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RESUMEN GENERAL
El jitomate silvestre o tinguaraque (Solanum lycopersicum variedad

cerasiforme) es una planta silvestre perteneciente a la familia Solanaceae que se
distribuye en zonas perturbadas y de transicion. Produce pequefios frutos
comestibles que toleran tanto a plagas como enfermedades relacionadas al
jitomate comercial (Solanum lycopersicum). Esta tolerancia se ha relacionado con
sus mecanismos de defesa, destacando los elementos bioquimicos, basados en la
secrecion y acumulacion de metabolitos secundarios o fitoquimicos provenientes
de distintas familias estructurales y cuya concentracion cualitativa y cuantitativa
varia segun la etapa fenologica y el tejido que se analice. No obstante lo anterior,
al momento no existen estudios acerca de los fitoquimicos presentes en el
tinguaraque, asi como el potencial uso como biocontroladores de patégenos de
cultivos de interés agrondmico. Por tal motivo el objetivo de esta investigacion fue
evaluar la actividad antimicrobiana de extractos con diferente polaridad, obtenidos
de tejido radicular y aéreo de tinguaragues (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme) de cuatro etapas fenolégicas cultivados bajo condiciones de
invernadero. Para tal fin, en el primer articulo, se describe como se obtuvo, se
propagod y se cultivé el tinguaraque bajo condiciones de invernadero, asi como la
comparacién de su respuesta con la del jitomate comercial tipo cherry. Para tal fin
se germind semilla obtenida de frutos silvestres y se determiné la tasa media de
germinacion (TGsp). Se seleccionaron 20 plantulas y se establecieron sobre tierra
de encino, se colocaron bajo malla sobra y se regaron diariamente hasta
capacidad de campo. La férmula general de fertilizacion fue 275-100-500-150-75
(N-P205-K,0O-CaO-S) dosificadas en aplicaciones semanales. Los frutos
cosechados fueron analizados por los métodos internacionales propuestos por la
AOAC para determinaciéon de sélidos solubles totales, pH, volumen, extracto
etéreo, porcentaje de cenizas, acidez titulable, porcentaje de humedad, porcentaje
de materia seca, porcentaje de semilla, cantidad de semilla, porcentaje de
jugosidad, pulpa, Kcal/gramo, factor °Hue, textura y cantidad de proteina con
ligeras modificaciones. Adicionalmente se realiz6 un analisis sensorial, el cual se

evalu6 mediante la prueba de Friedman. El procedimiento se repitio con



especimenes de jitomate cherry. Los dias transcurridos desde el trasplante hasta
floracion, fructificacion y cosecha, asi como rendimiento, y numero de frutos se
evaluaron bajo un disefio estadistico completamente al azar con 2 tratamientos y
20 repeticiones. Los resultados de los andlisis fisicoquimicos se analizaron bajo un
disefio estadistico completamente al azar con 2 tratamientos y 4 repeticiones.
Como resultados, se determiné una TGsp de 17 dias para el tinguaraque contra 13
dias del cherry. Desde el punto de vista fenoldgico, la duracion tanto de las etapas
de ramificacion, floracion, fructificacion y produccion fueron similares para ambas
plantas. El manejo agrondmico empleado, mantuvo al tinguaraque en produccién
por 27 semanas que durd la evaluacion, obteniendo un rendimiento promedio por
planta de 1700 g £140, equivalente a 34 ton/ha, con un peso promedio de fruto de
0.71 g +0.07. Dentro de los andlisis fisicoquimicos, los resultados mostraron que
no hubo diferencia significativa en contenido energético, porcentaje de proteina y
acidez titulable; mientras que en los parametros de solidos solubles, materia seca,
cenizas y color, los valores del tinguaraque (13.53 + 061 °Brix, 14.13 + 0.06 %, 5.4
+0.27 % y 233.16 £ 2.63 °Hue, respectivamente) fueron mayores a los del cherry
(8.93 + 3.01 °Brix, 10.05 + 0.94 %, 4.49.4 + 059 % y 221.35 + 2 °Hue,
respectivamente). Finalmente, dentro del andlisis sensorial de frutos, los
participantes dieron calificaciones mas altas a la dulzura y sabor del tinguaraque.
Se concluyo que al ser el tinguarague una planta silvestre y poseer un
comportamiento agronémico similar al del jitomate cherry ademas de superar a
este en diversos factores, es una planta con potencial agronomico y puede ser
propuesta para integrar programas de conservacion y mejoramiento genético. En
el segundo articulo, se disefidé una estrategia para la busqueda e identificacion
de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana. se obtuvieron extractos
de tejido aéreo (TA) y tejido radicular (TR) de plantas de tinguaraque en las etapas
de ramificacion (E1), floracion (E2), fructificacion (E3) y produccion (E4) mediante
maceracion por barrido, con los solventes hexano (H), cloroformo (C) y metanol
(M). El efecto antimicrobiano de los extractos se probé de manera preliminar por el
método de difusion en agar. Mediante analisis estadistico fueron seleccionaron los

mejores extractos, se determind que los extractos HTRE2 y HTAE4 presentaron
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actividad inhibitoria contra las bacterias Clavibacter michiganensis (CLsp: 5.6
mg/mL) y Pantoea stewartii (CLso:5 mg/mL), respectivamente. Adicionalmente, el
extracto MTAES3, resultd efectivo para controlar los hongos Colletotrichum
acutatum y Pleurotus ostreatus (DLso: 1.13 y 0.6 mg/mL respectivamente).
Mediante el andlisis de MTAE3 por cromatografia de capa fina, se separaron
compuestos con RF similares a los estandares de los flavonoides quercetina (Rf =
0.875), &cido ferulico (Rf = 0.579), rutina (Rf = 0.716) y &cido clorogénico (Rf =
0.341). El analisis por gases-masas (GC-MS) registro artemisia ketone (1.9 mg/g)
para el extracto HTREZ2; y para HTAE4 se encontré 4-Careno (10.48 mg/g), B-
pineno (1.17 mg/g) y eugenol (1.99 mg/g), compuesto reportados como
antimicrobianos por la literatura. Se concluyé que el tinguaraque produce
metabolitos secundarios como terpenoides y flavonoides capaces de contrarrestar
el desarrollo de microorganismos, que pueden ser patégenos de variedades
comerciales de jitomate. Y que es preferente la colecta de materiales para la
elaboracién de extractos en las etapas de produccion y fructificacion.

Palabras clave: tomate silvestre, cromatografia, inhibicion, flavonoide, terpenoide.

GENERAL ABSTRACT
The wild tomato or tinguaraque (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) is

a wild plant belonging to the family Solanaceae that is distributed in zones
disturbed and of transition. Produces small edible fruits that tolerate both pests and
diseases related to commercial tomato (Solanum lycopersicum). This tolerance
has been related to its defense mechanisms, emphasizing the biochemical
elements, based on the secretion and accumulation of secondary metabolites or
phytochemicals coming from different structural families and whose qualitative and
quantitative concentration varies according to the phenological stage and the
tissue being analyzed. Nevertheless, at the moment there are no studies on the
phytochemicals present in tinguaraque, as well as the potential use as bio-
controllers of pathogens of crops of agronomic interest. For this reason the
objective of this research was to evaluate the antimicrobial activity of extracts with

different polarity, obtained from root and aerial tissue of Tinguaraques of four
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phenological stages cultivated under greenhouse conditions. For this purpose, in
first article, describes how the tinguaraque was obtained, propagated and
cultivated under greenhouse conditions, as well as the comparison of its response
with that of commercial cherry tomato. For this purpose, seeds obtained from wild
fruits were germinated and the mean germination rate (TGsy) was determined.
Twenty seedlings were selected and settled on oak land, placed under leftover
mesh and watered daily to field capacity. The general fertilization formula was 275-
100-500-150-75 (N-P.0s-K,0O-Ca0-S) dosed in weekly applications. The fruits
harvested were analyzed by the international methods proposed by the AOAC for
the determination of total soluble solids, pH, volume, ethereal extract, percentage
of ash, titratable acidity, percentage of moisture, percentage of dry matter,
percentage of seed, quantity of seed , Percentage of juiciness, pulp, Kcal / gram,
°Hue factor, texture and quantity of protein with slight modifications. Additionally, a
sensorial analysis was performed, which was evaluated by the Friedman test. The
procedure was repeated with cherry tomato specimens. The days from
transplanting to flowering, fruiting and harvesting, as well as yield, and number of
fruits were evaluated under a completely randomized design with 2 treatments and
20 replicates. The results of the physic-chemical analyzes were analyzed under a
completely randomized design with 2 treatments and 4 replicates. As results, a
TGsp of 17 days for the tinguarague was determined against 13 days of the cherry.
From a phenological point of view, the duration of both branching, flowering,
fruiting and production stages were similar for both plants. The agronomic
management employed, kept the tinguaraque in production for 27 weeks during the
evaluation, obtaining an average yield per plant of 1700 g + 140, equivalent to 34
ton / ha, with an average fruit weight of 0.71 g £ 0.07. Within the physicochemical
analyzes, the results showed that there was no significant difference in energy
content, percentage of protein and titratable acidity; While in the parameters of
soluble solids, dry matter, ash and color, the values of tinguaraque 13.53 + 061
°Brix, 14.13 * 0.06 %, 5.4 + 0.27 % y 233.16 * 2.63 °Hue, respectively) were
higher than those of cherry (8.93 + 3.01 °Brix, 10.05 + 0.94 %, 4.49.4 + 0.59 % y

221.35 = 2 °Hue, respectively). Finally, within the sensory analysis of fruits, the
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participants gave higher marks to the sweetness and flavor of the tinguaraque. It
was concluded that because the tinguaraque is a wild plant and has an agronomic
behavior similar to that of cherry tomatoes, besides overcoming it in several
factors, it is a plant with agronomic potential and can be proposed to integrate
conservation and breeding programs. In the second article, a strategy was
designed for the search and identification of secondary metabolites with
antimicrobial activity. Extracts of aerial (TA) and root tissue (TR) from Tinguaraque
plants were obtained in the stages of branching (E1), flowering (E2), fruiting (E3)
and production (E4) by sweeping maceration with solvents Hexane (H), chloroform
(C) and methanol (M). The antimicrobial effect of the extracts was preliminarily
tested by the agar diffusion method. The best extracts were selected by statistical
analysis. The extracts HTRE2 and HTAE4 were found to have inhibitory activity
against the bacteria Clavibacter michiganensis (LCsp: 5.6 mg / mL) and Pantoea
stewartii (LCso: 5 mg / mL), respectively. In addition, the MTAE3 extract was
effective to control the fungi Colletotrichum acutatum and Pleurotus ostreatus
(LCso: 1.13 and 0.6 mg / mL, respectively). By the analysis of MTAE3 by thin layer
chromatography, RF compounds similar to flavonoid standards quercetin (Rf =
0.875), ferulic acid (Rf = 0.579), rutin (Rf = 0.716) and chlorogenic acid (Rf =
0.341). Mass-gas analysis (GC-MS) recorded artemisia ketone (1.9 mg / g) for the
extract HTRE2; And for HTAE4, 4-Carene (10.48 mg / g), B-pinene (1.17 mg / g)
and eugenol (1.99 mg / g), reported as antimicrobial by the literature, were found. It
was concluded that tinguaraque produces secondary metabolites such as
terpenoids and flavonoids capable of counteracting the development of
microorganisms, which may be pathogens of commercial varieties of tomato. And
that the collection of materials for the preparation of extracts in the stages of

production and fruiting is preferred.

Keywords: wild tomato, chromatography, inhibition, flavonoid, terpenoid.



|.-INTRODUCCION GENERAL
Actualmente la agricultura convencional se encuentra ligada al uso de

productos quimicos artificiales que contaminan mantos acuiferos y suelos, también
provocan la pérdida de biodiversidad y son nocivos para el ambiente (Pérez,
2010). Por ello, es importante buscar alternativas que puedan dar un enfoque
ecoldgico a la agricultura, tal como el estudio de plantas silvestres, cuyos multiples
mecanismos de defensa les permiten adaptarse a medios hostiles y que no
requieren de accion alguna del hombre para su supervivencia, que ademas
pueden actuar como restauradoras del suelo y que, por otro lado, mediante la
biotecnologia se puedan aprovechar las estrategias desarrollados por ellas para
mejorar la produccion alimenticia (Benites-Jump, 2016).

Los mecanismos de defensa de las plantas se dividen estructurales y
bioguimicos, dentro de los primeros destacan la presencia de ceras, cuticula,
paredes celulares gruesas, la ubicacion y forma de aperturas naturales,
formaciones de capas corchosas, exudacién de goma, etcétera; por otro lado, la
defensa bioquimica consiste en la produccién, acumulaciéon y secrecion de
metabolitos secundarios como flavonoides, terpenoides, alcaloides, enzimas que
degradan la pared celular de los patdégenos y oxidan fenoles, entre otros
(Pedrocchi-Renault, 1998; Lundstedt y Valdés, 2013)

La literatura reporta que metabolitos secundarios principalmente
terpenoides, flavonoides y alcaloides estan presentes en las solanaceas con la
finalidad de participar en la defensa bioquimica, por ejemplo, en Solanum
pseudocapsicum (cerezo de Jerusalén) se han identificado terpenos como a-
pineno, 1,8-cineol, a-terpineno, acetato de bornilo, etcétera; por otro lado en
Solanum nigrum (hierva mora) se encontraron flavonoides como el &cido
isovainillico ademas de otros acidos organicos como el isocitrico y el tartarico;
finalmente se ha reportado la presencia de alcaloides esteroidales en Solanum
melongena (Berenjena). (Klocke et al., 1987; Badui, 1988; Sepulveda-Jiménez et
al., 2003; La Cantore et al., 2004; Shan-Shan et al., 2005; Aliero et al., 2006;



Urben, 2007; Sfara et al., 2009; Mulyaningsih et al., 2010; Nissen et al., 2010;
Xiudong et al., 2011; Kariyat et al., 2013; Khaoukha et al., 2014; Duke, 2015;
Pandey, 2015; Saleh, 2015; Jilani-Khan et al., 2016).

