tratamientos con 10 repeticiones y 22 cepas de microorganismos.
Los 5 tratamientos corresponden a las 3 concentraciones del extracto y testigos
que se indicaron anteriormente. Las cepas que se utilizaron en el disefo
experimental fueron donadas por el cepario de la FES — Zaragoza y el cepario
del Colegio de Posgraduados del Laboratorio de Microbiologia del Dr. R.
Ferrera Cerrato

Cuadro 4. Cepas de Patégenos del Hombre utilizados para las pruebas microbiolégicas.

Bacterias Hongos.
Corynebacterium xerosis. Candida albicans
Escherichia coli. Candida tropicalis
Enterococcus faecalis. Candida krusei
Streptococcus beta-hemolitico. Candida stellatoidea
Staphylococcus aureus. Geotrichum sp.
Mycobacterium phlei Cryptococcus neoformans.
Streptococcus mutans
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Cuadro 5. Cepas de Fitopatégenos utilizados para las pruebas microbiolégicas.

Hongos
Clave de cepas Clasificacion taxondmica Planta hospedera Lugar de
procedencia
SP Sclerotinia sclerotium Lechuga Salamanca, Gto.
SS Sclerotinia sp. Lechuga San  Miguel de
Allende, Gto
Sc-As Sclerotium cepivorum Ajo Salamanca, Gto.
JUGO6Mp14(2) Penicillium sp. Ajo Salamanca, Gto.
JUGO6Mp14(3) Penicillium sp. Ajo Salamanca, Gto.
Bacterias
1H Pseudomona marginalis Ajo Ledn, Gto
Ls-1 Pseudomona marginalis Lechuga Salamanca, Gto.
Ls-MM4 Pseudomona marginalis Lechuga Salamanca, Gto.
4P Erwinia Carotovora Ajo Ledn, Gto
Ls-N6ss5 Erwinia Carotovora Lechuga Salamanca, Gto.

3.3.6 Pruebas de sensibilidad bacteriana

La estandarizacion del in6culo se llevé a cabo mediante el método de Kirby-
Bauer y la escala turbidimétrica de McFarland. Se prepar6 el tubo 1 de dicha
escala segun lo establecido en el Cuadro 1; se estandarizaron los indculos de
cada microorganismo a partir de un cultivo fresco colocando 1 mL de solucién
salina (NaCl al 0.1%) en un tubo de ensaye y agregando de 3 a 4 colonias de
bacterias y hongos segun el caso, se resuspendio y se ajusto visualmente a la
turbidez del tubo 1 de la escala de Mc Farland (Koneman et al., 1999; Celeste
et al., 2008). La siembra del in6culo se llevdo acabo mediante la Técnica de
Barry que consistio en preparar el medio de cultivo agar Mueller—Hinton para
bacterias y agar Dextrosa Sabouraud para hongos, se esterilizaron en
autoclave por 20 minutos y se vertieron aproximadamente 15 mL en cajas
petri estériles antes de solidificar se inéculo agregando 1 mL de los
microorganismos estandarizados se mezclé con el medio de cultivo y se dejo
enfriar hasta solidificar perfectamente (Gonzalez 1997; Jiménez, 1999).

La determinacion de la sensibilidad de los patdogenos del hombre vy
fitopatdgenos ante los extractos de Quercus rugosa se realizo por el método de
Difusion en Agar; colocando en las cajas petri con el medio de cultivo
inoculado 3 sensidiscos impregnados con cada una de las concentraciones de
120, 200 y 500 mg mL™", del extracto en peso seco asi como los dos testigos
las cajas se sellaron con papel parafilm y se incubaron a 28°C por 24 hrs. para
bacterias y 48 hrs. en el caso de los hongos bajo condiciones de oscuridad y
para las bacterias también bajo anaerobiosis; transcurrido el tiempo se
observaron los halos de inhibicion, se midieron con un Vernier, registrandose el
efecto inhibitorio en el crecimiento de los microorganismos y las estructuras
que presentaron dicho efecto ( Koneman et al., 1999; Celeste et al., 2008).

3.3.7 Evaluacion de los extractos
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Para ello se utilizé la técnica de Espectrofotometria de infrarrojo: con el fin de
conocer que tipos de grupos funcionales estan presentes en el extracto de
Quercus rugosa Nee. Se obtuvo el espectro del extracto vegetal de cada
estructura de la planta con el instrumento conocido como Espectrofotometro de
Infrarrojo con Transformadora de Fourier (FTIR), de la marca PERKIN ELMER,
modelo 1600 del laboratorio de espectroscopia de la FES Zaragoza, los cuales
fueron interpretados con tablas de referencia para cada longitud de onda de
los espectros (Rubio y Segade, 1985).

3.3.8 Prueba estadistica
Una vez obtenidos los resultados de la medicidon de halos de inhibicidon se
analizaron mediante una prueba de Tukey (comparacion de medias) con un

nivel de confianza del 95 %. El nivel de significancia en todos los andlisis fue de
a < 0.05 (Cervantes et al., 20006).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Rendimiento del extracto de Quercus rugosa Nee en peso seco.
En el cuadro 6 se pueden observar los resultados del porcentaje de
rendimiento obtenidos de los extractos en peso seco, a partir del extracto

vegetal del encino Quercus rugosa Nee, de cada una de sus estructuras:
corteza, rama y hoja.

Cuadro 6. Rendimiento del extracto de las diferentes estructuras de Quercus rugosa Nee

Estructura Peso de la Peso de % de
muestra (g) extracto seco rendimiento
(9)
Corteza 602 24.68 4.0
Rama 253.9 3.3 1.2
Hoja 227 4.8 2.1

El mayor porcentaje de rendimiento de extracto lo obtuvo la corteza (4.0%) con
un peso en seco de 24.68 g; seguida de la hoja (2.1%) con un peso seco de 4.8
gy por ultimo la rama (1.2%) con un peso seco de 3.3 g.

Conocer el rendimiento que presenta un extracto vegetal es importante debido
a que, mientras mayor sea el rendimiento de este, menor sera la cantidad de
material vegetal que debera ser utilizado y debido a ello disminuira el impacto
originado a las comunidades vegetales.

De manera particular el conocimiento del rendimiento de un extracto vegetal es
util para conocer y determinar la cantidad de material vegetal que se debe de
utilizar para obtener la dosis deseada o previamente determinada y con esto
poder combatir un patdogeno o tratar un padecimiento. En el campo de la
investigacion es importante ya que nos permite determinar con que cantidad de
material vegetal seco es posible obtener la concentracion minima inhibitoria
(CMI) para combatir un patégeno y asi tener bases para futuras
investigaciones.
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4.2 Microorganismos fitopatéogenos inhibidos por las diferentes
estructuras y concentraciones del extracto.

En el cuadro 7 se muestran los casos donde hubo inhibicién, asi como la
concentracion, estructura y el numero total de organismos que presentaron
sensibilidad (+) o resistencia (-) frente al extracto de hoja rama y corteza.

Cuadro 7. Inhibicion de los microorganismos fitopatogenos por los diferentes extractos
(hoja, rama y corteza) a las concentraciones de 120, 200 y 500 mg mL ' de Quercus
rugosa Nee.

(3}
(=2}
~
(=]
©

Extracto | Concentracion |1 |2 |3 | 4 10 | Total.
(mg mL™)
120
Hoja 200
500
120 -
Rama. 200
500
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500

+ |+
+ |+ |+
+ |+ |+
+ |+ |+

1

1

1

1
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+|+ |+ |+
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1. Pseudomona marginalis. (1H); 2. Pseudomona marginalis. (Ls-1); 3. Pseudomona
marginalis. (LsMM4); 4. Erwinia carotovora (4P); 5. Erwinia carotovora (Ls-N6SS5); 6.
Sclerotinia spp. (SS); 7. Sclerotinia spp. (SP); 8. Sclerotium cepivorum (Sc-As); 9
Penicillium spp. (JUGO6-MP14(2)); 10. Penicillium spp. (JUGO6-MP14(3)).

Analizando el cuadro 5 se puede deducir que la estructura de la corteza fue la
que presenté una mayor inhibicién ya que en cada una de las concentraciones
utilizadas (120, 200 y 500 mg mL™) se inhibieron las 5 cepas bacterianas
(Pseudomona marginalis (1H); Pseudomona marginalis (Ls-1); Pseudomona
marginalis (LsMM4); Erwinia carotovora (4P) y Erwinia carotovora (Ls-N6SS5))
asi como 3 cepas micaoticas ( Sclerotinia spp. (SP); Sclerotium cepivorum (Sc-
As) y Penicillium spp. (JUGO6-MP14(3)).

Para el extracto de hoja la unica bacteria que presentd resistencia a la
concentracion de 120 mg mL™" fue Pseudomona marginalis. (1H) asi como el
hongo Penicillium spp. (JUGO6-MP14(2) para las concentraciones de 120 y
200 mg mL' mientras que los hongos Sclerotium cepivorum (Sc-As) y
Penicillium spp. (JUGO6-MP14(3) mostraron resistencia ante las tres diferentes
concentraciones. En cuanto al extracto de rama solo 2 bacterias mostraron
resistencia Pseudomona marginalis. (1H) que no desarrollé halos de inhibicion
en ninguna de las concentraciones probadas y Erwinia carotovora (4P) que
mostro resistencia solo para la concentracion de 120 mg mL™" en cuanto a las
cepas micoticas solo una de ellas Penicillium spp. (JUGO6-MP14(2)) mostré
sensibilidad para las tres concentraciones utilizadas; siendo este extracto el
que present6 el efecto mas bajo de inhibicion respecto a las tres estructuras.
4.3 Pruebas de sensibilidad antimicrobiana en fitopatégenos.
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En las siguientes graficas se presentan los resultados promedio obtenidos del
tamafo de los halos de inhibicidn del extracto de hoja rama y corteza de
Quercus rugosa Nee, en las diferentes cepas estudiadas en las
concentraciones de 120, 200 y 500 mg mL"

Bacterias fitopatogenas.

