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Resumen

El frijol y el tomate en México son dos de los productos que forman parte esencial de la dieta de la
poblacién de este pais, es de gran importancia econdmica, cultural y gastronomica. La presencia
de plagas y enfermedades en los cultivos aumenta los costos de produccion, ademas del impacto
ambiental y la residualidad de los plaguicidas pueden afectar la salud humana. El objetivo principal
de la investigacion fue estudiar una alternativa de biocontrol para enfermedades bacterianas,
efectiva, de bajo costo y menor impacto ambiental. Se desarrollé en la ciudad de Aguascalientes,
México en el afio 2019. Fueron producidos extractos naturales (etanol, metanol y agua) de Maclura
pomifera y Zingiber officinale en forma cruda por medio de maceracién y concentrados por via de
rotaevaporacion, utilizando bases de etanol, metanol y agua. Se aislaron e identificaron cepas de
Pseudomona syringae de patologias en tomate y ejote. Se utilizaron 14 tratamientos con tres
repeticiones de extractos crudos y concentrados. La actividad bactericida fue evaluada por medio
de antibiogramas con intervalos de 24 h por siete dias. Mostrando el mayor efecto inhibitorio, los
extractos de M. pomifera base etanol de 100 mg mlt y Z. officinale de 100 mg ml* base etanol.
Para el segundo ensayo en la disminucion de concentraciones, se reiteré la efectividad de los
extractos de M. pomifera en bajas concentraciones, siendo 10 mg mIt la concentracion mas baja y
efectiva en la inhibicion bacteriana. Lo anterior, posiciona a los extractos vegetales de M. pomifera
como una opcion, viable, eficaz y econémica en el biocontrol de enfermedades bacterianas
agricolas.
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Introduccion

En México el frijol y el tomate forman una parte importante de la alimentacion basica de la
poblacién. Por su parte la produccion de frijol en nuestro pais destaca debido a la superficie
sembrada y por ser el quinto pais en produccion de leguminosas a nivel mundial con 5.8%, por
debajo de Brasil con 16% de la produccion total, Indial5.9%, Myanmar 10.5% y China 8.9%
(Lépiz et al., 2015; Lépiz et al., 2016). México ocupa el segundo lugar por superficie cosechada e
frijol, después del maiz (Lépiz et al., 2015; Lépiz et al., 2016; SIAP, 2019).

La superficie total cosechada en tomate rojo registré un aumento de 2.8% para el ciclo 2019 con
21 246 ha, en comparacion a 2018 con 20 659 ha. Registrando una produccion acumulada a
noviembre de 2019 de 52 646 t, para este caso a diferencia del frijol, la produccion se incrementd
822 t en relacién con la obtenida en el mismo periodo del afio anterior (1 524 826 t), siendo Baja
California (30 768 t), Durango (17 765 t), Aguascalientes (9 815 t) y Zacatecas (9 126 t), las
entidades con mayores aumentos en produccion del ultimo afio, con respecto al 2018 (SIAP, 2019).

A nivel mundial la produccién de cultivos agricolas se ve limitada o disminuida principalmente
por patdgenos causantes de enfermedades las cuales son combatidas tradicionalmente por métodos
quimicos que ademas de presentar residualidad y toxicidad en el ambiente, afectan la salud humana,
mientras que la generacion de resistencia de los agentes patdgenos es una consecuencia comun del
uso excesivo de estos. Dicha resistencia provoca el aumento en la dosificacion y por lo tanto el alza
gradual en los costos de produccion de alimentos (Reyes et al., 2015; Cindom et al., 2016).

Se tiene una proyeccion para el afio 2030 del doble del consumo actual de productos quimicos. El
uso prolongado de antimicrobianos en el control de enfermedades de animales y plantas puede
provocar resistencia bacteriana. Por lo cual el adecuado, eficaz y controlado uso de estos, ayudara
a mantenerlos efectivos, moderando su prevalencia en campo (FAO, 2017).

Preocupados tanto por el cuidado del planeta, la toxicidad, residualidad y costos de produccion,
hoy en dia se investigan nuevas alternativas en el manejo de enfermedades en cultivos, dando paso
al control bioldgico, el cual implica el uso de organismos vivos capaces de combatir a los
fitopatdgenos, asi como metabolitos de estos o de algunas plantas que ayuden al control de
enfermedades mediante la produccion de compuestos bioactivos (Reyes et al., 2015; Solis y Armas,
2017; Pérez et al., 2018).

