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Resumen

Las enfermedades ocasionadas por bacterias fitopatdgenas en la agricultura causan
grandes pérdidas econdmicas en la produccion de cultivos, los productos quimicos
son los métodos de control mas usados, sin embargo, el uso inadecuado de estos
productos genera dafios ambientales, debido a esto se buscan alternativas que sean
eficaces y amigables con el medio ambiente en el control de enfermedades
fitopatogenas. El objetivo de este presente trabajo fue evaluar la actividad
antibacteriana in vitro de los extractos hidroalcoholicos de Ricinus communis y Tagetes
erecta. Se realizaron extractos hidroalcoholicos, a partir de tejidos como hoja y flor
de R. communis y T. erecta por la técnica de maceracion. La actividad antibacteriana
se determind por medio de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Minima Bactericida (CMB), asi mismo se evalud el efecto alelopatico
con el ensayo de germinacion, el contenido de fenoles totales por el método de Folin-
Ciocalteu, flavonoides totales por la técnica colorimétrica de cloruro de aluminio y
la actividad antioxidante por el método de DPPH al extracto que mostré una CMB
mas baja contra las bacterias evaluadas. Los resultados obtenidos indicaron que los
cuatro extractos evaluados tienen efecto bactericida, sin embargo, el extracto que
mostré una CMB mas baja fue el extracto de R. communis hoja (0.39 mg/ml) contra
X. campestris, siendo este extracto al que se le determino el efecto alelopatico, el
contenido de fenoles totales, el contenido de flavonoides totales determinando un
contenido de fenoles totales de 168.8 mg EAG g extracto y flavonoides totales de
214 mg EQ g extracto seco y la actividad antioxidante aproximadamente de 28.34
ug/mL. En conclusidn, los extractos hidroalcohodlicos de R. communis y T. erecta
pueden ser una alternativa para el control de bacterias fitopatogenas ya que su efecto

es bactericida.

Palabras clave: Extractos hidroalcohodlicos, Ricinus communis, Tagetes erecta,
Actividad antibacteriana, tamiz fitoquimico, actividad antioxidante, efecto

alelopatico.



Abstract

Diseases caused by phytopathogenic bacteria in agriculture cause great economic
losses in crop production, chemical products are the most used control methods,
however, the improper use of these products generates environmental damage,
because of this, alternatives that are effective and environmentally friendly in the
control of phytopathogenic diseases are sought. The aim of this study was to
evaluate the in vitro antibacterial activity of hydroalcoholic extracts of Ricinus
communis and Tagetes erecta. Hydroalcoholic extracts were made from tissues such
as the leaf and flower of R. communis and T. erecta by the maceration technique. The
antibacterial activity was determined by means of the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC), as well
as the allelopathic effect with the germination assay, the content of total phenols by
the Folin-Ciocalteu method, total flavonoids by the colorimetric technique of
aluminum chloride and the antioxidant activity by the DPPH method to the extract
that showed a lower MBC against the bacteria evaluated. The results obtained
indicated that the four extracted have a bactericidal effect, however, the extract that
showed a lower MBC was the extract of R. communis leaf (0.39 mg/ml) against X.
campestris, being this extract to which the allelopathic effect, the content of total
phenols, the content of total flavonoids were determined, determining a content of
total phenols of 168.8 mg EAG g™ dry extract and total flavonoids of 214 mg EQ g™
dry extract and antioxidant activity of approximately 28.34 ug/mL. In conclusion,
hydroalcoholic extracts of R. communis and T. erecta may be an alternative for the

control of phytopathogenic bacteria since their effect is bactericidal.

Keywords: Hydroalcoholic extracts, Ricinus communis, Tagetes erecta, Antibacterial

activity, phytoquimic screening, antioxidant activity, allelophatic effect.



1. Introduccion

Los extractos vegetales son una mezcla compleja de sustancias producidas por las
plantas (Chu et al., 2017) que se obtienen a partir de sus drganos, como hojas, flores,
tallos, raices y frutos. La utilidad de los extractos se enfoca por la presencia de
compuestos activos, los cuales forman parte de las estrategias defensivas de las
plantas (Celis et al., 2008). Para su extraccion se utilizan diversos métodos como la

infusion, maceracidn o destilacion, entre otros (Soto y Rosales, 2016).

Las plantas realizan un conjunto de reacciones quimicas conocido como
“metabolismo”. Este proceso se divide en dos tipos: El metabolismo primario,
implicado con las funciones esenciales y fundamentales para la vida celular de las
plantas, y el metabolismo secundario, que se encarga de producir y almacenar
compuestos para las funciones complementarias de supervivencia de la planta
frente a los factores bioticos y abioticos, tales como la defensa contra depredadores
y patogenos y la adaptacion ante el estrés ambiental (Azcén-Bieto y Talon, 2003;
Lustre, 2022).

A partir del proceso de metabolismo secundario los compuestos que se generan son
conocidos como metabolitos secundarios o fitoquimicos. Estos productos se
sintetizan en pequefias cantidades y su produccion estd restringida a un
determinado género de plantas, familia o especie. Su biosintesis natural depende de
la fisiologia y la fase de desarrollo de la planta (Gil-Chavez et al., 2013). En funcion
de su origen biosintético, estos metabolitos se clasifican como terpenoides, fenoles y
alcaloides (Havlicek y SpiZek, 2014).

Los terpenos son compuestos quimicos organicos que se encuentran en una amplia
variedad de plantas, son responsables de los aromas y sabores de muchas plantas y
son utilizados en la industria de la perfumeria y la alimentacion. La caracteristica
principal de su composicion es la presencia de carbén e hidrogeno, y su estructura

consiste en unidades de isopreno (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Dentro de sus funciones principales en las plantas como pigmentos fotosintéticos

(carotenoides), reguladores de crecimiento y desarrollo (fitohormonas), en la



glicosilacion de proteinas o como elementos estructurales y funcionales de la
membrana celular, estdn implicados en la proteccion contra el estrés abiotico e

interacciones bidticas (Gonzalez et al., 2018).

Los compuestos fendlicos también conocidos como fenoles o polifenoles son una
clase amplia de compuestos quimicos que se caracterizan por sus propiedades
antioxidantes y tienen varias aplicaciones y beneficios en la agricultura, tanto en la
proteccidn de las plantas como en la mejora de la calidad de los cultivos o proteccion

contra patdgenos (Azcén-Bieto y Taldn, 2008).

En la planta, los compuestos fendlicos ayudan en el crecimiento, reproduccion de las
plantas, y como agentes protectores frente a patoégenos, siendo producidos como

mecanismo de defensa (Martinez-Valverde et al., 2000).

Los alcaloides son compuestos quimicos y biolégicamente muy heterogéneos. Se
utilizan en la agricultura como alternativa de repelente contra herbivoros y

microorganismos (Zamora-Natera et al., 2008).

En este sentido, las plantas son fuente amplia de una amplia variedad de metabolitos
secundarios. Se han identificado 50,000 compuestos hasta la fecha (Lustre, 2022).
Destacan por su produccion de metabolitos secundarios las plantas de la familia
Asteraceae, Fabaceae, Laminaceae, Rutaceae y las Euphorbiaceae, de las cuales
algunas producen compuestos con propiedades de interés medicinal, alimentario,
industrial y agricola. Las Asteraceae y Euphorbiaceae, en particular, son conocidas
por producir una variedad de metabolitos secundarios (Spinola y Castilho, 2017;
Hernandez-Pérez et al., 2022).

R. communis L. es una planta exética originaria de Africa, de la familia
Euphorbiaceae (Steinmann, 2002). En esta planta se han identificado flavonoides y
alcaloides que se encuentran en las semillas, hojas y frutos. Estas sustancias tienen
propiedades insecticidas (Ramos-Lopez et al., 2010), antibacteriana y antifingica
(Abd-Ulgadir et al., 2015).

T. erecta L. es una planta nativa de México, pertenece a la familia de las Asteraceas

(Rodriguez-Acosta et al., 2010; Villavicencio-Nieto et al., 2010). En hojas y flores se



han identificado mas de 50 metabolitos secundarios (Burlec et al., 2021) que incluyen
compuestos fenolicos como acido galico, ferulico, sindpico y flavonoides como
quercetina y rutina (Kaisoon et al., 2011; Devika y Koilpillai, 2015), mostrando
actividad antifangica (Du et al, 2017), antioxidante (Huang et al., 2022) y
antibacteriana (Zaher et al., 2023).

Adicionalmente, en la agricultura, los metabolitos secundarios de algunos extractos
vegetales tienen aplicacion en el control de organismos fitopatdgenos, como las
bacterias, ya que se aprovecha la naturaleza de sus funciones en la planta productora
que permite la defensa quimica contra otros organismos del medio que la rodea, y
tiene potencial para convertirse en una nueva generacion de bioproductos para su

uso agricola (Godlewska et al., 2021).