Los metabolitos secundarios, segun su tipo, pueden ser extraidos con
solventes de polaridad afin, técnicas como la maceracion de material pulverizado,
extraccion Soxhlet, infusion, etc. han permitido obtener extractos con capacidad
antimicrobiana, por ejemplo los de plantas silvestres como Styrax ramirezii
(Styracaceae) tienen efectos antagonicos contra fitopatdgenos como Pantoea
stewartii y Armillaria sp. Entre otros. Por otra parte, dentro de lo reportado en
solanaceas, se ha demostrado que extractos metandlicos de Cestrum buxifolium
(Solanaceae) pueden inhibir bacterias patégenas como Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. A pesar de lo antes mencionado,
existen numerosas especies de esta familia con potencial utilidad en la agronomia
tales como el tinguaraque, de las que se desconoce su actividad antimicrobiana y
los metabolitos responsables (Rios y Aguilar-Guadarrama, 2006; Corzo-Barragan,
2012; Mendoza-Tafolla, 2016).

Especies como el tinguaraque (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) han
sido estudiadas en mudltiples aspectos, pero se desconoce la que metabolitos
secundarios participan en sus mecanismos bioquimicos de defensa. Esta planta
se distribuye en zonas de clima templado como bosques y areas de transicion,
ademas es comun encontrarle como planta pionera en areas perturbadas. Su
capacidad adaptativa y de resistencia a factores adversos, ha sido evaluada para
emplearse como portainjerto de jitomate comercial (Solanum lycopersicum L.),
dando como resultado tolerancia a patdogenos del suelo como Alternaria solani y
Fusarium sp., en contraste con plantas no injertadas, ademas descubrieron que
mediante el injerto no se demeritan las caracteristicas agrondémicas y fisico-
guimicas de frutos de la variedad comercial, por otra parte, se ha demostrado que
el tinguaraque y jitomate que lo emplea como patron presentan tolerancia a las

principales plagas del jitomate como son: paratrioza (Bactericera cockerelli);



minadores (Liriomyza spp.); pulgones (Aphididae); y mosquitas blancas
(Aleyrodidae) (Alvarez-Hernandez et al., 2009; Alvarez-Hernandez, 2013).

I.-REVISION DE LITERATURA

2.1.-EL TINGUARAQUE
El tomate silvestre o tinguaraque (Figura 1) es una planta que pertenece a

la familia Solanaceae y al género Solanum. Esta reportada en el estado de
Michoacan en las regiones del Valle de Apatzingan, el Valle de los Reyes y la
Ciénaga de Chapala (Martinez, 1979; Alvarez-Hernandez et al., 2009).

Figura 1.- Planta de tinguaraque (Solanum lycopersicum var. cerasiforme). A:
planta creciendo de manera vertical apoyada por tutores; B: foliolos; C: inflorescencia
racimosa; D: racimo de frutos; E: semillas extraidas de fruto.

Es una planta herbacea de apariencia similar a la del tomate comercial,
anual, con pelos glandulares resinosos. Crece mas de un metro de altura, con
porte erecto o trepador. Sus hojas son alternas, de hasta 25 cm de largo,
divididas en varios foliolos de diferentes tamafios que a su vez pueden estar
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divididos principalmente en la base, sus apices son puntiagudos y el margen es
aserrado a ligeramente hendido. Las flores se disponen en forma de
inflorescencias racimosas, ubicadas generalmente en las bifurcaciones de los
tallos, o en los nudos; el caliz de éstas es de cinco sépalos angostamente
triangulares y puntiagudos; Los frutos son carnosos, jugosos y globosos, a veces
alargados y de color rojo al madurar con numerosas semillas. La planta es
aromatica al someterse a dafio mecanico, liberando el tipico aroma a tomate
(Correll y Johnston, 1970).

El tinguaraque se distribuye desde los 0 hasta los 1200 msnm. En zonas
templadas (asociado a plantas que le protegen del frio), calidas (junto a especies
que le brindan sombra) y areas perturbadas. Se asocia a campos de cultivo donde
es considerada “maleza”. Crece sin problemas en zonas infestadas por varias

plagas asociadas al cultivo del tomate (Garcia, 1988; Vargas et al., 2005).

Las investigaciones previas de esta planta, se han encaminado en la
caracterizacion de sus frutos, incidencias de enfermedades en su cultivo y su uso
como portainjerto de plantas de tomate. Por otro lado, se desconoce la totalidad
de sus analisis bromatolégicos en frutos, Esta planta tiene la caracteristica de
poder sobrevivir en condiciones extremas y la literatura reporta que se ha
evaluado la incidencia de enfermedades en su cultivo y su uso como portainjerto
de plantas de jitomate las que confiere tolerancia a hongos como Alternaria solani
y Fusarium sp. (Cortez-Madrigal, 2010; Alvarez-Hernandez, 2013). Dentro de esta
especie no hay reportas acerca de la bioactividad de sus extractos o el tipo de
metabolitos secundarios presentes en sus tejidos (Alvarez-Hernandez et al.,
2009).

2.2.-LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
Los metabolitos secundarios son los fitoquimicos que participan en la

defensa quimica de las plantas son compuestos organicos sin un aparente funcion
directa en procesos relacionados con la fotosintesis, respiracion, asimilacion de

nutrientes, transporte de solutos y sintesis de macromoléculas (proteinas,



carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos), presentan distribucién restringida, ya
que generalmente un metabdlito secundario en especifico, no esta presente en
multiples familias, estos compuestos suelen ser sintetizados en pequefas
cantidades y no de forma generalizada. Su naturaleza quimica es variable (Anaya-
Lang, 2003).

Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del
metabolismo primario del carbono y los metabolitos secundarios como tales se
pueden agrupar en cuatro grandes grupos: terpenos (entre los que se encuentran
hormonas, pigmentos o0 aceites esenciales) compuestos fendlicos (cumarinas,
flavonoides, lignina y taninos), glicosidos (por ejemplo saponinas, glicésidos
cardiacos, glicésidos cianogénicos y glucosinolatos) y alcaloides. Entre sus
funciones destacan la atraccién de animales benéficos (por ejemplo insectos
polinizadores), la repelencia a depredadores (produciendo en la planta un sabor u
olor amargo, o creando toxicidad), pigmentacién de tejidos, Yy participan en la

defensa contra patogenos (Anaya-Lang, 2003; Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).

Los diferentes metabolitos secundarios presentes en los tejidos de una
planta pueden ser extraidos mediante técnicas como el reactor, Irradiacién con
microondas, infusién, extraccion por Soxhlet y el proceso de maceraciéon. Este
altimo, al no emplear temperaturas elevadas es idoneo para extraer compuestos

volétiles e inestables (Balcinde et al., 2005).

2.3.-EXTRACCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
El proceso de maceracion comienza con el deshidratado y molido del

material a evaluar, posteriormente se hace la extraccion de compuestos con
diferentes grados de polaridad al colocar los materiales en una proporcién de 1 a
10 (1 g de material por 10 ml de solvente) Finalmente, pasado determinado tiempo
el solvente es retirado empleando un rotavapor y el extracto es resuspendido en
una solucion al 10 % de dimetilsulfoxido, el cual se ha demostrado no tiene efectos
adversos sobre las células. (Garcia, 2001; Rios y Aguilar-Guadarrama, 2006;
Aguilar-Guadarrama y Rios, 2007; Zavala-Nufiez, 2009).



Los solventes extraen compuestos afines a su polaridad: los no polares son
Utiles para obtener terpenos de bajo peso molecular; por otro lado, solventes
medianamente polares pueden separar terpenos de polaridad intermedia como
lactonas, también alcoholes y acidos carboxilicos; Finalmente, solventes polares
pueden ser Utiles para obtener compuestos polares como flavonoides, alcoholes y
alcaloides entre otros (McNair y Miller, 1998; Hernandez-Pérez, 2005; Zavala-
Nufiez, 2009).

2.4.-TIPOS DE BIOACTIVIDAD
Los extractos, se pueden analizar por diferentes métodos con el fin de

conocer el tipo de bioactividad que poseen: ensayos como FRAP, ABTS, DPPH y
ORAC se realizan para conocer la actividad antioxidante de los metabolitos
secundarios que contienen; por otro lado, pruebas con animales y tejidos
especificos se ejecutan para determinar cuestiones médicas; finalmente ensayos
con microorganismos se realizan para verificar su capacidad antimicrobiana, para
tal fin la técnica de Kirby-Bauer, es de las extendidas debido a su simplicidad y
eficacia (Bauer et al., 1966; Arroyo et al., 2005; Pérez-Jiménez et al., 2008; Corzo-
Barragan, 2012).

2.5.-EL METODO DE KIRBY-BAUER
La técnica de Kirby-Bauer también conocido como método por difusién en

disco, se emplea en estudios para determinar susceptibilidad de microorganismos
hacia determinada sustancia. Consiste en colocar discos de material absorbente
con una cantidad especifica (no concentracién) de antimicrobiano sobre una
superficie de agar inoculada con un microorganismo. El antimicrobiano difunde
desde el disco al medio de cultivo, produciendo una zona de inhibicion en la cual
una concentraciéon critica de antimicrobiano inhibe el crecimiento bacteriano. La
zona de inhibicion entonces es medida y puede relacionarse inversamente con la
CMI (Bauer et al., 1966; Bernal y Guzman, 1984; Vjera, 2000; Aguilar-Gonzales,
2007).



2.6.-IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

POR TECNICAS CROMATOGRAFICAS
La identificacion de compuesto bioactivos es uno de los tantos analisis

donde incursiona la cromatografia en sus distintas variantes, segun la técnica, es
posible identificar distintos tipos de metabolitos secundarios con un mismo equipo
0 una misma técnica. Dentro de lo realizado con cromatografia de capa fina hay
nameros trabajos como el de Bravo-Sanchez y Acufia-Calle (2015) quienes
identificaron flavonoides en hojas de “ficus” (Ficus benjamina L.), primero
obtuvieron extractos con una mezcla de mezcla de agua: acetonitrilo: metanol,
fueron filtrados y almacenados. Como fase movil emplearon la mezcla de
solventes denominada BAW (n-butanol: &cido acético: agua, en una proporcion de
4:1:5). Para el revelado utilizaron una lampara de luz UV con dos longitudes de
onda. Sembraron el extracto en la placa sobre una linea de origen trazada a 0,5
cm sobre el borde inferior (5 gotas), y luego lo colocaron en la cuba cromatografica
la cual contenia un volumen de fase movil y luego se esperé un promedio de 30
minutos para lograr el recorrido hasta el borde superior de la placa, pasado este
tiempo se saco de la cuba y se secd con ayuda de una secadora para finalmente
llevarlo a una lampara “UV”. Con base en la coloracién observada, pudieron
determinar que las hojas de “ficus” acumulan flavanonas y flavonas sin 5-OH libre

y flavonoles con un 3-OH libre y con/sin 5-OH libre

Profundizando en el tema de cromatografia, se encontré que Ashraf et al.
(2015) identificaron compuestos con capacidad antioxidante, antitumoral vy
antiinflamatoria de eucalipto rojo (Eucalyptus camaldulensis) mediante
cromatografia de gases acoplada a masas, empleando una temperatura de
ionizacion de 230 °C, emision de electrones de 34.6 pA. el analizador se mantuvo
a 150 °C. Se empleo helio con un flujo de 0.9 mL/min. La temperatura del inyector
y de la interface fueron de 290 -C and 360 -C, respectivamente, el horno se
trabajo a inicialmente a 50-C (1min) y después a 310 -C (20 min), aumentando 6
°C por minuto, los compuestos se identificaron mediante la comparacion de los
tiempos de retencion y espectros de masas con la base de datos de la biblioteca

NIST para sistemas de GC/MS. En extractos hexanicos encontraron acido



palmitico; en cloroférmicos y metandlicos fue comun observar eucaliptol, 5-
Hydroxymethylfurfural, espatulenol, [p-eudesmol, acido esteérico, acido

succinamico e icosane.

Por otra parte, en estudios llevados a cabo con solanaceas y haciendo uso
de GC Jilani-Khan et al. (2016) encontraron compuestos anticancerigenos en
fracciones cloroformicas de un extracto crudo metanolico elaborado con frutos de
“hierba mora” (Solanum nigrum), el analisis se realizO en modo splitness,
primeramente realizaron una derivatizacion inyectando 80 pL de Clorhidrato de
metoxiamina y 100 pL de BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide) a 65 °C
durante 1 hora, después se tomdé como temperatura inicial 250 °C, la que se
mantuvo por 2 minutos para después aumentarse a 290 °C, sin embargo el puerto
de inyeccion se mantuvo a 250 °C, el tiempo total de corrida fue de 55 minutos en
modo de escaneo completo, mediante la biblioteca del Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia ver.2.1 MS se pudo determinar que la muestra contenia

acidos organicos como el &cido isovainillico, isocitrico y tartarico entre otros.

11I.-JUSTIFICACION
Michoacéan es el quinto lugar nacional en cuanto a diversidad vegetal, entre

ellas destacan las solanaceas como el tinguaraque (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme), del que se ha documentado su resistencia a plagas y patégenos que
atacan a su similar comercial. Aunque se han realizado algunos estudios
referentes al uso de la planta como portainjertos para conferir resistencia a la
variedad comercial, se desconoce el tipo de fitoquimicos presentes en la planta, la
concentracion y su efecto sobre plagas que afecten a cultivos agronémicos. Por
otro lado, la agricultura convencional esta respaldada por insumos quimicos,
formulados con moléculas artificiales, cuya presencia en el medio ambiente

representa un riesgo, ademas de ser nocivas para el consumidor.

Por ello es importante contar con alternativas para el manejo de patégenos
provenientes de fuentes naturales, tales como los compuestos quimicos

provenientes de plantas. Con base en lo antes mencionado, el presente trabajo



pretende aportar nuevas evidencias en el tipo de metabolitos secundarios

presentes en el tinguaraque y su posible aplicacién en el control de patdgenos.