En los ultimos afios, ha ido en aumento el uso de recursos naturales y sus productos o subproductos.
Esto podria ser debido a las publicaciones de nuevos conocimientos sobre su composicién quimica
y a la realizacién de diversos ensayos que sustentan su efectividad (Abadie et al., 2014; Pérez et
al., 2017). Entre sus principales efectos se le atribuyen: actividad antibacteriana, antifungica,
antiviral, antioxidante, anticancerigenas, entre otras. Por lo que las investigaciones se han enfocado
en el estudio y busqueda de nuevas sustancias de origen vegetal, que comprueben su efectividad
ante los patdgenos y puedan ser la nueva fuente de antibacterianos (Rojas et al., 2016).

En apoyo a esta iniciativa mundial, el presente trabajo se enfoca en la investigacion de nuevas
alternativas con el uso de productos vegetales, como lo son los extractos de plantas, para el control
de enfermedades bacterianas causadas por Pseudomona syringae en hortalizas de importancia
economica en México y el mundo como lo son el tomate y el frijol.
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Materiales y métodos
Ubicacién experimental

El trabajo experimental se desarrollé en el periodo de 2019, en el laboratorio de Parasitologia
Agricola del Centro de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad Autonoma de Aguascalientes,
donde se realizaron las pruebas in vitro y aislamiento de los fitopatogenos.

Obtencidn de extractos vegetales

En la ciudad de Parras de la fuente, Coahuila, con las coordenadas 25.4949609, -102.1836501,
fueron colectados frutos de Maclura pomifera y transportados en rejas de madera a la ciudad de
Aguascalientes. Los frutos fueron desinfectados utilizando hipoclorito de sodio al 3%, cortandolos
en trozos entre dos y tres centimetros, dejandolos secar en charolas con papel absorbente a 35 °C
de cinco a siete dias, hasta que los frutos perdieron la humedad. Las raices de jengibre obtenidas
locales comerciales en la ciudad de Aguascalientes (Zingiber officinale) fueron tratadas de la
misma forma, fraccionadas y secadas en las condiciones descritas para los frutos de Maclura
pomifera.

Los materiales secos se pulverizaron utilizando un molino electromecanico marca COSUAI,
nimero de modelo: CS-700. EI material pulverizado fue almacenado hasta su maceracion.
Utilizando etanol, metanol y agua como vehiculos de extraccion, la maceracion se llevo acabo a
temperatura ambiente, en agitacion constante sobre parrilla magneto mecanica, durante 72 h a una
proporcion de 70 g L del solvente de extraccion.

Utilizando papel filtro Whatman grado 1:11pum se filtrd el producto de la maceracion separando la
fase acuosa en dos partes de igual volumen. La primera parte fue almacenada a 4 °C en ausencia
de luz, la segunda parte de los extractos alcohdlicos se proceso en rotavapor Biichii B490® a 58
°C, 75 rpm y 35 psi. Llevando a sequedad total los ltimos 10 ml sobre caja Petri de vidrio abierta
en estufa Felisa modelo FE-131 a 39 °C, secando de igual forma los extractos acuosos hasta obtener
una capa seca o0 gomosa perdiendo la totalidad del solvente. Los extractos secos fueron
identificados y almacenados a 4 °C en ausencia de luz.

Concentraciones establecidas para los tratamientos

La concentracion establecida para cada tratamiento fue calculada en miligramos por mililitro. Se
establecieron un total de 14 tratamientos. Tres tratamientos con extractos crudos de etanol, metanol
y agua, sumado a esto, tres concentraciones diferentes para cada uno de estos extractos, utilizando
en un primer ensayo, 500, 300 y 100 mg ml por cada extracto mencionado, para un total de nueve
tratamientos mas, un testigo absoluto (en proporcion 1:1:1 agua destilada estéril, etanol y metanol)
y un testigo comercial utilizando un producto liberado de acuerdo a las indicaciones y
concentracion recomendada por el fabricante, producto a base de tres extractos vegetales (Gamma
de Progranic: extracto de ajo (Allium sativum 25%), extracto de chile picante (Capsicum frutescens
25%), extracto de canela (Cinnamomum zeylanicum 10%) de 1.5-2 L ha* en 200 L de agua).
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Estableciendo un segundo bioensayo con una reduccion de concentraciones para los extractos de
Maclura pomifera evaluando 14 tratamientos totales en la distribucidn anterior con la variacion de
las concentraciones de 80, 50, 30 y 10 mg ml™, para los extractos alcohdlicos que fueron los que
presentaron un mejor resultado en la primera etapa experimental.