Algunas bacterias fitopatégenas como los géneros Clavibacter, Pseudomonas,
Xanthomonas, causan graves pérdidas en la produccion de hortalizas de importancia
comercial durante el crecimiento de las plantas, maduracién en campo y en

postcosecha.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis es una bacteria causante del cancro
bacteriano en jitomate, provoca el manchado de hojas, tallos y frutos, asi como
marchitez del follaje, las manchas son rodeadas de un halo blanco, similar a un ojo
de pdjaro. En etapas avanzadas la planta se marchita y colapsa, los dafos que
pueden causar la reduccion de la cantidad y calidad del producto teniendo un efecto
devastador, actualmente es una de las enfermedades mds temidas y destructivas en

este cultivo (Balestra et al., 2009).

Pseudomonas syringae pv. tomato es causante de la peca bacteriana en jitomate,
afectando cualquier parte de la planta. En las hojas se forman manchas pequefias
mas o menos circulares de color café claro o negro y generalmente se encuentran
rodeadas de un halo amarillento pequefio en las primeras etapas y mas notorio
conforme avanza la enfermedad. Esta bacteria es capaz de reducir notablemente la
calidad de la produccion provocando deformacion en frutos y la caida de las flores

reduciendo las cosechas hasta un 75 % (Preston, 2000; Rodriguez, 2010).



Xanthomonas campestris es causante de la mancha bacteriana, causa la pudricion
negra o mancha en “V” en Brassicaceae, cucurbitaceae y Solanaceae como el repollo,
mostaza blanca, calabaza, pepino, jitomate y pimiento, reduciendo su produccion en

un 50 % (Carrillo-Fasio et al., 2001).

La epidemiologia de estas bacterias fitopatogenas es que se transmite por semillas
que se contamina durante la extraccion. El indculo se puede encontrar tanto en el
interior como exterior de la semilla o en suelos y puede sobrevivir por largos
periodos de tiempo y en lugares con una humedad relativa superior al 80 % y

temperaturas entre los 26-32 °C (Navarrete-Maya et al., 2014).

Algunas medidas que se utilizan para control de estas enfermedades es la
integracion de practicas culturales, control quimico (Esquivel-Cervantes et al., 2022)

y uso de variedades resistentes, semillas libres de patdgenos.

Aunque si la enfermedad se encuentra en estado avanzado se puede recurrir al uso
de productos quimicos, actualmente, se comercializan bactericidas con diferentes
ingredientes activos a diferentes concentraciones entre los que destacan los
derivados de cobre y antibidticos de los cuales podemos encontrar Kanamicina a
0.308 mg/mL, Estreptomicina a 0.115 mg/mL, Gentamicina a 0.049 mg/mL,
Clorohidrato de oxitetraciclina a 0.029 mg/mL, sin embargo, el uso repetitivo de
estos productos puede inducir la tolerancia (Griffin et al., 2017) o resistencia de las

bacterias fitopatogenas (Morales-Ubaldo et al., 2021).

Frente a esta situacidn, la investigacion cientifica esta orientada a la busqueda de
compuestos activos efectivos contra los patdgenos y a la vez mas amigables con el
medio ambiente, el ser humano y que no generen resistencia entre los
microorganismos. Una de las alternativas son los metabolitos secundarios de
extractos vegetales con caracteristicas bactericidas, biodegradables y asequibles, que

aprovechen las mismas caracteristicas adaptativas de defensa de las plantas.

Los productos vegetales pueden utilizarse en diversas formas: a) Estado natural:
entero, fragmentos, polvos o como infusion, productos de decoccion, macerados, o
b) preparados (extractos, tinturas) que sean mas faciles de usar y de bajo costo (Suteu
et al., 2020).



Para usar los extractos vegetales en el control de plagas o microorganismos
fitopatogenos, se requiere una serie de estudios para conocer si tiene un efecto
negativo en los cultivos en los que se desea aplicar, ya que puede presentarse un

efecto alelopatico.

La actividad alelopatica es un fendmeno que se debe a la liberacién de metabolitos
secundarios producidos por las plantas (Blanco, 2006) que tienen -efectos
perjudiciales o benéficos sobre otros organismos (Acciaresi y Asenjo, 2003). Los
metabolitos secundarios son capaces de inhibir la germinaciéon de especies
competitivas. Para evaluar el efecto alelopatico de un extracto vegetal se realizan
ensayos de germinacion, que consisten en determinar el porcentaje de germinacion

(Carvalho et al., 2022).

En este trabajo se realizo la evaluacion de la actividad antibacteriana, el efecto
alelopatico y actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos de R.
communis L. y T. erecta L., asi como la determinaciéon del contenido de algunos

compuestos.



2. Antecedentes

2.3. Ricinus communis L.

R. communis es una planta exdtica originaria del Africa, conocida como higuerilla, se
encuentra ampliamente distribuida en México, predominantemente en las regiones
aridas y semidridas, se puede encontrar al lado de carreteras y en terrenos baldios
(Salihu et al., 2014).

2.3.1. Descripcion de morfoldgica R. communis

R. communis es una panta herbdcea alta, arbustiva hasta de 6 m de alto, tallo
engrosado, peciolo largo, de hojas grandes palmadas y lobuladas, de flores
masculinas pequenas en paniculas terminales de 6-12 mm y flores femeninas en la
punta, el fruto ovoide de 4-8 mm (Rodriguez-Acosta et al., 2010; Raya-Pérez et al.,
2016).

2.3.2. Clasificaron taxonémica R. communis
R. communis pertenece a la familia Euphorbiacea, y su clasificacion taxondémica se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de R. communis

Taxonomia
Reino Plantae
Phylum Magnoliopshyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malpighiales
Familia Euphorbiaceae
Genero Ricinus
Especie Ricinus communis L.

2.3.3. Usos agricolas R. communis
El uso de R. communis en la agricultura ha sido reportado por varios investigadores,
esta planta se ha usado para el control de plagas y enfermedades en los cultivos por

los metabolitos secundarios que hay en ella. Ademas, se utiliza para la proteccion de



las riberas de los rios y en pendientes (Raya-Pérez et al., 2016; Rodriguez-Acosta et
al., 2010).

Con relacion al estudio de los metabolitos secundarios de R. communis, presentan
sustancias quimicas con efectos nematicidas, ya que los extractos cetonicos de R.
communis mostraron efecto nematicida entre 73 % y 89 % sobre Radopholus similis a

concentraciones del 100 % (Arboleda et al., 2012).

Guevara et al., (2015) evaluaron la actividad insecticida sobre Bemisia tabaci (mosca
blanca) de hojas jovenes y maduras de R. communis en diferentes concentraciones
(30, 20 y 10 % v: v), determinando que los extractos de hojas jovenes de R. communis
a concentraciones de 10 y 15 % mostré los mejores resultados de mortalidad de 82.4
y 79.8 % respectivamente a las 120 h en comparacion de los extractos de hojas

maduras.

2.3.4. Actividad antibacteriana R. communis
Los extractos acuosos e hidroalcohodlicos de R. communis muestra actividad

antibacteriana contra cepas bacterianas patogenas como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Actividad antibacteriana de R. communis y algunos compuestos aislados y

evaluados contra bacterias

Planta Organo solvente Metabolitos  Patdgenos Autor
de la secundarios  Evaluados
planta

Agua Terpenoides:  Escherichia Vandita, P.
Metanol Esteroide, coli  (Gram- etal.,2013
Glucosidos positiva)
cardioténicos  Bacillus

Fenol: subtilis
taninos (Gram-
R. communis Hoja Flavonoides  negativa)
Metanol Terpenoides: E.coli (Suurbaar et
Saponinas Staphylococcus  al., 2017)
Fenol: aureus
taninos Candida

Flavonoides  albicans




Alcaloides Pseudomonas

aeruginosa

Etanol:  Terpenoides: - (Maldonado
Agua Esteroide y Santoyo vy
90:10 Saponinas Morales,
Metanol Fenol: Tanino 2022)

Flavoniodes:

quercetina

miricetina

kaempferol

2.3.5. Efecto alelopatico de R. communis

El efecto alelopatico de R. communis se conoce muy poco, Islam y Kato-Noguchi
(2013) determinaron el extracto acuoso y metanodlico de R. communis inhiben la
germinacion en berro, lechuga, alfalfa y pastos de corral en concentraciones 30, 100

y 300 mg/mL.

2.4 Tagetes erecta L.

T. erecta, es una planta nativa de México, conocida como cempasuchil, se presenta
en estado silvestre. En México esta planta se cultiva principalmente en 20 municipios
distribuidos en los estados de Puebla, Guerrero, Hidalgo, Oaxaca y San Luis Potosi.
Puebla es el principal productor con un 77 % de la produccion nacional; anualmente
se cosechan alrededor de mil 900 hectdreas de cempastchil en México, con una

produccion media de mas de 15 mil toneladas al afio (SAGARPA, 2018).

