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Resumen

La investigacién se ha desarrollado con el objetivo de estudiar las propiedades
fungicidas de semillas de Moringa oleifera frente Rhizoctonia solaniy Stemphylium
solani, bactericida contra Escherichia coli y aglutinantes contra coliformes totales.
La accion fungicida de semillas de M. oleifera fue comprobada en el test de
inhibicion del crecimiento de hifas y/o micelios por la técnica de difusion en agar.
La propiedad bactericida fue comprobada mediante el ensayo de susceptibilidad
que se realizo por el método de difusion por disco. Se realizé un aislamiento de
los microorganismos mas representativos presentes en la muestra de agua
residual. La capacidad floculante y aglutinante de semillas maceradas y extracto
acuoso, respectivamente, se comprobé frente a coliformes totales. El extracto
acuoso de semillas de M. oleifera no tuvo inhibicién de crecimiento del hongo R.
solani pero tuvo inhibié frente a S. solani. La prueba de susceptibilidad demostré
gue la cepa de E. coli es mas susceptible con las diluciones puray 1/2. Se aislaron
y caracterizaron cuatro tipos diferentes bacterias en el agua residual y se
comprobé que las semillas maceradas de M. oleifera poseen propiedades
floculantes producto de su capacidad de adsorcion y neutralizacion de
microorganismos. El extracto acuoso de M. oleifera demostr6 una fuerte
aglutinacion frente a dos de las cepas y una aglutinacion normal frente a las otras
dos cepas.

Palabras claves: Moringa oleifera*, Escherichia coli*, Rhizoctonia solani*,
Stemphylium solani*, susceptibilidad, propiedad floculante, aglutinacion.
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Abstract

The research has been developed with the aim of studying the fungicidal properties
of seed of Moringa oleifera against Stemphylium solani and Rhizoctonia solani,
bactericidal against Escherichia coli and agglutinating against total coliforms. The
fungicidal action of M. oleifera seeds was checked on the test hyphal growth
inhibition and / or mycelia by agar diffusion technique. The bactericidal property
was proven by testing susceptibility was performed by the disk diffusion method.
The flocculant and agglutinating capacity of macerated seeds and aqueous
extract, respectively, was checked against total coliforms. The aqueous extract of
M. oleifera seeds did not inhibit growth of the fungus Rhizoctonia solani, but was
inhibited against S. solani. Susceptibility tests showed that E. coli strain is more
susceptible to the pure and 1/2 dilutions. Was isolated and characterized four
different types of bacteria in the waste water and it was found that M. oleifera
macerated seed product having flocculating properties of its adsorption capacity
and neutralizing microorganisms. The aqueous extract of M. oleifera showed
strong agglutination against two strains and normal agglutination for the other two
strains.

Key words: Moringa oleifera*, Escherichia coli*, Rhizoctonia solani*, Stemphylium
solani*, Susceptibility, flocculating properties, agglutination.
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Introduccion

Por mas de seis décadas el uso de productos quimicos ha sido la principal
estrategia para reducir las enfermedades y plagas en plantas y animales. Sin
embargo, el uso indiscriminado de estos productos ha provocado dos grandes
problemas: el incremento de residuos quimicos potencialmente téxicos al humano
y la proliferacion de fitopatdgenos resistentes. Debido a esos problemas hoy, dia
hay un incremento potencial de la fitoterapia (que es la ciencia del uso extractivo
de plantas medicinales o sus derivados con fines terapéuticos, para la prevencion
o tratamiento de patologias), que es mas economica, efectiva y menos dafiina al
ambiente y a la salud humana, de manera que se han reportado estudios que
demuestran los efectos antifungicos, antibacteriales, nematicidas e insecticidas
de extractos de diversas plantas. Los hongos, las bacterias y los virus son los
principales microorganismos que afectan los animales y las plantas, lo que
provoca una gran pérdida de especies y aumenta considerablemente las
enfermedades y el hambre en el mundo.

La novedad de este trabajo reside en que se evidencié actividad fungicida de
extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera frente a Stemphylium solani y la
sensibilizacion a la utilizaciébn de esas semillas para la purificacion de aguas
turbias porque segun el informe del 2012 de la OMS mas de 783 millones
personas no tienen acceso a agua potable en el mundo.

Escherichia coli es una bacteria que forma parte de la familia Enterobacteriaceae.
Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, coloniza el intestino del hombre
pocas horas después del nacimiento y se le considera un microorganismo de flora
normal, pero hay cepas que pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo
diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea (Rodriguez-Angeles, 2002).

El hongo Rhizoctonia solani pertenece a la Clase Hyphomycetes, es la fase
patogénica y se caracteriza porgue no produce conidios, las hifas son de color
marrén oscuro, las células son multinucleadas y la base de la célula que da origen
a una ramificacion tiene una constriccion. El hongo es causante de pudricién de
hojas y frutos de plantas, se diseminan en las semillas de tomate, pimenton y
berenjena; en suelo contaminado en forma de clamidosporas; por el agua de riego
a partir de los focos de infeccion en los semillero; por la distribucién de semilleros
enfermos y por el uso de herramientas con suelo contaminado (Tamayo et al.,
2006).

Stemphylium solani G.F. Weber es un hongo patdgeno de plantas pertenece al
Phylum Ascomycota. Es el causante de un lunar gris en las hojas de tomates y
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guemado de hojas en alliums y algodon, consta de dos fases bien diferenciadas,
una sexual Pleospora allii L. y otra asexual Stemphylium vesicarium L. (Zheng et
al., 2009).

Este trabajo se resume a la busqueda de alternativas de naturaleza vegetal que
su aplicacion permitira desarrollar una estrategia para el control del crecimiento
bacteriano y fungico. En esta busqueda utilizamos extracto de las semillas de
Moringa oleifera para determinar su actividad antibacteriana frente a coliformes
totales de aguas turbias en particular con E. coli y actividad antifingica frente a S.
solani y R. solani.
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Objetivo General

Determinar la accion fungicida, bactericida y aglutinante de semillas de Moringa
oleifera.

Objetivos especificos

1. Demostrar el efecto in vitro, del extracto acuoso de semillas de Moringa
oleifera contra los hongos Rhizoctonia solani y Stemphylium solani.

2. Comprobar el control microbiano in vitro del extracto de semillas de Moringa
oleifera contra Escherichia coli.

3. Evaluar la capacidad floculante de la torta de semillas de Moringa oleifera
en aguas residuales.

4. Determinar la capacidad aglutinante del extracto acuoso de semillas de
Moringa oleifera frente a coliformes totales.
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Revision bibliogréafica
2.1. Moringa oleifera

2.1.1 Caracteristicas y composicion general de Moringa oleifera

Moringa oleifera Lam. Conocida cominmente como moringa es un arbol pequefio
y de crecimiento acelerado que usualmente alcanza de 10-12 metros de altura
(Linan, 2010), tiene una copa abierta y esparcida de ramas inclinadas vy fragiles,
un follaje plumoso de hojas pinadas en tres y una corteza gruesa, blanquecina y
de aspecto corchozo (Parrotta, 1993). Es originario de los Himalayas, pero ha
sido introducido en diferentes lugares como: Bangladesh, Afganistan, Pakistan,
Sri Lanka, el Sureste asiatico, Asia occidental, la Peninsula Arabiga, Africa del
Oeste, Madagascar, el sur de la Florida, las islas del Caribe, América del Sur,
desde México a Peru, Paraguay y Brasil; crece con rapidez en lugares favorables
incrementando de 1 a 2 m por afio en altura durante los primeros 3 a 4 afios (Lifian,
2010).

Una de las caracteristicas fundamentales de la Moringa es su capacidad de
resistencia a la sequia y el potencial agronémico siendo un arbol cultivable en
regiones aridas y semiaridas. Esto es de particular importancia debido a que hoy
en dia se sabe que las condiciones climaticas ya no se rigen por las temporadas,
esto debido a que con el paso del tiempo las estaciones del afio han cambiado
radicalmente de un clima caluroso en invierno hasta una sequia en verano. Las
flores son bisexuales, con pétalos blancos y estambres amarillos (Falasca et al.,
2008). En algunas regiones florece una sola vez al afio, pero puede florecer dos
veces al afio; tal es el caso de los paises del Caribe, como Cuba. Las flores son
polinizadas por abejas, otros insectos y algunas aves (Morton, 1991). Las flores
estan agrupadas en grandes paniculas axilares; cinco pétalos, desiguales y
blancos. Fruto capsular, lineal, 3-angular, pendular, de hasta 40 cmde largoy 1 o
2 cm de ancho (La Comision Técnica de Fitomed, 2010). Los frutos son capsulas
trilobuladas, dehiscentes, de 20 a 40 cm de longitud. Contienen de 12 a 25
semillas por fruto. Las semillas son de forma redonda y color castafio oscuro, con
tres alas blanquecinas. Cada arbol puede producir de 15 000 a 25 000 semillas
por afio (FAO-OMS, 2005).

Tradicionalmente, el ghee o manteca clarificada de leche de vaca o bufala se ha
preparado con hojas de Moringa, lo cual retarda el deterioro oxidativo del ghee,
por actuar como antioxidante natural. El poder reductor o antioxidante de los
extractos de moringa aumenta con el aumento de concentracion de polifenoles de
estos extractos. Los flavonoides estan entre los mas potentes antioxidantes de las
plantas debido a que poseen uno o mas de los siguientes componentes
estructurales que estan involucrados en la actividad antiradical o antioxidante: un
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grupo ortodifenol en el anillo B, un doble enlace conjugado en 2-3, con una funcion
oxo en el C4 y grupos hidroxilo en las posiciones 3y 5 (Siddhuraju et al., 2003).

Todas las partes de la planta son comestibles desde las hojas hasta la raiz. Los
estudios de Moringa han ido incrementandose en los ultimos afios debido a su
importancia nutricional ya que el contenido de proteinas, vitaminas y minerales es
muy sobresaliente destacando que en esta planta se encuentran todos los
aminoacidos esenciales (Mathur, 2005). En la actualidad existe una variedad de
productos elaborados a partir de la planta de moringa como: capsulas genéricas;
chocolate en polvo; capsulas de moringa y ginseng; cremas hidratantes; vainas
frescas, refrigeradas y enlatadas para el consumo humano principalmente a lo
largo de la India (Folkard et al., 1996) destacando en estos productos los altos
contenidos de vitaminas y minerales como: vitamina A, B1, B2, B3, C y calcio,
cobre, cromo, hierro, magnesio, manganeso, fésforo, potasio, proteinas y zinc
(Aslam et al., 2005). Aunque el contenido de minerales de Moringa oleifera
demuestra variacion en la composicion de una localidad a otra (Anjorin et al.,
2010).

Se conoce que el contenido de vitamina A es elevado y se ha demostrado su
utilizacién en la suplementacién a nifios con deficiencias de este importante
elemento (Olson et al., 2007). Referente al calcio contenido en el material vegetal,
la absorcidon de éste por el cuerpo humano es no asimilable debido a que éste se
encuentra como cristales de oxalato en las células de la planta y por lo mismo
excretada directamente del cuerpo (Olson et al., 2007).

2.1.2 Usos alimenticios: Alimentacién humana
En la literatura se reportan preparaciones alimenticias utilizando las diversas

partes de la planta y sus productos: hojas, harina de hojas, vainas tiernas y
maduras, semillas, aceite de las semillas, etcétera. Las vainas verdes (parecidas
a las legumbres), las hojas, las flores, las semillas (negruzcas y redondeadas) y
las raices son muy nutritivas y se pueden usar para el consumo humano por su
alto contenido en proteinas, vitaminas y minerales (Berger et al., 1984). Frutos o
vainas verdes inmaduros se consumen cocidos. Las vainas tiernas son
comestibles y se usan en sopa o se preparan a manera de esparrago. Las raices
tienen sabor picante como el rabano rustico y se usan como condimento en lugar
de éste. Las semillas maduras se tuestan y consumen como nueces, siendo su
sabor dulce, ligeramente amargo y agradable, las almendras son oleaginosas, las
hojas se comen como verdura o ensalada. Las flores cocinadas con huevo
resultan un platillo exquisito, el uso del aceite con calidad similar al aceite de oliva,
es empleado para el alinio de ensaladas (Agrodesierto, 2006). La actividad de
coagulacion de la leche por medio del extracto acuoso de las semillas, ha
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mostrado evidencias para sugerir que podria utilizarse para la preparacion de
guesos (Dalsot, 1985).

