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1. INTRODUCCION.

Desde nuestros antepasados y, aun mas, recientemente los extractos de las plantas
han recibido la atencion en las comunidades farmacéuticas y cientificas; un gran
namero de publicaciones han documentado el valor terapéutico de los compuestos
naturales en un intento por validar las afirmaciones de su actividad bioldgica.
Diversas de sus propiedades han sido exploradas, por mencionar su potencial
nutricional, aromatico, antioxidante, de pigmentacion y, particularmente, ha llamado
la atencion su actividad antimicrobiana debido al desafio de la creciente incidencia
de patdgenos resistentes a los medicamentos u otros agentes quimicos sumamente
agresivos. Algunas plantas han demostrado la capacidad de superar la resistencia
en algunos organismos y esto ha llevado a los investigadores estudiar y entender
sus mecanismos de accion sin dejar de lado la extraccién de los compuestos

bioactivos

Muchas plantas han sido utilizadas debido a sus rasgos antimicrobianos y se han
investigado sus propiedades para la eliminacion de algunos patégenos perjudiciales
en los cultivos y en la salud humana. Dicha propiedad se ha atribuido a una
diversidad de compuestos naturales dentro de los que destacan los compuestos

fendlicos.

Los compuestos fendlicos constituyen una clase principal de metabolitos
secundarios de plantas que estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal y
muestran una gran diversidad estructural. Estos compuestos se presentan como
agliconas o glucésidos, como monOmeros que constituyen estructuras altamente
polimerizadas, como compuestos libres o unidos a la matriz basal. Ademas, no
estdn distribuidos uniformemente en la planta y su estabilidad varia
significativamente, esto complica en gran medida sus procesos de extraccion y
aislamiento, lo que significa que un solo procedimiento estandarizado no se puede

recomendar para todos los fendlicos y/o materiales vegetales, los procedimientos
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tienen que ser optimizados dependiendo de la naturaleza de la muestra, de la edad

de la planta, de los analitos de interés, y también sobre el objetivo del estudio.

La diversidad estructural de los compuestos fendlicos afecta su comportamiento
fisicoquimico, como la solubilidad y las caracteristicas de particion. La polaridad de
los compuestos varia significativamente con su estructura, estado de conjugacion y
asociacion con la muestra matriz; formas ligadas y fendlicos de alto peso molecular
pueden ser bastante insolubles, ademas, los compuestos fendlicos no son
distribuidos uniformemente en la planta y su estabilidad varia significativamente;
algunos son relativamente estables y otros son volatiles, termolabiles y/o facilmente

propenso a la oxidacion.

Por lo tanto, se debe tener mucho cuidado al elegir la metodologia de extraccion
correcta asegurando la reduccion de las posibles modificaciones quimicas que

invariablemente resultan en artefactos por hidrolisis, oxidaciéon, y/o isomerizacion

Es decir, no existe un procedimiento estandarizado para la preparacion de muestras
y extraccion de todos los fendlicos o cualquier grupo de compuestos naturales, o
una clase especifica de sustancias fendlicas en materiales vegetales. El

procedimiento tiene que ser optimizado dependiendo de:

a) Naturaleza de la muestra y los analitos; por ejemplo, extraccion del total
fendlicos, clases fendlicas especificas, compuestos individuales; fendlicos
unidos o libres, especies poliméricas.

b) Objeto del analisis; por ejemplo, interés en la aclaracion de la estructura o
cuantificacion.

c) Disponibilidad de equipos y reactivos para desarrollar las técnicas.

Debido a la complejidad de la mayoria de las matrices, es decir, alimentos, bebidas,
plantas y muestras bioldgicas, el procedimiento de preparacion de muestras es un
paso critico de todo el proceso. Secado, molienda, homogeneizacion, y la filtracién

(o centrifugacion) son pretratamientos comunes previos a la extraccion. Ademas, en
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algunos casos, un paso de hidrélisis es incluido para liberar compuestos de

estructuras matriciales y/o simplificar la composicion del extracto.

Bajo el contexto anterior, en este proyecto de investigacion se propone una
metodologia para extraer compuestos fendlicos de tres diferentes fuentes
vegetales; maracuyd, naranja agria y Jamaica, y su evaluacion como posibles
agentes antimicrobianos de cepas fitopatdgenas letales en algunos cultivos de
interés agricola, especificamente, el cancer bacteriano del jitomate (Solanum

lycopersicum)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las enfermedades en los cultivos de interés agricola siempre ha sido un problema
gue impacta negativamente al productor y consumidor con el desabasto de
alimentos basicos; aunado a esto, factores externos complican el problema con la
aparicion o desarrollo de cepas fitopatdgenas resistentes al control quimico

convencional.

Sin duda, la sociedad en general es, y ha sido, blanco de numerosos casos de
patdgenos donde se incluyen levaduras, hongos, virus y bacterias; ejemplos claros
de este fendbmeno devastador en los cultivos agricolas se encuentran Phytophthora
infestans, Oidiopsis taurica, Rhizoctonia spp., Fusarium oxysporum, Oidium
neolycopersici y Clavibacter michiganensis; la Ultima es una bacteria patogénica
causante de la enfermedad mas grave del jitomate responsable de grandes pérdidas

econdémicas en México y el mundo; el llamado Cancer bacteriano.

El jitomate es la hortaliza de mayor produccién, ya que se cultiva para atender la
demanda nacional y la exportacion. Al primer mes de 2021 para el ciclo Primavera-
verano de 2020, la produccién de tomate rojo (jitomate) es de un millon 878 mil 289
toneladas; 23 mil 987 menor (1.3%) que la produccién al mismo mes del afio previo
(un millon 902 mil 276 toneladas). Entre las hortalizas que México exporta, el
jitomate es la mas importante, por la derrama econémica que representa para los
agricultores y comercializadores su venta externa. En 2020, el volumen exportado
alcanzé un millén 662 mil toneladas, que resultd menor en 2.1% respecto del afio

precedente.

Por otro lado, existen factores que limitan la produccion, entre ellos resaltan los
problemas fitosanitarios como el cancer bacteriano que es ocasionado por la
bacteria Clavibacter michiganensis ssp michiganensis (Cmm), una enfermedad
cuarentenada y de impacto internacional por las pérdidas econémicas que ocasiona
en la produccién de jitomate, principalmente en invernadero. Cuando se presenta

es devastadora y con gran capacidad de diseminacion, Cmm puede sobrevivir en
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restos de plantas o en el suelo por periodos de 2 o 3 afos, lo cual dificulta su control
(Fatmi y Schaad, 2002; Flores, 2014). Cmm esta distribuida en todo el mundo
prevaleciendo en regiones donde se cultiva jitomate; se han reportado epidemias
en Israel, Japdén, Espafia y México, en promedio puede ocasionar pérdidas de 80 a
100% (Borboa-Flores et al, 2009; EPPO, 2010; De Leon et al, 2011; NAPPO, 2014).
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3. JUSTIFICACION.

Debido a la problematica expuesta, el desarrollo de este proyecto se justifica
ampliamente, ya que buscaremos aprovechar algunos cultivos; Jamaica, Maracuya
y Naranja Agria; para la extraccion de productos naturales empleados como
complementemos o sustitutos de agentes quimicos en el control de plagas de
cultivos de interés agroindustrial. De esta manera se impactara al minimizar las
pérdidas de los cultivos, asi como mejorar los aspectos econdémicos, ambientales y
de salud para el consumidor.

4. HIPOTESIS.

Los extractos naturales, solos o combinados, serdn una buena estrategia para el
control del cancer bacteriano en el cultivo de jitomate, lo cual podria ser escalado

en el control de enfermedades bacterianas de otros cultivos.
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5. OBJETIVO GENERAL.

» Obtener extractos crudos de plantas como alternativa en el control del cancer

bacteriano

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

» Obtener y concentrar los extractos crudos totales de la flor de Jamaica
(Hibiscus Sabdariffa), Maracuya (Passiflora edulis), y de Naranja agria (Citrus
aurantium).

» Evaluar su potencial antimicrobiano in vitro

A\

Evaluar su potencial como antimicrobianos en plantas de jitomate
» Proponer una metodologia experimental para la extraccion de productos
naturales en el control del fitopatégeno del cancer bacteriano
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7. MARCO TEORICO.

7.1.- Generalidades de la planta experimental y sus enfermedades

El jitomate (Lycopersicon esculentum) pertenece a la familia de las solanaceas,
entre las cuales se encuentran, la berenjena, el pimentén, los ajies, el pimiento, la
papa y el tabaco. La planta de jitomate (figura 1) es de estructura herbacea como

todas las hortalizas consta de:

e Sistema radicular: se desarrolla rapidamente a profundidades mayores de un
metro. Sin embargo, debido al sistema de trasplante, no supera los 40 cm de
profundidad, y tiende a ser fibroso con muchas raices laterales.

Figura 1. Estructura de la planta del Jitomate.

e Tallo: es herbaceo, pero algo lignificado en las plantas viejas. En la base tiende

a formar raices.



e Hojas: formadas por varias partes que se denominan foliolos. La superficie es
pilosa (pelos pequefios) que se dafian en la poda, manchando las manos del
operario y permitiendo la transmision de enfermedades.

e Yemas axilares: se encuentran en las axilas de las hojas. Si no se las controlan
generan muchos tallos laterales.

¢ Inflorescencias: puede contener hasta 40 flores. Las flores son bisexuales y se

polinizan principalmente, por medio del viento.

Como se ha mencionado las hojas pilosas son unas de las principales partes de las
plantas del jitomate para la captacion de hospederos por lo tanto son una fuente de

transmision de enfermedades variadas.