Las bacterias causan importantes peérdidas a la agricultura mundial, estos
patégenos son importantes porque causan enfermedades devastadoras,
cuando se presentan las condiciones ambientales adecuadas; entre los
géneros de importancia agricola se encuentran las bacterias Erwinia,
Pseudomona y Xanthomona. (Aranda, 2002). La aplicacion excesiva e
indiscriminada de bactericidas para el control de enfermedades agricolas ha
ocasionado un sin numero de problemas de resistencia, afectacién del medio
ambiente y graves complicaciones a la salud humana. Ademas de que elevan
los costos de produccion por la utilizacion de esta clase de bactericidas. Ante
esta situacion, el nuevo enfoque en el combate de las bacterias trata de
integrar nuevas opciones encaminadas a la proteccion 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
evolucion pueden ser una alternativa para limitar poco a poco el uso de
agroquimicos (Tanaka y Andomuro, 1993).

La tendencia mundial por encontrar productos de origen natural para el control
de enfermedades causadas por bacterias fitopatdgenas, ha creado Ila
necesidad de detectar y estudiar plantas que tengan un potencial de uso como
bactericidas naturales, debido a los metabolitos secundarios que biosintetizan y
que tienen un efecto bactericida, como el realizado en esta investigacion de la
cual se presentan los siguiente resultados:

Pseudomona marginalis (1H).

Se ha documentado que Pseudomona marginalis es un patégeno que produce
la pudricién blanda en las hojas y tallos, principalmente en productos como la
papa, frijol y girasol los cuales estan considerados entre los cultivos mas
importantes para la alimentacién humana a nivel mundial (Smith, 1992).

Los métodos de control tradicionales para esta bacteria resultan caros y
perjudiciales para el medio ambiente; ante este panorama el control y
prevencion de enfermedades de origen bacteriano se estan desarrollando
estrategias alternativas como lo son el uso de compuestos naturales extraidos
a partir de plantas como es el caso de Quercus rugosa (Vasinauskiene et al.,
20006).

39



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
Laboratorio de Biologia de Suelos
Cruz Mejia Anahy

El extracto de Quercus rugosa Nee probado en este trabajo resulto efectivo y la
grafica 1 brinda un panorama general del tamano promedio de los halos de
inhibicion presente en la cepa mencionada.

Pseudomona marginalis (1H)
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Grafica 1. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamafio promedio de los halos
de inhibicion en los cultivos de Pseudomona marginalis (1H), a y b denotan diferencia
estadistica significativa

La estructura que presentd los mayores halos de inhibicion fue la corteza, se
observa que a medida que se incrementa la concentracion aumenta también el
tamafo del halo de inhibicion lo cual se puede apreciar en la figura 2; la
concentracion minima inhibitoria para esta estructura corresponde a 120 mg
mL™", mientras que para la estructura de la hoja son los 200 mg mL" y para el
extracto de rama no hubo inhibicion en el crecimiento bacteriano.

El extracto de hoja se mostr6 homogéneo en cuanto al tamafno de los halos
de inhibicion para las concentraciones de 200 y 500 mg mL™ con valores
promedio de 4 mm siendo estos los menores halos de inhibicion. La diferencia
estadistica apreciada en la grafica 1 entre las estructuras de hoja y corteza fue
corroborada mediante una prueba de Tukey (a < 0.05) (Apéndice 1.1
Pseudomona marginalis (1H)).

&
Figura 2. Efecto del extracto de Q. rugosa sobre el c

C

ultivo de Pseudomona marginalis (1H).
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Pseudomona marginalis (Ls-1)

Para la cepa de Pseudomona marginalis (Ls-1) las tres concentraciones
probadas 120, 200 y 500 mg mL"inhibieron crecimiento de la colonia.

Pseudomona marginalis (Ls-1)
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Grafica 2. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaino promedio de los halos de
inhibicion en los cultivos de Pseudomona marginalis (Ls-1), a, b y c denotan diferencia estadistica
significativa.

La estructura que presentd los mayores halos de inhibiciéon fue corteza con
valores que oscilan entre los 9.5,9.6 y 13 mm respectivamente, seguida de hoja
y por ultimo la rama como se observa en la grafica 2; siendo la concentracion
minima inhibitoria para esta bacteria los 120 mg mL"' . En cuanto a
comparaciones multiples por estructura se presenta una diferencia estadistica
(Apéndice 1.2 Pseudomona marginalis (Ls-1)).

Existen antecedentes que indican el potencial antimicrobiano de componentes
de especies vegetales distribuidas en la zona semidesértica de México, entre
las cuales destacan la gobernadora (Larrea tridentata Cov.) (Lira, 2003), la
nuez (Carya illinoensis) y la granada (Punica granatum) se caracterizan por
tener una gran cantidad y variedad de polifenoles que resultan eficaces en el
tratamiento contra Pseudomona marginalis (Gallegos y col., 2004).

Pseudomona marginalis (LsMM4)

La grafica 3 exhibe la interaccion Estructura-Concentraciéon para dicha bacteria
para la cual , los mayores halos de inhibicion se encontraron para el extracto de
corteza en las tres diferentes concentraciones probadas (120, 200 y 500 mg
mL™") con valores promedio que oscilan entre los 6, 8 y 13 mm
respectivamente, seguida de la hoja y por ultimo la rama.

41



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
Laboratorio de Biologia de Suelos
Cruz Mejia Anahy

Pseudomona marginalis (LsMM4)
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Grafica 3. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamafio promedio de los halos
de inhibicion en los cultivos de Pseudomona marginalis (LsMM4); a, b y ¢ denotan
diferencia estadistica significativa

Lo anterior se corrobora con el analisis estadistico realizado, el cual muestra
que existe diferencia estadistica entre los efectos causados por los extractos
de Quercus rugosa para dicha bacteria. (Apéndice 1.3 Pseudomona marginalis
(LsMM4)).

Cabe mencionar que la diferencia en el efecto que presentaron las cepas (Ls-1)
y (LsMM4) de Pseudomona marginalis en las que se reportd inhibicién del
crecimiento de las colonias para los tres diferentes extractos; y la cepa (1H) en
la cual se observd menor actividad, puede deberse a que en una especie
bacteriana existen subespecies las cuales manifiestan diferentes grados de
patogenicidad y resistencia lo cual explica dicho comportamiento ante los
diferentes extractos de Quercus rugosa.

Dicho comportamiento refleja que aun y cuando se tienen determinadas a estas
3 cepas como pertenecientes a la bacteria Pseudomona marginalis, deben ser
patovares diferentes, fendbmeno que existe dentro de muchas especies de
bacterias fitopatégenas y por otro lado se puede deber a que son cepas
aisladas de regiones y hospederos diferentes.

Erwinia carotovora (4p)

Erwinia carotovora es considerada uno de los patégenos mas dafinos para los
diferentes cultivos en especial el de la papa por ser la especie que ocupa el
cuarto lugar entre los principales cultivos alimenticios en el mundo (Mayea,
1995). Este organismo patégeno se manifiesta cuando la humedad alcanza un
90% y los métodos de control que se usan contra este han sido el uso de
bactericidas lo que tiene como consecuencia el dafio a la microbiota edafica en
general, por lo cual es importante proponer métodos alternativos que inhiban el
crecimiento de esta bacteria sin perjudicar a otros organismos. (Garcia, 2000).
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Los tres extractos de Quercus rugosa probados sobre la cepa bacteriana
Erwinia carotovora (4p) mostraron efecto inhibitorio para las diferentes
concentraciones utilizadas ver grafica 4.

Erwinia carotovora (4p)
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Grafica 4. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaino promedio de los halos
de inhibicién en los cultivos de Erwinia carotovora (4p); a, b y ¢ denotan diferencia
estadistica significativa.

La estructura de corteza presenta para las tres concentraciones 120, 200 y
500 mg mL" los mayores halos de inhibicion con valores alrededor de los 8, 10
y 12 mm; este resultado concuerda con lo reportado por Kreckova y
colaboradores (1988), acerca de que la corteza de los encinos presenta
propiedades de resistencia al ataque de insectos y microorganismos
fitopatogenos. Esta resistencia natural principalmente es resultado de las
adaptaciones que estas especies han desarrollado para disminuir o eliminar
dichos ataques; como lo es la biosintesis de metabolitos secundarios que
contienen uno o varios compuestos con una actividad significativa sobre el
crecimiento y desarrollo de dichos fitopatdgenos (Reyes, et al., 1995).

La menor inhibicibn en la prueba de sensibilidad practicada a Erwinia
carotovora (4p) se presentd para el extracto de rama a la concentraciéon de
120 mg mL" con un valor promedio de 3.5 mm.

Para las tres estructuras la concentracion minima inhibitoria fue la de 120 mg
mL™" y se aprecia que al elevarse la concentracion se incrementa el tamaiio del
halo de inhibicion. Estadisticamente las estructuras de rama y hoja a las
concentraciones de 200 y 500 mg mL™" se muestran como grupos homogéneos
(Apéndice 1.4 Erwinia carotovora (4p)).

Los reportes de inhibicion del crecimiento de bacterias fitopatégenas por
extractos vegetales son escasos de ellos podemos destacar el trabajo
reportado por Pretorius y colaboradores (2003), quienes probaron extractos de
26 especies vegetales contra 5 bacterias fitopatdgenas entre ellas Erwinia
reportando que todos los extractos tuvieron efecto inhibitorio.
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Erwinia carotovora (Ls-N6SS5)

La grafica 5 presenta el efecto de los diferentes extractos utilizados en la
prueba de sensibilidad aplicada a Erwinia carotovora (LsN6SS5).