2.1.3 Produccion de etanol y biodiesel
M. oleifera ha sido recomendada para la produccion de etanol y biodiesel

(Garavito, 2008; Corella 2010). M. oleifera es considerada como un cultivo
atractivo para la produccion de biodiesel, fundamentalmente porque sus semillas
contienen un 31-47% de aceite. El alto tenor de &cido oleico del aceite indica que
es adecuado para la obtencién de biodiesel (Falasca et al., 2008).

2.1.4 Usos generales de la M. oleifera
Todos los usos medicinales de M. oleifera estan relacionados con las propiedades

antibacterianas de sus proteinas presentes en hojas, semillas y raices.

2.1.4.1. Prevencion del cancer
La actividad antitumoral de remedios preparados a partir de las hojas, flores y

raices de M. oleifera es reconocida en la medicina popular (Murakami et al., 1998).
Muchos de los efectos anticancerigenos han sido confirmados cientificamente
durante los ultimos lustros. Recientemente se revel6 que los extractos
hidroalcoholicos de frutos de moringa, debido a sus efectos positivos sobre el
citocromo hepatico, pueden ser usados para la prevencion de la carcinogénesis
guimica. A esa conclusion se llegé luego de un riguroso estudio sobre la génesis
de papilomas de la piel inducida por 7,12-dimetilbenzantraceno en ratas albinas
(Bharali et al., 2003). Los efectos de los extractos de esta planta en la prevencién
del cancer se deben a la presencia de fitoquimicos que modulan la actividad de
las enzimas, lo que facilita la destoxificacion y garantiza la actividad antitumoral.
Por ejemplo, se ha comprobado la accion inhibidora del 4-(4’-O-acetil- a-L-
ramnopiranosiloxi)-isotiocionato de bencilo y de la niacimicina sobre los ésteres
forbdlicos responsables de la activacion temprana de antigenos en células
linfoblastoides (Guevara et al., 1999). Ademas, isotiocianatos aislados de las
hojas inhiben la activacién del virus de Epstein-Barr, en lo que el grupo isotiociano
parece ser el factor estructural decisivo (Murakami et al., 1998).

2.1.4.2. Propiedades antiinflamatorias y antiasmatica de M. oleifera
Las partes de la planta de Moringa tienen actividad anti-inflamatoria

sustancial. Por ejemplo, el extracto de raiz de moringa exhibe actividad anti-
inflamatoria significativa en carragenina inducida por edema (Ezeamuzie et al.,
1996). El extracto de metanol crudo de la raiz inhibe el edema de pata de rata
inducido por carragenina en una manera dependiente de la dosis después de la
administracion oral (Anénimo, 2005). Por otra parte, el extracto de n-butanol de
las semillas de Moringa muestra actividad anti-inflamatoria contra la inflamacion
de las vias respiratorias inducida por ovoalbumina en los conejillos de indias
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(Mahajan et al., 2009). Mejora la inflamacion asociada a las enfermedades
cronicas con la actividad anti-inflamatoria potente de los compuestos bioactivos
de la moringa (Muangnoi et al., 2011).

Se ha informado desde hace mucho tiempo que los alcaloides de la planta
de Moringa se asemejan mucho a la efedrina en la accion y se puede utilizar para
el tratamiento del asma. El Alcaloide moringina relaja los bronquiolos (Kirtikar y
Basu, 1975). Los granos de semillas de Moringa también mostraron efecto
prometedor en el tratamiento del asma bronquial, durante un estudio para analizar
la eficacia y la seguridad de los granos de semillas para el tratamiento de
pacientes asmaticos. El estudio mostré disminucion significativa en la gravedad
de los sintomas del asmay también mejora las funciones respiratorias concurrente
(Agrawal et al., 2008).

2.1.4.3. Propiedad analgésica y antipirética de M. oleifera
La actividad analgésica de M. oleifera se ha informado en varias especies

de Moringa. En un estudio con extractos etandlicos de Moringa
concanensis con frutos tiernos en animales de experimentacion, se observé una
actividad analgésica significativa (Rao et al., 2008). Por otra parte, el extracto
alcohdlico de las hojas y semillas de M. oleifera también poseen una marcada
actividad analgésica como se evidencia a través de la placa caliente y el método
de inmersioén de la cola (Sutar et al., 2008).

Como resultado de la accion anti-inflamatoria de la M. oleifera, la actividad
antipirética puede ser la hipotesis. Un estudio fue disefiado para evaluar el efecto
antipirético del etanol, éter de petréleo, éter disolvente y los extractos de acetato
de etilo de las semillas de M. oleifera inducida por el método hiperpirexia. El
paracetamol se utiliz6 como control durante el estudio. No es sorprendente que el
etanol y extractos de acetato de las semillas mostraron actividad antipirética
significativa en ratas (Hukkeri et al., 2006).

2.1.4.4. Propiedad antihipertensivos, diuréticos y de disminucion del
colesterol de M. oleifera
Las hojas de M. oleifera contienen varios compuestos bioactivos, ejercen un

efecto directo sobre la presién arterial, por lo que estos pueden ser utilizados para
la estabilizacion de la presién arterial. Los compuestos de la moringa que llevan
al efecto hipotensor incluye el nitrilo, glucésidos de aceite de mostaza y
tiocarbamato glucésidos presentes en las hojas de M. oleifera (Anwar et al.,
2007).Ademas, la actividad diurética de la M. oleifera existe en sus raices, hojas,
flores, la corteza y la infusibn acuosa de semillas (Morton, 1991). Ademas,
las hojas de moringa también contienen g-sitosterol, con efectos de disminucion
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del colesterol. Este compuesto es capaz de reducir el nivel de colesterol del suero
de la dieta alta en grasa en ratas. (Ghasi et al., 2000).

2.1.4.5. Propiedad antidiabética y hepatoprotectora de M. oleifera
Varias plantas medicinales han sido evaluadas por su potencial como agente

terapéutico para la diabetes. M. oleifera es también un componente importante
en esta categoria. Las hojas de M. oleifera pueden reducir significativamente la
concentracion de glucosa en sangre en ratas Wistar con la diabetes 2 (Ndong et
al., 2007). Otro estudio indicé que el extracto de Moringa es efectivo para bajar
los niveles de azucar en la sangre dentro de 3 horas después de la ingestion (Mittal
et al., 2007). Como un modelo mecanicista de la actividad antidiabética de M.
oleifera, se ha indicado que los polifenoles del chocolate negro (Grassi et al.,
2005.) y otros polifenoles (Al-Awwadi et al., 2004; Moharram et al., 2003) son los
responsables de la actividad hipoglucemiante. Las hojas de Moringa son
potentes fuente de polifenoles, incluyendo la quercetina-3-glucésido, rutina,
glucoésidos kaempferol, y otros polifenoles (Ndong et al., 2007). Por lo tanto, el
potencial de la actividad antidiabética de M. oleifera puede ser comercializado a
través del desarrollo de la tecnologia adecuada con el logro de la actividad anti-
diabética a los farmacos convencionales.

La moringa ha demostrado actividad hepatoprotectora significativa en varios
estudios. Los extractos etandlicos de las hojas de moringa mostraron una
proteccion significativa contra el dafio hepatico inducido por farmacos
antituberculosos [isoniazida (INH), rifampicina (RMP), y la pirazinamida (PZA)] en
ratas. Se encontré que la actividad hepatoprotectora de M. oleifera es mediado
por su efecto sobre los niveles de transaminasa glutamico-oxalacética (aspartato
aminotransferasa), transaminasa glutamico pirdvico (alanina aminotransferasa),
fosfatasa alcalina y bilirrubina en el suero; lipidos, y los niveles de peroxidacion
de lipidos en el higado (Pari et al., 2002). Por otra parte, los extractos metandlicos
y cloroformo de las hojas de Moringa también mostraron una proteccion
significativa contra el tetra-cloruro de Carbono (CCls) que causa dafio hepatico
inducido en ratas albinas. Ademas de la actividad hepatoprotectora de las hojas
de Moringa, su raiz y flores también poseen una fuerte actividad hepatoprotectora.
Las flores de M. oleifera contienen un flavonoide bien reconocido (quercetina), que
puede ser responsable de su actividad hepatoprotectora potente (Ruckmani et al.,
1998; Selvakumar et al., 2008). En un estudio reciente que evalla el efecto del
extracto de semilla de la moringa en la fibrosis hepatica, se encontré6 que
el extracto de semilla de moringa tiene la capacidad de disminuir la fibrosis
hepatica. Este estudio involucro al CCls induciendo fibrosis hepatica y la
administracion simultanea de extracto de semilla de la moringa. El extracto de
semilla de moringa control6 la elevacion de las aminotransferasas séricas y el

18| Propiedades de Moringa oleifera Lam.



nivel de globulina inducidos por CCls. Por otra parte, los estudios
inmunohistoquimicos mostraron también que la Moringa reduce la fibrosis
hepatica (Hamza, 2010).

2.1.4.6. Propiedad antiespasmodica y antiulcerosas de M. oleifera
La raiz y las hojas de M. oleifera contienen varios compuestos con actividad

espasmolitica. Estos compuestos incluyen 4-(alfa-L-rhamnosyloxybenzyl)-O-
metil-tio-carbamato que esta posiblemente afectada a través del bloqueo del canal
de calcio; niazinina A y niazinina B con efecto hipotensor y el efecto
bradicardico. La actividad espasmolitica de diferentes constituyentes se utiliza
para ayudar en los trastornos de la motilidad gastrointestinal (Gilani et al.,
1994). EIl extracto de M. oleifera metandlico también posee accion en la
proteccion de las ratas experimentales de lesiones gastricas inducidas por acido
acetilsalicilico, la serotonina y la indometacina. Ademés, también mejora el
proceso de curacién de las lesiones gastricas crénicas inducidas por acido acético
en animales de experimentacion (Pal et al., 1995). Otro estudio ha reportado el
efecto antiulceroso de las hojas de Moringa en ratas albinas Holtzman adultos
(Debnath et al., 2007).

2.1.5 Plagas y enfermedades
Las plagas predominantes en la plantacion de M. oleifera son las siguientes:

gusano desfoliador (Spodoptera sp.), picudo abultado (Phantomorus femoratus) y
zompopo (Atta sp.); este ultimo es el de mayor importancia econémica. Para el
control de desfoliadores y picudos se utilizan métodos manuales de eliminacion,
ya que las poblaciones son bajas (Roa, 2003).