T. erecta L. es una planta utilizada desde la antigiiedad con diferentes propdsitos en
la medicina y la agricultura. Las hojas son utilizadas como agente antiséptico, para
los trastornos de los rifiones y los dolores musculares. Las flores se usan en procesos
febriles, problemas epilépticos, estomacales, trastornos en el higado, para eliminar
la sarna y también en tratamiento de enfermedades oculares (Camacho-Campos et
al., 2019). Asi mismo se usa para curar heridas, contra inflamaciones, combate el

empacho, y se utiliza como laxante (Rodriguez-Acosta et al., 2010).
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2.4.1. Descripcion morfoldgica T. erecta
T. erecta es una planta herbacea anual, que puede medir entre los 50 0 120 cm, tiene
hojas pinadas de casi 20 cm con 11-17 foliolos angostos y dentados, con flores de

color amarillo, naranja o rojo agrupadas en inflorescencias solitarias (Rodriguez-

Acosta et al., 2010).

2.4.2. Clasificaron taxonomica T. erecta
T. erecta es una especie de la familia Asteraceae.; en el estado de Hidalgo se pueden

encontrar ocho especies de Tagetes, en las cuales se encuentra T. erecta (Villavicencio-
Nieto et al., 2010).

Tabla 3. Clasificacion taxonomica de T. erecta

Taxonomia
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Genero Tagetes
Especie Tagetes erecta L.

2.4.3. Usos agricolas T. erecta
El extracto de hojas de T. erecta mostré inhibicion del crecimiento micelial de A. porri,

A. solani, C. fulvoum y C. beticola en condiciones in vitro (Pupo et al., 2007).

2.4.4. Actividad antibacteriana T. erecta

Los tipos de metabolitos secundarios encontrados en extractos de hojas y flores de T.
erecta muestran gran versatilidad para su uso en la medicina humana y animal,
debido a la presencia de flavonoides, terpenoides y taninos que han sido referidos
como agentes terapéuticos con diversas propiedades bioldgicas Tabla 4 (Camacho-
Campos et al., 2019).
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Tabla 4. Actividad antibacteriana de T. erecta y sus metabolitos secundarios

Planta ~ Organo solvente Metabolitos  Patégenos Autor
de la secundarios  Evaluados
planta
Staphylococcus Camacho-
Terpenoides: aureus Campos et al,
Glucosidos Staphylococcus 2019
Etanol:  cardioténicos epidermidis
T.erecta Hoja agua Fenol: Taninos, E. coli
90:10 Cumarinas Klebsiella
Flavonoides pneumoniae

2.4.5 Efecto alelopatico de T. erecta

Seguin Camacho-Campos et al., 2019 T. erecta contiene entre sus metabolitos

secundarios: flavonoides, terpenoides, antocianinas, taninos, antroquinonas,

glucosidos cardiotdnicos, flabataninos, esteroides, cumarinas y emodinas.
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3. Justificacion

Actualmente la agricultura moderna es caracterizada por el uso excesivo de
agroquimicos provocando una sucesion de problemas de tipo econdmico, social y

ambiental.

Los microorganismos fitopatdgenos son algunos de los responsables de las pérdidas
economicas durante el crecimiento de las plantas, desarrollo, maduracion en campo
y el manejo postcosecha, lo que disminuye su produccion y calidad por lo que su

control es muy importante en la produccion agricola.

El principal método para el control de bacterias fitopatdgenas en los cultivos es el
control quimico; sin embargo, el uso inadecuado en cantidad y del modo de
exposicion de estos productos, han generado problemas de salud publica, y que
impactan negativamente al medio ambiente, contaminando el agua, suelo y
atmosfera. Ademas, las bacterias fitopatogenas generan resistencia a los antibioticos

comerciales, por esto se requieren nuevas alternativas con menor impacto ambiental.

En los ultimos afios se han reportado diversos extractos vegetales que tienen
actividad antimicrobiana debido a la presencia de compuestos fitoquimicos, esta
actividad ha sido comparable a los productos quimicos sintéticos que se utilizan
para el control de las bacterias fitopatdgenas, y ofrecen una alternativa en el control

de bacterias fitopatogenas.

La aplicacion de extractos vegetales para el control de organismos fitopatdgenos se
puede realizar directamente en plantas y semillas, sin embargo, al contener una
diversidad de compuestos quimicos, se requiere el estudio del efecto alelopatico

para conocer si hay un efecto negativo.

Por tanto, en este trabajo se evalud la actividad antibacteriana de extractos
hidroalcohodlicos de R. communis y T. erecta actividad antioxidante y el efecto
alelopatico en semillas de Brassica oleracea var. capitata, Solanum lycopersicum y
Cucurbita pepo, que permitird proponer la utilizacion de los extractos vegetales en un
futuro como productos para el control de bacterias fitopatdgenas, siendo una

alternativa que podria sustituir a los productos quimicos.
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4. Objetivo

4.1. Objetivo general
Evaluar la actividad antibacteriana contra organismos fitopatogenas, asi como el
efecto alelopatico in vitro de extractos hidroalcohdlicos de R. communis L. y T. erecta
L. sobre semillas de interés agricola para relacionarlo con el analisis cualitativo y

cuantitativo de metabolitos secundarios en los extractos.

4.2. Objetivos especificos
1. Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos hidroalcoholicos
de R. communis y T. erecta contra Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Pseudomonas syringae pv. tomato y Xanthomonas campestris.
2. Evaluar la actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas a partir del
extracto con mejor actividad.

3. Evaluar efecto alelopatico in vitro del extracto con mejor actividad
antibacteriana, en la germinacion de semillas de Brassica oleracea var. capitata,
Solanum lycopersicum y Cucurbita pepo.

4. Determinar el contenido de algunos metabolitos secundarios y la capacidad
antioxidante del extracto hidroalcohdlico con la mejor actividad

antibacteriana.
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5. Hipotesis
5.1. Hipodtesis alternativa

Los extractos hidroalcoholicos de R. communis y T. erecta contienen metabolitos

secundarios que presentan actividad antibacteriana.

5.2. Hipotesis nula

Los extractos hidroalcoholicos de R. communis y T. erecta contienen metabolitos

secundarios que no presentan actividad antibacteriana.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Obtencion del Extracto

6.1.1. Colecta e identificacion del material vegetal

Se recolectd R. communis en el municipio de Tulancingo de Bravo, Hidalgo 20° 3' 3"
Lat. N, 98° 22" 29" Long. O en el mes de diciembre del 2022 y para T. erecta se realizo
la colecta en el municipio de Tezontepec de Aldama, Hidalgo 20° 9' 7.074" Lat. N,
99°19' 27.9006" Long. O en el mes de mayo del 2022. La identificacion de las plantas
se consulto en el herbario del Centro de Investigaciones Bioldgicas de la Universidad

Autonoma del Estado de Hidalgo.

6.1.2. Técnica de extraccion

Para la obtencién del extracto se realizd con la metodologia reportada por Rivero-
Pérez et al. 2019. Las plantas colectadas de R. communis y T. erecta fueron lavadas
con agua corriente y destilada. Se separaron por hojas y flores y después se secaron
extendidas en papel a temperatura ambiente por siete dias y luego en estufa de
secado a temperatura de 45 °C por 24 h, hasta lograr un peso seco constante. El tejido

se triturd en un molino eléctrico.

Para la obtencidn de extracto se utilizo la técnica de maceracion utilizando 100 g de
material vegetal de R. communis tlor, R. communis hoja, T. erecta flor y T. erecta hoja
en solucion hidroalcohdlica Agua:MeOH (70:30 v/v), a temperatura ambiente en
ausencia de luz durante 48 h. Transcurrido el tiempo de maceracién, el extracto
liquido se filtr6 mediante papel filtro (Whatman ® 42) dos veces con la finalidad de
eliminar la mayor parte posible del material vegetal. El liquido residual obtenido se
concentrd en un rotavapor a presion reducida (Biichi R-250, Flawil, Switzerland). El

extracto resultante fue conservado en refrigeracion hasta su posterior evaluacion.

La determinacion del rendimiento de cada uno de los extractos se calculd de acuerdo

Mesa-Vanegas et al., (2015) utilizando la siguiente férmula:

o Peso del extracto seco
% Rendimiento del extracto :P 7 roridl Tal 100
eso de material vegetal seco
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6.1.3. Prueba de solubilidad y esterilidad

Previo a la evaluacion de los extractos se determind la solubilidad de estos. Para ello
se pesaron 20 mg de cada extracto en viales estériles y se mezclaron con 1 mL de
caldo nutritivo estéril (BD Bioxon), Metanol al 10 % y Dimetil Sulféxido (DMSO) 15
%, hasta la completa solubilizacion de la muestra, una vez determinado el tipo de
solvente adecuado para el extracto se realizd prueba de esterilidad, donde se
tomaron 10 uL de cada solucidn y se inocularon en agar Mueller Hinton (BD Bioxon,

Heidelberg, Germany) y posteriormente se incubaron a 26 °C durante 24 h.

