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RESUMEN GENERAL

CARACTERIZACION DE ACEITE DE SEMILLA'Y EFECTO
ANTIMICROBIANO DE EXTRACTOS DE RAIZ DE Jatropha dioica Seseé
EN FITOPATOGENOS DE JITOMATE (Solanum lycopersicum)

Se colectaron semillas y raices de Jatropha dioica Seseé (Euphorbiaceae) en
San José lturbide, Guanajuato, México, para determinar las caracteristicas
fisicas del aceite de semillas y su composicion de acidos grasos, ademas, a
partir de sus raices se prepararon extractos de hexano, metanol y acetato de
etilo, mismos que fueron evaluados en su efecto en tres bacterias
fitopatogenas; Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm),
Pseudomonas syringe pv. tomato (Pst) y Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Xv). El extracto hexanico tuvo mayor actividad antimicrobiana
para Pst (0.5 ug mL") y Xv (1.7 ug mL™"), respectivamente y el extracto de
acetato de etilo con actividad para Cmm (2.0 ug mL™"). El extracto hexanico
se analizé por cromatografia en columna aislando la citlalitriona cuya actividad
antimicrobiana fue de 1.0, 1.0 y 1.1 ug mL'sobre Cmm, Pst y Xy,
respectivamente. El aceite de semilla se obtuvo mediante extraccion Soxhlet
y maceracion con un rendimiento de 55.8 y 43.5%, respectivamente y el
biodiesel a través de una reaccién de transesterficacion con metanol en medio
alcalino. Al aceite obtenido se evalu6 la viscosidad (16.915 mm? s™), indice
de acidez y saponificacion (0.63 + 0.03 y 44.48 = 1.27 mg KOH g™),
respectivamente, y calor de combustion de aceite y biodiesel (37.27 y 38.09
MJ kg'). Se determinaron los principales acidos grasos del aceite (acido
linoleico 57.8% y oleico 23.86%) por cromatografia de gases. El aceite de
semillas de Jatropha dioica Seseé es una alternativa para la generacion de
biocombustibles, ademas, el extracto de raiz podria ser util en programas de
biocontrol en fitopatogenos de jitomate (Solanum lycopersicum).

Palabras clave: biocombustible, ésteres metilicos de acidos grasos,
citlalitriona, Solanum lycopersicum, Sangre Grado.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: M. en C. Jefferson Uvaldo Pérez Pérez
Director de Tesis: Doctor, Jesus Axayacatl Cuevas Sanchez



GENERAL ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF SEED OIL AND ANTIMICROBIAL EFFECT OF
ROOT EXTRACTS OF Jatropha dioica Seseé IN TOMATO
PHYTOPATOGENS (Solanum lycopersicum)

Seeds and roots of Jatropha dioica Seseé (Euphorbiaceae) were collected in
San José lturbide, Guanajuato, Mexico, to determine the physic characteristics
of the oils of the seeds and fatty acids composition, besides, extracts of
hexane, methanol and ethyl acetate were prepared from its roots, which were
evaluated in their effect on three phytopathogenic bacteria; Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), Pseudomonas syringe pv.
tomato (Pst) and Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (xv). The hexane
extract had higher antimicrobial activity for Pst (0.5 yg mL") and Xv (1.7 pg
mL"), respectively and the ethyl acetate extract with activity for Cmm (2.0 g
mL-"). The hexane extract was analyzed by column chromatography isolating
the citlalitrione whose antimicrobial activity was 1.0, 1.0 and 1.1 yg mL™" over
Cmm, Pst and Xv, respectively. The seed oil was obtained by Soxhlet
extraction and maceration with a yield of 55.8 and 43.5%, respectively, and
biodiesel through a transesterication reaction with methanol in an alkaline
medium. The oil obtained was evaluated viscosity (16,915 mm2 s'), acid value
and saponification (0.63 + 0.03 and 44.48 + 1.27 mg KOH g'), respectively,
combustion heat of the oil and biodiesel (37.27 and 38.09 MJ kg -'). The main
fatty acids of the oil (57.8% linoleic acid and 23.86% oleic acid) were
determined by gas chromatography. Jatropha dioica seed oil is an alternative
for the generation of biofuels, in addition, the root extract can be useful in
biocontrol programs in tomato phytopathogens (Solanum lycopersicum).