2.1.6 Fitoquimicos presentes en M. oleifera
Recientemente se ha demostrado la presencia, en M. oleifera de importantes

fitoquimicos responsables de sus propiedades curativas. En uno de los primeros
estudios exhaustivos sobre la composicion quimica de esta especie se revel6 que
es rica en varias sustancias muy peculiares, como glucosinolatos, isotiocianatos,
flavonoides, antocianinas, proantocianidinas y cinamatos (Benett et al., 2003) ver
Figura 1; también se incluy6 la distribucién de fitoquimicos en las distintas partes
del arbol. Varios de los compuestos identificados pueden considerarse
nutracéuticos, ya que son utiles tanto en la nutricibn como en la salud humana.
Por ejemplo, el 4-(4’-O-acetil-a-L-ramnopiranosiloxi)-isotiocianato de bencilo, el 4-
(a-L-ramnopiranosiloxi)-isotiocianato de bencilo, el isotiocianato de bencilo y el 4-
(a-L-ramnopiranosiloxi)-glucosinolato  de  bencilo  presentan  actividad
anticancerigena, hipotensiva y antibacteriana (Fahey, 2005). El alto contenido de
vitaminas, minerales y otros fitoquimicos como vainillina, acidos grasos omega,
carotenoides, ascorbatos, tocoferoles, [-sitosterol, &cido octacosanoico,
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moringina, moringinina y fitoestrégenos también es un factor importante en los
efectos terapéuticos de M. oleifera (Fuglie, 2001; Fahey, 2005; Singh et al., 2009).
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Figura 1. Algunos fitoquimicos presentes en Moringa oleifera segiin Bennet et al.
(2003)

2.1.7 Propiedad aglutinante de M. oleifera frente a microorganismos y
purificacién de agua

Uno de los grandes problemas afrontados por el mundo es la disponibilidad de
agua dulce, ya que esta es vital para la supervivencia de los seres humanos. En
el planeta existe una limitacion de la disponibilidad de agua dulce. Del 0,8% del
agua dulce existente, el 97% son aguas subterraneas y solamente el 3% es agua
superficial. Aun asi, no siempre esta es apropiada para el consumo humano,
haciéndose necesario realizar la remocion de las impurezas presentes para
adecuarla a los patrones de potabilidad. El color y la turbiedad son los principales
parametros que se consideran en la evaluacion de la calidad de efluentes tratados,
siendo indicadores sanitarios y patrones de aceptacion del agua para consumo
humano (FUNASA, 2006). Las particulas coloidales que confieren turbiedad y
color, sobre todo en aguas naturales, poseen en su mayor parte cargas eléctricas
negativas en su superficie, que crean una barrera repelente entre si, lo que

imposibilita su aglomeracion. Asi, se hace necesario promover la alteracion de las
20|Propiedades de Moringa oleifera Lam.



caracteristicas de la superficie de las particulas con la adicion de coagulantes,
siendo uno de los primeros pasos en el proceso de tratamiento del agua en la
entrada del agua bruta de una Estacion de tratamiento de agua. Las sales de
aluminio son los coagulantes mas ampliamente utilizados en el tratamiento del
agua y de aguas residuales en todo el mundo. Sin embargo diversos
investigadores (Crapper et al.,, 1973, Martyn et al., 1989, Miller, et al., 1984)
sugieren que el aluminio puede inducir la enfermedad de Alzheimer. Diversos
estudios mostraron que la utilizacion del Moringa oleifera es comparable al sulfato
de aluminio, siendo recomendada su utilizacion como uno coagulante eficaz para
el tratamiento de agua en diversas aplicaciones (Diaz et al., 1999; Jahn, 1986;
Ndabigengesere et al., 1998; Sutherland et al., 1994). La eficiencia y las
propiedades de M. oleifera como coagulante natural y su mecanismo de
coagulacion en el agua turbia han sido bien estudiado (Ndabigengesere et al.,
1998). Se Verificd que los componentes activos de las semillas de M. oleifera son
proteinas catidnicas solubles que tienen peso molecular de cerca de 13 kDa y
punto isoeléctrico en pH entre 10 y 11, sugieren que el mecanismo predominante
de coagulacion sea el de adsorcion y neutralizacion de cargas. El empleo de M.
oleifera no presenta cambios significativos en los valores de pH y conductividad
del agua después de su tratamiento (Ndabigengesere et al, 1998). Segun los
autores la mayor desventaja en la utilizacion de M. oleifera es el incremento del
carbono orgénico disuelto en el agua tratada, que aumenta la demanda de cloro
y puede llevar la formacion de trihalometanos durante la desinfeccion por ese
agente quimico. Este incremento representa también una fuente de olor, sabor,
entre otros (Okuda et al., 2001). El lodo generado por las semillas de M. oleifera
no es toxico y presenta un volumen considerablemente menor que el lodo
producido mediante el empleo del sulfato de aluminio (Ndabigengesere et al.,
1995). Diversos investigadores verificaron también la presencia de propiedades
bactericidas en las semillas de M. oleifera (Jahn, 1986; Ghebremichael et al.,
2005). La capacidad de coagulacion de las proteinas se ve incrementada cuando
se emplean sales inorganicas en su extracto (Okuda et al., 2001). Estos autores
investigaron la extraccion y purificacion de los componentes activos de M. oleifera
y verificaron que el coagulante extracto con solucion salina no aumenta la
concentracion organica residual de la agua después de la coagulacion (Okuda et
al., 2001). M. oleifera también puede ser util en el control de vectores en aguas
estancadas. Recientemente se demostré que los extractos de semillas evitan la
adaptacion de las larvas de Aedes aegypti a los medios de control utilizados en la
lucha antivectorial. La actividad larvicida se atribuye a la lectina hidrosoluble
contenida en los extractos, la cual promueve el retardo en el crecimiento de las
larvas y su mortalidad (Coelho et al., 2009).
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2.2. Escherichiacoli

En 1885 Theodore Escherich, un pediatra aleman, describié por primera vez una
bacteria encontrada en las heces de neonatos y nifios sanos la cual denomino
Bacterium coli commune. Posteriormente, en 1919 Castellani y Chalmers la
denominaron Escherichia coli en su homenaje y desde entonces ha sido uno de
los seres vivos mas estudiados, de hecho gran parte de los conocimientos sobre
la biologia celular fueron adquiridos en estudios con este microorganismo
(Donnenberg, 2002). Escherichia coli es uno de los principales habitantes del
tracto intestinal del hombre y de la mayoria de las especies animales. Se
caracteriza por ser un grupo de bacterias genéticamente heterogéneo, cuyos
miembros en general son no-patdégenos. Sin embargo, una pequefia proporcién
de este grupo causa importantes enfermedades de distribucion mundial, tanto
para el hombre como para los animales. Estas cepas potencialmente patégenas
se clasifican en categorias en funcion de los factores de virulencia que presentan
y de la manifestacién clinica que ellas causan (Fairbrother et al., 2006; Gyles,
2007). Morfolégicamente se caracteriza por ser un bacilo recto y cilindrico de 1,1-
1,5 por 2-6 ym, que se presenta solo o de a pares. Es Gram negativo. Mévil debido
a la presencia de flagelos peritricos. Fisiolégicamente, E. coli es versatil y bien
adaptado a sus habitats caracteristicos. Aerobio y anaerobio facultativo; presenta
ambos tipos de metabolismo, respiratorio y fermentativo. Puede crecer tanto en
presencia como en ausencia de oxigeno. Bajo condiciones anaerobicas,
desarrolla por la via fermentativa produciendo las clasicas combinaciones de
acidos y gas como productos finales. Sin embargo, también puede desarrollar por
la via anaerdbica, ya que es capaz de utilizar amoniaco, amonio o fumarato como
aceptor final de electrones de la cadena respiratoria. Es oxidasa negativo y
guimioorganotréfico, ya que puede desarrollar en medios que contienen glucosa
como Unica constituyente organica. En general, fermenta la lactosa y no produce
SH2; aunque una escasa cantidad de aislamientos de origen porcino, pueden
hacerlo. Se recuperan con facilidad a partir de muestras clinicas sembradas en
medios comunes o selectivos (agar MacConkey, agar eosina azul de metileno,
etc.) e incubadas a 37° C bajo condiciones aerdbicas (Scheutz et al., 2005).

2.2.1 Habitat
E. coli es la especie predominante de la microbiota aerobia y facultativa del tracto

gastro-intestinal de los animales de sangre caliente y se elimina por las heces al
exterior. A pesar de ser el microorganismo facultativo predominante representa
una muy pequeiia proporcion del contenido total de bacterias en este sitio
anatémico. (Blanco et al., 2003; Todar, 2008). Algunos anaerobios como
Bacteroides sp. son, al menos, veinte veces mas abundantes que E. coli en el

intestino grueso. Sin embargo, por su presencia regular en el intestino y en las
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heces, E. coli es utilizada como indicador de contaminacion fecal. Se puede
encontrar en el medio ambiente ya que es capaz de sobrevivir algunos dias en el
agua y los alimentos, de manera que su aislamiento es un indicador de
contaminacion fecal reciente (Blanco et al., 2003; Todar, 2008).

2.2.2 Patogenicidad
E. coli es una especie bacteriana de considerable importancia cientifica,

econOmica y médica. Estan incluidas en esta especie cepas no patégenas y otras
que son capaces de causar enfermedades entéricas y diversos tipos de
infecciones extra intestinales en humanos y animales (Johnson, 2000). La mayoria
de las cepas intestinales de E. coli no son patégenas y coexisten en armonia con
el hospedante, algunas incluso lo benefician sintetizando cofactores y hasta lo
protegen de la invasion por microorganismos patégenos (Todar, 2008). No
obstante, algunas cepas son patégenas y pueden producir infecciones entéricas
(diarrea, disenteria, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico) o extra
intestinales (infecciones urinarias, bacteriemias 0 septicemias, meningitis,
peritonitis, abscesos, mastitis, infecciones pulmonares y de heridas). E. coli
provoca en seres humanos del orden de 630 millones de casos de diarrea en el
mundo y aproximadamente 775.000 muertes al afio, afectando fundamentalmente
a la poblacion infantil de paises en desarrollo. Ademas, es el patdgeno oportunista
mas frecuentemente asociado con infecciones urinarias y septicemias en
humanos (Blanco et al., 2003). El tipo de interaccion resultante entre
microorganismo y hospedador, permite clasificar las cepas de E. coli como
comensales avirulentos, como patégenos oportunistas o altamente
especializados, que a su vez son frecuentemente clasificados en patotipos de
acuerdo con el tipo de enfermedad que causan y por su conjunto de factores de
virulencia (Sousa, 2006). Los sindromes clinicos son clasificados como
enfermedad enterica/diarreica, infeccion del aparato urinario o sepsis/meningitis.
Entre los patdgenos intestinales hay seis categorias de E. coli bien descritas: E.
coli enteropatégena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) y E. coli con adherencia difusa (DAEC) (Kaper et al., 2004).

2.2.3 Factor de virulencia
La capacidad de las cepas patdégenas de E. coli para causar los distintos tipos

enfermedades intestinales y extra intestinales procede de la expresion de
multiples factores de virulencia incluyendo adhesinas, toxinas, sideroforos y
sistemas de secrecion, entre otros (Blanco et al., 2003; Johnson, 2000). Esos
factores no son necesarios para la replicacion vegetativa y tampoco para el simple
comensalismo, pero contribuyen al aumento de eficacia en la colonizacién de
superficies especificas del hospedante, evasidn de las defensas inmunoldgicas, o

23|Propiedades de Moringa oleifera Lam.



dafo directo a sus células y tejidos lo que resulta en el establecimiento de la
enfermedad (Johnson, 2000). La virulencia bacteriana en un fendmeno
multifactorial. Las cepas patégenas de E. coli poseen diferentes tipos de factores
de virulencia que contribuyen conjuntamente a potenciar su patogenicidad (Blanco
et al., 2003). Los distintos patotipos de E. coli tienden a ser grupos clonales que
son caracterizados por compartir determinados tipos de antigenos. Se define
serogrupo como el conjunto de cepas que comparten una variedad antigénica
teniendo en cuenta solo los antigenos O (lipopolisacaridos); por otro lado los
serotipos son definidos por la combinacion de los antigenos O y H (flagelar) y a
veces del antigeno capsular o K (Kaper et al., 2004). El principal factor de
virulencia de las cepas uropatégenas de E. coli es la fimbria P que esta presente
en la mayor parte de las cepas aisladas de pacientes con pielonefritis y urosepsis
(Blanco et al., 2003). Esta fimbria permite a la bacteria fijarse a los receptores
celulares y colonizar el epitelio urinario (Blanco et al., 2003; Emd&dy et al., 2003).