IV.-OBJETIVOS

4.1.-OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos con diferente polaridad y

obtenidos de tejido radicular y aéreo de tinguaraques en diferentes etapas

fenologicas (Solanum lycopersicum var. cerasiforme).

4.2.-OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.-Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos con diferente polaridad y

obtenidos de tejido radicular y aéreo de tinguaragues (Solanum lycopersicum var.

cerasiforme).
2.-Determinar el perfil fisicoquimico y sensorial de fruto de tinguaraque

3.-Obtener extractos con diferente polaridad a partir de tejido radicular y

aéreo de tinguaraque y comparar su actividad antimicrobiana.

4.-ldentificar por técnicas cromatograficas compuestos de importancia

antimicrobiana presentes en los extractos sobresalientes.

V.-HIPOTESIS
El tinguarague como planta silvestre, presenta compuestos fitoquimicos que

dependiendo de la etapa fenoldgica de la planta, tendran efectos antimicrobianos

VI.-ESTRATEGIA METODOLOGICA GENERAL
La investigacion se dividio en dos articulos. Con la finalidad de obtener

material vegetal para ambas investigaciones, se realizdé una colecta de frutos en
zonas aledaflas de areas agricolas dentro de la poblacibn de Los Bancos,
municipio de Paracuaro, Michoacan. México (19°10'00"N - 102°12'00"W) a los
frutos colectados les fueron extraidas las semillas, estas se germinaron y se
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cultivaron bajo invernadero dentro de las instalaciones de la Facultad de
Agrobiologia Presidente Juarez (UMSNH) en la ciudad de Uruapan (19°2516"N -
102°03'47"W).

El primer articulo, fue un estudio comparativo entre el comportamiento
fenolégico y agronémico de plantas de tinguaraque (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme) y jitomate cherry, (Solanum lycopersicum L.) de igual manera se
compararon las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos de ambas plantas. Los
datos obtenidos se evaluaron estadisticamente mediante un modelo
completamente al azar con 20 repeticiones para las variables medidas en
invernadero y 4 para las evaluadas en dentro del laboratorio, los analisis de
varianza se sometieron a la prueba de Tukey (SAS, 2000); finalmente se llevo a

cabo un analisis sensorial y este fue evaluado mediante la prueba de Friedman.

En el segundo articulo, mediante la maceracion de tejido aéreo y radicular
de platas en las etapas de ramificacion, floracion, fructificacion y produccién. Se
realiz6 un escrutinio de los extractos obtenidos con n-hexano, cloroformo y
metanol, estos fueron probados contra 4 microorganismos inicialmente por el
método de difusion en disco. Tras realizarse un andlisis estadistico factorial con
tres niveles, se seleccionaron los mejores extractos para ser analizados por
cromatografia de capa fina (TLC) y cromatografia de gases acoplada a masas

(GC-MS), al final se plantearon los posibles usos de los extractos obtenidos.
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VIII.-RESCATE, ESTABLECIMIENTO Y PRODUCCION DE UN
JITOMATE SILVESTRE TIPO CHERRY: EL CASO DEL
TINGUARAQUE

8.1.-RESUMEN
La expansion de las areas cultivadas hacia zonas virgenes, histéricamente

ha sido una de las acciones que se han empleado para aumentar la produccion
agricola ante la demanda de alimentos. Tal aumento ha contribuido a la pérdida de
la biodiversidad vegetal, como consecuencia especies nativas como el jitomate
silvestre o tinguaraque (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) se han visto
amenazadas, con ello, ingredientes presentes en la alimentacion de antafio que
pudiesen ser fuentes importantes de nutrientes y nutracéuticos desaparecen. Por
lo anterior, resulta necesario colectar y estudiar los atractivos agrondmicos de
plantas silvestres con importancia alimenticia. En el presente trabajo se evalué la
respuesta del tinguaraque al cultivo bajo condiciones de invernadero y se comparé
el rendimiento con un fruto comercial tipo cherry (Solanum lycopersicum L.), asi
como la comparativa entre perfiles fisicoquimicos de sus frutos. Para tal fin se
germin6 semilla obtenida de frutos silvestres y se determiné la tasa media de
germinacion (TGsp). Las plantulas se desarrollaron en tierra de encino, se
colocaron bajo malla sombra y se aplico riego diario hasta capacidad de campo.
La féormula general de fertilizacion fue 275-100-500-150 -75 (N-P,05-K,0-CaO-S)
dosificada en aplicaciones semanales, los datos obtenidos se evaluaron mediante
un disefio completamente al azar. Como resultados: se determino la TGsp del
tinguaraque a los 17 dias de establecido el almacigo, y una supervivencia de
100% de plantulas transferidas al sustrato. A partir de la fecha de trasplante, al
tinguaraque le toma 49 dias para la formacion de frutos y 48 dias después,
alcanzan el grado de madurez de consumo. El manejo agronémico empleado,
mantuvo al tinguaraque en condiciones Optimas por 27 semanas que durd la
evaluacion, obteniendo un rendimiento promedio por planta de 1700 g +140,
equivalente a 34 ton/ha, con un peso promedio de fruto de 0.71 g £0.07. Dentro de
los analisis fisicoquimicos, los resultados mostraron que no hubo diferencia

significativa en contenido energético, porcentaje de proteina y acidez titulable;
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mientras que los parametros de solidos solubles, materia seca, cenizas y color, los
valores del tinguaraque (13.53 + 061 °Brix, 14.13 + 0.06 %, 5.4 + 0.27 %y 233.16
+ 2.63 °Hue, respectivamente) fueron mayores a los del cherry (8.93 +* 3.01 °Brix,
10.05 + 0.94 %, 4.49.4 + 0.59 % y 221.35 + 2 °Hue, respectivamente). Finalmente.
Estos resultados colocan al fruto del tinguaraque como una frutilla atractiva para

incluirla en programas de fitomejoramiento

Palabras clave: jitomate silvestre, rescate, cultivo protegido, manejo agronémico.

8.2.-ABSTRACT
The expansion of cultivated areas to virgin areas has historically been one

of the actions that have been used to increase agricultural production in response
to food demand. Such an increase has contributed to the loss of plant biodiversity;
As a consequence native species such as wild tomato or tinguaraque (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme) have been threatened, with it, ingredients present
in the diet of yesteryear that could be important sources of nutrients and
nutraceuticals disappear. Due to the above, it is necessary to collect and study the
agronomic attractions of wild plants of alimentary importance. In the present work
the tinguaraque response to the crop under greenhouse conditions was evaluated
and the yield was compared with a commercial fruit type cherry (Solanum
lycopersicum L.), as well as the comparison between physicochemical profiles of
its fruits. For this purpose, seeds obtained from wild fruits were germinated and the
mean germination rate (TGsp) was determined. The seedlings were developed in
oak land, placed under shade mesh and applied daily irrigation to field capacity.
The general fertilization formula was 275-100-500-150 -75 (N-P.05-K,0-CaO-S)
dosed in weekly applications, the data obtained were evaluated by a completely
randomized design. As results: the TGsq of tinguarague was determined at 17 days
of establishment of the nursery, and a survival of 100% of seedlings transferred to
the substrate. From the date of transplant, the tinguaraque takes 49 days for the
formation of fruits and 48 days later, reach the degree of maturity of consumption.
The agronomic management employed maintained the tinguaraque in optimum

conditions for 27 weeks during the evaluation, obtaining an average yield per plant
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of 1700 g (x 140), equivalent to 34 ton / ha, with an average fruit weight of 0.71 g £
0.07). In the physicochemical analyzes, the results showed that there was no
significant difference in energy content, percentage of protein and titratable acidity;
while the values of soluble solids, dry matter, ash and color for tinguaraque (13.53
+ 061 °Brix, 14.13 + 0.06 %, 5.4 + 0.27 % y 233.16 + 2.63 °Hue, respectively) were
higher than those of the cherry (8.93 + 3.01 oBrix, 10.05 + 0.94%, 4.49.4 £ 0.59%
and 221.35 £ 2 °Hue, respectively). Finally. These results place the fruit of

Tinguaraque as an attractive berry to be included in plant breeding programs.

Key words: wild tomato, Rescue, protected cultivation, agronomic management.

8.3.-INTRODUCCION
La familia de las solanaceas cuenta con 98 géneros y 2700 especies

(Yadav-et al., 2016), algunas de ellas poseen importancia comercial, ya que estan
ligadas a la alimentacion humana y por ello, son cultivadas en todo el mundo. El
jitomate, tomate, papa y chile son solanaceas importantes dentro de la agricultura
mexicana. Sin embargo, también existen solanaceas silvestres consideradas como
malezas y dificlmente se cuenta con estudios detallados sobre su potencial
aprovechamiento. Michoacén, ocupa el quinto lugar nacional en diversidad de
especies de la familia Solanaceae (Martinez et al, 2011), los géneros mas
comunes en la entidad son: Cestrum, Datura, Jaltomata, Lycianthes, Physalis,
Lycopersicon y Solanum (Medina, 2007.; Alvarez et al, 2009). Tal diversidad se
encuentra en constante riesgo debido a la expansiéon humana y al cambio de uso
de suelos y cada vez son mas escazas a pesar de que muchas forman parte de la
dieta tradicional y al reducirse su disponibilidad, se fomenta la homogeneizacion
de la alimentacion, y pasan a ser plantas olvidadas (Galvez-Mariscal, 2013).
Ademas, es conveniente indagar sobre las ventajas que plantas tolerantes a
plagas y patdégenos, que no dependen de agroguimicos para su subsistencia
pueden aportar a la agricultura actual. Por ello, para evitar la pérdida de materiales
silvestres con potencial agrondmico, se debe contar con un programa de rescate,
y propagacion vegetativa (incluyendo semillas) (Roldan-Estrada et al., 1999), con

el fin de obtener propagulos y posteriormente su multiplicacion. ElI material
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colectado se mantiene, por medio del cultivo de plantas, semillas, embriones,
organos, explantes, células y protoplastos sobre un medio nutritivo en condiciones
estériles a través de técnicas de cultivo in vitro; por otro lado, existe también la
propagacion por técnicas de cultivo ex situ, que consiste en preservar materiales
en los bancos de semillas, jardines botanicos e invernaderos (Gold et al., 2004;
Mroginski et al., 2010)

Por lo anterior, esta parte del trabajo se enfocé en el rescate,
establecimiento, propagacion y cultivo de una especie silvestre, la solanacea

Solanum lycopersicum var. cerasiforme o tinguaraque.

8.4.-OBJETIVOS
Los objetivos de este estudio fueron: (i) establecer el tinguaraque bajo

condiciones de invernadero; y (ii) comparar la fenologia y el rendimiento del
tinguaraque con plantas de jitomate comercial tipo cherry.

8.5.-MATERIALES Y METODOS

8.5.1.-Obtencion de material silvestre
La colecta de frutos maduros se realizd en el poblado de Los Bancos,

municipio de Paracuaro, Mich. Mex. (19°10'00"N - 102°12'00"W) durante los
meses de agosto y septiembre. Las semillas se extrajeron del fruto y fueron
secadas a 22 °C en condiciones de obscuridad, posteriormente se almacenaron
en tubos de ensayo sellados hasta su utilizacibn en un ambiente fresco y seco
(Lesur, 2006).

Un espécimen deshidratado fue depositado en el Herbario del Instituto de
Ecologia, A.C., México (IE-BAJIO) ubicado en la ciudad de Patzcuaro, Michoacan,

México. Donde se le otorg6 el numero de referencia 254838.
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8.5.2.-Establecimiento de plantulas
La germinacion se llevd a cabo en una charola de poliestireno marca

Hortiblock® de 242 cavidades empleando fibra de coco triturada como sustrato. Se
colocaron tres semillas por cavidad a una profundidad de medio centimetro. El
alméacigo fue regado y se envolvié con plastico negro, enseguida se coloco a
temperatura ambiente donde recibi6 la luz del sol durante 2 dias, posteriormente
se retird la cubierta de plastico y se mantuvo resguardada bajo maya antiafido, con
la finalidad de evitar el ataque plagas. Se aplico riego diario hasta saturacion de
sustrato durante 50 dias, el mismo procedimiento se realizO con semillas de
jitomate comercial tipo cherry variedad Cereza (Vita®). (Lesur, 2006; FAO, 2013).
La emergencia de plantulas, se evalué mediante la tasa media de germinacion
(TGso).

Una vez que las plantulas de tinguaraque bifurcaron su crecimiento apical
(etapa de ramificacion) se establecieron dentro de un invernadero en las
instalaciones de la Facultad de Agrobiologia Presidente Juarez ubicada en
Uruapan, Michoacan. Mex. (19°25'16"N - 102°03'47"W). A una densidad de
siembra de 20,000 plantas por ha (0.5x1m). Para ello se raled el almacigo hasta
mantener al individuo que visualmente se percibiera mas vigoroso. Después
aleatoriamente, se tomaron 20 plantas y se trasplantaron en bolsas de uso forestal
(40x60cm) empleando tierra de encino tratada con sulfato de cobre penta-
hidratado como sustrato; las plantas fueron sujetadas sobre tutores de rafia y se
colocé malla-sombra Raschel® 35% de color verde para evitar el contacto con la
radiacion solar. Se aplicaron riegos diarios y fertilizaciones semanales con
diferentes fuentes con la formula general de fertilizacion 268N-1047P,05-170K,0-
270Ca0-23S-8B-27n (Tjalling-Holwerda, 2006).