Key words: biofuel, methyl esters of fatty acids, citlalitrione, Solanum
lycopersicum, Sangre Grado.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: M. en C. Jefferson Uvaldo Pérez Pérez
Director de Tesis: Doctor, Jesus Axayacatl Cuevas Sanchez



1. INTRODUCCION GENERAL

México pose una gran biodiversidad, comprendida por ecosistemas terrestres
y acuaticos, especies animales y vegetales. La gran biodiversidad en México
se debe a las condiciones geograficas caracteristicas que derivan a la
existencia de distintos climas y microclimas en un mismo territorio.
Actualmente exista un interés por explorar el uso potencial de las especies
vegetales endémicas de México, en particular, para la obtencién de
biocombustibles y de metabolitos secundarios utiles para el control de
microorganismos fitopatégenos en la agricultura. Hoy en dia, la reduccion del
consumo de combustibles fosiles y la urgente necesidad de disminuir las
emisiones de CO2 en el medio ecoldgico son una alerta para todos los paises,
conduciendo a nuevas investigaciones en la busqueda de fuentes de energia
como biocombustibles. Pinzi y colaboradores (2009) confirman que en afios
recientes la investigacion cientifica para la exploracién de bioenergias se
relaciona con plantas oleaginosas para producir ésteres metilicos de acidos
grasos (biodiesel) ya que éste es menos contaminante y biodegradable
comparado con el diésel fosil.

El estudio y uso de extractos y productos naturales para el control de plagas
y enfermedades en el sector agricola son ahora una linea de investigacion
ampliamente estudiada, La mayoria de los biocompuestos se encuentran de
forma natural en las plantas como mecanismos de defensa o para caracterizar
una especie por su olor o sabor. Estudios recientes demuestran que el uso de
biocompuestos es una alternativa de bajo costo para el control de
microorganismos fitopatégenos, que afectan la productividad y calidad de los
alimentos (Lépez et al., 2005)

Jatropha dioica Seseé es una especie vegetal de la familia Euphorbiaceae,
misma que comprende 199 especies actualmente aceptadas (The Plant List,
2019), de las cuales, 48 son endémicas de México (Steinmann, 2003). En la
medicina tradicional, el género Jatropha se ha utilizado ampliamente para

curar heridas y calmar el malestar estomacal (Manzanero-Medina et al.,



2009). Asi mismo se ha demostrado sus propiedades antivirales y
antimicrobianas contra patdgenos que afectan a los humanos (Silva-Mares et
al., 2013, Silva-Belmares et al., 2014), su capacidad antioxidante y
quimioprotectante (Martinez et al.,2014), asi como también el estudio de su
estructura quimica (Dominguez et al., 1980, Villareal et al., 1988) y principales
grupos funcionales involucrados (Montenegro et al., 2009, Belmares et al.,
2009, Castillo et al., 2010) en su capacidad curativa.

La zona arida del noreste del pais cuenta con mas de 3,500 especies de
plantas medicinales identificadas y clasificadas (Aguilar et al., 2008). Sin
embargo, existe escasa informacion sobre la extraccién e identificacion de
compuestos fitoquimicos de estas plantas. Dada esta informacion y tomando
en cuenta la importancia actual que ha adquirido el género Jatropha en
México, los objetivos de este trabajo fueron: evaluar las propiedades
fisicoquimicas del aceite obtenido de las semillas de Jatropha dioica Seseé
para determinar su uso potencial como biodiesel y probar el efecto
antimicrobiano de extractos de diferente polaridad, obtenidos de la raiz de
dicha especie sobre algunos fitopatdégenos que afectan el jitomate (Solanum

lycopersicum).



1.1. OBJETIVOS

General

1. Explorar el uso potencial de las semillas y raices de Jatropha dioica
Seseé con base en estudios etnobotanicos y fitoquimicos para su

aprovechamiento como recurso fitogenético.

Especificos

e Determinar las propiedades fisicoquimicas y el perfil de acidos grasos
del aceite aislado de semilla de J. dioica para explorar su potencial
como fuente de biodiésel.

e Evaluar las propiedades antimicrobianas de extractos de diferentes
polaridades obtenidos de raices de J. dioica, mediante el método de
microdilucion en placa para lograr una proteccién contra fitopatogenos

en el cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum).