2.2.4 Sensibilidad a los antimicrobianos
Las cepas de E. coli, como las otras bacterias Gram-negativas, son

intrinsecamente resistentes a los antimicrobianos hidréfobicos, tales como
macrolidos, novobiocinas, rifamicinas, actinomicina D y acido fusidico (Scheutz et
al., 2005). Los antimicrobianos mas frecuentemente empleados en el tratamiento
de las infecciones por cepas de E. coli patdgenas extra intestinales son la
amoxicilina, acido clavulanico, cefalosporinas, aminoglicosidos, cotrimoxazol y
guinolinas. Sin embargo, la capacidad de E. coli para adquirir genes de resistencia
hace impredecible su sensibilidad, por lo que esta debe determinarse siempre
mediante antibiograma (Blanco et al., 2003). Resistencia adquirida a los
aminoglicosidos, betalactamicos, cloranfenicol, sulfonamidas, tetraciclinas vy
trimetoprim se ha descrito para cepas de E. coli por cuatro mecanismos distintos:
alteracion de diana, inactivacion enzimatica, menor acumulacion intracelular del
antimicrobiano y desvié de una etapa metabdlica (Scheutz et al.,, 2005). Una
proporcion elevada (40 a 90%) de las cepas de E. coli son resistentes a la
ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas y sulfamidas. También son muchas (15 a
30%) las cepas resistentes a las cefalosporinas de primera generacion,
neomicina, kanamicina, cloranfenicol y quinolinas. Entre los antibiéticos que
presentan menores tasas de resistencias se dispone de amoxicilina, acido
clavulanico, cefalosporinas de segunda y tercera generacion, gentamicina,
tobramicina, amicacina, colistina y polimixina B (Blanco et al., 2003).

2.2.5 Prevencion de las infecciones
Los patdégenos pueden ser aislados de la vejiga (cistitis), rifones (pielonefritis),

orina (bacteriuria) o préstata (prostatitis) son los patdgenos mas frecuentes en
estas infecciones (Smith et al., 2007; Em&dy et al., 2003). Tradicionalmente las
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estrategias terapéuticas y preventivas dependen del uso de antimicrobianos con
el objetivo de inhibir el crecimiento bacteriano, pero urgen alternativas a estos
compuestos debido al drastico aumento de resistencia mdltiple a los
antimicrobianos (Dobrindt et al., 2008). Ademas, recientemente se ha demostrado
qgue concentraciones subinhibitorias de antibidticos aminoglicosidos inducen a la
formacion de biopelicula por Pseudomonas aeruginosa y E. coli (Hoffman et al.,
2007).

2.2.6 Relevencia
Se sabe gue las infecciones gastrointestinales a repeticion y la diarrea prolongada

afectan seriamente el estado nutricional, el crecimiento y el desarrollo intelectual
del nifio (Guerrant et al., 1999). Por esta razon, es importante conocer la
frecuencia de las E. coli diarreogénicas y de otros patdégenos para tomar medidas
terapéuticas y de prevencion en el futuro. La identificacion de las cepas y serotipos
mas comunes es de importancia para el desarrollo futuro de vacunas.
Adicionalmente, los patrones de aislamiento de bacterias y virus varian con el
tiempo, conforme se va reduciendo la mortalidad infantil. En una revision reciente
para la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se encontr6 que EPEC y ETEC
son la siguiente prioridad luego de rotavirus, por las tasas de mortalidad (Lanata,
2005).

2.2.7 Actividad antibacteriana de Moringa oleifera

El uso de M. oleifera para el control de diversas infecciones provocadas por
microorganismos es bien conocido, y en afios recientes se han generado
resultados cientificos que confirman su actividad antimicrobiana. Estudios in vitro
han comprobado la actividad de diferentes partes de la planta sobre los
microorganismos patdgenos. La inhibicion del crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus por extractos acuosos de las hojas fue
demostrada por cientificos guatemaltecos (Caceres et al., 1991). Por otra parte,
Chuang et al. (2007) demostraron la actividad antifungica de aceites esenciales
de las hojas y de extractos alcohdlicos de las semillas y las hojas contra
dermatofitos como Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes.
Ademas, se logré identificar 44 componentes de los aceites esenciales de las
hojas que pueden ser utilizados en el desarrollo futuro de farmacos para el
tratamiento de enfermedades cutaneas tipicas de las areas tropicales. Estudios
bacteriol6gicos demostraron la actividad antimicrobiana de los extractos de
semillas de M. oleifera, los cuales floculan bacterias Gram positivas y Gram
negativas del mismo modo que lo hacen con los coloides del agua. Su accion
bacteriostatica consiste en la disrupcion de la membrana celular por inhibicion de
enzimas esenciales (Suarez et al., 2003). El principal ingrediente responsable de
dicha actividad es el 4-(4’-O-acetil-a-L-ramnopiranosiloxi)-isotiocionato de bencilo,
el cual tiene accidén bactericida sobre varias especies patdgenas, incluyendo
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aislados de Staphylococcus, Streptococcus y Legionella resistentes a anti-
bidticos. La potencia de los isotiocianatos como antibioticos también quedo
demostrada en un estudio con Helicobacter pylori, que es el causante de Ulceras
gastricas y duodenales (Fahey, 2005). En una investigacibn muy reciente
realizada en Kenya se demostrd la actividad antimicrobiana de extractos de
semillas de M. oleifera sobre las bacterias Salmonella typhii, Vibrio cholerae y
Escherichia coli, causantes de la fiebre tifoidea, el cOlera y la gastroenteritis,
respectivamente (Walter et al.,, 2011). Los autores de la presente resefia
consideran que ese resultado puede tener un gran impacto, ya que se trata de
agentes antimicrobianos naturales que constituyen un método barato y sostenible
para el control de enfermedades y para mejorar la calidad de vida en comunidades
pobres. Debe tenerse en cuenta que en muchas regiones rurales de los paises
subdesarrollados, debido al alto costo del cloro y otros desinfectantes, no se les
practica ningun tratamiento a las aguas, lo que genera enfermedades provocadas
por los microorganismos contaminantes.

2.3 Rhizoctonia solani Kuhn
En 1858, Julius Kuhn describié un hongo en papas enfermas y lo ubicé en el
género Rhizoctonia, cual ya era describido por el micologo sueco A. P. De
Candolle (1815), denominandolo asi Rhizoctonia solani Kuhn (Parmerter et al.,
1970). La fase asexual es Rhizoctonia solani Kuhn y Thanatephorus cucumeris
(Frank.), es la fase sexual. R. solani, pertenece a la Clase Hyphomycetes; es la
fase patogénica y se caracteriza porque no produce conidios, las hifas son de
color marrén oscuro, las células son multinucleadas y la base de la célula que da
origen a una ramificacién tiene una constriccion. T. cucumeris pertenece a la
Clase Basidiomycetes. Rhizoctonia solani es un fitopatbgeno importante, se
distribuye en todo el mundo causando diversas enfermedades en una gran
variedad de cultivos (Parmeter et al., 1970; Sneh et al., 1991). Algunos de los
hongos causantes de pudriciones (Pythium sp., R. solani, P. infestans) se
diseminan en las semillas de tomate, pimenton y berenjena, en suelo contaminado
en forma de clamidosporas, por el agua de riego a partir de los focos de infeccion
en los semilleros, por la distribucion de semilleros enfermos y por el uso de
herramientas con suelo contaminado (Tamayo et al., 2006). Las hifas de este
hongo tienen la particularidad de anastomosarse, condicion que se ha tomado en
cuenta para clasificarlo en grupos de anastomosis (GA) (Parmeter et al., 1969 y
Ogoshi, 1985). Estos GA se diferencian entre si morfoldgica, fisioldgica y
serolégicamente (Adams et al., 1979; Sherwood, 1969). Hasta la fecha, se
conocen 14 grupos diferentes de anastomosis de R. solani, sin embargo, el
comportamiento del hongo no puede basarse solamente en términos de grupo de
anastomosis (Castro, 1989). Los grupos de anastomosis que afectan a la papa
(Solanum tuberosum) son GA2, GA3, GA4, GA5 y GA7. De estos, los mas
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importantes son GA3 y GA4. EIl GAS se caracteriza porgue en la superficie de los
tubérculos forma esclerocios (masas compactas de micelio, cuyas células han
reducido su tamafio y adquirido el color negro por la presencia del pigmento
melanina), soporta temperaturas bajas y afecta especialmente a la planta de papa
y a las raices de la cebada. El GA4, es el mas patogénico, no forma esclerocios,
soporta temperaturas mas altas y afecta a muchos cultivos incluyendo papa
(Anguis et al., 1990). En el caso del Peru, el GA4 se encuentra en la Costa y el
GA3 en la Sierra. Esta distribucidon esta asociada con la altitud. En las partes altas
de la sierra donde el frio es persistente se encuentra el GA3 y en las partes bajas
gue son calientes, como ocurre en la costa y en los valles interandinos, el GA4;
sin embargo, en una altitud intermedia es posible encontrar los dos Grupos
(Anguis et al., 1990). En caso del tabaco (Nicotiana tabacum), R. solani puede
sobrevivir muchos afos en el suelo por medio de esclerocios o como un saprofito,
colonizando la materia organica del suelo. Esclerocios y/o micelios presenten en
el suelo y/o en los tejidos de las plantas pueden eventualmente activarse para
producir hifas vegetativas que pueden atacar un rango muy grande de plantas
(Keijer, 1996). En algunas circunstancias R. solani puede producir basiodiosporas
gue causan enfermedades o servir también de fuente por una rapida y larga
distancia de dispersion del hongo. Las basiodiosporas germinan para producir
hifas que afectan las hojas en periodos de alta humedad. Aunque la mayoria de
las enfermedades de Rhizoctonia son iniciadas por micelios y/o esclerocios varios
enfermedades importantes del tabaco y otras plantas como frijoles, la remolacha
son resultados de infeccion por basiodiosporas (Gonzalez et al., 2006; Harveson
et al., 2009). El Damping off es el sintoma mas extendido causado por R. solani
observado en tabaco. En general los semilleros son susceptibles a una
paralizacion durante las primeras semanas de su desarrollo y vuelven
progresivamente menos susceptibles como maduran a través del desarrollo de
mecanismos de defensa bioquimicos y fisicos y/o de barreras (Sneh et al., 1991).

2.3.1 Epidemiologia de la enfermedad
El sintoma inicial del atague de R. solani en plantulas de pimentdén, aparece como

manchas acuosas y oscuras en la base del tallo, con poco crecimiento de raices
secundarias. Las plantulas afectadas son de menor tamafio y presentan
amarillamiento generalizado y marchitez (Tamayo et al., 2006).

2.3.2 Ciclo de la enfermedad
El hongo se mantiene de un afio a otro, como esclerocios (GA3) y como micelio

(GA4) en residuos de cosecha que se encuentran en el suelo. En la siembra de
papa del siguiente afio y en presencia de condiciones favorables de humedad, los
esclerocios germinan y el micelio desarrolla infectando los brotes y tallos que se
encuentran en estado de pre y/o post emergencia. Las raicesy los estolones son
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también afectados durante el desarrollo de las plantas. La formacion de
esclerocios sobre la superficie de los nuevos tubérculos ocurre en condiciones de
suficiente humedad y temperatura Optima de 18°C, sin embargo, el maximo
desarrollo de esclerocios se produce cuando los tubérculos que se encuentran
listos para ser cosechados se mantienen en el campo por un tiempo prolongado
(Castro, 1989).

2.3.3 Control quimico y biolégico
El uso de fungicidas (aplicados al suelo o como desinfectantes de tubérculos), no

incrementa los rendimientos, pero, incrementa la calidad sanitaria de los
tubérculos. Por otro lado, los fungicidas deberan utilizarse de acuerdo al GA
presente. Trabajos realizados en México, han determinado que el monceren
controla eficientemente el GA3 y el rizolex, el GA4; pero el GA7, que también
forma esclerocios es tolerante a todos los fungicidas (Martin et al., 1989.).