Durante el ciclo fenologico, se determinaron los dias de germinacion; asi
como los de trasplante a floracion, fructificacion y cosecha. Asi como el
rendimiento, didmetro de frutos y numero de frutos cosechados por planta
(Escobar y Lee, 2009). Los factores agrondmicos se analizados mediante un

arreglo completamente al azar con 20 repeticiones, bajo el modelo:
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yij =M+ T+ E;
Donde:
y= variable de respuesta
i= numero de tratamientos
j= numero de repeticiones
M= media de la poblacion
Ti= efecto de los tratamientos

Eij = error experimental

8.5.3.-Analisis fisicoquimicos del fruto
El conjunto de analisis fisicoquimicos para los frutos maduros de

tinguaraque se realizd segun las recomendaciones de la AOAC (2012) para frutos
frescos con algunas modificaciones. Los factores evaluados fueron: cantidad de
sélidos solubles totales, pH, volumen, extracto etéreo, porcentaje de cenizas,
acidez titulable, porcentaje de humedad, porcentaje de materia seca, porcentaje
de semilla, cantidad de semilla, porcentaje de jugosidad, pulpa, Kcal/gramo, factor
°Hue, textura y cantidad de proteina. Los valores obtenidos se compararon con los

arrojados por el analisis de frutos de jitomate tipo cherry comercial.

La determinacion de soélidos solubles totales se llevo a cabo empleando un
refractdmetro manual (Atago®), agregando tres gotas de zumo de tinguaraque

extraido al momento.

El pH del jugo se determiné empleando un potenciémetro (Oakton®) en el
cual se colocaron 100 ml de material liquido.

El volumen de los frutos se determind empleando una probeta de 10 ml, en
la que se midio la cantidad de agua desplazada al colocar un fruto, tomando como

base la equivalencia de 1mL de agua a 1cm?®.
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El contenido de extracto etéreo se determind empleado 5 g de materia seca
colocada en un dedal de celuloide y en un equipo extractor discontinuo tipo
Soxhlet (Allihn®) de 6 posiciones, empleando 200 ml de éter de petréleo La
temperatura se reguld hasta obtener una gota por segundo, el extracto se
concentr6 en un Rotavapor (Heidolph®). Las muestras se colocaron en
desecadores con silica hasta obtenerse un peso constante. Finalmente el

porcentaje de extracto etéreo se obtuvo con la formula;

(100} (i-n}
% extracto etéreo = —x—

Donde:
fi= peso del matraz con extracto etéreo
n= peso del matraz sin grasa

m = peso de la muestra

El porcentaje de cenizas se determind empleando crisoles con 5 g de
materia seca, los cuales fueron calcinados y posteriormente se depositaron en una
mufla (Novatech®) a 550-600 °C durante 5 horas, una vez consumado el tiempo
las muestras se trasladaron a un desecador de cristal con gel de silica, donde se
enfriaron a temperatura ambiente, finalmente se pesaron y los datos se obtuvieron

con la férmula:

(100} [fi - n}
m

% de ceniza =

Donde:
= peso del crisol con ceniza
n= peso del crisol vacio
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m = peso de la muestra

La acidez titulable se determind empleando 25 ml de solucion de pulpa de
de tinguaraque que previamente se preparo triturando 300 g fruta y disolviendo en
800 ml de agua destilada, después se calent6 a 70 °C y finalmente se filtr6 con
algodon. A la muestra de 25 ml y le fueron adicionadas 3 gotas de fenolftaleina al
1%. La titulacion se llevo a cabo utilizando NaOH al 0.1 normal, con apoyo de una
bureta (Brand®), la solucién se adicioné gradualmente hasta que la muestra se

torné a un color rosado se utilizé la formula:

{100} {N}{v}
m

% de acidez =

Donde:
v=volumen en cm? de solucién NaOH gastada en la determinacion
N= normalidad de la solucion de NaOH

m= masa en gramos de la muestra

El porcentaje de humedad se determiné empleando 3 gramos de fruta
fresca, que se colocaron en un deshidratador eléctrico para frutas (Hiking®) a 45
°C durante 5 dias, posteriormente las muestras se pesaron hasta alcanzar un peso

constante, empleando la formula:

(100) (m)

% de humedad = -

Donde:

m= gramos de materia seca
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n= gramos de materia fresca

Por diferencia se obtuvo también el porcentaje de materia seca, empleado

la formula:

Peso seco - Peso del papel x 100
Peso humedo neto

% de materia seca por fruta =

El porcentaje de semilla por peso, se obtuvo pesando 10 gramos pulpa (15
frutos) de frutos frescos, a los que les fueron retiradas las semillas. La semilla

seca se llevo a peso constante y se empleé la siguiente férmula:

Peso de semillas secas x100
Peso de frutas

% de semilla=

El promedio de semilla por fruto se obtuvo extrayendo la semilla de 100

frutos y realizando su conteo manual, una vez realizado, se calculé una media.

El porcentaje de jugosidad, se obtuvo empleando 10 gramos de fruta
molida, utilizando una ultracentrifuga (Solbat¥), el complejo pulpa-jugo se
centrifugd por 1 hora a 2500 rpm, el volumen de liquido extraido se midié en una

probeta graduada y el sélido se pesé para obtener el porcentaje de pulpa

El contenido energético se determin6 empleando 2 g de materia seca
pulverizada y utilizando un calorimetro (Parr Instrument®) con chaqueta estatica y
bomba de oxigeno manual. La ignicion se llevd a cabo empleado filamento de
tungsteno como alambre fusible. Se registr6 la temperatura inicial y cada 30
segundos hasta los 300 segundos, para aplicar la ignicién, a partir de entonces la
temperatura se registr0 cada 20 segundos hasta llegar a 900. La curva de la

variacion de la temperatura se construyo con la ecuacion:
t=tc-ta-r, (b-a}-r; (c-b}

Donde:
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a= tiempo de ignicién

b= tiempo de incremento de temperatura al 60%

c= tiempo cuando el incremento de temperatura es constante
ta= temperatura en el momento de igniciéon

tc= temperatura en tiempo ¢

r,=tasa (unidad de temperatura por minuto) en el que la temperatura

iba de aumento durante los 5 min anteriores a la ignicion

r,= tasa (unidad de temperatura por min) a la q la temperatura iba en

aumento durante los 5 min tiempo después del periodo de coccion
El valor de b se obtiene mediante la formula:
b=y+[ly, -yH[x -x}]{tb-x}
Donde:
tb= temperatura en punto b
y=tiempo anterior al tiempo de tb
y1= tiempo posterior al tiempo de tb
X= temperatura anterior a tb

X1= temperatura posterior tb

El calor total de combustion o calorias por gramo se obtienen

mediante la formula:

HG=(tW-e,-e,-e, }/M=Calorias /g

Donde:
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t= incremento de la temperatura en °C

W= energia equivalente del calorimetro en estandarizacioén (calor de

combustion de tableta de acido benzoico)
M= masa de la muestra en gramos
e3= correccion en calorias de calor de combustién del alambre fusible
c3= centimetros de alambre fusible g se consume durante la ignicion

Con la finalidad de simplificar los resultados, los valores obtenidos se

dividieron entre 1000 y se expresaron en Kcal/g.

El color externo de los frutos se evalué empleando un colorimetro portatil
(Lovibond®) con el que se obtuvieron los términos L*, a*, b*, c* y h*. La medicion
se realiz6 sobre un conjunto de frutos contenidos en un recipiente negro. Con

base en tales mediciones se calcul6 el angulo de color °Hue (Watada, 1980):

Hue*=Tg" (b*/a")

El porcentaje de proteina se obtuvo empleado un equipo micro Kjeldahl
(Buchi®), se empled 1 g de materia seca de muestra pulverizada este se digiri6
con 20 ml de &cido sulfarico acompafiado de dos tabletas Wieninger (96.5%
Na2S04, 1.5% CuSO04, 2% Se) como catalizador. Las muestras se calentaron por
5 horas a 450 °C momento en que se tornaron de color verde limon, enseguida se
trasladaron al destilador el cual adiciond solucién alcalina concentrada (33 %
NaOH) y mediante vapor de agua extrae el componente volatil amoniacal de la
solucion de digestion. Posteriormente se agregaron 5 gotas de rojo de metilo por
muestra y se llevo a cabo una titulacion con acido sulfarico 0.5N hasta que la
muestra se torno rojiza. Con base en los mililitros de solucion acida empleada se

utilizé la siguiente formula (Gerhardt, 2015):

% de nitrégeno =(V, -V, }{N}{0.014}{100}
M
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Donde:

V,= volumen de acido sulfdrico gastado en la muestra
V1= volumen de acido sulfarico gastado en el blanco
N= normalidad de la solucion de &cido sulfurico

M= masa de la muestra en gramos

Al conocer el porcentaje de nitrégeno, el porcentaje de proteina se

obtuvo multiplicando en nitrdgeno total por el factor de correlacién 6.25:

Finalmente la textura o consistencia se evalué empleando un Penetrometro
de manual (Koehler Instrument®), midiendo en mm la distancia recorrida por la
aguja estandar después de 5 segundos sobré un grupo de frutos contenidos en un

recipiente.

Las pruebas fisicoquimicas se realizaron por cuadruplicado y los resultados

fueron analizados mediante un arreglo completamente al azar, bajo el modelo:
yij =M+ T + Ej
Donde:
y= variable de respuesta
i= numero de tratamientos
j= namero de repeticiones
M= media de la poblacion
Ti= efecto de los tratamientos

Eij = error experimental
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8.5.4.-Analisis sensorial de frutos
Con la finalidad de conocer la opinion de consumidores potenciales con

respecto al color, brillo, tamafo, forma, olor, sabor general, dulzura, acidez,
amargor, saladez y consistencia. Se realizaron pruebas sensoriales tomando
como base lo recomendado por Watts et al. (1992) y Hernandez (2005), el jurado
constd6 de 30 jueces no entrenados provenientes de diferentes sectores
poblacionales, a los que les fueron suministradas tres frutos de tinguaraque, tres
frutos de jitomate cherry y agua para lavado bucal entre degustacién. Los datos
obtenidos se analizaron estadisticamente mediante la prueba de Friedman
(Berlanga-Silvente y Rubio-Hurtado, 2012) bajo un disefio aleatorio, considerando
a cada individuo como un bloque experimental. Finalmente, se consultdé entre los
jueces acerca del sabor predominante del fruto del tinguaraque, asi como la

caracteristica que preferirian se mejorara.

8.6.-RESULTADOS Y DISCUSION

8.6.1.-Determinacion de tasa de germinacion (TGsp)
Se determiné que la poblacion de tinguaraque con la que se trabajo,

registré6 emergencia a partir del quinto dia y que son necesarios 17 dias para
obtener un 50% de germinacion (TGsp), mientras que al jitomate cherry solo le
tomé 13 dias (Figura 2); también se encontré que las semillas silvestres de
tinguaraque poseen baja viabilidad comparas con las comerciales, pues
Gnicamente se logré un 56% de su germinacion después de 50 dias de
observaciones, lapso en el que el jitomate cherry alcanz6 un 83% de emergencia
(Tabla 1).

Tabla 1.-Porcentaje de germinacion de semillas de tinguaraque (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme) y de jitomate cherry (Solanum lycopersicum
L.) después de establecido el almacigo

Dias de almacigo 5 10 20 30 40 50
Tinguaraque 12% 43% 54% 56% 56% 56%
Jitomate Cherry 10% 40% 79% 79% 79% 79%

29



100

A _A
83 B3
o i
9 _
= B +
E 56 56
D L &
m
£ e ChETTY
E == Tinguaragque
U]
5 10 20 30 40 50

Dias en almacigo

Figura 2.- Comparaciéon de la germinacion de semillas de tinguaraque (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme) con la de jitomate comercial tipo Cherry (Solanum
lycopersicum L.) Se determindé que la tasa media de germinacion (TGsy) para
tinguaraque es de 17 dias después de establecido el almacigo, mientras que para
la variedad comercial es de solo 13 dias.

Al comparar los datos obtenidos con lo documentado por Alvarez-
Hernandez et al. (2009) quien reportd que a diversos grupos de tinguaraque les
toma de 3 a 11 dias alcanzar la TGsp al ser cultivados por medio de hidroponia, se
pudo determinar que la poblacion de Los Bancos, Paracuaro posee un tiempo mas

amplio, aunque muy similar a lo mostrado por el jitomate cherry con que se
comparo.

8.6.2.-Factores agronémicos
De las plantas establecidas dentro del invernadero, se registro un 100 % de

supervivencia y de igual manera, la totalidad de éstas se desarrollaron hasta la
etapa de produccion (Figura 3). Se encontr6 que a partir de la fecha del
establecimiento definitivo, al tinguaraque le tomé 34 dias comenzar su plena
floracién, mientras que al jitomate cherry 36 +2. Los tiempos para ambas plantas
son inferiores a lo reportado por la literatura para variedades comerciales de

jitomate como la Maravilla (UNAPAL), plantas a las que les toma 47 dias entrar en
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floracion (Figura 3 C) después de ser trasplantadas (Restrepo-Salazar et al.,
2008); una vez iniciada la floracién, al tinguaraque le tomo6 15 +2 dias (49
después del trasplante) comenzar a formar frutos (Figura 3 D) mientras que al
jitomate cherry solo le tomé 11 +2 dias (47 después del trasplante) llegar a tal
instancia, al compararse con lo reportado en la literatura, se puede afirmar que
ambas plantas son precoces en estas instancias, pues a la mayor parte de las
variedades de jitomate indeterminado (como Titan F1 de Sakata®), les toma en
promedio 30 dias (Jaramillo-Norefia et al.,, 2006; Tjalling-Holwerda, 2006).
Finalmente, los frutos de tinguaraque y de cherry alcanzaron el grado de madurez
de consumo 48 y 50 dias, respectivamente, después del inicio del periodo de
fructificacion (Figura 3 E) o 97 después del trasplante, por lo que comienza la
etapa productiva de la planta. En investigaciones previas (datos no mostrados), se
encontré6 que a variedades de tomate determinado como Serengheti (Harris
Moran®) y Sheena (Hazera Genetics®) les toma alrededor de 80 dias producir
frutos con madurez comercial desde que son trasplantados, por lo que con

respecto a este tipo de variedades, es mas tardio el tinguaraque (Olmedo-Lo6pez,
2012).

