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Resumen
El Name (Dioscorea spp.) y el arroz (Oryza sativa) son productos que tienen

diversos beneficio, debido a que exhiben propiedades alimenticias importantes para la
poblacién a nivel mundial, pero ademas de la importancia alimentaria estos cultivos
agricolas son vulnerables a problemas fitosanitarios como las enfermedades, para el caso
del cultivo del fiame, una de las enfermedades de mayor importancia por la perdidas
econdmicas segun lo demuestran los diferentes estudios es la producida por Colletotrichum
gloeosporioides y para el cultivo del arroz, el afiublo bacterial en el arroz ocasionada por
Burkholderia glumae, quien en lo Gltimos afios ha dispuesto la atencion a nivel mundial por

la perdidas econdémicas y el impacto en la produccion de este cultivo.

Teniendo en cuenta la problemética que las enfermedades ocasionan en los cultivos
de Aame y de arroz, se planted el presente trabajo cuyo objetivo fue evaluar in vitro el
efecto inhibitorio de extractos vegetales de diferentes tejidos de Azadirachta indica y Melia
azedarach contra los fitopatégenos B. glumae y C. gloeosporioides. EI material vegetal
para la obtencién de los extractos fue recolectado en el municipio de Sincelejo, el cual fue
sometido a procesos de obtencidon de los extractos mediante la técnica de extraccion,
utilizando equipo Soxhlet. La actividad antimicrobiana de los extractos y sus diferentes
concentraciones fueron evaluadas in vitro mediante la técnica de placas de lisa y siembra
directa. Los resultados obtenidos indican que el extracto que presento mayor eficiencia de
inhibicion contra B. glumae fue FN (frutos de Neem) con un 100% de inhibicion a una
concentracion del 11%, mientras que los extractos de hojas presentaron la misma
efectividad pero a concentracion del 20%. Con respecto a la germinacion de conidias el FN
inhibio el 100% al 8% de concentracion y el extracto de SM (semillas de Melia) fue el

menos eficiente debido a que provoco la misma actividad pero a concentracion de 12%. Por



ultimo, la inhibicion del 100% sobre el crecimiento micelial la mostré el extracto de HN
(hojas de Neem) a concentracion del 3%, mientras que los demés extractos mostraron el

mismo porcentaje de inhibicidn a concentracion superior del 10%.

Palabras claves: extractos vegetales, bioproducto, fitopatdgenos, antracnosis, afiublo

bacterial.



Abstract
Yams (Dioscorea spp.) And rice (Oryza sativa) are products that have different

benefits, because they exhibit important food properties for the population worldwide, but
in addition to the importance of food these agricultural crops are vulnerable to
phytosanitary problems such as diseases, for the case of the cultivation of yam, one of the
most important diseases by economic losses as shown by the different studies is the one
produced by Colletotrichum gloeosporioides and for rice cultivation, the bacterial blight in
rice caused by Burkholderia glumae, who in recent years has provided worldwide attention

for the economic losses and the impact on the production of this crop.

Taking into account the problems caused by diseases in yam and rice crops, the
present work was aimed at evaluating in vitro the inhibitory effect of plant extracts of
different tissues of Azadirachta indica and Melia azedarach against phytopathogens B.
glumae and C. gloeosporioides. The vegetal material for obtaining the extracts was
collected in the municipality of Sincelejo, which was subjected to processes to obtain the
extracts using the extraction technique, using Soxhlet equipment. The antimicrobial activity
of the extracts and their different concentrations were evaluated in vitro by the technique of
smooth plates and direct seeding. The results obtained indicate that the extract that showed
the highest efficiency of inhibition against B. glumae was FN (fruits of Neem) with 100%
inhibition at a concentration of 11%, while the leaf extracts presented the same
effectiveness but at a concentration of 20%. Concerning the germination of conidia the FN
inhibited 100% at 8% concentration and the extract of SM (Melia seeds) was the least
efficient because it caused the same activity but at a concentration of 12%. Finally, the

inhibition of 100% on mycelial growth was shown by the HN extract (Neem leaves) at a



concentration of 3%, while the other extracts showed the same percentage of inhibition at a

concentration higher than 10%.

Keywords: plant extracts, bioproduct, phytopathogens, anthracnose, bacterial blight.



1. Introduccion

El cultivo de fiame es un pilar econdmico en las regiones tropicales y subtropicales
del planeta, ya que es considerado un producto basico en el consumo de millones de
personas en Africa, Asia y América latina (Perea y Buitrago, 2000). En Colombia,
Dioscorea alata y Dioscorea rotundata son las especies de flame de mayor importancia
tanto por el area sembrada, como por la demanda del tubérculo (Mendez, Palencia,
Hernandez, Hernandez, & Beltran, 2013). De este producto, se sostienen al menos 20 mil
familias de los departamentos de Sucre, Cérdoba y Bolivar (Osorio, Bustamante,
Macareno, Hernandez, & Beltran, 2010). A su vez, el arroz (Oryza sativa L.), es el
principal cultivo alimenticio consumido por la mitad de la poblaciéon mundial (Cottyn,
Debode, Regalado, Mew & Swings, 2009). Este es un alimento bésico predominante para
17 paises de Asia y el Pacifico, nueve paises de América del Norte y del Sur y ocho paises

de Africa (FAO, 2004).

La pérdida de las cosechas y la disminucion de su calidad por la accidn de agentes
bioldgicos, es uno de los principales problemas que enfrenta la agricultura (Opara y Obani,
2010). A nivel mundial los fitopatdgenos son los responsables de las enfermedades de pre y
pos cosecha, causando grandes pérdidas econdmicas, por la alteracion en el desarrollo y
crecimiento de las especies vegetales donde estos hospedan (Agrios, 2005). Las bacterias y
hongos fitopatdgenos son los que presentan mayor importancia en cuanto a dafio a cultivos
(Juérez, 2010), estos dafios suelen ser una limitante en el desarrollo productivo del sistema,
por esta razdn, se debe conocer bien al agente fitopatoldgico y considerarlo como un
elemento importante a tener en cuenta para su manejo y control (investigacion y desarrollo,

2010).



El acelerado aumento de enfermedades en las plantas ha generado la utilizacion de
un mayor nimero de agroquimicos en pro de contrarrestar los efectos colaterales de los
fitopatdgenos en los agroecosistemas. Asi mismo, el mal uso de bactericidas y fungicidas
por parte de los agricultores ha generado la aparicion de cepas resistentes, y por tanto, un
aumento en la demanda de més agroquimicos (Aduramigba-Modupe, Asiedu & Odebode,
2008). En este orden de ideas, se precisa identificar nuevos productos mas eficaces, mas
econdmicos y menos agresivos con el medio ambiente, que permitan controlar el desarrollo

de patogenos de plantas (Quintero, 2001).

Es por ello que los productos naturales con su amplia diversidad estructural se han
convertido en una opcién en el disefio de técnicas en el manejo de enfermedades de una
manera efectiva y ecolégica (Opara y Obani, 2010). La utilizacion de extractos vegetales
para uso agricola es una alternativa viable y conveniente para el manejo integrado de
fitopatdgenos desde muchos puntos de vista (técnico, econdémico y ambiental), que

beneficia la eficiencia del sistema productivo (Pulgarin, 2000; Duque, 2006).

Por lo tanto, esta investigacion planteo evaluar in vitro la actividad inhibitoria de los
extractos de hojas, frutos y semillas de A. indica y M. azederach contra los fitopatdgenos B.

glumae y C. gloeosporioides.



2. Planteamiento del problema

En la actualidad, Colombia se ubica en el tercer lugar como mayor productor de
arroz en Ameérica latina y el Caribe (FAO, 2016). A nivel nacional este producto agricola se
sitla en un segundo puesto en extension, solo superado por el café (FINAGRO, 2014), ya
que el 14% del &rea cosechada y el 43% de los cultivos transitorios estan representado por
esta graminea (DANE-ENA, 2015). Segun datos arrojados por el DANE-Fedearroz, en el
afio 2015 se sembraron 478.878 Ha, con un rendimiento de 2.067.389 Ton (DANE-
Fedearroz, 2015), Sin embargo la productividad del arroz esta siendo limitada por distintos
factores (Pérez, 2010), debido a que entre el afio 2005 y 2015, el rendimiento ha venido
disminuyendo considerablemente (DANE-Fedearroz, 2015). Uno de los factores que ha
traido esta consecuencia, es la presencia de enfermedades que se asocian a los cultivos de
arroz, las cuales han incrementado a causa del efecto del cambio climatico (Pérez, 2010),
debido que B. glumae una de las bacterias que afecta al arroz y provoca la enfermedad
conocida como afiublo bacterial, depende de las condiciones de temperatura, ya que esta
desarrolla la enfermedad en rangos que oscilan entre los 30 y 37°C (Nandakumar et al.,
2009). Esta y muchas otras enfermedades que son originadas por bacterias, anteriormente

no presentaban tanta importancia como en la actualidad (Pérez, 2010).

Existen muchos factores bioticos que afectan al cultivo de arroz, entre los cuales se
encuentran virus, bacterias, hongos y plagas de diversas especies de artropodos. La bacteria
Gram-negativa B. glumae es la que afecta la panicula del arroz, y provoca la enfermedad
Ilamada afiublo bacterial. Esta patologia ha traido como consecuencia grandes pérdidas
econdmicas en los paises productores del grano (Quesada y Garcia, 2014). Tales déficit

estan representados por un 40% y un 75% en cultivos severamente afectados (Nandakumar



et al., 2009). Ademas, este fitopatdgeno no solo afecta al arroz, sino también a otras
especies vegetales, como el tomate, aji, berenjena, ajonjoli, papa y girasol (Jeong et al.,

2003).

La presencia del afiublo bacterial en las &reas productoras de arroz es un problema
muy prevalente. Este ha sido registrado en varios paises de américa, como Colombia,
Estados Unidos, Panama, Nicaragua, Costa Rica y en algunas naciones del sureste de Asia,
como Japon, Tailandia, Vietnam, Corea del Sur, Malasia, Filipinas entre otros. La
enfermedad en los Ultimos afios ha tomado mayor fuerza, lo que ha incrementado el interés
cientifico sobre la busqueda de métodos de control para este fitopatdgeno (Zhu et al., 2008;

Lim et al., 2009; Ham, Melanson & Rush., 2011).

En Colombia, Fedearroz ha realizado inspecciones fitosanitarias confirmando la
existencia de B. glumae en distintas zonas arroceras del pais (Pérez y Saavedra, 2011).
Entre las zonas relacionadas con el patdgeno se encuentran la region caribe, en los
departamentos de Cérdoba y Bolivar (Pérez, 2009; Pérez y Saavedra, 2011); asi mismo en
la region andina estan involucrados los departamentos del Huila y Tolima (Pérez, 2009).
Ademas, la bacteria ha sido detectada con la técnica de PCR, a partir de estudios realizados
con plantas provenientes de los departamentos de Cesar, Meta, Santander, Sucre y Valle del
Cauca, indicando asi, que este patdgeno se encuentra ampliamente distribuido en nuestro

pais (Mosquera, 2010).

B. glumae esta calificado como un fitopatégeno importante, a razén de su incidencia
y severidad en los cultivos de arroz (Correa Pérez y Saavedra, 2007). Uno de los

principales inconvenientes que presenta esta bacteria para su control es su alta resistencia a



agentes quimicos utilizados comercialmente (Maeda, Kiba, Ohnishi, & Hikichi, 2004;
Ospina y Beltran, 2010), sin embargo, existen algunos controles quimicos que han
demostrado una alta efectividad de inhibicion contra la bacteria, como es el caso de acido
oxolinico (Correa et al., 2007; Ospina y Beltran, 2010), pero asi mismo, el aumento de
cepas acido oxolinico resistentes a traido consigo un problema importante para el control
definitivo de la bacteria, ademas de que aun no se han encontrado medidas eficaces para
prevenir o combatir las cepas &cido oxolinico resistentes (Ham et al., 2011), por lo que se
estd incursionando en la solucion de este problema con nuevas medidas de control mas

efectivas (Correa et al., 2007; Pérez y Cristo, 2011).

En los cultivos de flame se han encontrado problemas fitosanitarios entre los cuales
se recalcan su vulnerabilidad en presencia de hongos y virus (Amusa, Adigbite,
Muhammed & Baiyewu, 2003; Egesi, Onyeka & Asiedu, 2007; ICA, 2009), cabe resaltar
que las enfermedades que son originadas por hongos son las que en Colombia han
ocasionado mayores pérdidas, siendo la antracnosis originada por C. gloeosporioides la que

mas lo afecta (Cerén-Rincon, Higuera, Sdnchez, Bustamante & Buitrago 2006).

