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Resumen

Las plantas sintetizan metabolitos secundarios que les permiten relacionarse y defenderse del
medio. Su empleo para el control de bacterias fitopatogenas en el marco de la agricultura
sostenible, es una alternativa promisoria al uso de compuestos quimicos sintéticos, debido a que

son biodegradables, de elevada efectividad y no contaminan al medio ambiente.

Entre la gran diversidad de metabolitos secundarios, los flavonoides han mostrado actividad
controladora de fitopatdgenos. Las antocianinas son un grupo abundante de flavonoides
responsables de otorgar los colores que van desde el rojo al morado en tallos, flores y frutos de

algunas plantas, siendo el fruto de la fresa uno de los de mas alto contenido.

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de antocianinas de
fresa contra bacterias fitopatdgenas. Para ello, se evaluaron extractos antocianicos de cinco
variedades comerciales de fresa y se confrontaron con las bacterias por separado por el método
de difusion en disco teniendo como controles antibidticos comerciales. Los extractos
antocianicos de las cinco variedades de fresa mostraron poder inhibitorio contra ambas bacterias

fitopatdgenas superando al bactericida agricola analizado.

Asimismo, los extractos antocianicos de fresa fueron separados por HPTCL y sometidos a
Bioautografia directa para saber qué tipo de compuestos eran los causantes de la inhibicién. Los
resultados sugieren que las antocianinas pelargonidina-3 glucésido y cianidina-3 glucésido,
ademéas de otros compuestos presentes en los extractos antocianicos poseen actividad
antimicrobiana contra las bacterias fitopatdégenas ensayadas.
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Abstract

Plants synthesize secondary metabolites that allow them to interact and defend themselves from
the environment. Its use for the control of phytopathogenic bacteria in the framework of
sustainable agriculture is a promising alternative to the use of synthetic chemical compounds,

because it is biodegradable, highly effective and non-polluting to the environment.

Among the great diversity of secondary metabolites, flavonoids have shown phytopathogen
controlling activity. Anthocyanins are an abundant group of flavonoids responsible for giving
colors ranging from red to purple on stems, flowers and fruits of some plants, the fruit of the

strawberry being one of the highest content.

The objective of this study was to evaluate the in vitro antimicrobial activity of strawberry
anthocyanins against phytopathogenic bacteria. For this, anthocyanic extracts of five
commercial strawberry varieties were evaluated and the bacteria were confronted separately by
the disc diffusion method with commercial antibiotic controls as controls. The anthocyanic
extracts of the five strawberry varieties showed inhibitory power against both phytopathogenic

bacteria, overcoming the analyzed agricultural bactericide.

Also, anthocyanin strawberry extracts were separated by HPTCL and subjected to direct
Bioautography to know what type of compounds were causing the inhibition. The results
suggest that the anthocyanins pelargonidin-3 glucoside and cyanidin-3 glucoside, in addition to
other compounds present in the anthocyanin extracts, have antimicrobial activity against the
phytopathogenic bacteria tested.
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| INTRODUCCION

Las plantas, al ser organismos sésiles, destinan parte de su energia en la fabricacion de
compuestos quimicos que les permiten relacionarse con el ambiente; dichos compuestos,
denominados metabolitos secundarios, tienen diversas funciones como la comunicacion con
otros organismos, para repeler o atraer insectos 0 como proteccion ante ciertos efectos del
ambiente e, incluso, para evitar la multiplicacién y ataque de microorganismos fitopatégenos
(Ortiz et al., 2014).

Desde un punto de vista antropocéntrico, las plantas son fuente de metabolitos secundarios que
pueden emplearse para el control de plagas y enfermedades. Un ejemplo es el trabajo realizado
por Ramirez-Reyes et al. (2015) quienes reportaron la inhibicion del crecimiento de las bacterias
fitopatdgenas Pectobacterium carotovorum y Pseudomonas cichorii, responsables de la
pudricion blanda y tizén bacteriano, respectivamente, por el extracto floral de magnolia
(Magnolia schiedeana). Asimismo, Chirinos et al. (2013), evaluaron el efecto controlador de 16
extractos vegetales contra Xanthomonas axonaphodi pv. manihotis causante de bacteriosis en
yuca, y Xanthomonas sp.; destacando los extractos de nispero (Mespilus germanica) y jambul

(Syzygium cumini) que lograron inhibir el crecimiento de ambas bacterias.

Entre la gran variedad de metabolitos secundarios de las plantas destacan los compuestos
fenolicos; a los cuéles, entre otras cosas, se les atribuye actividad antimicrobiana. Apolonio-
Rodriguez et al. (2017), evaluaron extractos de hojas de vid silvestre (Vitis spp.) con alto
contenido de compuestos fendlicos (19.9 mg/mL) confrontandolos contra el hongo fitopatdgeno
Botrytis cinerea, responsable de la enfermedad de moho gris, logrando la inhibicion del

crecimiento del hongo.

Dentro de la clasificacion de los compuestos fenolicos, los flavonoides se encuentran
ampliamente distribuidos en las plantas; éstos, entre otras propiedades, presentan actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antialérgica, antiviral y anticancerigena, previniendo
enfermedades cardiovasculares y la diabetes (Benavente-Garcia & Castillo, 2008; Soto

Vazquez, 2015). Aunado a esto, algunos flavonoides actian también como antimicrobianos




tanto en humanos como en plantas mediante la destruccion total del patégeno o atenuando su

actividad al inhibir la sintesis de peptidoglicanos y ribosomas (Xie et al., 2015).

Existen trabajos que avalan lo anterior. Por ejemplo, Diaz-Gémez et al. (2013), probaron el
efecto antimicrobiano del flavonoide catequina y del &cido fendlico acido galico sobre
Helicobacter pylori logrando su inhibicion con ambos compuestos. De igual manera, Ammar et
al. (2013), confrontaron cuatro flavonoides de Tephrosia apollinea L.: (isoglabratafrin, (+)-
glabratafrin, tefroapolin-F y lanceolatin-A) contra los hongos fitopatdgenos Alternaria
alternata, Helminthosporium sp., Colletotrichum acutatum y Pestalotiopsis sp., mostrando
actividad antifungica sobre todos; siendo tefroapolin-F el méas efectivo con un porcentaje de
inhibicidn entre 32.8 y 58.3 %.

Las antocianinas forman parte del grupo de los flavonoides. Confieren las tonalidades que van
desde el rojo hasta el morado en flores, tallos y frutos de algunas plantas (Castafieda-Ovando et
al., 2009). Algunos estudios apuntan a las antocianinas como responsables de presentar
actividad antimicrobiana. Burdulis et al. (2009), confrontaron extractos del fruto de arandano
(Vaccinium myrtillus L.) y mora azul (Vaccinium corymbosum L.) sobre bacterias
enteropatdgenas Gram positivas (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Enterococcus faecalis y Bacillus subtilis) y Gram negativas (Salmonella typhimurium,
Citrobacter freundii, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), asi como contra ocho
levaduras: Candida parapsilosis, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus var.
lactis, Pichia kluyveri, Rhodotorula rubra, Saccharomyces cerevisiae, Trichosporon cutaneum
y Torulaspora delbrueckii. Las cepas mas sensibles a los extractos fueron C. freundii y E.
faecalis; mientras tanto, las levaduras mostraron resistencia. En este mismo estudio, los autores

revelaron que la cianidina es la antocianina dominante en arandano y la malvidina en mora azul.

Cesoniené et al. (2009), utilizaron extractos del fruto de arandano rojo europeo (Vaccinium
oxycoccos) para confrontarlos con bacterias enteropatdgenas Gram positivas y Gram negativas
logrando un efecto antimicrobiano sobre estas, siendo més sensibles Listeria monocytogenes y

E. faecalis con 20.35 y 19.71 mm de inhibicion, respectivamente.

En los frutos de fresa, la pelargonidina y la cianidina son las antocianinas mas abundantes

(Lopes da Silva et al., 2007; Basu et al., 2010). La fresa ha sido motivo de investigacion debido




a las propiedades medicinales que posee, pero recientemente, se esta indagando sobre su
potencial antimicrobiano. En este sentido, Huerta (2016), explord el efecto antifungico de
antocianinas de fresa contra los hongos fitopatégenos de Botrytis cinerea y Colletotrichum
gloeosporioides. Sin embargo, ain no se conoce su efecto inhibitorio contra bacterias

fitopatdgenas.

Los principales géneros de bacterias fitopatdgenas que atacan a los cultivos son: Pseudomonas,
Ralstonia, Xanthomonas, Agrobacterium, Erwinia, Xyllela, Dickeya y Clavibacter (Mansfield
et al., 2012). Segun datos de la Agenda Nacional de Investigacién, Innovacion y Transferencia
de Tecnologia para el Desarrollo Rural Sustentable, en Michoacén, las bacterias fitopatdgenas

mas comunes son Pseudomonas syringae y Xanthomonas vesicatoria (SNITT, 2016).

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se evalud la actividad antimicrobiana de antocianinas
de frutos de fresa contra las bacterias fitopatdgenas de Pseudomonas syringae y Xanthomonas

vesicatoria.




Il ANTECEDENTES

2.1 Metabolismo secundario de las plantas

El metabolismo es una serie de reacciones fisicas y quimicas que ocurren en un organismo por
las que se sintetizan y modifican estructuralmente los diversos elementos que lo conforman. Al
igual que todo organismo, las plantas tienen un metabolismo que incluye diversas reacciones
quimicas fundamentales para su supervivencia y reproduccion denominado metabolismo basal,
el cual estd implicado en los procesos respiratorios y fotosintéticos, asimilacion de nutrientes,
sintesis de biomoléculas bésicas o transporte de solutos, entre otros (Avalos & Pérez-Urria,
2009).

Sin embargo, las plantas destinan parte del carbono asimilado y de la energia para la sintesis de
una gran variedad de metabolitos que, aparentemente, no son esenciales, pero tienen funciones
variadas, como la interaccion con otros organismos para su supervivencia. Algunas de estas
funciones tienen que ver con atraer o repeler organismos por medio de olores especificos; otras,
generan pigmentos con un color determinado para atraerlos y lograr polinizar y dispersar sus

semillas (Palacios-Rojas et al., 2008).

Asi, pues, este tipo de compuestos denominados en otros tiempos metabolitos secundarios son
productos de un gran nimero de rutas metabdlicas secundarias, que actdan de diferentes formas
como sefiales moleculares en la planta y a su alrededor para defenderse del medio; de esta
manera, se puede inducir su produccion a través de varios tipos de estrés y generar proteccion a

las plantas (Lattanzio et al., 2006).

Por otra parte, algunos de estos compuestos tienen un valor comercial y médico con aplicaciones
en varios tipos de industrias, ya que se incluyen como ingredientes activos en la fabricacién de
medicamentos, insecticidas, herbicidas, colorantes y perfumes, entre otros (Fumagali et al.
2008).

Este tipo de metabolitos no se encuentran en todos los grupos de plantas ni en las mismas
cantidades. Su sintesis, frecuentemente, es dependiente de la etapa de desarrollo de la planta y

sus niveles aumentan como parte de la respuesta al estrés bidtico o abidtico; asimismo, ocurren




en distintos lugares de la célula y pueden almacenarse en érganos y tejidos diferentes a los de
su sintesis (Sepulveda et al., 2003).

La variabilidad estructural que presenta este grupo de compuestos esta dada por modificaciones
quimicas como hidroxilacion, metilacion, epoxidacion, malonilacion, esterificacion vy
glucosilacion a una estructura basica. Actualmente, existen aproximadamente 100,000
estructuras de metabolitos secundarios en que la mayoria se pueden agrupar de acuerdo a su
composicion quimica basica en terpenos, alcaloides y compuestos fenolicos (Sepulveda et al.,
2003; Pérez-Alonso & Jiménez, 2011; Taiz & Zenger, 2010).

2.1.1 Terpenos

Es el grupo de metabolitos secundarios mas numeroso con mas de 40,000 moléculas distintas.
Su funcidn esta dirigida al crecimiento vegetal y supervivencia de las plantas, forman parte de
las membranas de las plantas sirviéndoles como repelentes de herbivoros. En este grupo se
encuentran hormonas (&cido abscisico, giberelinas y citocininas), pigmentos carotenoides,
clorofilas y plastoquinonas, ubiquinonas, esteroles, derivados de esteroles (glicésidos cardiacos)
y aceites esenciales. Asimismo, entre los terpenos con actividad antiherbivoros se encuentran
las saponinas (con propiedades detergentes) y los cardendlidos, compuestos que iniciaron la
industria farmacéutica. Los terpenos se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno
que contiene, pues se derivan de la union de unidades de este. Se sintetizan a partir de
metabolitos primarios mediante las rutas de &cido mevalonico y metileritritol fosfato. Son de
interés comercial por sus aromas y fragancias en industrias alimentaria y cosmética (Avalos &
Pérez-Urria, 2009).