Erwinia carotovora (LsN6SS5)
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Grafica 5. Interaccion estructura/concentraciéon sobre el tamaino promedio de los halos
de inhibicién en los cultivos de Erwinia carotovora (LsN6SS5); a, b y ¢ denotan
diferencia estadistica significativa.

Erwinia carotovora (LsN6SS5) fue inhibida por las diferentes concentraciones
estructuras probadas siendo la concentraciéon minima inhibitoria los 120 mg mL"
'y encontrandose una relacion directamente proporcional entre el efecto
inhibitorio y la concentracion utilizada.

La rama y la corteza se muestran como grupos homogéneos estadisticamente
(Apéndice 1.5 Erwinia carotovora (Ls-N6SS5) y son las estructuras que exhiben
los mayores halos de inhibicion esto podria deberse al la diferencia de
patogenicidad y resistencia que existe entre las diferentes subespecies de esta
bacteria (Figura 3) y a que la concentracién de los metabolitos secundarios no
es uniforme dentro de los arboles; generalmente, las mayores cantidades se
presentan en la corteza, raices, ramas y en los tejidos con heridas. (Obst,
1998).

2 AV
Figura 3. Efecto del extracto de Q. rugosa sobre el cultivo de Erwinia carotovora (LsN6SS5)
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Hongos fitopatégenos

Tradicionalmente algunos agricultores han desarrollado actividades de
agricultura sostenible, utilizando plantas nativas para varias practicas agricolas;
de las cuales diferentes especies son reconocidas por sus propiedades
bactericidas, insecticidas y sobre todo fungicidas. (Lee, 2002).

Esta forma de control ha despertado gran interés entre los investigadores con
resultados promisorios bajo condiciones in Vitro. En la mayoria de los estudios
recientes se ha comprobado que los metabolitos secundarios de plantas con
efecto fungicida pueden actuar como controladores de organismos plaga sin
afectar o alterar la micro y macro fauna en general (Adandonon et al., 2006).

Sclerotinia spp. (SS)
La grafica 6 muestra la informacién de la relacion Estructura-Concentracién y

su efecto sobre el tamafo del halo de inhibicion obtenidos en la prueba de
sensibilidad aplicada a Sclerotinia spp. (SS).
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Grafica 6. Interaccion estructura/concentraciéon sobre el tamaino promedio de los halos
de inhibicién en los cultivos de Sclerotinia spp. (SS); a denota diferencia estadistica
significativa.

La estructura de la hoja inhibe el desarrollo de la cepa para cada una de las
concentraciones probadas siendo la minima inhibitoria la correspondiente a los
120 mg mL".

Desafortunadamente los estudios realizados para el control de Sclerotinia son
pocos y han sido desarrollados bajo condiciones in Vitro. Espinosa (2005)
reporta el efecto inhibitorio en Sclerotinia sclerotium aislado de un cultivo de
lechuga a partir de extractos vegetales de ajo y manzanilla. Por lo anterior es
preciso realizar mas estudios que muestren el efecto de diferentes extractos
vegetales para el control de este fitopatégeno como lo es caso del encino en
esta investigacion.
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Sclerotinia spp. (SP)

Esta cepa se mostré resistente al extracto rama y presentd los mayores halos
de inhibicién para el extracto de corteza; seguida de la hoja (Grafica 7).

Sclerotinia (SP)
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Grafica 7 Interaccion estructura/concentraciéon sobre el tamaino promedio de los halos de
inhibicién en los cultivos de Sclerotinia spp. (SP); a y b denotan diferencia estadistica
significativa.

El aumento en el tamafo del halo de inhibicion se dio al incrementar la
concentracion del extracto utilizado, la concentracidon minima inhibitoria para
Sclerotinia spp. (SP) son los 120 mg mL™". El andlisis estadistico indica que
entre dichas estructuras existe una diferencia estadistica (Apéndice 2.2
Sclerotinia spp. (SP)).

Sclerotium cepivorum (Sc-As)

Sclerotium cepivorum es un hongo que produce la enfermedad denominada
“pudricion blanda” misma que es considerada muy perjudicial ya que ocasiona
perdidas de hasta de un 100% de la produccion particularmente en ajo. Segun
Hermosillo- Gomez et al (citado por Delgadillo et al., 2002) el control de S.
cepivorum representa un gran reto, debido principalmente a que este hongo
tiene la capacidad para formar estructuras de resistencia denominadas
esclerosios, los cuales le permiten mantenerse en un periodo de latencia
durante mas de 20 afios, por otro lado, los productos antimicoticos comerciales
que se han empleado para su control no son del todo efectivo.

Lo anterior se refleja en los resultados obtenidos durante esta investigacion al
probar los diferentes extractos de Q. rugosa frente a Sclerotium cepivorum
(Sc-As) en donde solo se encontré inhibicién para el extracto de corteza con
halos de tamafios promedios de 6.2 mm para la concentracién de 120 mg mL"™
siendo esta la minima inhibitoria, 7.7 mm para los 200 mg mL™" y 10.0 mm para
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la de 500 mg mL™" .Estos valores demuestran que la inhibicién del patégeno se
da en una relacion directamente proporcional con la concentracion (Grafica 8).

Sclerotium cepivorum (Sc-As)
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Grafica 8 Interaccion estructura/concentraciéon sobre el tamaino promedio de los halos de
inhibicién en los cultivos de Sclerotium cepivorum (Sc-As); a denota diferencia
estadistica significativa.

El uso del extracto de corteza para el manejo y control de cepivorum (Sc-As)
puede ser entonces un nuevo método para vencer el reto que representa un
control efectivo de este patogeno.

Penicillium spp (JUGOG6-MP14(2)

Las especies del género Penicillium son las mas comunes y las mas
destructivas para productos postcosecha (como citricos, uvas y cebollas) y
causan grandes pérdidas economicas especialmente en productos de
exportacion (Meier, 2005)

El uso indiscriminado de fungicidas sintéticos para atacar a este género ha
provocado la adquisicion de resistencia asi como efectos secundarios sobre
organismos considerados como benéficos, debido a esto la legislacion sobre el
uso y produccion de fungicidas es cada vez mas estricto (Usall et al., 2005). Es
por ello que el uso de tratamientos alternativos como el realizado en este
trabajo constituye una linea de investigacion para el control de esta especie de
hongo debido a los resultados obtenidos al probar los extractos de Q. rugosa.

En la grafica 9 se observa la interaccion Estructura-Concentracion sobre el
tamafio de halo de inhibiciéon, para Penicillium spp (JUGO6-MP14 (2)); este
hongo fue inhibido por la estructura de rama en sus tres concentraciones
(figura 4) siendo la de 120 mg mL" la concentracion minima inhibitoria y la
estructura de hoja en los 500 mg mL'siendo esta su concentracion minima
inhibitoria.
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Penicillium spp (JUGO 6MPA4(2))

€ 12
E
£ 10 b a
o 8- a D hoja
% 6 a Brama
E 4 corteza
o 2
)
c O
I
120 200 500

Concentracién mg mL

Grafica 9. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaino promedio de los halos
de inhibicion en los cultivos de Penicillium spp (JUGO6-MP14(2)); ay b denotan
diferencia estadistica significativa

Con base al analisis estadistico se determind que existe diferencia estadistica
entre los efectos causados por los principios activos de hoja rama y corteza.
(Apéndice 2.4 Penicillium spp (JUGO6-MP14(2)).

Figura 7. Efecto del extracto de Q. rugosa sobre el cultivo de Penicillium spp (JUGO6-MP14(2)

Penicillium spp. (JUGO6-MP14(3))

La cepa Penicillium spp. (JUGO6-MP14(3)) se muestra resistente ante los
extractos de hoja y rama. Los halos de inhibicién obtenidos por la estructura
de la corteza se presentaron desde la concentracion de 120 mg mL™" siendo
esta la minima inhibitoria; el tamafio del halo de inhibicion aumenta conforme
aumenta la concentracion (Figura 5 y Grafica 10).
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Penicillium spp (JUGO6MP14 (3))
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Grafica 10. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaio promedio de los halos
de inhibicidn en los cultivos de Penicillium spp. (JUGO6-MP14(3)); a denota diferencia
estadistica significativa.

"N _‘ . oA >
Figura 5. Efecto del extracto de Q. rugosa sobre el cultivo de Penicillium spp (JUGO6-MP14(3)

Los resultados obtenidos para este hongo fitopatégeno nos hace reflexionar
sobre la agricultura del nuevo milenio ya que hoy en dia deben establecerse
nuevas alternativas de control que produzcan un menor impacto ambiental, que
permitan reducir significativamente el uso de plaguicidas, los cuales por su
elevado costo, también representan una limitante para los productores. La
utilizacién de extractos vegetales como el estudiado en esta investigacion para
el control de enfermedades representa una alternativa para el manejo integrado
de los cultivos, debido a su bajo costo y al menor impacto sobre el ambiente y
los alimentos. No obstante, hay pocos trabajos sobre el control de bacterias y
hongos fitopatdgenos con extractos de plantas.

Zaccheo (1990) informd que extractos, de meristemas apicales de pera cv.
Bartlett al 1% tuvieron efectos bacteriostaticos in vitro contra E. amylovora.

49



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
Laboratorio de Biologia de Suelos
Cruz Mejia Anahy

4.4 Concentracion minima inhibitoria para organismos fitopatégenos.

Resultados de la concentracion minima inhibitoria del extracto de hoja rama y
corteza de Quercus rugosa Nee en las diferentes cepas de bacterias y hongos
fitopatogenos.