6.2. Actividad antibacteriana
La actividad antibacteriana se determindé mediante la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de acuerdo con las

especificaciones de CLSI (2012) y a lo publicado por (Zaragoza-Bastida et al., 2020).

6.2.1. Cepas bacterianas

Se utilizaron cepas de C. michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv. tomato y
X. campestris donadas por el laboratorio de Bacteriologia del Area de Académica de
Medicina Veterinaria y Zootecnia del Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAp) de

la UAEH, las cuales fueron mantenidas en crioconservacion a —70 °C.

Las cepas C. michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv. tomato y X. campestris
fueron reactivadas en Agar Miiller Hinton (BD Bioxon, Heidelberg, Germany), por
medio de la técnica de estriado simple con la finalidad de obtener colonias aisladas.
Se llevaron a incubacion a 26 °C durante 24 h y posteriormente se corrobord su

morfologia y pureza de las cepas por medio de la tinciéon de Gram.

Una vez confirmada la morfologia y pureza de cada bacteria, estas fueron inoculadas
en caldo nutritivo (BD Bioxon), el cual fue incubado en agitacion constante a (70
rpm) a 26 °C por 24 h. Transcurrido este tiempo, el indculo se ajusté con caldo
nutritivo al 0.5 del patron de turbidez de McFarland (Remel, R20421, Lenexa. KS,
USA), que corresponde a 150 x 10° UFC/mL.

6.2.3. Concentracion Minima Inhibitoria
Para determinar de CMI se utilizé el método de microdilucién en placa, las

concentraciones: 2.73, 5.46, 10.93, 21.87, 43.7, 87.5, 175 y 350 mg/mL, las evaluaciones
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se realizaron por triplicado, se colocaron 100 uL de cada una de las diluciones mas
10 pL de suspension de células bacterianas previamente ajustada a 0.5 de
McFarland. Una vez realizada la inoculacion la placa se incub6 a 26 °C durante 24 h
a 70 rpm en agitacion constante. El control positivo fue Kanamicina a
concentraciones de 1, 2.0, 4.0, 8.0, 16, 32, 64 y 128 ug/mL, y como control negativo se

utilizd caldo nutritivo estéril.

Para determinar el punto final de la CMI se emple6 un método colorimétrico basado
en el uso de sales de tetrazolium (Sigma-Aldrich18377). Una vez transcurrido el
tiempo de incubacion se agregaron 20 pL de una solucion al 0.04 % (w/v) de p-
iodonitrotetrazolium en cada pozo, la placa se incubd a 26 °C por 30 min y se realizo
la lectura, determinando la CMI como aquella concentracion a la cual la solucion

vird a rosa.

6.2.4. Concentracion Minima Bactericida

Para determinar la CMB, previamente a la adicion del p-iodonitrotetrazolium, se
tomaron 5 pL de muestra de cada pozo y fueron inoculados en agar Mueller Hinton
(DIBICO). Las cajas se incubaron a 26 °C durante 24 h trascurrido ese tiempo de
incubacion se verifico el crecimiento de las bacterias y se determind la CMB aquella
concentracion a la cual no se observo crecimiento bacteriano (Kaewpiboon et al.,
2012).

Para determinar el efecto antibacteriano se dividio la CMB y CMI si el resultado es
mayor que cuatro (<4) el efecto es bacteriostatico y si es menor o igual a cuatro (>4)

el efecto es bactericida (Rangel et al., 2020).

6.3. Cromatografia liquido-liquido

El extracto que presenté una mejor actividad antibacteriana en referencia a la
concentracion mas baja obtenida de los ensayos de CMB se someti6 a una biparticion
mediante la técnica de cromatografia liquido-liquido. El extracto se disolvié en agua
destilada. Por cada gramo de extracto se agregaron 10 mL de agua, una vez disuelto,
este se mezcld con acetato de etilo (AcOEt) en una relacion Agua:AcOEt (2:6), con la

finalidad de obtener dos fracciones: la fraccion acuosa y la fraccion organica
(fraccion de AcOEt).
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El solvente de ambas fracciones se evaporo y se recuperd mediante destilacion a
presion reducida (Biichi R-300, Flawil, Switzerland), ambas fracciones fueron

sometidas a evaluacion de actividad antibacteriana.

6.4. Efecto alelopatico
Se evalu¢ el efecto alelopatico de acuerdo con la metodologia descrita por (Saddige

et al., 2020) del extracto con mejor actividad antibacteriana.

Se realiz6 un ensayo in vitro en germinacion de semillas de jitomate, col y calabaza.
Las semillas se desinfectaron superficialmente en una solucion de hipoclorito de
sodio (NaClO) al 1 % durante 3 min, seguido de tres lavados con abundante agua
destilada estéril durante 10 min antes de su uso. Posteriormente, se colocaron las
semillas esterilizadas dentro de una placa petri con una capa de papel filtro estéril
humedecido con 5 mL de cada extracto en diferentes concentraciones 0, 0.46, 0.93,
1.87,3.75,7.5,15, 30 y 60 mg/mL. Posteriormente, se incubaron a temperatura de 25
+2 °Cpor 8 dias. Se calculd el porcentaje de germinacion de semillas para determinar
la concentracién efectiva media (CEso). Se hicieron recuentos diarios, por un periodo
de 8 dias y se eliminaron las semillas germinadas; se consideraron germinadas las

semillas que presentaron raiz primaria igual o mayor de 2,0 mm.

6.5. Determinacion cualitativa de compuestos

Se realizo6 una prueba de tamiz fitoquimico para determinar cualitativamente
compuestos como: fenoles, quinonas, saponina, taninos condensados y compuestos
fenolicos, de acuerdo con la metodologia descrita por (Chigodi et al., 2013; Bermejo
de Zaa et al., 2014; Duenas-Deya et al., 2020; Surco-Laos et al., 2022; Morales-
Ventura, 2022). Para el analisis de los resultados cualitativos se utilizé un sistema de

cruces, para especificar la presencia o ausencia de los compuestos.

6.5.1. Determinacion de flavonoides por ensayo de Shinoda

Este ensayo permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto vegetal, el
ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo,
naranja, carmelita o rojo intenso en todos los casos. En un tubo de ensayo con 5 mg

de extracto seco, se anadio acido clorhidrico (HCl) concentrado, mas trozos de cinta
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de magnesio, después de la reaccidn se agrego etanol isoamilico, dejandolo reposar

hasta la separacion de fases.

6.5.2. Determinacion de quinonas por ensayo de Borntrager

Para la determinacion de quinonas se utilizé 5 mg extracto el cual se disolvio en 1
mL cloroformo, posteriormente se agregd 1mL de hidréxido de sodio (NaOH),
hidréxido de potasio (KOH) se agitéo mezclando las fases y se mantuvo en reposo
hasta su separacidn, si la fase acuosa es alcalina (superior) se colorea de rosado a

rojo, el ensayo se considera positivo (+), coloracién rosada (++), coloracion roja (+++).

6.5.3. Determinacion de las saponinas

Las saponinas se determinaron mediante el ensayo de espuma, se mezcld 5 mg de
extracto hidroalcohodlico con 25 mL de agua destilada (1:5) en un tubo de ensayo, se
tapd y agitd durante 5-10 min. La formacion de espuma de 2 mm de espesor como

minimo y una duracién por mds de 2 minutos indica la presencia de saponinas.

6.5.4. Determinacion de terpenoides

Para la identificacion de terpenoides se realizo6 la prueba de Salkowski, para lo cual
se tomaron 5 mL del extracto hidroalcoholico y se le agregaron 2 mL de cloroformo
y 3 mL de &cido sulftrico concentrado. Una coloracion marrdn rojiza es formada en

la interface como sefial de la presencia de terpenoides.

6.5.5. Determinacion de taninos hidrolizables y condensados

La determinacién de los taninos se realizo por la reaccidn del cloruro férrico (FeCls),
para ello se mezcld en un tubo de ensayo 5 mg de extracto seco, se afiadié 1 mL de
agua destilada y dos gotas de FeCls al 2 %. La aparicién de una coloracién azul

indica que se trata de taninos y coloracion verde presencia de taninos condensados.