Aislamiento e identificacion preliminar de cepas bacterianas

Pseudomona syringae fue aislada de vainas de ejote con los sintomas de manchas grasientas,
mientras que en tomate se seleccionaron frutos con pecas pequefias de color negro, de 1 a 3 mm de
diametro, signos caracteristicos de las enfermedades bacterianas respectivas para cada cultivo.
Tanto los ejotes como el tomate fueron colectados de cultivos comerciales de la ciudad de
Aguascalientes.

El aislamiento se realiz6 el laboratorio de Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma de
Aguascalientes de acuerdo, a la metodologia descrita por Agrios (2005): Zhang et al. (2017); P.
syringae fue purificado por la técnica estria por cuadrantes, realizando pruebas preliminares como
tincion de gram, oxidasa, prueba de ryu, catalasa y fluorescencia en medio B de king, corroborando
su identidad molecular por medio de la secuenciacion del material genético extraido de cultivos
puros.

Identidad molecular de bacterias fitopatogenas por gen 16S rDNA

El DNA gendmico de las cepas presuntivas de P. syringae, caracterizadas inicialmente por pruebas
preliminares y Gram, fueron procesadas partiendo de aislados en tubos de caldo LB (Luria Bertani
LB marca Dibico®, cloruro de sodio 5, extracto de levadura 5, peptona de caseina 10 (pH 7.2 +0.2)
incubado a 26 °C durante 48 h en agitador rotativo, realizando el aislamiento del material genético
de acuerdo, a los métodos descritos por Rios et al. (2016). Utilizando este como molde en el
proceso de amplificacién en las reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction), se prepararon
reacciones de 20 pl.

La amplificacion del gen de ADNr 16S-23S se llevo a cabo por los cebadores F1624 (3’-
CCTTTGTACACACCGCCCGTCG-5’) y R1494 (5’-CTACGGRTACCTTGTTACGAC-3’).
Cada mezcla de reaccion (20 ul) contenia 0.2 pl de Taq DNA polimerasa (1U ul?), 2 ul de 10x
PCR Buffer QIA, 0.5 ul de DMSO, 0.4 pl dNTPs (10 mmol L?), 0.8 ul (5 umol L) de cada
cebador, 14.3 pl de agua Milli-Q y 1 pl de ADN molde a 20 ng pl. Utilizando un termociclador
de DNA Bio-Rad T100%, se establecié un programa de desnaturalizacion a 95°C durante 2 min,
seguido de 35 ciclos de temperatura de 95 °C durante 40 s, 55 °C durante 30 sy 72 °C durante 1
min y 30 s, terminando con una extension a 72 °C durante 7 min. La amplificacion se observé en
gel de agarosa al 1% mediante electroforesis a 60 V. Los productos de PCR se aumentaron y
purificaron usando un kit de purificacion de PCR GeneAll® ExpinTM SV.

La secuenciacion de las regiones parciales 16S rDNA fue realizada por el laboratorio Macrogen
(Rockville Maryland, EE. UU.). Las secuencias obtenidas fueron editadas manualmente
eliminando los extremos con omisiones de bases, para aumentar la sensibilidad del analisis, estas
secuencias purificadas, se analizaron en la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI)-GenBank.
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Actividad antimicrobiana de los extractos vegetales