Colletotrihum spp., presenta amplia distribucion en las zonas calidas y templadas
del mundo (Pinzon, Bustamante & Buitrago, 2013) y es el responsable de causar un sin
namero de pérdidas econdmicas en muchos cultivos (Afanador-Kafuri, Minz, Maymon &
Freeman, 2003). A nivel mundial, la antracnosis es la enfermedad mas devastadora del
cultivo de fiame. En cultivos presentes en el occidente de Africa, el Caribe, la India y el
Pacifico sur, se han registrado Pérdidas de productividad de un 80% de la totalidad de las
cosechas (Amusa et al., 2003; Agrios, 2005; Abang et al., 2006). En los cultivos de fiame

duramente afectados con este agente flngico en la regidn caribe colombiana, ha ocasionado



altas pérdidas que han sido valoradas de hasta un 85% de la produccion (Green, Abang &

lloba, 2000).

La antracnosis en primera instancia, fue reportada como un problema que no tenia
ninguna importancia desde el punto de vista econémico, pero con el paso del tiempo esta
enfermedad ha venido aumentado, afectando severamente los cultivos de fiame, hasta el
punto que ha llegado a conocerse como una epidemia, que ha acabado con mas del 80% de
los cultivos en muchas zonas (Reina, 2012). En Colombia este problema fitosanitario
registrd las mayores pérdidas, con una alta reduccion del area cultivada, que pasé de
25.000 ha en 1989 a 4.547 ha en 1990; afectando gravemente a mas de 5.000 familias
productoras de fiame en muchas zonas de la region caribe como cérdoba, bolivar y sucre

(Ceron-Rincon et al., 2006; Reina, 2012).

Teniendo en cuenta la problematica presentada en los cultivos de fiame y arroz en
Colombia y a nivel mundial debido a la presencia de C. gloeosporioides y B. glumae y las
pérdidas econdmicas originadas por esta enfermedad, asi como el dificil manejo de estos
fitopatdgenos en campo por la resistencia que han venido mostrando al control quimico y
los efectos de estos quimicos en el ambiente y para la salud de humanos, animales y plantas
se plante6 como pregunta la siguiente ¢los extractos de diferentes tejidos vegetales de M.
azedarach y A. indica son bioinsumos con actividad inhibitoria contra C. gloeosporioides y

B. glumae?.



3. Justificacion

Segun datos de Corporacion Nacional Arrocera (CONARROZ) en el 2012, El arroz
ocupa el segundo puesto en cuanto a importancia econémica y nutricional para los seres
humanos, solo superado por el trigo. Ademaés El arroz es considerado el principal cereal
utilizado como fuente de alimentacién, debido a que mas del 50% de los habitantes del
planeta lo tienen como uno de los productos basicos de la canasta familiar (Cristo y
Saavedra, 2011). Asimismo el arroz suministra el 20% en cuanto a energia alimentaria para
la poblacion mundial. Ademas el arroz no es solo fuente de energia, si no también
representa una alta fuente de vitaminas como tiamina, riboflavina y niacina. El perfil de
aminoacidos del arroz muestra que presenta altos contenidos de aminoécidos como &cido

glutdmico y aspartico (FAO, 2004).

En Colombia el arroz se ubica en el tercer puesto, en cuanto a extension, estando
por delante, el café y el maiz (FAO, 2013). Segun el DANE-Fedearroz, entre el afio 2000 y
2010 se cultivaron aproximadamente 457.934 ha, con un rendimiento en cada afio de
2'224.219 toneladas (DANE-Fedearroz, 2010). Ademas el cultivo de arroz, esta
representado en Colombia por un 6 y 10% del valor de la produccion agropecuaria y de la
actividad agricola respectivamente, indicando asi una gran importancia en la cadena

productiva para el sector agricola nacional (Espinal, Martinez y Acevedo, 2005).

El fiame es un tubérculo que se ha establecido como uno de los productos
alimenticios con mayor interés, debido a que es una fuente importante de carbohidratos
para una alta demanda de personas que habitan en muchas regiones del planeta, como

Africa, América Central, Sur América, partes de Asia, el Caribe e islas del Pacifico.



Implicando asi una extensa comercializacion y por ende un papel importante en la
economia a nivel mundial (Amusa et al., 2003). Ademas, a pesar de que el fiame tenga un
mayor indice de importancia en regiones tropical y subtropical (Peixoto, Caetano y Lopes,
2000), las evidencias indican que los cultivos de esta especie vegetal se siembran en todo

el mundo (Vega, 2012).

Colombia se encuentra entre los primeros 12 paises que presentan mayor
produccion de fiame en todo el planeta, debido que para el afio 2010 mostro una produccion
de 395.374 ton y ademas ocupo el primer puesto en cuanto a rendimiento con un total de
28,3 ton/ha (Reina, 2012). Su éarea cultivada se concentra en la regiéon caribe, en los
departamentos de Cdérdoba, Sucre, Bolivar, Cesar y Atlantico, donde se considera un
alimento fundamental en el consumo de las comunidades (Bustamante y Buitrago, 2006).
Aproximadamente el 92 % de la produccion nacional de este producto lo aportan estos
departamentos, ademéas beneficia cerca de 18.500 familias de pequefios productores

(Alvarez, 2000).



4. Marco teorico

Las enfermedades en los cultivos que son ocasionadas por fitopatdgenos, alteran las
funciones fisiologicas de las plantas, reduciendo generalmente los rendimientos y en casos
extremos provocando la muerte a la misma. Los agentes bilticos causantes de
enfermedades son conocidos como patdgenos (ejemplo bacterias, hongos, virus, nematodos
y fitoplasmas). Desde el punto de vista agricola, un patégeno estd considerado como un
organismo que dafa los cultivos, disminuyendo su rendimientos y la calidad del producto

cosechado (Lastres y Soza, 2009).

4.1 Cultivo de ilame (Dioscorea spp)
El fiame se encuentra distribuido en las zonas tropicales y subtropicales que

presentan altos indices de lluvia, se encuentra calificado como uno de los tubérculos con
mayor importancia agroecondémica a nivel mundial, siendo superado por los cultivos de
papa, yuca y batata, ademas constituye la principal fuente de ingreso y trabajo en muchas
zonas rurales del planeta (Vega, 2012; Botanical, 2013). La importancia agroeconémica
radica principalmente en los paises en desarrollo situados en las zonas tropicales. Este
producto es difundido y cultivado en mayores proporciones en el Caribe, Africa, Asia y
Oceania (Mendes, 2005). De las aproximadamente 600 especies que existen, solo 12
especies son las que se cultivan para el consumo humano, el resto se cultivan con fines

medicinales (FAO, 2003).

Entre los problemas fitosanitarios que presentan los cultivos de fiame se resaltan su
susceptibilidad a microorganismos patdgenos como hongos y virus, sin embargo, las

enfermedades producidas por agentes fungicos son las que en Colombia han ocasionado las



mayores pérdidas, siendo la antracnosis causada por Colletotrichum spp. una de las

fitopatologias que mas lo afecta (Green et al., 2000).

4.1.1 Descripcion de la planta de fiame (Dioscorea spp)
Las caracteristicas de la planta pueden cambiar segin la variedad de fiame

cultivado. Generalmente la planta se presenta en forma de enredadera, puede tener
tubérculos aéreos que se denominan bulbillos y tubérculos subterrdneos (Hata, Reguero, de
Garcia, Buitrago y Alvarez, 2003). Las hojas presentan forma acorazonada con peciolos
largos y su disposicion es alterna u opuesta; sus tallos son alados o de seccion transversal
ovalada y flores pequefias en racimos o en paniculas con tres sépalos y tres estambres,
aungue las especies comestibles se caracterizan por tener poca floracién (Montaldo, 1991).
La planta forma un tallo en forma de espiral, siendo posible, la identificacion del tipo de
fiame a partir de la direccion en la que se forma el espiral. EI fiame criollo se enrolla hacia

el lado derecho y el fiame espino hacia el izquierdo (Perea y Buitrago, 2000).

4.2 Colletotrichum gloeosporioides
Es un parasito facultativo que taxondmicamente se encuentra en el orden

Melanconiales. Este microorganismo produce conidias unicelulares que presentan forma
ovoide vy parcialmente curvadas; la agrupaciéon de conidias muestran un color rosa. Los
acervulos cerosos, que se crean a partir de la infeccion en los diferentes tejidos son
subepidermicos, tipicamente con setas simples, conidioforos cortos y erguidos (Davis,

1993).

4.2.1 Etiologia de Colletotrichum gloeosporioides
C. gloeosporioides es el agente etiolégico de la antracnosis en el fiame. Esta

enfermedad es la que mas afecta y limita a estos cultivos en todo el planeta. La antracnosis



puede afectar muchos 6rganos de la planta, como son hojas, peciolos y tallos, que trae

como resultado necrosis en el follaje.

C. gloeosporioides cuando penetra los tejidos de la planta, presenta habilidad de
patogenicidad hemibiotrofa, la cual empieza por una biotrofia que es asintomaética,
seguidamente viene una fase necrétrofa destructiva donde se expresan los sintomas de la
enfermedad, ademéas de la produccion de esporas desarrolladas por el patdgeno (Bailey,
Koronakis, Schmoll & Hughes, 1992). El microorganismo infecta las hojas de las
variedades susceptibles de fiame, formando puntos de color negro o marron, los cuales se
unen y se expanden por la hoja generando manchas que reducen notablemente el area
fotosintética (Abang, Winter, Mignouna, Green & Asiedu, 2003)

4.2.2 Epidemiologia

La transmision de la enfermedad se da por la dispersion de las conidias del hongo a
través de lluvia (Abang et al., 2003). Pero también se pueden esparcir por el viento o por
insectos presentes en los cultivos. Asimismo las conidias concurren a muchas formas de
ingreso o0 penetracion a la planta a enfermar, una de ella es aprovechar la abertura que
realizan los estomas y lenticelas naturalmente; otra puede ser por alguna herida que
presente la planta a causa de picaduras de insectos, o por la penetracion directa del hongo
por parte del apresorio. Al comienzo de la enfermedad, cuando afecta a los diferentes
organos de la planta, esta es originada por las conidias y micelios, y a medida que la planta
crece y se desarrolla, de igual manera aumenta la cantidad de conidias por parte del hongo

que seguird afectando a la especie vegetal (Tous, 2008).



4.2.3 Antracnosis
La antracnosis es una enfermedad ocasionada por hongos del género Colletotrichum

spp, (Agrios, 2005). Este género presenta gran importancia cientifica y econdmica, a razon
de que se encuentra entre los 10 principales patdgenos de especies vegetales (Dean et al.,

2012).

La antracnosis provoca muerte celular al tejido foliar, generando asi, una
disminucion de la capacidad fotosintética por la diminucion de la superficie del area foliar,
lo cual trae consigo reduccién en la produccién del tubérculo, y en ocasiones la muerte de
la planta (Abang et al., 2003). La antracnosis se desarrolla en casi todos los tejidos de la
planta. Cuando el patdgeno ingresa en algin tejido, la enfermedad evoluciona de dos
maneras: la primera forma se denomina hemiotrofica intracelular, en el cual el
microorganismo se establece en los tejidos, pero sin hacerle ningun dafio a la célula
(Agrios, 2005) y la otra forma se conoce como necrotrofia subcuticular e intramural, donde
el patogeno si es destructivo, creciendo entre la cuticula y la epidermis, afectando las
células de la epidermis disolviendo su matriz peptidica (Parra, 2008), provocando

hinchazon y disolucion de las paredes celulares (O’Connell, 2000).

4.2.4 Ciclo de la antracnosis
Cuando el fitopatdgeno esta por fuera de la planta, el desarrollo de la enfermedad

estd limitado por la necesidad de la obtencion de agua durante cada una de las fases del
ciclo de la antracnosis, debido a que la conidias requieren que haya en la superficie del
hospedero una pelicula himeda, para que estas puedan germinar y penetrar la cuticula y la
epidermis (Baquero, 2010). Generalmente cuando los conidios se encuentran en la
superficie del hospedero forman un tubo germinativo corto, y luego se diferencian en un

apresorio transcurridas de 12 a 24 horas. Esta parte del ciclo es desencadenada por la



produccién de determinadas proteinas, que son estimuladas por sefalizacion del

hospedero. (Cano, Guarro & Gené, 2004; Agrios, 2005; Munch et al., 2008).