2.1.2 Compuestos nitrogenados o alcaloides

Es un grupo de metabolitos secundarios presentes en el 20% de las plantas vasculares,
aproximadamente; la mayoria dicotiledoneas herbaceas. Tienen valor terapéutico en humanos,
pues originan respuestas psicologicas y fisiolégicas como consecuencia de su interaccion con
neurotransmisores; sin embargo, a elevadas dosis, pueden ser muy téxicos, pero en dosis bajas
son aprovechados por la industria médica como tranquilizantes, relajantes musculares,

analgésicos o antitusivos. En este grupo se encuentra la morfina, codeina, heroina, vinblastina,




cocaina, citicina y nicotina, entre otros. La mayoria de los compuestos nitrogenados se sintetizan
en la ruta de &cido shikimico a partir de aminoacidos arométicos y alifaticos formados en el
ciclo de Krebs (Sepulveda et al., 2003; Avalos & Pérez-Urria, 2009).

2.1.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un grupo muy variado de metabolitos secundarios de las plantas,
también conocidos como polifenoles o fenilpropanoides. Tienen, como principal caracteristica,
un anillo aromatico con un grupo hidroxilo. Su sintesis se realiza a partir de los aminoacidos
aromaticos formados en la ruta del acido shikimico y a partir de la ruta del acido mevaldnico
teniendo como precursores biosintéticos a un pequefio numero de moléculas de piruvato,
fosfoenolpiruvato, acetato, acetil-CoA y malonil-CoA. Debido a su alta fitotoxicidad, son

almacenados en su forma glucosilada en vacuolas de la planta (Taiz & Zeiger, 2010).

Las funciones de los compuestos fendlicos en las plantas son: la defensa contra herbivoros y
fitopatogenos; la proteccion de rayos UV; la atraccion de polinizadores o pigmentos en las
plantas, flores y frutos (flavonoides); y como mecanismo de soporte y reguladores de
crecimiento (fenilpropanoides simples y derivados del acido benzoico). Por otro lado, ya en los
alimentos, contribuyen a su coloracién, sabor y propiedades antioxidantes (Taiz & Zeiger,
2010).

Su clasificacion es muy variada debido a lo diversificado de sus estructuras y, segun ésta, hay
dos grupos: no flavonoides que, a su vez, tiene dos subgrupos que son los fenoles no carboxilicos
y los &cidos fendlicos, derivados del &cido cindmico y del &cido benzoico; y los flavonoides. Su
distribucion esta determinada por factores enddgenos y exdgenos como la temperatura, la luz o

la interaccion con agentes bidticos (Gimeno Creus, 2004).

2.1.3.1 Flavonoides

Los flavonoides son los compuestos fenolicos que se hallan ampliamente distribuidos en las
plantas. Los pigmentos que confieren color a las flores, frutos y semillas, son flavonoides
(Falcone et al., 2012).

Su estructura quimica (Figura 1) consiste de un esqueleto carbonado que contiene 15 carbonos

acomodados en dos anillos aromaticos (A y B) ligados mediante un anillo pirano (C) en un




puente de tres carbonos. Se biosintetizan por la condensacion de una molécula de p-cumaril-
CoA con tres moléculas de malonil-CoA. Dicha reaccidn se cataliza gracias a la chalcona sintasa
obteniéndose naringerina chalcona, precursor de los flavonoles y antocianinas (Avalos & Pérez-
Urria, 2009).

Figura 1. Estructura quimica basica de flavonoides (Pérez Trueba, 2003).

Su clasificacion depende del grado de oxidacion del puente de tres carbonos, resultando tres
subgrupos principales: antocianinas; flavanonas, flavonas, flavanonoles y flavonoles; y taninos

condensados y lignanos (Figura 2) (Gimeno Creus, 2004; Taiz & Zeiger, 2010).
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Figura 2. Ejemplos de flavonoides y su estructura.




Se han identificado mé&s de 6,000 flavonoides, cuyas funciones principales son: la proteccion
contra la radiacion ultravioleta y contra fitopatdgenos, el transporte de auxinas, la atraccion de
polinizadores a través de la coloracion de flores y la sefializacion durante la nodulacion. Son
responsables del cambio de coloracion de las hojas de muchas plantas durante la senescencia
para evitar dafos a sus células por foto-oxidacion y aumentar la eficacia de la recuperacion de

nutrientes durante esta etapa (Falcone et al., 2012).

Las funciones biologicas de los flavonoides estan relacionadas con su potencial citotdxico y con
la interaccidn que tienen con enzimas a través del complejo proteico. Se sabe que su actividad
antioxidante se debe a la estimulacion de enzimas como la catalasa y la superoxido dismutasa,
reconocidas por su capacidad antioxidante; mientras que inhiben otras como la fosfolipasa y la

oxidasa, las cudles estan relacionadas con los procesos oxidativos (Ciappini et al. 2013).

Asimismo, la sefializacion se manifiesta por parte de las flavonas y los flavonoles que son
secretados por las leguminosas en el suelo a través de sus raices para interactuar con los

microorganismos simbiontes fijadores de nitrogeno (Taiz & Zeiger, 2010).

Por otro lado, a los flavonoides se les atribuye actividad antimicrobiana. Diaz-Solares et al.
(2017), comprobaron la accion inhibitoria de flavonoides aislados de morera (Morus alba L.)
sobre las bacterias enteropatdgenas Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonasa
eruginosa, Klebsiella pneumoniae y Streptococcus ahemolitico.

Asimismo, Miceli et al. (2009), determinaron la composicion de flavonoides de los extractos de
las frutillas de dos especies de enebro comun: Juniperus communis L. var. saxatilis y Juniperus
communis L. var. communis, encontrando 16 flavonoides en el primero, siendo los de mayor
presencia hypolaetin-7-pentosido y quercetin-hexosido; y, ocho en el segundo, siendo los
compuestos mas abundantes el quercetin-hexosido y la isoscutellareina-8-O-hexosido.
Posteriormente, los confrontaron contra bacterias enteropatogenas logrando inhibicion del
crecimiento de Bacillus subtilis, Enterococcus hirae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis.

Por otro lado, Ammar et al. (2013), aislaron cuatro flavonoides de Tephrosia apollinea L.

(Isoglabratefrina, (+)-glabratefrina, tefroapolin-F y lanceolatina-A) mostrando un efecto




inhibitorio contra los hongos fitopatogenos: Alternaria alternata, Helminthosporium sp.,
Colletotrichum acutatum y Pestalotiopsis sp.

2.2 Antocianinas

Dentro de la categoria de los flavonoides, las antocianinas son un grupo de pigmentos
hidrosolubles de coloracion rosa, naranja, roja, azul y violeta distribuidos en el reino vegetal
(Taiz & Zeiger, 2010). Gracias a la pigmentacion que les confieren a las plantas, las antocianinas
poseen funciones de atraccion de polinizadores para la posterior dispersion de semillas y les
atribuye proteccion contra los efectos de la radiacion ultravioleta (Garzon, 2008).

Las antocianinas se encuentran distribuidas en los 6rganos de las plantas como frutos, flores,
tallos, hojas y raices. Se sintetizan en el reticulo endoplasmico en las rutas del &cido maldnico
(anillo A) y shikimico (anillo B) para establecerse en vacuolas de las células epidérmicas y, en
algunas plantas, en los antocianoplastos (Garzon, 2008; Aguilera-Ortiz et al., 2011; Ciowasca
etal., 2011).

Quimicamente, son glucésidos polihidroxilados o acilglicésidos polihidroxilados de
antocianidinas derivados del i6n flavilio (2-fenil-benzopirilio) que consta de dos grupos
aromaticos: un benzopirilio (A) y un anillo fendlico (B) (Figura 3); distinguiéndose, pues, de
otros flavonoides debido a su capacidad para formar cationes flavilio. En otras palabras, se
constituyen por una molécula de antocianidina (aglicona) (Tabla 1) unida a un azUcar a través
de un enlace B-glucosidico, siendo los més distribuidos en la naturaleza los 3-monosidos, 3-
bidsidos, 3-5 y 3-7 diglucdsidos y 3-glucosido; este ultimo es el méas frecuente (Castafieda-
Ovaldo et al., 2009; Aguilera-Ortiz et al., 2011).

Figura 3. Estructura basica de antocianinas (Castafieda-Ovaldo et al., 2009).




Tabla 1. Identificacion estructural de antocianidinas

NOMBRE ABREVIACION SUSTITUCION
Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7
Apigeninidina Ap H OH H OH H OH H
Arrabidina Ab H H OH OH H OH OMe
Aurantinidina Au OH OH OH OH H OH H
Capensinidina Cp OH OMe H OH OMe OH OMe
Carajurina Cj H H OH OH H OMe OMe
Cianidina Cy OH OH H OH OH OH H
Delfinidina Dp OH OH H OH OH OH OH
Europinidina Eu OH OMe H OH OMe OH OH
Hirsutidina Hs OH OH H OMe OMe OH OMe
3"-HidroxyAb 3’ OHAb H H OH OH OH OH OMe
6-HidroxyCy 60HCy OH OH OH OH OH OH OH
6-HidroxyDp 60HDp OH OH OH OH OH OH OH
6-HidroxyPg 60HPg OH OH OH OH H OH H
Luteolina Lt H OH H OH OH OH H
Malvidina Mv OH OH H OH OMe OH OMe
5-MethylCy 5-MCy OH OMe H OH OH OH H
Pelargonidina Pg OH OH H OH H OH
Peonidina Pn OH OH H OH OMe OH H
Petunidina Pt OH OH H OH OMe OH OH
Pulchellidina Pl OH OMe H OH OH OH OH
Riccionidina A RIA OH H OH OH H OH H
Rosinidina Rs OH OH H OMe OMe OH H
Tricetinidina Tr H OH H OH OH OH OH

Fuente: Castafieda-Ovaldo et al., 2009

En la actualidad, se conocen aproximadamente 30 antocianidinas, siendo las mas usuales en

plantas vasculares la cianidina (50%), pelargonidina (12%), delfinidina (12%), peonidina
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(12%), petunidina (7%) y malvidina (7%); las tres primeras son mas comunes en frutos y el
resto en flores (Castarieda-Ovaldo et al., 2009; Cretu & Morlock, 2014).

Asi, pues, con la combinacion de cada una de las antocianidinas con los diferentes azlcares
como la glucosa, ramnosa, galactosa, xilosa, arabinosa, gentobiosa, rutinosa y soforosa, se han
identificado aproximadamente 600 antocianinas, cuyas variaciones se pueden encontrar también
en el esqueleto basico de la antocianidina, es decir, en el nimero y la posicion de los
sustituyentes metoxilo e hidroxilo. La antocianina méas usual en plantas vasculares es la
cianidina 3-glucdésido (Castafieda-Ovaldo et al., 2009; Aguilera-Ortiz et al., 2011; Krliger et al.,
2013).

El pH juega un papel importante en las antocianinas, pues de este depende la forma en que se
encuentran (protonadas, desprotonadas, hidratadas e isémeras) y el color que presentan: rojo
(pH de 1-3), amarillo (pH de 4-5) azul-parpura (pH de 6-7) (Cisowska et al. 2011). De igual
manera, el color es regido por el nimero de grupos metoxilo e hidroxilo en el anillo B y por la
influencia del patron de glicosilacion, el grado y la naturaleza de esterificacion de los azucares
con &cidos alifaticos o aromaticos, la temperatura, el tipo de disolvente y la presencia de
copigmentos. Como ejemplos se tiene cianidina (rojo parpura), pelargonidina (rojo-naranja) y
delfinidina (azul parpura) (Avalos & Pérez-Urria, 2009).

Por otro lado, las antocianinas son inestables y propensas a la degradacion por diferentes
factores como: temperatura, luz, oxigeno, pH, estructura quimica, concentracion, solventes,
actividad de enzimas, otros flavonoides, proteinas, iones metalicos y a asociaciones intra e

intermolecular con otros compuestos (Castafieda-Ovaldo et al., 2009; Kriiger, 2013).

Por otro lado, las industrias alimenticias y cosméticas que requieren de pigmentos para mejorar
las caracteristicas sensoriales de sus productos de manera natural, han aprovechado la propiedad
de las antocianinas de impartir colores atractivos y aplicarlos a sus productos (Garzén, 2008;
Aguilera-Ortiz et al., 2011).