Agentes biolégicos causantes de enfermedades del jitomate

Los agentes biologicos desencadenantes de una gran diversidad de enfermedades
vegetales se agrupan en poblaciones que comparten caracteristicas de nutricion,
reproduccion, propagacion, morfologia entre otras. Dentro de estas poblaciones se

encuentran los hongos, virus, y bacterias.

Hongos: se caracterizan por ser incapaces de realizar su propio alimento como lo
hacen las plantas, por lo tanto, las parasitan para alimentarse y obtener de ellas
agua y nutrientes, enfermandolas. Son de aspecto algodonoso, filamentoso, con
capacidad de sobrevivir en diferentes ambientes. El Tizén temprano del tomate, la
mancha gris del tomate, marchitez por fusarium, polvillo o ceniza, etc., son algunos
ejemplos. Semejante a los hongos se encuentran los Oomycetes, siendo
microorganismos de aspecto filamentoso, que se diseminan e infectan en presencia

de agua sobre la superficie de la planta, ejemplo; el Tizon tardio del jitomate.

Virus: Agentes infecciosos transmitidos por insectos o por contacto de savia entre
plantas, solo se multiplican en el interior de células vivas. Una vez invadidas, las

células no tienen cura, las plantas enferman de manera permanente; ejemplos:
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Begomovirus, hojas cordon de zapato, peste negra, virus del mosaico del pepino,

virus rugoso del jitomate, etc.

Bacterias: Parasitan plantas para obtener agua y nutrientes, producen muerte de
tejido vegetal, obstruyen el sistema de conduccion generando marchitamiento,
liberan toxinas, produciendo amarillamiento en la planta. Forman un grupo muy
grande y variado de microorganismos entre los cuales se encuentra Clavibacter

michiganensis causante del cancer bacteriano. (Flores Ceferino, 2012)

El cancer bacteriano es la enfermedad de mayor importancia para el cultivo de
jitomate con amplia distribucion mundial. La bacteria causante del llamado “cancer
bacteriano” se distribuye y coloniza los diferentes tejidos de la planta
sistémicamente para localizarse de manera abundante en semillas, tallos, hojas y

frutos (figura 2).

Figura 2. Sintomas de Clavibacter michiganensis sub. spp. en hoja, tallo y fruto del
jitomate.

La diseminacion en largas distancias se efectia por medio de semillas infectadas e
insectos, mientras que, en corta distancia, ocurre a través de suelo, agua y labores
de entutorado, poda y desbrote. La bacteria es de escasa sobrevivencia en suelo,
puede permanecer sobre restos de cultivos, postes, alambrados, plasticos y demas
estructuras de conduccion, lo cual hace complejo el tratamiento quimico para evitar

Su propagacion.
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La enfermedad puede manifestarse varias veces en el mismo ciclo de cultivo
(policiclica) se inicia en condiciones de temperaturas moderadas (18 a 25 °C) y
niveles elevados de humedad, las labores de desbrote, entutorado en condiciones

de alta humedad, incrementan rapidamente la incidencia de la misma.

En infecciones sistémicas desarrolladas en plantas jévenes se observa el
marchitamiento unilateral de las hojas de la parte baja y media. En plantas grandes,
en infecciones localizadas, los primeros sintomas son tejidos muertos (necrosis) en
los bordes de las hojas ubicadas en la parte baja y necrosis a lo largo del tallo. A
nivel de fruto se observa necrosis del céliz, reticulado y ocasionalmente se observa
la manifestacion del sintoma conocido como ojo de pajaro (figura 2). A nivel del tallo
se observa la formacion de cancros, emision de raices adventicias y en el interior,

oscurecimiento del tejido de vascular.

Se entiende que el control del patdogeno es una labor muy compleja, hasta el
momento se ha recurrido a tratamientos quimicos, fisicos o combinados, ademas
de que se opta por no efectuar plantaciones en campos infectados, la desinfeccién
de materiales de trabajo en una solucién de hipoclorito de sodio al 10% por 10
minutos; el empleo de semillas libres del patdgeno, las semillas pueden ser tratadas
con una solucion de hipoclorito de sodio 0,06 molar durante cuatro horas, se
recomienda no efectuar labores de desbrote en regiones con alta humedad, ademas
de desinfectar los utensilios. En el caso de encontrar plantas con sintomas erradicar
del suelo y efectuar aplicaciones de oxicloruro de cobre mas Mancozeb, este
producto también puede ser utilizado ante condiciones ambientales que favorecen

la propagacion.
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7.2.- Generalidades del material vegetal propuesto

7.2.1. Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa).

Hibiscus Sabdariffa L, es el nombre cientifico de la popular flor de Jamaica, también
conocida como rosa de abisinia. Es propia de climas secos, y es originaria del Africa
Occidental, se utiliza para la produccion de fibra y como infusion. Es una planta
anual o perenne hierba o de base lefiosa sub arbusto, y crece hasta 2.0 a 2.5 m de
alto. Las hojas tienen de tres a cinco I6bulos dispuestas alternativamente en los
tallos (Green, 2012).

Figura 3. Vista de la flor de Jamaica madura sostenida por su caliz de la misma
pigmentacion.

Las flores con 8 a 10 cm de diametro, son de color blanco y amarillo palido con una
mancha de color rojo oscuro en la base de cada pétalo, y tienen un céliz carnoso en
la base, son carnosas y brillantes de color rojo como la fruta madura, tardando
alrededor de seis meses para madurar (figura 3). Su composicién quimica tan
extensa permite emplearla para combatir diversas enfermedades (Amarula, 2009;
J.M. Nzikou, 2011; J. Zhen, 2015).

Diversos autores han preparado extractos de Jamaica con solventes organicos

demostrando su aplicacion exitosa en patdégenos varios para el tratamiento y la
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prevencion de infecciones urinarias; para combatir patdogenos resistentes a
multiples farmacos, y exitosos para combatir bacterias (I. Alshami, A.E. Alharbi,
2014; I. Borras-Linares, 2015; E.M. Abdallah, 2016; I. Jabeur, 2017). Los autores
han atribuido su efecto antimicrobiano a los flavonoides, ya que tienen la capacidad
de formar un complejo con las paredes celulares bacterianas y aumento de la
permeabilidad de la membrana plasmatica, lo que da como resultado la fuga de

iones de las células bacterianas.

7.2.2. Maracuya (Passiflora edulis).

El nombre Passiflora, proveniente del latin passio (pasion) y floris (flor), se debe a
la semejanza entre los elementos de la flor y los diversos instrumentos de la Pasién
de Cristo: la corona floral representaria la corona de espinas, los estambres
asemejan las cinco llagas, el pistilo corresponde a la cruz, los estigmas a los tres

clavos y las bracteas representan la Santisima Trinidad. (Veronica Pereira, 2015).

El género Passiflora comprende alrededor de 500 especies, es el mas grande de la
familia Passifloraceae, entre las cuales, se destacan las Passiflora edulis por su
importancia econdmica y medicinal. Se cultiva ampliamente en regiones tropicales
y subtropicales en varias partes del mundo, especialmente en América del Sur, el
Caribe, el sur de Florida, Sudafrica y Asia. Se presentan dos variedades diferentes
la purpura o morada (Passiflora edulis Sims.) y la amarilla (Passiflora edulis Sims f.
flavicarpa) (figura 4). La primera se consume en fresco y prospera en lugares
semicalidos y a mayor altura sobre el nivel del mar, en tanto que la segunda crece
en climas célidos, desde el nivel del mar hasta 1000 m de altitud. La ultima es mas
apreciada por la industria gracias a su mayor acidez y aromaticidad; se obtiene del
tejido que rodea a la semilla, y es una excelente fuente de vitamina A, niacina,
riboflavina y &cido ascorbico. Las hojas de P. edulis son muy utilizadas como
sedantes o tranquilizantes en Estados Unidos y paises europeos. Las flores son
grandes y hermosas y se pueden utilizar como plantas ornamentales de jardin. Las

cascaras, caracterizadas por altos niveles de polifenoles, fibras y oligoelementos,
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se han utilizado ampliamente para hacer vino o té, cocinar, extraer pectina e
ingredientes medicinales y procesar alimento seco para el ganado. Las semillas son
comestibles y tienen un alto contenido de proteinas y aceite (compuesto

principalmente de acido linoleico, acido oleico y acido palmitico) (Xirui He, 2020).

Figura 4. Variedades de Passiflora edulis y cortes transversales mostrando semillas
de: a) Maracuya puarpura; b) Maracuya amarilla.

El maracuya es una planta trepadora, vigorosa, lefiosa, perenne, con ramas hasta
de 20 metros de largo, presenta tallos verdes, acanalados y glabros, presentan
zarcillos axilares que se enrollan en forma de espiral y son mas largos que las hojas.
Las hojas son solitarias y axilares, vistosas. Estan provistas de cinco pétalos y una
corona de filamentos radiante de color purpura en la base y blanca en el apice,
posee cinco estambres y tres estigmas. Los zarcillos son redondos y en forma de
espiral, alcanzan una longitud de 30-40 cm, se originan en las axilas de las hojas
junto a las flores; se fijan al tacto con cualquier superficie y son las responsables de
gue la planta tenga el habito de crecimiento trepador. Las flores son hermafroditas,
nacen solitarias en las axilas, sostenidas por tres grandes bracteas verdes que se
asemejan a hojas. Las flores consisten de tres sépalos de color blanco verdoso,
cinco pétalos blancos y una corona formada por un abanico de filamentos que
irradian hacia fuera, cuya base es de color purpura (figura 5), estos tienen la funcién

de atraer a los insectos polinizadores (Manza, 2005).
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Figura 5. Representacion de la planta de maracuyéa con sus frutos sin madurar (a)
zarcillos (b) flor hermafrodita (c) corte transversal del fruto (c)

El fruto es una baya globosa u ovoide de color entre rojo intenso a amarillo cuando
esta maduro, las semillas con arilo carnoso muy arométicas, miden de 6 a 7 cm de
diametro y entre 6 y 12 cm de longitud. El fruto consta de 3 partes. Exocarpio: Es la
cascara o corteza del fruto, es liso y esta recubierto de cera natural que le da brillo.
El color varia desde el verde, al amarillo cuando esta maduro. Mesocarpio: Es la
parte blanda porosa y blanca, formada principalmente por pectina, tiene grosor
aproximadamente de 6 mm que, al contacto con el agua, se reblandece con
facilidad. Endocarpio: Es la envoltura que cubre las semillas de color pardo oscuro.
Contiene el jugo de color amarillo opaco, bastante acido, muy aromatico y de sabor

agradable (figura 5).