6.5.6. Determinacion de compuestos fenolicos

Para la determinacion de compuestos fendlicos, se pesaron 5 mg de extracto seco, y
se adiciono 1 mL de etanol al 96 %, mas tres gotas de FeCls en etanol. La aparicion

de una coloracion verdosa corresponde a una reaccion positiva.
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6.6 Determinacion cuantitativa fenoles

6.6.1 Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Para la determinacion del contenido de fenoles, se realizd la preparacién de la
muestra, de la cual se pesaron 100 mg de extracto y se diluyeron en 50 mL de
etanol:agua 1:1, esta solucion se coloco en un bano ultrasénico (Ultrasonic Cleaner,
Mod. 32V118A, Freeport, IL, EE.UU) durante 15 min y se centrifug6 a 10,000 rpm
durante 10 min (Centrifuga Thermo Scientific, Mod.ST 16R, Waltham, MA, EE.UU),

el sobrenadante se utiliz6 para la determinacion de contenido fenolico.

La técnica Folin-Ciocalteau es un método utilizado para medir la concentracion de
fenoles totales solubles de una muestra colorimétricamente, permite el andlisis de
compuestos con anillos aromaticos (fenoles, taninos, ligninas, proteinas, etc.), dando
lugar a una coloracion azul que es determinada con ayuda de un espectrofotometro

a una absorbancia de 760 nm.

Esta metodologia se realiz6 siguiendo los pasos descritos por Waterman y Mole
(1994). Se determino el contenido de fenoles totales, para lo cual se realizd una curva
de calibracion utilizando 4cido galico como patrén, a una concentracion de 100

ug/mL.

Se tomaron 50 uL del sobrenadante de la muestra a la cual se le adicionaran 0.25 mL
del reactivo de Folin-Ciocalteu 1N. Se dejo reposar 5 min y se adiciono 0.75 mL de
carbonato de sodio al 20 %, se agitd y se mantuvo en reposo durante 2 h, se midio la
absorbancia a 760 nm. Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes

de 4cido galico por gramo de extracto seco (mg EAG g extracto seco).

6.6.2 Determinacion de flavonoides

El contenido total de flavonoides se determind de acuerdo con la metodologia
descrita por (Chang et al., 2002; Ribarova et al., 2005; Pourmorad et al., 2006). Se
determino el contenido de flavonoides totales, por la por la técnica colorimétrica de
cloruro de aluminio, para lo cual se realizd una curva de calibracion utilizando

quercetina como patrdn, a una concentracion de 1 mg/mL.
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Para la preparacion de la muestra se prepard una solucion metandlico del extracto a
una concentracion de 0.01 mg/mL se disolvié en metanol, posteriormente se dejé
sonicar por 45 min a 40 °C, seguido de una centrifugacion a 1,000 g por 10 min, se

rescatd el sobrenadante y almaceno en un frasco &mbar hasta su uso.

Se tomaron 600 uL de la solucién metandlico del extracto y se sometié al mismo
tratamiento que a la curva de calibracion. Los resultados se expresaron en
miligramos equivalente de quercetina por gramo de extracto seco (mg EQ g

extracto seco).

6.7 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determino por el método 2,2’-Difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) descrito por (Brand-Williams et al., 1995). Se realizo un curva patréon de
acido ascorbico a una concentracion de 100 mg/mL. Posteriormente se realizd una
solucion metandlica del extracto vegetal de estudio a una concentracién de 1000 pg/
mL de la cual se tomaron 1250 puL y 500 uL de DPPH, la mezcla se homogenizo y se
dejé reposar por 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad para luego medir la
absorbancia con el espectrofotdometro a una longitud de onda de 517 nm. Los
resultados se expresaron como Concentracion Inhibitoria Media (Clso),

mg/equivalente de 4cido ascérbico.

6.8 Analisis Estadistico

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar y un andlisis de varianza (ANOVA),
para analizar los resultados de la actividad antibacteriana las diferencias entre
medias se evaluaron mediante un andlisis estadistico de comparacién de Tukey con

un nivel de significancia del 95 %, usando el programa Minitab version 18.

Adicionalmente, los datos del porcentaje de germinacion del efecto alelopatico se
sometieron a un analisis de confiabilidad supervivencia por analisis Probit, con el
mismo programa estadistico, y para la determinacion de fenoles totales y

flavonoides se realiz6 un andlisis de regresion lineal
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7. Resultados

7.1 Obtencion del extracto
7.1.1. Identificacion de material vegetal
La identificacion de las plantas se realizo en el herbario del Centro de

Investigaciones Biolodgicas de UAEH. Se verifico que las plantas correspondian a R.
communis L. (HGOM-11) y T. erecta L. (HGOM-12).

7.1.2. Rendimiento del extracto
Se determiné que, a partir del total de material vegetal macerado, que fueron 100 g
de peso seco para cada extracto se obtuvieron los siguientes rendimientos (Tabla 5.)

los cuales indican que son estadisticamente diferentes (p < 0.05).

Tabla 5. Rendimiento de los extractos hidroalcohodlicos de R. communis y T. erecta

Extracto Rendimiento %
R. communis flor 16.6 °+ 0.60
R. communis hoja 18.6 2+ 0.36
T. erecta flor 16°+1.73
T. erecta hoja 12<+1

Los valores representan el promedio de tres repeticiones y la desviacion estdndar, diferentes literales
b ¢ en las filas indican diferencias estadisticas significativas en la prueba de Tukey (p < 0.05) entre
extractos.

7.1.1. Prueba de solubilidad y esterilidad
Se determind la solubilidad y esterilidad de los cuatro extractos. Para la prueba de
solubilidad de los cuatro extractos se solubilizaron 100 % con agua, ademas no

mostro crecimientos bacterianos.

7.2 Actividad antibacteriana

7.2.1. Reactivacion de las cepas bacterianas

Las cepas reactivadas de C. michiganensis subsp. michiganensis mostraron colonias
lisas y convexas no viscosas Gram-positivo, P. syringae pv. tomato mostraron colonias
de superficie lisa y brillante color crema Gram-negativa y X. campestris mostraron

colonias de color amarillo y viscosas Gram-negativo.

23



7.2.2. Concentracion Minima Inhibitoria

Los extractos hidroalcohdlicos evaluados de R. communis flor, R. communis hoja, T.
erecta flor, T. erecta hoja, presentaron actividad inhibitoria sobre C. michiganensis
subsp. michiganensis, P. syringae pv. tomatoy X. campestris (Tabla 6). Siendo el control
positivo el que tubo mejor efecto, sin embargo, de los extractos evaluados, el extracto
que mostré un buen efecto inhibitorio fue el de R. communis flor contra las tres
bacterias evaluadas a diferentes concentraciones, aunque los extractos de R.
communis flor y de hoja tiene buen efecto (25 mg/mL) contra P. syringae pv. tomato,
no obstante la concentracion mas baja la presento el extracto de R. communis hoja
(0.19 mg/mL) contra X. campestris, indicando asi que existen diferencias estadisticas

significativas (P=0.0001) entre tratamientos y bacterias evaluadas.

Tabla 6. Concentracion Minima Inhibitoria de los extractos hidroalcoholicos de R.

communis y T. erecta sobre bacterias fitopatdgenas (mg/mL)

Bacterias fitopatdgenas

Tratamiento C. michiganensis subsp. | P. syringae X. campestris
michiganensis pv. tomato

R. communis flor 2580 2580 3.124¢
R. communis hoja 100¢d 2580 0.1940
T. erecta flor 508¢ 508« 12.54d
T. erecta hoja 10084 10084 12.544
Kanamicina * 0.001a 0.002a 0.0162
Caldo nutritivo** SA SA SA

Control positivo (*), Control negativo (**), Sin actividad = SA; 4 B € Diferentes literales en maytsculas
entre filas indican diferencias estadisticas significativas en prueba de Tukey (p < 0.05) entre bacterias
ab ¢ diferentes literales en mintdsculas en las columnas indican diferencias estadisticas significativas
en prueba de Tukey (p < 0.05) entre tratamientos, los valores representan el promedio de tres

observaciones.
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7.2.3. Concentracion Minima Bactericida

Los extractos hidroalcohodlicos R. communis flor, R. communis hoja, T. erecta flor, T.
erecta hoja mostraron efecto bactericida sobre C. michiganensis subsp. michiganensis,
P. syringae pv. tomato y X. campestris como se puede observar en la Tabla 7. El mejor
efecto bactericida lo mostro el control positivo, por otra parte el extracto que
presento la concentracion (0.39 g/mL) mas baja fue el extracto de R. communis hoja
contra X. campestris siendo esta bacteria la mds sensible a los extractos evaluados en
comparacion con C. michiganensis subsp. michiganensis y P. syringae pv. tomato que
fueron menos susceptibles a los efectos de los extractos, no obstante los datos indican
que existen diferencias estadisticas significativas (P=0.0001) entre tratamientos y

bacterias evaluadas.