2.2.1 Propiedades bioactivas de las antocianinas

Recientemente, el interés por los pigmentos antocidnicos ha aumentado gracias a sus

propiedades terapéuticas y farmacoldgicas; cuando son consumidas, son incorporadas al torrente
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sanguineo permaneciendo intacta su forma glucosilada, confiriendo efectos benéficos para la
salud (Garzén, 2008).

Diversos estudios han confirmado su actividad antioxidante, pues neutralizan radicales libres en
sistemas biologicos y previenen enfermedades cardiovasculares y crénico degenerativas como

el cancer y la diabetes (Arrazola et al., 2014; Cosavalente-Burgos et al., 2016).

En este sentido, Basu et al. (2010), segun datos del Estudio de Factores de Riesgo de la
Enfermedad Cardiaca Isquémica en Kuopio (KIHD) revelaron que la ingesta de antocianinas
presentes en bayas disminuyo el riesgo de muerte por enfermedades cardiovasculares en 1950
en hombres evaluados durante un seguimiento medio de 12.5 afios. Asimismo, Tsuda et al.
(2013), reportaron que el extracto de Vaccinium oldhamii Miq., el cual es rico en antocianinas,
disminuyé el crecimiento de células HL-60, causantes de la leucemia.

También se les atribuyen propiedades antiinflamatorias, tal es el caso de Vuorela et al. (2005),
quienes descubrieron que dichos compuestos contenidos en frambuesa suprimian a la

prostaglandina EG2, responsable de inflamaciones.

2.2.2 Fuentes de antocianinas

Las antocianinas se encuentran considerablemente distribuidas en gran variedad de plantas
como en los pigmentos de rabanos, col morada, berenjenas, manzanas, tulipanes, rosas y
orquideas, entre otras; pero la principal fuente de antocianinas son los frutos de bayas como los
arandanos, frambuesas, zarzamoras, cerezas y fresas, entre otros (Castafieda-Ovaldo et al. 2009;
Cisowska et al., 2011).

Ante este escenario, Kim et al. (2005), reportaron entre 30.5 y 49.1 mg de antocianinas por 100
g de fruto de cereza (Prunus cerasus L.). Pefia-Varela et al. (2006), obtuvieron entre 28.7 a 55.6
mg por 100 g de fruto de frambuesa (Rubus idaeus L.); mientras que, Moldovan et al. (2012),

encontraron 35.6 mg por 100 g de fruto de arandanos (Vaccinium myrtillus L.).

Entre las frutillas, la fresa es una de las que mas alto contenido de antocianinas tiene, siendo la
pelargonidina 3-glucosido y cianidina 3-glucosido las que mayormente se encuentran en el fruto
(Musilova et al., 2013). En este sentido, Debnath & Ricard (2009), encontraron entre 16.1 a

35.1 mg de cianidina 3-glucosido por 100 g de fruto fresco de fresa.
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2.2.3 Actividad antimicrobiana de antocianinas

Ademas de los beneficios a la salud que confieren las antocianinas, estudios recientes han
reportado actividad antimicrobiana por parte de estas. Este hecho ha conducido a investigadores

a probar extractos antocianicos para combatir patégenos humanos y agricolas.

Lacombe et al. (2010), probaron componentes del arandano rojo americano (Vaccinium
macrocarpon), entre ellos el extracto de antocianinas totales presentes en el fruto, contra

Escherichia coli 0157:H7, que mostro inhibicion con la desintegracion de la membrana externa.

Asimismo, Naz et al. (2007), confrontaron compuestos del fruto de granada (Punica granatum),
entre ellos la pelargonidina-3-galactésido y cianidina-3-glucésido, contra bacterias
enteropatdgenas Gram positivas: Bacillus subtilis, Micrococcus lysodiecticus, Corynebacterium
diphtheriae, C. diphtheriticum, Staphylococcus aureus, S. saprophyticus, S. epidermidis,
Enterococcus faecium, E. faecalis, Streptococcus pneumoniae y S. pyogenes ; y Gram negativas:
E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, P. aeruginosa, Salmonella typhi, S. paratyphi
Ay B, Shigella dysenteriae, S.vsonneie y S. flexneriae; causando inhibicion sobre todas las

cepas, provocando casi el doble de efecto contra las Gram positivas.

En un estudio elaborado por Burdulis et al. (2009), se confrontaron extractos del fruto de
arandano (Vaccinium myrtillus L.) y mora azul (Vaccinium corymbosum L.) contra bacterias
enteropatégenas Gram positivas:  Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Enterococcus faecalis y Bacillus subtilis; y Gram negativas: Salmonella typhimurium,
Citrobacter freundii, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa; asi como contra ocho
levaduras: Candida parapsilosis, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus var.
lactis, Pichia kluyveri, Rhodotorula rubra, Sacharomyces cerevisiae, Trichosporon cutaneumy
Torulaspora delbrueckii. Las cepas més sensibles a los extractos fueron C. freundii y E. faecalis;
mientras tanto, todas las levaduras mostraron resistencia. En este mismo estudio, se reporté que

la cianidina es la antocianina dominante en arandano y la malvidina en mora azul.

De igual manera, Cesoniené et al., (2009) utilizaron extractos de arandano rojo europeo
(Vaccinium oxycoccos) para controlar el crecimiento de bacterias patogenas Gram positivas:
Enterococcus faecalis, Listeriay monocytogenes, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus; y

Gram negativas: Salmonella typhimurium y Escherichia coli; logrando inhibicion sobre estas,
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siendo las mas sensibles L. monocytogenes y E. faecalis con 20.35 y 19.71 mm de inhibicién,

respectivamente.

Recientemente, Gopu et al. (2015), investigaron la actividad inhibitoria del “quorum sensing”
de Syzygium cumini contra Klebsiella pneumoniae, atribuyendo la inhibicion observada a la

malvidina.

No se tiene mucha evidencia sobre la actividad antimicrobiana de las antocianinas obtenidas de
frutos de fresa; sin embargo, Cardenas (2016), comprobd el efecto antimicrobiano de
antocianinas de fresa sobre los patdgenos humanos gastrointestinales E. coli, Salmolella

choleraesuis y Shigella flexneri.

En relacién con la actividad antimicrobiana de antocianinas de fresa contra fitopatdgenos, no se
conoce mucho de su efecto; de hecho, se ignora, en general, hasta el momento, de alguna
evidencia de antocianinas provenientes de plantas contra organismos fitopatdgenos; a excepcion
del trabajo de Huerta (2016), quien comprobd el efecto antifingico de antocianinas de fresa
contra los hongos fitopatdgenos de Botrytis cinerea y Colletotruchum gloeosporioides.

En este sentido, no se tienen registros de que las antocianinas tengan efecto inhibitorio sobre

fitopatdgenos bacterianos.

2.3 Generalidades de la fresa

Debido a su gran sabor y aroma, la fresa es un fruto que se consume a nivel mundial, tanto en
fresco como procesado en un gran nimero de productos. Desde la antigliedad, el hombre ha
utilizado la fresa silvestre como alimento. Fue en Europa donde se realizaron cruzas de fresa a
partir de la proveniente de Ameérica introducida por los primeros colonos de Virginia, Estados
Unidos, obteniendo asi nuevas variedades. Hoy en dia, la presencia de fresa en el mercado se
mantiene todo el afio gracias a invernaderos que ayudan a que su cultivo sea intensivo
(Gonzalez, 2005; Khoshnevisan et al., 2013).

Taxondmicamente (Tabla 2), la fresa pertenece la Familia Rosaceae, Subfamilia Rosoideae y
género Fragaria, que contiene alrededor de 23 especies distribuidas en las zonas templadas del
planeta. Cada especie posee frutos con tamafio, color, firmeza, aroma y forma caracteristicos;

esto se debe a que presentan poliploidia, es decir, varian en cuanto a su nimero de cromosomas.
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Los cultivos de fresas comerciales presentan poliploidia de hasta 8 copias de genoma (Amil-
Ruiz et al., 2011).

Tabla 2. Taxonomia de la fresa
Reino Plantae
Subreino  Embryobionta
Division Magnoliophyta
Clase Rosidae
Subclase Rosonae
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Subfamilia Rosoideae
Tribu Potentilleae
Subtribu  Fragariinae

Género Fragaria
Fuente: Vivas, 2012

La planta de fresa (Fragaria x ananassa Duch.) es dicotileddnea, herbécea, rastrera y perenne
que produce brotes nuevos cada afio y la temperatura ptima para su cultivo oscila entre 10 y
26 °C (Kessel-Domini, 2012; Ledesma et al., 2008).

Su composicion radicular se basa en raices primarias y secundarias de aspecto fibroso que
surgen de la corona, donde se fijan al suelo e incorporan agua y minerales esenciales. Su
profundidad depende de las condiciones del suelo y de la presencia de microorganismos
patdgenos; por lo general, alcanzan de 30 a 40 cm de profundidad, concentrandose la mayor

cantidad en los primeros 25 cm del suelo (Alvarez, 2012).

El tallo esta acortado y es comunmente llamado corona, presenta tejido vascular y de él surgen
las hojas e inflorescencias; puede llegar a formar coronas secundarias o brotes con raices
llamados estolones. Estos se forman a partir de yemas auxiliares de las hojas que se encuentran
en la base de la corona; son rastreros, delgados, largos llegando a medir hasta 20 cm de longitud

y pueden ser usados facilmente para su propagacion (Rosli, 2007; Kessel-Domini, 2012).
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Las hojas son trifoliadas ovaladas y dentadas, de color verde brillante del haz y blancas por el
envés con vellosidad. Poseen una nervadura central muy prominente. Tienen una gran cantidad
de estomas (300-400 estomas/mm?), por lo que presentan una elevada tasa de transpiracion
(Alvarez, 2012).

Las flores aparecen en el &pice y son de color blanco con cinco o seis pétalos y numerosos
estambres. Pueden ser perfectas con érganos femeninos (pistilos) y masculinos (estambres) o
imperfectas, con solo un tipo de 6rgano reproductor. Las inflorescencias se encuentran formadas
con una flor al extremo de cada eje de manera basal o distal. La diferencia estriba en su nimero
y tamafio; siendo basales cuando hay algunas flores de porte similar, mientras que en las distales

hay una sola flor terminal y otras laterales mas pequefias (Alvarez, 2012).

El fruto, caracterizado por su intenso aroma y denominado botanicamente “eterio”, es un falso
fruto de forma ovoide o subglobosos, jugoso, dulce y con un color rojo brillante, aunque con
variaciones que van desde el rosa a naranja y que es comestible; esta formado por un
engrosamiento del receptaculo floral, siendo los aquenios o semillas, de color amarillo sobre el
receptaculo el verdadero fruto. Un fruto mediano puede tener entre 150 y 200 aquenios,
pudiendo llegar a poseer hasta 400, en el caso de un fruto de gran tamafio (Rosli, 2007).

2.3.1 Variedades de fresa

Debido a la gran hibridacion de la especie, existen méas de 1000 variedades en el mundo; cada
una con sus caracteristicas propias como el fotoperiodo, época del afio de siembra, produccion,
morfologia, resistencia a plagas y enfermedades, etc. (SAGARPA, 2009; Santoyo & Martinez,
2009). Asimismo, los factores ambientales y genéticos intervienen en la calidad del fruto y en
el crecimiento de la planta; la cantidad de agua, luz y las diferencias de temperatura, intervienen
en su tamafio. De igual manera, la altitud esta relacionada con la cantidad y tamafio de coronas
y con el contenido de almidon; este Gltimo, siendo almacenado en las raices y coronas, influye
en la propagacion de la planta, su almacenamiento y el rendimiento de los frutos (Rodriguez-
Bautista et al. 2012).

Las variedades de fresa se clasifican en variedades de dia corto y en variedades neutrales. En
las primeras, los brotes aparecen en invierno, debido a que los dias son cortos y las temperaturas

descienden, floreciendo en primavera y generando su fruto en dicha estacion. Mientras tanto, en
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las variedades neutrales no influye tanto la duracion del dia y producen fruto en las temporadas
donde la temperatura se encuentra a 15.5°C de noche (Santoyo & Martinez, 2009).

En México, las variedades mas cultivadas son resultado de la reproduccion en viveros de la
planta madre importada de Estados Unidos; siendo las variedades desarrolladas en la
Universidad de Florida (Festival, Sweet Charlie y Galexia) y en la Universidad de California
(Camarosa, Albion, Camino Real, San Andreas, Frontera, Diamante, Aromas y Ventana) de las
méas sembradas debido a su rendimiento y al mercado al que estan destinadas (Rodriguez-
Ledesma et al., 2016).