4.2.5 Sintomatologia de la antracnosis
Generalmente las heridas que produce la enfermedad son marrones o parcialmente

negras, con tamafios de 0,2 a 2cm de didmetro, estas marcas se pueden unir entre si,
formado manchas muy prolongadas que reducen el area fotosintética (Abang et al., 2003;

Amusa et al., 2003).

En pruebas de laboratorio, se han sefialado basicamente dos sintomas que presenta
la planta en presencia de la enfermedad. La primera se distingue como lesiones necroticas
circulares, con colores que van de café oscuras a negras que no se unen entre si, y que
presentan un halo clorotico brillante, que predice el efecto de una toxina que es producida
por el microorganismo. El segundo sintoma se identificoO como manchas de color café e
irregulares, con halos cloriticas diversos, en las hojas de la planta (Abang et al., 2003;

Abang et al., 2009).

4.2.6 Control de la antracnosis
La siembra de semillas sanas, la poda y quema de material contaminado, el uso de

fungicidas (benomyl, manzeb, mancozeb, clorotalonil, captafol y folpet) y biocontroles,
hacen parte de los controles de la antracnosis. El uso del control a utilizar es dependiente en
gran medida de su disponibilidad (Abang et al., 2003; Agrios, 2005; Aduramigba-Modupe

et al., 2008).

La opcion mas rapida y accesible es el uso de materiales quimicos. Estos materiales
se estan utilizando de una forma excesiva, a razon de la severidad del problema. Con esto

se ha logrado en principio, un control de los inéculos, pero en muchos casos no se ha



presentado un control radical. Asi mismo el uso extensivo y abusado de estos fungicidas ha
aumentado la contaminacion ambiental y ha generado cepas resistentes por parte del
microorganismo (Abang et al., 2003; Pérez, Saquero y Beltrdn, 2003; Agrios, 2005;

Aduramigba-Modupe et al., 2008).

4.3 Cultivo de arroz (Oryza sativa)
La importancia socioecondmica que muestra la especie Oryza sativa, radica

principalmente en la extensa area de cosecha que presenta su cultivo. La zona de mayor
produccion de este alimento se halla en Asia, especificamente en India, China, Indonesia,
Tailandia y Bangladesh, con un total del 77% de la produccion de todo el planeta (FAO,

2005).

4.3.1 Descripcion de la planta de arroz (Oryza sativa)
El arroz es una planta muy variable, se han registrado mas de 100.000 ejemplares,

que también presentan estructuras morfoldgicas muy variables (Leon, 2000). Generalmente
planta de arroz es una graminea anual, su tamafio puede ir de 0.4 a 7 m de altura, sus tallos
son redondos y huecos compuestos por nudos y entrenudos, las ldminas féliales son largas
y planas, las cuales se adhieren al tallo por la vaina. Presenta flores compuestas
(inflorescencia) en panicula que se encuentra en la cima del tallo, donde esta resguardada
por una hoja terminal mas ancha y corta que el resto de laminas féliales (Arregoces,

Rosero y Gonzalez., 2005).

4.4 Burkholderia glumae
B. glumae (Kurita & Tabei) esta reportada como una bacteria fitopatdgena, que es el

agente responsable de producir la enfermedad del afiublo bacteriano de la panicula del arroz
(Urakami, Ito-Yoshida & Araki, 1994). B. glumae es un bacilo Gram negativo aerobio, que

presenta de 2 a 4 flagelos y ausente de esporas, su tamafio es variado, puede medir de 1,5-



2,5 um de largo y 0,5-0,7 um de didmetro. Tiene la capacidad de crecer entre una
temperatura de 11-4°C, pero su temperatura optima esta entre 30-35°C (Brenner, Krieg,
Staley & Garrity, 2005). La bacteria sobre el medio King B no produce pigmentos
luminiscentes. Ademas el desarrollo de las colonias es lento y presentan forma circular,

engrandecida y con bordes lisos (Saddler, 1994).

4.4.1 Etiologia de Burkholderia glumae
La bacteria B. glumae ataca principalmente las semillas germinadas, incapacita a las

raices y las vainas de las hojas inferiores y de esta forma empieza a desarrollarse sobre la
especie vegetal como un organismo epifito. Los sintomas se presentan cuando la planta
comienza a florecer. Cuando la bacteria se reproduce activamente empieza a invadir las
espigas a través de los estomas 0 a través de las glumas cuando estas presentan heridas en
su epidermis (Sayler, Cartwright & Yang, 2006; Zhou et al., 2011), luego la bacteria
rapidamente coloniza las espigas y se alimenta de los azucares producidos por la planta
para el desarrollo del grano (Hikichi, Okuno & Furusawa, 1994). De hecho, la bacteria
muestra mayor virulencia en panicula que en el resto de la planta (Nandakumar et al.,
2009), que puede ser, debido a que en esta parte de la planta hay mayor densidad bacteriana

(Quesada y Garcia, 2014).

La formacién de altas densidades por la multiplicacién de B. glumae genera la
produccién de la toxoflavina, la cual, mediante generacién de perdxido de hidrdgeno, trae
como consecuencia dafio en las hojas y el taponamiento de los haces vasculares,
imposibilitando que los azucares como monosacaridos y disacaridos sean transportados

para la sintesis del almiddn en la panicula (Mahenthiralingam, Urban & Goldberg, 2005).



4.4.2 Epidemiologia
B. glumae es una bacteria que se transfiere normalmente mediante semilla que se

encuentren infectadas, y es por esa causa, que esta se esparce a diferentes regiones en la

exportacion e importacion de semilla (Sayler et al., 2006).

La propagacion de B. glumae se puede presentar de diferentes maneras, una de ella
es por salpicadura, otra puede ser por el viento, por la lluvia, también por el acercamiento y
contacto entre paniculas, provocando asi un foco de infeccion. Ademas de esto las
temperaturas altas, la alta humedad vy las precipitaciones frecuentes ayudan a la evolucion

del brote (Zhou et al., 2011)

4.4.3 Anublo bacterial
El cultivo de arroz es muy sensible a la presencia de enfermedades y especialmente

a las que son provocadas por bacterias, estas Ultimas no presentaban mucha importancia
hace algin tiempo. B glumae es una bacteria aer6bica, Gram negativa, y hace parte del
subfilum beta-proteobacteria, esta es una de las bacterias responsables de causar la
enfermedad conocida como el afiublo de la panicula del arroz. Las sintomatologia de del
afiublo se puede presentar en distintas partes de la especie vegetal, por ejemplo en la
plantula, en la lamina foliar que protege la panicula y en las espiguillas. En las paniculas
afectadas, las espiguillas muestran una coloracién rojiza y los granos presentan
decoloracion. En la planta la bacteria se multiplica rapidamente y las sefiales de los
sintomas emergen cuando la bacteria entra en contacto con la panicula. Algunos estudios
indican que cuando la bacteria es inoculada sobre la panicula de arroz, los sintomas
comienzan a expresarse después de tres dias de la inoculacion y a partir de esta, se afectan
el resto de paniculas de forma consecutiva, mostrando asi una mayor gravedad en cuanto a

la incidencia de la enfermedad a los diez dias (Nandakumar et al., 2009).



4.4.4 Ciclo del afiublo bacterial
El ciclo de la enfermedad aun esta en discusion (Ham et al., 2011). La semilla es la

encargada de transmitir la bacteria (Sayler et al., 2006; Zhu et al., 2008), esta se encuentra

al interior de la lema del grano de arroz (Tsushima, 2011).

La pudricion es originada por el aumento de la densidad de B. glumae en las
pldmulas (Hikichi, Tsujiguchi, Maeda & Okuno, 2001). Cuando las plantulas son
sembradas, la bacteria puede ser aislada normalmente de Iaminas foliares inferiores, donde
crece de forma epifita en la etapa de macollamiento (Sayler et al., 2006). Aunque la
sintomatologia se presenta primero en las paniculas antes que en las ldminas foliares, la
bacteria también puede ser hallada en las laminas foliares inferiores y hoja bandera (Hikichi
et al., 2001). El patégeno que se encuentra en las ldminas foliares, cumple una funcién
importante como fuente de in6culo primario de la pudricion del grano, puesto que la parte
critica de la enfermedad se manifiesta en formacion de la panicula (Zhang, 2004). Luego de
que el patogeno se establece en las espiguillas, este aumenta sus poblaciones y finalmente

ocasiona la pudricion del grano (Sayler et al., 2006)

4.4.5 Sintomatologia del afiublo bacterial
El afiublo se caracteriza por la presencia de manchas café o decoloracion de la

panicula a causa del proceso de clorosis. Al inicio de la enfermedad algunos 6rganos de la
planta como ramas y paniculas se conservan verdes, sin heridas ni de decoloracion y las
flores afectadas suspenden su crecimiento o son abortadas por la planta. Las paniculas
pueden tener pocas o todas las flores enfermas (Yang, 2004), y los granos pueden presentar
diferentes estados de decoloracion, lo cual estard relacionado con la intensidad de la

infeccion (Zhou et al., 2011).



Figura 1. Sintomas en el arroz causados por B. glumae. A: Paniculas afectadas. B: Grados de decoloracion de
los granos de arroz. Fuente: Zhou et al., 2011

4.4.6 Control del afiublo bacterial
Gobmez, Cardozo y Echeverri, (2010) evaluaron el efecto sobre el crecimiento de B.

glumae con distintos materiales quimicos, como kasugamicina, oxitetraciclina, Oxido
cuprico, acido oxolinico, validacin A, entre otros, y llegaron a la conclusion que el control
quimico contra la bacteria es poco efectivo. No obstante, se ha demostrado en otras
investigaciones que el acido oxolinico (AO) es un tratamiento positivo, el cual inhibe el
crecimiento bacterial en las plimulas y las espiguillas, y por ende evita la pudricion de la

planta y la del grano de arroz con alta eficacia (Hikichi, Okuno & Furusawa, 1994).

4.5 Extractos vegetales
Estan definidos como bioinsumos agricolas, compuestos por sustancias de origen

vegetal, que se obtienen a partir de una 0 mas especies de plantas con propiedades
repelentes o biocidas (Cock y Jiménez, 2006). Los extractos vegetales pueden ser
repelentes, o pueden ser directamente tdxicos (Lampkin, 2001). El uso de extractos
vegetales en contra de plagas es una practica muy antigua, la cual ha mostrado resultados
tanto positivos, como negativos, pero el desarrollo de insecticidas sintéticos con alto grado

de eficiencia, ocasiono que estas practicas fueran dejadas de usar (Salazar y Betancourth,



2009). Los cientificos han evaluado diferentes extractos de origen vegetal, con la finalidad
de que su trabajo sea mas eficaz, su espectro de actividad mas amplio, que no ocasionen
efectos desfavorables y que no permitan la evolucion de cepas resistentes (Bernal, Zamora,
Virgen & Nufio, 2005).
4.6 Azadirachta indica A. Juss.

A. indica més conocido en Latinoamérica como Nim o Neem, y en la India como
margosa, es un arbol perteneciente a la familia Meliaceae originario de la India y de

Birmania, que solo vive en regiones tropicales y subtropicales.

Los extractos de A. indica (Neem) se han usado en tratamientos meédicos en la
antiguedad, desde hace unos 4.500 afios aproximadamente. Las propiedades terapéuticas de
esta planta son numerosas y se conocen desde hace mucho tiempo. Quizas mucho antes de
que se descubriera las cualidades analgésicas del arbol del sauce, del cual extraen la
aspirina, ya que los fitoterapeutas de la India antigua ya habian descrito las aplicaciones del

Neem (Gualtieri et al., 2008)

4.7 Melia azederach L.
Es una especie vegetal conocida popularmente como arbol del Paraiso pertenece a

la familia Meliaceae, del orden de las Sapindales. Una de sus caracteristicas principales es
que produce hojas y frutos en gran cantidad (Do Vale, 2004). ComUnmente esta familia
produce una variedad de compuestos como lo son los terpenoides y los limonoides
(tetraterpenos), los cuales estan considerados unos de los metabdlitos secundarios mas
bioactivos (Judd, Campbell, Stevens & Donoghue, 2008). Estos arboles son nativos de Asia

y Australia meridional. Esta especie es cultivada ampliamente con propésitos ornamentales



y presenta una buena adaptacién en zonas tropicales y subtropicales (Huertas, Chiffelle,

Lizana & Araya, 2008).