Utilizando el protocolo de antibiograma, las cepas axénicas identificadas de los sintomas
caracteristicos de la enfermedad se inocularon dos tubos de caldo de soya Tripticaseina BD
Bioxon® transfiriendo con asa bacterioldgica una colonia con crecimiento de 24 h en caja de Petri,
incubandose por 8 h a 28 °C. En condiciones asépticas bajo campana de flujo laminar Eseve®
modelo CFL102, agitando el tubo con crecimiento bacteriano se introduce el hisopo estéril y se
quita el exceso de caldo presionando contra las paredes del tubo. Sobre placas de Petri con agar
Mueller Hilton, se extiende una capa del caldo bacteriano con ayuda del hisopo a lo largo y ancho
de la placa dejando secar por un minuto. Discos de 6 mm de papel filtro Whatman grado 1:11 pum
se perforaron y esterilizaron para ser impregnados por los extractos a distintas concentraciones,
estos fueron colocados en cuatro puntos distantes entre si y uno al centro por cada unidad
experimental. Las placas de Petri se identificaron e incubaron a 28 °C durante 24 h.

La actividad antimicrobiana fue determinada cada 24 h por siete dias, midiendo los halos de
inhibicién producidos por contacto y por las sustancias activas en los discos, utilizando una regla
de pléastico graduada en mm. Los resultados registrados cada 24 h sobre los halos producidos y
medidos en cm, fueron analizados por el programa estadistico R version 3.6.3 (R Core Team,
2020). Los datos se analizaron bajo un disefio factorial y agrupacion de medias, con 14
tratamientos, tres repeticiones por tratamiento, y cinco unidades de medida por unidad
experimental (numero de discos por caja).

Resultados y discusién
Obtencidn de extractos vegetales

Los extractos macerados y obtenidos de las raices de jengibre (Zingiber officinale) y los frutos
de Maclura pomifera en forma cruda tuvieron una recuperacion de 96 y 95%. Mientras que por
rotaevaporacion la concentracion de extractos puros concentrados redujeron su rendimiento
hasta un 2.7% y 3.4% p/p respectivamente de acuerdo, a su relacion de peso y el obtenido al
final del proceso.

Aislamiento e identificacidon de cepas bacterianas

Las pruebas preliminares para las cepas axénicas aisladas de los sintomas de tomate y ejote
mostraron en placas con B de King, colonias redondas color crema, bordes redondos, elevadas,
cremosas Y brillantes, con la caracteristica fluorescencia bajo la luz ultravioleta mostrada por
las colonias de Pseudomona syringae del grupo fluorescente. La morfologia microscopica
muestra bacilos rojos, para la tincion gram es negativa, oxidasa negativa, catalasa positiva y
ryu positivo. La identidad molecular de las bacterias fue corroborada por la secuenciacion del
material genético y en el National Center for Biotechnology Information (NCBI Blast) con el
numero de acceso JX876900.1 para Pseudomonas syringae pv. phaseolicola y AE016853.1
Pseudomonas syringae pv. tomato.
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Actividad antimicrobiana de los extractos vegetales

El efecto de la actividad bactericida de los diferentes extractos sobre el crecimiento de P. syringae
ambos patovares (pv. phaseolicola y pv. tomato) determinado cada 24 h por siete dias, mostro
(Cuadro 1), la presencia de sustancias activas en los discos impregnados por los extractos
principalmente etanolicos y metanolicos.

Cuadro 1. Efecto antibacteriano de extractos vegetales sobre Pseudomona syringae ambos

patovares (pv. phaseolicola y pv. tomato) aislada de la sintomatologia de peca
bacteriana en tomate (Solanum lycopersicum) y mancha grasienta en ejote (Phaseolus

vulgaris).

Imagen

Concentracion

Descripcion

Testigo absoluto y

testigo comercial
5pl mit

Extractos base
etanol y metanol
crudo

Controles absoluto y comercial

No se observo presencia de halos de
inhibicién de Pseudomona syringae
ambos patovares (pv. phaseolicola y
pv. tomato) en el testigo absoluto y
casi imperceptible (1 mm o0 menos) en
el uso del producto comercial Gamma
de Progranic.

Primer ensayo M. pomifera
Los extractos de etanol y metanol
presentaron actividad inhibitoria

100 mg ml* bacteriana. Donde etanol de 100
300 mg ml?! mg/ml fue el tratamiento superior con
500 mg mi? una media de 0.8219.