Table 7. Concentracion Minima Bactericida de los extractos hidroalcohdlicos de R.

communis y T. erecta sobre bacterias fitopatdgenas (mg/mL)

Bacterias fitopatdgenas
Tratamiento C.michiganensis P. syringae pv. | X. campestris
subsp. tomato
michiganensis

R. communis flor 50 Bb 50 Bb 6.25 Ac

R. communis hoja 200 < 50 Bb 0.39 A

T. erecta flor 100 B¢ 100 Be 25 Ad

T. erecta hoja 200 Bd 200 B4 25 Ad
Kanamicina * 0.0012 0.004- 0.0322
Caldo nutritivo** SA SA SA

Control positivo (*), Control negativo (**), Sin actividad = SA; 4.8 C Diferentes literales en mayusculas
entre filas indican diferencias estadisticas significativas en prueba de Tukey (p < 0.05) entre bacterias,
ab ¢ diferentes literales en mintisculas en las columnas muestran diferencias estadisticas significativas
en prueba de Tukey (p < 0.05) entre tratamientos, los valores representan el promedio de tres

observaciones.

La relacion de la CMB/CMI de los extractos hidroalcoholicos de R. communis y T.

erecta sobre las bacterias, indica que el efecto de los extractos es bactericida.
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7.3 Cromatografia liquido-liquido

De los cuatro extractos evaluados, el extracto hidroalcohdlico de R. communis hoja
fue el extracto que mostré la concentracion (0.39 mg/mL) mas baja evaluada
comparada con los demds extractos, por tanto, se eligié este extracto para la
biparticion y continuar con los experimentos. Se obtuvo una fraccion acuosa y una
organica, a partir del fraccionamiento de 9.7 g de extracto, del cual se obtuvieron
1.55 g de fraccién acuosa y 0.105 g de la fraccion orgéanica. Posteriormente, se evalud
la actividad antibacteriana de ambas fracciones de R. communis hoja, conta P.
syringae y X. campestris ya que estas dos bacterias fueron mas susceptibles con el

extracto hidroalcoholico de R. communis hoja.

La fraccion acuosa inhibi6 el crecimiento P. syringae pv. tomato en comparacion con
los resultados obtenidos en el extracto crudo R. communis hoja, la concentracion
exhibida en la fraccién acuosa (50 mg/mL) es mayor a la obtenida en el extracto
crudo de R. communis hoja (25 mg/mL), siendo esta una concentracion mayor, por
otro lado, la fraccion organica inhibid el crecimiento de P. syringae pv. tomato y X.
campestris. La concentracion (0.19 mg/mL ) evaluada del extracto crudo de R.
communis hoja conta X. campestris es igual a la de la fraccion orgdanica. De este modo
las fracciones evaluadas indicaron que existen diferencias estadisticas significativas

(P=0.0001) entre fracciones y bacterias como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Concentracion Minima Inhibitoria del fraccionamiento del extracto

hidroalcohdlico de R. communis hoja (mg/mL)

Bacterias fitopatdgenas

Extracto C.michiganensis | P. syringae pv. | X. campestris
R. communis hoja ic hsizosup;;znsis tomato
Fraccion Acuosa SA 504¢ SA
Fraccion AcOEt SA 1.568 0.1940
Kanamicina * 0.001 0.0022 0.016°
Caldo nutritivo** SA SA SA
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Control positivo (*), Control negativo (**), Sin actividad = SA, Acetato de etilo = AcOEt. B diferentes
literales en letras maytsculas entre filas indican diferencias estadisticas significativas entre bacterias
en prueba de Tukey (p <0.05) , > literales en letras mintisculas en las columnas muestran diferencias
significativas entre tratamientos en prueba de Tukey (p < 0.05), los valores representan el promedio
de tres observaciones.

Respecto a la CMB (Tabla 9), la fraccion acuosa (Agua) no mostro efecto bactericida
frente a las bacterias evaluadas, mientras que la fraccion organica (AcOEt) si mostro
efecto bactericida contra X. campestris siendo este un valor igual al obtenido en el

extracto crudo de R. communis de hoja, por lo cual se determina no continuar con el

fraccionamiento del extracto.

Tabla 9. Concentracion Minima Bactericida del fraccionamiento del extracto

hidroalcoholico de R. communis hoja (mg/mL)

Bacterias fitopatogenas

Extracto C.michiganensis | P.syringae pv. | X. campestris
R. communis hoja michsizzz;znsis tomato
Fraccion Acuosa SA SA SA
Fraccion AcOEt SA 2580 0.394b
Kanamicina * 0.001 0.004= 0.032a
Caldo nutritivo** SA SA SA

Control positivo (*), Control negativo (**), Sin actividad = SA, Acetato de etilo = AcOEt. 4 B C literales
en letras maytsculas representan diferencias estadisticas significativas entre bacterias en prueba de
Tukey (p £0.05), »b < literales en letras mintisculas en las columnas muestran diferencias significativas
entre tratamientos en prueba de Tukey (p < 0.05), los valores representan el promedio de tres
observaciones.

7.4. Efecto alelopatico

Con base a los resultados antes mencionados se continud con la evaluacién del efecto
alelopatico con el extracto hidroalcohdlico de R. communis hoja en la germinacion en
semillas con rangos medios de las concentraciones evaluadas de la CMB del extracto

crudo de R. communis hoja esto con el fin de determinar indice de respuesta

alelopatica.
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Se determino el porcentaje de germinacion de semillas Brassica oleracea var. capitata,

Solanum lycopersicum y Cucurbita pepo expuestas a diferentes concentraciones del

extracto (0.46 -60 mg/mL). Se reportan en la Tabla 10, las concentraciones efectivas

CEzs, CEs0y CE9, del extracto hidroalcohdlico de R. communis hoja.

Tabla 10. Concentracion efectiva de 25, 50, 90 del extracto hidroalcohdlico de R.

communis hoja en la inhibicion de la germinacion de semillas Brassica oleracea var.

capitata, Solanum lycopersicum y Cucurbita pepo

mg/mL
Semillas
CEzs CEso CEoo
B. oleracea var. capitata 2.29 5.41 28.25
S. lycopersicum 1.85 3.48 11.69
C. pepo 0.48 0.93 11.98

CE2s, Concentracion efectiva 25; CEso, Concentracion efectiva 50; CEs Concentracion efectiva 90

7.5. Determinacion cualitativa de compuestos

Los fitoquimicos identificados en el extracto hidroalcoholico de R. communis hoja, se

muestran en la Tabla 11, presentando concentracion abundante en flavonoides y

taninos condensados, y relativamente abundante en quinonas y compuestos

fenodlicos.

Tabla 11. Fitoquimicos identificados en el extracto de hidroalcohdlico de R.

communis hoja

Extracto hidroalcohdlico de hoja

Método Metabolito de R. communis
Shinoda Flavonoides +++
Borntrager Quinonas ++
Espuma Saponina -
Salkowski Terpenos +
Cloruro férrico Tanino condensado +++
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Cloruro férrico Compuestos fendlicos ++

+, Presencia escasa; ++, presencia relativamente abundante; +++, presencia abundante; -, No detectado

7.6. Determinacion cuantitativa de compuestos
Se determind cuantitativamente el contenido fenolico total (CFT) y contenido de

flavonoides (CF).

7.6.1. Determinacion de fenoles totales y flavonoides

El contenido de fenoles totales se cuantifico mediante la prueba colorimétrica y de
inhibicion del radical por el método de Folin—Ciocalteu. Se realiz6 una curva patron
de 4cido galico con una R? = 0.9583. En la tabla 12 se muestra la concentraciéon de

compuestos fenolicos totales.

Para cuantificar flavonoides en el extracto, se realiz6 una curva patrén de quercetina
con una R? = 0.9898. En la tabla 12 se muestra la concentracion de flavonoides del

extracto hidroalcoholico de R. communis hoja.

Tabla 12. Contenido de fenoles totales y flavonoides

Extracto Contenido de fenoles totales Contenido de Flavonoides
mg EAG g extracto seco mg EQ g extracto seco
R. communis hoja 168.8 £ 0.07 214 +£0.05

7.7. Determinacion de la actividad antioxidante
La determinacion de la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de R.
communis hoja se realiz6 a través del radical DPPH, la cual se exhibié una Cls de

28.34 ug/mL, este valor es mayor a la Clso del acido ascdrbico que es de 3.95 pg/mL.
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8. Discusion

En el presente estudio se evalud la actividad antibacteriana de los extractos
hidroalcoholicos de R. communis y T. erecta contra C. michiganensis subsp.

michiganensis, P. syringae pv. tomato y X. campestris.

Con respecto al rendimiento de los extractos hidroalcoholicos realizados en la
presente investigacion se obtuvo un mejor rendimiento en los extractos de R.
communis flor y hoja (18.6 %), similares a los reportados por Escoto Garcia et al.
(2016) evaluaron extractos de hojas de R. communis cuyo rendimiento de extracto de
metanol fue de 18.45 %.