Entre los enemigos naturales de R. solani, los mas eficientes son Trichoderma
harzianum L., Rhizoctonia binucleada L. (Gutiérrez et al., 1990) y Verticillium
bigutatum Nees, aunque en la préactica el control biolégico debe ser considerado
s6lo como un componente del control integrado (Moreno, 2003).

2.4Stemphylium solani Weber

El quemado de las hojas de ajo (Allium sativum L.) causado por Stemphylium
solani es una enfermedad muy seria en las areas de cultivo de vegetales. Los
sintomas de esta enfermedad empiezan como un pequefio blanco lunar (1 a 3
mm) alargandose hasta llegar a una lesién necrética morada a lo largo de la vaina,
seguido por quemadura de la hoja (Zheng et al., 2009). Hemos descubierto
recientemente que los aislados de S. solani del ajo han producidos toxinas que
son no especificos al hospedante, y han causados sintomas normalmente
asociados al guemado de hoja en diferentes variedades de plantas (Zheng et al.,
2009). En los foliolos, las lesiones en los foliolos son pequefias, de color, castafio
y rodeadas de un tenue halo clorético por el haz. El patégeno esporula por el
envés, donde la lesidn es de color castafio oscuro. Con el transcurrir del tiempo,
el centro de la lesion se torna quebradiza y se perfora, produciendo un
amarillamiento foliar y posterior caida de la hoja afectada (Tamayo et al., 2006).

2.4.1 Caracteristicas morfolégicas
Desde el punto de vista microscopico, los conidiéforos son cilindricos con el apice

dilatado, septados, rectos a variablemente curvados, simples y raras veces con
una ramificacion, percurrentes, de color marron amarillento a marron olivaceo y
de 87,2 x 4,9um. La célula conidiogena presenta dos bandas oscuras y en la
dilatacion promedia 7,5 (6,9-8,2) um de diametro. Los conidios son dictiosporos,
solitarios, oblongos a elipsoidales con apice obtuso, color marrén amarillento a
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marron olivaceo, 3-7 septados, contritos en los tres septos transversales mas
largos, con pared espinosa y cicatriz basal oscura. Los conidios son de 30,5 (27,0-
34,0) x 16,5 (15,1-17,9) um (I/a= 1,8) (Cedefio et al., 2003).

2.4.2 Diagnostico
Stemphylium es un patégeno que es dificil de diagnosticar tempranamente, por lo

cual los productos que se pueden aplicar para su control, reducen la intensidad
del dafo, pero no lo controlan en su totalidad ya que como cualquier enfermedad
lo mejor es la prevencién. Una medida a corto plazo para mitigar el efecto de la
patologia, serda instruir y guiar, mediante especialistas, a los productores para el
reconocimiento temprano y efectivo de los sintomas, permitiendo la accion rapida
del agricultor. Por otro lado, se debe incorporar a la brevedad todo residuo vegetal
gue quede en el campo para evitar la formacion de la fase sexual. Se debe
considerar la presencia de hospederos alternantes como el ajo, esparrago,
perales, tomate, entre otros, para evitar la permanencia del patégeno en cultivos
préximos (Alvarado, 2000).

Se usa un control quimico para las lesiones causadas por este hongo por las
aspersiones foliares con productos a base de Clorotalonil y Mancozeb, controlan
adecuadamente la mancha gris del tomate (Tamayo et al., 2006).

2.4.3 Los metabolitos fitotoxicos del genero Stemphylium
Los metabolitos fitotoxicos de varias especies de Stemphylium han sido aislados

o caracterizados estructuralmente. Las fitotoxinas producidas por S. botryosum L.
incluyen stemphyltoxina (I- 1V), stemphyperylenol, stemphylin, stemphyloxina (|,
I), y stemphol. Stemphylona/radicinina y pyrenophorina fueron hallados en S.
radicinum L., y stemphona fue hallada en S. sarcinaeforme L. La estructura
guimica parcial de la toxina SV (SV-toxin) producida por S. vesicarium L. es un
anillo benzaldehido asociado a algunos grupos no conocidos. Todas estas toxinas
caracterizadas estructuralmente son componentes secundarios de poco peso
molecular con estructuras quimicas diversas. Sin embargo, la toxina secretada
por S. solani no ha sido todavia elucidada estructuralmente. Los aislados de los
cultivos filtrados de S. solani de algodon fueron hallados contener toxinas
especificos al hospedante (host- specific) que fueron probados que no son
proteicos. La caracterizacion quimica preliminar de la toxina SS (SS-toxin)
producida por S. solani demostré ser un componente de quinona que contiene
grupos hidroxil fendlicos, y los espectros de UV e IR de la toxina SS (SS-toxin)
ambos son diferentes de los otros metabolitos de Stemphylium descritos de este
(Zheng et al., 2009).
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Materiales y métodos

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de microbiologia agricola
perteneciente a la facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas (UCLV). Entre los meses de Octubre de 2013 hasta
Abril 2014.

Las semillas de Moringa oleifera fueron recolectados en la ciudad de Santa Clara
(Villa Clara, Cuba) en Mayo 2013, alrededor de las viviendas y cercas. Se
recolectaron las cajetas (frutos) frescas y secas que contienen las semillas. Los
frutos frescos fueron puestos a secar al sol durante una semana. Se realizo
seleccion de las semillas de acuerdo al estado. Se procedié al lavado con etanol
por 10 minutos, y posteriormente se lavaron con dicloruro de mercurio (ClaH:
19/1000mL) por 2 minutos y finalmente se lavaron con agua destillada estéril
cuatro veces (4x) en un tubo previamente esterilizado. Después de secadas se
guardaron en un frasco estéril a la temperatura ambiente.

Para la obtencion del extracto crudo se maceraron 20 g de semilla de M. oleifera
en un mortero previamente esterilizado, después se agregaron 100 mL una
solucion de tampon fosfato-Salino (0,1 M PBS) en el flujo laminar (Bio 60). Se
colocaron en frascos, luego se centrifugaron (a 5000x g, 5 min), el sobrenadante
fue filtrado utilizando papel Wathman N° 3 y posteriormente esterilizado por
filtracion utilizando una membrana de acetato de celulosa (0,2 um) y se conservo
en tubos Eppendorf de 1.5 mL, a -20°C.

Los microorganismos empleados pertenecen al laboratorio de microbiologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Central “Marta Abreu” de
Las Villas.

Hongos: Rhizoctonia solani y Stemphylium solani, conservados en PDA (Agar
Papa Dextrosa) a una temperatura de 28 *= 2°C. Hongos
fitopatégenos de la familia Solanaceae. Multiplicados en PDA.

Bacteria: Escherichia coli, conservada en glicerol a - 20°C. Bacteria con
caracteristicas enteropatogénicas. Multiplicada en Agar Endo.

Coliformes totales. Aislados durante la experimentacion de aguas
residuales. Conservados temporalmente en Caldo Nutriente.

El medio de cultivo empleado para hongos fue PDA, que se esterilizd en autoclave
(Raypa®) a 121°C por 20 min en elermaeyer de 500 mL.
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El medio utilizado para E. coli y Coliformes totales fue Agar Endo, igualmente
esterilizado.

Nota: toda la cristaleria utilizada en los experimentos (placas Petri 9x1,5 cm,
tubos, frascos) fue previamente esterilizada en estufa (Memmart®) a una
temperatura de 170°C por dos (2) horas. Las placas fueron incubadas a 28°C
+2°C.

3.1 Ensayo de inhibicion del crecimiento de hifas/micelios por el extracto
acuoso de semillas de M. oleifera
Las diluciones del extracto acuoso de semillas de M. oleifera se prepararon en

forma sucesiva doble hasta la dilucién 1/8.
Brevemente:

e Todos los tubos contienen 3 mL de la solucion de PBS 0,15 M excepto el
ler tubo que contiene el extracto puro (6 mL).

e Se transfieren 3 mL del ler tubo al 2do y se mezclan hasta obtener una
solucion homogénea y se repite la operacion transfiriendo 3mL hasta
alcanzar la dilucion 1/8.

Se prepararon placas Petri con PDA se coloc6 una masa de un hongo (R. solani
o0 S. solani) en cada placa ponchando el medio de cultivo con un horadador
metélico de 10 mm. La masa o porcion del hongo se ubicé en el centro de la placa
con una aguja estéril. Las placas poseian una doble capa de medio de cultivo con
un contenido mayor de agar en la inferior, lo cual permitio realizar orificios de 10
mm de diametro (&) en la capa superior a ambos extremos de la placa donde se
colocaron extractos de semillas de M. oleifera. En la figura que aparece debajo se
puede apreciar la disposicién del disco y la ubicacion de los orificios.

Pocillos conteniendo
extracto acuoso de
semillas

Disco de  papel
impregnado en
cultivo de hongos

Figura 2. Disposicion del disco y orificios para extracto

Para este ensayo se utilizaron 50 placas con PDA, se emplearon cinco replicas
por cada dilucion y se probaron dos patdgenos fungicos.
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Las placas se incubaron a 28 £ 2°C y se realizaron evaluaciones del crecimiento
fungico a las 24, 48, 72 y 96 horas, midiéndose la distancia de crecimiento mayor
0 ancho (dc+) y la menor o largo (dc-) para cada caso (Figura 2). Los controles
fueron evaluados positivos al verificarse crecimiento fungico.

Figura 3. Forma de realizar las mediciones en los experimentos de inhibicién del
crecimiento de R. solani y S. solani.

Con los datos del valor medio del diametro de la colonia fungica, al que se le
sustrajo el valor inicial del disco de indculo, se determind el Porcentaje de
Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR) del hongo patégeno por el producto

objeto de estudio mediante la formula:

(d1 -d2)
PICR= x 100
d1

Donde:

d1: Didmetro de la colonia del hongo patégeno sin producto.

d2: Diametro de la colonia del hongo patégeno en presencia del producto.

Se evalud la capacidad antifungica del extracto de semillas de M. oleifera, de

acuerdo con una escala de crecimiento de los hongos.

- Clase 1: el extracto anula completamente el crecimiento del hongo en la
direccién de los pocillos.

- Clase 2: el extracto impide el crecimiento del hongo patégeno hasta 1/3 de
la distancia desde el centro de la placa al centro del pocillo.
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- Clase 3: el extracto impide el crecimiento del hongo patégeno hasta 2/3 de
la distancia desde el centro de la placa al centro del pocillo.

- Clase 4: el extracto no impide el crecimiento del hongo patdégeno de 2/3 en
adelante desde el centro de la placa al centro del pocillo.

3.2 Actividad antibacteriana de extracto de semillas de Moringa oleifera
contra Escherichia coli
Se realizaron diluciones sucesivas dobles (1/2, 1/4, 1/8 y 1/16) del extracto crudo

de semillas de M. oleifera tal como se explico anteriormente.
Se realizé de manera macroscopica y microscopica.

e La comprobacion macroscopica consistio en sembrar la cepa de E. coli en
agar endo y se incub6 a 37°C por 24 horas. Posteriormente se observaron
colonias de color rojo con un pequefio halo blanco-rosa.

e La comprobacion microscépica se realizo por la tincion de Gram.

Para el desarrollo de esta prueba se utiliz6 como base el método desarrollado por
Kirby-Bauer para determinar la susceptibilidad de bacterias a antibiéticos (Bauer
etal., 1966). Brevemente, E. coli se sembré en placas de Agar Endo por el método
de extension, una vez secado se colocaron los discos impregnados con 15 pL del
extracto acuoso de semillas de M. oleifera. Esta prueba se realizé utilizando 13
placas ubicando todas las diluciones en forma circular. Las placas se incubaron
por 24 horas a 37°C. Se evalugd la susceptibilidad midiendo el diametro de la zona
de demarcacion que se formé alrededor de cada dilucién en cada placa. Las
mediciones se indicaron en milimetros.

3.3 Pruebas para determinar las capacidades floculante y aglutinante del
extracto acuoso de Moringa oleifera
La muestra de agua residual se tomé de en un estercolero en la estacion

experimental de zootecnia perteneciente a la Universidad Central "Marta Abreu”
de Las Villas (UCLV) en la provincia de Villa Clara (Cuba).