Extractos base
Etanol y metanol

Segundo ensayo M. pomifera
Los extractos de etanol y metanol

10 mg ml! presentaron actividad inhibitoria

30 mg mi? bacteriana. Donde el tratamiento méas
50 mg mi* efectivo fue etanol de 10 mg mlen la
80 mg ml? inhibicién de P. syringae Con una

Extractos base
Etanol y metanol
crudo

media de 0.9838.

Ensayo Z. officinale
El tratamiento mas sobresaliente fue
de etanol de 100 mg ml. Los extractos

100 mg mi*t de base metanol 100 mg ml
300 mg ml? presentaron de igual forma actividad
500 mg ml? inhibitoria bacteriana en menor grado,

con una media de 0.4166.
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Las comparaciones de medias de los solventes utilizados como base de extraccion en la que se
prepararon los extractos se presentan en el Cuadro 2a, mientras que el Cuadro 2b, muestra la
comparacioén de medias entre las concentraciones empleadas (500, 300, 100 mg ml ™). Destacando
como mejor base de extraccion al etanol y 100 mg ml a la concentracion mas efectiva al presentar
la media mas alta ante el efecto inhibitorio producido del extracto sobre P. syringae con una media
de 0.8219.

Cuadro 2a. Primer ensayo M. pomifera, concentraciones altas de extractos acuosos y alcohdélicos.
Comparacion de medias entre los factores de analisis solventes de extraccion y
concentraciones. Comparacion de medias entre las bases de extraccion de acuerdo
halo inhibitorio dado en cm (a).

Base de extraccion Media Sd G
Etanol 0.702 0.363 a
Metanol 0.6207 0.321 b
Agua 0.5760 0.291 c

Cuadro 2b. Comparacion de medias entre las concentraciones empleadas en presencia y tamafio
del halo inhibitorio en cm (b). Con 210 evaluaciones, tres tratamientos de extractos
crudos, tres solventes de extraccion (etanol, metano y agua), cada uno con tres
concentraciones respectivas (100, 300 y 500 mg ml), cada tratamiento con tres
repeticiones (unidad de caja Petri) y cada repeticion con cinco discos de papel dentro,
impregnado con el tratamiento, determinando asi cinco unidades de medida dentro
de cada repeticion, para todos los casos.

Base de extraccion Media Sd G
100 0.8219 0.8219 A

300 0.7952 0.121 B

500 0.772 0.0898 C

Crudo 0.7755 0.1025 C
Testigo 0 0 D

Sd= desviacion estandar; G= agrupacion.

En este analisis se encontraron diferencias significativas en los factores de base de extraccion donde
el etanol fue el tratamiento superior, y en el segundo factor, concentracion, el tratamiento de 100
mg ml fue el que presento mayores didmetros en los halos de inhibicion registrados con una media
de 0.8219, siendo la concentracion minima probada, la mas efectiva para el control de P. syringae.
Lo que nos indica que no en todos los casos las concentraciones altas son las mejores en el control
esperado, como se piensa en la mayoria de los casos. Apoyando esto, estudios que utilizaron
extractos de Ka’a He’€ (Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni) para en el control de la Septoriosis y
mancha bacteriana del tomate (Solanum lycopersicum L.), mostraron en su dosis mas baja de 50
ml L reduce la severidad de la Septoriosis en tomate, ademas de aumentar el area foliar, altura,
longitud radicular y masa seca. Asi como su dosis media de 150 ml L' redujo la severidad de la
mancha bacteriana (Lesme et al., 2017).
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De manera opuesta, otras investigaciones con extractos de gobernadora, se observo que a mayor
concentracion se registro mayor inhibicioén, ya que las concentraciones de 0.7 y 0.35 ppm
inhibieron totalmente el crecimiento de las cuatro bacterias (Pectobacterium carotovora subsp.
carotovora,  Xanthomonas  axonopodis pv. phaseoli, = Xanthomonas  axonopodis pv.
vesicatoria'y Pseudomonas cichorii), mientras con el testigo no hubo inhibicién del
crecimiento (Osorio ef al., 2009).