En Michoacan, las variedades mas utilizadas son: Festival, Albion, Camino Real, San Andreas
y Frontera (SAGARPA, 2013).

A continuacién, se muestran las principales caracteristicas de las variedades mas utilizadas en

el estado de Michoacan (Eurosemillas, 2017; Moposita, 2011):

e La variedad Festival es de dia corto con frutos de calidad y de buen rendimiento. Su
planta tiene buena polinizacién debido a que sus peciolos son largos; su fruto es de forma
cdnica con un color externo rojo oscuro y el interno rojo brillante con un tamafio que va
de mediano a grande durante la produccion.

e Lavariedad Albion es de dia neutro produciendo frutos durante toda la temporada y son
de facil recoleccion y con excelente vida de anaquel; son simétricos, cénicos, firmes y
de color rojo oscuro.

e Lavariedad Camino Real es de dia corto; sus plantas son pequefias, compactas y faciles
de manejar. Su fruto es grande y de color rojo intenso.

e La variedad San Andreas es de dia neutro con poca necesidad de frio en verano y se
adapta a cualquier temporada de siembra. Su fruto es muy firme de color rojo medio
brillante.

e La variedad Frontera es de dia corto; sus plantas son grandes y vigorosas y su fruto es

de alta calidad gustativa con color rojo intenso brillante.

La Norma Mexicana NMX-FF-062-1987, describe la calidad de fruto de fresa, los factores que

la determinan se definen por el contenido de azUcar y acidez en los frutos, apariencia, sabor,
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brillo, grado de madurez y ausencia de dafos; asi como el color, tamafio y firmeza del fruto,
siendo éstos los mas importantes (Martinez-Bolafios et al., 2008).

2.3.2 Produccion de fresa

La fresa es uno de los frutos més distribuidos y preferidos en el planeta por su sabor y
propiedades, aprovechandose industrialmente para la fabricacion de distintos productos. De esta
manera, se cultiva en grandes cantidades con el fin de su comercializacién, haciéndose presente
en practicamente todo el mundo, con remesas importantes. Su difusion mundial se debe al gran
namero de variedades existentes que se adaptan al medio y a las novedosas técnicas para su
cultivo y manejo, por lo que se produce desde las zonas tropicales y subtropicales hasta zonas
frias (Gonzalez, 2005; Khoshnevisan et al., 2013).

En el afio 2014, el principal productor de fresa fue China con 3,113,000 Ton, seguidos por
Estados Unidos y México con 1,371,573 Ton y 458,972 Ton, respectivamente (FAOSTAT,
2014).

2.3.3 Importancia econdmica en México

La produccion de fresa en México ha ido creciendo en los Gltimas cuatro décadas en México
(Ledn-Lopez et al., 2014), generando 15,000 empleos directos y 4,500 indirectos a lo largo de
la cadena agroindustrial. El pais aument6 su produccion anual en un 12.7% entre 2008 y 2013
debido a que la superficie dedicada a la fresa crecio en ese periodo 40%. Asimismo, se han
incrementado las exportaciones en 10.5% anual llegando a 16 paises del mundo,
correspondiendo el 63% de las exportaciones a fresa fresca, el 35% a fresa congelada y el 2% a
conservas y preparados; siendo el primer destinatario Estados Unidos con un 96% de la
produccidn a exportar, seguido por Canada con el 2%, sobre todo en el periodo invernal. Del
mismo modo, México importa cerca de 20,000 Ton de Estados Unidos (FND, 2015).

El principal productor de fresa en México en el 2015 fue el estado de Michoacan con 253,536.55
Ton, correspondiendo cerca del 70% de la produccién nacional en 2015; los siguientes Estados
productores son Baja California y Guanajuato con 82,607.73 y 28,568.20 Ton, respectivamente
(SIAP, 2015).
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El producto fresa en Michoacén, resulta de gran importancia a nivel nacional no s6lo por su
volumen de produccién sino también por la generacion de empleos y divisas por concepto de
exportacion. En Michoacan, los municipios de Zamora, Tangancicuaro y Jacona fueron los
principales productores de fresa en el afio 2015 con 74,925 Ton, 57,820 Ton y 38,080 Ton,
respectivamente (SIAP, 2015).

Regiones como el Valle de Zamora y Baja California se han especializado en el mercado de
exportacion, mientras que Irapuato y parte de Jalisco venden casi toda su produccion en el

mercado nacional (ImagenAgropecuaria, 2014).

2.3.4 Propiedades nutricionales y medicinales

Los frutos de fresa poseen poder antioxidante por su contenido de &cidos organicos como
oxalico, malico, &cido citrico y salicilico; son ricos en minerales como fésforo, calcio, hierro y
potasio, favoreciendo la transmision y generacion de impulsos nerviosos; contienen fibra y
fructosa que mejoran el transito intestinal y regulan la digestion; destacan por su alto contenido
de vitamina C que favorece las defensas del organismo y participa en la formacion de huesos,
dientes, colageno y glébulos rojos, facilitando la absorcion del hierro de los alimentos (Tabla 3)
(Kessel-Domini, 2012).

Tabla 3. Composicion quimica de frutos de fresas por cada 100 g

Valor energético 40 Kcal
Proteinas 09gr
Grasas 0.50r
Carbohidratos 13 gr
Calcio 21 mg
Fosforo 21 mg
Potasio 164 mg
Acido folico 0.07 mg
Sodio 1 mg
Hierro 1mg

Vitamina A 100 U. I.
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Vitamina B1 0.03 mg

Vitamina B2 0.97 mg
Vitamina B5 0.9 mg
Vitamina C 90 mg

Fuente: Vivas, 2012.
2.3.5 Antocianinas en fresa

Los compuestos bioactivos contenidos en las fresas estan principalmente relacionados con los
flavonoides, siendo las antocianinas las mas abundantes. Se ha reportado que su contenido de
antocianinas totales va desde los 150 a 800 mg de cianidina 3-glucésido Kg? de fruto fresco.
Alrededor de 25 antocianinas en fresas de diferentes variedades han sido identificadas, siendo
las mas comunes la pelargonidina-3-glucdésido y la cianidina-3-glucésido. Asimismo, la glucosa
es el azGcar mas comun presente en las antocianinas de fresa, aunque, también se encuentra la

rutinosa, arabinosa, ramnosa y conjugados (Giampieri et al., 2012).

2.4 Enfermedades causadas por fitopatdgenos

La agricultura actual se ve afectada por distintas plagas y enfermedades que atacan a los cultivos
en su estado de pre y post-cosecha con consecuencias en su produccion y costo (Serrano &
Galindo, 2007). Asimismo, en lugares donde escasea el alimento, las enfermedades en las
plantas repercuten en la nutricion de las personas y en su economia, pues, al haber poco
alimento, aumenta su costo y menor es la cantidad consumida por la poblacion mas vulnerable

provocando dafios a la salud (Agrios, 2005).

Existen multiples factores que provocan enfermedades en las plantas. Pueden generarse debido
a agentes no infecciosos como el estrés ambiental, la falta de nutrimentos y la toxicidad quimica,
0 por microorganismos fitopatdgenos como los hongos, virus, nematodos, micoplasmas y
bacterias. Estos pueden alterar el metabolismo en las células vegetales para la absorcion de sus
nutrientes e, incluso, algunos llegan a bloquear el paso de nutrimentos a toda la planta debido a

su multiplicaciéon en los tejidos del floema y xilema ocasionando la muerte (Agrios, 2005).
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2.5 Bacterias

Son microorganismos unicelulares que miden regularmente desde 0.5 a 2 um, pero hay algunas
que llegan a medir hasta 10 pum. Pertenecen al reino de los procariotas, es decir, carecen de un
nacleo definido; su forma la define la pared celular que puede ser de una sola capa o dos capas;
estd compuesta por peptidoglicanos y envuelta por un glicocalix que la protege del medio. De

acuerdo a su forma, se clasifican en cocos, bacilos y espirilos (Pirez & Mota, 2006).

Otra manera de clasificarlas es por su coloracion luego de aplicar la tincion Gram que las
clasifica en Gram positivas y Gram negativas, tifiéndose de color azul y de color rosa,
respectivamente. La distinta coloracidn se debe a la composicién de la pared celular, pues las
Gram positivas contienen acido teicoico y una sola membrana, mientras que las Gram negativas
contienen lipoproteinas y doble membrana. Gran parte del grupo de bacterias fitopatdgenas son
Gram negativas, cuya clasificacion esta en el Phylum Proteobacteria; mientras que, las Gram

positivas, pertenecen al Phylum Actinobacteria (Pirez & Mota, 2006).

Algunas bacterias cuentan con &pices como flagelo, fimbrias y pilis cuya funcién es de
movilidad o estancamiento. Poseen una membrana citoplasmatica compuesta por una bicapa de
fosfolipidos, proteinas y haponoides que protegen o intercambian sustancias. En su protoplasma
se encuentran un citoplasma soluble, ribosomas, mesosomas, vacuolas y un nucleoide donde se
esta el ADN en un cromosoma de forma circular y cerrado al momento de la reproduccion.
Dicho proceso se ejerce por fisién binaria, siendo exponencial su crecimiento y logrando

mantener el material genético de la primer célula (Molina & Uribarren, 2015).

Las bacterias son los organismos mas abundantes en el mundo. Se distribuyen en todo habitat
logrando sobrevivir en condiciones extremas. Segun Vinuesa (2010), se estima que hay 40
millones de individuos bacterianos en un gramo de suelo y un millén en un mililitro de agua

dulce. En total, se calcula que hay 5x10% bacterias en el mundo, aproximadamente.

Algunas bacterias son de vital importancia para los ciclos biogeoquimicos participando como
descomponedoras de materia organica y reciclaje de elementos. Las bacterias que se encuentran
habitando un organismo pueden ser inofensivas para el mismo e, incluso, en muchos casos,

beneficiosas; sin embargo, existen otras que son patdgenas, las cuales causan diversas
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enfermedades infecciosas y hasta mortales cuando su poblacién aumenta considerablemente en

dicho organismo (Vinuesa, 2010).

En especifico, las bacterias fitopatdgenas, colonizan a las plantas conforme éstas van
madurando. Las poblaciones grandes pueden verse a simple vista como gotas, peliculas o
suspensiones viscosas que tapan los vasos de las plantas. Su crecimiento poblacional depende
de que el hospedero contenga los nutrimentos necesarios para su reproduccion, ya que no pueden

producir su energia (Agrios, 2005).

Las bacterias tienen distintos mecanismos de accion patdgena sobre las plantas como lo son la
produccién de fitohormonas, fitotoxinas, exoenzimas, sideréforos, proteinas nucleadoras de
hierro y exopolisacaridos, entre otros (Jacas et al., 2005). Por lo general, la infeccidn es pasiva,
es decir, accidental. Pueden entrar a través de los estomas, lenticelas o hidatodos, pero también
lo hacen por aberturas de heridas en tallos, hojas o raices o a través de insectos fitéfagos;
igualmente, pueden diseminarse en las semillas y en materiales de propagacion (Vidaver &
Lambrecht, 2004).

Las funciones de virulencia de la bacteria s6lo se activan cuando las bacterias alcanzan un
umbral de poblacion determinado que se detecta por medio de unas sefiales quimicas
denominadas autoinductores. De esta manera, los genes responsables de la activacion de
factores de virulencia estan regulados por el tamafio de la poblacion (Jacas et al., 2005). Dichos
factores son muy importantes antes de que la planta tenga una respuesta que limite el
crecimiento de las bacterias; por ello, el éxito o fracaso de colonizacion de la bacteria depende

de las condiciones del medio en que se encuentra (Ventura, 2007).

Los sintomas en las plantas por la infeccion de fitopatdgenos depende de su interaccion y del
estado fenoldgico v fisioldgico de la planta. Se pueden agrupar de manera general, en agallas,
rofias o costras, marchitamiento, manchas foliares o en frutos, chancros y podredumbres
blandas (Bajpai et al., 2011).

Los géneros principales de bacterias fitopatdgenas que atacan a los cultivos son: Pseudomonas,
Ralstonia, Xanthomonas, Agrobacterium, Erwinia, Xyllela, Dickeya y Clavibacter (Mansfield
etal., 2012). Segun datos de la Agenda Nacional de Investigacion, Innovacion y Transferencia
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de Tecnologia para el Desarrollo Rural Sustentable, los géneros de Pseudomonas vy
Xanthomonas son los mas comunes que atacan a los cultivos en Michoacan (SNITT, 2016).