Por otro lado Padalia y Chanda (2015) evaluaron el rendimiento de extracto de flor
de T. erecta por la técnica de percolacién con diferentes solventes: agua, metanol,
hexano acetato de etilo y acetona, el extracto acuoso mostrd un rendimiento de 18.11
% seguido del metanodlico 17.9 %, estos resultados difieren a los de la presente
investigacion, esto se puede deber a la técnica de extraccidon ya que en este trabajo

se realizd con la técnica de maceracion en una mezcla 70:30 agua: metanol.

En lo referente a la actividad antibacteriana de los extractos hidroalcohoélicos de R.
communis y T. erecta de flor y hoja se determind efecto inhibitorio frente a C.
michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv. tomato y X. campestris a diferentes
concentraciones, siendo el extracto de R. communis hoja el que tuvo mejor efecto. Al
respecto Martinez-Mora et al. (2023) evaluaron la actividad antibacteriana de
extractos acuoso y etanolico R. communis hoja contra S. aureus, Proteus sp., E.
coli y Klebsiella sp., siendo el extracto etanolico el que mostré mejor actividad
antibacteriana frente a S. aureus y Proteus sp., mientras que el efecto inhibitorio fue
menor en E. coli y Klebsiella sp (Martinez-Mora et al., 2023), esto difiere a la actividad
de los extractos evaluados en esta presente investigacion ya que no se asocio con la

clasificacion Gram-positiva y Gram-negativa.

En cuanto a la actividad bactericida de los extractos hidroalcohdlicos de R. communis
flor, R. communis hoja y T. erecta flor, T. erecta hoja presentaron efecto bactericida

contra C. michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv. tomato y X. campestris a
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concentraciones de 0.39 g/ mL a 100 g/mL. Por su parte Morales-Ubaldo et al., (2021)
determinaron efecto bactericida de Larrea tridentata frente a C. michiganensis subsp.
michiganensis, P. syringae pv. tomato y X. campestris a diferentes concentraciones, sus
resultados exhibieron una concentracion alta para X. campestris (0.78 g/mL)
comparado con el extracto de R. communis hoja a una concentracion de 0.39 g/mL
de este estudio y bajas concentraciones (12.5 g/mL) para C. michiganensis subsp.
michiganensis, P. syringae pv. tomato igual de este trabajo, difiriendo asi los resultados

reportados en este estudio, esto se debe a la variedad de las plantas utilizadas.

A si mismo, en el presente estudio se determind la CMB menor de los extractos
evaluados, determinando que extracto de R. communis hoja es mas efectivo contra X.
campestris (0.39 mg/mL), por lo cual, el extracto de R. communis hoja se llevo a

cromatografia liquido-liquido.

Como se menciond anteriormente se realizd cromatografia liquido-liquido de
extracto de R. communis hoja, del cual la faccion organica perdid efecto bactericida
contra P. syringae pv. tomato y X. campestris, por otro lado, en la fraccion inorganica
la actividad bactericida se mantuvo igual contra X. campestris, por lo tanto, se
determino no seguir con el fraccionamiento, ya que el resultado para X. campestris
es el mismo para el extracto crudo, esto indica que la actividad se logra con el
extracto crudo de R. communis hoja, sin realizar una separacidon de fracciones, esto
puede resultar en un menor costo en la obtencion de un extracto con actividad

antibacteriana.

Respecto a la evaluacion del efecto alelopatico del extracto de R. communis se observa
que a la concentracion 0.46 mg/mL no tiene efecto inhibitorio en la germinacion con
respecto al testigo (0 mg/mL), pero conforme aumenta la concentracién del extracto,
el efecto alelopatico aumenta inhibiendo la germinacién de las semillas de Brassica
oleracea var. capitata, Solanum lycopersicum y Cucurbita pepo en un 90 %,
respectivamente, encontrando un mayor efecto alelopatico en semillas de Solanum
lycopersicum y Cucurbita pepo en concentraciones de 11 mg/mL. Este efecto es similar
a los resultados obtenidos por Weir et al. (2003) e Irshad, (2004), que lo atribuyen a

la presencia de aleloquimicos en los extractos de las plantas, que causan la inhibicién
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de la germinacion de semillas que afectan de cierta manera a varias reacciones

fisiologicas de la planta, bloqueando la hidrolisis de nutrientes y la division celular.

Se reporta que el extracto acuoso de hojas de R. communis inhibié completamente la
germinacion del berro y la hierba de corral, y asi mismo inhibi6 el crecimiento de
plantulas de berro, lechuga raygrass italiano y la hierba de corral a una
concentracion de 30 mg de extracto equivalente peso seco /mL. Este efecto es similar
al obtenido en este trabajo al evaluar la inhibicién de la geminacion de las semillas
a una concentracion de 28 mg/mL, mientras que para las semillas con una

concentracion de entre 10-15 mg/mL ya presenta efecto alelopatico en germinacién

Saadaoui et al., (2015) indican que los extractos acuosos de hojas y pericarpio de R.

communis tienen efecto inhibidor del 85-90 % en la germinacidon de semillas de
alfalfa, cebada, lenteja, fenogreco, garbanzo y yute a una concentraciéon de 10
mg/mL. Mientras que a concentraciones de 5 mg/mL el extracto de R. communis no
presento un efecto negativo en comparacion al testigo, la germinacion reportada fue
de 70 % en ambos experimentos, se indica que también que el extracto mejoro el
tiempo de germinacion al dia 7, en comparacién con el testigo. A concentraciones
mas altas, 7,5 mg/mL la germinacion fue del 10 %, por lo tanto, el extracto tiene un
efecto negativo a 10 mg/mL del extracto no se observo germinacion incluso después
del dia 4 (100% de inhibicion).

Los aleloquimicos presentes en los extractos de plantas inhiben la germinacion de
semillas al afectar a varias reacciones fisiologicas de la planta receptora, bloqueando
la hidrodlisis de nutrientes y la division celular (Weir et al., 2003; Irshad, 2004;
Nekonam et al., 2013; Saddige et al., 2020).

Por otro lado, el resultado de la caracterizacion fitoquimica de el extracto de R.
communis muestra la presencia de terpenos, flavonoides, taninos, cumarinas y
ausencia de saponinas, metabolitos secundarios similares a los reportados por
Martinez Mora et al., (2018) en extractos etanolicos R. communis hoja. Asimismo,
Wadankar et al.,, (2022) reportaron la presencia de alcaloides, taninos, fenoles
terpenoides y glucosido del extracto metanolico de R. communis, similares a los

reportados en este trabajo. Esto puede deberse al tipo de solvente utilizado asimismo
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al genotipo, al ambiente, lugar y el momento de corte (Martinez Mora et al., 2018), a
la variedad vegetal o a la diferente distribucion geografica de la planta (Janssen et
al., 1987).

Al respecto, los metabolitos secundarios incluidos los taninos, alcaloides, saponinas,
flavonoides, glucdsidos y resinas contribuyen significativamente a las actividades
medicinales y fisioldgicas de las plantas. La composicion quimica de las plantas esta
relacionada con los mecanismos de defensa de la planta y los efectos del suelo y el

clima(Aronés-Jara et al., 2022).

Maldonado Santoyo y Morales Lopez, (2022), realizaron un analisis fitoquimico de
los diferentes extractos de hoja (acuoso, metanol y etanol) de R. communis y
mostraron la presencia de terpenoides (pineno, esteroides, saponinas), fenoles
(taninos), flavonoides (quercetina, miricetina, kaempferol), determinando asi un
efecto antibacteriano que se le atribuy6 al pineno. Borges et al. (2022) reporta una
revision de la actividad antibacteriana del a-pineno, este monoterpeno muestra
actividad antibacteriana contra E. coli, S. aureus y S. entérica, demostrando que es
mas efectivo contra bacterias Gram-positivas, debido a que las bacterias gran-
negativas pueden bloquear la entrada de compuestos hidrofobicos en la capa de
lipopolisacaridos de su membrana externa. El mecanismo de accion de a- pineno
que se menciona para E. coli consiste en la de modificacion del complejo DnaK]JE-
032, que es responsable de la sintesis de promotores del choque térmico para la

célula.

Teffo et al., (2010). demostraron que una mezcla de kaempferol, galactopirandsido y
quercetina ejerce efectos antibacterianos a través de la alteracion de la membrana
celular, seguida de la activacion de la apoptosis y la fragmentaciéon del ADN en
células de Micrococcus luteus, mientras que el kaempferol mostrd mayor eficiencia en
el dafio de la membrana celular de E. coli. Los compuestos responsables de la
actividad antibacteriana y antioxidante en los extractos son todos flavonoides

relacionados con el kaempferol.

La quercetina es un flavonoide, reportado con propiedades antibacterianas, se ha

observado que disminuye el crecimiento de cepas patogenas de S. aureus, E. coli,
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Pseudormonas aeruginosa 'y Enterococcus faecalis, entre otros microorganismos, ademas
de disminuir la generacién de ciertos factores de patogenicidad, el efecto
bacteriostatico fue mas fuerte en las bacterias Gram-positivas que en las Gram-
negativas, posiblemente debido a las diferencias en la estructura y composicion
(Wang et al., 2018).