Todas las bacterias fitopatdgenas presentaron halos de inhibicion en la
concentracion de los 120 mg mL™" siendo esta la minima inhibitoria.
Pseudomona marginalis (1H) fue la mas resistente solo manifesté halos de
inhibicién para el extracto de corteza a esta concentracion minima (Grafica 11).

Concentraciéon Minima Inhibitoria
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Grafica 11. Tamaio promedio de halos de inhibicién (mm) con las diferentes bacterias
fitopatogenas a la concentracion minima inhibitoria del extracto de hoja rama y corteza
de Quercus rugosa Nee

Pseudomona marginalis (1H); Pseudomona marginalis (Ls-1); Pseudomona marginalis
(LsMM4); Erwinia carotovora (4P); y Erwinia carotovora (Ls-N6SS5)

Por otro lado los hongos fitopatdgenos también presentaron halos de inhibicion
a esta concentracion (120 mg/mL") siendo esta la minima inhibitoria.

El extracto de corteza inhibi6 a tres de los 5 microorganismos utilizados
seguidos de las hojas y por ultimo las ramas.

El hongo menos resistente al efecto inhibitorio de los extractos de Quercus
rugosa Nee a la concentracion minima inhibitoria (120 mg mL™) fue Sclerotinia
spp. (SP) inhibido por los extractos de hoja y corteza, mientras que los demas
hongos solo fueron inhibidos por uno de los tres extractos utilizados en dicha
prueba como se observa en la Grafica 12.
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Concentracion Minima Inhibitoria
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Grafica 12. Tamaiio promedio de halos de inhibicién (mm) con los diferentes hongos
fitopatdogenos a la concentracion minima inhibitoria del extracto de hoja rama y corteza
de Quercus rugosa Nee

Sclerotinia spp. (SS); Sclerotinia spp. (SP); Sclerotium cepivorum (Sc-As); Penicillium
spp. (JUGO6-MP14(2)) y Penicillium spp. (JUGO6-MP14(3))

La actividad encontrada para los tres diferentes extractos de Quercus Rugosa
Nee, utilizados sobre cada uno de los fitopatégenos estudiados tanto hongos
como bacterias, no solo se debe a la presencia de compuestos con efecto
antimicrobiano sino también a la concentracion de cada uno de ellos en las
diferentes estructuras de la planta.

Asi mismo se ha documentado que la concentracion de los metabolitos
secundarios en las plantas depende de multiples factores como: la edad, el tipo
de suelo, humedad, temperatura, la luz, entre otros por lo tanto es muy variada
(Tayler, 1979).

Finalmente el empleo de las plantas medicinales como una alternativa para el
control de plagas fitopatdbgenas asi como la disminucion del impacto
antropogénico provocado por el uso incontrolado de insecticidas que no solo
repercuten en la salud del ambiental sino también en la salud humana, resulta
una fuente interesante para la obtencion de extractos vegetales con actividad
antimicrobiana; con el fin de obtener una agricultura sostenible debido a su
efectividad, bajo costo pero sobre todo por no representar un contaminante
mas para el ambiente.
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4.5 Microorganismos patégenos inhibidos por las diferentes estructuras y
concentraciones del extracto.

El cuadro 8 muestra los casos donde hubo inhibicion, asi como la
concentracion y estructura y el numero total de microorganismos que
presentaron sensibilidad (+) y los que presentaron resistencia (-) al extracto de
hoja, rama y corteza.

Cuadro 8. Inhibicién de los microorganismos patégenos por los diferentes extractos
(hoja, rama y corteza) a las concentraciones de 120, 200 y 500 mg mL ' de Quercus

rugosa Nee.
Extracto | Concentracion |1 |2 (3 {4 |5 |6 |7 (8 |9 |10 |11 (12 | 13 | Total.
(mg mL™)
120 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+|[+ [+ |+ |- 12
Hoja 200 + |+ [+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ ]|+ [+ [+ |- 12
500 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+|[+ [+ |+ |- 12
120 + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- [+ |+ 12
Rama. 200 ++ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+]|+ |- |+ |+ 12
500 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+|[+ |+ |+ |+ 13
120 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ 13
Corteza. 200 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ 13
500 + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ 13

1. Corybacterium xerosis; 2. Escherichia coli; 3. Enterococcus faecalis; 4.
Streptococcus beta-hemolitico; 5.Staphylococcus aureus; 6. Mycobacterium phlei;
7.Streptococcus mutans; 8. Candida albicans; 9 Candida tropicales; 10. Candida krusei,

11. Candida stellatoidea; 12. Criptococcus neoformans; 13. Geotrichum sp.

La estructura de la corteza fue la que presentd una mayor inhibicién ya que en
todas las concentraciones utilizadas (120, 200 y 500 mg mL™) se inhibieron los
patdgenos estudiados.

En cuanto a las cepas micéticas para el extracto de rama solo Candida
stellatoidea presento resistencia en las concentraciones de 120 y 200 mg mL™";
mientras que el extracto de hoja se presentd como el extracto con menor
efecto inhibitorio (respecto al de rama y corteza) al no mostrar resultados ante
Geotrichum sp que resulto ser el patdgeno mas resistente al no inhibirse ante
ninguna de las concentraciones probadas.
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4.6 Pruebas de sensibilidad antimicrobiana en patégenos del hombre.

Solo una pequena parte de los miles de especies de bacterias causan
enfermedades humanas conocidas. Cuando se producen, las enfermedades
bacterianas se tratan con antibidticos, pero el abuso de estos compuestos en
los ultimos anos ha favorecido el desarrollo de cepas bacterianas resistentes a
Su accion.

En la practica de la medicina moderna es alarmante la generacion de
resistencia de los microorganismos a distintos antibidticos, esto crea la
necesidad de encontrar nuevos compuestos que pueden actuar de forma
directa sobre la actividad microbiana o inhibiendo los mecanismos de
resistencia de los microorganismos, principalmente aquellos con importancia
clinica. Las plantas medicinales representan una fuente muy importante para
encontrar esta clase de compuestos (Cowan, 1999).

Por ello, en este trabajo se evaluo la actividad antimicrobiana de los extractos
de hoja, rama y corteza frente a diferentes bacterias patdégenas del hombre de
importancia clinica, observando la siguiente actividad.

BACTERIAS

Numerosas son las investigaciones que se realizan encaminadas a la
busqueda de nuevos compuestos con actividades biolégicas sobre diferentes
bacterias patogenas del hombre a partir de fuentes naturales. Dentro de ellos
un considerable numero de estudios han sido encaminados hacia la evaluacion
de actividades antimicrobianas en extractos de plantas medicinales y
aromaticas.

Por esta razon se propuso validar el uso tradicional como antimicrobiano de la
especie vegetal Quercus rugosa obteniéndose los siguientes resultados:

Corynebacterium xerosis

La grafica 13 muestra que los extractos de Quercus rugosa exhiben actividad
antibacteriana contra Corynebacterium xerosis, formando halos de inhibicidn
que van desde los 4.4 mm hasta los 8.8 mm y cuyo crecimiento se da al
aumentar la concentraciéon del extracto utilizado, por lo que la concentracion
minima inhibitoria para Corynebacterium xerosis corresponde a 120 mg mL™".
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Grafica 13. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaiio promedio de los halos
de inhibicién en los cultivos de Corynebacterium xerosis; a, b y ¢ denotan diferencia
estadistica significativa.

La estructura que presentd los mayores halos de inhibicion fue la corteza
seguida de la rama y por ultimo la hoja. Las tres estructuras segun lo arrojado
por el andlisis estadistico muestran una diferencia estadistica (Apéndice 3.1).

Escherichia coli

Para este microorganismo enteropatégeno agente causal predominante de
diarrea en nifios que viven en paises en vias de desarrollo (Ronald y Richard,
2002 ), los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
extractos de encino probados se muestran en la grafica 14; el analisis
estadistico determind que se presenta una homogeneidad para las
concentraciones de 120 y 200 mg mL" para las tres estructuras (Apéndice 3.2
Eschericha coli).

Escherichia coli
12
E 10 4 a
3 a —
£ g a b |
:2 b b I hoja
.-_g 6 | Hrama
c
k= H corteza
g 4
(]
o
® 2
=
0
120 200 500
Concentraciéon mg mL ™

Grafica 14. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaino promedio de los halos
de inhibicién en los cultivos de Escherichia coli; ay b denotan diferencia estadistica
significativa
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El encino presenta gran valor fitoquimico debido a los metabolitos secundarios
que produce, y de manera particular los llamados polifenoles, ya que exhiben
actividades antimicrobiana, antioxidante, antimutagénica; estos compuestos se
encuentran de manera natural en hojas, corteza y semillas de arboles de
encino, lo que significa que no interfieren con el aprovechamiento de la
madera. Dentro de los compuestos fendlicos, los taninos son los que muestran
una gran actividad antimicrobiana, segun la herbolaria tradicional y se
encuentran en mayor concentracién en la corteza y hojas de encino (Tola,
2001), lo cual concuerda con los resultados obtenidos para Escherichia coli la
cual fue inhibida por todos los extractos y sus diferentes concentracion de
Quercus rugosa probados en esta investigacion

La concentracidon minima inhibitoria para los extractos de las tres estructuras
fue 120mg mL™".

Enterococcus faecalis

La inhibicién del crecimiento de Enterococcus faecalis; debido a la actividad
antimicrobiana del encino puede ser observada en la grafica 15 donde para el
extracto de corteza se presentaron los mayores halos de inhibicion
presentando valores promedios de 6.5, 7.9 y 9 respectivamente.