Se prepararon placas Petri con medio de cultivo (Caldo Nutriente) para el
aislamiento inespecifico de microorganismos. Se sembraron 50 uL del agua de la
estacion experimental y se realizaron diluciones seriadas de 102, 104, 10, 108,
1010,1014. Posteriormente se incubaron a una temperatura de 37°C por 18 horas,
al cabo de las 18 horas se selecciond la dilucion a la cual era factible contar las
unidades formadoras de colonias (UFC).

Se maceraron de la forma mas fina posible cinco (5) gramos de semillas en un
mortero previamente esterilizado y las semillas previamente desinfectadas.

33|Propiedades de Moringa oleifera Lam.



3.3.1 Ensayo para determinar la capacidad floculante de las
semillas de M. oleifera
En este ensayo se prepararon bolsas de gasa con las siguientes cantidades de

harina de semillas de M. oleifera: 2.0 g, 1.0 g y 0.5 g. Se realizé la prueba con la
diluciéon de 106 del agua residual del estercolero, de la cual se tomaron 450 mL,
divididos en tres tubos (150 mL x tubo). En los tubos se introdujeron las bolsas
con las diferentes cantidades semillas molidas de M. oleifera tal como se muestra
en la Figura 4

<

~—

Figura 4: Forma en que se dispusieron las bolsas con semillas maceradas de M. oleifera en
los tubos con agua residual. Procedimiento general para el control de la contaminacién
bacteriana.

Transcurridas 2 horas; 4 horas; 6 horas y 18 hrs se realizaron siembras de cada
tubo (50 L) en placas con medio de cultivo de Agar Endo y se incubaron a 37°C
por 18 hrs. Realizando conteo bacteriano transcurrido el tiempo de incubacién.

3.3.2 Aislamiento de coliformes de aguas residuales
A partir de la diluciéon 10 se sembraron 50 pL de agua residual del estercolero en

placas con medio Agar Endo y se incubaron 37°C, 18 hrs. Se procedio al
aislamiento y caracterizacion de los microorganismos mas representativos de la
dilucion teniendo en cuenta la configuracion, el margen y la elevacion. Los
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microorganismos aislados fueron identificados como coliformes y sembrados en
Caldo Nutriente.

3.3.3 Prueba de aglutinacion bacteriana mediada por el extracto
acuoso de semillas de M. oleifera
El ensayo de aglutinacion bacteriana se realiz6 con el extracto acuoso de semillas

de M. oleifera (obtenido con anterioridad). Posteriormente se procedié a realizar
el ensayo enfrentando cada bacteria aislada al extracto acuoso de semillas de M.
oleifera de la siguiente forma:

1. 40 pL de cada cultivo aislado en un portaobjeto.

2. 40 pL del extracto de M. oleifera al cultivo en el portaobjeto y se mezclé
suavemente hasta lograr homogeneidad.

3. reposo por 20 minutos a temperatura ambiente.

4. Realizar lecturas de cada portaobjeto al microscopio Optico (Novel con
camara digital Canon EOS 5D acoplada) chequeando la formacién o no de
grumos bacterianos.

A cada ensayo se le realizaron dos réplicas.

Para el procesamiento de los datos se usé el STATGRAPHICS centurion XVII. Se
aplico la prueba de hipétesis para dos muestras (prueba de Kruscal-Wally) para
comparar las dc- (largos) y dc+ (anchos) de las colonias de los ensayos de 24
horas (hrs), 48hrs, 72hrs 'y 96 hrs. Se aplicé la prueba de Kruscal-Wally porque es
una prueba no paramétrica y hay ausencia de homogeneidad de varianzas. Se
aplico esta prueba con a = 0,05 y un nivel de confianza de 95%.
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V. Resultados

4.1 Resultados del ensayo con los hongos

En el presente estudio las semillas de M. oleifera fueron usados para probar su
efecto fungicida sobre el crecimiento fungico R. solaniy S. solani. Esos resultados
son representados en las figuras siguientes:

Rhizoctonia solani a las 24 Stemphylium solani a las 24
horas horas
8 8
~7 7
€6 =6
Cs §s
8 L
° 3
O S5
= .
0 , Hn HE HEN HE &
E.puro 7% % % Control E. puro % % 1/8  Control
Diluciones Diluciones
L. (R. solani) A. (R. solani) mL. (S. solani) A. (S. solani)
A) B)

Figura 5: Los resultados del test de inhibicion del crecimiento del extracto acuoso de las
semillas de M. oleifera frente a Rhizoctonia solani (R. solani) y Stemphylium solani (S.
solani) alas 24 horas. A) R. solani a las 24 horas y B) S. solani a las 24 horas.

Se aplic6 la Prueba de hipétesis de Kruscal-Wally comparando las medias de las
distancias de crecimiento de la colonia de R. solani, la hipétesis nula era que la
media de las muestras de datos de dc- = dc+. El P-value 2 0,05 entonces no existe
diferencias significativa entre las distancias de crecimientos de los hongos.
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Rhizoctonia solani a las 48 Stemphylium solani a las 48
horas horas

[e)] oo
[e)] 0o

Medias (Cm)
Medias (Cm)

N

=
o

E. puro % Y Y Control E. puro V2 Ya Y Control
Diluciones Diluciones

L. (R. solani) A. (R. solani) L. (S. solani) A. (S. solani)

A) B)

Figura 6: Los resultados del test de inhibicion del crecimiento del extracto acuoso de las
semillas de M. oleifera frente a Rhizoctonia solani (R. solani) y Stemphylium solani (S.
solani) a las 48 horas. A) R. solani alas 48 horas y B) S. solani a las 48 horas.

Al final de las 48 horas se observdé un crecimiento acelerado de R. solani,
aplicando la prueba de Kruscal-Wally, para comparar las medias de las distancias
de crecimiento para cada dilucion. Esta prueba nos indicé que no hay diferencia
significativa entre las medias de las dc- (que son los largos de la colonia de R.
solani o distancia de crecimiento menor) y las medias de las dc+ (que son los
anchos de colonia de R. solani o distancia de crecimiento mayor) porque los P-
value = 0,05. El Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) a las 48
horas de R. solani es de 8,47%. Los ensayos de 24 horas, 48 horas demostraron
gue el extracto acuoso de semillas de M. oleifera no tiene efecto inhibitorio contra
el hongo patégeno R. solani. Por el caso de S. solani, no se aplicé ninguna prueba
estadistica ni se calculé el PICR porque durante las 24 hrs y 48 hrs todavia la
colonia de S. solani no ha crecido suficiente para poder observar inhibicion de
crecimiento de la colonia fangica por parte del extracto acuoso de semillas de M.
oleifera
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Stemphylium solani a las 72 horas

E. puro Control

Medias (Cm)
O P N W p U1 O N ©

DiIuciones

M L. (S. solani) a las 72 horas m A. (S. solani) a las 72 horas

Figura 7: los resultados del test de inhibicion del crecimiento del extracto acuoso de las
semillas de M. oleifera frente a Stemphylium solani (S. solani) alas 72 horas.

A partir de las 72 horas ya el hongo R. solani ha crecido mucho y consumio toda
la superficie de las placas que lo contienen. Entonces a partir de este tiempo se
dej6 de medir las distancias de crecimiento del hongo R. solani solo se midieron
las distancias de crecimiento de las colonias de S. solani. El PICR de S. solani a
este tiempo es de 12,09%. Se aplico la prueba de Kruscal-Wally para comparar
las medias de las distancias de crecimiento para cada dilucion. Esta prueba nos
indic6é que no hay diferencia significativa entre las medias de las dc- (los largos de
la colonia de S. solani) y las medias de las dc+ (los anchos de colonia de S. solani)
porque los P-value = 0,05.

La figura siguiente es una placa de R. solani a las 72 horas frente a extracto
acuoso de semillas de M. oleifera.
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Figura 8: Placa de Rhizoctonia solani alas 72 horas.

En la figura 8 se observa que a las 72 horas el hongo R. solani ha consumido toda
la placa incluyendo los pocillos que contienen extractos acuoso de semillas de M.
oleifera.

Stemphylium solani a las 96 horas

Medias (Cm)
o = N w H (6} (e)] ~N (0]

E. puro Control

Diluciones

M L. (S.solani) a las 96 horas m A. (S. solani) a las 96 horas

Figura 9: los resultados del test de inhibicidon del crecimiento del extracto acuoso de las
semillas de M. oleifera frente a Rhizoctonia solani (R. solani) y Stemphylium solani (S.
solani) alas 96 horas.

En la figura 9 la dilucién puray 1/2 alas 96 horas se ve zonas de demarcaciones
producidas por la presencia de los pocillos de M. oleifera en el crecimiento a los
largos (dc-) del hongo S. solani. El PICR de S. solani es igual a 41,76%. Se aplico
la prueba de hipétesis para dos muestras y nos demostré que si existe diferencia
significativa estadisticamente entre las distancia de crecimiento menor (largos) y
las distancias de crecimiento mayor (ancho) del extracto puro y 1/2, se obtuvieron
P-value < 0,05. La dilucion 1/8 resultd ser de menor crecimiento entonces se
especuld que sea la dilucion a la cual las semillas de M. oleifera expresa mejor su
actividad fungicida. Las figuras siguientes ilustran la actividad fungicida de
extracto acuoso de las semillas de M. oleifera.
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A B

Figura 10: A) placa mostrando la inhibicion del crecimiento de S. solani por extracto de
semillas de M. oleifera y B) placa del control sin extracto de semillas.

4.2 Actividad antibacteriana de semillas de M. oleifera Prueba de
susceptibilidad.
La prueba de susceptibilidad demostré que E. coli es susceptible al extracto

acuoso de semillas de Moringa oleifera. La medicion de la susceptibilidad se
ilustra en la Figura siguiente.

Susceptibilidad de E. coli por semillas de M. oleifera

14
12
| I I
Ya 18

E. puro 23
Diluciones

o

Promedio de los halos de
inhibiciéon (mm)
oON DM O

B halos de inhibicidn

Figura 11: Resultados de la prueba de susceptibilidad (mm)
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La Figura 11 muestra los resultados de la difusion por disco de la cepa de E. coli
en presencia de extracto acuoso de semillas de M. oleifera. Esta prueba demostré
gue las diluciones puras y 1/2 son aquellas en las que E. coli es mas susceptible.
Entonces son las concentraciones inhibitorias minimas (CIM).

Figura 12: Ay B son placas donde se realizaron la difusion por disco de E. coli con las
distintas diluciones.

En la figura 12 A los nimeros escritos en la placa representan los distintos discos
de papeles impregnados con las diluciones siguientes 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 y al
centro de la placa se encuentra el papel de disco con la dilucion pura. En la 12 B
se muestra la placa donde el numero de la dilucion 1/2 fue borrado para una mejor
vista de la zona de demarcacion.

4.3 Resultados de las actividades floculante y aglutinante.
4.3.1 Capacidad floculante de semillas de Moringa oleifera
Las semillas molidas de Moringa oleifera demostraron su capacidad floculante
mediante la adsorcion de los materiales en suspension del agua residual y la
neutralizacion de los microorganismos. Como se puede observar en la tabla
siguiente.
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Tabla l: resultados de la siembra del agua residual después de aplicarle las bolsas de gasas
alas 2 horas, 4 horas y 6 horas.