El efecto de ambos factores (Fs, 1s60), p< 0.001, también es significativo, esto se representa
graficamente de la Figura 1. Donde el tratamiento con los extractos a base de etanol, mostraron un
comportamiento superior. Ramirez et al. (2015) estudiaron extractos etanolicos crudos con
diferentes tejidos de Magnolia schiedeana sobre las bacterias fitopatdgenas Pectobacterium
carotovorum y Pseudomonas cichorii. Sus resultados indican que el extracto etandlico floral, al
igual que en nuestro estudio, inhibio el crecimiento P. carotovorum en la misma proporcion que el
antibidtico probado (p= 0.079).

Efectos principales

I
1

08
0

Etanol

Metanol
Agua

04 06

Inhibicidn

02

0.0

- Testigo -

Base Concentracion

Factor

Figura 1. Comparacion de los efectos principales de base de extraccion y concentraciones de los
tratamientos de Maclura pomifera contra P. syringae.

Los efectos principales representados en la Figura 1, esquematizan la separacion de los factores.
Sobresalen los extractos, sobre el testigo absoluto, siendo superiores los tratamientos de base etanol
y la concentracion 100 mg ml?, presentando el mejor comportamiento en la inhibicion del
crecimiento bacteriano. En forma opuesta extractos de base agua y las concentraciones de 500 mg
ml fueron los tratamientos donde la respuesta inhibitoria fue menor, aunque se encuentre por
encima del testigo absoluto.

El factor de concentraciones esta representado graficamente en la Figura 2, donde se observa la
inhibicion mas alta en las concentraciones de 300 y 100 mg mlIt, marcando un ahusado pico en los
extractos elaborados en base de etanol en todos los casos estudiados. Por lo que, de igual manera
se reitera que las concentraciones bajas producen un mayor efecto inhibitorio. Y por lo cual, basado
en los resultados analizados, se disefid un segundo ensayo con concentraciones minimas para
evaluar un mejor comportamiento y control producido por los extractos vegetales y sus
componentes disueltos.
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Figura 2. Comparacion del efecto inhibitorio de concentraciones en los tratamientos de Maclura
pomifera en tres bases de extraccion, contra P. syringae.

La disolucidon de los compuestos activos en los extractos vegetales depende de la base de extraccion
utilizada, en la cual se encuentran disueltos compuestos, dependiendo de su afinidad con el
solvente, por lo cual, la naturaleza de esta base de extraccion puede aumentar o disminuir los
efectos del extracto dependiendo los componentes disueltos en ella o su dispersién sobre la
superficie aplicada. La presencia de metabolitos secundarios en los extractos vegetales es una
caracteristica que forman parte de las estrategias defensivas de las plantas (Celis et al., 2009).

Dadas estas condiciones, los solventes alcohdlicos para esta investigacion presentaron el mejor
comportamiento ante la inhibicion bacteriana, posiblemente por la naturaleza de los metabolitos de
la planta presentes. A diferencia de otras especies como Citrus x paradisi, Pimienta dioica,
Origanummajorana, Tilia platyphyllos, las cuales en extractos acuosos a la concentracion de 25%,
presentaron inhibicion en el crecimiento micelial de 100% sobre el hongo Moniliophthora roreri,
aislado de frutos enfermos de cacao, a diferencia del testigo que presentd un radio de crecimiento
de 25 mm (Arcos et al., 2019).

Los datos para el segundo ensayo de M. pomifera se analizaron en un método factorial, donde
nuevamente los factores de concentracion y base de extraccion mostraron, diferencias
significativas en el Cuadro 3, para el caso de la base de los extractos, (F1,832)= 116.8, p< 0.001,
mientras que la diferencia entre concentraciones es de (F3, 832)= 40.492, p< 0.001.

Basados en los resultados del primer ensayo se eligi6é a los extractos etanolicos y metanolicos,
como los mejores tratamientos en la inhibicion bacteriana de P. syringae. De igual forma, tomando
en cuenta que la concentracion menor (100 mg ml™!) del ensayo anterior fue la més efectiva con
media de 0.8219, se seleccionaron concentraciones por debajo de este valor para establecer el
nuevo disefio. El efecto inhibitorio antibacteriano se presentd en todos los casos con extractos de
etanol y metanol.
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Cuadro 3. Segundo ensayo M. pomifera, disminucion de concentraciones de extractos Etanolico
y Metanolico y su efecto inhibitorio sobre P. syringae. Comparacion de medias entre los
factores de analisis bases de extraccion y concentraciones. Comparacion de medias de la
base de extraccion etanol y metanol (a), comparacion de medias entre las concentraciones
empleadas de cada tratamiento 10, 30, 50 y 80 mg ml™ (b), con 210 evaluaciones totales,
cotejando el tamafio en cm de los halos inhibitorios producidos.