5. Objetivos

General

Evaluar in vitro el efecto inhibitorio de extractos vegetales de diferentes tejidos de
A. indica y M. azedarach contra los fitopatogenos B. glumae y C. gloeosporioides
causantes del afiublo bacterial de la panicula del cultivo de arroz y de la antracnosis del

cultivo del fiame, respectivamente.

Especificos

Obtener extractos a partir de diferentes tejidos de A. indica y M. azedarach,

utilizando como técnica de extraccion, equipo soxhlet.

Determinar el periodo de maxima germinacién de C. gloeosporioides.

Evaluar in vitro la actividad inhibitoria de los extractos vegetales de A. indica 'y M.
azedarach a diferentes concentraciones contra B. glumae, y contra la germinacion de

conidias y crecimiento micelial de C. gloeosporioides.

Caracterizar quimicamente mediante la técnica cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de masa los extractos de los diferentes tejidos de A. indica y M. azedarach.



6. Metodologia

6.1 Sitios de muestreo
Las muestras de las especies de A. indica y M. azedarach se recolectaron en la

ciudad de Sincelejo. Las pruebas de laboratorio y procesamiento de las muestras se

realizaron en el laboratorio de investigaciones microbiolégicas de la Universidad de Sucre.

6.1.2 Material recolectado
Del material recolectado de A. indica y M. azedarach, una parte se utilizé para la

obtencion de extractos; la otra parte del material vegetal se llevd al laboratorio de

Conservacion de la Universidad de Sucre, para su respectiva confirmacion taxonémica.

6.1.3 Secado y molienda
Las hojas y semillas de A. indica y M. azedarach se deshidrataron en un horno a

temperatura de 45°C por 24 horas, posterior a este tiempo se pulverizaron en una licuadora

industrial.

6.1.4 Obtencion de los extractos vegetales
Los diferentes tejidos de A. indica y M. azedarach (hojas, frutos y semillas) una

vez deshidratadas y molidas, se pesaron aproximadamente 100 gramos para la obtencion de
los extractos vegetales. Se utiliz6 como solvente etanol analitico empleando un equipo
Soxhlet con cartuchos de celulosa (Vitola y Pérez, 2016). Una vez obtenidos los extractos
se concentraron en un rotaevaporadora presion y temperatura reducida teniendo en cuenta

el solvente a usar (Anexo 1).

6.1.5 Determinacion del rendimiento del extracto
El rendimiento del extracto se calcul6 mediante método propuesto por Dellavalle et

al. (2011), a partir de la siguiente ecuacion:

Rendimiento (%) = ((Wa/Wb ) X 100)-5%



Donde Wa corresponde al peso del extracto seco, Wb al peso del material vegetal

seco y molido, ademas el 5% del error del proceso.

6.2 Fitopatogenos
El hongo que se utilizd para los ensayos antifngico, fue una cepa aislada por el

grupo de Investigacion de Bioprospeccion Agropecuaria del Laboratorio de Investigaciones
Microbioldgicas de la Universidad de Sucre, a partir de hojas de fiame variedad espino

(Dioscorea rotundata) (figura 4).

La bacteria B. glumae causante de la enfermedad del afiublo bacterial de la panicula
del cultivo de arroz, fue cedida por el Centro de Internacional de Agricultura Tropical

(CIAT) (figura 5)

6.3 Actividad antibacteriana de los extractos contra B. glumae
Se utilizaron placas de Elisa de 96 pozos, en cada pozo se adiciono 100uL de una

suspension de bacterias ajusta con concentracion equivalente a una absorbancia de 0,1 a
0,08 a 625nm y el mismo volumen de los tratamientos, los cuales fueron extractos a
concentraciones de 1, 5, 10, 15 y 20% (Anexo 6 y 7). En cada placa se incluyé un testigo,
un control positivo (&cido oxolinico) y un control negativo (tween 20 al 1%). El ensayo se

realizo por triplicado. La prueba se incubo a 35+2°C por 20 horas a 160 rpm.

Pasado este tiempo de incubacién, se tomaron 5uL de cada pozo y se agregaron en
15ml de agua destilada estéril, luego se inocularon 10uL de la disolucion sobre la superficie
de agar King B para determinar el porcentaje de inhibicion por unidades formadoras de

colonias (UFC) y se incubo por 3 dias a 35+2°C.

Porcentaje de indice Bactericida (%1.B)= 100-(UFC experimental/control) X100.



6.3.1 Concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracién minima bactericida
(MBC)
Se utilizaron placas de Elisa de 96 pozos, en cada pozo se adiciono 100 pL de una

suspension de bacterias ajusta con concentracion equivalente a una absorbancia de 0,1 a
0,08 a 625nm y el mismo volumen de los tratamientos (Anexo 8 y 9). En cada placa se
incluyeron los respectivos controles. El ensayo se realizé por triplicado. Luego se incubo

por 3 dias a 35+2°C.

Luego del tiempo de incubacion, se usaron diluciones seriadas para los tratamientos
que mostraron inhibicion cercanas al 100%, aplicando la metodologia de unidades

formadoras de colonias (UFC) anteriormente descrita.

La MIC de los extractos se defini6 como la concentracion méas baja de los
tratamientos que mostrara inhibicion del crecimiento bacteriano >90% a los 2-3 dias de
incubacion (Consentino et al., 1999). La MBC de los extractos se definio como la
concentracion mas baja de los tratamientos que no mostraron crecimiento bacteriano o

provocaron la inhibicion del crecimiento alrededor del 100% a los 5 dias de incubacién.

6.4 Curva de germinacion de conidias de C. gloeosporioides
Esta prueba se realizd con el objetivo de determinar el periodo de méaxima

germinacion de la cepa de C. gloeosporioides donde se utilizé6 como sustrato Tween 20 al
1% y 0.85% de NaCl. Para el desarrollo de esta prueba se utilizé la cepa del hongo
incubado durante 16 dias en medio PDA con intervalos de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad. Al dia 16 se realiz6 la extraccion de conidias por adicién de 20ml de Tween 20
al 1% y 0.85% de NaCl. Se realizaron lecturas cada dos horas en camara de Neubauer hasta

un periodo de 24 horas. Se tuvo en cuentas las siguientes variables:



Espora germinada: cuando el tubo germinativo alcanza el doble del diametro de la

conidia (Alzate, Mier, Afanador, Durango & Garcia, 2008).

Espora no germinada: no hay crecimiento del tubo germinativo (Alzate et al.,

2008).

6.4.1 Inhibicién de la germinacién de conidias de C. gloeosporioides
Adicionalmente a la curva de germinacion se realizo la prueba de inhibicion de la

germinacion utilizando placas de Elisa de 96 pozos, en cada pozo se adiciono 100uL de una
suspension de conidias ajustada a 1x10%onidias/ml y el mismo volumen de los
tratamientos, los cuales fueron extractos a concentraciones de 1, 5, 10, 15y 20% (Anexo 2
y 3), ademas de un testigo, un control positivo (benomil 2%) y un control negativo(tween
20 al 1% y 0.85% DE NaCl). El ensayo se realizo por triplicado. La prueba se incubo a
30£2°C hasta el periodo de maxima germinacion, determinado en la curva de germinacion
durante 24 horas. Después se siguié la metodologia propuesta por Conti et al. (2013) con
leves modificaciones, donde se tomaron 50uL de cada tratamiento y se inocularon en cajas
de Petri con medio Sabouraud, y se incubo durante 3 dias a 30+2°C. Luego se determiné el

porcentaje de inhibicion en la germinacién por unidades formadoras de colonias (UFC)
Inhibicion de la Germinacion (%1.G)=100-((UFC experimental)/control X 100).

6.4.2 Concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima fungicida
(MFC), de germinacion de conidias.
Para esta prueba se usaron concentraciones seriadas de los extractos que mostraron

inhibicion cercana al 100%. Los valores de la MIC y MFC se calcularon sobre la
germinacion de las conidias. Se usaron microplacas de 96 pozos en los cuales se mezclaron

100pL de una solucién de conidias ajustada a 1x10°conidias/ml y 100uL de cada



tratamiento (Anexo 4 y 5). En cada placa se incluyeron los respectivos controles. El ensayo

se realizo por triplicado. El ensayo se incubo a 30+£2°C por 24 horas.

Después se siguié la metodologia anterior propuesta por Conti et al. (2013) con

modificaciones.

La MIC de los extractos se defini6 como la concentracion méas baja de los
tratamientos que mostrara inhibicion de la germinacion >90% a los 2-3 dias de incubacion
(Consentino et al., 1999). La MFC de los extractos se definié como la concentracion mas
baja de los tratamientos que no mostraron germinacién visible de las conidias o provocaron

la inhibicion de la germinacion alrededor del 100% a los 5 dias de incubacién.

6.5 Inhibicién del crecimiento micelial de C. gloeosporioides
Para la prueba de inhibicidn del crecimiento micelial se siguié la metodologia de

siembra directa propuesta por Vitola y Hernandez (2015) con modificaciones. En esta
prueba se utilizaron aislados de aproximadamente 7 mm de didmetro de area de crecimiento
de C. gloeosporioides los cuales se sembraron sobre la superficie del medio PDA
enriquecido con cloranfenicol, rifampicina y ampicilina. A cada aislado sembrado se le
adiciono 60uL de cada tratamiento, los cuales fueron extractos a concentraciones de 1, 5,
10, 15 y 20%, con el objetivo de que el aislado quedara bien impregnado, ademas de un
testigo, un control positivo (benomil 2%) y un control negativo (tween 20 al 1 %). El
ensayo se realizd por triplicado. Los ensayos se incubaron a 30£2°C por 8 dias en
intervalos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. La actividad antifungica se evalud
midiendo el crecimiento radial de cada aislado con los diferentes tratamientos en el dia
octavo. El resultado se interpretd como porcentaje de indice antifungico mediante la

siguiente ecuacion:



Porcentaje de indice antifingico (%l.A) = [1-(Da/Db) 1X100

Donde Da corresponde al crecimiento micelial de cada tratamiento y Db al

crecimiento del testigo absoluto (Guo et al., 2008).

6.5.1 Concentracién minima inhibitoria (MIC) y concentracién minima fungicida
(MFC).
Los valores de la MIC y MFC se calcularon sobre el crecimiento micelial en PDA

enriquecido con cloranfenicol, rifampicina y ampicilina e incubados a 30£2°C teniendo en

cuenta el testigo absoluto y el control negativo.

La MIC de los extractos se defini6 como la concentracion méas baja de los
tratamientos que mostraron inhibicién del crecimiento >90% a los 8 dias de incubacion
(Consentino et al., 1999). La MFC de los extractos se defini6 como la concentracion mas
baja de los tratamientos que no mostraron crecimiento visible del hongo o provocara la

inhibicién del crecimiento alrededor del 100% a los 14 dias de incubacion.

6.6 Analisis por cromatografia de gases/ espectrometro de masa (GC/MS).
La determinacién de los componentes quimicos de los extractos etandlicos se

efectu6 mediante la técnica instrumental de Cromatografia de Gases con detector selectivo
de Masa (GC/MS), utilizando un cromatografo de gases Agilent Technologies 7820A GC y
espectrometro de masas Agilent Technologies 5977E columna HP-5MS largo: 30 m;

diametro: 0.24 mm espesor de la fase estacionaria: 0.25m

6.7 Analisis estadistico
Se realiz6 un disefio de bloques completamente al azar con arreglo factorial. Se hizo

un analisis de varianza para establecer la correlacion de la actividad inhibitoria en funcion

de la concentracion y el tipo de extracto, ademas de una prueba multiple de rango de



Tuckey. El andlisis estadistico se desarrollé utilizando el programa Statgraphics Centurion

XVI.



7. Resultados

7.1 Clasificacion cientifica del material vegetal
El material vegetal fue identificado por el Herbario de la Universidad de Sucre

como Azadirachta indica Y Melia azedarach, bajo voucher 000041 y 000566

respectivamente (Figura 2).

&
Figura 2. Identificacion taxondémica del material vegetal. A: muestra identificada como A. indica, voucher

000041. B: muestra identificada como M. azedarach, voucher 000566. Fuente: Laboratorio de Conservacién
Bioldgica, herbario de la universidad de Sucre 2017.

7.2 Obtencion de los extractos vegetales
Se obtuvieron 3 extractos totales etanodlicos de M. azedarach (hojas, fruto y semilla)

y 2 de A. indica (hojas y frutos) mediante la técnica de extraccion, utilizando un equipo

Soxhlet como se muestra en la Figura 2.