2 horas 4 horas 6 horas

En la tabla I, se ilustra los resultados de las siembras del agua residual de la
estacion experimental. En esta tabla los signos positivos (+) indican que por las
cantidades de 1,0 gy 2,0 g se puede utilizar la torta de semillas a una cantidad de
150 mL de agua residual y observar su efecto floculante a las 2 hrs 'y 4 hrs. Los
signos (-) indican que para una cantidad de 0,5 g torta de semillas de M. oleifera,
esta Ultima no expreso su propiedad o capacidad floculante frente a los 150 mL
del agua residual. A través de este ensayo se evidenci6 la cantidad en gramos
de semillas de M. oleifera que se puede utilizar para obtener una actividad
bactericida eficaz por cada 150 mL de agua turbia. En la tabla I, se puede observar
gue la mejor actividad bactericida se obtuvo con la cantidad de 2,0 g de semillas
molidas cada 2 horas, porque ya se muestra en la tabla I, que a las 2 horas los
2,0 g de torta de semillas han adsorbidos y neutralizados todos microorganismos
presentes en las 150 mL de aguas residuales que a las 4 horas ya en esta agua
no se presenta microorganismos. Mientras que por la cantidad de 1,0 g la
adsorcion y neutralizacion de los microorganismos es mas lento hasta a las 4
horas.
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Tabla Il Resultados del conteo bacteriano al final del ensayo con las bolsas de gasa

Replicas

La tabla Il muestra los resultados del conteo bacteriano después de la siembra de
las soluciones con las diferentes bolsas de gasas de 0,5¢g; 1,0gy 2,09 vy se
incubaron a 37° C por 18 hrs. En el ensayo realizado con 0,5 g de semillas molidas
de M. oleifera hubo crecimiento de unidades formadoras de colonias bacterianas,
lo que significa que con 150 mL de agua residual de la laguna de oxidacion la
cantidad de 0.5 g no es suficiente para inhibir el crecimiento bacteriano. Entonces
con esa cantidad M. oleifera no posee capacidad floculante. Mientras que los
ensayos realizados con los pesos 1,0 gy 2,0 g de semillas molidas demostraron
buenas capacidades floculantes con la eliminacién total de las unidades
formadoras de colonias bacterianas presentes en la dilucion usada e inhibicion del
crecimiento bacteriano. Entonces los pesos de 1,0 g y 2,0 g son los pesos
adecuados para comprobar el efecto antibacteriano de las semillas molidas de M.
oleifera en 150 mL de las aguas residuales de la estacién experimental de
zootecnia de la UCLV.

4.3.2 Microorganismos aislados del agua residual
En la tabla siguiente se destaca las caracteristicas de las bacterias mas

representativas aisladas del agua residual del estercolero de la estacién estatal.

43 |Propiedades de Moringa oleifera Lam.



Tabla Ill: Caracteristicas de las bacterias aisladas del agua residual del estercolero de la
estacion estatal

Elevacion

YA Redondo (round) Ondulado (wavy) Umbonate

[ Freoce jLando oot i coma i)

Irregular (irregular)  Irregular (irregular)  Elevado (raised)

La tabla Ill muestra las caracteristicas de las bacterias aisladas del agua residual
del estercolero mediante la observacion de las configuraciones, los margenes y
las elevaciones de las cepas aisladas. La caracterizacion nos permitié diferenciar
las distintas cepas y/o colonias presentan en el agua residual y poder evidenciar
las caracteristicas estructurales bacterianas (coliformes totales) mas apropiadas
para la adsorcion de las proteinas coagulantes de semillas de M. oleifera y reveld
la presencia de cuatro tipos de microorganismos, que fueron aisladas y
sembradas.
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Cc D

Figura 13: placas de las cuatro cepas de bacterias aisladas a partir del agua residual. A)
Representa la placa que contiene la cepa 1; B) la placa que contiene la cepa 2; C) la placa
gue contiene lacepa 3y D) la placa de la cepa 4.

4.3.3 Capacidad de aglutinacion bacteriana de las semillas de M. oleifera
El extracto acuoso de semillas de M. oleifera demostré una buena capacidad

aglutinante frente a las bacterias aisladas del agua residual. La tabla siguiente
ilustra la capacidad aglutinante del extracto acuoso de semillas de M. oleifera.

Tabla IV: Capacidad aglutinante de extracto acuoso de semillas de M. oleifera.

Poco
aglutinado

1

Muy aglutinado Aglutinado

Cepa 2 ++

o -

Cepa 4 +++

En este presente trabajo se hizo este test de aglutinacién para comprobar la
capacidad de aglutinacion microbiana de las semillas de M. oleifera. Se hizo el
test con las bacterias aisladas del agua residual de la laguna de oxidacion, se aislo
cuatro cepas no identificadas de bacterias. Como se ve en la tabla IV el extracto
de las semillas M. oleifera tuvo una fuerte aglutinaciéon (+++) contra las cepas 1y
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4. Mientras que en las cepas 2 y 3 la aglutinacion (++) fue de menor grado. Las
figuras tomadas demuestran la fuerte capacidad aglutinante del extracto de M.
oleifera contra las cepas 1y 4 (Figuras Cy F), en las cepas 2 y 3 se observé una
formacion de grumos no muy oscuros (una aglutinacion normal) (Figuras D y E)
como se puede observar en la figura siguientes.

Figura 14: A) fuerte aglutinacién del extracto acuoso de semillas de M. oleifera frente a la
cepa aislada 1; B) aglutinacidon normal del extracto acuoso de semillas de M. oleifera frente
a la cepa aislada 2; C) aglutinacion normal del extracto acuoso de semillas de M. oleifera
frente a la cepa aislada 3; D) fuerte aglutinacién del extracto acuoso de semillas de M.
oleifera frente a la cepa aislada 4.
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V. Discusion

5.1 Los ensayos de inhibicién de crecimiento fungico
En este presente trabajo, el extracto acuoso de semillas de M. oleifera no

mostraron ninguna zona de demarcacion ni un halo de inhibicion frente a R. solani.
Eso se demostro estadisticamente aplicando la prueba de hipotesis comparando
las medias de las distancias de crecimiento (los “Largos” y los “Anchos”) de la
colonia de R. solani para cada dilucion. Lo que estéa de acuerdo con los resultados
obtenidos por Goun et al.,, que usaron extracto metanolico y de clorhidrato de
metilo de las semillas de M. oleifera contra R. solani y no observaron inhibicién de
esos extractos metanolico y de clorhidrato de metilo frente a este hongo. (Goun et
al., 2003). Entre los agentes importantes productores de enfermedades en plantas
se encuentra Rhizhopus stolonifer L. que produce la pudricién blanda de frutas y
hortalizas. Los extractos de semillas de paraiso blanco (Moringa oleifera Lam.),
tienen un efecto fungicida sobre el crecimiento micelial y la germinacion de
esporas de R. stolonifer en condiciones in vitro pero no tienen ningun efecto
fungicida sobre el crecimiento micelial ni la germinacién de esporas de R. solani
(Velazquez-Gurrola et al., 2005). Otros extractos de semillas, como los de Lupinus
exaltatus L., L.rotundiflorus L. y L. montanus L. (concentracion respectiva en
alcaloides de 2.42, 1.93 y 1.84%) han demostrado también su capacidad
antifingica sobre el desarrollo del micelio de Sclerotium rolfsii L., Alternaria solani
Cooke Wint., Rhizoctonia solani y F. oxisporum Schltdl. (Bernal et al., 2005).

Se demostré la actividad antifangica de los aceites esenciales de las hojas y de
extractos alcohdlicos de las semillas y las hojas contra dermatofitos como
Trichophyton rubrum Malmsten y Trichophyton mentagrophytes (Chuang et al.,
2007). Actividad antibiética y anti-inflamatoria de las semillas de M. oleifera fueron
también ampliamente usados por diversas populaciones en el mundo. Las
actividades antibacteriales y antifungicas de 20 plantas de Indonesia dentro de los
cuales se encuentra M. oleifera y se demostré que M. oleifera no tiene ninguna
actividad contra Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y
Aspergillus fumigatus Fresenius (Goun et al., 2003). Se realiz0 ensayos de
validacion aplicando una solucién de 8 g/L de pasta obtenida a partir de
cotiledones de las semillas de Moringa oleifera en muestras de leche. En la
muestra tratada con pasta de Moringa oleifera se logré eliminar el grupo de mohos
y levaduras en un 98,18% (Silva, 2008). En el caso de los hongos, Aspergillus
niger P.E.L. van Tieghem se inhibi6 seguido de Aspergillus oryzae Cohn,
Aspergillus terreus y Aspergillus nidulans G. Winter (Kekuda et al., 2010).
Contrariamente a la resistencia contra Pseudomona aeruginosa Migula y Candida
albicans un estudio utilizando extracto etandlico de las hojas, semillas y flores
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mostraron actividad antimicrobiana contra E. coli, Klebsiella pneumoniae
Schroeter, Proteus mirabilis Hauser, P. aeruginosa, Salmonella typhi
S. aureus, Streptococcus y Candida albicans Berkhout (Nepolean et al., 2009). La
moringa contiene Pterygospermin (originalmente encontrada en  Moringa
pterygosperma), que tiene potentes efectos antibacterianos y fungicidas
(Nepolean et al., 2009).

En esta investigacion se demostrd que el extracto acuoso de las semillas de M.
oleifera tiene una capacidad inhibitoria sobre el crecimiento fangico in vitro de
Stemphylium solani por la formacion de zonas de demarcacion alrededor de los
pozos del extracto de M. oleifera, lo que impidio el crecimiento del hongo a los
largos de las placas. La actividad antifungica de M. oleifera frente a S. solani no
ha sido investigada por lo que no se encuentro ninguna investigacion acerca de la
actividad antifungica de M. oleifera contra S. solani. El control fungicida in vitro
gue se utiliza contra S. solani es un enfrentamiento de cepas de S. solani frente a
Trichoderma, que es un importante hongo antagonista a S. solani.

5.2 Capacidad floculante de semillas de M. oleifera
La actividad antibacteriana del extracto acuoso de las semillas de M. oleifera

contra E. coli en este trabajo se comprobé con una prueba de susceptibilidad por
el test de difusién en agar. Esta prueba de susceptibilidad nos dio que la cepa de
E. coli es susceptible al extracto acuoso de las semillas de M. oleifera. Vieira et
al., han demostrado que el extracto de Moringa oleifera a base de agua ha inhibido
eficientemente (halo > 13 mm) el crecimiento de S. aureus, V. cholerae y E. coli
aislados de muestras de gambas, especialmente al 150 y 200 uL/disco. Cepas
similares aisladas de Tilapia y muestras de gambas han sido inhibidas por extracto
de semillas de M. oleifera a base de etanol a todos los volumenes probados. La
substancia bactericida de las semillas de M. oleifera fue identificada como
pterygospermina, moringina y glucdsido 4-(a-L-rhamnosyloxy)-
benzylisothiocianato y 4-(a-L-rhamnosyloxy)-phenilacetonitrilo. Esta substancia
ha demostrado inhibir principalmente Bacillus subtilis, Mycobacterium phei,
Serratia marcescens, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella y Streptococcus
(Jahn et al., 2001). En un estudio reciente se encontré que los extractos acuosos
de la Moringa era inhibidora contra muchas bacterias patdégenas, incluyendo
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa en forma dependiente de dosis (Saadabi et al., 2011).