En la naturaleza, los fitoquimicos son responsables de proteger las plantas de la
infeccién de microorganismos patogenos (Cowan, 1999). Sin embargo, el perfil
fitoquimico de las plantas varia debido a numerosos factores antes mencionados

(Camacho-Campos et al., 2019).

Martinez-Mora et al., (2023) reportan un contenido de fenoles totales de 56,5 mg
g (masa fresca), valores menores a los determinados en este trabajo 168.8 mg EAG
gl, mientras que Purushothaman y Chandra, (2022) reporta un contenido fenoélico
total en el extracto de R. communis hoja de 273,35 + 2,33 mg EGA g7, el contenido
total de flavonoides fue de 256,29 + 0,21 mg EQ g7, este ultimo dato es un valor es

alto al encontrado en este trabajo para el extracto hidroalcohdlico ( 214 mg EQ g™).

Surco-Laos et al., 2022 determinaron que el extracto etandlico de las hojas de R.
communis presenta mayor contenido compuestos fenolicos 102.30 mg EAG g que
en el extracto hidroalcoholico 20.98 mg EAG g™ y para el contenido de flavonoides
se encontraron concentraciones muy bajas en ambos extractos en el etandlico fue de
194 mg EQ g'difiriendo a los reportados en el presente trabajo y en el
hidroalcoholico 0.99 mg EQ g7, indicando asi que el solvente influye en la

extraccion de los metabolitos bioactivos.

Los resultados en este trabajo muestran que la Clso del extracto de R. communis es de
168.8 ug/mL de DPPH mayor a 3.95 pug/mL de DPPH para AG. Los valores de Clso
de DPPH dependen de la concentracion inicial de DPPH utilizado, por ejemplo, la
Cls0 de extracto solvente de R. communis se reporta en valores de 250,10 ug/mL en

comparacion con 25,60 pg/mL de acido ascorbico (Hussain et al., 2021).

Pradeep Pratap et al. (2009) determinaron que los principales compuestos fendlicos
responsables de la actividad antioxidante en extractos metanol:agua 8:2 de hoja de

R. communis son acido galico, la quercetina, el acido gentisico, la rutina, la
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epicatequina y el acido elagico. Los componentes antioxidantes en el ambito
agricola, intervienen en la defensa contra microorganismos (bacterias, hongos y
algunos insectos) y en la atraccion de polinizadores (Salehi et al., 2018), por lo que

estos compuestos podrian ser los responsables de la actividad antibacteriana.

Se ha reportado que la actividad antioxidante y antibacteriana de extractos de 20
especies medicinales se asocian al contenido fenodlico, se indica que entre mayor sea
el valor de compuestos fenolicos mayor serd la actividad antioxidante y

antibacteriana (Kadir, 2021).

En un estudio reciente de extractos de hojas, inflorescencias y frutos de frambuesa
Rubus idaeus L. demuestra una correlacion de moderada a muy débil entre el
contenido fenolico, la actividad antioxidante por diferentes técnicas (DPPH, ABTS y
FRAP) y actividad antibacteriana y muestran que la correlacion depende de la

bacteria analizada (Ispiryan et al., 2024).
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9. Conclusion

Los extractos hidroalcohdlicos de hoja, flor de R. communis y T. erecta presentan
actividad bactericida contra C. michiganensis sbsp. michiganensis, P. syringae pv.
tomato y X. campestris. Sin embargo, el extracto hidroalcohdlico de R. communis hoja

mostrd una mejor actividad antibacteriana sobre X. campestris (0.39 mg/mL).

Los metabolitos presentes en el extracto hidroalcoholico de R communis hoja actiian

de manera sinérgica ya que al ser fraccionados pierden la actividad antibacteriana.

Por otro lado, el extracto hidroalcohdlico de R. communis hoja no mostr6 un efecto
alelopatico en la germinacion de las semillas Brassica oleracea var. capitata, Solanum
lycopersicum y Cucurbita pepo, en la concentracion 0.46 mg/mL, este valor es mayor a
la concentracion que presenta actividad bactericida contra X. campestris, pero a
mayores concentraciones del extracto se presentaria inhibicion de la germinacion de
Brassica oleracea var. capitata, Solanum lycopersicum, Cucurbita pepo, por lo que se
propone como una alternativa en el tratamiento de semilla en la prevenciéon

unicamente para X. campestris.

El tamiz fitoquimico de algunos metabolitos secundarios determino la presencia de
compuestos fendlicos y terpenos que pueden asociarse a la actividad antibacteriana

del extracto hidroalcohdlico de hoja de R. communis.
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10. Perspectiva

Los extractos vegetales de R. communis y T. erecta pueden ser una alternativa para el
control de bacterias fitopatogenas, por lo cual se puede seguir con su investigacion,
se propone la evaluacion de los extractos hidroalcoholicos en ensayo in vivo para
evaluar el efecto alelopatico en la germinacion de semillas, posteriormente la
evaluacion in vivo de los extractos hidroalcohodlicos en plantas infectadas con

bacterias fitopatdgenas.
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12. Anexo

1. Compuestos de hoja de R. communis

OH

HO

HO HO o)

OH
OH

OH (6]

Figura 1. Algunos compuestos fendlicos aislados de R. communis en el extracto de
hojas con metanol:agua 8:2. a) acido galico, b) acido elagico, c) acido gentisico, d)

quercetina, e) rutina, f) epicatequina.
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Resumen— Las infecciones causadas por bacterias fitopatogenas generan pérdidas econéomicas en los cultivos durante el
crecimiento de las plantas, maduraciéon en campo y el manejo pos-cosecha. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
actividad antibacteriana in vifro del extracto hidroalcohoélico de Ricinus communis sobre bacterias fitopatogenas como Clavibacter
michiganensis sbsp. michiganensis, Pseudomonas syringae y Xanthomonas campestiis, el extracto se obtuvo mediante la técnica
de maceracion hidroalcoholica, la actividad antibacteriana se determiné mediante la técnica de Microdilucion en placa con la cual
se determiné la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de las tres cepas
bacterianas,la que mostro una mejor actividad fue Xanthomonas campestris, con la cual presenté una CMI de 1.36 mg/mL y una
CMB de 2.73 mg/mL.

Palabras clave— Ricinus communis Actividad antibacteriana, Bacterias fitopatogenas, Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI),
Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Introducciéon

La agricultura moderna conlleva una sucesion de problemas de tipo econémico, social, ambiental, algunas veces
asociados a la presencia de microorganismos patogenos, como las bacterias (Conway y Barbier, 2013),entre las que
se encuentran los géneros Pseudomonas, Xanthomonas, Clavibacter; Pseudomonas syringae pv. tomato causa una
severa enfermedad en los cultivos de jitomate que en muchos casos es dificil de controlar cuando las condiciones
ambientales de humedad y clima templado son favorables para su desarrollo, por lo que es posible que pueda sobrevivir
de una temporada a otra en los restos de cultivos, esta bacteria se transmite por las semillas, asi como por salpicaduras
de lluvia o riego por aspersion, herramientas y equipos, asimismo Xanthomonas campestris es una enfermedad
importante en el tomate y pimiento, destructiva sobre todo en climas calidos con lluvias frecuentes y nublado fuerte
reduciendo la produccién en un 50%, se transmite por semillas que se contamina durante la extraccion, por su parte
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis tiene un efecto devastador en los cultivos de jitomate bajo
condiciones de invernadero, el patégeno se transmite por semillas y puede sobrevivir en restos de plantas infectadas
y malezas hospedantes, en superficies y suministros de produccién, aunque también se puede transmitir de una planta
a otra en las manos de los trabajadores y mediante salpicaduras de agua y poda (Mejia, 2011).

Por lo cual, durante los ultimos afos, los productos sintéticos comerciales han sido una de las estrategias
mas utilizadas por los agricultores para controlar estas enfermedades, sin embargo, el uso repetitivo de estos productos
ha inducido la resistencia de bacterias, la alteracion del equilibrio de los ecosistemas terrestres y acuaticos, muerte de
animales domésticos e intoxicacioén en humanos, por lo anterior se han replanteado las estrategias de manejo integrado.
Actualmente, existe una extensa investigacion en la busqueda de compuestos activos mas efectivos contra los
patogenos y a la vez mas amigables con el medio ambiente, el ser humano y que no generen resistencia entre los
microorganismos, una de las alternativas son los metabolitos secundarios de plantas con caracteristicas antibacterianas
biodegradables y asequibles, que aprovechan la defensa quimica de las plantas. Entre las plantas que se han reportado
por sus usos medicinales y que podria tener un potencial para la evaluaciéon contra microorganismos fitopatogenos es
Ricinus communis L. conocida comunmente también conocida como higuerilla, ricino, higuereta, castor o tartago
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