Material vegetal

Extracto etandlico

Figura 3. Obtencién de extractos etandlicos de diferentes tejidos de A. indica y M. azedarach utilizando
equipo Soxhlet.

7.3 Determinacion del rendimiento de la extraccion
En la tabla 1 se registra los rendimientos obtenidos de los extractos de Neem

(azadirachta indica) y Melia (Melia azedarach). Los rendimientos obtenidos para cada uno
de los extractos vegetales etandlicos se detallan en la tabla 1, en la cual se observa que los
extractos de A. indica presentaron mejor rendimiento con un porcentaje del 10.19 y 7.84

para hoja y fruto respectivamente.

Tabla 1.

Rendimientos de los extractos de Neem y Melia

Extracto Wa Wb Rendimiento

Hojas de Neem (HN) 10.8 100.6 10.19



Fruto de Neem (FN) 7.6 100.5 7.84

Hojas de Melia (HM) 8.5 100.3 1.75
Fruto de Melia (FM) 7 100.6 6.58
Semilla de Melia (SM) 7 100.8 6.63

7.4 Fitopatogenos
En la figura 4 se observa el crecimiento cultural de C. gloeosporioides en medio

agar PDA y en la figura 5 las caracteristicas de crecimiento de B. glumae en medio agar

King B.

Figura 4. Cepa de C. gloeosporioides aislada por el grupo de Investigacién de Bioprospeccién Agropecuaria
del Laboratorio de Investigaciones Microbiolégicas de la Universidad de Sucre

Figura 5. B. glumae cedida por el Centro de Internacional de Agricultura Tropical (CIAT).



7.5 Actividad antibacteriana de extractos vegetales de diferentes tejidos de A. indica 'y
M. azedarach contra B. glumae.
Los resultados de %I.B se presentan con base a cada especie vegetal trabajada, para

mejor interpretacion de las figuras 6, 7, 8 y 9.
7.5.1 Actividad antibacteriana de los extractos de diferentes tejidos de A. indica contra

B. glumae
Los resultados obtenidos de la prueba in vitro de la actividad inhibitoria

antibacteriana de los extractos de diferentes tejidos de A. indica contra la bacteria B.
glumae como se evidencia en la tabla 2 y figura 6, indican que hubo inhibicién del 100% |,
en hojas y frutos de Neem. Siendo el bioproducto mas eficiente el de FN a una

concentracion del 15%

Tabla 2

Prueba general de Porcentaje de indice antibacteriano de extractos vegetales de A. indica contra B. glumae.

Extractos 1% 5% 10% 15% 20%

HN 15.278 74.781 91.594 97.040 100

FN 69.773 83.077 97.917 100 100
Testigo HN1% HN5% HN10% HN15% HN20%

Testigo FN1% FN5% FN10% FN15% FN20%

Figura 6. Ensayo in vitro de actividad inhibitoria de los diferentes tejidos de A. indica (Neem) contra B.
glumae. (HN-hojas de Neem; FN-frutos de Neem)



7.5.2 Actividad antibacteriana de los extractos de diferentes tejidos de M. azedarach
contra B. glumae
Los resultados obtenidos de la prueba in vitro de la actividad inhibitoria

antibacteriana de los extractos de diferentes tejidos de M. azedarach contra B. glumae
como se evidencia en la tabla 3 y figura 7, sefialan que hubo inhibicion completa tanto en
hojas, frutos y semillas de Melia. Siendo el bioproducto mas eficiente el de FM y SM a una

concentracion del 15%.

Tabla 3

Prueba general del porcentaje de indice antibacteriano contra de extractos vegetales de M. azedarach B.
glumae.

Extractos 1% 5% 10% 15% 20%
HM 4.459 63.852 72.624 96.491 100
FM 59.247 72514 77.083 100 100
SM 10.782 25.585 85.746 100 100
Testigo HM1% HM5% HM10% HM15% HM20%

Testigo FM1% FM5% FM10% FM15% FM20%

Figura?. Ensayo in vitro de actividad inhibitoria de los diferentes tejidos de M. azedarach (Melia) contra B.
glumae. (HM-hojas de Melia; FM-frutos de Melia y SM-semillas de Melia)



7.5.3 MIC Y MBC de los extractos de diferentes tejidos de A. indica contra B. glumae.
Los resultados de MIC y MBC de los extractos de diferentes tejidos de A. indica

(figura 8), indicaron que MIC para el bioproducto HN fue del 16% con un %I.B del
99.76% y el MBC fue del 17% (tabla 4). Para el bioproducto FN, la MIC fue del 10% con

un %I1.B del 98.17% y la MBC fue del 11% (tabla 5).

Tabla 4

MIC y MBC de extracto de HN contra B. glumae.

Extractos 15% 16% 17% 18% 19% 20%
HN 97.579 99.758 100 100 100 100
Tabla5

MIC y MBC de extracto de FN contra B. glumae.

Extractos 10% 11% 12% 13% 14% 15%
FN 98.167 100 100 100 100 100
Testigo HN15% HN16% HN17% HN18% HN19%

Testigo FN10% FN11% FN12% FN13% FN14%

Figura 8. MIC y MBC de los extractos de HN y FN de A. indica contra B. glumae. (HN-hojas de Neem; FN-
frutos de Neem).



7.5.4 MIC Y MBC de los extractos de diferentes tejidos de M. azedarach contra B.
glumae.
Los resultados de MIC y MBC de los extractos de diferentes tejidos de M.

azedarach (figura 9), indicaron que MIC para el bioproducto HM fue del 16% con un
%I.B del 99.41 y el MBC fue del 17% (tabla 6). Para el bioproducto FM, la MIC fue del
14% con un %I.B del 99.62 y la MBC fue del 15%. Para el bioproducto SM, la MIC fue del

14% con un %I.B del 98.31 y la MBC fue del 15% (tabla 7).

Tabla 6

MIC y MBC de extracto de HM contra B. glumae.

Extractos 15% 16% 17% 18% 19% 20%
HM 95.987 99.412 100 100 100 100
Tabla 7

MIC y MBC de extractos de FM y SM contra B. glumae.

Extractos 10% 11% 12% 13% 14% 15%
FM 81.114 91.111 94.569 98.063 99.619 100
SM 83.916 87.928 91.214 93.186 98.305 100

Testigo HM15% HM16% HM17% HM18% HM19%

Testigo FM10% FM11% FM12% FM13% FM14%

Testigo SM10% SM11% SM12% SM13% SM14% SM15%

Figura 9. MIC y MBC de los extractos de HM, FM y SM de M. azedarach contra B. glumae. (HM-hojas de
Melia; FM-frutos de Melia y SM-semillas de Melia).



7.6 Actividad antifungica de extractos vegetales de diferentes tejidos de A. indicay M.
azedarach contra la germinacion de conidias de C. gloeosporioides.
Los resultados de %1.G se presentan con base a cada especie vegetal trabajada. Para

mejor interpretacion de las figuras 11, 12, 13 y 14.

7.6.1 Curva de germinacion de conidias de C. gloeosporioides
En la figura 10, se observa las etapas del proceso de germinacion de las conidias de

C. gloeosporioides utilizando una solucion de Tween 20 al 1% y NaCl al 0,85%. Las
imagenes fueron observadas en el objetivo 40X. La curva de germinacion de conidias de
la cepa de C. gloeosporioides mostro el periodo de méxima germinacion a las 18 horas de
incubacién a 28°+2°C, después de este periodo el porcentaje de germinacién se mantuvo

constante (grafica 1).

0 horas 4 horas 10 horas 18 horas

] : PT— b E ¥
Figura 10. Etapas del proceso de germinacion de las conidias de C. gloeosporioides utilizando una solucion
de Tween 20 al 1% y NaCl al 0,85%. Imagenes a 40X.
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Gréfico 1. Curva de germinacion de conidias de C. gloeosporioides mostrando maxima germinacion de
85,7% a las 18 horas de incubacion.

7.6.2 Actividad antifungica de los extractos vegetales de diferentes tejidos de A. indica
contra la germinacion de conidias de C. gloeosporioides.
Los resultados obtenidos de la prueba in vitro de la actividad inhibitoria antifungica

de los extractos de diferentes tejidos de A. indica contra C. gloeosporioides como se
evidencia en la tabla 8 y figura 11, indican que hubo inhibicién completa tanto en hojas
como en frutos de Neem. Mostrando los dos bioproductos inhibicién del 100% a

concentracion del 10%

Tabla 8

Prueba general de porcentaje de indice antifingico de extractos vegetales de A. indica contra la germinacion
de conidias de C. gloeosporioides

Extractos 1% 5% 10% 15% 20%

HN 28.358 93.657 100 100 100
FN 62.220 91.138 100 100 100




Testigo HN1% HN5% HN10% HN15% HN20%

Testizo FN1% FN5% FN10% FN15%

Figura 11. Ensayo in vitro de actividad inhibitoria de los extractos de diferentes tejidos de A. indica (Neem)
contra la germinacion de conidias de C. gloeosporioides (HN-hojas de Neem; FN-frutos de Neem)

7.6.3 Actividad antifungica de los extractos vegetales de diferentes tejidos de M.
azedarach contrala germinacion de conidias de C. gloeosporioides.
Los resultados obtenidos de la prueba in vitro de la actividad inhibitoria antifungica

de los extractos de diferentes tejidos de M. azedarach contra C. gloeosporioides como se
evidencia en la tabla 9 y figura 12, indican que hubo inhibicién del 100% en hojas, frutos y
semillas de Melia. Siendo los bioproductos més eficientes los de HM Y FM, debido a que

presentaron inhibicion del 100% a concentracién del 10%.

Tabla 9

Prueba general de porcentaje de indice antifungico de extractos vegetales de M. azedarach contra la
germinacion de conidias de C. gloeosporioides.

Extractos 1% 5% 10% 15% 20%
HM 23.787 65.299 100 100 100
FM 79.384 97.388 100 100 100

SM 12.034 49.906 87.873 100 100




Testigo HM1% HM5% HM10% HM15% HM20%

Figura 12. Ensayo in vitro de actividad inhibitoria de los diferentes tejidos de M. azedarach (Melia) contra la
germinacién de conidias de C. gloeosporioides (HN-hojas de Melia; FN-frutos de Melia y SM-semillas de
Melia).

7.6.4 MIC Y MFC de los extractos de diferentes tejidos de A. indica contra la
germinacion de conidias de C. gloeosporioides.
Los resultados de MIC y MFC de los extractos de diferentes tejidos de A. indica

(figura 13), indicaron que MIC para el bioproducto HN fue del 8% con un %I.A del
99.22% y el MBC fue del 9%. Para el bioproducto FN, la MIC fue del 7% con un %I.A del

99.51% y la MBC fue del 8% (tabla 10).

Tabla 10

MIC y MFC de extractos de HN y FN contra la germinacion de conidias C. gloeosporioides.

Extractos 5% 6% 7% 8% 9% 10%

HN 88.748 92.759 94.423 99.217 100 100
FN 79.844 93.542 99.511 100 100 100




HN7% HN8% HN9%

Figura 13. MIC y MFC de los extractos de HN y FN de A. indica contra la germinacién de conidias de C.
gloeosporioides (HN-hojas de Neem; FN-frutos de Neem).

7.6.5 MIC Y MFC de los extractos de diferentes tejidos de M. azedarach contra la
germinacion de conidias de C. gloeosporioides.
Los resultados de MIC y MFC de los extractos de diferentes tejidos de M.

azedarach (figura 14), indicaron que MIC para el bioproducto HM fue del 8% con un
%I.A del 98.83% y el MFC fue del 9%. Para el bioproducto FN, la MIC fue del 8% con un
%I.A del 99.61% y la MFC fue del 9% (tabla 11) . para el bioproducto SM, la MIC fue del

11% con un %I.A del 99.31 y la MFC fue del 12% (tabla 12).

Tabla 11

MIC y MFC de extractos de HM y FM contra la germinacién de conidias de C. gloeosporioides.

Extractos 5% 6% 7% 8% 9% 10%
HM 72.603 87.867 96.575 98.826 100 100

FM 95.890 97.162 99.315 99.608 100 100

Tabla 12

MIC y MFC de extracto de SM contra la germinacién de conidias de C. gloeosporioides.