2.5.1 Pseudomonas syringae
Importancia y distribucion

El género Pseudomonas es el grupo de bacterias mas diverso del planeta, encontrandose en gran
variedad de ambientes y sustratos, presentando gran adaptabilidad genética y fisioldgica. Esta
capacidad provoca que se presenten diferencias dentro de la misma especie llegando a
manifestar patogenicidad, muchas conocidas como patovares. La mayoria de las bacterias de
este género infectan a plantas, aunque también pueden infectar animales y humanos como

patdgenos oportunistas (Slabbinck et al., 2010).

Pseudomonas syringae es una de las bacterias de este género que contiene 60 patovares
especificos que causan dafios econdmicos importantes en una amplia gama de cultivos como el

tomate, tabaco, frijol, pepino, cebolla y papa, por mencionar algunos ejemplos (Young, 2010).

Caracteristicas morfoldgicas y taxonomia

Las Pseudomonas syringae son bacterias Gram negativas con forma de bastoncillo, aerdbicas,
no forman esporas, mdviles con uno o dos flagelos polares. Miden entre 0.5y 5 um de didmetro
por 1.5y 5 um de longitud (Oyoque, 2008).

La clasificacion taxonémica de Pseudomonas syringae, de acuerdo a Slabbinck et al. (2010), se

describe a continuacion:
Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonaceae

Género: Pseudomonas

23




Especie: Pseudomonas syringae

Ciclo de la enfermedad y sintomas

La bacteria puede estar en las raices o en el follaje de plantas cultivadas o de malezas, entrando
por los estomas o heridas de la planta; las semillas infectadas también pueden ser fuente de
contaminacion que se disemina por el riego. Su desarrollo se ve favorecido por temperaturas
alrededor de 20°C y por ambientes hdmedos entre el 80-90%. De presentarse dichas
condiciones, la bacteria es altamente contagiosa pudiéndose desarrollar a 24 horas. Puede
sobrevivir en restos de plantas infectadas luego de la cosecha, hasta que encuentra un nuevo
hospedero que presente los medios necesarios para su multiplicacion (Fanelli et al., 2007).
Ocasiona la enfermedad llamada peca bacteriana. Sus sintomas pueden estar sujetos a
mecanismos por los cuales el patdgeno interfiere en el metabolismo, morfologia y fisiologia de
la planta. De igual manera, los sintomas son variados dependiendo de la subespecie de que se
trate; sin embargo, por lo general, se presenta marchitamiento, clorosis y necrosis (Bultreys &
Kaluzna, 2010).

Puede afectar cualquier parte de la planta, pero es mas evidente en follaje, tallo y frutos. En su
etapa inicial aparecen manchas acuosas y pequefias con halo amarillo que pronto se expanden y
se vuelven necroticas juntandose con otras formando lesiones mas grandes. Sobre los tallos las
lesiones son de color café pero sin halo amarillo; mientras que en los frutos si presentan halo y,
ademas, hundimiento. Esto provoca que el fruto sea inadecuado para el mercado (Fanelli et al.,
2007).

2.5.2 Xanthomonas vesicatoria
Importancia y distribucion

El género Xanthomonas es un grupo de bacterias que ataca a una gran variedad de cultivos de
importancia econdmica como el arroz, algodon, tomate, pimiento, frijol y citricos, entre otros,
presentando gran especificidad en sus huéspedes (Bajpai et al., 2011). Dentro de este género, la
especie de Xanthomonas vesicatoria afecta a hortalizas como el pimiento y el tomate,

manifestandose tanto en plantulas como en plantas adultas, provocando la enfermedad
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denominada como la mancha bacteriana ocasionando grandes pérdidas de produccion (Abd-
Alla & Bashandy, 2008).

Las condiciones Optimas para el desarrollo de la enfermedad se presentan en zonas de clima frio
con temperaturas entre 17 y 24 °C con humedad relativa alta. Asimismo, la bacteria puede
sobrevivir en las semillas hasta por diez afios (FAO, 2003).

Caracteristicas morfoldgicas y taxonomia

Es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo cuya medida es de 0.6 x 1.0-1.5 um; tiene
un flagelo polar y es aerobia obligada. Las colonias bacterianas son de color amarillo en medio
artificial debido un pigmento que las protege contra la oxidacién llamado xanthomonadina

(Francisco-Francisco et al., 2013).

La clasificacion taxondmica de Xanthomonas vesicatoria es la siguiente (Francisco-Francisco
etal., 2013):

Dominio: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Xanthomonadales
Familia: Xanthomonadaceae
Género: Xanthomonas

Especie: Xanthomonas vesicatoria, (Doidge) Dowson

Ciclo de la enfermedad y sintomas

La enfermedad es transmitida desde las semillas que estan infectadas. Los sintomas que causa
en las plantulas son manchas negras y himedas en hojas. Cuando la planta logra desarrollarse,
los sintomas se encuentran en el tallo, hojas y frutos, siendo el follaje mas infectado a
comparacion del tallo (FAO, 2003).
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Por el haz de las hojas se manifiestan manchas necréticas irregulares rodeadas por un halo
amarillento grasiento y, por el envés, tienen apariencia himeda. Las lesiones son mas numerosas
en la punta de las hojas y suelen ser mas severas cuando hay condiciones de humedad constante,

provocando que caigan prematuramente (Martinez-Gonzélez, 2006).

Cuando la enfermedad llega a los verticilos florales, causa desprendimiento de las
inflorescencias (Carrillo-Fasio et al., 2001a). Mientras tanto, en los frutos que logran
desarrollarse, aparecen halos cloréticos en la region adyacente al peddnculo. Los frutos verdes
quedan inutilizables para el consumo debido a la deformacion de éstos al presentarse pequefias
pUstulas que lo agrietan, dejandolo expuesto a la entrada de otros fitopatdgenos (Ritchie, 2000).

Por todo lo anterior, se propone a las antocianinas de frutos de fresa como una posible alternativa
para el biocontrol de las bacterias fitopatogenas Pseudomonas syringae y Xanthomonas
vesicatoria.
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111 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de antocianinas de fresa contra bacterias

fitopatdgenas.

3.2 Objetivos especificos

e Evaluar in vitro los extractos totales de antocianinas de cinco variedades de fresa contra
Pseudomonas syringae y Xanthomonas vesicatoria.

e Separar los compuestos antocianicos de los extractos por cromatografia en capa fina de
alta resolucion (HPTLC).

o Detectar los compuestos activos de mayor actividad por bioautografia.

IV HIPOTESIS

Las antocianinas de fresa controlan el crecimiento in vitro de Pseudomonas syringae y

Xanthomonas vesicatoria.
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V MATERIALES Y METODOS

5.1 Material biologico

Para la obtencion de los extractos antocianicos, se utilizaron frutos de fresa de las variedades
Albion, Festival, Camino Real, San Andreas y Frontera cultivados en un invernadero de Zamora,
Michoacan. Los frutos se cosecharon en un grado de maduracion 5 segin la Norma Mexicana
NMX-FF-062-SCFI-2002.

Las bacterias fitopatdgenas evaluadas fueron: una cepa de Pseudomonas syringae perteneciente
al cepario del CIIDIR IPN Unidad Michoacan, y Xanthomonas vesicatoria perteneciente al
cepario del Laboratorio del CUCBA, Guadalajara. Las cepas se mantuvieron en agar B de King
(KB) (anexo 1) y en agar nutritivo (BIOXON, Nueva Jersey, EUA) (anexo 2), respectivamente,

a 24 °C bajo resiembras continuas de 30 dias.

5.2 Extraccién y cuantificacion de antocianinas totales

La extraccion y cuantificacion de antocianinas totales a partir de fruto fresco de fresa se realizé
siguiendo la técnica descrita por Abdel-Aal & Hucl (1999), la cual consistié en tomar 1 g de
muestra y 5 mL de etanol acidificado (etanol (MEYER, CDMX, México) y HCI (Fermont,
Monterrey, México) 1N; 85:15 v/v) para su posterior maceracion en un mortero. Se agitaron las
soluciones vigorosamente en un voértex (Scientific Industries, Nueva York, EUA, modelo
Vortex-Genie 2) y se ajusto el pH a 1 con acido clorhidrico al 1N utilizando un potenciémetro
(HANNA Instruments, Guadalajara, México, modelo HI 2211 pH/ORP meter) y se continud la
extraccion en un agitador orbital digital (Sea Star, Navarra, Espafia, modelo HS) a 250 rpm
durante 16 h a 16 °C. Transcurrido este tiempo, los extractos se centrifugaron a 6,000 rpm por
15 min en una centrifuga (Thermo Cientific, Massachusetts, EUA, modelo Haraeus Mefague 8)

para recuperar el sobrenadante, el cual fue filtrado al vacio utilizando papel Whatman grado 1.

Para determinar la concentracion de antocianinas totales en los extractos, se ley6 su absorbancia
a 535 nm en el espectrofotometro UV/VIS (Perkin Elmer, Massachusetts, EUA, modelo Lamda

2) utilizando como blanco etanol acidificado.
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Finalmente, se elimind el disolvente de la muestra usando un evaporador (Biotage, North
Carolina, USA, modelo TurboVap LV). Para ello, se colocaron, por cada variedad, 5 tubos de
vidrio con 10 mL del extracto correspondiente a una presion de 15 mbar y a una temperatura de
45 °C durante 60 min.

Para la cuantificacion se utilizo cianidina 3-glucésido como estandar. La concentracion de

antocianinas totales se determin6 mediante la siguiente ecuacion:
C = (A/E) x (vol/1,000) x MW x (1/peso de la muestra) x 10°
Donde:
C= concentracion total de antocianinas (mg de cianidina 3-glucésido Kg de fruto fresco)
A= absorbancia a 535 nm
= absortividad molar de la cianidina 3-glucésido = 25,965 cm™* M
Vol= volumen total del extracto de antocianinas en mL

MW= peso molecular de la cianidina 3-glucdsido = 449 uam

5.3 Ensayos de inhibicion in vitro

Los ensayos de inhibicion in vitro de bacterias fitopatdgenas por antocianinas totales de frutos
de fresa se realizaron siguiendo el método de difusion en disco para pruebas de sensibilidad a
antimicrobianos, descrito por Hafidh et al., (2011) bajo condiciones estériles en una campana

de flujo laminar.

Como tratamientos (Tabla 4) se utilizaron concentraciones de 500, 1000 y la concentracion
méaxima de extraccion lograda (mg de cianidina 3-glucésido Kg* de fruto freso) de cada una de
las variedades disueltas en agua bidestilada esteril. Cabe sefialar que los tratamientos de
concentracion maxima de extraccion fueron considerados debido a que no se contd con mas
material biol6gico para ajustar dosis mas altas en los ensayos. Asimismo, se tuvieron como
controles agua y etanol acidificado (etanol y HCI 1N; 85:15 v/v). De igual manera, se utilizé el
bactericida agricola comercial Cuprimicin 17 (Adama; CDMX., México) cuyo ingrediente
activo es sulfato de estreptomicina (0.085 mg 100 mL™). Cabe aclarar que, para la prueba, se

29




aplicé una dosis 10 veces superior a la recomendada por el fabricante, es decir, 0.85 mg 100
mL, debido a que, en pruebas previas, no se tenia una inhibicion significativa para comparar
con el resto de los tratamientos. Adicionalmente, se utilizé gentamicina en solucién (160 mg 2
mL1) Genrex 1.U., (RAYERE; CDMX, México) como control positivo. Todos los tratamientos
se realizaron por triplicado.

Tabla 4. Tratamientos utilizados en los ensayos de inhibicidn in vitro.