Dias después del trasplante

Figura 3.- Etapas fenoldgicas del tinguaraque (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme). A) plantulas en etapa de emergencia y desarrollo de hojas; B)
plantas en etapa de ramificacion; C) plantas en etapa de floracion; D) frutos
inmaduros de plantas en fructificacién; E) Frutos maduros de plantas adultas en
etapa de produccion.
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Los niveles de nitrogeno aplicados fueron similares a los propuestos para
jitomate comercial por las empresas YARA y CROPKIT [275-100-500-150-75 (N-
P,05-K,0-Ca0-S)], sin embargo la cantidad de penta-6xido de fosforo se desfasé
en mas de 1000 %, solo se aplicd un 34% del 6xido di potasico recomendado, se
aplico un 80% mas de 6xido de calcio y apenas un 3% del azufre recomendado
(Tjalling-Holwerda, 2006). La formula general de fertilizacibn empleada no provoco

sintomas de intoxicacion en las plantas.

La etapa de produccion del tinguaraque tuvo una duracién de 27 semanas
(seis meses y tres semanas). Se determiné que de forma individual, cada planta
tiene un rendimiento promedio de 1.7 kg +0.2 distribuido en 2861 +637 frutos de
0.71 g £0.7 c/u; en lo colectivo, se obtuvo un rendimiento total equivalente a 34.7
ton/ha; por otro lado, el jitomate cherry se mantuvo en produccién por el mismo
lapso, individualmente, cada planta tuvo un rendimiento promedio de 3.7 kg +0.8
dividido en 1161 £164 frutos con un peso promedio de 3.17 g £ 0.28, en conjunto
una hectarea cultivada con jitomate cherry bajo las condiciones en las que se
realizé este trabajo podria producir 74 toneladas, rendimiento ligeramente superior
al doble de lo que una hectarea sembrada con tinguaraque podria generar y
similar al reportado por Rios (2009), para tal cultivo (70+0.5 ton/ha). El amarre de
frutos por parte de ambos materiales, resulta de interés, puesto que variedades
para invernadero de jitomate tipo Saladette como Astona F1 (Impulsemillas®),
Gnicamente amarran en promedio 44 frutos por planta segun lo reportado por
Jaramillo-Norefia et al. (2006), por lo que el tinguaraque se encontraria sobre el
6500% de tal valor y el Cherry en un 2500%.

A lo largo de la etapa de cosecha, el diametro de los frutos presentd
poca variabilidad. De forma general, el diametro longitudinal promedio fue de
10.9mm 0.6 mientras que el ecuatorial de 10.1mm 0.5, por otro lado los frutos
de cherry superaron al tinguaraque al presentar un diametro longitudinal promedio
de 17.4 mm £0. 3 y uno ecuatorial de 18.2 mm 0. 2. El resumen de los factores

agronomicos se puede ver en la Tabla 2

32



Tabla 2.- Factores agrondmicos del tinguaraque y el jitomate cherry

Parametro Tinguaraque + Cherry +
Germinacion total 56% 0.00 B 83% 0.00 A
Supervivencia al 100% 0.00 A 100% 0.00 A
trasplante
Trasplante a floracion 34 dias 0.00 B 36 dias 200 A
Trasplante a 49 dias 2.00 A 47 dias 200 A
fructificacion
Trasplante a cosecha 48 dias 0.00 B 50 dias 0.00 A
Numero de frutos por 2681 frutos 637 A 1161 frutos 164 B
planta
Peso por fruto 0.71 0.70 B 3.17¢g 0.28 A
Rendimiento por planta 1.7 kg 0.20 B 3.7kg 0.80 A
Estimado en ton /ha 34,7 ton/ha n/a 3.7 ton/ha n/a
Diametro longitudinal 10.9 mm 0.60 B 17.5mm 0.30 A
Diametro ecuatorial 10.1 mm 0.50 B 18.2mm 0.05 A
Tiempo de produccion 27 semanas 0.00 A 27 semanas 0.00 A

8.6.4.-Andlisis fisicoquimicos de frutos
El conjunto de andlisis fisicoquimicos efectuados (Tabla 3), arrojo

resultados estadisticamente diferentes, donde valores del tinguarague son
mayores sobre los del jitomate Cherry en mudltiples factores, tales como el
contenido total de solidos solubles, donde los frutos de la planta silvestre
presentaron 13.5 £0.6 °Brix sobre los 8.9 £3 de la variedad comercial; también
resultaron ser menos acidos al tener un pH de 4.24 +0.06 sobre los 4.07 £0.05 del
comercial; también demostraron tener mayor contenido de minerales al
encontrarse un 5.4% +0.3 de cenizas por gramo de materia seca con respecto a
los 4.49% +0.59 del jitomate cherry; presentaron también contenidos de materia
seca del 14.13% 0.6 sobre los 10.5% +0.9 del comercial; a su vez, se obtuvo un
porcentaje de jugo del 54.93% +8.2 contra 43.63% £7.26; se determin6 ademas
que en el fruto de tinguaraque un porcentaje mas alto de su peso corresponde a

semillas, al determinarse que 6.73% +1.37 con respecto al 3.53% *0.35 del cherry.

Adicionalmente el tinguaraque obtuvo valores mas altos que cherry en otros
parametros, sin ser estadisticamente diferentes, tales como el contenido

energético de 5.05 Kcal/g +0.4 superior a las 4.88 Kcal/g +0.1 del cherry y |
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contenido de proteinas, donde el tinguaraque presentd 17.53% £2.25 con respecto

a 16.61 +0.62 de los frutos comerciales.

Por otro lado parametros como la acidez titulable son idénticos en ambos
materiales al ajustarse a 1 Meq Ac. Citrico; finalmente, frutos de tinguaraque
demostraron ser menos densos, tener menor cantidad de humedad, grasa y

semillas que su contraparte comercial.

Tabla 3.- Analisis fisicoquimicos de frutos de tinguaraque y jitomate Cherry

Parametro Tinguarague + Cherry +
Densidad 0.49 g/cm® 0.06 B 0.92 g/cm® 0.03 A
Volumen 2.66 cm® 0.37 B 481cm’ 0.25 A
% Materia seca 14.13 0.60 A 105 094 B
% Humedad 85.9 0.62 B 895 0.94 A
% Jugosidad 54.93 8.19 A 43.63 7.26 A
% Cenizas 54 0.27 A 449 0.59 B
Acidez titulable 0.01 Meq Ac. Citrico 0.00 A 0.01 Meqg Ac. Citrico 0.00 A
% extracto etéreo 7.4 1.71 A 9.28 0.80 A
pH 4.25 0.06 A 4.07 0.05 B
Solidos solubles 13.53 °Brix 0.61 A 8.93 °Brix 3.01 B
Numero de semilla por 41.75 unidades 7.50 B 71.25 unidades 11.70 A
fruto
% de peso de semilla 6.73 1.37 A 3.53 0.35 B
% de pulpa 40.05 7.60 A 46.95 8.19 A
Contenido energético 5.05 Kcallg 0.37 A 4.88 Kcallg 0.14 A
Color 233.16 °Hue 2.63 A 221.35°Hue 2.00 B
Textura 1.88 mm 0.08 A 1.24mm 0.08 B

penetrados penetrados
% Proteina 17.53 225 A 16.61 0.62 A

8.6.5.-Analisis sensoriales de frutos
Tras analizarse los resultados de los parametros sensoriales (Figura 4), se

encontré que la mayor parte de los valores del tinguaraque y cherry fueron
similares, sin embargo los evaluadores prefirieron el brillo percibido en el
tinguaraque, al obtener un rango total de bloque de 9 sobre los 8.3 del cherry, asi
como el sabor (9.1>7.1), el que fue calificado de forma general como refrescante
por el 67% de los participantes (Figura 5).
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Color  Brillo Tamafic Forma  Olor  Sabor Dulzura Acidez Amargor Saladez Textura

ETINGUARAQUE  ECHERRY
Parametros

Figura 4.- Comparacién de rangos totales de bloque de parametros sensoriales
obtenidos tras la evaluacion de frutos de tinguaraque y jitomate cherry.
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ACIDO, 3.3 DULCE 00 DESAGRADABLE
BT

ACIDO, 00 CALIEMTE , 6.7

CALIENTE ,0.0

ARDIENTE , 6.7

ARDIENTE ,00

Tinguaragque Jitomate cherry

Figura 5.- Sabor general percibido por los jueces para frutos de tinguaraque y
jitomate cherry, destacando la predominancia del sabor “refrescante”.

En la percepcion de dulzura, el tinguaraque también fue superior (8.4>6.6);
ademas se percibi6 como menos amargo que el cherry, pero en general, a los
jueces les desagradoé el tamafio reducido de la fruta y un 63% de ellos manifesto
su deseo porgue éste se incrementara (Figura 6).
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Figura 6.- Pardmetros del tinguaraque que deberian mejorarse segun el criterio de
los jueces.

Considerando que el tinguaraque es un fruto silvestre y se compard con
frutos de una planta mejorada genéticamente es posible que este pueda competir
en el mercado contra frutilas (UNECE, 2010) como el ardndano (Vaccinium
corymbosum L.), la zarzamora (Rubus spp) y la frambuesa (Rubus idaeus), e
incluso de lograr aumentar su contenido de sdlidos soluble totales hasta los 18
°Brix puede ser Gtil como materia prima para la elaboracion de vinos (Sotomayor-
Soler, 1984). Adicionalmente mantendria las aplicaciones culinarias del jitomate

cherry.

8.7.-CONCLUSIONES
La metodologia empleada permiti6 propagar el tinguaraque, establecerlo en

condiciones de invernadero y mantenerle en produccion por casi 7 meses.

Los andlisis fisicoquimicos, realizados a frutos de tinguaraque y de jitomate
cherry, mostraron que la especie silvestre es estadisticamente igual en los
parametros de contenido energético, porcentaje de proteina y acidez titulable;
mientras que en los parametros de sélidos solubles, materia seca, cenizas y color,
prevalecieron los valores del tinguaraque, tales resultados colocan al fruto del
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tinguaraque como una frutilla atractiva para incluirla en programas de

fitomejoramiento

La germinacion de los tinguaraques autoctonos de los Bancos municipio de
Paracuaro, Michoacan es mas retardada con respecto a poblaciones de otras

regiones, ademas sus semillas poseen baja viabilidad.

A pesar de que la poblacion estudiada demostré6 ser mas tardio que otras
poblaciones segun lo reportado por la literatura, es posible obtener hasta 4 filiales

anualmente, lo que facilitaria la creacion de una variedad comercial.

Las etapas de desarrollo del tinguaraque son equiparables a las del jitomate
cherry, por ende programas de fertilizacion formulados para este son aptos para la

solanacea silvestre.
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IX.-ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS DE
TINGUARQUE (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) E
IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

9.1.-RESUMEN
La familia Solanaceae tiene representantes cultivados y silvestres en todo el

territorio mexicano, el tomate rojo silvestre o “tinguaraque” (Solanum lycopersicum
var. cerasiforme) es una planta que habita zonas boscosas y de transicién. En
areas perturbadas actia como pionera gracias la presencia de metabolitos
secundarios que le ayudan a defenderse de agentes adversos en medios hostiles.
Esta cualidad ha sido evaluada usando la planta como portainjerto y confiriendo
resistencia al injerto de jitomate comercial contra patdogenos del suelo. No obstante
este resultado, no se ha dado mayor importancia al tinguaraque, ni se ha evaluado
los compuestos vegetales, como flavonoides o terpenos, mismos que pudieran ser
usados contra otros patdgenos de cultivos comerciales. Por tal motivo y con base
en lo anterior, se plante6 como obijetivo, disefiar una estrategia para la busqueda e
identificacion de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana. Para tal fin
se obtuvieron extractos de tejido aéreo (TA) y tejido radicular (TR) de plantas de
tinguaraque en las etapas de ramificacion (E1), floracion (E2), fructificacion (E3) y
produccion (E4) mediante maceracién de barrido con los solventes hexano (H),
cloroformo (C) y metanol (M). Los extractos fueron filtrados y resuspendidos en
solucion de dimetilsulféxido con agua destilada 1:10 v/v para probar su efecto
antimicrobiano de manera preliminar por el método de difusion en agar. Mediante
analisis estadistico, se seleccionaron los mejores extractos y se determiné la dosis
letal media para bacterias por recuento con camara de Neubauer y mediante la
técnica del medio de cultivo envenenado para hongos. Finalmente, estos fueron
analizados por cromatografia de capa fina (TLC) y cromatografia de gases-masas
(GC-MS). Los extractos hexanicos HTRE2 y HTAE4 registraron actividad
inhibitoria sobresaliente contra bacterias las Clavibacter michiganensis (CLso= 5.6
mg/mL) y Pantoea stewartii (CLsp= 5 mg/mL), respectivamente; bioactividad
corroborada por bioautografias en placas de silica F,s4. Por otro lado, el extracto

metanolico de MTAES, resultd efectivo para controlar los hongos Colletotrichum
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acutatum (DLsp= 1.13 mg/mL) y Pleurotus ostreatus (CLsp= 0.6 mg/mL). El andlisis
preliminar del extracto MTAE3 por cromatografia de capa fina, presentd Rf
similares a los estandares de los flavonoides quercetina (Rf = 0.875), &cido
ferdlico (Rf = 0.579), rutina (Rf = 0.716) y acido clorogénico (Rf = 0.341). El
analisis por GC-MS registraron los compuestos artemisia cetona (1.9 mg/qg) para el
extracto HTRE2; y para HTAE4 se encontré 4-Careno (10.48 mg/g), B-pineno
(1.17 mg/g) y eugenol (1.99 mg/g), compuesto reportados como antimicrobianos.

Palabras clave: tomate silvestre, maceracion, difusiéon en disco, inhibicién,

cromatografia.