Para las estructuras de rama y hoja en las concentraciones de 120 y 200 mg
mL™" el efecto inhibitorio del extracto frente a este patdgeno es similar y no hay
diferencia estadistica segun lo arrojado por el analisis estadistico en el cual
también se observa que la corteza es la unica estructura que presenta
diferencia estadistica marcada (Apéndice 3.3 Enterococcus faecalis).
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Grafica 15. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaiio promedio de los halos
de inhibicion en los cultivos de Enterococcus faecalis.; ay b denotan diferencia
estadistica significativa
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Los trabajos realizados en otras especies plantas medicinales (Castro et al.,
1986, Caceres et al., 1990, Avelladena et al., 2004) que demostraron la
presencia de actividad antimicrobiana apoyan los resultados de este trabajo
correspondientes a la especie Quercus rugosa Nee, lo cual pudiera deberse a
la presencia de determinados compuestos comunes en las especies del
género.

Finalmente se puede concluir que se requieren estudios posteriores para
dilucidar la naturaleza de los principios activos de la corteza del tronco rama y
hojas de este encino, responsables de las propiedades antibacterianas del
extracto evaluado.

Streptococcus B -hemolitico

Streptococcus-B-hemolitico
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Grafica 16. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaino promedio de los halos
de inhibicién en los cultivos de Streptococcus 8 —hemolitico. ; a, b y ¢ denotan diferencia
estadistica significativa

Al aplicar los extractos de Quercus rugosa a, Streptococcus B -hemolitico los
resultados mostraron que las diferentes concentraciones tienen actividad
antimicrobiana desde la concentracion minima inhibitoria que fue la de 120 mg
mL".

Este efecto se muestra en la grafica 16 donde se aprecia que la estructura de
corteza presenta para las concentraciones de 200 y 500 mg mL™" los mayores
halos de inhibicion (con valores alrededor de los 7 y 9 mm) no asi para la
concentracion de 120 mg mL™" en donde los mejores halos de inhibicion fueron
presentados por la estructura de la hoja (con halos alrededor de los 6 mm).

En cuanto a la estructura de la rama esta presenté los menores halos de
inhibicion para todas las concentraciones.

Estadisticamente las tres concentraciones presentan una diferencia marcada.

(Apéndice 3.4 Streptococcus B-hemolitico).
Staphylococcus aureus
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Staphylococcus aureus demostrd ser susceptible a la accion de los extractos
de hoja rama y corteza de Quercus, proporcionalmente a las concentraciones
de los mismos observando un aumento en el diametro de inhibicién en medida
que aumentaba la concentracién de estos, tal como se observa en la grafica
17.

Staphylococcus aureus
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Grafica 17. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaio promedio de los halos
de inhibicion en los cultivos de Staphylococcus aureus.; a, b y ¢ denotan diferencia
estadistica significativa.

La concentracién minima inhibitoria fue la de 120 mg mL", la corteza es la
estructura que muestra los mayores halos de inhibicidn y la hoja los menores.
En cuanto a comparaciones multiples por concentracion las estructuras de hoja
y rama se comportan como grupos homogéneos (Apéndice 3.5 Staphylococcus
aureus).

Mediante técnicas de difusion en agar, se demostré que los extractos de
Quercus rugosa presenta actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus
aureus resultados que se encuentran en concordancia con lo demostrado por
Romero y colaboradores (2005) quien con estas mismas técnicas , mostré que
el extracto etandlico de hojas y corteza de Polylepis australispresenta tiene
actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa, lo cual evidencia que el etanol 70 % es un solvente eficaz para la
extraccidon de productos antimicrobianos debido a que muchos de los
compuestos con actividad antibidtica identificados en las plantas son
sustancias aromaticas o moléculas organicas saturadas, para los cuales el
etanol es un solvente ideal.

Mycobacterium phlei
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Los valores promedio que muestra la grafica 18 analizan el tamafio de los halos
de inhibicion obtenidos en la prueba de sensibilidad aplicada a Mycobacterium
phlei ademas se deduce que la concentracion minima es 120 mg mL™".
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Grafica 18. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaiio promedio de los halos
de inhibicién en los cultivos de Mycobacterium phlei; a y b denotan diferencia
estadistica significativa.

Para el caso de la estructura de hoja y rama estas mantienen un
comportamiento similar en las concentraciones de 200 y 500 mg mL™". La
estructura que presentd los mejores halos de inhibicion para las tres
concentraciones fue la corteza con valores que oscilan entre los 5.7 y 8.5 mm
como se puede apreciar en la figura 6.

Por otro lado el analisis de comparaciones multiples realizado nos permite
corroborar que las concentraciones de 120 y 500 mg mL™" se muestran como
grupos homogéneos (Apéndice 3.6 Mycobacterium phlei).

Figura 6. Efecto del extracto de Q. rugosa sobre el cultivo de Mycobacterium phlei.
Streptococcus mutans
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Streptococcus mutans muestra respuesta ante el extracto de encino, la
concentracion minima inhibitoria es 120 mg mL™ y la inhibicion del patégeno
se da en una relacion directamente proporcional con la concentracién.

Las estructuras que se presentan segun el analisis estadistico (Apéndice 3.7
Streptococcus mutans) como grupos homogéneos son la hoja y la rama para
las tres diferentes concentraciones probadas en este estudio; ademas dichas
estructuras presentan los mayores halos de inhibicidon para la concentracién de
los 120 mg mL™" mientras que para los 200 y 500 mg mL" la corteza es quién
presenta dichos halos como se puede apreciar en la grafica 19.
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Grafica 19. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaio promedio de los halos
de inhibicién en los cultivos de Streptococcus mutans; ay b denotan diferencia
estadistica significativa

Macias en el 2004 en su tesis La Herbolaria Medicinal del Parque Nacional
|zta-Popo como Antimicrobiano de Patdégenos de la Cavidad Oral menciona
que se trabajaron tres tipos de encino entre los que figura Quercus rugosa
encontrando en las pruebas de sensibilidad antimicrobiana realizadas que los
extractos de hoja rama y corteza de dicho encino inhiben el desarrollo de
Streptococcus mutans lo apoya los resultados obtenidos durante esta
investigacion.

HONGOS

Las micosis varian considerablemente en sus manifestaciones, pero tienden a
ser enfermedades subagudas o crénicas de curso indolente y recurrente. Los
hongos rara vez causan infecciones agudas como las producidas por muchos
virus y bacterias. Las infecciones causadas por hongos afectan la piel, las unas
u otras zonas superficiales y hay muchos farmacos para tratar las infecciones
por hongos, entre los que se incluyen medicamentos orales e intravenosos asi
como muchos agentes de aplicacion tépica los cuales generalmente son muy
costosos (Gonzalez y Cameros F, 1996).Los hongos que pertenecen al género
Candida en especial Candida albicans (el cual produce candidiasis), puede
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infectar los érganos internos y las membranas mucosas de la boca, garganta y
tracto genital y son cada vez mas comunes en la poblacién lo que crea la
necesidad de encontrar en las plantas medicinales nuevos compuestos que
actuen de forma directa sobre la actividad patégena de estos organismos
(Gonzalez y Cameros F, 1996).

Los resultados de la evaluacién de la actividad antimicrobiana de los diferentes
extractos utilizados en este trabajo aparecen en las siguientes tablas.

Candida albicans.

En la grafica 20 se observan los resultados en las distintas condiciones
experimentales demostraron que el extracto de corteza evidencia una actividad
antimicética ligeramente mayor que el de hoja y rama para la concentracion de
500 mg mL" lo que la hace estadisticamente diferente segun la pruebas
estadistica aplicada. Las tres estructuras manifiestan efecto inhibitorio desde
los 120 mg mL™".
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Grafica 20. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaio promedio de los halos
de inhibicion en los cultivos de Candida albicans; a y b denotan diferencia estadistica
significativa.

Para las concentraciones de 120 y 200 mg mL™ las estructuras se comportan
como grupos homogéneos (Apéndice 4.1 Candida albicans).

A los 120 mg mL™" la estructura de la rama obtuvo los menores halos de
inhibicion con valores promedio de 8 mm; para la concentracion de 200 mg
mL™" las tres estructuras presentaron halos de inhibicidén similares con valores
promedio de 9 mm.
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La accion antimicrobiana de los extractos vegetales frente a Candida albicans
se han mostrado en algunos otros estudios como los realizados por Hernandez
y Rodriguez en el 2001 en donde Con el extracto de O. Basilicum L se pone de
manifiesto que de las especies microbianas estudiadas las mas sensibles
resultaron ser las bacterias Gram (+) y la levadura Candida albicans.

Candida tropicalis.

El hongo analizado se inhibe ante las tres estructuras probadas a partir de los
120 mg mL" siendo esta la concentracién minima inhibitoria (Grafica 21).

El mayor efecto inhibitorio para la concentracién de 120 mg mL™"lo presento la
estructura de la hoja y las estructuras de rama y corteza tuvieron halos de
inhibicion similares con valores promedio de 5.1mm, para los 200 mg mL™" las
tres estructuras tuvieron comportamiento similar con halos de 6.9y 7.1 mm vy
finalmente para la concentraciéon de 500 mg mL"' la corteza fue la que
manifestd los mayores halos con valores de 9.8 mm.

Candida tropicalis
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Grafica 21. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaifio promedio de los halos
de inhibicion en los cultivos de Candida tropicales; a 'y b denotan diferencia estadistica
significativa.

Candida krusei.

Los resultados mostraron que los extractos de Quercus rugosa tienen actividad
antimicrobiana desde la concentracién minima inhibitoria 120 mg mL" para
Candida krusei .