La actividad bactericida de las semillas de M. oleifera ha sido comprobada también
con un polipéptido llamado Flo que fue sintetizado usando secuencia de
aminoacido de un componente de las semillas de M. oleifera M.0O.2.1
(Gassenschmidt et al., 1995). La inhibicion del crecimiento fue detectable a
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concentraciones muy bajas de Flo con una concentracion de inhibicion de
préximamente 100 pg/mL. La inhibicidn del crecimiento de E. coli fue transitorio
con una reanudacion del crecimiento después de 3-6 horas (Suéarez et al., 2002).
M. oleifera ademas de ser totalmente biodisponible y muy eficiente en cuanto a
clarificacion del agua presenta propiedades desinfectantes capaces de eliminar
efectivamente microorganismos presentes en agua como coliformes totales y
fecales (Mendoza, et al., 2000), asi como también algunas cepas patdgenas de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecalis, Salmonella
typhi y Shigella dysenteriae (Oluduro, et al., 2010). Se realizdé un estudio de la
actividad antimicrobiana de cinco partes de la planta de M. oleifera contra tres
bacterias Gram-negativas (E. coli ATCC 25922, Shigella flexneri ATCC 12022,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), dos Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes INCAP 8700200) y su actividad
antifangica contra C. albicans. Hubo una inhibicién positiva del extracto de las
semillas al 56°C contra P. aeruginosa e idem hubo una inhibicién positiva del
extracto de las semillas al 56°C contra S. aureus pero no hubo ninguna inhibicién
gue sea del extracto de las semillas y/o del jugo de las hojas de M. oleifera contra
E. coli ATCC 25922 (Céceres et al., 1990). Igual en el articulo (Antibacterial and
antifungical activity of Indonesian ethnomedical plants) publicado por Goun et al.,
(2003) con extracto metanolico y de clorhidrato de etanol de las semillas de M.
oleifera ningun de los dos extractos inhibi6 E. coli (Goun et al., (2003). Un estudio
de comparacién de la actividad antimicrobiana relativa de extractos de semillas
contra bacterias (Pasteurella multocida, E. coli, B. subtilis y S. aureus) y hongos
(Fusarium solani y Rhizopus solani) revelé que P. multocida y B. subtilis fueron
las cepas mas sensibles, y su actividad fue influenciado por cationes (Na, K, Mg
y Ca 2 +) (Jabeen et al., 2008). Otro estudio muestra la habilidad de una proteina
recombinante (MO2.1) con una capacidad floculante de arcilla y bacterias
(Paenibacillus) expresando niveles de floculacion por medio de microscopia
electrénica, asi como también muestran la aglomeracion de montmorillonita y
floculacion de Paenibacillus por accién de la proteina floculante de M. oleifera
(Broin et al.,, 2002). De las semillas se extrae un floculante natural tipo
polielectrolito con funcion aniénica y cationica, el cual sirve para la purificacion de
agua potable y para la sedimentacion de particulas minerales organicas en aguas
residuales. Asimismo es Util en la industria de pulpas y jugos para flocular y
sedimentar fibras, y en la industria cervecera para la sedimentacion de levaduras,
con lo que se elimina la turbidez y le da brillo a la bebida (Gonzéalez et al. 2006).

5.2.1 Capacidad aglutinante de extracto de semillas de M. oleifera
El procesamiento del agua cruda contempla un tratamiento fisicoquimico,

conocido como coagulacion y floculacion. La coagulacion, se define como la
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adicion de sustancias quimicas y la provision de mezcla, para que las particulas y
algunos contaminantes disueltos se aglutinen en particulas mas grandes que se
puedan retirar mediante procesos de remocion de sélidos (Dempsey, 2006). Su
aplicacion incluye la remocién de especies quimicas disueltas y la turbiedad del
agua por adicion de coagulantes quimicos convencionales; ademds, la
coagulacion/floculacion es un paso fundamental en el proceso de tratamiento del
agua, no solamente porque remueve las particulas responsables de la turbiedad
producida por las particulas suspendidas y por el material coloidal, sino porque
también remueve los microorganismos que, a menudo, se adhieren a las
particulas (McCarthy et al., 1989; Antov et al., 2010). El uso de coagulantes a base
de plantas para el tratamiento de aguas turbias data de varios milenios (Sanghi et
al. 2002) y, hasta ahora, los cientificos medioambientales han podido identificar
varios tipos de plantas, para este propdsito. El empleo de materiales naturales
puede minimizar o evitar la importacion de los coagulantes quimicos (Yin, 2010).
Es importante la introduccién de los coagulantes naturales en los procesos de
clarificacion de agua para el consumo humano, como una tecnologia apropiada
ante las condiciones econémicas actuales de Cuba (Mufioz et al., 2008). En este
trabajo el extracto acuoso de M. oleifera demostrd su capacidad aglutinante de
microorganismos por la formacién de grumos y se determiné la cantidad de 2,0 g
de torta de semillas de M. oleifera como la cantidad apropiada para obtener la
capacidad floculante y aglutinante adecuada de torta de semillas de M. oleifera en
un tiempo de 2 horas y una cantidad de 150mL de agua residuales. Se demostré
gue muestras de extracto salino y extracto de agua destillada de proteinas
coagulantes de M. oleifera demostraron una buena actividad coagulante y
actividad bactericida contra E. coli, B. thuringiensis (Kebreab et al., 2005). En un
estudio efectuado sobre la eficiencia del coagulante de las semillas de M. oleifera
(Eficiencia del coagulante de la semilla de Moringa oleifera en el tratamiento de
agua con baja turbidez), determiné que el rendimiento obtenido en cada uno de
los tratamientos donde se utilizé la moringa, ha disminuido la turbidez inicial. Este
efecto se debe a que la semilla presenta el coagulante que forma floculos de los
sedimentos en suspensiéon y no un simple proceso de sedimentacion (Rogelia,
2010). En un estudio se demostro la capacidad coagulante de la harina de semillas
de M. oleifera, estableciendo como dosis Optima 50 mg/L (Ndabigengesere et al.,
1995).
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VI. Conclusiones

El analisis de los resultados obtenidos en el presente estudio y la discusion de los
mismos hace posible concluir que:

1. El extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera no tiene propiedad
antifungica in vitro frente al hongo Rhizoctonia solani, sin embargo
demostré6 su actividad fungicida in vitro inhibiendo el crecimiento de
Stemphylium solani.

2. El extracto de Moringa oleifera posee actividad antibacteriana in vitro vs.
Escherichia coli.

3. Las semillas maceradas de M. oleifera pueden ser ampliamente utilizadas
en la purificacién de aguas residuales con alto contenido de coliformes
totales.

4. Los extractos acuoso de semillas de M. oleifera presentaron poder
aglutinante frente a coliformes totales.
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VIl. Recomendaciones

1. Extender los estudios para determinar con exactitud propiedades
antifingicas y antimicrobianas de las semillas de Moringa oleifera frente a
otros hongos y bacterias.

2. La utilizacién de semillas de M. oleifera es factible para la purificacion de
aguas residuales turbias con alto grado de contaminacion.
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Anexos

1. Actividad fungicida de extracto acuoso de Moringa oleifera.
Lam

Las distancias crecimiento mayor (dc-) y las distancias de crecimiento menores
(dc+) de los hongos Rhizoctonia solani (R. solani) y Stemphylium solani (S. solani)
fueron medidos para comprobado la estimulacion o inhibicion de crecimiento de
los hongos por extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera. Se observara
posteriormente que a partir de las 72 horas el hongo R. solani ha crecido mucho
gue consumié6 toda la superficie de los medios de cultivo (incluyendo el extracto
acuoso de semillas de M. oleifera) de las placas donde esta creciendo. Los
resultados obtenidos del ensayo de inhibicion de crecimiento de hifas/micelios
estan representadas en las tablas siguientes:
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Tabla 1: distancias de crecimiento (dc) de los hongos R. solani y S. solani a las 24
horas de siembra con las distintas diluciones y el control.

Dilucién Replica R. solani R. solani S. solani S. solani
dc- dc+ dc- dc+
Extracto puro R1 2,4 2,0 0,9 0,8
R2 1,9 1,9 0,9 0,9
R3 1,9 1,9 0,9 0,9
R4 1,9 1,9 0,9 0,9
R5 1,9 1,9 0,9 0,9
1/2 R1 2,9 29 11 11
R2 2,2 2,2 0,9 11
R3 2,4 2,4 0,9 0,9
R4 2,6 2,6 0,9 11
R5 2,4 2,9 0,9 0,9
1/4 R1 2,1 2,7 0,9 0,9
R2 2,2 29 0,9 1,0
R3 2,0 19 0,9 0,9
R4 2,9 29 1,1 11
R5 2,9 2,0 11 11
1/8 R1 2,8 2,8 0,7 0,9
R2 2,2 2,1 0,8 0,9
R3 2,0 24 0,9 11
R4 2,5 2,5 1,3 0,9
R5 2,9 24 1,1 0,9
Control R1 1,9 2,1 0,9 0,7
R2 19 2,5 1,0 1,0
R3 2,4 29 0,9 1,0
R4 1,9 1,9 1,0 0,9
R5 2,3 2,3 0,9 1,0
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Tabla 2: distancias de crecimiento de los hongos Rhizoctonia solaniy Stemphylium
solani a las 48 horas de siembra con las distintas diluciones y el control.

Dilucién Replica R. solani R. solani S. solani S. solani
dc- dc+ dc- dc+
Extracto puro R1 6,4 7,0 15 1,6
R2 7,2 6,5 1,5 1,7
R3 6,5 7,0 1,5 1,8
R4 6,5 7,0 1,6 1,6
R5 6,8 7,0 1,5 1,8
1/2 R1 7,0 6,5 2,0 1,9
R2 7,0 6,9 1,8 1,9
R3 6,8 7,2 1,6 1,7
R4 6,3 7,0 1,8 2,0
RS 7,5 6,8 1,6 1,9
1/4 R1 6,5 6,9 1,7 19
R2 6,5 7,2 1,6 1,6
R3 6,4 6,5 1,9 2,1
R4 6,9 6,5 1,6 1,7
R5 6,6 6,5 1,7 1,6
1/8 R1 6,4 7,0 2,0 1,9
R2 6,9 7,0 2,1 2,0
R3 6,7 7,0 1,0 1,4
R4 6,7 7,2 2,1 1,5
R5 6,8 7,4 1,5 2,1
Control R1 8,4 7,4 1,9 1,5
R2 7,9 7,7 1,3 1,3
R3 7,5 7,3 1,6 1,7
R4 6,6 7,0 1,8 1,7
R5 7,1 7,4 1,1 1,6
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Tabla 3: distancias de crecimiento del hongo Stemphylium solani alas 72 horas de
siembra con las distintas diluciones y el control.

Dilucién Replica S. solani dc- S. solani dc+
Extracto puro R1 2,2 2,9
R2 24 2,4
R3 2,2 2,5
R4 2,2 2,2
R5 2,1 2,6
1/2 R1 2,1 2,6
R2 2,2 2,3
R3 2,1 2,4
R4 2,3 2,7
R5 2,0 2,3
1/4 R1 2,2 2,4
R2 1,8 2,0
R3 2,7 2,8
R4 2,1 2,2
R5 2,0 2,0
1/8 R1 2,1 2,0
R2 2,1 2,0
R3 1.3 1,5
R4 2,2 1,6
R5 1,5 2,3
Control R1 3,0 3,0
R2 3,0 3,2
R3 2,2 2,4
R4 2,2 2,0
R5 1,8 2,0
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Tabla 4: distancias de crecimiento del hongo Stemphylium solani a las 96 horas de
siembra con las distintas diluciones y el control.

Dilucién Replica S. solani dc- S. solani dc+
Extracto puro R1 2,5 3,0
R2 2,7 3,0
R3 2,2 2,7
R4 2,0 2,1
R5 2,2 2,4
1/2 R1 2,5 3,0
R2 24 2,7
R3 24 2,6
R4 2,1 2,9
R5 24 2,7
1/4 R1 2,2 2,6
R2 2,2 2,4
R3 2,9 2,9
R4 3,0 3,0
R5 2,3 2,3
1/8 R1 2,2 2,1
R2 2,3 2,1
R3 1,4 1,6
R4 2,3 1,7
R5 1,6 2,4
Control R1 3,0 3,0
R2 3,0 3,0
R3 2,5 2,5
R4 2,3 2,2
R5 2,0 3,0
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2. Muestra de agua utilizada
En las figuras siguientes se puede observar el estercolero de la estacion

experimental zootecnia de la UCLV y la muestra de agua tomada en un frasco
estéril.

A B

Figura 1: A) el estercolero donde se tomo6 la muestra de agua residual, B) frasco de
la muestra de agua residual.

La figura siguiente (figura 2) nos muestra la placa donde se siembro la muestra
de agua residual del estercolero sin dilucion. Se puede observar que crecieron
una cantidad enorme de microrganismos.

Figura 2: placa de la siembra del agua residual pura.
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