Extractos 10% 11% 12% 13% 14% 15%




SM 95.010 99.315 100 100 100 100

Figura 14. MIC y MFC de los extractos de HM, FM y SM de M. azedarach contra la germinacion de
conidias de C. gloeosporioides (HM-hojas de Melia; FM-frutos de Melia y SM-semillas de Melia).

7.7 Actividad antifungica de extractos vegetales de diferentes tejidos de A. indicay M.
azedarach contra el crecimiento micelial de C. gloeosporioides.
Los resultados de %I.A se presentan en base a cada especie vegetal trabajada. Para

mejor interpretacion de las figuras 15, 16 y 17.

7.7.1 Actividad antifungica de los extractos vegetales de diferentes tejidos de A. indica
contra C. gloeosporioides.
Los resultados obtenidos de la prueba in vitro de la actividad inhibitoria antifungica

de los extractos de diferentes tejidos de A. indica contra C. gloeosporioides como se

evidencia en la tabla 13 y figura 15, indican que hubo inhibicion del 100% de los extractos



de hojas y frutos de Neem. Siendo el bioproducto mas eficiente el HN a una concentracion

del 10%.

Tabla 13

Prueba general de porcentaje de indice antiflingico de extractos vegetales de A. indica contra el crecimiento
micelial de C. gloeosporioides.

Extractos 1% 5% 10% 15% 20%
HN 69.950 100 100 100 100
FN 27.043 31.147 38.613 100 100

Testigo HN1% HN5% HN10% HN15% HN20%

Testigo FN1% FN5% FN10% FN15% FN20%

Figura 15. Ensayo in vitro de actividad inhibitoria de los diferentes tejidos de A. indica (Neem) contra el
crecimiento micelial de C. gloeosporioides (HN-hojas de Neem; FN-frutos de Neem).

7.7.2 Actividad antifungica de los extractos vegetales de diferentes tejidos de M.
azedarach contra el crecimiento micelial de C. gloeosporioides.
Los resultados obtenidos de la prueba in vitro de la actividad inhibitoria antifungica

de los extractos de diferentes tejidos de M. azedarach contra C. gloeosporioides como se
evidencia en la tabla 14 y figura 16, sefialan que no hubo inhibicion completa en ninguno
de los diferentes extractos en las concentraciones trabajadas; pero si retraso en el

crecimiento.



Tabla 14

Prueba general de porcentaje de indice antifingico de extractos vegetales de M. azedarach contra el
crecimiento micelial de C. gloeosporioides.

Extractos 1% 5% 10% 15% 20%
HM 9.790 13.780 20.433 29.410 32.107
FM 3.987 6.870 16.007 24.683 31.187
SM 17.883 27.230 29.930 31.887 36.173
Testigo HM1% HM5% HM10% HM15% HM20%

Testigo FM1% FM5% FM10% FM15% FM20%

Testigo SM1% SM5% SM10% SM15% SM20%

Figura 16. Ensayo in vitro de actividad inhibitoria de los diferentes tejidos de M. azedarach (Melia) contra el
crecimiento micelial de C. gloeosporioides (HN-hojas de Melia; FN-frutos de Melia y SM-semillas de Melia).

7.7.3 MIC Y MFC de los extractos de diferentes tejidos de A. indica contra el
crecimiento micelial de C. gloeosporioides.
Los resultados de MIC y MFC de los extractos de diferentes tejidos de A. indica

(figura 17), indicaron que MIC para el bioproducto HN fue del 2% con un %Il.A del
76.02% y el MBC fue del 3% (tabla 15). Para el bioproducto FN, la MIC fue del 12% con

un %I.A del 60.79% y la MBC fue del 13% (tabla 16).



Tabla 15

MIC Y MFC de extracto de HN contra el crecimiento micelial de C. gloeosporioides.

Extractos 1% 2% 3% 4% 5%
HN 71.357 76.053 100 100 100
Tabla 16

MIC Y MFC de extracto de FN contra el crecimiento micelial de C. gloeosporioides.

Extractos 10% 11% 12% 13% 14%

FN 30.853 50.400 60.790 100 100

Testigo HN1% HN2% HN3% HN4% HN5%

—

Testigo FN14%

Figura 17. MIC y MFC de los extractos de HN y FN de A. indica contra el crecimiento micelial de C.
gloeosporioides (HN-hojas de Neem; FN-frutos de Neem).

7.8 Caracterizacion quimica de los extractos vegetales por la técnica cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masa (GC/MS).
La determinacion de los componentes quimicos de los extractos etanolicos se

efectu6 mediante la técnica instrumental de Cromatografia de Gases con detector selectivo

de Masa (GC/MS).



7.8.1 Cromatografia de extracto de hojas de Neem
Los resultados obtenidos por la cromatografia muestran que el extracto de hojas de

Neem presenta 16 compuestos quimicos, los cuales se revelan en cada uno de los picos
observados en el anexo 10. ElI compuesto quimico mayoritario fue el numero 12
identificado como 2-Formyl-9-[B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine con un porcentaje de area

del 58,332% (anexoll).
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Grafica 2. Metabolitos Secundarios (MS) de los extractos totales etandlicos de hojas de Neem. El extracto
mostr6 como MS mayoritarios al 2-Formyl-9-[B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine con un porcentaje de area del
58,332%.

7.8.2 Cromatografia de extracto de frutos de Neem
Los resultados obtenidos por la cromatografia muestran que el extracto de frutos de

Neem presenta 15 compuestos quimicos, los cuales se revelan en cada uno de los picos
observados en el anexo 12. El compuesto mayoritario fue el numero 13 identificado como
2-Formyl-9-[B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine con un porcentaje de &area del 55,292%

(anexo 13).
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Grafica 3. MS de los extractos totales etandlicos de frutos de Neem. El extracto mostré como MS
mayoritarios al 2-Formyl-9-[B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine con un porcentaje de area del 55,292%%.

7.8.3 Cromatografia de extracto de hojas de Melia
Los resultados obtenidos por la cromatografia muestran que el extracto de frutos de

Neem presenta 11 compuestos quimicos, los cuales se revelan en cada uno de los picos
observados en el anexo 14. El compuesto mayoritario fue el numero 10 identificado como
2-Formyl-9-[ B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine con un porcentaje de area del 58,332%

(anexo 15).
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Grafica 4. MS de los extractos totales etandlicos de hojas de Melia. El extracto mostr6 como MS
mayoritarios al 2-Formyl-9-[B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine con un porcentaje de area del 58,332%.



7.8.4 Cromatografia de extracto de frutos de Melia
Los resultados obtenidos por la cromatografia muestran que el extracto de frutos de

Neem presenta 23 compuestos quimicos, los cuales se revelan en cada uno de los picos
observados en el anexo 16. EI compuesto mayoritario fue el numero 3 identificado como
2-Formyl-9-[ B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine con un porcentaje de area del 24,481%

(anexo 17).
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Grafica 5. MS de los extractos totales etandlicos de frutos de Melia. El extracto mostr6 como MS
mayoritarios 2-Formyl-9-[-d-ribofuranosyl]hypoxanthine con un porcentaje de area del 24,481%.

7.8.5 Cromatografia de extracto de semillas de Melia
Los resultados obtenidos por la cromatografia muestran que el extracto de frutos de

Neem presenta 19 compuestos quimicos, los cuales se revelan en cada uno de los picos
observados en el anexo 18. El compuesto quimico mayoritario fue el numero 17,
identificado como 2-Formyl-9-[B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine con un porcentaje de area

del 30,178 % (19).



Grafica 6. MS de los extractos totales etandlicos de semillas de Melia. El extracto mostr6 como MS
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7.9 Andlisis estadistico

Para comprobar la normalidad de los datos obtenidos en los procedimientos de
inhibicién de B. glumae y C. gloeosporioides se realiz6 una prueba cualitativa donde se
demostro con los gréficos de reducidos vs los predichos (grafico 2) y el de los residuos vs
numero de filas (grafico 3) la normalidad de los datos, debido a que los datos no forman

ningln patron curvilineo indicando asi la homocedasticidad de estos y por ende la

normalidad de los mismos.
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Grafico de Residuos para Porcentaje de Inhibicion
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Tabla 17
Analisis de varianza (ANOVA) para los factores A, B y C y sus interacciones
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Bioproductos 35089,3 4 8772,34 84,87 0,0000
B:Bacteria 'y Estructuras  66502,3 2 33251,1 321,71 0,0000"
Fungicas
C:Concentracion 89450,7 4 22362,7 216,36 0,0000"
INTERACCIONES
AB 41354,9 8 5169,37 50,01 0,0000"
AC 12052,4 16 753,276 7,29  0,0000
BC 10358,1 8 1294,76 12,53 0,0000
RESIDUQOS 18810,9 182 103,356
TOTAL (CORREGIDO) 273619, 224

Nota. Se evaluaron tres factores y las interacciones cada factor, para determinar diferencias estadisticas.
*, Existen diferencias estadisticas significativas.

Con la confirmacion de la normalidad de los datos se realizd un analisis de varianza
(ANOVA), donde se demostrd que existian diferencias estadisticas significativas en cada

uno de los factores estudiados (A: bioproductos, B: agentes biolégicos y C:



concentraciones), debido a que el valor-p fue menor a 0.05, ademas de esto, también se
encontrd que existian diferencias significativas entre las interacciones de cada uno de estos
factores (AB, AC y BC) a razon que cada uno de sus valores-p es menor a 0.05 como indica

la tabla 17.

Tabla 18
Pruebas de Multiple Rangos para Porcentaje de Inhibicion por Bioproductos

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Bioproductos Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
SM 45 54,336 1,51552 X

HM 45 55,4693 1,51552 X

FM 45 64,5567 1,51552 X

FN 45 80,0458 1,51552 X

HN 45 84,7104 1,51552 X

Nota. Se determind diferencias significativas para el factor bioproducto.
*, Existen diferencias estadisticas significativas.

Los resultados obtenidos en la prueba de mdltiple de rango de Tukey para el factor
A: bioproductos, demuestran que Se encontré diferencias estadisticas significativas del
bioproducto FM con respecto a los demas; y no se encontré esta diferencia entre SM y
HM, asi como entre FN y HN, presentando este ultimo los mayores promedios de

inhibicién, con una media del 84,7104, como indica la tabla 18

Tabla 19

Pruebas de Multiple Rangos para Porcentaje de Inhibicion por bacteria y estructuras fingicas

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Bacteria y Estructura Fungica Casos MedialLS SigmalLS Grupos Homogéneos

Micelio C.g 75 43,9244 1,17392 X
B. glumae 75 75,9044 1,17392 X
Conidias C.g 75 83,6421 1,17392 X

Nota. Se determind¢ diferencias significativas para el factor bacteria y estructura fingica.
*, Existen diferencias estadisticas significativas.



La prueba de multiple de rango de Tukey para el factor B: agentes bioldgicos,
demuestran que se encontré diferencias estadisticas significativas en los tres agentes
estudiados (Micelio C.g, B. glumae Conidias C.g), presentando las conidias C.g los
mayores valores de inhibicion, con una media del 83,6421, seguido de B. glumae, como

indica la tabla 19.

Tabla 20

Pruebas de Multiple Rangos para Porcentaje de Inhibicién por Concentracion

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 45 32,916 1,51552 X

5 45 59,7484 1,51552 X

10 45 74,5218 1,51552 X

15 45 85,3009 1,51552 X
20 45 86,6311 1,51552 X

Nota. Se determind diferencias significativas para el factor concentraciones.
*, Existen diferencias estadisticas significativas.

La prueba de mdltiple de rango de Tukey para el factor C: concentraciones,
demuestran que se encontro diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones
de 1%, 5%, 10% y 15%, aunque esta Gltima no mostré diferencias con la del 20% siendo
las dos concentraciones con los mayores promedios de inhibicién de los patdgenos

evaluados, con medias del 85,3009 y 86,6311 respectivamente como indica la tabla 20.