Se ha reportado que la pulpa de maracuya es una famosa fuente alimenticia de
flavonoides con diversas propiedades biolégicas y farmacolégicas (Xirui He, 2020).
Es fuente de antioxidantes naturales que pueden eliminar los radicales libres o
inhibir su actividad ayudando asi al cuerpo a mantener un estado antioxidante
adecuado (Zas and John, 2017; Rotta et al., 2019), efecto superior al del platano,
papaya, colombo, nectarina, la naranja, el mango americano, la pifia y el lichi
(Thomas et al., 2019). La administracion de hojas, cascaras y semillas a ratas
diabéticas inducidas por estreptozotocina mostré capacidad antioxidante al mejorar

la enzima antioxidante en los 6rganos viscerales (Xirui He, 2020).
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La fruta de la pasion posee actividad antifingica y antibacteriana de enfermedades
infecciosas en humanos y plantas. El péptido con gran similitud con las albuminas
2S de las semillas de maracuya tiene propiedades antifingicas Los extractos
metanolicos del pericarpio de P. edulis inhiben el crecimiento de diferentes cepas
bacterianas como Escherichia coli, esto podria deberse a la presencia de
compuestos bioactivos como polifenoles, triterpenos y esteroles contenidos en los

extractos de metanol (Ramaiya et al. 2014, Dzotam et al., 2016, Pereira et al., 2019).

7.2.3. Naranja Agria (Citrus x aurantium).

Arbol perenne de la familia de las rutaceas de hasta 10 metros de altura, con la copa
muy redondeada, tallos espinosos, hojas coriaceas, elipticas con el peciolo alado,
flores de color blanco muy perfumadas y con cinco pétalos y numerosos estambres,

mas grandes que en el Citrus sinensis.

Figura 6. Representacién de la planta de la naranja agria, (a) flores, (b) fruto (c).

Su composicién quimica diversa, donde resaltan los flavonoides y que se dividen en
cuatro grupos, ha sido reconocida debido a su funcién fisiolégica, farmacolégica y
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por sus beneficios para la salud (Ipek Suntar, 2018). Se ha reportado como diurético,

antiespasmadico, antifungico y antibacteriano.

La actividad antimicrobiana de C. aurantium se investigd mediante el uso de varios
ensayos in vitro empleando jugos neutralizados y no neutralizados a 4 y 37 °C,
durante un periodo de siete dias sobre Salmonella enterica Typhimurium y Listeria
monocytogenes, los resultados mostraron que ambos microorganismos crecieron
durante dos dias en jugo neutralizado a 37 ° C. Por otro lado, el dia 7, ninguno
sobrevivid. Los resultados también revelaron que L. monocytogenes era menos
resistente que S. enterica Typhimurium. Se sugiri6 que el pH bajo del jugo de
naranja agria es responsable de su potencial antimicrobiano junto con la duracién
del periodo de incubacion y la temperatura. En otra investigacion, se registré una
alta actividad antimicrobiana contra Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus (Ipek
Suntar, 2018).

7.3. Métodos de extraccion de compuestos bioactivos

Los componentes naturales a base de plantas pueden derivarse de cualquier parte
como tallo, corteza, hojas, flores, raices, rizomas, frutos, semillas, etc. Las
actividades biolégicas de los extractos de plantas han mostrado diferencias
significativas segun su origen y los métodos de extraccion aplicados, enfatizando
asi la importancia de seleccionar un método de extraccion adecuado (Thangaraj,
2016). Las eficiencias de los métodos de extraccion tanto convencionales como no
convencionales (figura 7) dependen principalmente de los parametros criticos de
entrada (Azmir y col., 2013). Se pueden considerar ejemplos de tales parametros:
duracion del periodo de extraccion, solvente utilizado, pH del solvente, temperatura,

tamafo de particula de los tejidos, la proporcién de solvente-muestra, etc.
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Técnicas de extraccion de
plantas medicinales y aromaticas

e .

[Convenciona|] Técnicas inovadoras
de extraccion aisitida

v \

N

Infusion Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)
Decoccion (Cocimiento) Extraccion asistida por enzimas

Maceracion Extraccion asistida por microondas (MAE)
Percolacion (Filtracion) Campo eléctrico pulsado (PEF) - extraccion asistida

Extraccion Soxhlet Extraccion de fluidos supercriticos (SFE)

Hidrodestilacién Extraccion de liquido presurizado (PLE)

d Extraccion acelerada por solvente (ASE)

Extraccion de agua subcritica (SWE)

v .
Destilacion de agua

Destilacion de agua y vapor

Destilacion directa de vapor

Destilacion de cohobacion

Figura 7. Métodos de extraccion metabolitos de plantas medicinales y aromaticas.

Complementario a los métodos de extraccion, también se debe considerar la
trituracién, filtracibn y concentracion. Algunos de los métodos convencionales
basados en disolventes incluyen: Infusion, decoccion (cocimiento), maceracion,
percolacién, extraccion Soxhlet, e hidrodestilacion. A continuacion, se presenta la

generalidad de algunos de ellos.

7.3.1.- Infusioén.

La infusion es un método de extraccion que se utiliza para obtener principios
biologicamente activos de partes de plantas que tienen paredes celulares mas

delgadas, como flores, hojas y partes aéreas delgadas de las plantas, incluso

32



algunas frutas después de haber sido trituradas previamente, que contienen activos
termoestables y compuestos solubles en frio. Para ello, se agrega agua hirviendo o
fria al material vegetal, luego se hierve esta mezcla. A continuacion, se cubre el
recipiente y se deja a temperatura ambiente durante 10 a 15 minutos con agitacion
ocasional. El producto obtenido se filtra y el resultado seran soluciones diluidas de

los componentes facilmente solubles de los medicamentos crudos.

7.3.2.- Decoccion (Cocimiento).

La decoccion consiste en tratar el material vegetal picado en un volumen
determinado de agua y hervirlo. Generalmente se recomienda para raices, rizomas,
cortezas, tallos, frutos duros y semillas, es decir, aquellos érganos de la planta que
tienen una membrana mas gruesa y donde la difusion de los principios activos se
vuelven mas dificil. Sin embargo, este procedimiento también se recomienda para
flores, hojas, ramas y frutos, especialmente cuando se extraen aceites volatiles en
el extracto acuoso. Este procedimiento es adecuado para la extraccion de

componentes termoestables solubles en agua.

7.3.3.- Maceracion.

Es el método de extraccion mas sencillo y comun, se realiza a temperatura
ambiente. El producto vegetal se mantiene en contacto con el disolvente (agua o
agua/alcohol) durante un tiempo variable, agitando ocasionalmente, tras lo cual se
separa el extracto. La maceracion en frio se puede preparar a partir de raices, tallos,
hojas, flores o semillas. Este método es el mas adecuado para su uso en el caso de
compuestos termolabiles. Por tanto, la maceracion consiste en tratar el producto
vegetal picado con la cantidad de solvente (agua o alcohol etilico 50% o 70%) en

relacion 1:10 y mantenerlo a la temperatura habitual durante un tiempo determinado.
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7.3.4.- Extraccion Soxhlet.

La extraccion continua en caliente (Soxhlet) es adecuada para grandes cantidades
de material vegetal. La materia prima se muele y se introduce en el extractor junto
con el solvente, tras ciclos repetidos de extraccion, el disolvente se enriquece con
el componente extraido. Se detiene el calentamiento y se deja enfriar, se retira el
cartucho, se seca y pesa. La principal ventaja de este método de extraccidon es que

se logra mediante un proceso continuo.

7.3.5.- Hidrodestilacion.

Es un método tradicional ampliamente utilizado para la extraccion de los
componentes activos y los aceites esenciales. Este procedimiento es bueno para la
extraccibn de compuestos activos volatiles, pero como se requiere una alta
temperatura, no se puede utilizar para compuestos termolabiles. Las cuatro
categorias béasicas de hidrodestilacién son: (a) destilacion con agua, (b) destilacién
con aguay vapor, (c) destilacion directa con vapor y (d) destilacién con cohobacion.
La eleccién entre las cuatro modificaciones depende del punto de ebullicién del

aceite esencial y de la naturaleza de la planta
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9. MATERIALES Y METODOS.

9.1.- Material vegetal y extractos.