1.2. HIPOTESIS

El aceite extraido de semillas de este recurso fitogenético es potencialmente

util en la produccion de biocombustible.

Los extractos vegetales de Jatropha dioica Seseé de diferente polaridad son
utiles para el tratamiento antimicrobiano contra algunos agentes fitopatégenos

de jitomate.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 México como un pais Megadiverso

Nuestro pais forma parte de los territorios del planeta con una mayor cantidad y diversidad
de especies vegetales y animales. Cuenta con alrededor de 200 mil especies, albergando
el 10 a 12% de la riqueza bioldgica global de cada taxon (SRE, 2013). La interaccion de
cinco placas tecténicas: norteamericana, del Pacifico, Rivera, de Cocos y del Caribe,
originan en el territorio mexicano cordilleras por plegamiento (Sierra Madre Oriental, Sierra
Madre del Sur) o por vulcanismo (Sierra Madre Occidental, Faja Volcanica
Transmexicana) (Espinosa-Organista y Ocegueda-Cruz, 2008) ofreciendo asi, distintas
regiones con diversas caracteristicas ecoldgicas. En México existen: 297 familias, 73
ordenes, 2 854 géneros (7.8% (219) son endémicos), 23 314 especies, 22 126
angiospermas, 1 039 helechos y plantas afines y 149 gimnospermas (Villasefior, 2016);
sin considerar especies no vasculares. Sin embargo, de las 23 314 especies contenidas
en el territorio mexicano, se estima que, en promedio, sélo 125 son utilizadas con mayor

frecuencia (Cuevas, comunicacion personal).

2.2 El género Jatropha
2.2.1 Biologia del género Jatropha

El género Jatropha pertenece a la familia Euphorbiaceae, comprende actualmente 199
especies (The Plant List, 2019) localizadas principalmente en México y Centroamérica.
Jiménez-Ramirez y Martinez (1994) mencionan que el 77% del total de las especies son
endémicas de México, comparado con regiones de India y Africa, donde su distribucion es
limitada a ciertas regiones.

La sexta familia mas diversa entre las angiospermas es la familia Euphorbiaceae, después
de Orchidaceae, Compositae, Leguminosae, Gramineae y Rubiaceae. Porras et al., (2008)
mencionan que esta familia es de gran importancia ya que muchas especies son
cultivadas para su aprovechamiento en la medicina tradicional, industrial, alimenticio y
ornamental. Muchas de las especies del género Jatropha son arbustos o arboles que

tienen como caracteristica principal un exudado (latex) incoloro o blanquecino, que



aparece al hacer un dafio en sus tallos. Sus hojas normalmente alternas con frutos
capsulares que contiene de 1 a 3 semillas ovoides o subglobulares. Son plantas
dicotiledoneas y la mayoria de las flores de este género son perfectas, es decir, con ambos

sexos siendo las plantas monoicas frecuentemente pequenas.

2.2.2 Reproduccion y polinizacion del género Jatropha

Watson y Dallwitz (1991) mencionan que en la mayoria de las especies de Jatropha; las
flores son perfectas, ademas, debido a que éstas muestran una estructura similar, se
sugiere un ancestro comun de Euphorbia silvestre. La reproduccién de flores femeninas y
masculinas en la misma planta (monoicismo) es un sistema relativamente comun entre las
angiospermas y principalmente en los miembros de la familia Euphorbiceae (Solomon-
Raju y Ezradanam, 2002). El polen de J. dioica es mas o menos esferoidal, con formas
claviformes, alineado en forma reticulada en un patrén crotonoide laxo con pilas de

redondas a triangulares lisas (Figura 1).

Figura 1 Morfologia de polen de Jatropha dioica Seseé de
un grano de polen completo (x65).

2.2.3 Botanica de Jatropha dioica Seseé

Jatropha dioica Seseé es un arbusto con tallos carnosos y flexibles de color café rojizo,
puede alcanzar hasta los 1.5 m de altura (Figura 2). Su fruto (drupa) es globoso y contiene
s6lo una semilla que presenta un pericarpio firme y compacto (Figura 3), sus hojas miden

de 2 a 4 cm de longitud con punta redondeada y se presentan agrupadas en los nudos



con flores pequefas de color rosa palido (Figura 4) y su savia es incolora, pero al contacto
con el aire vira a color rojizo. En la Figura 5 se observa el ejemplar completo para su

posterior prensado y almacenamiento.