El grafico de interaccion entre los factores bioproductos y agentes bioldgicos
(grafico 4) demuestran que para B. glumae, el bioproducto mas eficiente fue de frutos de
Neem (FN), para las conidias C.g fue frutos de Melia (FM) y para el micelio C.g fue hojas
de Neem (HN). Ademas de esto, los bioproductos nombrados también presentan alta
eficiencia para los otros agentes, ya que FN fue el segundo con mayor inhibicién para las

conidias C.g y micelio C.g; el bioproducto HN ocupo el tercer puesto para B. glumae y



conidias C.g. y HN fue el segundo con mayor eficiencia para B. glumae, pero fue el menor

para micelio C.g.
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Grafico 9. Bacteria y estructuras flngicas vs bioproductos

El grafico de interaccién entre los factores agentes bioldgicos (bacteria y estructuras
fangicas) vs concentraciones (grafica 5), muestran que de las concentraciones trabajadas la
que tuvo mayor porcentaje de inhibicién para cada uno de los agentes bioldgicos, fue la del
20%, pero con respecto a conidias C.g esta concentracion no tuvo diferencia con la del
15%. Ademas de esto se puede ver también que el agente micelio C.g, fue el mas resistente
comparando cada una de las concentraciones en cada uno de los agentes bioldgicos, debido

que los porcentajes de inhibicién son mucho menores.
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Grafico 10. Bacteria y estructuras fungicas vs concentraciones

El grafico de interaccion entre bioproductos vs concentraciones (grafica N°6)
demuestra que los bioproductos HN y FN a las concentraciones de 15 y 20% fueron las que

mayor porcentaje de inhibicion con respecto al resto de interacciones
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Grafico 11. Bioproductos vs concentraciones



8. Analisis de resultados

La actividad antimicrobiana de los productos naturales es atribuida posiblemente a
la presencia de compuestos quimicos como los terpenos (monoterpenos y sesquiterpenos), o
atribuida a alcoholes y fenoles, debido al cardcter hidrofébico de su esqueleto
hidrocarbonado y al carécter hidrofilico de sus grupos funcionales, los cuales poseen una
alta actividad antibacteriana y antifungica, como lo han demostrado estudios realizados por

Koroch, Juliani, y Zygadlo (2007).

En este estudio se reportd la presencia de sesquiterpenos, como el cariofileno,
isocariofileno, biciclogermacreno y gamma elemene; también la presencia de compuestos
fenolicos como Ethanona,1- (2-hidroxi-5-metilfenil)-; 2-Metoxi-4-vinilfenol; y esteres
ciclicos como el 3-desoxi-d-mannoico lactona. En cuanto al compuesto que presento mayor
abundancia, fue el 2-Formyl-9-[B-d-ribofuranosil] hiposantina, el cual se encontraba en
todos los extractos con altas concentraciones; HN (36,36%), FN (55,29%), HM (58,33%),
FM (24,48%), SM (30,17%). Esto se asemeja a lo reportado por Okereke, ljeh y Arunsi
(2017), donde este mismo compuesto presento mayor porcentaje de area en extractos
procedentes de hojas de Rauwolfia vomitoria, pero a este compuesto no le atribuyeron
ninguna actividad antimicrobiana, con respecto a otros que estaban en menor concentracion

y si reportaron actividad bioldgica.

En cuanto a la actividad antibacteriana los resultados muestran que el FN, fue el
extracto que mostro el mejor resultado de inhibicidn para bacteria, se puede inferir, a partir
a los perfiles cromatograficos, que los sesquiterpenos fueron unos de los compuestos que

permitieron tal actividad, debido a que este extracto fue el que presento un mayor nimero



de sesquiterpenos (2), mientras que los otros presentaron uno solo y en menor
concentracion. Asi mismo, es conocido que la produccion de sesquiterpenoides en A. indica
presenta diferencias entre los dérganos vegetales; estos compuestos se han encontrado
principalmente en frutos, lo que indica que las estructuras sintetizadoras de
sesquiterpenoides son mas abundantes en este drgano vegetal (Dayanandan y Ponsamuel

2000).

Asi mismo, el extracto de fruto de Neem fue el Unico que mostro la presencia del
compuesto 2,4,4-Trimetil-3-hidroximetil-5a-(3-metil-but-2-enil)-ceclohexano, que segln
Balasundaram, et al (2016), es un ihibidor del Ubiquinol-citocromo-c reductasa, que es el
tercer complejo de la cadena de transporte de electrones, que interviene en la respiracion
celular y la generacién bioquimica de adenosin trifosfato (ATP) mediante fosforilacion
oxidativa, que se encuentra en muchas bacterias aerobicas y en las mitocondrias de los
eucariotas (Mathews, VVan Holde, Ahern, 2003). Ademas estudios realizados por Karthik,
Saravanan, Ebenezar y Sivamalai (2015), le atribuyen actividad antibacteriana al
compuesto 2,4,4-Trimetil-3-hidroximetil-5a-(3-metil-but-2-enil)-ceclohexano, debido a que

mostro resultados positivos en contra bacterias de aves.

Los resultados también muestran la presencia del ester ciclico 3-desoxi-d-manoico
lactona en frutos de Neem y Melia en concentraciones de 11,24% y 14,54%
respectivamente, resaltando que el fruto de Melia fue el segundo extracto que presento
mejor actividad antimicrobiana, y segun estudios realizados por Shobana, Vidhya, Ramya,
(2009) reportaron que este compuesto presenta un alto potencial para la actividad
antimicrobiana, pero su mecanismo de accién es desconocido. Sin embargo el mecanismo

de accién de los esteres en la inhibicion del crecimiento microbiano parece estar



relacionado con el mantenimiento del equilibrio &cido-base, la donacion de protones y la
produccion de energia por las células. Los sistemas bioldgicos y quimicos dependen de la
interaccion entre los sistemas acido-base. La celula microbiana normalmente refleja este
equilibrio atendiendo al mantenimiento de un pH interno cercano a la neutralidad. La
homeostasis es la tendencia de una célula a sostener un equilibrio quimico a pesar de las
fluctuaciones en el ambiente. Este balance se mantiene por medio de la interaccién de una
serie de mecanismos quimicos, causando su alteracion la destruccion de las células
microbianas. Las proteinas, los acidos nucleicos y fosfolipidos pueden ser alterados

estructuralmente por los cambios de pH (Doores, 1993).

De igual manera Holley y Patel (2005), mencionan que los compuestos fendlicos
son unos de los principales responsables de las propiedades antibacteriana. Fisher y
Phillips (2008) reportan que estos compuestos aumentan la fluides de la membrana y causa
fugas de protones de iones potasio, lo que resulta en un colapso del potencial de membrana
y la inibhicion de la sintesis de ATP. Esto se refuerza por lo manifestado por Ultee, Bennik
y Moezelaar (2002), en sus estudios quienes sostienen que la actividad antimicrobiana de
muchos compuestos fendlicos es posiblemente debido a la presencia del grupo hidroxilo, ya
gue estos compuestos actan como transportador transmembranal de cationes monovalentes
por intercambio de los protones hidroxilo por otros tales como el ion potasio. Tales
eventos podrian resultar en la falta de fuerza mdvil de un protdn, consecuentemente un
decremento en la sintesis de ATP y, finalmente, la muerte celular (Busquet, Calsamiglia,
Ferret, & Kamel, 2005). Esto se presenta de esta forma, debido a que aumentos en la fuga
de K+ indicaran, un aumento en la permeabilidad de la membrana, causando un

desequilibrio homeostatico y por ende en el metabolismo de la célula. Es importante



resaltar que el mantenimiento de la homeostasis de iones es integral para el mantenimiento
del estado energético de la célula, asi como los procesos dependientes de la energia y
acoplados a la membrana como el transporte de soluto, la regulacion del metabolismo, el
control de la presion de turgencia y la motilidad (Trumpower & Gennis, 1994; Poolman,
Driessen & Konings, 1987). Por lo tanto, incluso cambios relativamente pequefios en la
integridad estructural de las membranas celulares pueden afectar negativamente al

metabolismo celular y conducir a la muerte celular (Cox et al., 2001).

Trabajos sobre la actividad inhibitoria de extractos de Neem y Melia contra B.
glumae, no se han reportado, sin embargo se han realizado trabajos del efecto
antibacteriano de extractos de Neem sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
donde los extractos de Neem a una concentracion del 10% inhibieron considerablemente el
crecimiento de E. coli, pero para S. aureus el extracto no logro una total reduccion (Lépez-

Pantoja, Angulo-Escalante, Martinez-Rodriguez, Soto-Beltran, y Chaidez-Quiroz, 2007).

Bricefio, Garcia, Maselli, y Rosales (2011) reportaron que el Neem presentd efecto
inhibitorio sobre la bacteria Erwinia sp., aislada en plantas de berenjena, Solanum

melongena L., siendo su efecto directamente proporcional a la concentracién del extracto.

Para el caso de extractos de M. azedarach, Sen y Batra (2012) reportaron que los
extractos etandlicos de Melia mostraron maxima actividad antibacteriana contra
Pseudomonas aeruginosa y en S. aureus, con relacion a otros solventes. Por otro lado
Khan, Khan y Shukla (2008), donde demostré que los extractos acuosos de la M. azedarach

mostraron una inhibicion significativa frente a las bacterias ensayadas.



Con relacion a la germinacion de conidios, inferimos que los mismos compuestos
que inhibieron el crecimiento de la bacteria fueron las que inhibieron la germinacion de las
conidias, debido que los resultados de bacterias y conidias son similares, donde el extracto
de fruto de Neem fuel el que presento mejores resultados en ambos casos. Esto puede estar
apoyado por lo reportado por Guerrero-Rodriguez et al. (2007), donde observaron que
algunas fuentes de carbono afectan esporulacion de ciertos hongos. Ademas cabe resaltar
que estos compuestos con relacion a la inhibicion del micelio no pudieron presentar mucha
influencia, ya que segun los resultados indican que solo en hojas y frutos de Neem hubo
inhibicion, mientras que en los diferentes extractos de Melia, solo retraso el crecimiento del
hongo. Por lo que se infiere a partir de lo propuesto por Ramirez-Gonzalez et al., (2011),
que muchos compuestos quimicos presentes en los extractos pueden mostrar actividad

antiesporulante pero no en el crecimiento micelial.

Con relacion a los resultados de micelio, los resultados no evidenciaron una relacion
de algin compuesto especifico con el crecimiento micelial, por esa razén inferimos que la
actividad antifungica de los extractos no se debié a un componente en particular, porque
segun Peroza (2016), cuando los extractos vegetales muestran semejanzas en los
compuestos quimicos asi como en sus concentraciones, la cantidad en concentracion de
cada compuesto, como los tipos de especies quimicas en la mezcla, tienen influencia sobre
la eficacia antifungica de los extractos contra C gloeosporioides. Ademas nuestros
resultados muestran que la mayoria de los componentes quimicos presentan

concentraciones semejantes.

Lo anterior esta reforzado a que los mecanismos de accion de los agentes naturales

no es atribuida a un Unico mecanismo sino a una sin namero de reacciones (Burt, 2004).



Una posible explicacién a este fendmeno es el sinergismo que existe entre diversos
componentes presentes en una mezcla derivada de un producto natural (Edris. 2007), puesto
que las propiedades fisicas influencian significativamente sobre la accion de los
componente, ya sea para aumentar o disminuir su actividad (Koroch, Juliani, y Zygadlo.

2007).

Los resultados obtenidos, en el crecimiento micelial muestran que los extractos de
hojas de Neem fueron los que mejores resultados de inhibicion presentaron. Se puede
inferir a partir de los perfiles cromatograficos que hubo una influencia importante de esta
actividad del sesquiterpeno biciclogermacreno, ya que este extracto fue el Gnico que mostro
la presencia de este compuesto. Ademas, Constantin et al. (2001), Cysne et al. (2005) y

Silva et al. 2007, demostraron actividad antifungica de este sesquiterpeno.

Investigaciones sobre extractos de M. azedarach contra Colletotrichum spp.
Indicaron actividad sobre algunos aislados como fue el caso de C040 y C853, pero otros
presentaron resistencia a la actividad del extracto como las cepas C279 y C507 (Pérez,

Rojas, Chamorro y Pérez, 2011).

Hernandez, (2008), determino la actividad de los extracto de hojas del arbol de
Neem (Azadirachta indica) para la inhibicion del crecimiento micelial in vitro de
Rhizoctonia solani. Los resultados mostraron que en las tres dosis mas altas (10%, 15% vy
20%), el extracto inhibio completamente el crecimiento del micelio, en tanto que en las méas

bajas (el 1y el 5%) el efecto fue fungistatico: se detuvo el crecimiento del micelio.

Bolivar et al., (2009), Evalu6 el efecto fungicida de extractos vegetales de

Azadirachta indica (Neeim), Phyllanthus niruri (flor escondida), Calotropis procera



(algodon de seda); Lippia origanoides (orégano silvestre), Gliricidia sepium (mata raton) y
Heliotropium indicum (rabo de alacrdn) en el desarrollo in vitro del hongo C.
gloeosporioides. Los resultados indicaron el potencial de los extractos para el manejo de la

antracnosis.