El material vegetal fresco seleccionado y empleado para los ensayos fueron de flor
de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), hoja de Maracuya (Passiflora edulis), hoja de
Naranja agria (Citrus x aurantium), todos fueron adquiridos directamente con los
agricultores en la localidad de Chiautla de Tapia en el estado de Puebla, México;
una region donde son cultivados y comercializados, todos se obtuvieron en los
periodos de diciembre del 2020- febrero del 2021. Todo el material vegetal en fresco
fue pesado en diferentes gramajes, se secO en condiciones de sombra a
temperatura ambiente y luego fueron triturados hasta obtener un polvo fino con
apoyo de un mortero y un pistilo de porcelana. A 5 gr de polvo seco de cada cultivo
fueron colocados en frascos ambar y se les adicioné 50 ml de metanol al 80%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), o la misma de cantidad de agua destilada estéril,
procediendo con agitaciones frecuentes durante tres dias a temperatura ambiente
(37 °C + 2 °C) evitando el contacto directo de la luz en un cuarto obscuro. Todas las
suspensiones fueron filtradas con papel filtro Whatman No. 1 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA). Los extractos metandlicos y acuosos fueron concentrados en bafio
maria (idealmente se debera hacer a presién reducida en un evaporador rotatorio a
68 °C y tiempos variables hasta sequedad total y resuspender en DMSO) hasta
obtener los extractos crudos concentrados para ser almacenados en refrigeracion

en frascos ambar a una temperatura de 0 a 4 °C hasta sus ensayos posteriores.

9.2.- Aislamiento y Propagacioén de la bacteria.

La bacteria Clavibacter michiganensis fue aislada de una planta enferma de jitomate
propagada en condiciones controladas en una camara de crecimiento a 16/8 horas
luz-oscuridad, 40% de humedad relativa y 20 °C. El tejido de la planta que presento

0 no sintomas tipicos del patdogeno fue macerado en buffer de extraccion (AFT 4 ml
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por gramo de tejido), se dejé reposar de 15 a 30 minutos a 4 °C y de la parte acuosa
se tomo6 1 ml para ser Re suspendido en 9 ml del buffer AFT (8 g de NaCl, 0.4 gr de
NaH2P04.2H20, Na2HPO4.12H20, 1 | de agua) si el tejido mostraba sintomas, fue
necesario preparar diluciones de hasta 1X10-3. Con 20 pul del extracto concentrado
o diluciones se inocularon por duplicado plagas en agar o caldo nutritivo KB (20 g
de peptona, 1.5 g de K2HPO4, 1.5 g de MgS04.7H20, 20 gr de agar-agar, 10 ml de
glicerol, aforar a litro de agua, pH 7.2) a 37 °C durante 12-24 horas. Con el
crecimiento sospechoso se prepararon placas de cultivos puros para su
mantenimiento y preservacion. Al mismo tiempo, la bacteria fue propagada en medio
liquido para ajustar el aporte microbiano a 1x103 UFC/ml de los cuales se emplearon
20 pl para la inoculacion uniforme inicial de los tubos experimentales mismos que

fueron incubados a 37 °C de 12 a 24 horas.

9.2.- Ensayo antimicrobiano.

Los extractos vegetales crudos y concentrados fueron deshidratados en su totalidad
obteniendo un polvo que fue Re suspendido en metanol a 80% y/o en agua para
una concentracion de 500 mg/ml (1 g / 2 ml de solvente). Con el cual se procedi6 a

realizar las pruebas bioldgicas in-vitro e in-vivo.

9.2.1- Ensayo in-vitro (cultivos liquidos de Clavibacter michiganensis).

A partir de un cultivo de activacion bacteriano (aislamiento y propagacion de la
bacteria) se inocularon con 20 pl 1x10° UFC/ml tubos conteniendo 3 ml de medio
liquido KB y 20 ul de cada extracto vegetal preparado a 500 mg/ml. Los tubos se
incubaron a 37 °C durante 24 horas y 150 rpm. Transcurrido el tiempo, se obtuvo 1
ml para leer la absorbancia de cada muestra a 550 nm en el espectrofotometro de
luz UV- visible. El equipo fue calibrado A/T cero/uno con 1 ml del medio de cultivo

liquido. ElI comportamiento microbiano fue comparado respecto a un control positivo
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y negativo, adicionando 100 ul de (Kanamicina) a 100 mg/ml, o 100 pl de agua,

respectivamente.

9.2.2- Ensayo In-vivo (en tejidos de plantulas de jitomate infectado).

Semillas de plantas infectadas fueron sumergidas en los extractos acuosos o
metanolicos durante una noche a temperatura ambiente y protegidas de la luz. Las
semillas fueron lavadas con agua destilada y cultivadas en un suelo estéril en
condiciones controladas en una camara de crecimiento a 16/8 horas luz-oscuridad,
40% de humedad relativa y 20 °C, desde el inicio y durante cuatro semanas las
semillas o su desarrollo fue regado de manera alternada con los tres diferentes
extractos vegetales y agua pura. A cada maceta experimental se aplicaron 2 ml (a
1000 mg/ml) del extracto vegetal concentrado en metanol al 80% y agua pura. Con
plantulas de cuatro semanas postgerminacién, se recolectaron las hojas con mayor
desarrollo y se procedié al aislamiento del patbgeno como ya se ha descrito. Con
20 pl se inocularon 3 ml de medio, se midi6 el desarrollo bacteriano en los puntos
iniciales de su crecimiento cuantificando mediante densidad Optica a 550 nm en el
espectrofotometro de luz UV- visible. El equipo fue calibrado A/T cero/uno con 1 ml
del buffer AFT. Las lecturas fueron comparadas un control positivo y negativo,
adicionando 100 ul de Kanamicina a 100 mg/ml, o 100 ul de agua, respectivamente.

9.3- Analisis estadistico.

El disefio experimental empleando tres cultivos y dos solventes diferentes, genero
una bateria de ensayos consistente de dos extractos por cada cultivo, es decir, se
prepararon y aplicaron seis extractos naturales (Maracuya-Acuoso, Maracuya-
Metanolico, Naranja agria-Acuoso, Naranja agria-Metandlico, Jamaica-Acuso Yy
Jamaica-Metanolico), cada uno de los extractos se probaron por triplicado en tres

experimentos independientes valorando el compararon sobre el crecimiento de
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Clavibacter michiganensis. Los datos obtenidos fueron analizados a través de
prueba de hipotesis utilizando el estadistico de prueba t-Student con una
confiabilidad del 95%, complementado con el analisis de valores empleando el

programa de Microsoft Excel 2016.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION.

10.1 Ensayo antimicrobiano In-vitro.

Como ya se menciond, las pruebas de inhibicién antimicrobiana para los diferentes
extractos fueron realizadas con 10% (masa seca/volumen) de cada uno de los
tejidos; los cuales fueron obtenidos posterior a su deshidratacion macerandolos en
metanol o agua destilada; de la misma manera se concentraron con el rotavapor
obteniendo un polvo fino que fue Re suspendido en agua destilada esterilizada; con

dichos extractos se realizaron los diferentes ensayos.

En primer lugar, en las tablas 1y 2, y graficas 1, 2, y 3 se muestran los resultados
de la actividad antimicrobiana de los seis extractos naturales, un control positivo
(bacteria) y un control negativo (Kanamicina), se aprecian los promedios de tres

lotes independientes con tres repeticiones cada uno.

Tabla 1. Valores promedio de Absorbancia (A) de los diferentes ensayos realizados en
tres lotes independientes, de seis extractos naturales, control positivo (bacteria) y control
negativo (Kanamicina).

Absorbancia (A)
Tratamiento Maracuya (Passiflora | Naranja Agria (Citrus Jamaica (Hibiscus
Controles ) . .
edulis) X aurantium) sabdariffa)
Control
Control - ) ) )
+ o Acuoso | Metanodlico | Acuoso | Metandlico | Acuoso | Metandélico
) Kanamicina
Bacteria
Lote 1 0.9976 0.0283 0.5493 0.1176 0.6523 0.5973 0.9950 0.7950
Lote 2 0.9950 0.0283 0.5453 0.1180 0.6516 0.5956 0.9953 0.7950
Lote 3 0.9956 0.0283 0.5493 0.1180 0.6540 0.5960 0.9956 0.7916
Promedio 0.9961 0.0283 0.5480 0.1179 0.6527 0.5963 0.9953 0.7940

En la tabla 1 se presentan los valores del crecimiento antimicrobiano registrado
indirectamente mediante espectroscopia de UV-VIS a una longitud de onda de 550
nm. En cada lote y ensayo se presenta el promedio de tres repeticiones con los que
se obtuvo un gran promedio de crecimiento a las 12 horas de la inoculacion del
cultivo. Podemos apreciar que el control positivo alcanzé un desarrollo en
absorbancia de 0.996 como valor maximo; su tratamiento con el antibidtico

comercial inhibié el desarrollo hasta 0.0283. Las pruebas de inhibicidon bacteriana
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empleando los tres diferentes cultivos con los dos diferentes solventes, agua y
metanol, muestran que los de menor efecto fueron los extractos de Jamaica con
valores de 0.9953 y 0.7940, acuoso y metandlico, respectivamente. Caso contario
para los extractos de maracuya cuyos valores fueron del 0.5480 y 0.1179,
respectivamente. Es decir, en los tres casos se aprecio inhibicion del crecimiento

bacteriano siendo mas notorio para los extractos de maracuya con metanol.

A continuacion, se muestran los resultados de la tabla 1 que fueron representados
graficamente; de manera general se puede observar el crecimiento de la cepa
Clavibacter michiganensis (Control +), el antibiético comercial Kanamicina (control)

y los seis extractos naturales.

Gréfica 1. Inhibicion de Clavibacter michiganensis con los seis diferentes extractos
vegetales en valores promedio de Absorbancia (A).