9.2.-ABSTRACT

The Solanaceae family has cultivated and a wild representative throughout
the Mexican territory, the wild red tomato or “tinguaraque” (Solanum lycopersicum
var. cerasiforme) is a plant that inhabits wooded and transitional areas. In
disturbed areas it acts as a pioneer thanks to the presence of secondary
metabolites that help it to defend against adverse agents in hostile environments.
This quality has been evaluated using the plant as a rootstock and conferring
resistance to commercial tomato grafting against soil pathogens. Notwithstanding
this result, no major importance has been attached to tinguaraque, nor has it
evaluated plant compounds, such as flavonoids or terpenes, which could be used
against other commercial crop pathogens. For this reason and based on the
above, the objective was to design a strategy for the search and identification of
secondary metabolites with antimicrobial activity. For this purpose, extracts of
aerial (TA) and root (TR) tissue of Tinguaraque plants were obtained in the stages
of branching (E1), flowering (E2), fruiting (E3) and production (E4) by maceration
of sweeping The solvents hexane (H), chloroform (C) and methanol (M). The
extracts were filtered and resuspended in dimethylsulfoxide solution with 1:10 v /v
distilled water to test their antimicrobial effect preliminarily by the agar diffusion
method, by statistical analysis, the best extracts were selected and the lethal dose
Mean for bacteria by counting with a Neubauer chamber and by means of the
culture medium poisoned for fungi. Finally, these were analyzed by thin layer
chromatography (TLC) and gas-mass chromatography (GC-MS). The hexane
extracts HTRE2 and HTAE4 recorded outstanding inhibitory activity against
bacteria Clavibacter michiganensis (LC50 = 5.6 mg / mL) and Pantoea stewartii
(LC50 = 5 mg / mL), respectively; Bioactivity corroborated by bioautographs on
F254 silica plates. On the other hand, the methanolic extract of MTAE3 was
effective to control the fungi Colletotrichum acutatum (LC50 = 1.13 mg / mL) and
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Pleurotus ostreatus (LC50 = 0.6 mg / mL). The preliminary analysis of the extract
MTAE3 by thin layer chromatography presented Rf similar to flavonoid standards
quercetin (Rf = 0.875), ferulic acid (Rf = 0.579), rutin (Rf = 0.716) and chlorogenic
acid (Rf = 0.341). Analysis by GC-MS recorded artemisia ketone (1.9 mg / g) for
the extract HTRE2; And for HTAE4 where found, 4-Careno (10.48 mg / g), B-
pinene (1.17 mg/ g) and eugenol (1.99 mg / g), reported as antimicrobial.

Key words: wild tomato, maceration, disk diffusion, inhibition, chromatography.

9.3.-INTRODUCCION
La bioactividad de extractos vegetales, se debe a la presencia y efecto de

los metabolitos secundarios o fitoquimicos, compuestos derivados del
metabolismo primario y de naturaleza variable que se acumulan cualitativa y
cuantitativamente dependiendo de la etapa fenoldgica, épocas del afio y tipo de
estimulo en la planta. Entre sus funciones, participan en la defensa contra
herbivoros, patdégenos y factores abidticos, por ello son los artifices de las
estrategias quimicas que emplea la planta para sobrevivir (Avalos-Garcia y Pérez-
Urria, 2009).

Las plantas silvestres se encuentran en lucha constante, por lo tanto sus
mecanismos de defensa se encuentran mas desarrollados que los de especies
cultivadas (Zavala, 2010). Por ello, es de esperarse que extractos elaborados con
materiales silvestres, sean Utiles para diferentes aplicaciones. La literatura reporta
numerosos trabajos donde se evalla la bioactividad de extractos vegetales
procedentes de plantas silvestres: se ha documentado que los obtenidos con
metanol y etanol a partir de maqui (Aristotelia chilensis) y murtilla (Ugni molinae)
poseen capacidad antioxidante con aplicaciones industriales (Avello et al., 2009);
también existen estudios en los que se demuestra la eficacia de extractos
metanolicos de higuerilla (Ricinus communis) y acuyo (Piper auritum) como
repelentes e insecticidas (Perales-Segovia et al., 2015); por otro lado, se reporta
gue extractos acuosos e hidroalcohdlicos de la acacia (Acacia farnesiana) poseen

capacidad antifingica (Rodriguez-Pedroso et al., 2012).
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Las solanaceas son una familia que abarca 98 géneros con 2700 especies
(Yadav-et al., 2016), Michoacan (México) ocupa el quinto lugar nacional en
diversidad de plantas de esta familia, las cuales se han adaptado a variedad de
ecosistemas presentes en el estado, lo que podria indicar que los metabolitos
secundarios sintetizados por estas pueden ser Utiles para el hombre en multiples
aplicaciones, por ejemplo: se ha reportado que extractos hexanicos y metandlicos
de trompillo (Solanum eleagnifolium) pueden ser repelentes alternativos en el
control de plagas (Sanchez-Chopa et al.,, 2009); por otro lado, extractos
metandlicos de Cestrum buxifolium se reportan como antibiéticos (Corzo-
Barragan, 2012), mientras que los acuosos se han empleado como analgésicos y

antiinflamatorios (Gémez-Barrios et al., 2008).

En el presente trabajo, se evalu6 y comparé la actividad antimicrobiana de
extractos de diferente polaridad de plantas cultivadas en invernadero de
tinguaraque (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) y con ello aportar nuevas

evidencias del tipo de fitoquimicos presentes y sus posibles aplicaciones.

9.4.-OBJETIVOS
Los objetivos de este estudio fueron: (i) Desarrollar un protocolo para la

obtencion de extractos con diferente polaridad y comparar la actividad
antimicrobiana e (ii) Identificar por técnicas cromatograficas los compuestos de

importancia antimicrobiana presentes en los extractos.

9.5.-MATERIALES Y METODOS

9.5.1.-Material vegetal
Para la obtencion de extractos, se emplearon plantas de tinguaraque

(Solanum lycopersicum var. cerasiforme D.M. Spooner, G.J. Anderson & R.K.
Jansen), numero de referencia 254838, (Herbario del Instituto de Ecologia, A.C.,
México (IE-BAJIO), Patzcuaro, Michoacan, México), en las etapas fenolégicas de

ramificacion, floracion, fructificacion y produccion.
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9.5.2.-Preparacion de extractos
El tejido aéreo (TA) y tejido radicular (TR) de plantas de tinguaraque en las

etapas de ramificacion (E1), floracion (E2), fructificacion (E3) y produccion (E4),
fueron deshidratados durante 24 horas a 45 °C empleando un deshidratador
eléctrico para frutas (Hiking®); posteriormente se pulverizaron y se colocaron en
contacto con n-hexano (H), en proporcion de un gramo de materia deshidratada
por mililitro de solvente, durante seis dias a 7 °C +2. La mezcla se filtré6 en un
sistema de embudo acoplado a una bomba de vacio (Evans®) con discos de papel
filtro Whatman #40. Empleado un rotavapor (Heidolph®) se retir6 el solvente y los
extractos fueron resuspendidos en solucion de dimetilsulféxido con agua destilada
1:10 v/v. El material vegetal seco se sometié a una segunda y tercera maceracion
con cloroformo (C) y metanol (M) respectivamente, con modificaciones a lo
reportado Aguilar-Guadarrama y Rios (2007), de tal manera que al final fuera

posible la obtencion de 24 extractos distintos (Tabla 4).

Tabla 4.- Nomenclatura abreviada de extractos

RAMIFICACION FLORACION FRUCTIFICACION PRODUCCION
H TR E1 H TR E2 H TR E3 H TR E4
C TR E1 C TR E2 C TR E3 C TR E4
M TR E1 M TR E2 M TR E3 M TR E4
H TA E1 H TA E2 H TA E3 H TA E4
C TA E1 C TA E2 C TA E3 C TA E4
M TA E1 M TA E2 M TA E3 M TA E4

9.5.3.-Material microbioldgico
Los microorganismos empleados para realizar las pruebas de actividad

antimicrobiana de los extractos, fueron los siguientes:

Clavibacter michiganensis subespecie michiganensis (Gram positiva): material
donado por el Dr. Victor Olalde Portugal de CINVESTAV Irapuato, afecta el

jitomate provocando el cancro bacteriano (Borboa-Flores et al., 2009).
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Pantoea stewartii (Gram negativo): material donado por la Dra. Maribel
Gutiérrez Contreras de la UMSNH, esta relacionado con la marchitez del maiz,
pero afecta a multiples hospederos, entre ellos solanaceas (Pataky et al., 2000;

Narayanasamy, 2001).

Colletotrichum acutatum (Ascomycota): Material donado por Dr. Edgardo
Federico Hernandez Valdés de la UMSNH, es un patégeno cosmopolita, provoca

la antracnosis del tomate entre otras enfermedades (Vichova et al., 2012).

Pleurotus ostreatus (Basidiomycota): Material facilitado por la M.C. Lizette
Chéavez Meza del Colectivo Simbioikos, hongo de importancia comercial cuyas
cepas silvestres provocan pudricion blanca en especies forestales (Cedano et al.,
1993).

9.5.4.-Confrontaciones
La actividad antimicrobiana de los extractos en general se evalu6é por el

método de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966), empleando discos de papel
absorbente de 6.59 mm de didmetro (Bio-Rad®) impregnados con 30 pl de cada
extracto y cajas Petri conteniendo medio Potato-Dextrosa-Agar (PDA). Las
bacterias fueron inoculadas empleando 10 pl de solucion bacteriana, distribuidor y
varilla de vidrio triangular; los hongos se sembraron utilizando discos de 7mm
extraidos de cultivos previos con sacabocados. Las pruebas se realizaron por
triplicado. Los halos inhibitorios o barreras inducidos (para hongos se midio la
distancia desde disco impregnado hasta el cuerpo del hongo para tomarse como
radio y posteriormente se convirti6 a diametro) por los extractos sobre cada

microorganismo fueron medidos con un vernier digital (Truper®).

Los datos obtenidos se evaluaron mediante un disefio experimental factorial

con tres niveles (Tejido, etapa de desarrollo y solvente empleado) bajo el modelo:
Yijkl = +1i + Bj + yk + (1B)ij + (1 y)ik + (By)ik + (1By)ijk + uijKl

Donde:
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Yijkl = variable de respuesta a los factores

p= media poblacional

Ti= primer factor

Bj= segundo factor

Yk= tercer factor

(ty)ik= interaccion entre primer y segundo factor
(TB)ij= interaccion entre primer y tercer factor
(By)jk= interaccion de segundo y tercer factor
(TBy)ijk = interaccion entre los tres factores

uijkl = error experimental

9.5.5.-Seleccion de extractos
Con base en el andlisis estadistico y en la observacion directa de la

bioactividad presentada, Los extractos que indujeron mayor inhibicion fueron
seleccionados para ser analizados por técnicas cromatograficas. Adicionalmente,
por separado, cada extracto seleccionado se emple6é para calcular la
concentracion letal media (CLsg) contra el organismo que presentd mayor

actividad.

9.5.6.-Determinacion de concentracién letal media (CLsp)
Las concentraciones letales medias (CLsp) para bacterias fueron

determinadas cultivando los microorganismos en medio Mueller-Hinton Broth bajo
agitacion con diferentes concentraciones de extracto y un antibiético como control
negativo que se selecciond previamente en pruebas con antibiogramas (Bio-
Rad®), la toma de datos se efectu6 a través de recuento celular con camara de

Neubauer y empleado la formula:
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particutas contadas

part. por gt volumen =
sup.cont.{mm?} - prof. camara{mm) - Tt di.

Para determinar la CLsp con hongos, se utilizd la técnica del medio de
cultivo envenenado, empleando PDA con diferentes concentraciones de extracto,
ademas de un control negativo conformado por la mezcla de azoxystrobin y

oxicloruro de cobre.

Los datos obtenidos fueron graficados y con las curvas obtenidas se
generaron funciones matematicas a partir de puntos 2 conocidos, tomando a “Y”
como cantidad de organismo (nimero de células por pl y mm de diametro
micelial), Para obtener los valores de ClLso, se despejo “X” para un 50% de
supervivencia, literal que represent6 el valor de concentracién de extracto (Cafiedo
y Ames, 2004; Rivero-Gonzalez et al., 2009; Bastidas, 2016), la formula empleada

y despejada es la siguiente:

y=ae™ .. x=In(y/a)
b

Donde:

Y= cantidad de organismo presente (cé€lulas por ul y mm de diametro)
X= concentracion de extracto

e= numero irracional aproximado a 2.71828 (constante)

a= primer valor del eje Y (Y1) conocido en grafico de la curva

b= (In (Y2/ Y1))/X2
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9.5.7.-Analisis por cromatografia de capa fina
Los extractos sobresalientes fueron concentrados empleando una campana

de flujo horizontal marca Novatech® hasta que se retir6 el 90% del solvente,
después se utilizaron placas de silica Fzss (Merck?) de 20x20 cm. A cada placa
empleada se le aplicaron 1y 2 uL de extracto concentrado y se comparé con 1 pL
de diferentes estandares (acido galico, crisina, 3,4-acido dimetoxicinamico,
naringenina, quercetina, rutina, acido, acido ferdlico, acido p-cumarico y &cido
trans-cindmico), las separaciones se realizaron en una cédmara cromatografica
(Lamag®) con capacidad de 15 mL empleando una mezcla de butanol, &cido
acético y agua (BAW) en relaciones de 4:1:5 (V/V), las corridas se realizaron por
triplicado y los cromatogramas obtenidos fueron revelados con luz ultravioleta a
365 nm.

9.5.8.-Elaboracién de bioautografias
Tras el andlisis con estdndares, se elaboraron cromatogramas para

elaborar bioautografias con bacterias cultivadas en medio Mueller-Hinton Broth,
siguiendo la metodologia de Colorado et al. (2007) con la finalidad de comprobar

su actividad bioldgica.