Para los 120 y 200 mg mL™" segln los resultados del analisis estadistico
realizado (Apéndice 4.3 Candida krusei) las tres estructuras se comportan
como grupos homogéneos con halos de inhibicién con valores de 10 mm, para
la concentracion de 500 mg/mL™ los halos de mayor tamario fueron obtenidos
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por el extracto de corteza con valores promedio de 13 mm seguida de la hoja 'y
por ultimo la rama (Grafica 22)
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Grafica 22. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaiio promedio de los halos
de inhibicién en los cultivos de Candida krusei; a y b denotan diferencia estadistica
significativa.

Candida stellatoidea.

Los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos
de hoja rama y corteza de Quercus rugosa aparecen en la grafica 23. Como se
puede apreciar, se evidencia una respuesta de inhibicion para Candida
stellatoidea; aunque no para todos los casos.

Este hongo se mostrdé resistente ante la estructura de rama para las
concentraciones de 120 y 200 mg mL™ siendo la concentracion de 500 mg mL-
' la minima inhibitoria para dicha estructura. Para la hoja y corteza la
concentracion minima inhibitoria corresponde a los 120 mg mL™".
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Grafica 23. Interaccioén estructura/concentracion sobre el tamaifio promedio de los halos
de inhibicién en los cultivos de Candida stellatoidea; a, b y ¢ denotan diferencia
estadistica significativa.
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De acuerdo con el analisis estadistico realizado, se puede decir que para las
concentraciones de 120 y 200 mg mL™" no existe diferencia estadistica entre los
efectos causados por los extractos de hoja y corteza, mientras que la
concentracion de 500 mg/mL" es estadisticamente diferente (Apéndice 4.4
Candida stellatoidea).

Figura 7. Efecto del extracto de Q. rugosa sobre el cultivo de Candida stellatoidea.

Geotrichum sp.

Para esta prueba de sensibilidad en la grafica 24 los resultados evidenciaron
que Geotrichum sp se muestra resistente ante la estructura de la hoja en sus
tres diferentes concentraciones.
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Grafica 24. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaifio promedio de los halos
de inhibicién en los cultivos de Geotrichum sp; a y b denotan diferencia estadistica
significativa.
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Los mejores halos de inhibicion fueron obtenidos por la estructura de la corteza
y los mayores halos de dicha prueba se presentaron a la concentracion de 500
mg mL™" con valores promedio de 10.6 mm; lo cual puede relacionarse con lo
citado en la literatura en donde se menciona que la composicion quimica de la
corteza de los encinos tiene un alto contenido en taninos cuyas propiedades
antimicrobianas estan relacionadas al control de hongos patégenos como lo es
Geotrichum (Quer, 1961).

Porter (1989), en el libro Fitoterapia Aplicada reporta varios estudios realizados
con Quercus robur en donde se evidencian la actividad antimicrobiano de los
extractos de corteza de este encino sobre Geotrichum sp.

De esta grafica se puede deducir que para las estructuras de rama y corteza
el tamano del halo de inhibicibn aumenta conforme aumenta la concentracion
por lo que la concentracion minima inhibitoria para dichas estructuras es la de
120 mg mL™" En cuanto a comparaciones multiples por concentraciones las tres
presentan una diferencia estadistica marcada. (Apéndice 4.5 Geotrichum sp)

Criptococcus neoformans.

La grafica 25 brinda un panorama general de la interaccion entre estructura y la
concentracion sobre el tamafo de los halos de inhibicion para esta cepa.

Se observa claramente que para las tres concentraciones las estructuras de
hoja y corteza mostraron un comportamiento similar con halos de inhibicion
que oscilan entre los 5.3 y 6.1 mm.
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Grafica 25. Interaccion estructura/concentracion sobre el tamaiio promedio de los halos
de inhibicion en los cultivos de Criptococcus neoformans.

Para las tres estructuras la concentracion minima inhibitoria fue la
correspondiente a los 120 mg mL" y en cuanto a comparaciones mulltiples por
concentraciones no se presenta una diferencia estadistica marcada. (Apéndice
4.6 Criptococcus neoformans)
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4.7 Concentraciéon minima inhibitoria patégena del hombre.

En la grafica 26 podemos observar que todas las bacterias patdgenas del
hombre utilizadas en esta investigacion tuvieron efecto inhibitorio en la
concentracion mas baja 120 mg mL™, siendo esta la concentracion minima
inhibitoria.
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Grafica 26. Tamaio promedio de halos de inhibicion (mm) con las diferentes bacterias
patoégenas del hombre a la concentracion minima inhibitoria del extracto de hoja ramay
corteza de Quercus rugosa Nee

1. Corybacterium xerosis; 2. Escherichia coli; 3. Enterococcus faecalis; 4.
Streptococcus beta-hemolitico; 5.Staphylococcus aureus; 6. Mycobacterium phlei;
7.Streptococcus mutans.

Para el extracto de hoja a dicha concentracion Staphylococcus aureus (5)
demostré ser la bacteria mas resistente mientras que para los extractos de
rama y corteza a lo fue Escherichia coli (2).

Los mayores halos de inhibicién a los 120 mg mL™) fueron obtenidos por
Staphylococcus aureus (5) para el extracto de corteza mientras que para rama
y hoja fue Streptococcus mutans (7).

Para el caso de los hongos patdégenos la concentracidn minima inhibitoria
también corresponde a los 120 mg mL™; el extracto de corteza de Quercus
rugosa Nee fue quién inhibié el crecimiento de todos los hongos patégenos
utilizados, y los extractos de hoja y rama solo inhibieron a 5 de ellos (Grafica
27).
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Grafica 27. Tamaiio promedio de halos de inhibicién (mm) con los diferentes hongos
patégenos del hombre a la concentracién minima inhibitoria del extracto de hoja ramay
corteza de Quercus rugosa Nee

8. Candida albicans; 9 Candida tropicales; 10. Candida krusei; 11. Candida stellatoidea;
12. Criptococcus neoformans; 13. Geotrichum sp.

Para el extracto de rama Candida stellatoidea se mostro resistente pues solo
presento efecto inhibitorio a la concentracion de 500 mg mL™" siendo esta la
concentracion minima inhibitoria para dicho organismo.

Para el caso del extracto de hoja Geotrichum sp se mostr6 como el hongo
patogeno mas resistente al no presentar inhibicion ante ninguna de las
concentraciones utilizadas.

El organismo que presentd los mayores halos de inhibicién a la concentracién
minima inhibitoria fue Candida krusei esto para los tres extractos utilizados

Los resultados obtenidos en las distintas condiciones experimentales
demostraron la existencia de una actividad antimicrobiana significativa en los
extractos de rama hoja y corteza de Quercus rugosa, resultados similares se
han obtenido con otros extractos de plantas por lo que seria importante seguir
realizando estudios de esta indole con el objeto de poner en evidencia el efecto
de estos extractos como controles biologicos ante diferentes enfermedades de
las plantas y el hombre asi como estudios que permitan conocer si a cierta
concentracion estos extractos y sus metabolitos secundarios al penetrar a un
organismo provocan o no reacciones nocivas (toxicidad de la planta).

4.8 Analisis del estudio de espectroscopia infrarroja.
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4.8.1 Extracto de Corteza

En el estudio de espectroscopia para el extracto de corteza de Quercus rugosa
Nee, se presentan los siguientes grupos funcionales (Ver figura 8)
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Fig. 8.-Andlisis de espectroscopia de infrarrojo para el extracto de Corteza de Quercus
rugosa Nee.

En el rango de longitud:

3347.8: Presenta OH asociado intermolecularmente a un polimero de banda
ancha del tipo de enlace alcohol.

2853.8 -2924.3: Presentan OH asociado intermolecularmente a quelatos
(cetonas) formando cetonas (- dicarbonilicas. Los cuales pueden formar
polihidroxialdehidos también llamados azucares.

1708.7: Presenta cetonas ciclicas de 7 o mas miembros. Presenta huella de
benceno (compuesto aromatico).

1737.1: Presencia de aldehidos alifaticos (B-cetoester)
1607.9: Presencia de amidas primarias libres.
1458.9: Corresponde a la absorcién de la amida. Presenta huella de benceno

(compuesto aromatico) (Castells y Camps, 1970).

4.8.2 Extracto de Rama
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En el estudio de espectroscopia para el principio activo de rama de Quercus
rugosa Nee, se presentan los siguientes grupos funcionales (Ver figura 9).
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Fig. 9.-Andlisis de espectroscopia de infrarrojo para el extracto de Rama de Quercus
rugosa Nee.

En el rango de longitud:

3355.9: Presenta OH asociado intermolecularmente a un polimero de banda
ancha del tipo de enlace alcohol.

2924.2: Presenta OH asociado intermolecularmente a quelatos O-H, O=C
(cetonas) formando cetonas - dicarbonilicas.

1708.7: Presenta cetona ciclica de 7 o mas miembros. Huella de benceno —
Aromatico.

1610.6: Presenta amida secundaria ( B-dicetona quelada C=C)
1512.5: Presencia de grupos aromaticos.
1447.1: Presencia de OH asociado intermolecularmente a un polimero del tipo

de enlace, alcohol que podrian ser glucésidos o hidratos de carbono (Castells y
Camps, 1970).
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4.8.3 Extracto de Hoja

En el estudio de espectroscopia para el principio activo de hoja de Quercus
rugosa Nee, se presentan los siguientes grupos funcionales (Ver figura 10).
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Fig. 10.-Analisis de espectroscopia de infrarrojo para el extracto de Hoja de Quercus
rugosa Nee.

En el rango de longitud:

3317.9: Presenta OH asociado intermolecularmente a un polimero de banda
ancha del tipo de enlace: alcohol, fenol y acido carboxilico.

2921.6: Presencia de OH asociado intermolecularmente a quelatos formando
cetonas (- dicarbonilicas.