Extractos vegetales Acuosos Metandlicos
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Bacteria Kanamicina (A) (A) (A)
Controles Maracuyé (Passiflora  Naranja Agria (Citrus x Jamaica (Hibiscus
edulis) aurantium) sabdariffa)

De los tres tejidos probados, el de maracuya arrojé los mejores valores de inhibicion,

al comparar el extracto acuoso y metandlico de esta planta, el que tuvo mayor
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incidencia contra la bacteria fue el extracto metandlico de maracuya, al comparar
dicho extracto con el control negativo, Kanamicina como antibiético comercial,
podemos observar que el extracto metanolico de maracuya podria ser propuesto
como un posible antibacteriano natural eficaz contra la bacteria y las enfermedades
que genera. En este caso debemos experimentar y optimizar las condiciones de
extraccion, incluso aumentar el gramaje seco del tejido procesado; alternativamente
podriamos sugerir dichos extractos con otras partes de la planta, combinaciones

con otros solventes, por mencionar.

Tabla 2. Promedios en valor de unidades formadoras de colonia (UFC/mLX108) de los
diferentes ensayos realizados en tres lotes independientes, con los seis extractos, un
control positivo (bacteria) y un control negativo (Kanamicina).

UFC/mLX108
Tratamiento Maracuya (Passiflora | Naranja Agria (Citrus x Jamaica (Hibiscus
Controles ) ) )
edulis) aurantium) sabdariffa)
Control
Control - ) ) )
+ o Acuoso | Metandlico | Acuoso Metanélico | Acuoso | Metandlico
Kanamicina
Bacteria
Lote 1 26.74 -0.4586 14.38 2.48 17.22 15.70 26.67 21.16
Lote 2 26.67 0.1477 14.27 2.49 17.20 15.66 26.67 21.15
Lote 3 26.68 0.3682 14.38 2.49 17.24 15.67 26.68 21.06
Promedio 26.70 0.0191 14.34 2.49 17.20 15.68 26.67 21.12

Los resultados anteriores fueron convertidos unidades formadoras de colonia (tabla
2) tomando como base un gréfico experimental que previamente se habia
construido en el grupo de trabajo Estandarizando el
inoculo inicial a 1x101* UFC/ml en todos los tratamientos. Es decir, después de 12
horas de cultivo a 37°C la bacteria alcanz6 alrededor de 26.70X108 UFC/ml, valor
que fue restringido a 0.0191 X108 UFC/ml con el antibiético comercial. El
crecimiento de Clavibacter michiganensis con el tratamiento acuoso y metandlico
de la Jamaica fue de 26.67 y 21.12 X108 UFC/ml; con los extractos acuosos Yy
metandlicos de Naranja agria fue de 17.20 y 15.68X10% UFC/ml; finalmente para
maracuya se logré una reduccion importante del crecimiento hasta 14.34 y 2.49X108

UFC/ml, respectivamente.

A continuacion, se presentan los resultados de la tabla 2 que fueron representados

graficamente; de manera general se puede observar el crecimiento de la cepa
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Clavibacter michiganensis (Control +), el antibiético comercial Kanamicina (control -

) y los seis extractos naturales.

Gréfica 2. Inhibicion de Clavibacter michiganensis con los seis diferentes extractos
vegetales en valores promedio de unidades formadoras de colonia (UFC/mL x 108)
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Como podemos observar en la grafica 2 tenemos los resultados de los tres tejidos
probados (Maracuya, Naranja agria y Jamaica), los tres en extracto acuoso y
metanolico. Al realizar la valoracién de inhibicion bacteriana, el que arrojé los
mejores resultados, fue el extracto metandlico de maracuyd, al compararlo con el
control negativo Kanamicina (antibiotico comercial). Ante esto, y con base en los
resultados, podemos decir que el extracto metandélico de maracuya, se puede usar

como un antibacteriano natural eficaz en jitomate.

Bajo el contexto de nuestros resultados experimentales y al compararlos con
algunos antecedentes o trabajos semejantes, podemos mencionar que otros

autores han encontraron resultados similares sobre a actividad antibacteriana del
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extracto metandlico de la Maracuya (Passiflora edulis) en bacterias Gram positivas.
En el 2011 B. O. Akanbi report6 que el extracto mencionado inhibi6 el crecimiento
de la bacteria Staphylococcus aureus por medio de un antibiograma donde su
resultado mediante halos de inhibicion fue de 12.0 mm De
manera semejante, Kannan reportdé 10+1,03 mm de inhibicién para extractos de
metanol Los valores obtenidos en esta investigacién también
nos muestran inhibicidn en el crecimiento de una bacteria Gram positiva Clavibacter
michiganensis, pero con otro tipo de metodos. Idealmente, debimos realizar
ensayos de antibiogramas y halos de inhibiciébn como se ha reportado por estos

autores y tener una comparacion mas precisa.

La validacion y confiabilidad de nuestros resultados experimentales fueron
analizados mediante un tratamiento estadistico t — Student (grafico 3). De esta
manera, y retomando que experimentalmente el extracto metandlico de maracuya
fue el mejor tratamiento para inhibir el crecimiento de Clavibacter michiganensis; al
realizar el andlisis estadistico con un nivel de confiabilidad del 95 % se validé dicho
resultado, ya que el estadistico T de maracuya con metanol tuvo un valor de 711, lo
cual rechaza la hipotesis nula (t = 711.2355 > t0 = 1.745883). Los datos

generados en la estadistica se presentan en anexos (anexo 1-7).
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Gréfica 3. Valores de Estadistico T de los seis extractos.
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Mediante el analisis del estadistico de prueba t-Student se corroboré que la
tendencia observada en la grafica 3, es significativa a las graficas X1y Xz; lo que
permite afirmar que de los seis extractos aplicados, el extracto metandlico de
maracuya tiene mayor efecto inhibitorio contra la bacteria Clavibacter

michiganensis.

Este efecto puede asociarse a la presencia de compuestos bioactivos con
capacidad antimicrobiana en el extracto elaborado, tales como los fenoles. El
mecanismo mediante el cual los compuestos fendlicos ocasionan su accion
antimicrobiana aun no se ha definido completamente, al parecer puede estar
asociado a diversas vias . Algunos autores atribuyen el efecto
inhibidor a dafios ocasionados a nivel de la membrana celular, debido a la
interaccion de los compuestos fendlicos con las proteinas de la membrana de las

bacterias por medio de enlaces de hidrogeno, los cuales pueden provocar cambios
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en la permeabilidad de la membrana. Causando la destruccion celular o la

coagulacion del contenido celular
10.2 Cinética de crecimiento.

Después de haber puesto a prueba los seis extractos contra la bacteria y haber
elegido el extracto metandlico de maracuyd, el paso a seguir fue conocer el
crecimiento de la bacteria in vitro en diferentes tiempos (0, 6,12,y 18 h), por eso
se decidio realizar una cinética de crecimiento, para observar el comportamiento de
la bacteria en tres diferentes escenarios, el primero es el desarrollo de la bacteria
sin ningun factor que inhiba su crecimiento (control positivo), el segundo fue poner
a crecer la bacteria, pero inoculado el extracto metandlico del maracuya, el tercero

es poner a crecer la bacteria pero aplicandole el antibiético (Kanamicina).

Cabe considerar presentar los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento de
los tres ensayos, un control positivo (bacteria), un control negativo (Kanamicina) y
el extracto metandlico de maracuya, se representan por el promedio de tres lotes
independientes con tres repeticiones cada uno, ademas cada ensayo se presenta
con tres diferentes tiempos (0, 6, 12, y 18 h) y se muestran en las Tablas 3y 4y
Gréficas 4y 5

Tabla 3. Promedios en valor de Absorbancia (A) de los diferentes ensayos realizados

en la cinética de crecimiento de la bacteria In-vitro en tres lotes independientes, con el
control positivo bacteria, control negativo Kanamicina y el extracto metandlico del

maracuya.
Absorbancia (A)

Ensayo Bacteria (Control +) Kanamicina (Control -) Extracto metandlico de Maracuya

Tiempo 0 06 12 18 0 06 12 18 0 06 12 18

(horas)
Lote 1 0.0276292 0.3714 0.9976 0.9960 0.0276292 0.0196 0.0283 0.0250 0.0276292 0.2510 0.1520 0.1176
Lote 2 0.0276292 0.3747 0.9950 0.9969 0.0276292 0.0199 0.0283 0.0250 0.0276292 0.2513 0.1543 0.1180
Lote 3 0.0276292 0.3711 0.9956 0.9960 0.0276292 0.0196 0.0283 0.0245 0.0276292 0.2513 0.1536 0.1180
Promedio 0.0276292 0.3724 0.9961 0.9963 0.0276292 0.0197 0.0283 0.0249 0.0276292 0.2513 0.1533 0.1179

En la tabla 3 se exponen los valores de una cinética de crecimiento antimicrobiano
a diferentes tiempos (0, 6, 12, y 18 h). En cada lote y en ensayo se presentan el

promedio de tres repeticiones, con lo que se obtuvo el gran promedio de una cinética
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de crecimiento. Donde podemos apreciar que los tres ensayos inician en el tiempo
0 hr, un valor de absorbancia de 0.0276; en primer lugar el control positivo obtuvo
los siguientes valores en absorbancia, en 6 h. 0.3714, 12 h con 0.9961, y 18 h con
0.9963. Asi mismo podemos observar el desarrollo de la bacteria (sin adicion del
extracto); su tratamiento con el antibidtico comercial muestra los siguientes
resultados a 6, 12 y 18 hr, 0.0197, 0.0283, 0.0249, respectivamente. Cabe resaltar
en este caso la bacteria no presenta crecimiento sino inhibicion a partir de las seis
horas; para el extracto metandlico de maracuya, cuyos valores fueron 0.251, 0.153

y 0.117, respectivamente.