9. Conclusiones

Los extractos A. indica y M. azedarach mostraron diversidad estructural, en cuanto

a la presencia de sesquiterpenos, fenoles, esteres y otros que no fueron identificados.

Los resultados obtenidos permitieron demostrar la eficiencia de cada uno de los
extractos de A. indica y M. azedarach, a razon de que cada uno presentaba actividad

inhibitoria para cada organismo de estudio.

Los extractos de cada tejido de las dos especies, mostraron resultados iguales de
inhibicion, con relacion a los controles positivos, que para el caso de B. glumae fue el
acido oxolinico y para C. gloeosporioides fue el benomil; Demostrando asi la eficiencia de

estos bioinsumos.

La actividad inhibitoria contra cada fitopatdgeno o estructura fungica, se observé
que para bacteria b. glumae, el extracto que presento mayor efecto inhibitorio fue el de
fruto de Neem, mientras que para la germinacion de conidias fue el extracto de frutos de
Melia y para el crecimiento micelial fue el de hojas de Neem. Demostrando de esa forma la

existencia de diferentes fuentes bioactivas para el control de los diferentes fitopatdgenos.

Los extractos vegetales revelan actividad antimicrobiana a bajas concentraciones,

debido a que la actividad antimicrobiana generalmente se presentaba entre un 3 y 15%.

Aunque los extractos de M. azedarach solo retraso el crecimiento micelial del
hongo en las concentraciones trabajadas, se infiere que a concentraciones mas altas podria
ejercer el mismo efecto de los extractos que inhibieron completamente el micelio, sin

embargo estos extractos tuvieron excelentes resultados sobre la bacteria y las conidias.
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11. Anexos

Anexo 1. Rotaevaporador compacto con vidrieria diagonal, MODEL: N-1200B MARCA:EYELA, para la
concentracion de extractos



p— 2 N ‘ , _ ”"y > .‘ >

.- -

*"v*v* *'I‘V

-
_/

Anexo 2. Prueba de Inhibicién de la germinacién de conidias de extractos de hojas y frutos de Melia y Neem
en concentraciones de 1, 5, 10, 15y 20% por triplicado (azul: extractos de hojas de Neem; rojo: extracto de
frutos de Neem; verde: extracto de hojas de Melia; amarillo: extracto de frutos de Melia)




Anexo 3. Prueba Inhibicion de la germinacion de conidias del extracto de semillas de Melia en
concentraciones de 1, 5, 10, 15 y 20% (naranjado: extracto de semillas de Melia; violeta: testigo; café: control
positivo).

Anexo 4. Prueba de Concentracién minima inhibitoria (MIC) y concentracién minima fungicida (MGC) de
germinacion de las conidias, de extractos de hojas y frutos de Melia y Neem en concentraciones de 5, 6, 7, 8,
9% por triplicado (azul: extractos de hojas de Neem; rojo: extracto de frutos de Neem; verde: extracto de
hojas de Melia; amarillo: extracto de frutos de Melia)
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Anexo 5. Prueba de Concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracién minima fungicida (MGC) de
germinacidn de las conidias, de extracto de semillas de Melia en concentraciones de 10, 11, 12, 13 y 14% por
triplicado (naranjado: extracto de semillas de Melia; violeta: testigo; café: control positivo).

Anexo 6. Prueba de actividad antibacteriana de extractos de hojas y frutos de Melia y Neem en
concentraciones de 1, 5, 10, 15 y 20% por triplicado (azul: extractos de hojas de Melia; rojo: extracto de hojas
de Neem; verde: extracto de frutos de Melia; amarillo: extracto de frutos de Neem)

Anexo 7. Prueba de actividad antibacteriana del extracto de semillas de Melia en concentraciones de 1, 5, 10,
15 y 20% (naranjado: extracto de semillas de Melia; violeta: testigo; café: control positivo; negro: control
negativo).



Anexo 8. Prueba de Concentracién minima inhibitoria (MIC) y concentracién minima bactericida (MFC) de
extractos de hojas y frutos de Melia y Neem, en concentraciones de 15, 16, 17, 18, 19% para los extractos de
hojas de Neem y Melia por triplicado y en concentraciones de 10, 11, 12, 13, 14, 15% para frutos de Neem y
Melia por triplicado (azul: extractos de hojas de Neem; rojo: extracto de frutos de Neem; verde: extracto de
hojas de Melia; amarillo: extracto de frutos de Melia)

Anexo 9. Prueba de Concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracién minima bactericida (MBC) de
extracto de semillas de Melia en concentraciones de 10, 11, 12, 13, 14 y 15 % por triplicado (naranjado:
extracto de semillas de Melia; violeta: testigo; café: control positivo; negro: control negativo).
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Anexo 10. Cromatograma del extracto de hojas de Neem

ITEM | TIEMPO DE % COMPUESTO IDENTIFICADO
RETENCION | AREA
(Tr) min
1 7,058 8,639 2-Hydroxy-gamma-butyrolactone
2 8,867 1,866 1-Methyl-4-amino-4,5(1H)-dihydro-1,2,4-triazole-5-one
3 10,431 6,037 D-Alanine, N-propargyloxycarbonyl-, isohexyl ester
4 10,733 1,456 1-Butanol, 2-nitro-
5 12,464 2,133 2-Propanamine, N-methyl-N-nitroso-
6 12,759 5,639 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-
7 13,538 4,188 2(3H)-Furanone, dihydro-4-hydroxy-
8 14,028 2,873 N-[4-Aminobutyl]aziridine
9 15,631 3,389 2-Norpinanol, 3,6,6-trimethyl-
10 15,77 1,849 2-Pentenoic acid, 3-methyl-, methyl ester
11 15,983 8,11 5-Hydroxymethylfurfural
12 16,494 4,973 2-Deoxy-D-galactose
13 18,106 4,346 1-Nitro-2-acetamido-1,2-dideoxy-d-mannitol
14 21,686 3,748 Butanoic acid, 4-amino-3-hydroxy-, (+)-




15
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4,387

Caryophyllene
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36,367

2-Formyl-9-[B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine

Anexo 11. Compuestos identificados del extracto de hojas de Neem por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masa.
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Anexo 12. Cromatograma del extracto de frutos Neem.

ITEM | TIEMPO DE % COMPUESTO IDENTIFICADO
RETENCION | AREA
(Tr) min
1 7,007 2,828 2-Hydroxy-gamma-butyrolactone
2 7,17 2,189 a-D-Mannopyranoside, methyl 3,6-anhydro-
3 9,017 1,169 Benzeneacetaldehyde
4 12,571 3,781 3,4-Furandiol, tetrahydro-, cis-
5 12,732 3,983 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-
6 16,396 2,8 1-Nitro-2-propanone
7 17,696 1,322 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-
8 18,025 1,571 Acetic acid, [(aminocarbonyl)amino]oxo-
9 18,916 2,972 Ethanone, 1-(2-hydroxy-5-methylphenyl)-
10 19,696 1,407 2,4,4-Trimethyl-3-hydroxymethyl-5a-(3-methyl-but-2-enyl)-
cyclohexene
11 21,788 1,036 1-(3,6,6-Trimethyl-1,6,7,7a-tetrahydrocyclopenta[c]pyran-1-




yl)ethanone
12 22,335 3,228 Caryophyllene
13 23,789 55,292 2-Formyl-9-[B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine
14 24,753 2,118 | (1S,2E,6E,10R)-3,7,11,11-Tetramethylbicyclo[8.1.0]undeca-2,6-
diene (sinonimo: bicyclogermacrene)
15 27,945 11,24 3-Deoxy-d-mannoic lactone

Anexo 13. Compuestos identificados del extracto de frutos de Neem por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masa.
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Anexo 14. Cromatograma del extracto de hojas de Melia.

ITEM| TIEMPO DE % COMPUESTO IDENTIFICADO
RETENCION [AREA
(Tr)min
1 12,463 8,205 3,4-Furandiol, tetrahydro-, cis-
2 12,738 2,788 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-
3 15,548 1,937 3,3-Bis(carbamino)diaziridine
4 15,668 3,263 Phenol, 4-ethenyl-
5 16,387 3,597 [5-Hydroxymethyl)-1,3-dioxolan-4-ylJmethanol




6 17,986 4,724 Acetic acid, [(aminocarbonyl)amino]oxo-

7 18,918 531 4-Acetoxy-3-methoxystirene

8 21,788 1,871 3-Buten-2-one, 4-(2,5,6,6-tetramethyl-1-cyclohexen-1-yl)-

9 22,336 4,991 Isocaryophyllene

10 23,382 58,332 2-Formyl-9-[B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine

11 24,749 4,983 Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-methylethenyl)-4-(1-
methylethylidene)-

Anexo 15. Compuestos identificados del extracto de hojas de Melia por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masa.
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Anexo 16. Cromatograma del extracto de frutos de Melia.

ITEM TIEMPO DE % AREA COMPUESTO IDENTIFICADO
RETENCION

(Tr)min
6,99 6,235 2-Hydroxy-gamma-butyrolactone
8,829 1,44 1-Methyl-4-amino-4,5(1H)-dihydro-

1,2,4-triazole-5-one
3 9,022 0,76 4,5-Dihydro-2(1H)-pentalenone
10,353 4,324 D-Alanine, N-propargyloxycarbonyl-,
isohexyl ester

10,714 1,212 Oxalic acid, cyclobutyl ethyl ester

12,45 1,661 Urea, N-butyl-N-nitroso-




7 12,727 3,311 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-
dihydroxy-6-methyl-
13,486 3,558 2(3H)-Furanone, dihydro-4-hydroxy-
15,566 3,656 2,4(1H,3H)-pyrimidinedione, 1-
(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-
10 15,974 3,459 5-Hydroxymethylfurfural
11 16,43 4,687 1,2,3-Propanetriol, 1-acetate
12 16,829 1,72 3,4-Furandiol, tetrahydro-, trans-
13 17,905 1,735 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-
dihydroxy-6-methyl-
14 18,037 3,263 Butanal, 3-methyl-
15 18,899 2,153 2-Methoxy-4-vinylphenol
16 21,668 1,88 N-Methylpyrrolidine-2,2-dicarboxilyc
acid, dimethyl ester
17 22,335 2,491 2-(Oxan-3-yl)ethanamine
18 23,873 24,481 2-Formyl-9-[B-d-
ribofuranosyl]hypoxanthine
19 24,744 1,595 Y-Elemene
20 28,459 14,54 3-Deoxy-d-mannoic lactone
21 29,201 5,47 3-Deoxy-d-mannoic lactone
22 39,788 1,257 n-Hexadecanoic acid
23 39,92 5,113 D-arabino-Hex-1-enitol, 1,5-anhydro-2-
deoxy-

Anexo 17. Compuestos identificados del extracto de frutos de Melia por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masa.
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Anexo 18. Cromatograma del extracto de semillas de Melia.



ITEM | TIEMPO DE | % COMPUESTO IDENTIFICADO
RETENCION AREA
(Tr)min

1 6,996 3,619 2-Hydroxy-gamma-butyrolactone

2 8,848 1,672 3-Ethoxy-5-propoxymethyl-4,5-dihydroisoxazole

3 9,03 0,928 Benzeneacetaldehyde

4 10,353 3,501 D-Alanine, N-propargyloxycarbonyl-, isohexyl

ester

5 10,716 1,106 2-Propenoic acid, 2-hydroxyethyl ester

6 12,472 1,425 3-Amino-2-oxazolidinone

7 12,734 2,776 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-

methyl-

8 13,5 4,858 2(3H)-Furanone, dihydro-4-hydroxy-

9 15,565 4,365 2H-Pyran-2-methanol, tetrahydro-

10 15,987 4,113 5-Hydroxymethylfurfural

11 16,432 5,637 1,2,3-Propanetriol, 1-acetate

12 16,834 2,15 3,4-Furandiol, tetrahydro-, cis-

13 18,047 2,163 5,6-Dihydroxypiperazine-2,3-dione dioxime

14 18,906 1,51 2-Methoxy-4-vinylphenol

15 21,677 1,712 Quinoline, 2-butyl-

16 22,311 2,803 1-Hexanamine

17 23,899 30,178 | 2-Formyl-9-[B-d-ribofuranosyl]hypoxanthine

18 24,745 1,686 Y-Elemene

19 28,209 16,771 3-Deoxy-d-mannoic lactone

Anexo 19. Compuestos identificados del extracto de semillas de Melia por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masa.