Tratamiento Clave
Agua destilada estéril Agua
Etanol acidificado (etanol y HCI 1N; 85:15 v/v) Etanol acidificado
Bactericida agricola Estreptomicina (0.85 mg 100 mL™?) Estreptomicina
Gentamicina en solucion inyectable (160 mg 2 mL™t) Gentamicina
Extracto de variedad Albion a una concentracion de 500, Albion 500, Albion 1000,

1000 y la concentracion maxima de extraccion lograda ~ Albion Maxima Concentracion
(cianidina 3-glucésido Kg* de fruto fresco)
Extracto de variedad Festival a una concentracion de 500, Festival 500, Festival 1000,
1000 y la concentracion méxima de extraccion lograda  Festival Maxima Concentracion
(cianidina 3-glucésido Kg* de fruto fresco)
Extracto de variedad Camino Real a una concentracion Camino 500, Camino 1000,
de 500, 1000 y la concentracién maxima de extraccion ~ Camino Maxima Concentracion
lograda (cianidina 3-glucosido Kg* de fruto fresco)

Extracto de variedad San Andreas a una concentracion de  San Andreas 500, San Andreas

500, 1000 y la concentracion maxima de extraccion 1000, San Andreas Maxima
lograda (cianidina 3-glucosido Kg* de fruto fresco) Concentracion
Extracto de variedad Frontera a una concentracion de Frontera 500, Frontera 1000,
500, 1000 y la concentracion maxima de extraccion Frontera Maxima
lograda (cianidina 3-glucésido Kg™ de fruto fresco) Concentracion

En la prueba de difusion en disco, utilizando una varilla de vidrio estéril, se distribuyeron
uniformemente 100 pL de cada suspension bacteriana a una densidad de 1x10® UFC sobre la

superficie de una caja Petri de 5 cm de didmetro con agar nutritivo para X. vesicatoria

30




(BIOXON, Nueva Jersey, EUA) o agar KB para P. syringae. Posteriormente, se colocé en el
centro de la superficie de la placa un disco estéril de 10 mm de didmetro de papel Whatman

grado 1, al cual se le agregaron 70 pL del tratamiento correspondiente.

Las placas se dejaron en incubacion durante 72 h a 24 °C. Transcurrido el tiempo, con ayuda de
un vernier digital (Stainless hardened), se midi6 el didmetro del halo de inhibicién de los

tratamientos.

El porcentaje de inhibicién se calculd mediante la siguiente férmula:
% de inhibicién = (DI/DC)*100

Donde:

DI = Didmetro de inhibicién

DC = Didmetro de la caja

5.4 Cromatografia liquida en capa fina de alta resolucion de los extractos antocianicos

La separacion de los compuestos presentes en los extractos antocidnicos totales se llevo a cabo
por la técnica de cromatografia liquida en capa fina de alta resolucién (HPTLC) en un equipo
automatizado CAMAG con el software VisionCats en su version 2.1, siguiendo la técnica de
Cretu & Morlock (2014). Para ello, se utilizaron placas de HPTLC de silice G 60 F2s4 de 20x10
cm (Merck, Misuri, EUA); éstas fueron prelavadas con metanol (grado ACS, Fermont,
Monterrey, México) y secadas en un calentador de placas de TLC (CAMAG, Muttenz,
Switzerland) a 120 °C durante 15 min. Luego de esto, las placas se cubrieron con papel aluminio
y se dejaron enfriar a temperatura ambiente dentro de un desecador con peréxido de fosforo
(>99%, Sigma—Aldrich).

Se colocaron 2 mL de cada uno de los extractos antocianicos concentrados a 1,000 mg de
cianidina 3-glucdsido Kg* de fruto fresco en viales color ambar, respectivamente (un vial por
cada variedad), los cuales fueron rociados en la placa a modo de banda de 8 mm de longitud con
una jeringa de 25 pL usando el automatic TLC Sampler 4 (ATS 4, CAMAG, Muttenz
Switzerland) a una velocidad de 150 nL s. Se aplicaron 18 pistas en la placa de HPTLC de
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20x10 cm a una distancia de 10 mm entre cada pista; la distancia desde el borde inferior fue de
8 mm y desde el lado izquierdo de la placa fue de 15 mm.

El desarrollo se realizé en el Automated Developing Chamber 2 (ADC 2, CAMAG) con una
mezcla de acetato de etilo (Merck), 2-butanone (Baker Analyzed), agua bidestilada (producida
por el sistema de purificacion de agua por 6smosis inversa MILLPORE, modelo ELIX) y &cido

formico (Baker Analyzed) (7:3:0.8:1.2, v/v/viv) para la separacion de antocianinas.

La actividad de la placa se ajustdé una humedad relativa de 47 + 2% por 5 min usando una
solucion saturada de tiocianato de potasio (260 g 100 g de agua) en la unidad de control de
humedad. La distancia de migracion fue de 70 mm desde el borde inferior de la placa. Luego

del desarrollo, la placa fue secada automaticamente en una corriente de aire frio durante 5 min.

Por ultimo, las iméagenes fueron registradas de forma digital usando el sistema de
documentacién Visualizer equipado con una camara digital CCD de 12 bits de alta resolucion
(CAMAG).

5.5 Bioautografia directa de antocianinas contra X. vesicatoria y P. syringae

Para determinar los compuestos responsables de la inhibicidn, se realizéd una bioautografia
directa sobre la placa desarrollada para la bacteria correspondiente por medio de la técnica de
Jesionek et al. (2015) modificada. Para ello, se separaron los compuestos presentes en los
extractos antocianicos de cada una de las variedades por el método de HPTLC siguiendo la
técnica anteriormente descrita bajo las mismas condiciones y sistema de solventes omitiendo el

prelavado.

Se desarrollaron dos placas HPTLC de silice G 60 F2s4 de 10x10 cm (Merck, Misuri, EUA)
aplicando 5 pistas de 8 mm de longitud separadas a una distancia de 17 mm entre cada pista; la
distancia desde el borde inferior fue de 8 mm y desde el lado izquierdo de la placa fue de 16
mm. Las placas se dejaron secar en un horno de secado marca (Terlab, Guadalajara, México) a

37 °C durante 7 d con el fin de eliminar el solvente.

Transcurrido el tiempo y bajo condiciones estériles, las placas se sumergieron por 10 seg en 200
mL de suspensidn bacteriana (caldo nutritivo para X. vesicatoria y caldo KB para P. syringae)

a una concentracion de 1x10*® UFC mL™* para luego ser colocadas en cajas de plastico estériles
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de 20x20x10 cm a las cudles se les puso, previamente, algoddn himedo en la base. Las cajas se
taparon cuidadosamente incubandolas en un horno de secado (Terlab, Guadalajara, México) a
37 °C durante 24 h.

Posteriormente, las placas fueron asperjadas con una solucion acuosa de 2-Aminoetil
difenilborinato (MTT) (Merck, Misuri, EUA) (0.05 g 90 mL™) dejandolas incubar a 37 °C

durante 2 h en un horno de secado (Terlab, Guadalajara, México).

Los bioautogramas fueron documentados inmediatamente después de la incubacién y aplicacion
del MTT empleando el sistema Visualizer (CAMAG). La prueba de bioautografia directa se

realizé por triplicado.

5.6 Analisis estadistico

A los resultados obtenidos de los porcentajes de inhibicion bacteriana, cuantificacion de
antocianinas y bioautogramas se les aplicé un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de

Tukey (p<0.05) para la separaciéon de medias, utilizando el programa SAS® version 9.0.
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VI RESULTADOS

6.1 Contenido de antocianinas totales en frutos de fresa

El contenido de antocianinas totales en frutos de las cinco variedades de fresa estudiadas, se
muestran en la Tabla 5, destacandose la variedad Frontera como la que posee una mayor
cantidad de antocianinas totales (mg como cianidina 3-glucésido), seguida por Albion, Camino

Real, Festival y San Andreas.

VARIEDAD CONCENTRACION

(mg como cianidina 3-glucésido Kg* de fruto fresco)

Albion 321.64+1.90 B
Festival 204.05+1.56 D
Camino Real 287.05+1.55 C
San Andreas 190.21+2.42 E
Frontera 366.61+1.73 A

Se presentan las medias seguidas de la desviacion estandar. Letras diferentes dentro de la columna indican

diferencias significativas basadas en la prueba de Tukey (P<0.05, N=3).

Luego de concentrar los extractos antocianicos, se obtuvieron 15 mL de cada una de las
variedades evaluadas y, se procedio a determinar su concentracion nuevamente. Los resultados
obtenidos de la concentracién méaxima lograda de antocianinas totales (mg como cianidina 3-
glucoésido) se encuentran en la Tabla 6, donde la variedad que mayor contenido obtuvo fue

Festival, seguido de Frontera, Camino Real, Albion y San Andreas.

34




VARIEDAD CONCENTRACION

(mg como cianidina 3-glucdsido Kg* de fruto fresco)

Albion 1627.59+2.52 D
Festival 2412.30+4.5 A
Camino Real 1720.60+3.11 C
San Andreas 1193.18+4.15 E
Frontera 2282.61+2.42 B

Se presentan las medias seguidas de la desviacion estandar. Letras diferentes dentro de la columna indican

diferencias significativas basadas en la prueba de Tukey (P<0.05, N=3).

6.2 Ensayos de inhibicion in vitro de bacterias fitopatdgenas con extractos antocianicos de

frutos de fresa

A continuacion, se presentan las graficas de los resultados del efecto de los tratamientos

aplicados sobre el crecimiento de las bacterias fitopatdgenas X. vesicatoria y P. syringae.

6.2.1 Inhibicion bacteriana de los extractos antocianicos contra X. vesicatoria

En relacion a la inhibicion de X. vesicatoria por la variedad Albion (Figura 4), se observé que
el tratamiento de Albion 500 logré igualar la inhibicién conseguida por Estreptomicina, mientras
que el tratamiento de Albion 1000 la super6 significativamente en >15 %. Asimismo, el
tratamiento Gentamicina supero significativamente a Albion 1000 en >16 %; sin embargo, su
efecto fue igualado por la maxima dosis de antocianinas lograda 1627.59 mg al concentrar el

extracto antocianico disponible.
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Variedad Albion

Inhibicién (%)

A
A
B
C
C
D D I I

Agua Etanol acidificado  Estreptomicina (0.85 Gentamicina (160 mg  Albion 500 mgde  Albion 1000 mg de Albion Maxima
(HCI 1N: 85/15 v/v) mg 100 mL™) 2mL™) cianidina 3-glucésido cianidina 3-glucésido  Concentracién
(1627.59 mg de

cianidina 3-glucésido)

Tratamientos

Figura 4. Inhibicién de X. vesicatoria por extractos antocianicos de frutos de Fragaria x ananassa Duch.

variedad Albion.

Por otro lado, los tratamientos Festival 500 y Festival 1000 igualaron el porcentaje de inhibicion
obtenido con Estreptomicina, pero ésta Ultima fue superada significativamente (>47 %) por el

tratamiento de Festival Maxima Concentracion (Figura 5).
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Variedad Festival

Inhibicién (%)

A
B
B
C C I
Agua Etanol acidificado  Estreptomicina (0.85 Gentamicina (160 mg Festival 500 mg de  Festival 1000 mg de  Festival Maxima
(HCI 1N: 85/15 v/v) mg 100 mL™) 2mL™) cianidina 3-glucésido cianidina 3-glucésido  Concentracién

(2412.3 mgde
cianidina 3-glucésido)

Tratamientos

Figura 5. Inhibicion de X. vesicatoria por extractos antocianicos de frutos de Fragaria x ananassa Duch.

variedad Festival.

Los tratamientos Camino 500 y Camino 1000 siguieron el mismo comportamiento que los
correspondientes a la variedad Festival, igualando el porcentaje de inhibicion de X. vesicatoria
obtenido con Estreptomicina, mientras que el tratamiento con Camino Méaxima Concentracién

fue significativamente superior a este (>20 %) y tuvo el mismo efecto inhibitorio que la

Gentamicina (Figura 6).
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Variedad Camino Real

S
c
©
=
2
=
£

Etanol acidificado  Estreptomicina(0.85 Gentamicina(160 mg Camino 500 mgde Camino 1000 mgde  Camino Maxima
(HCI 1N: 85/15 v/v) mg 100 mL™") 2mL™) cianidina 3-glucésido cianidina 3-glucésido  Concentracion
(1720.60 mg de
cianidina 3-glucésido)

Tratamientos

Figura 6. Inhibicion de X. vesicatoria por extractos antocianicos de frutos de Fragaria x ananassa Duch.

variedad Camino Real.

Los resultados de inhibicion de X. vesicatoria por los extractos de variedad San Andreas se
muestran en la Figura 7. El tratamiento San Andreas 500 igual6 el porcentaje de inhibicién de
logrado por Estreptomicina. Mientras que los tratamientos San Andreas 1000 y San Andreas
Maxima Concentracion fueron significativamente mayores que el de Estreptomicina, entre 17 y
18 %, respectivamente; por su parte, el tratamiento con Gentamicina superd significativamente,

entre 13 'y 14 %, a estos Ultimos.
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Variedad San Andreas

Inhibicién (%)

D

Etanol acidificado  Estreptomicina (0.85 Gentamicina (160 mg San Andreas 500 mg San Andreas 1000 mg San Andreas Maxima
(HCI 1N: 85/15 v/v) mg 100 mL™") 2mL™) de cianidina 3- de cianidina 3- Concentracién
glucdsido glucdsido (1193.18 mg de

cianidina 3-glucésido)

Tratamientos

Figura 7. Inhibicion de X. vesicatoria por extractos antocidnicos de frutos de Fragaria x ananassa Duch.

variedad San Andreas.