2855.8: Presencia de alcanos.

1727.8: B-dicetona. Huella de benceno-Aromatico.

1610.4: B-dicetona quelada C=C. Huella de benceno-Aromatico.

1414.4: Presenta huella de benceno-Aromatico (Castells y Camps, 1970).

La concentracion de los metabolitos secundarios no es uniforme dentro de los
arboles; generalmente, las mayores cantidades se presentan en la corteza,
duramen, raices, base de las ramas y en los tejidos con heridas. (Obst, 1998).
En lo que se refiere a los principales metabolitos secundarios presentes en los

encinos estan: los taninos, el acido salicilico, los acidos grasos y esteroides asi
como otros flavonoides. (Zavala, 1996).
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Los taninos y el acido salicilico se encuentran en grandes cantidades en la
madera, corteza, hojas y frutos, desempefian un papel importante ya que se ha
propuesto que su funcion es disuadir a los herbivoros y causar el efecto
alelopatico sobre otras plantas (respectivamente); el contenido de estos
depende de la especie y del tipo de tejido asi como del estado de madurez en
que se encuentre (Zavala, 1996).

Laks y McKaig (1988) mencionan que los taninos condensables actuan como
preservadores naturales y agentes antifungicos y antibacteriano y que esta es
la razén de su presencia en los tejidos externos de las plantas.

Algunas maderas presentan propiedades de resistencia al ataque de insectos y
otros organismos degradadores. Esta resistencia natural principalmente es
resultado de las adaptaciones que las plantas han desarrollado para disminuir o
eliminar dichos ataques; como lo es la biosintesis de metabolitos secundarios
que contienen uno o varios compuestos con una actividad significativa sobre el
crecimiento y desarrollo patdbgenos que permite usarlos como antimicrobianos
(Kreckova et al. 1988; Reyes, et al. 1995).

Con lo anterior se puede inferir que los grupos funcionales que componen a los
metabolitos secundarios para las tres estructuras (hoja, rama y corteza) del
encino utilizado en esta investigacion posiblemente constituyen: lipidos,
glucésidos, flavonoides, fenoles, taninos y aceites esenciales.

Se han reportado en diversos trabajos la utilizacién de diversas especies de
encinos, asi como de microorganismos patdégenos empleados en esta
investigacion en donde se demuestra la accion antimicrobiana de las plantas
medicinales; sin embargo, en cuanto al uso de los extractos como controles
bioldgicos de plagas y parasitos se tiene muy poca informacion:

Muller-Riebau y colaboradores (1995), en su articulo “Chemical composition
and fungitoxic properties to phytopathogenic fungi of esencial oils of selected
aromatic plants growing wild in Turkey” menciona que la fraccion fendlica de
aceites esenciales de varias plantas aromaticas han mostrado ser toxicas
contra Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum y
Phytophthora capsici.

Rao y colaboradores (1992), en el articulo “Fungitoxic evaluation of essential
oils extracted from higher plants against some sugarcane pathogens in Vitro”
determinaron la fungitoxicidad de los aceites esenciales de la semilla de
Cuminum cyminum vy de los botones florales de Syzigium aromaticum, asi
como que la fraccion aldehidica y fendlica de éstos, mostrando que estos eran
los responsables del efecto contra los hongos.

Luna en el 2000, en su libro “Enciclopedia Medica Naturista” menciona que el
contenido de flavonoides en aloe, frangula, cascara sagrada y cafa brindan
propiedades antifungicas frente a cepas de Candida albicans y Candida
stellatoidea.
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Macias en el 2003 en su tesis “La herbolaria Medicinal del Parque Nacional
|zta-Popo Como Antimicrobiano de Patdégenos de la Cavidad Oral” menciona
que se trabajaron tres tipos de encino entre ellos Quercus rugosa; en las
pruebas de sensibilidad microbiana se obtuvo que el principio activo de la rama
inhibié a Streptococcus B —hemolitico, Staphylococcus aureus, Candida
albicans encontrandose en él los siguientes grupos funcionales: aminas
secundarias, alcanos, cetonas, nitratos, sulfoxidos, quelatos, carboxilos y
fenoles.

Kukinskli (2003), en su libro “Farmacognosia; Estudio de las Drogas y
Sustancias Medicamentos de Origen Natural” menciona que las agallas
resultantes de las protuberancias de los brotes de las ramas jovenes de
Quercus infectoria producidas por Cynpis gallae tinctoriae, contienen taninos; el
principal es el tanino galico o acido galatanico los cuales tienen propiedades
astringentes, antisépticas, antidiarreicos, hemostaticas y vasoconstrictoras.

Céspedes y colaboradores (2006), probaron los extractos metandlico y
cloroférmico de Tagetes lucida, asi como los flavonoides y cumarinas aislados
a partir de estos extractos, y reportaron su efecto sobre bacterias patégenas
del hombre como Escherichia coli, Salmonella sp, Staphylococcus aureus asi
como en los hongos Aspergillus niger, Fusarium moniliforme y Trichophyton
mentagrophytes.

Finalmente puede decirse que la actividad presentada por los diferentes
extractos probados sobre cada uno de los patdégenos estudiados (patdégenos
del hombre y fitopatdgenos) se debe a la presencia de compuestos con efecto
antimicrobiano y a la concentracidn de estos en las diferentes estructuras de la
planta asi como multiples factores como la edad y el tipo de suelo, altitud,
latitud, el clima (temperatura, humedad, radiacién solar), los métodos de cultivo
entre otros.
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4.9 Resultados de las propiedades fisicas y quimicas del suelo

En el cuadro 9 se muestran los valores obtenidos de las propiedades fisicas y
quimicas del suelo presente en la zona de muestreo donde crece Quercus
rugosa Nee.

Cuadro 9. Resultado de las propiedades fisicas y quimicas del suelo donde crece
Quercus rugosa Nee.

PRUEBA RESULTADO
pH real (acuoso). 5.8
pH potencial (KCI). 5.4
% de materia organica. 6.5
Densidad aparente (g/cc). 1
Densidad real (g7cc). 2.2
% espacio poroso 59
% de humedad. 35
Textura. Franco arenoso
% arena. 58
% limo. 25.3
% de arcilla. 16.7
Tipo de suelo Andisol.

Este cuadro muestra los valores de pH que son de 5.8 el real y el potencial de
5.4 lo que indica que son suelos moderadamente acidos, segun la norma oficial
mexicana para suelos (NOM-021-RECNAT-2000), similar a los pH donde
crecen los encinos, los cuales son suelos de reaccion acido moderada (pH 5.5
a 6.5), ello nos indica un alto contenido de materia organica, no hay deficiencia
de hierro y aluminio ( Rzedowski, 1994).

La Materia Organica fue de 6.5% lo cual le corresponde un nivel medio alto por
lo tanto es un suelo de origen volcanico. Se sabe ademas que la presencia de
Materia Organica favorece asi mismo las relaciones convenientes entre el aire
y el agua (mejora la infiltracion de agua y reduce su pérdida por evaporacion),
(Siebe et al., 1996), el porcentaje de humedad para este suelo fue de 35% y en
correlaciéon con la porosidad presente (59% de espacio poroso) que en este
tipo de suelos es muy alta y junto a la densidad aparente de 1 g/cm’y la
densidad real obtenida de 2.2 g/cm® , se puede decir que el suelo presenta
textura media (Franco arenosa) compuesta por un 58% de arena, 25.3% de
limo y 16.7% de arcilla lo que hace que este tipo de suelos se caractericen por
ser ligeros, con buena aireacion y presenten un drenaje eficiente; debido a la
formaciéon de ciertos agregados para evitar que el agua filtrada se pierda a
través del perfil; lo que constituye una propiedad util para especies vegetales
ya que el crecimiento radicular no tendra resistencia y podran penetrar a gran
profundidad y tomar los nutrimentos necesarios para su desarrollo (Robert G., y
Frederick R,1980). La determinacion de los parametros fisicos y quimicos de una
muestra de suelo representativa del sitio donde crece Quercus rugosa Nee
permitié evaluar y corroborar que este corresponde a suelos de tipo Andisol
segun lo correspondiente a lo dicho en la carta edafolégica INEGI, 2001.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

 EI mejor rendimiento en cuanto al peso del extracto seco en
porcentaje lo obtuvo la estructura de la corteza seguida de hoja y por
ultimo la rama.

» Los extractos de las estructuras (hoja rama y corteza) de Quercus
rugosa Nee, en las condiciones de los ensayos realizados
presentaron actividad antimicrobiana frente a las especies de
fitopatdégenas y patdgenas del hombre utilizados.

e La parte de la planta que presentd mayor actividad antimicrobiana
fue la corteza, seguida por la rama vy por la hoja.

* La concentracion minima inhibitoria para los tres diferentes extractos
probados en esta investigacién fue la correspondiente a los 120 mg
mL".

« Para los extractos de hoja, rama y corteza utilizados en esta
investigacién se presentan grupos funcionales como son: OH
asociados a un alcohol, OH asociado intermolecularmente a una
cetona B- dicarbonilica y compuestos aromaticos.

* El suelo donde crece Quercus rugosa Nee, tiene las siguientes
caracteristicas; es acido, con alto contenido en materia organica,
arenoso lo que le confiere buena aireacion y drenaje, caracteristicas
de un Andisol.

» Se concluye de manera general, que la especie Quercus rugosa Nee
es un arbol cuyos extractos actuan como antibacterianos vy
antimicéticos frente a fitopatogenos y patdogenos del hombre,
cumpliéndose la hipotesis establecida.
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de toxicidad para evaluar el riesgo o peligro
potencial que un agente quimico contenido en los extractos puede
ocasionar sobre la salud humanan asi como también si el extracto
afecta a la microbiota edafica benéfica con la cual interacciona la
planta.