Figura 2 Planta completa de Jatropha dioica Seseé fotografia
tomada por Jefferson Uvaldo Pérez Pérez

Figura 3. Planta con fruto de Jatropha dioica Seseé
fotografia tomada por Jefferson Uvaldo Pérez Pérez



Figura 4 Floracion de Jatropha dioica Seseé
fotografia tomada por Jefferson Uvaldo Pérez Pérez

Figura 5 Colecta y prensado de ejemplar para herbario
de Jatropha dioica Seseé

fotografia tomada por Jefferson Uvaldo Pérez Pérez



2.2.4 Taxonomia de Jatropha dioica Seseé
Familia: Euphorbiceae
Subfamilia: Crotonoideae
Tribus: Jatropheae
Género: Jatropha

Especie: Jatropha dioica

2.3 Los Biocombustibles
2.3.1 El sistema energético en México

Para el afio 2006, México ocupaba el sexto lugar en la produccion de petroleo crudo,
mientras que en América Latina ocuparia la segunda posicion. Segun la Secretaria de
Energia (SENER) (2008), en el afio 2007 México produciria 3 081.7 millones de barriles
(mdb), lo que representaria un 5.3% menos con relacion al afio 2006. Cuatro afios mas
tarde el pais bajaria de posicidon hasta el octavo lugar, manteniéndose asi hasta el afo
2011, con una produccion de 2 958 mdb (SENER, 2013). Los precios del barril de petroleo
son establecidos respecto a las referencias nacionales del Articulo 31 de la Ley Federal
de Presupuesto y Responsabilidad Hacendaria, dependiendo del aumento o disminucion
del valor del délar y estrategias internas nacionales petroleras en el mundo. Del afio 2014
a 2016, el valor de cada barril llegé a un promedio de 43.286 ddlares, comparado con
100.92 dolares en el afo 2011 (SENER, 2013). Esta oscilacion de precios es de gran
interés debido a que México conserva una gran dependencia de combustibles fésiles y la
demanda de éstos es cada vez mayor en la industria del transporte principalmente. El
Departamento de Energia de los Estados Unidos menciona que el consumo mundial de
energia aumentara un 35% en 2030 comparado con el afio 2005 (Ye et al., 2013; Ganesh-
Ram et al., 2008), la SENER (2013) menciona también que a nivel mundial en el afio 2006,
el 48% de energia producida estaba destinada al transporte, sin embargo, estiman que
para el aino 2035 este porcentaje supere el 50%. En 2011, México obtuvo energia
mediante diversas fuentes, el petréleo ocupé el primer lugar, con un 64.1%, seguido de
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gas natural con un 22.9% y la obtenida de fuentes renovables ocup6 un 6.9%. Es por ello
que la industria energética se esta enfocando en las especies de oleaginosas como la
mejor opcion de materias primas para la produccion de nuevas fuentes de energia

renovables y amigables con el medio ecoldgico.

2.3.2 Biocombustibles

El uso de energia en cualquiera de sus fuentes es uno de los requisitos actualmente mas
indispensables para la supervivencia humana, siendo un factor importante para el
desarrollo social y economico. Actualmente la necesidad de buscar nuevas fuentes de
energia es muy importante, especialmente la busqueda de alternativas en materia de
biomasa que sean capaces de satisfacer energia sin afectar socioeconémicamente la
produccion de otros cultivos de consumo basico como el maiz, trigo, cebada. La
produccion de nuevas fuentes de energia como el biodiésel son hoy en dia una opcién en
el mundo, incluso algunos paises han adoptado vias legislativas y reglamentarias para
fomentar el uso de biodiésel (Berchmans e Hirata, 2008). Algunas de las principales
ventajas en el uso de biodiésel son: 1. La disminucion en emisiones de gases de efecto
invernadero (GEIl) y azufre, comparado con el diésel comercial, 2. Biodegradable y no
toxico, 3. Proporciona una mayor lubricacion en motores de combustion interna (Marchetti
y Errazu, 2008).