a)
Base de extraccion Media Sd G
Etanol 0.9616 0.1729 a
Metanol 0.868 0.0807 b
b)
Base de extraccion Media Sd G
10 0.9838 0.1729 a
30 0.8938 0.0807 b
50 0.9280 0.1622 c
80 0.8538 0.1012 d

El Cuadro 4a muestra la diferencia entre las medias de los tratamientos, ubicando al tratamiento de
etanol con un efecto bactericida superior, mientras que el Cuadro 4b sefiala la concentracion de 10
mg ml como el tratamiento mas efectivo para el control del patdégeno P. syringae.

La inhibicién del crecimiento bacteriano por extractos vegetales ha sido documentada por
investigadores en los ultimos afios, buscando el sustento cientifico de los componentes activos en
los extractos, que son de menor costo y con efectividad amplia. Como lo demuestran estudios de
extractos de semillas de Citrus paradisi (toronja) inhibiendo patdgenos bacterianos como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y el hongo Candida albicans
(Cabrera, 2019).

Cuadro 4. Primer ensayo Z. officinale, concentraciones altas de extractos acuosos y alcohdlicos.
Comparacion de medias entre dos factores, las bases de extraccion (a). Comparacion de
medias entre las concentraciones empleadas (b). Con 210 evaluaciones totales, tres
tratamientos de extractos crudos, tres solventes de extraccion (etanol, metano y agua), cada
uno con tres concentraciones respectivas (100, 300 y 500 mg ml™), cada tratamiento con
tres repeticiones (unidad de caja Petri) y cada repeticion con cinco discos de papel dentro,
impregnado con el tratamiento, determinando asi cinco unidades de medida dentro de cada
repeticion, para todos los casos, evaluando el tamafio en cm de los halos inhibitorios

producidos.
a)
Base de extraccion Media Sd G
Etanol 0.1951 0.3369 a
Metanol 0.1081 0.2679 b
Agua 0 0 C
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b)
Base de extraccion Media Sd G
100 0.4166 0.3833 a
300 0.0888 0.2518 b
500 0 0 c
Crudo 0 0 c
Testigo 0 0 c

Sd= desviacion estandar; G= agrupacion.

Al igual que el efecto entre base y concentraciones es significativo £3, g32)= 8.612, p< 0.001, se
presenta la figura de efectos principales (Figura 3), donde se refleja la eficacia de los tratamientos
de etanol de 10 mg ml™.

Efectos principales
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Figura 3. Segundo ensayo, disminucion de concentraciones, extracto de M. pomifera. Efectos
principales de inhibicion bacteriana de bases de extraccion y concentraciones sobre P.
syringae.

El comportamiento de los extractos en el segundo ensayo de M. Pomifera representado en la Figura
4, reitera, a los extractos de base etanol con un efecto superior en la inhibicion de P. syringae y al
segundo factor, concentracion, de igual manera sobresaliendo el tratamiento de menor
concentracion (10 mg ml!) como el mas efectivo en esta misma evaluacion.

El comparativo de extracto vegetal contra producto comercial se analizé por medio de estadistica
no paramétrica. El producto comercial fue comparado con la mejor concentraciéon (10 mg ml™),
con base de etanol, siendo esta la media de inhibicion mas alta. Los datos se analizaron mediante
la prueba de suma de rangos de Wilcoxon (Wilcoxon rank sum test: W= 11025, p-value< 2.2 e-16),
las medianas son estadisticamente diferentes.
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Figura 4. Segundo ensayo, disminucion de concentraciones extracto de M. pomifera. Interaccion
factor de inhibicion bacteriana de base de extraccion y concentracion, sobre P. syringae.