Los tratamientos Frontera 500 y Frontera 1000, tuvieron el mismo efecto sobre el porcentaje de
inhibicidn de X. vesicatoria que la Estreptomicina, mientras que el tratamiento con Frontera
Maéxima Concentracion fue significativamente mayor que el de la Estreptomicina y Gentamicina
(>49 % y >17 %, respectivamente) (Figura 8).
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Variedad Frontera

Inhibicién (%)

Etanol acidificado  Estreptomicina (0.85 Gentamicina (160 mg Frontera 500 mgde Frontera 1000 mgde Frontera Maxima
(HCI 1N: 85/15 v/v) mg 100 mL™) 2mL7") cianidina 3-glucésido cianidina 3-glucésido Concentracion
(2282.61 mgde
cianidina 3-glucésido)

Tratamientos

Figura 8. Inhibicion de X. vesicatoria por extractos antocianicos de frutos de Fragaria x ananassa Duch.

variedad Frontera.

Las antocianinas totales de todas las variedades estudiadas, aplicadas en una cantidad de 500
mg, lograron inhibir a X. vesicatoria en la misma medida que el bactericida comercial a base de
estreptomicina (Figura 9). Interesantemente, la dosis de 1000 mg de antocianinas de las
variedades Albion y San Andreas, superaron el efecto inhibitorio del bactericida comercial en

un 15y 17 %, respectivamente.
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Inhibicién (%)

Figura 9. Inhibicion de X. vesicatoria por extractos antocidnicos de frutos de fresa de las variedades Albion,

Festival, Camino real, San Andreas y Frontera a concentraciones de 500 y 1000 mg como cianidina 3-glucésido.

6.2.2 Porcentajes de inhibicidn bacteriana de los tratamientos contra P. syringae

Los tratamientos antocianicos de Albion mostraron poder inhibitorio sobre P. syringae, siendo
Albion Méaxima Concentracion superior a Albion 1000 y Albion 500 con >6 y >32 %,
respectivamente; asimismo, Albion 1000 tuvo mayor inhibicion que Albion 500 (>25 %);
también se observd que el control con estreptomicina no pudo inhibir el crecimiento de la

bacteria a las 72 h de incubacion (Figura 10).
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Variedad Albion

Inhibicién (%)

Etanol acidificado  Estreptomicina (0.85 Gentamicina (160 mg Albion 500 mgde  Albion 1000 mg de Albion Maxima
(HCI 1N: 85/15 v/v) mg 100 mL™) 2mL™) cianidina 3-glucésido cianidina 3-glucésido  Concentracién
(1627.59 mg de

cianidina 3-glucésido)

Tratamientos

Figura 10. Inhibicion de P. vesicatoria por extractos antocianicos de frutos de Fragaria x ananassa Duch.

variedad Albion.

El comportamiento de los tratamientos de Festival fue similar a los de Albion, resultando
Festival Méaxima Concentracion superior a Festival 1000 y Festival 500 con porcentajes
mayores al 20 y 33 %, respectivamente, y Festival 1000 fue superior a Festival 500 en mas del
12%. Nuevamente no se observo inhibicién por parte de los tratamientos de Agua, Etanol

acidificado y Estreptomicina (Figura 11).
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Variedad Festival

Inhibicién (%)

E E

Etanol acidificado  Estreptomicina (0.85 Gentamicina (160 mg Festival 500 mg de  Festival 1000 mgde  Festival Maxima
(HCI 1N: 85/15 v/v) mg 100 mL™") 2mL™) cianidina 3-glucésido cianidina 3-glucésido  Concentracién
(2412.3 mgde
cianidina 3-glucésido)
Tratamientos

Figura 11. Inhibicion de P. vesicatoria por extractos antocianicos de frutos de Fragaria x ananassa Duch.

variedad Festival.

De igual manera, el tratamiento de Camino Maxima Concentracion superd con mas del 16 y 26
% a los tratamientos de Camino 1000 y Camino 500, respectivamente; mientras tanto, Camino
1000 fue maés del 10 % superior a Camino 500 (Figura 12).
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Variedad Camino Real

Inhibicién (%)

E E

Etanol acidificado  Estreptomicina (0.85 Gentamicina (160 mg Camino 500 mgde Camino 1000 mgde  Camino Maxima
(HCI 1N: 85/15 v/v) mg 100 mL™) 2mL") cianidina 3-glucésido cianidina 3-glucésido  Concentracién
(1720.6 mg de
cianidina 3-glucésido)

Tratamientos

Figura 12. Inhibicién de P. vesicatoria por extractos antocidnicos de frutos de Fragaria x ananassa Duch.

variedad Camino Real.

En la Figura 13 se puede apreciar que los tratamientos de San Andreas Maxima Concentracion
y San Andreas 1000 fueron significativamente iguales pero superiores a San Andreas 500 con
porcentajes por arriba del 25y 23%, respectivamente.
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Variedad San Andreas

Inhibicidén (%)

Etanol acidificado  Estreptomicina (0.85 Gentamicina (160 mg San Andreas 500 mg San Andreas 1000 mg San Andreas Maxima

(HCI 1N: 85/15 v/v) mg 100 mL™") 2mL™) de cianidina 3- de cianidina 3-
glucésido glucésido (1193.18 mg de

cianidina 3-glucésido)

Concentracién

Tratamientos

Figura 13. Inhibicion de P. vesicatoria por extractos antocianicos de frutos de Fragaria x ananassa Duch.

variedad San Andreas.

En la Figura 14 se puede apreciar que el tratamiento de Frontera Maxima Concentracién tuvo
mayor inhibicion bacteriana a comparacion de Frontera 1000 y Frontera 500 (superior al 18 y

30 %), respectivamente; por su parte, Frontera 1000 fue mayor que Frontera 500 con un
porcentaje superior al 11 %.
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Variedad Frontera

Inhibicién (%)

Etanol acidificado (HC| Estreptomicina (0.85 Gentamicina (160 mg Frontera 500 mgde Frontera 1000 mgde  Frontera Maxima
1N: 85/15v/v) mg 100 mL™") 2mL™) cianidina 3-glucésido cianidina 3-glucésido Concentracion
(2282.61 mg de
cianidina 3-glucésido)

Tratamientos

Figura 14. Inhibicion de P. vesicatoria por extractos antocianicos de frutos de Fragaria x ananassa Duch.

variedad Frontera.

En general, los tratamientos con los extractos antocianicos aplicados a la concentracion de 1000
mg como cianidina 3-glucosido fueron significativamente superiores, entre 25 y 30 %, a los
tratamientos de las variedades de fresa a concentracion de 500 mg como cianidina 3-glucésido,
los cudles presentaron significativamente la misma inhibicion. Entre los tratamientos aplicados
a concentracion de 1000 mg como cianidina 3-glucésido, Albion 1000 y San Andreas 1000
fueron significativamente superiores al resto, entre 17 y 19 %. Cabe sefialar que, al contrario de
lo esperado, el tratamiento control con gentamicina no fue capaz de inhibir el crecimiento de la

bacteria. Los resultados se observan en la Figura 15.
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Inhibicién (%)

Tratamientos

Figura 15. Inhibicion de P. syringae por extractos antocianicos de frutos de fresa de las variedades Albion,

Festival, Camino real, San Andreas y Frontera a concentraciones de 500 y 1000 mg como cianidina 3-glucésido.

6.2.3 Determinacién de variedades con mayor poder inhibitorio

Una vez obtenidos los porcentajes de inhibicion de los tratamientos, se evalud cual de las
variedades tuvo mayor efecto inhibitorio sobre las bacterias. Para ello, se tomaron sélo los
tratamientos a una concentracion de 1000 mg como cianidina 3-glucésido para tener un

estandar.

Los tratamientos con mayor efecto inhibitorio contra X. vesicatoria fueron San Andreas 1000,
Albion 1000, Festival 1000 y Camino 1000, siendo significativamente superiores a Frontera
1000 entre >2 y >14 % (Tabla 7).
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Tratamiento Inhibicion (%)

Albion 1000 59.85+0.61 AB
Festival 1000 50.14+1.86 AB
Camino 1000 49.91+2.97 AB
San Andreas 1000 62.09+£1.97

Frontera 1000 47.32+3.60 B

La Tabla 8 muestra la evaluacion entre las distintas variedades respecto a su poder inhibitorio
contra P. syringae, resultando los tratamientos de San Andreas 1000 y Albion 1000
significativamente superiores a Festival 1000, Camino 1000 y Frontera 1000 (entre 17 y 19 %)

que fueron significativamente iguales.

Tratamiento Inhibicion (%)
Albion 1000 60.01+1.56 A
Festival 1000 42.26+3.21 B
Camino 1000 40.20+2.38 B
San Andreas 1000 55.60+1.84 A
Frontera 1000 42.58+2.12 B

6.3 Separacién de extractos antocianicos por HPTLC

Se obtuvo una placa desarrollada con el sistema de solventes de acetato de etilo, 2-butanona,
agua y acido férmico (7:3:0.8:1.2, v/v/viv) y se document6 como se indica en el apartado 5.5.
La Figura 16 muestra el cromatograma por HPTCL de los extractos antocidnicos a una
concentracion de 1000 mg como 3-glucdsido Kg™ de fruto fresco de las variedades de fresa
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analizadas por triplicado y aplicando 3L de cada uno; se pueden distinguir 4 bandas en la placa
a los factores de retencion (Rr) de 0.06, 0.31, 0.43, 0.52 y 0.73.

Figura 16. Cromatograma de HPTLC mostrando la separacion de los componentes de cinco variedades de

Fragaria x ananassa Duch.: Albion (pistas 1, 6 y 11), Festival (pistas 2, 7 y 12), Camino Real (3, 8, y 13), San
Andreas (4, 9y 14) y Frontera (5, 10 y 15); las pistas 16, 17 y 18 corresponden a extractos de la variedad Albion

aplicados a 1, 3 y 5 pL, respectivamente.

A continuacion, se muestra la comparacion entre la placa obtenida (Figura 17a) y la placa de
una mezcla de antocianinas estandar que presenta Cretu & Morlock (2014) (Figura 17b). Cabe

mencionar que ambas técnicas se hicieron de la misma manera.

La mezcla de antocianinas que Cretu & Morlock, (2014) desarrollaron estaba construida con las
siguientes antocianinas obtenidas como sales de cloruro en grado HPLC por ABCR (Karlsruhe,
Germany): cianidina (cn; 3,30,40,5,7-pentahidroxiflavilio), malvidina (mv; 3,40,5,7-
tetrahidroxi-30,50-dimetoxi flavilio), delfinidina (dp; 3,30,40,5,50,7-hexahidroxiflavilio) y
peonidina  (pn; 3,40,5,7-tetrahidroxi-30-metoxoflavilio); pelargonidina (pg; 3,40,5,7-
tetrahidroxiflavilo) y pelargonidina-3-glucosido (pg-3-glc), proporcionadas por Sigma—Aldrich
(Schnelldorf, Germany). Los 3-glucosidos (3-glc) de dp, mv, cn y pn, fueron obtenidos de
Phytolab (Vestenbergsreuth, Germany) vy, por ultimo, la Malvidina-3,5-diglucosido (mv-3,5-
diglc), fue proporcionado por Carl Roth (Karlsruhe, Germany).
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Para su preparacion se disolvieron en metanol acidificado (0.6 mL de acido clorhidrico al 37%
y en 120 mL de metanol) los 3-glucoésidos de dp, mv, cn, pn (1.1mg/10mL); mientras que, el pg
(4.3mg/mL) y mv-3,5-diglc (1.6mg/10mL) fueron disueltos individualmente en etanol
acidificado.

Por ultimo, para preparar la mezcla de solucion estandar (1.1 mL) para el anlisis
cromatograficao por HPTLC, se afiadieron a un vial 20 puL de dp, mv y cn; 10 pL de pn 'y pg;
150 pL de mv-3,5-diglc; 250 pL de dp-3-glc, mv-3-glc y cn-3-gic; 110 pL de pn-3-glc y 10 puL
de pg-3-glc.
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Figura 17. a) Cromatograma de HPTLC mostrando la separacidn de antocianinas de los extractos de cinco
variedades de Fragaria x ananassa Duch. obtenido siguiendo la metodologia de Cretu & Morlock, (2014):
Albion, Festival, Camino Real, San Andreas y Frontera (Pistas 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente). b) Mezcla de
antocianinas estandar reportada por Cretu & Morlock, (2014). Se presentan la pelargonidina 3-glucésido y la

cianidina 3-glucésido a R cercano a 5.2 y a 3.5, respectivamente.