A partir de la extraccion del aceite de semillas de Jatropha dioica Seseé y su
transesterificaciéon a biodiésel, la pasta residual del proceso puede ser utilizada como
alimento para ganado. Algunas especies como Jatropha curcas contiene entre 58 y 60%
de proteina cruda y aminoacidos libres. Heller (1996) menciona que la pasta puede ser
utilizada como abono verde (fertilizante) por ser un producto muy rico en proteinas,
ademas, de que el valor caldrico (16 MJ kg ') es casi igual al de los pellets de madera (18
MJ kg ') por lo que la industrializacion de cascara de semillas es una opcioén para la
produccion de energia en comunidades rurales (Diaz, 2011).

2.3.3 Consideraciones normativas internacionales para biodiésel

El buen funcionamiento de un biocombustible dentro de un motor va de la mano

directamente con la vida util del mismo. Para ello, algunas normas se han establecido y
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con ello garantizar el cumplimiento de las caracteristicas especificas para el uso de
biodiésel como combustible.

Actualmente existen dos normas ampliamente reconocidas para el empleo de biodiesel

como combustible.

e Norma ASTM D6751 establecida por la American Society for Testing and Materials
(USA)

e Norma EN 14214 establecida por la European Standars (Union Europea)

Estas normas especifican los requisitos y métodos de ensayo que el biodiésel necesita
cumplir para su empleo en motores de combustion interna en aras de evitar dafios

internos. Las principales especificaciones se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1 Especificaciones para el uso de biodiésel

Para mezclas de biodiésel (B100)

Propiedad EE. UU. (ASTM D6751) Europa (EN 14214)
Limite Metodo Limite Método

Agua y sedimentos (Vol. %, max) 0.05 D2709 0.05 EN 12937
Viscosidad cinematica a 40°C (mm?2 s™) 1.9-6.0 D445 3.5-5.0 ES 3104/3105
Punto de inflamacion, cerrado ("C m'") 93 D93 101 EN 3679
No. cetano (min) 47 D613 51 EN 5165
Cenizas totales (% en peso como max) 15 D5453 10 EN 20846
indice de acidez (mg KOH g'!, max) 0.5 D664 0.5 EN 14104
Glicerina libre (% en peso como max) 0.02 D6585 0.02 EN 14105/14106
Glicerina total (% en peso max) 0.24 D6584 0.25 EN 14105
Monoglicérido (% en peso max) 0.8 EN 14105
Diglicérido (% en peso max) 0.2 EN 14105
Triglicéridos (% en peso méx) 0.2 EN 14105
Estabilidad a la oxidacion (h a 110°C, min) 3 EN 14112 6 EN 14112
rl?g)e(:)r metilico de acido linolénico (% en peso, como 12 EN 124103
Eg:sge;ggtlllcos de acidos poliinsaturados (% en peso, 1 EN 15799
indice de Yodo (g 12 100 g!, méx) 120 EN 14111
Densidad (kg m?) 860-900 EN 3675

Tomado de Hoekman et al., (2012)

Actualmente, México no cuenta con normativas para la especificacion del uso de

biocombustibles, sin embargo, el 13 de noviembre de 2009 se publicaron en el Diario
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Oficial de la Federacion, los lineamientos para otorgar permisos de produccion,
almacenamiento y transporte para bioetanol y biodiésel.

2.3.4 Métodos para la produccion de biodiésel

La transesterificacion es uno de los métodos mas amigables para la transformacion de
triglicéridos a ésteres metilicos de acidos grasos. Algunas otras técnicas como la pirolisis
en la que se obtienen productos de baja viscosidad, alto numero de cetano y cantidades
aceptables de azufre y sedimentos, sin embargo, durante el proceso se evidencia un alto
contenido de residuos de carbono. La micro emulsion por otro lado, también se obtienen
productos de baja viscosidad, pero el producto resultante tiene adherencia a la aguja del
inyector y una combustion incompleta (Camps y Marcos, 2008).

La reaccion de transesterificacion se lleva a cabo entre un triglicérido proveniente de una
aceite vegetal o animal y un alcohol de bajo peso molecular como metanol o etanol, para
que, a partir de un triglicérido, producir un diglicérido, seguido de la conversién de un
diglicérido a un monoglicérido y finalmente de monoglicérido a glicerol, proceso en el que
simultaneamente se forman moléculas de ésteres metilicos provenientes de cada
glicérido. En la reaccidn final se obtienen tres moléculas de éster metilico (biodiésel) y una

molécula de glicerol. La reaccién de transesterificacion se muestra en el Esquema 1.