9.5.9.-Analisis por cromatografia de gases-masas (GC-MS)
Los extractos hexanicos sobresalientes fueron analizados en un

cromatégrafo de gases (Agilent® modelo HP6890) con espectrdmetro de masas
acoplado (Agilent® modelo HP5973N) siguiendo el procedimiento utilizado por
Gutiérrez y Droguet (2002) con ligeras modificaciones: se emple6é una columna
medianamente polar HP-5MS de 30m x 20mm x 20um, utilizando helio como gas
acarreador a una presion de 7.48 psi y a 1 mL/min. La cantidad de muestra
inyectada por cada extracto, ademas del estandar tetradecano fue de 1 yL en la
modalidad de “split” o flujo divididol: 60.3, a una temperatura de 250 °C. La
temperatura inicial del horno empleada fue de 50 °C, ésta se aument6 20 °C por
minuto transcurrido hasta llegar a 200 °C, enseguida se aumento 15 °C por minuto
hasta llegar a 280 °C. Finalmente se aumentaron 20 °C mas cada minuto hasta
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alcanzar los 300 °C. El espectrometro de masas se operd con ionizacion eléctrica
a 70 electron-volts, a un flujo de ImL/min, una temperatura de interface de de 280
°C y en la modalidad de Full Scan (50-550 m/z). Los compuestos detectados se
compararon mediante su espectro con la base de datos de la biblioteca virtual
NIST del Departamento de Comercio de EEUU. Finalmente la concentracion

relativa de los compuestos de interés se obtuvo mediante la siguiente formula:

Concentracion de compuesto

% Concentracion relativa = _
Concentracion de todos los compuestos

9.6.-RESULTADOS Y DISCUSION

9.6.1.- Evaluacién de actividad antimicrobiana de extractos
La realizacién de los bioensayos y el analisis estadistico demostraron, que

de forma general los extractos obtenidos con metanol (M) presentaron mayor
actividad contra hongos Colletotrichum acutatum y Pleurotus ostreatus (Figuras 7
y 8); en comparacion con los hexanicos (H) quienes a su vez, tuvieron una
tendencia a ser mejores sobre bacterias (Figuras 9 y 10). Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Moreno-Limén et al. (2011) encontraron que la
actividad de extractos polares de Larrea tridentata (gobernadora) fue eficaz contra
los hongos Aspergillus niger y Penicillium. Asi mismo Nifio et al. (2007),
encontraron que extractos polares de las plantas Syzigium aromaticum vy
Commelina difusa poseen un efecto antifingico considerable y atribuyeron esta
bioactividad a alcaloides, esteroides, fenoles, flavonoides, saponinas y taninos,
entre otros compuestos, que es posible se encuentren en el tinguaraque. En lo
referente a los extractos polares, Luna-Cazares y Gonzalez-Esquinca (2008),
encontraron una actividad selectiva dependiendo de la polaridad del extracto, ya
que los extractos no polares de tejidos especificos de Annona purpurea fueron
mas efectivos contra Salmonella typhi que los polares, también concuerda con lo
reportado por Cérdova-Guerrero et al. (2016) quienes determinaron que extractos
hexanicos de Salvia apiana fueron efectivos contra bacterias como

Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, pero ineficaces contra hongos;
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los autores ademas atribuyen la actividad antibacterial a los metanolitos

secundarios cineol, tujona y alcanfor, compuestos de la familia de los terpenoides.
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Figura 7.- Efecto de factores individuales e interaccion en la inhibicion del hongo
Colletotrichum acutatum por el método Kirby-Bauer en mm.

10.0
A
- 8.7
8.0
—_ AB A
E 70 6.6 6.6
~ 5,0
g AB
2 50 =
= a BC BC BC
D 40 |, 48
= 3. 333333 3. 2
c 3.0 AB A
= 30 25 25 A
£ as AB
20 1616
B
10 g " ECEEE CiC
l 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
00 | _ | B | . . .
2T gg woop SEEESE QI0IYTISO0Hd 30833558
EITEZYIY EITCVESIVICVCYEE gpEgEExEgLE
Etapa Extractante/ Tejido/Etapa

e Extractante/Etapa fenoldgica
Tejido fenolégica

Factor / Interaccion
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Figura 10.- Efecto de factores individuales e interaccién en la inhibicion de la
bacteria Pantoea stewartii por el método Kirby-Bauer en mm.
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Con base en los resultados obtenidos, también se pudo determinar
extractos obtenidos a partir de tejido aéreo (TA) tendieron a ser efectivos contra
hongos (Figuras 7 y 8); por otro lado extractos de tejido radicular (TR), de forma
general surtieron un mejor efecto contra bacterias (Figuras 9 y 10). Lo observado
concuerda con lo reportado por Rodriguez-Pedroso et al. (2012) quienes
encontraron que extractos de tejido aéreo (especificamente hojas) de Acacia
farnesiana fueron efectivas contra el hongo como Fusarium oxysporum Yy
atribuyeron tal bioactividad a flavonoides, fenoles, taninos, triterpenos, saponinas,
etc. Compuestos que junto con los terpenos pueden estar presentes en el tejido
aéreo de tinguaraque. Lo encontrado en el presente trabajo también es
congruente con lo reportado por Monroy-Pulido y Valencia-Ciprés (2016), quienes
observaron que extractos obtenidos con tejido radicular de Echinacea purpurea
(equinacea) poseen capacidad antimicrobiana y fueron probados con éxito contra
Staphylococcus aureus, superando a extractos de tejido aéreo (especificamente

floral) entre otros 6rganos.

Adicionalmente, se encontré que extractos elaborados con material vegetal
en las etapas E4 y E3 (produccion y fructificacion respectivamente) tuvieron de
forma generalizada mayor capacidad antimicrobiana que el resto de las etapas,
esto en parte puede deberse a la acumulacion de metabolitos que la planta
experimenta durante estas, pues como menciona Villareal et al. (2014) la
presencia y concentracién de estos compuestos dependen en parte de la edad del
espécimen, esto puede suceder debido a la necesidad que la planta tiene de
proteger su descendencia, tal objetivo es logrado sintetizando metabolitos
mayoritariamente toxicos o repelentes. Lo ya mencionado se puede comparar con
lo reportado por Baumann y Meier (1993) quienes encontraron que los
compuestos quimicos de defensa (fitoalexinas) de Physalis peruviana registraron

un aumento significativo cuando esta planta comienza a desarrollar frutos.

Al analizar las interacciones entre factores, se pudo determinar que dentro

de las combinaciones entre extractante (solvente) y tejido no existio diferencia
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significativa (a = 0.05), por la tanto es necesaria la intervencidon con un tercer

factor para marcar una diferencia contundente.

Desde otra perspectiva, al comparar las interacciones extractante-etapa de
desarrollo, se encontr6 que para hongos son en general mas efectivos extractos
metanodlicos (M) de plantas en fructificacion (E3) que los obtenidos por otras
combinaciones (Figuras 7 y 8), esto posiblemente se debe a que los compuestos
sintetizados y acumulados en el tejido aéreo durante la etapa de formacion de
frutos (momento en que las plantas aumentan la sintesis de compuestos
antifingicos) son altamente polares, por ello su extraccidon con metanol es factible;
posteriormente estos son expulsados o trasladados a otros tejidos y para facilitar
el transporte requieren volverse biolégicamente inactivos, probablemente
transformandose en glicosidos (Sepulveda Jiménez et al., 2003; Repetto-Jiménez
y Repetto-Kuhn, 2009; Rincén-Pérez, 2013).

Por otro lado, mediante la comparacion de interacciones entre tejido y etapa
fenologica, se determind que extractos obtenidos con TRE4, TRE2 Y TAE4 fueron
efectivos contra Clavibacter michiganensis (Figura 9); mientras que los obtenidos
con TAE4, TRE4, TAELl Y TRE3, fueron efectivos con Pantoea stewartii (Figura
10) y hongos (Figuras 7 y 8), se refuerza lo reportado por Villareal et al. (2014)
puesto que la presencia y concentracidon de metabolitos estaria variando con el

estado de madurez de los tejidos.

Adicionalmente, al analizar la accién conjunta de los tres factores o
extractos integros como tal, se encontré6 que para los hongos Colletotrichum
acutatum y Pleurotus ostreatus la mayor inhibicion fue lograda por el extracto
elaborado con tejido aéreo de planta en fructificacion (E3) (10.07mm +0.48 para
C. acutatum y 9.70mm +1.45 para P. ostreatus respectivamente) (Figuras 11 y
12). Cabe recalcar que C. acutatum presenté inmunidad a 20 de los 24 extractos
obtenido, mientras que tres mas apenas perturbaron su crecimiento y al
compararse con fungicidas comerciales se requirié la combinacion de 2 productos
para su control). Con base en lo observado, se puede afirmar que posiblemente

los metabolitos secundarios con mayor actividad antifingica se sinteticen en el
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tejido aéreo durante el periodo formativo de los primeros frutos y posteriormente

emigren hacia otros tejidos, sean transformados o inactivados.
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Figura 11.- Efecto inhibitorio de extractos hexanicos (H), cloroférmicos (C) y
metanolicos (M) de tejido radicular (TR) y aéreo (TA) obtenidos de plantas de
“tinguaraque” (Solanum lycopersicum variedad cerasiforme) deshidratadas en
etapa de ramificacion (E1), floracion (E2), fructificacion (E3) y producciéon (E4)
sobre el hongo Colletotrichum acutatum. Se aplicaron 30 pl de cada extracto.
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Figura 12.- Efecto inhibitorio de extractos hexanicos (H), cloroférmicos (C) y
metanolicos (M) de tejido radicular (TR) y aéreo (TA) obtenidos de plantas de
“tinguaraque” (Solanum lycopersicum variedad cerasiforme) deshidratadas en
etapa de ramificaciéon (E1), floracion (E2), fructificacién (E3) y produccion (E4) sobre
el hongo Pleurotus ostreatus. Se aplicaron 30 pl de cada extracto.
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Por otro lado, los halos inhibitorios mas grandes sobre Clavibacter
michiganensis subespecie michiganensis, fueron inducidos por los extractos
hexanicos elaborados con tejido radicular de planta en floracion (E2) (21.9 mm
+1.79) y en produccion (E4) (19.91 mm +3.07) (Figura 13); para Pantoea stewartii
Los halos inhibitorios mas grandes se lograron con el extracto hexanico de
hoja/tallo de planta en produccion (15.03mm +1.72.) y el hexanico de raiz de
planta en floracion (12.17mm +0.49) (Figura 14); es posible que compuestos
antibacterianos sean sintetizados en el tejido radicular, y comiencen su
acumulacion durante la etapa de floracidn, pero posteriormente al iniciara la etapa
de fructificacién, el gasto energético que representa la formacion de frutos
provoque la reduccion en la produccion de tales compuestos, la cual se ve
reanudada durante la etapa de produccién pues el gasto energético se ve
compensado con el aumento de tamafio de la planta (Arias-Zabala et al., 2009;
Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009; Prado-Montes de Oca, 2009; Pérez-Alonso y
Jiménez, 2011; Rojas-ldrogo et al. 2014).
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Figura 13.- Efecto inhibitorio de extractos hexanicos (H), cloroférmicos (C) y
metanolicos (M) de tejido radicular (TR) y aéreo (TA) obtenidos de plantas de
“tinguaraque” (Solanum lycopersicum variedad cerasiforme) deshidratadas en
etapa de ramificacién (E1), floracion (E2), fructificacion (E3) y produccién (E4)
sobre la bacteria Clavibacter michiganensis subespecie michiganensis. Se
aplicaron 30 pl de cada extracto.
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Figura 14.- Efecto inhibitorio de extractos hexanicos (H), cloroférmicos (C) y
metanolicos (M) de tejido radicular (TR) y aéreo (TA) obtenidos de plantas de
“tinguaraque” (Solanum lycopersicum variedad cerasiforme) deshidratadas en etapa
de ramificacion (E1), floracion (E2), fructificacién (E3) y produccién (E4) sobre la
bacteria Pantoea stewartii. Se aplicaron 30 ul de cada extracto.

Finalmente, se seleccionaron dos extractos hexanicos: el elaborado con
tejido radicular de planta en floracién (H TR E2) y el obtenido a partir tejido aéreo
de planta en produccién (H TA E4) por ser los mas efectivos contra Clavibacter
michiganensis y Pantoea stewartii respectivamente; ademas de un metandlico, el
elaborado con tejido aéreo de planta en fructificacion (M TA E3) por ser el que
indujera inhibicibn mas significativamente sobre los hongos Colletotrichum

acutatum y Pleurotus ostreatus (Figura 15).
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Figura 15.- Efecto de extractos sobresalientes sobre los microorganismos utilizados.
A: Parte inferior izquierda, efecto de 30 pl de extracto hexéanico en Clavibacter
michiganensis elaborado con tejido radicular de planta en floracién (HTRE2); B: Parte
inferior izquierda, efecto de 30 pl de extracto hexanico elaborado con tejido aéreo de
planta en produccion (HTAE4) sobre Pantoea stewartii; C: Parte inferior derecha,
efecto de 30 pl de extracto metandlico elaborado con tejido aéreo de planta en
fructificacion (HTAE3) sobre Colletotrichum acutatum; D: Parte inferior derecha,
efecto de30 ul de extracto metandlico elaborado con tejido aéreo de planta en
fructificacion (HTAE3) sobre Pleurotus ostreatus.

9.6.2.-Determinacion de concentracion letal media (CLsp)
Una vez evaluada Ila actividad antimicrobiana de los extractos

sobresalientes de forma individual, se encontré que se requieren 5.6 mg/mL de
extracto hexanico elaborado con tejido radicular de planta en floracion (HTRE2)
para limitar el crecimiento de Clavibacter michiganensis subespecie michiganensis
al 50%, también se determind que se requieren 15.6 mg/mL de extracto para
igualar el efecto de 25 upg/mL del antibiético comercial Trimetoprima/
sulfametoxazol (Figura 16).
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Figura 16.- Grafica empleada para determinar la concentracién letal media del
extracto hexanico elaborado con tejido radicular de planta en floracion
(HTRE2) sobre la bacteria Clavibacter michiganensis a partir del recuento
celular.
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Por otra parte, se observo que 5 mg/mL de extracto hexanico elaborado con
tejido aéreo de planta en produccion (HTAE4) son suficientes para limitar el
crecimiento de Pantoea stewartii al 50%, mientras que son requeridos 9.3 mg/mL

para igualar el efecto de 30 ug/mL Ceftriaxona (Figura 17).
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Figura 17.- Grafica empleada para determinar la concentracion letal media del de
extracto hexanico elaborado con tejido aéreo de planta en produccién (HTAE4)
sobre la bacteria Pantoea stewartii a partir del recuento celular.