Al comparar los Rf de la mezcla de estdndares de Cretu & Morlock, (2014) y los del
cromatograma de los extractos antocianicos de fresa obtenidos siguiendo la misma técnica, se
observo la presencia de Cianidina 3-glucésido (Cn 3-glucésido), Malvidina 3-glucésido (Mv 3-
glucdsido) y Pelargonidina 3-glucésido (Pg 3-glucésido).
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6.4 Bioautogramas de X. vesicatoriay P. syringae

La técnica de Bioautografia directa se basa en la deteccion de la actividad de la deshidrogenasa
de las bacterias metabolicamente activas. Esta enzima convierte el amarillo del MTT en morado

formazéan; por lo que las zonas de inhibicion se observan mas claras que el morado.

En los bioautogramas de ambas bacterias se pudo observar inhibicion de algunas bandas
separadas. El bioautograma de X. vesicatoria mostrd inhibicion bacteriana cercana a los Ry
donde se podrian localizar la pelargonidina 3-glucésido y la cianidina 3-glucésido, siendo la
primera la de mayor area de inhibicion (Figuras 18a y 18b). Mientras tanto, en el bioatograma
de P. syringae s6lo se observo inhibicion en el Rf donde se presumiblemente encuentra la
pelargonidina 3-glucdsido con un gran rango de actividad antibacteriana (Figuras 19a 'y 19b).

0.6

0.39

Figura 18. a) Cromatograma de HPTLC mostrando la separacion de antocianinas de los extractos de cinco
variedades de Fragaria x ananassa Duch.: Albion, Festival, Camino Real, San Andreas y Frontera (Pistas 1, 2, 3,

4y 5, respectivamente); b) Bioautograma de extractos antocianicos contra X. vesicatoria.
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Figura 19. a) Cromatograma de HPTLC mostrando la separacién de antocianinas de los extractos de cinco

variedades de Fragaria x ananassa Duch.: Albion, Festival, Camino Real, San Andreas y Frontera (Pistas 1, 2, 3,

4y 5, respectivamente); b) Bioautograma de extractos antocianicos contra P. syringae.
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VII DISCUSION

El presente estudio es pionero en la investigacion del efecto de las antocianinas de fresa contra
bacterias fitopatdgenas. Con base en los resultados obtenidos, se encontré que los extractos
antocianicos muestran actividad antimicrobiana ante dichas bacterias. Puupponen-Pimia et al.
(2001), han reportado que los compuestos fendlicos de varias frutillas, incluida la fresa, inhiben
el crecimiento bacteriano de Salmonella typhimurium y Escherichia coli. Mientras tanto,
Jiménez et al. (2011), al demostrar la actividad antimicrobiana del extracto de capulin (Prunus
serotina subsp. capuli) sobre las bacterias de S. typhimurium, Proteus mirabilis, E. coli,
Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus, encontraron una gran cantidad de

antocianinas presentes en dicho extracto.

La concentracion de antocianinas obtenida en los extractos de fresa en esta investigacion fue
similar a la reportada por otros autores. Debnath & Ricard (2009), reportaron entre 161 a 351
mg como cianidina 3-glucdsido Kg! de fruto fresco en 10 variedades distintas: Bounty,
Cavendish, Clé des champs, Kent, Micmac, Mira, Rosalyne, Saint-Pierre, Stolo y Wendy.
Mientras tanto, Lopes da Silva et al. (2007), encontraron entre 200 y 600 mg Kg? en las
variedades de Eris, Oso Grande, Carisma, Tudnew y Camarosa.

Debnath & Ricard (2009) atribuyen la variacién de la cantidad de antocianinas a la composicion
genética especifica de cada variedad. De igual manera, Tonutare et al. (2014), mencionan que
dicha variacion depende de la variedad. Segun Castafieda-Sanchez & Guerrero-Beltran (2015),
la cantidad de antocianinas es mayor si al cultivo se le proporcionan: suficiente agua, si esta en
temperaturas calidas y si tiene buena irradiacion solar; ademas, las antocianinas son vulnerables
alaluz, pH y temperatura durante su conservacion, por lo que la cantidad puede variar por estos
factores. En la presente investigacion hubo diferencias entre la cantidad de antocianinas de las
distintas variedades a pesar de que fueron cultivadas bajo las mismas condiciones, por lo que

dicha variacion podria ser resultado de la carga genética de las mismas.

En relacion a la actividad antimicrobiana de los extractos antocianicos, se observé una tendencia
de la concentracidn de los extractos con relacion a la inhibicion; donde, a mayor concentracion
de antocianinas, mayor fue el porcentaje de inhibicion bacteriana. Esto se sustenta con otros

estudios como el de Bricefio et al. (2011), quienes verificaron que, de los tratamientos con
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extractos de neem (Azadirachta indica) y ruda (Ruta graveolens) contra bacterias fitopatdgenas,
el extracto con mayor concentracion fue el que mostré la mayor inhibicion bacteriana.
Asimismo, Viveros & Castafio (2006), indicaron que el efecto que tiene algin extracto sobre un

patdgeno, depende de la cantidad de dicho extracto.

La cantidad de antocianinas de los extractos provenientes de las distintas variedades de fresa,
estd expresada en base a cianidina 3-glucésido; por lo que es probable que la presencia de otras
antocianinas y la cantidad en que se encuentran, ademas de otros compuestos presentes en los

extractos, ejerzan influencia sobre su poder inhibitorio.

Existen reportes que manifiestan que la mezcla de sustancias tiene un efecto positivo sobre la
inhibicion del crecimiento microbiano comparada con las sustancias por separado. Ibrahim et
al. (2013), determinaron que la combinacion de varios compuestos fendlicos tiene efectos
sinérgicos y favorece la actividad antimicrobiana en contraste con la accion de uno solo. Sin
embargo, se requiere mayor investigacion para conocer si el efecto inhibitorio se debe sélo a la
cianidina 3-glucosido o0 a su interaccion con otra sustancia, aungue en la prueba de bioautografia

de este estudio confirmamos que las antocianinas, en general, inhiben el crecimiento bacteriano.

Por otro lado, los porcentajes de inhibicion de los tratamientos, en general, variaron entre una
bacteria y otra; manifestando mayor efecto en X. vesicatoria que en P. syringae. Ante esta
situacion, Chirinos et al. (2007), indican que el poder de inhibicidn esta relacionado a la bacteria
misma y su composicion. Domingo & Lo6pez-Brea (2003), sugirieren que la accion de los
compuestos fendlicos esté relacionada con la inhibicién enzimatica por la accion de los grupos
sulfhidricos de sus aminoacidos de cisteina o por interacciones no especificas con proteinas.
Asimismo, Lacombe et al. (2010), atribuyen a las antocianinas y a los compuestos fenolicos la

destruccién de la membrana celular externa de Escherichia coli O157:H7.

Interesantemente, los tratamientos de los extractos antocianicos fueron, en su mayoria,
superiores al bactericida agricola, pese a que se aplico 10 veces méas concentrado de que lo que
recomienda el fabricante. Ante este escenario, actualmente se sabe que las bacterias adquieren
resistencia a antimicrobianos a través de transferencia vertical y horizontal de genes (LOpez
Cuevas et al., 2009).
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En el trabajo realizado por Martin et al. (2004), se demostrd que algunas bacterias presentaron
resistencia a algunos bactericidas a base de cobre. Asimismo, Carrillo-Fasio et al. (2001b), al
aislar 39 cepas bacterianas de X. vesicatoria de hojas, tallos y frutos de plantas de jitomate
(Solanum lycopersicum) infectadas, procedentes de distintas zonas del estado de Sinaloa,
México, y al someterlas a bioensayos con varias formulaciones de cobre y combinaciones de
cobre-mancozeb y cobre-antibidtico, 17 de las 39 cepas mostraron tolerancia e insensibilidad a
éstos; concluyendo, pues, que existen algunas cepas de X. vesicatoria resistentes a productos a

base de cobre.

Cabrera et al. (2007), sefialan que tanto las bacterias como todos los seres vivos estan dotados
de mecanismos de adaptacion a diversas presiones ambientales, siendo la resistencia a elementos

toxicos una expresion natural de la evolucion.

Kriiger et al. (2013), luego de experimentar con varias pruebas y dosis, determinaron que la
mezcla de acetato de etilo, 2-butanona, agua y acido formico en la proporcion de 7:3:0.8:1.2 es
la mas efectiva para la separacion de antocianinas por HPTCL. Cretu & Morlock (2014) lo
confirmaron en su trabajo al separar antocianinas de distintas frutillas para su identificacion. En
el presente trabajo lo anterior se corroboré al separar antocianinas de extractos de fresa con la

misma mezcla de solventes en la fase movil.

En la separacion de antocianinas por HPTLC se observo la presencia de tres tipos de
antocianinas en los extractos de fresa: cianidina 3-glucésido, malvidina 3-glucésido y
pelargonidina 3-glucésido. De acuerdo a Lopes da Silva et al. (2007), todavia no se caracterizan
completamente a las antocianinas presentes en la fresa en sus pigmentos menores, pero las de
mayor presencia se derivan de las agliconas de pelargonidina y cianidina, siendo la primera la
de mayor presencia en el fruto. Esto se corrobor6, pues la banda correspondiente a pelargonidina
3-glucdsido fue la mas prominente y colorida que aparece en la placa; ademas, esto era de
esperarse, ya que es la antocianina responsable de otorgar el color rojo a los frutos de fresa
(Estévez & Mosquera, 2009).

Para determinar cuales compuestos fueron los responsables de la inhibicién obtenida, se realiz
una bioautografia directa mediante la técnica modificada de Jesionek et al. (2015), ya que este
método permite detectar los compuestos bioldgicamente activos gracias al MTT, y favorece la

visualizacion de las zonas de inhibicion de los compuestos separados.
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En los bioautogramas se observaron zonas de inhibicion de las bandas mas altas a donde se
encuentra la pelargonidina 3-glucdésido y la cianidina 3-glucésido. No se tiene reportado hasta
el momento actividad antimicrobiana por la pelargonidina 3-glucésido; sin embargo, Kim et al.
(2012), al confrontar antocianinas con Helicobacter pylori, descubrié que la cianidina 3-

glucosido inhibia la secrecidn de las toxinas que intervienen en la patogénesis de la bacteria.

Hacen falta méas estudios sobre la actividad antimicrobiana de las antocianinas y otros
compuestos asociados presentes en los extractos antocianicos para conocer su naturaleza y
mecanismos de accion. Sin embargo, los resultados de este estudio son un avance en el
conocimiento del papel que tienen estas biomoléculas presentes en gran variedad de plantas en

los mecanismos de defensa de las mismas contra diversas condiciones adversas en su entorno.
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VI CONCLUSIONES

e Los extractos antocidnicos de frutos de fresa inhiben el desarrollo de X. vesicatoria 'y P.
syringae.

e Existe una relacion positiva de la concentracion de antocianinas totales y del porcentaje
de inhibicion de los patdgenos.

e Hay un efecto de inhibicion distinto entre las variedades de fresa evaluadas.

e Existe un efecto diferencial de inhibicion de los extractos antocianicos de las distintas
variedades de fresa dependiente de la bacteria a la cual se confrontan.

e Los resultados sugieren que la pelargonidina 3-glucdsido y la cianidina 3-glucosido
tienen potencial antimicrobiano contra bacterias fitopatégenas y, probablemente, otro

componente con Ry ligeramente superior.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de medio KB (1 L)

Se disolvieron destilada los siguientes reactivos en 1 L de agua en el orden que aparecen.

REACTIVO CANTIDAD

Sulfato de Magnesio (MgSO4 7H20) (Productos 159
Quimicos Monterrey, Monterrey, México)

Fosfato dipotésico (K2HPO4) (Folden Bell, 159

Anaheim, CA, Estados Unidos)
Glicerol (Fermont, Monterrey, México) 10 mL
Peptona de carne (BD Bioxon, San Diego, CA., 10g
Estados Unidos)
Peptona de caseina (DIBICO) 10g
Agar bacterioldgico (BD Bioxon, San Diego, 15¢

CA., Estados Unidos)

Anexo 2. Preparacion de medio nutritivo (1L)

Se disolvieron 23 g de agar nutritivo (Bioxon) en 1 L de agua destilada
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