A continuacion, se presentan los resultados de la tabla 3 que fueron representados
graficamente; de manera general se puede observar la cinética de crecimiento de
los tres diferentes ensayos que se le aplicaron la bacteria Clavibacter

michiganensis.

Gréfica 4. Cinética de crecimiento de la bacteria Clavibacter michiganensis, con la
aplicacion del extracto metandlico de maracuyay un antibiético comercial (Kanamicina)
como control negativo.

Extracto Metandlico de Maracuya«== =Control + (Bacteria) Control - (Kanamicina)
1.2
1 0.9961 0.9963
—
<
<< 08
O
Z
< 06
m
5
0.4
a 0.0276292 03728
< 02 0.2512
0 0.0276292 00197 0.0283 0.0249
0 HORAS. 6 HORAS. 12 HORAS. 18 HORAS.
TIEMPO

50



En la grafica 4 se observan tres curvas de crecimiento en funcidn de la absorbancia
y el tiempo de crecimiento, los cuales se les anota su valor a tres diferentes tiempos,
0 horas en donde este valor es igual para los tres ensayos, posteriormente se anota
los valores a las 6, 12 y 18 horas. En primer lugar, se muestra el primer ensayo que
es nuestro control la bacteria (sin adicion del extracto), podemos ver su desarrollo
de manera natural sin que ningun factor afecte su crecimiento y desarrollo. En
segundo lugar, tenemos el ensayo del extracto metanolico de maracuya, donde se
observa que la bacteria con el extracto avanza su crecimiento hasta las seis horas
después de ese tiempo la bacteria empieza a inhibir su crecimiento. Por otra parte,
en el ensayo con el antibiotico su compartimiento es diferente, el crecimiento de la
bacteria es lento y su inhibicién resulta ser la mas efectiva, al comparar dicho
extracto con el control negativo Kanamicina como antibiético comercial, podemos
observar que el extracto metandlico de maracuya podrian ser antibacteriano natural

eficaz contra la bacteria.

Tabla 4. Promedios en valor de UFC/mLX108 de los diferentes ensayos realizados en
la cinética de crecimiento de la bacteria In-vitro en tres lotes independientes, con el control
positivo bacteria, control negativo Kanamicinay el extracto metanélico del maracuya.

UFC/mLX10°

Ensayo Bacteria (Control +) Kanamicina (Control -) Extracto metanélico de Maracuya

Tiempo 0 06 12 18 0 06 12 18 0 06 12 18

(horas)
Lote 1 1.00E-11 9.47 26.73 26.69 1.00E-11 -0.2216 0.0191 -0.0727 1.00E-11 6.15 3.42 2.48
Lote 2 1.00E-11 9.56 26.66 26.71 1.00E-11 -0.2133 0.0191 -0.0709 1.00E-11 6.16 3.49 2.49
Lote 3 1.00E-11 9.46 26.68 26.69 1.00E-11 -0.2216 0.0191 -0.0865 1.00E-11 6.16 3.47 2.49
Promedio 1.00E-11 9.50 26.69 26.70 1.00E-11 -0.2189 0.0191 -0.0768 1.00E-11 6.16 3.46 2.48

Anteriormente, se presentaron los resultados que fueron convertidos a unidades
formadoras de colonia (tabla 4y tomando como base un grafico experimental que
anticipadamente se habia trabajado en el grupo de trabajo

Estandarizando él inoculo inicial a X UFC/ml en todos los tratamientos. Es decir,
después de iniciar el cultivo de los tres ensayos a 37 °C y anotar el crecimiento
inicial de 1.00E-11 UFC/mLX108 para este dato es igual para los tres ensayos,

después para los tiempos de (6 hrs, 12 hrs, 18 hrs) se obtuvo lo siguiente; el ensayo
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de la bacteria (sin adicion del extracto), alcanzo los siguientes valores 9.50, 26.69 y
26.70 UFC/mLX108 para el ensayo con el antibiético comercial se logré una
reduccion considerable en el crecimiento de la bacteria las lecturas fueron las
siguientes -0.2189, 0.0191 y -0.0768 UFC/mLX108 con respecto al ensayo con el
extracto metandlico se presenta de esta manera 6.16, 3.46 y 2.48 UFC/mLX108

respectivamente.

Asi mismo como se graficaron los datos de la tabla 3, los datos convertidos de la

tabla 4 se hizo de igual manera y se muestra en la grafica 5.

Grafica 5. Cinética de crecimiento de la bacteria Clavibacter michiganensis, con la
aplicacion del extracto metandlico de maracuyay la aplicaciéon de un antibiético
(Kanamicina) como control negativo.
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El uso de las plantas como agentes de control de plagas es una practica que existe
desde los inicios de la especie humana. La etnobotanica es la ciencia que investiga
la relacidon entre las plantas y la cultura humana en diferentes ambientes, la cual

surge como un instrumento para rescatar tradiciones milenarias sobre los diversos
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usos que el hombre le ha dado a estas y como alternativa de dar valor agregado a

los recursos vegetales

En las graficas 3y 4 se observan curvas de crecimiento en funcion de absorbancia
y UFC/ mLX108 respectivamente las cuales son una muestra de la capacidad
inhibitoria del extracto metandlico de maracuya y el antibiético Kanamicina. Estos
resultados se pueden comparar con estudios realizados por

Quien realizo estudios con extractos etandlicos de Passiflora edulis var. Flavicarpa
para inhibir el crecimiento de la bacteria Gram positiva Escherichia coli lo que
permite comparar que tanto el extracto etandlico y metandlico del maracuya inhiben

bacterias Gram positivas.

Otros estudios realizados en la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi en la
Facultad de Agronomia Veterinaria con extractos metanodlicos de la planta de
gobernadora (Larrea tridentata) mostr6 una buena actividad antimicrobiana de
Clavibacter michiganensis

Tratamiento estadistico.

La validacion y confiabilidad de nuestros resultados experimentales fueron
analizados mediante un tratamiento estadistico t — Student (grafico 6). De esta
manera, y retomando que experimentalmente el extracto metandlico de maracuya
fue el mejor tratamiento para inhibir el crecimiento de Clavibacter michiganensis; al
realizar el analisis estadistico con un nivel de confiabilidad del 95 % se valid6 dicho
resultado. Los datos generados en la estadistica se presentan en anexos (anexo 8-
14).
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Grafica 6. Valores de Estadistico T de los ensayos de la cinética de crecimiento.
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Mediante el analisis del estadistico de prueba t-Student se corroboré que la
tendencia observada en la gréfica 6, es significativa a las gréaficas 4y 5;lo que
permite observar que el antibiético comercial resulto ser mas efectivo al ser un
quimico ya probado, el extracto metandlico de maracuyéa podrian ser antibacteriano
natural eficaz contra la bacteria, ya que también resulta tener una incidencia

considerablemente en el desarrollo de la bacteria.

10.3 Ensayo antimicrobiano In-vivo.

Después de haber probado todos los tratamientos en In-vitro valorando su mejor
incidencia sobre el crecimiento de Clavibacter michiganensis, se procedi6é a
seleccionar dos grupos de semillas de jitomate infectadas, el primer grupo de
semillas no se le aplicd un tratamiento previo antes de su siembra, ya que sera el
control positivo, mientras el segundo grupo de semillas se sumergi6 en el extracto

metandlico de maracuya durante una noche a temperatura ambiente y protegidas
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de la luz. Los dos grupos de semillas fueron lavadas con agua destilada y cultivadas
en un suelo estéril en condiciones controladas en una cadmara de crecimiento a 16/8
horas luz-oscuridad, 40% de humedad relativa y 20 °C, desde el inicio y durante
cuatro semanas. Después transcurrido el tiempo se procedi6 a la seleccion de las
hojas con mayor desarrollo y se procedio al aislamiento del patégeno, como ya se
ha descrito. Los resultados de la actividad antimicrobiana y el control positivo se
representan por el promedio de tres lotes independientes con tres repeticiones cada

uno y se muestran en las Tablas 5y 6 y Graficas 7y 8

Tabla 5. Promedios en valor de Absorbancia (A) de los diferentes ensayos realizados
en In-vivo en tres lotes independientes, con el control positivo bacteria y el extracto
metandlico del maracuya.

Absorbancia (A)
Tratamiento Extracto Metanolico Maracuya
Control + Bacteria (Passiflora edulis)
Lote 1 0.221 0.108
Lote 2 0.222 0.103
Lote 3 0.220 0.104
Promedio 0.221 0.105

En la tabla 5 se presentan los valores de crecimiento antibacteriano registrado
indirectamente mediante espectroscopia de UV-Vis a una longitud de onda de 550
nm. En cada lote y ensayo se presenta el promedio de tres repeticiones con los que
se obtuvo un gran promedio de crecimiento a 16/8 horas luz-oscuridad de la
inoculacion del cultivo in vivo. Podemos apreciar que el control positivo alcanz6 un
desarrollo en absorbancia de 0.221 como valor maximo; su tratamiento con el

extracto metanolico de maracuya inhibio el crecimiento hasta 0.105.

A continuacion, se presentan los resultados de la tabla de 5 que fueron
representados graficamente; de manera general se puede observar el crecimiento
de la cepa Gram positiva de Clavibacter michiganensis (Control +), el extracto

metandlico de maracuya.
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Grafica 7. Inhibicion de Clavibacter michiganensis con el extracto metandlico de

maracuyd in vivo en valores promedio de Absorbancia (A).
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En este experimento se obtuvo como resultado que el extracto metandlico de
maracuya, fue capaz de disminuir la carga bacteriana de Clavibacter michiganensis
en plantulas de jitomate bajo condiciones controladas, corroborando los resultados
In-vitro, donde este efecto también fue visible, con la aplicacion del extracto la carga
bacteriana se logré disminuir un 47.5%.