En la Figura 5 se observa, la superioridad de efecto antimicrobiano del extracto de etanol 10 mg
ml!, sobre la inhibicién del producto comercial Gamma de Progranic (extracto de ajo (Allium
sativum 25%), extracto de chile picante (Capsicum frutescens 25%), extracto de canela
(Cinnamomum zeylanicum 10%) de 1.5-2 L ha™! en 200 L de agua).
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Figura 5. Segundo ensayo, disminucion de concentraciones extracto de M. pomifera. Comparativo de
extractos vegetales contra producto comercial evaluando el efecto de inhibicién bacteriana,
sobre P. syringae.

Para el ensayo con los extractos de Z. officinale, los datos registrados en el Cuadro 4, se analizaron
bajo un disefio factorial y agrupacion de medias, con 14 tratamientos, tres repeticiones por cada
tratamiento, y cada unidad experimental con cinco elementos de medida, que fueron el nimero de
discos por caja.
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El Anova demostrd diferencias significativas entre los tratamientos y los datos fueron analizados
en un arreglo factorial, del cual, se separaron dos factores principales, como base de extraccion y
concentracion, tal como se muestran en el Cuadro 4a y 4b respectivamente. Destacando como
grupos principales con el mayor efecto inhibitorio la base de extraccion etanol y la concentracion
de 100 mg ml™! correspondientes a cada uno de los factores analizados mostrados en la Figura 6.

Efectos principales
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Figura 6. Efectos principales de la inhibicién bacteriana de Base de extraccion y concentracion de
extractos de Z. officinale sobre P. syringae.

Los efectos principales se separaron en dos grupos, base de extraccion y concentracién. Como se
demuestra en la Figura 6, en el primer grupo de bases de extraccion, los extractos de base etanolica
mostraron un efecto superior en la inhibicién de P. syringae. Mientras que para el efecto de
concentracion mostro una amplia separacion del grupo la concentracion de 100 mg ml™?, al registrar
los halos inhibitorios mayores.

La Figura 7 muestra el comportamiento, como en funcion al tipo de base, a medida que disminuye
la concentracion del extracto, aumenta el efecto inhibitorio sobre la bacteria. Presentando picos
marcados en la base etanol y el aumento inhibitorio en la concentracion de 100 mg ml™.

Actualmente, asi como esta investigacion, existen fuentes y estudios acerca de los componentes
activos de las plantas con diversos usos terapéuticos, insecticidas fungicidas y bactericidas. Z.
officinale demostro efectos bactericidas en extractos a base de etanol, como una alternativa en el
biocontrol. En Argentina estudios de extractos hidroalcoh6licos (etanol: agua, 1:1) de 80 especies
silvestres de diversas regiones del pais, mostraron inhibicion frente a Staphylococcus aureus en
41.25% de las especies estudiadas. Demostrando asi el valor de los extractos vegetales en el control
bilogico (Toribio et al., 2009).
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Figura 7. Efecto inhibitorio de crecimiento bacteriano, producido por los extractos de Z. officinale
sobre P. syringae. En funcion de la base de extraccion y su concentracion.

Recientemente Celaya et al. (2019) corrobora la eficiencia de extractos hidroetanolicos mostraron
en su investigacion que el extracto de Eucalyptus globulus y la mezcla de 12 extractos presentaron
actividad antimicrobiana contra Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium, Vibrio cholerae y Staphylococcus aureus (p< 0.05).

Conclusiones

Los extractos de etanol y metanol presentaron inhibicién del crecimiento y desarrollo de
Pseudomona syringae de tomate y ejote bajo condiciones in vitro. Particularmente los extractos de
M. pomifera en su primer y segundo ensayo mostraron el maximo efecto inhibitorio en los
tratamientos etanolicos con las menores concentraciones, que en el caso del primer ensayo fue de
100 mg ml y para el segundo ensayo en la disminucion de concentraciones la mejor concentracion
fue de 10 mg ml%, sobre P. syringae pv tomato.

El mayor efecto inhibitorio de P. syringae pv phaseolicola con extractos de Z. officinale fue
registrado por los extractos con base etanolicay en la concentracion de 100 mg mlI™. Los resultados
obtenidos dan pauta a estos extractos para ser considerados en un programa de control bioldgico,
en si siguiente etapa in vivo, siendo una alternativa de biocontrol para enfermedades bacterianas,
efectiva, de bajo costo y menor o nulo impacto ambiental.
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