Ademas se pudo determinar que 1.13 y 0.6 mg/mL de extracto metandlico
elaborado con tejido aéreo de planta en fructificacibon (MTAE3) son suficientes
para limitar el crecimiento de los hongos Colletotrichum acutatum (Figuras 18 y 19)
y Pleurotus ostreatus (Figuras 20 y 21) al 50% respectivamente, mientras que para
inhibir por completo su desarrollo se requieren 2.4 (para C. acutatum) y 1.8 mg/mL
(para P. ostreatus) del ya mencionado. El efecto es similar al inducido por 2
mg/mL de azoxystrobin combinados con 6.25mg/m Cu,(OH)3Cl para C. acutatum

y 2 mg/mL + 6.25mg/mL de los mismos para P. ostreatus.
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Figura 18.- Efecto de diferentes concentraciones de extracto metandlico
elaborado con tejido aéreo de planta en fructificacion (M TA E3) y control
negativo sobre el hongo Colletotrichum acutatum empleando la técnica
del medio envenenado. A: 0 ug/mL (Control positivo); B: 0.85 mg/mL; C:
1.7 mg/mL; D: 2.6 mg/mL; E: 3.4mg/mL; F: Azoxystrobin + Cu,(OH);Cl 2
mg/ml + 6.25 mg/ml.
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Figura 19.- Grafica empleada para determinar la concentracion letal media
del de extracto metandlico elaborado con tejido aéreo de planta en
fructificacion (MHTE3) sobre el hongo Colletotrichum acutatum a partir de
medicién de crecimiento radial sobre medio envenenado con diferentes
concentraciones.
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Figura 20.- Efecto de diferentes concentraciones de extracto metandlico
elaborado con tejido aéreo de planta en fructificacion (MHTE3) y control
negativo sobre el hongo Pleurotus ostreatus empleando la técnica del
medio envenenado. A: 0 pg/mL (Control positivo); B: 0.42 mg/mL; C: 0.63
mg/mL; D: 0.84 mg/mL; E: 1.68 mg/mL; F: Azoxystrobin + Cu,(OH)3Cl 2
mg/ml + 6.25 mg/ml.
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Figura 21.- Grafica empleada para determinar la concentracion letal media del
de extracto metandlico elaborado con tejido aéreo de planta en fructificacion
(MHTE3) sobre el hongo Pleurotus ostreatus a partir de medicion de
crecimiento radial sobre medio envenenado con diferentes concentraciones.
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9.6.3.-Analisis por cromatografia de capa fina
Al observar bajo luz UV las bandas formadas por los diferentes

extractos, se pudo determinar que los extractos HTRE2 y HTAE4 poseen pocos
compuestos con capacidad de absorber dicho tipo de luz, por ende se podria
afirmar que tales extractos son ricos en metabolitos secundarios ausentes de
anillos aromaticos (Stahl, 1969), y el analisis por cromatografia de gases acoplada
a masas es mas adecuado para estas muestras. Adicionalmente, debido a la
homogeneidad presentada tanto en su recorrido por la silica, como por lo
observado a 365 nm se puede deducir que los compuestos presentan una
estructura similar entre si; por otro lado, al emplear los cromatogramas elaborados
con los extractos HTRE2 y HTAE4 para realizar bioautografias y revelarse estas
con MTT (2%), se pudo corroborar la actividad antibacterial de los mismos, pues
en la mayor parte del area, por donde fluyeron los extractos sobre la silica no se
presentd crecimiento bacteriano y por ello se pudiera afirmar que la bioactividad
de tales extractos, es la suma de cada uno de los compuestos presentes en las
mezclas y por lo tanto no se consider6 conveniente el fraccionamiento de los

mismos.

Con base en lo observado bajo la luz UV a 365 nm, ademas se pudo
determinar que el extracto MTAE3 es rico en compuestos con anillos aromaticos
(Stahl, 1969), debido a las bandas fluorescentes formadas por tal extracto,
adicionalmente al ser un extracto de obtenido con metanol, y al ser los flavonoides
compuestos polares, se procedié a comparar el extracto con estandares de este
tipo, las bandas formadas durante el recorrido se asemejaron a las formadas por
la quercetina (Rf = 0.875), acido ferulico (Rf = 0.579), rutina (Rf = 0.716) y acido
clorogénico (Rf = 0.341) (Figura 22), compuestos reportados por la literatura como
antimicrobianos (Montenegro et al., 2009; Carcamo et al., 2011; D'Andrea, 2015;
Hernandez-Leodn, 2016).

Adicionalmente tras realizar la prueba de Folin-Ciocalteu (FCR) se encontré
gue la concentracion de fenoles totales es de 3.99 £0.44 mg/g. Por lo anterior, se

pudo afirmar que isbmeros de dichos metabolitos secundarios estan presentes en
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el tejido aéreo del tinguarague y fue necesario analizar el extracto por
cromatografia de gasa acoplada a espectrometria de masas para conocer de

manera mas precisa la identidad de estos compuestos.

— Quercetina

365nm
—— Acido
Ferulico
b Rutina
BAW
5:1:4
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Clorogénico

: f ' f
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Figura 22.- Cromatograma de compuestos polares y estandares presentes
en el extracto metandlico elaborado con tejido aéreo de plantas de
tinguaraque (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) en fructificacion, el
extracto fue concentrado hasta que le fue retirado el 90% del solvente.

9.6.4.-Andlisis por cromatografia de gases-masas
El analisis por gases-masas (GC-MS) registré la presencia de artemisia

ketone (1.9 mg/g) para el extracto HTRE2 (Tabla 5, Figura 23), compuesto
reportado como constituyente del aceite esencial de Artemisia annua ademas de

agente antimicrobiano y antioxidante (Juteau et al., 2002), también se encontrd
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hentriacontano (106.76 mg/g), constituyente de ceras de origen natural (Paroul et
al., 2009) y Naftaleno, 2-metil (0.48 mg/qg), insecticida y repelente constituyente de
la naftalina (Stone y Stock, 2008); entre otros compuestos.

Tabla 5.- Compuestos no polares de interés y/o mayoritarios presentes en el
tejido radicular del tinguaraque durante la etapa de floracion

PK RT Area Compuesto mg/g de Calidad Aplicacion
m. seca
3 7.44 351445.00 Artemisia cetona 1.09 47 Antimicrobiano
5 17.08 155789.00 Naphthalene, 2-methyl- 0.48 93 Repelente e
insecticida

31 38.11 2432075.00 2-Dodecen-1-yl(-)succinic 7.52 91 Goma natural
anhydride

35 39.28 3619819.00 Silane, trichlorooctadecyl- 11.19 95 Sin datos

39 40.74 6509779.00 Ergost-25-ene-3,5,6-triol, 20.12 37 Antitumoral
(3.beta.,5.alpha.,6.beta.)-

42 4228 4558524.00 11,13-Dimethyl-12- 14.09 62 Presente en
tetradecen-1-ol acetate feromonas

44 42.80 1806708.00 1,12-Bis(2- 5.58 90 Sin datos
nitrophenoxy)dodecane

51 44.91 34544864.00 Hentriacontane 106.76 98 Cera natural

56 46.00 4006427.00 1-Docosene 12.38 94 Sin datos
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Figura 23.- Cromatograma obtenido tras el andlisis del extracto HTRE2 por medio de
cromatografia de gases acoplada a masas.
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Por otra parte, en el extracto HTAE4 (Tabla 6, Figura 24) se encontraron
compuestos como el 4-Careno (10.48 mg/g) terpeno reportado como
antimicrobiano y presente en el aceite esencial de plantas silvestres del genero

Juniperus (Sela et al., 2015), B-pineno (1.17 mg/g) antimicrobiano y esencia de la
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trementina de pino (Reyes-Jurado et al., 2012), Benzyl Alcohol (3.62) compuesto

antimicrobiano empleado como conservador (Karabit et al., 1986), metil-éster de

acido salicilico (1.46 mg/g) compuesto presente en el aceite esencial de

Phyllostachys heterocycla cv. Pubescens y antimicrobiano (Yong-Chun et al.,

2011) y eugenol (1.99 mg/g) esencia de Syzygium aromaticum asi como

antimicrobiano de amplio espectro (Rodriguez-Sauceda, 2011).

Tabla 6.- Compuestos no polares de interés y/o mayoritarios presentes en el
tejido aéreo del tinguaraque durante la etapa de produccién

PK RT Area Compuesto mg/g de m. Calidad Aplicacion
seca
2 49299 713448 2-Hexen-1-ol, (E)- 2.73 91 Sin datos
3 8.3761 2736283 (+)-4-Carene 10.48 97 Antimicrobiano
4 9.2001 304884 b-pinene 1.16 91 Antimicrobiano
5 9.3918 848289 Benzyl Alcohol 3.24 93 Antimicrobiano
6 14.1699 381831 Salicylic acid, methyl ester 1.46 97 Antimicrobiano
7 17.0667 319512 Naphthalene, 1-methyl- 1.22 93 Repelente e
insecticida
8 18.8546 518611 Eugenol 1.98 98 Antimicrobiano
85 43.9678 544522 1,2-Benzisothiazole, 3- 2.08 91 Amina
(hexahydro-1H-azepin-1-yl)-, 1,1-
dioxide
101 49.435 414801 Hexacosane 1.58 96 Sin datos
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Figura 24.- Cromatograma obtenido tras el andlisis de el extracto HTAE4 por medio

de cromatografia de gases acoplada a masas.
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9.6.5.-Ensayos preliminares in vitro
De forma preliminar, se encontr6 que en cultivo in vitro (Figura 25) el

extracto metandlico elaborado con tejido aéreo de plantas en fructificacion
(MTAES3) Inhibe el desarrollo de Rhizopus sp. sin afectar el desarrollo de plantas

de zarzamora (Rubus sp.).

Figura 25.- Plantas de zarzamora (Rubus sp.) inoculadas con Rhizopus sp.
Cultivadas in vitro. A la izquierda: planta creciendo sobre medio MS adicionado
con extracto MTAE3 (0.85mg/MI) no se observan signos del patégeno; a la derecha
planta creciendo sobre medio MS sin tratar, se observa micelio creciendo sobre el
medio y la planta.

9.7.-CONCLUSIONES
Tras la realizacién de este trabajo se concluyé que

El tinguaraque produce metabolitos secundarios capaces de contrarrestar el
desarrollo de hongos y bacterias

Las etapas ideales para la obtencibn de metabolitos con capacidad
antimicrobiana son las de produccién y fructificacién, siendo ademas mas apto el

tejido aéreo para tal fin.

El tinguarague produce metabolitos secundarios capaces de inhibir a
patébgenos que atacan variedades comerciales de jitomate.
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X.-DISCUSION GENERAL

La comparativa entre los analisis fisicoquimicos, realizados a frutos de
tinguaraque y de jitomate cherry, mostraron que la especie silvestre es
estadisticamente igual en los parametros de contenido energético, porcentaje de
proteina y acidez titulable; mientras que en los parametros de sdlidos solubles,
materia seca, cenizas y color, prevalecieron los valores del tinguaraque, tales
resultados colocan al fruto del tinguaraque como una frutilla atractiva para incluirla

en programas de fitomejoramiento

Tras analizarse los resultado obtenidos en ambos articulos es posible fue
posible determinar que en conjunto el tinguaraque es una planta que puede
proveer al agricultor multiples beneficios, pues por una parte posee una etapa de
produccion prolongada y por otro lado se demostrd que el tejido aéreo es materia

prima para la obtencioén de biocontroladores amigables con el medio ambiente.

Por lo anterior se puede afirmar que el tinguaraque es una plantas
multiproposito, y se puede mantener la afirmacién que se dijo al concluir ambos
articulos “el tinguaraque es apto para ser propuesto en programas de

conservacion y fitomejoramiento”.

XI.-CONCLUSIONES

11.1.-CONCLUSION GENERAL

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de extractos con diferente
polaridad y obtenidos de tejido radicular y aéreo de tinguaraques (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme) permitio identificar los extractos mas efectivo
contra 4 patdgenos, asi como la caracterizacion de metabolitos secundarios

presentes en el tinguaraque.
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11.1.1-Conclusiones especificas

La metodologia empleada permitié propagar el tinguaraque, establecerlo en

condiciones de invernadero y mantenerle en produccion por casi 7 meses.

La germinacion de los tinguaraques autéctonos de los Bancos municipio de
Paracuaro, Michoacan es mas retardada con respecto a poblaciones de otras

regiones, ademas sus semillas poseen baja viabilidad.

Dada las cualidades fisicoquimicas del tinguaraque, se puede determinar que
es apto para integrar programas de mejoramiento genético.

A pesar de que el grupo estudiado demostré ser mas tardio que otras
poblaciones segun lo reportado por la literatura, es posible obtener hasta 4 filiales

anualmente, lo que facilitaria la creacion de una variedad comercial.

Las etapas de desarrollo del tinguaraque son equiparables a las del jitomate
cherry, por ende programas de fertilizacion formulados para este son aptos para la

solanacea silvestre.

El tinguaraque produce metabolitos secundarios capaces de contrarrestar el
desarrollo de hongos y bacterias

Las etapas ideales para la obtencion de metabolitos con capacidad
antimicrobiana son las de produccién y fructificacion, siendo ademas mas apto el

tejido aéreo para tal fin.

El tinguaraque produce metabolitos secundarios capaces de inhibir a

patdgenos que atacan variedades comerciales de jitomate.

XIl.-PERSPECTIVA

El trabajo presentado servirA como antecede para el disefio de nuevos
experimentos realizados con tinguaraque (Solanum lycopersicum var.

cerasiforme), por ejemplo el control de factores bi6ticos y abidticos con el fin de
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someter a las plantas a diferentes condiciones de estrés y evaluar el efecto de

extractos obtenidos a partir de tal material vegetal.

Debido a los resultados negativos al analizar el extracto MTAE3 por gases
acoplada a masas (GC-MS) se recomienda analizarse por cromatografia liquida de
alto desempefio (HPLC).
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