Tabla 6. Promedios en valor de UFC/mLX108 de los diferentes ensayos realizados en

In-vivo en tres lotes independientes, con el control positivo bacteriay el extracto
metandlico del maracuya.

UFC/mLX108
Tratamiento Extracto Metandlico Maracuya
Control + Bacteria (Passiflora edulis)
Lote 1 5.329965 2.21512
Lote 2 5.35753 2.077295
Lote 3 5.3024 2.10486
Promedio 5.330 2.132

Con respecto a los datos de la tabla 6 estos fueron obtenidos de la tabla 5 que fueron
convertidos a unidades formadoras de colonia tomando como base un grafico
experimental que anteriormente se habia trabajado (Ortiz Méendez JM, 2019).
Ajustando él inoculo inicial a X UFC/mL en todos los tratamientos. Por consiguiente,
después de transcurrido el tiempo del desarrollo de las plantulas de jitomate y haber

seleccionado las hojas de los dos ensayos, se procedio a tomar los datos de la
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actividad microbiana en tres lotes diferentes con tres repeticiones cada uno (grafica
8).

Grafica 8. Inhibicion de Clavibacter michiganensis con el extracto metandlico de
maracuya in vivo en valores promedio de unidades formadoras de colonia (UFC/mL x 108)
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Los resultados de la tabla 7 fueron representados graficamente; de manera general
se puede observar que en la fase experimental in vivo al aplicar el extracto
metandlico de maracuya en las semillas de jitomates infectadas con la bacteria
Clavibacter michiganensis y transcurrido el tiempo de crecimiento mencionado,
seleccién de hojas con mayor desarrollo y posteriormente el aislamiento de la
bacteria, se obtiene los resultados en valor de UFC/mLX108 y se observa que el
control positivo tuvo un valor de 5.330 y el extracto metandlico de maracuya 2.132
al comparar ambas mediaciones podemos observar que hubo una disminucién del
47.5% que este valor nos indica que el extracto metandlico de maracuya es un
candidato idéneo como antibiotico natural contra la bacteria Clavibacter

michiganensis.
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CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS



11. CONCLUSIONES.

e De los seis tratamientos, el extracto metanolico de maracuya fue el mas
efectivo contra Clavibacter michiganensis. Con el cual se observé una
inhibicion del 47.5% en fase experimental de in-vivo.

e Elextracto metandlico de la Passiflora edulis f. flavicarpa arrojé considerables
efectos antimicrobianos sobre Clavibacter michiganensis, por lo tanto, se
sugiere replicar los ensayos en laboratorio para mostrar su eficacia en
plantas de jitomates enfermas.

e De los seis tratamientos se puede concluir que por los menos cuatro fueron
significativos.

e Los extractos de Hibiscus sabdariffa fueron los menos eficientes contra la
bacteria Clavibacter michiganensis.

e Esta investigacion ofrece una alternativa amigable para desarrollar productos
antimicrobianos naturales, disminuyendo en campo el uso de agentes de

origen quimico, favoreciendo la salud y el ambiente.

12. PERSPECTIVAS.

o Realizar pruebas con diferentes solventes y/o métodos de extraccion para
observar si hay mayor incidencia sobre el crecimiento bacteriano.

o Preparar los cultivos de los extractos en condiciones controladas para
obtener un mayor y mejor rendimiento.

o Se recomienda profundizar la investigacion en la caracterizacion fitoquimica
enfocada a esclarecer la composicién, cantidades y el tipo de fenoles o
metabolitos asociados con el efecto inhibitorio sobre esta y otras cepas
bacterianas.

o Realizar antibiogramas y halos de inhibicion

o Evaluar el efecto del tipo de tejido y la edad de las plantas con los

rendimientos y eficiencia de la propiedad evaluada.
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14. ANEXOS.

Anexo 1: Resultados de

Absorbancia (A) / UFC/mLX108,

la prueba T-Student

Bacteria-Kanamicina

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas
iguales

Bacteria Kanamicina
Media Absorbancia (A) 0.996111111(0.028333333
Varianza Absorbancia (A) 9.61111E-06 0.000181
Media UFC/mLX108, 26.69590278(0.019108333
Varianza UFC/mLX108 0.007302803/0.13752909
Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 9.53056E-05
Varianza agrupada UFC/mLX108, 0.072415946
Grados de libertad 16
Alfa (a) 0.05
Estadistico t 210.2920205
P(T<=t) una cola 2.87526E-29
Valor critico de t (una cola) 1.745883676
P(T<=t) dos colas 5.75052E-29

Valor critico de t (dos colas)

2.119905299

Hipotesis:
Ho= p1 = p2
Ha= p1> p2

e Regla de rechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 2.87E-29 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipoétesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.

Rechazar Ho si estadistico t =2 to — t=210.29295 = to= 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.
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Anexo 2: Resultados de la prueba T-Student Bacteria-Maracuyad Acuoso

Absorbancia (A) / UFC/mLX108,

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Maracuya
Bacteria Acuoso
Media Absorbancia (A) 0.996111111 |0.548
Varianza Absorbancia (A) 9.61111E-06 |0.00001375
Media UFC/mLX108, 26.69590278 [14.34372

Varianza UFC/mLX108.

0.007302803

0.010447652

Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 1.16806E-05
Varianza agrupada UFC/mLX108. 0.008875227
Grados de libertad 16

Alfa (a) 0.05

Estadistico t 278.137931
P(T<=t) una cola 3.28236E-31
Valor critico de t (una cola) 1.745883676
P(T<=t) dos colas 6.56472E-31

Valor critico de t (dos colas)

2.119905299

Hipétesis:
Ho= p1 = p2
Ha= p1> p2

e Regla de rechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 3.28E-31 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipoétesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.

Rechazar Ho si estadistico t =2 to — t=278.137931 = to = 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipoétesis nula.
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Anexo 3: Resultados de la prueba T-Student Bacteria-Maracuya Metandlico

Absorbancia (A) / UFC/mLX108,

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Maracuya

Bacteria Metanolico
Media Absorbancia (A) 0.996111111 |0.117888889
Varianza Absorbancia (A) 9.61111E-06 [4.111E-06
Media UFC/mLX108. 26.69590278 |2.487707222
Varianza UFC/mLX108, 0.007302803 [0.003123742
Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 6.86111E-06
Varianza agrupada UFC/mLX108 0.005213273
Grados de libertad 16
Alfa (a) 0.05
Estadistico t 711.2355447
P(T<=t) una cola 9.83E-38
Valor critico de t (una cola) 1.745883676
P(T<=t) dos colas 1.96671E-37

Valor critico de t (dos colas)

2.119905299

Hipotesis:
Ho= p1 = p2
Ha= p1> p2

e Regla de rechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 9.83E-38 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipétesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.

Rechazar Ho si estadistico t =2 to — t=711.2355447 = to = 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.
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Anexo 4: Resultados de la prueba T-Student Bacteria-Naranja Agria Acuoso

Absorbancia (A) / UFC/mLX108,

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Naranja
Agria
Bacteria Acuoso
Media Absorbancia (A) 0.996111111 ||0.652666667
Varianza Absorbancia (A) 9.61111E-06 || 2.25E-06

Media UFC/mLX108.

26.69590278

17.22885667

Varianza UFC/mLX108.

0.007302803

0.001709616

Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 5.93056E-06
Varianza agrupada UFC/mLX108. 0.004506209
Grados de libertad 16

Alfa (a) 0.05

Estadistico t 299.1679484
P(T<=t) una cola 1.02282E-31
Valor critico de t (una cola) 1.745883676
P(T<=t) dos colas 2.04565E-31

Valor critico de t (dos colas)

2.119905299

Hipotesis:
Ho= p1 < p2
Ha= p1> p2

e Regla de rechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 1.02E-31 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.

Rechazar Ho si estadistico t = to — t=299.1670484 = to = 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipétesis nula.
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Anexo 5: Resultados de la prueba T-Student

Metandlico Absorbancia (A) / UFC/mLX108,

Bacteria-Naranja Agria

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Naranja
Agria

Bacteria Metandlico
Media Absorbancia (A) 0.996111111 ||0.59633333
Varianza Absorbancia (A) 9.61111E-06 || 1.50E-06
Media UFC/mLX108, 26.69590278 || 15.67602833
Varianza UFC/mLX108, 0.007302803 [|0.001139744
Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 5.55556E-06
Varianza agrupada UFC/mLX108. 0.004221273
Grados de libertad 16
Alfa (a) 0.05
Estadistico t 359.8
P(T<=t) una cola 5.34E-33
Valor critico de t (una cola) 1.745883676
P(T<=t) dos colas 1.06825E-32

Valor critico de t (dos colas)

2.119905299

Hipotesis:
Ho= p1 = p2
Ha= p1> p2

e Regla de rechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor=5.34E-33 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipétesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.

Rechazar Ho si estadistico t = to — t= 359.8 =2 t0 = 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipétesis nula.
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Anexo 6: Resultados de la prueba T-Student Bacteria-Jamaica Acuoso

Absorbancia (A) / UFC/mLX108,

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Jamaica

Bacteria AcCu0so0
Media Absorbancia (A) 0.996111111 |0.995333
Varianza Absorbancia (A) 9.61111E-06 || 1.50E-06
Media UFC/mLX108. 26.69590278 || 26.67446333
Varianza UFC/mLX108, 0.007302803 [[0.001139744
Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 5.55556E-06
Varianza agrupada UFC/mLX108, 0.004221273
Grados de libertad 16
Alfa (a) 0.05
Estadistico t 0.7

P(T<=t) una cola

0.246990244

Valor critico de t (una cola)

1.745883676

P(T<=t) dos colas

0.493980489

Valor critico de t (dos colas)

2.119905299

Hipotesis:
Ho= p1 < p2
Ha= p1 > p2

e Regla de rechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 0.025 2 a = 0.05

Decision: No se rechaza la hipotesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.