La continuacion del estudio al realizar la prueba in vivo y determinar
asi el comportamiento de los extractos asi como la interaccion de
estos con los patdgenos del hombre.

Fomentar el estudio de las plantas medicinales no solo hacia la salud
humana sino también como una alternativa en la proteccion de
cultivos contra la accién de organismos fitopatégenos y malezas cuya
actividad, selectividad y seguridad ambiental sea adecuada.
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APENDICE
APENDICE 1. BACTERIAS FITOPATOGENAS.

1.1 Pseudomona marginalis (1H)

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Estructura)

Método: 95.0 por ciento LSD
Estructura  Conteo Media Grupos Homogéneos

Rama 30 0.0 X

Hoja 30 0.625 X

Corteza 30 8.86667 X

Contraste Diferencia +/- Limites
Corteza - Hoja *8.24167 0.549903
Corteza - Rama *8.86667 0.549903
Hoja - Rama *0.625 0.549903

* Muestran una diferencia estadistica significativa.

1.2 Pseudomona marginalis (Ls-1)

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Estructura)

Método: 95.0 por ciento LSD
Estructura  Conteo Media Grupos Homogéneos

Rama 30 2.675 X

Hoja 30 4.48333 X

Corteza 30 7.64167 X

Contraste Diferencia +/- Limites
Corteza - Hoja *3.15833 1.23274
Corteza - Rama *4.96667 1.23274
Hoja - Rama *1.80833 1.23274

* Muestran una diferencia estadistica significativa.

1.3 Pseudomona marginalis (LsMM4)

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Estructura)

Método: 95.0 por ciento LSD
Estructura  Conteo Media Grupos Homogéneos

Rama 30 2.24167 X

Hoja 30 4.15 X

Corteza 30 6.66667 X

Contraste Diferencia +/- Limites
Corteza - Hoja *2.51667 1.21529
Corteza - Rama *4.425 1.21529
Hoja - Rama *1.90833 1.21529

* Muestran una diferencia estadistica significativa.
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1.4 Erwinia carotovora (4p)

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Estructura)

Método: 95.0 por ciento LSD
Estructura  Conteo Media Grupos Homogéneos

Rama 30 3.8 X

Hoja 30 4.65 X

Corteza 30 7.41667 X

Contraste Diferencia +/- Limites
Corteza - Hoja *2.76667 0.785859
Corteza - Rama *3.61667 0.785859
Hoja - Rama *0.85 0.785859

* Muestran una diferencia estadistica significativa.

1.5 Erwinia carotovora (Ls-N6SS5)

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Estructura)

Método: 95.0 por ciento LSD
Estructura  Conteo Media Grupos Homogéneos

Hoja 30 2.20833 X

Corteza 30 6.375 X

Rama 30 6.71667 X

Contraste Diferencia +/- Limites
Corteza - Hoja *4.16667 1.10792
Corteza - Rama -0.341667 1.10792
Hoja - Rama *-4.50833 1.10792

* Muestran una diferencia estadistica significativa.

APENDICE 2. HONGOS FITOPATOGENOS.

2.1 Sclerotinia spp. (SS).

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Estructura)

Método: 95.0 por ciento LSD
Estructura  Conteo Media Grupos Homogéneos

Corteza 30 0.0 X

Rama 30 0.0 X

Hoja 30 6.56667 X

Contraste Diferencia +/- Limites
Corteza - Hoja *-6.56667 0.142704
Corteza - Rama 0.0 0.142704
Hoja - Rama *6.56667 0.142704

* Muestran una diferencia estadistica significativa.

2.2 Sclerotinia spp. (SP)
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Estructura)

Método: 95.0 por ciento LSD
Estructura  Conteo Media Grupos Homogéneos

Rama 30 0.0 X

Hoja 30 6.93333 X

Corteza 30 9.30833 X

Contraste Diferencia +/- Limites
Corteza - Hoja *2.375 0.400667
Corteza - Rama *9.30833 0.400667
Hoja - Rama *6.93333 0.400667

* Muestran una diferencia estadistica significativa.

2.3 Sclerotium cepivorum (Sc-As)

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Estructura)

Método: 95.0 por ciento LSD
Estructura  Conteo Media Grupos Homogéneos

Rama 30 0.0 X

Hoja 30 0.0 X

Corteza 30 7.80833 X

Contraste Diferencia +/- Limites
Corteza - Hoja *7.80833 0.211713
Corteza - Rama *7.80833 0.211713
Hoja - Rama 0.0 0.211713

* Muestran una diferencia estadistica significativa.

2.4 Penicillium spp (JUGO6-MP14(2))

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Estructura)

Método: 95.0 por ciento LSD
Estructura  Conteo Media Grupos Homogéneos

Corteza 30 0.0 X

Hoja 30 2.39167 X

Rama 30 6.45 X
Contraste Diferencia +/- Limites
Corteza - Hoja *-2.39167 0.362227
Corteza - Rama *-6.45 0.362227
Hoja - Rama *-4.05833 0.362227

* Muestran una diferencia estadistica significativa.

2.5 Penicillium spp. (JUGO6-MP14(3))
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Estructura)

Método: 95.0 por ciento LSD
Estructura  Conteo Media Grupos Homogéneos

Hoja 30 0.0 X

Rama 30 0.0 X

Corteza 30 9.14167 X

Contraste Diferencia +/- Limites
Corteza - Hoja *9.14167 0.462393
Corteza - Rama *9.14167 0.462393
Hoja - Rama 0.0 0.462393

* Muestran una diferencia estadistica significativa.

APENDICE 3. BACTERIAS PATOGNAS DEL HOMBRE.

3.1 Corynebacterium xerosis

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion ~ Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 5.70833 X

200 30 6.275 X

500 30 6.95 X
Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 *-0.566667 0.370812
120 - 500 *.1.24167 0.370812
200 - 500 *-0.675 0.370812

* Muestran una diferencia estadistica significativa.

3.2 Eschericha coli

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibiciéon por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion  Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 3.89167 X

200 30 4.28333 X

500 30 5.3 X
Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 -0.391667 0.726658
120 - 500 *-1.40833 0.726658
200 - 500 *-1.01667 0.726658

* Muestran una diferencia estadistica significativa

3.3 Enterococcus faecalis
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion  Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 5.73333 X

200 30 6.375 X

500 30 7.425 X
Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 *-0.641667 0.290851
120 - 500 *-1.69167 0.290851
200 - 500 *-1.05 0.290851

* Muestran una diferencia estadistica significativa

3.4 Streptococcus B-hemolitico

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion  Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 4.99167 X

200 30 6.34167 X

500 30 6.95 X
Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 *-1.35 0.391489
120 - 500 *-1.95833 0.391489
200 - 500 *-0.608333 0.391489

* Muestran una diferencia estadistica significativa

3.5 Stapylococcus aureus

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion  Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 54 X

200 30 6.04167 X

500 30 7.18333 X
Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 -0.641667 0.730738
120 - 500 *-1.78333 0.730738
200 - 500 *-1.14167 0.730738

* Muestran una diferencia estadistica significativa

3.6 Mycobacterium phlei
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion  Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 5.14167 X

200 30 5.94167 X

500 30 6.95 X

Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 *-0.8 0.467278
120 - 500 *-1.80833 0.467278
200 - 500 *-1.00833 0.467278

* Muestran una diferencia estadistica significativa

3.7 Streptococcus mutans

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion  Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 5.84 X

200 30 7.30833 X

500 30 8.23333 X
Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 *-1.46833 0.395586
120 - 500 *-2.39333 0.395586
200 - 500 *-0.925 0.395586

* Muestran una diferencia estadistica significativa

APENDICE 4. HONGOS PATOGENOS DEL HOMBRE.

4.1 Candida albicans

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibiciéon por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion  Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 5.98333 X

200 30 6.61667 X

500 30 7.45 X
Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 -0.633333 1.61915
120 - 500 -1.46667 1.61915
200 - 500 -0.833333 1.61915

* Muestran una diferencia estadistica significativa

4.2 Candida tropicales
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicion por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion ~ Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 5.48333 X

200 30 5.8025 X

500 30 8.35 X

Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 *.1.54167 0.950512
120 - 500 *-2.86667 0.950512
200 - 500 *-1.325 0.950512

* Muestran una diferencia estadistica significativa

4.3 Candida krusei

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibiciéon por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion  Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 7.23333 X

200 30 7.675 X

500 30 9.25833 X
Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 -0.441667 1.54994
120 - 500 *.2.025 1.54994
200 - 500 *.1.58333 1.54994

* Muestran una diferencia estadistica significativa

4.4 Candida stellatoidea

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion  Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 3.96667 X

200 30 4.54167 X

500 30 7.46667 X

Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 -0.575 1.48817

120 - 500 *-3.5 1.48817

200 - 500 *.2.925 1.48817

* Muestran una diferencia estadistica significativa

4.5 Geotrichum sp
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicion por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion ~ Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 3.75833 X

200 30 4.6 X

500 30 5.53333 X

Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 *.0.841667 0.329737
120 - 500 *1.775 0.329737
200 - 500 *-0.933333 0.329737

* Muestran una diferencia estadistica significativa

4.6 Criptococcus neoformans

Prueba de comparaciones multiples de Tukey (Inhibicién por Concentracion)

Método: 95.0 por ciento LSD
Concentracion  Conteo Media Grupos Homogéneos

120 30 5.19167 X

200 30 5.66667 X

500 30 5.91667 X

Contraste Diferencia +/- Limites
120 - 200 -0.475 0.246635

120 - 500 -0.725 0.246635
200 - 500 -0.25 0.246635

* Muestran una diferencia estadistica significativa
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