Rechazar Ho si estadisticot 2to— t=0.7 <to = 1.745883676

Decision: No se rechaza la hipotesis nula.
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Anexo 7: Resultados de la prueba T-Student Bacteria-Jamaica Metandlico

Absorbancia (A) / UFC/mLX108,

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Jamaica
Bacteria Metanolico
Media Absorbancia (A) 0.996111111 (0.794
Varianza Absorbancia (A) 9.61111E-06 [|1.33E-05
Media UFC/mLX108. 26.69590278 || 21.12471

Varianza UFC/mLX108.

0.007302803

0.010067737

Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 1.14306E-06
Varianza agrupada UFC/mLX108. 0.00868527
Grados de libertad 16

Alfa (a) 0.05

Estadistico t 126.8127081
P(T<=t) una cola 9.36E-26

Valor critico de t (una cola) 1.745883676
P(T<=t) dos colas 1.8715E-25

Valor critico de t (dos colas)

2.119905299

Hipotesis:
Ho= p1 = p2
Ha= p1> p2

e Regla de rechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 9.36E-26 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipoétesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.

Rechazar Ho si estadistico t =2 to — t= 126.8127081 = to = 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.
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Anexo 8: Resultados de la prueba T-Student Cinética de crecimiento Bacteria-
Kanamicina, Bacteria-Maracuya Metanélico 0 horas Absorbancia (A) /

UFC/mLX108.

Prueba T para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Maracuya
Bacteria Kanamicina Metandlico

Media Absorbancia (A) 0.0276292 [ 0.0276292 0.0276292
Varianza Absorbancia (A) 1.35416E-35 || 1.35416E-35 [ 1.35416E-35
Media UFC/mLX108. 1E-11 1E-11 1E-11
Varianza UFC/mLX108. 2.93638E-54 || 2.93638E-54 || 2.93638E-54
Observaciones 9 9 9

Varianza agrupada Absorbancia (A) 1.3541E-35

Varianza agrupada UFC/mLX108. 2.9363E-54

Grados de libertad 16

Alfa (a) 0.05

Estadistico t 0

P(T<=t) una cola 0.5

Valor critico de t (una cola) 1.745883676

P(T<=t) dos colas 1

Valor critico de t (dos colas) 2.1199
Hipotesis:
Ho= p1 < p2
Ha= p1> M2

e Regla de rechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor=0.05 2a = 0.05

Decision: No se rechaza la hipotesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.
Rechazar Ho si estadisticot 2 to— t= 0 < to = 1.745883676

Decision: No se rechaza la hipoétesis nula.
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Anexo 9: Resultados de la prueba T-Student Cinética de crecimiento Bacteria-

Kanamicina 6 horas Absorbancia (A) / UFC/mLX108.

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Bacteria Kanamicina
Media Absorbancia (A) 0.372444 0.0197
Varianza Absorbancia (A) 2.92E-05 4.70E-07
Media UFC/mLX108, 9.5045311  ||-0.2188695
Varianza UFC/mLX108. 0.02218 0.0003571
Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 1.4836E-05
Varianza agrupada UFC/mLX108, 0.01127312
Grados de libertad 16
Alfa (a) 0.05
Estadistico t 194.2684
P(T<=t) una cola 1.0214E-28
Valor critico de t (una cola) 1.745883676
P(T<=t) dos colas 2.0428E-28
Valor critico de t (dos colas) 2.1199

Hipotesis:
Ho= p1 < p2
Ha= p1 > p2

e Regladerechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 1.0214E-28 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.

Rechazar Ho si estadistico t =2 to — t= 194.2684 = to = 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipétesis nula.
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Anexo 10: Resultados de la prueba T-Student Cinética de crecimiento

Bacteria-Maracuya Metandlico 6 horas Absorbancia (A) / UFC/mLX108,

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Maracuya
Bacteria Metandlico

Media Absorbancia (A) 0.372444 0.251222
Varianza Absorbancia (A) 2.92028E-05 | 3.69444E-06
Media UFC/mLX108. 9.504531 6.163040
Varianza UFC/mLX108. 0.221891 0.002807
Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 1.64486-E05
Varianza agrupada UFC/mLX108. 0.012498
Grados de libertad 16
Alfa (a) 0.05
Estadistico t 63.4050
P(T<=t) una cola 5.99809E-21
Valor critico de t (una cola) 1.745883676
P(T<=t) dos colas 1.19962E-20
Valor critico de t (dos colas) 2.1199

Hipétesis:
Ho= p1 = p2
Ha= p1> p2

e Regladerechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 5.99809E-21 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipoétesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.

Rechazar Ho si estadistico t = to — t= 63.4050 = to = 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.
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Anexo 11: Resultados de la prueba T-Student Cinética de crecimiento
Bacteria-Kanamicina 12 horas Absorbancia (A) / UFC/mLX108.

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales
Bacteria Kanamicina

Media Absorbancia (A) 0.996111 0.028333
Varianza Absorbancia (A) 9.611111E-06 | 0.000181
Media UFC/mLX108. 26.695902 |0.019108
Varianza UFC/mLX108, 0.007302 0.137529
Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 9.53056E-05

Varianza agrupada UFC/mLX108 0.072415

Grados de libertad 16

Alfa (a) 0.05

Estadistico t 210.2920205

P(T<=t) una cola 2.87526E-29

Valor critico de t (una cola) 1.745883676

P(T<=t) dos colas 5.75052E-29

Valor critico de t (dos colas) 2.1199
Hipotesis:
Ho= p1 < p2
Ha= p1> M2

e Regla de rechazo: método del valor-p.
Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 2.87526E-29 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.
Rechazar Ho si estadistico t = to — t= 210.2920205 = to = 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.



Anexo 12: Resultados de la prueba T-Student Cinética de crecimiento

Bacteria-Maracuya Metanélico 12 horas Absorbancia (A) / UFC/mLX108.

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Maracuya
Bacteria Metanolico

Media Absorbancia (A) 0.996111 0.153333
Varianza Absorbancia (A) 9.611111E-06 | 0.00002525
Media UFC/mLX108. 26.695902  |3.464733
Varianza UFC/mLX108, 0.007302 0.019185
Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 1.74306E-05
Varianza agrupada UFC/mLX108, 0.013244246
Grados de libertad 16
Alfa (a) 0.05
Estadistico t 428.2168159
P(T<=t) una cola 3.29703E-34
Valor critico de t (una cola) 1.745883676
P(T<=t) dos colas 6.59406E-34
Valor critico de t (dos colas) 2.1199

Hipotesis:
Ho= p1 < p2
Ha= p1> p2

e Regla de rechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 3.29703E-34 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.

Rechazar Ho si estadistico t 2 to — t= 428.2168159= to = 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipoétesis nula.
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Anexo 13: Resultados de la prueba T-Student Cinética de crecimiento
Bacteria-Kanamicina 18 horas Absorbancia (A) / UFC/mLX108,

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales
Bacteria Kanamicina

Media Absorbancia (A) 0.996311 0.24855
Varianza Absorbancia (A) 4.38611E-07 ||2.0020E-05
Media UFC/mLX108. 26.701415 |0.015211
Varianza UFC/mLX108, 0.000333 0.015211
Observaciones 9 9

Varianza agrupada Absorbancia (A) 1.02294E-05

Varianza agrupada UFC/mLX108 0.007772631

Grados de libertad 16

Alfa (a) 0.05

Estadistico t 644.3223098

P(T<=t) una cola 4.77806E-37

Valor critico de t (una cola) 1.745883676

P(T<=t) dos colas 9.55611E-37

Valor critico de t (dos colas) 2.1199
Hipotesis:

Ho= p1 < p2

Ha= p1> M2

e Regla de rechazo: método del valor-p.
Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 4.77806E-37 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.
Rechazar Ho si estadistico t = to — t=210.2920205 = to = 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipétesis nula.



Anexo 14: Resultados de la prueba T-Student Cinética de crecimiento

Bacteria-Maracuya Metandlico 18 horas Absorbancia (A) / UFC/mLX108.

Prueba T para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Maracuya
Bacteria Metandlico

Media Absorbancia (A) 0.996311 0.117888
Varianza Absorbancia (A) 4.38611E-07 ||4.11111E-06
Media UFC/mLX108. 26.701415 |2.487707
Varianza UFC/mLX108. 0.000333 0.003123
Observaciones 9 9
Varianza agrupada Absorbancia (A) 2.27486E-06
Varianza agrupada UFC/mLX108. 0.001728506
Grados de libertad 16
Alfa (a) 0.05
Estadistico t 1235.469782
P(T<=t) una cola 1.43113E-41
Valor critico de t (una cola) 1.745883676
P(T<=t) dos colas 2.86227E-41
Valor critico de t (dos colas) 2.1199

Hipotesis:
Ho= p1 = p2
Ha= p1> p2

e Reglade rechazo: método del valor-p.

Rechazar Ho si valor-p < a — p. valor= 1.43113E-41 < a = 0.05

Decision: Se rechaza la hipétesis nula.

e Regla de rechazo: método del valor critico.

Rechazar Ho si estadistico t =2 to — t= 1235.469782 = to = 1.745883676

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.
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