R
HsC.
o<,
] Q 3 MeOH R
-0 YRy HO HaC. 1
s o KOH OH . o<
0 ¥ > ©
OH R,
Re— HyC.
o) (0] /< o
Trigicérido presente Metanol Glicerina Mezclas de ésteres metilicos
en aceite de acidos grasos (biodiesel)

Esquema 1 Reaccién de transesterificacion de un triglicérido
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2.4 Fitopatégenos bacterianos del cultivo de Jitomate
2.4.1 Importancia econémica del jitomate en México

El cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas con mayor consumo
per capita en el mundo y de las mas frecuentes cultivadas en sistemas protegidos (mallas
sombras, invernaderos). El cultivo tiene un alto desarrollo socioeconémico y tecnolégico
en el norte del pais, principalmente en los estados de Baja California, Sonora y Sinaloa;
ofreciendo ambitos empresariales que son un claro ejemplo de la integracion econdémica
de México y Estados Unidos de América (Macias-Macias, 2003). La produccion nacional
de jitomate en México pasoé de 2,277,791.43 toneladas en el afio 2010 a 3,098, 329.41
toneladas en el afio 2015y 3,469,707.28 toneladas en 2015 (SIAP, 2019) con una derrama
econdmica de 587,232,968.42 millones de pesos para el afio 2017. En la agricultura
protegida, el uso de variedades indeterminadas son las mas comunes con densidades de
poblacion de 2 a 3 plantas.m?, donde normalmente los tallos principales van mas alla de
los 8 m de longitud, cosechando cerca de 16 racimos por planta en un solo ciclo de cultivo

de 10 meses (Sanchez-del Castillo, 2009), con un rendimiento promedio de 15 kg mZ.

2.4.2 Métodos de control de fitopatégenos

La fitopatologia es a ciencia que se encarga del estudio de las enfermedades en las
plantas. Esta disciplina estudia los principales organismos causales (factores bidticos) y
las condiciones del ambiente (factores abioticos) propicias para el desarrollo de una
enfermedad, los procesos que esta lleva y las interacciones huésped-patégeno y los
meétodos para diagnosticar y prevenir las enfermedades. Los principales agentes causales
para que se presente un agente fitopatdgeno son: patdogeno, hospedero susceptible,
condiciones ambientales para el desarrollo del fitopatégeno, tiempo necesario para que
ocurra la infeccidn y principalmente la presencia de vectores (en el caso de virus). Los tres
parametros que gobiernan el desarrollo de una enfermedad son: la cantidad de in6culo
inicial, la tasa de infeccion y el tiempo. Es decir, que los métodos de control deben tener
efecto directamente sobre estos parametros. Los métodos de control se pueden clasificar
como: culturales, bioldgicos, fisicos y quimicos. Los métodos culturales se refieren a las
actividades o labores realizadas para evitar que el patdogeno establezca relacién con el
hospedero o reducir la poblacion en el cultivo. Tales practicas incluyen rotacion de cultivos,
erradicacion del hospedero, poda fitosanitaria, desinfeccion de herramientas, podas de
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formacion, control de riegos, solarizacion, entre otras. El control biolégico comprende uso
de organismos antagonicos y variedades resistentes mejoradas genéticamente. Entre los
meétodos fisicos se encuentran la Pasteurizacion, acolchado, solarizacion, en caso de
material de propagacion se incluyen: termoterapia, refrigeracién, tratamientos con
radiaciones con el fin de tener material vegetal libre de patégenos. Los compuestos
quimicos inhiben la germinacion, el crecimiento y la reproduccion de lo fitopatégenos, o
pueden ser completamente letales a éstos. Pueden ser amplio espectro o soélo para
algunos fitopatdogenos en especifico, atacan problemas en la parte aérea de la planta, en
suelo y en el material propagativo, para desinfeccion y proteccion durante su

almacenamiento y transporte.

El control de enfermedades causadas por bacterias es de particular importancia debido a
su rapida propagacion y la magnitud de las pérdidas por unidad de tiempo. El uso de
sustancias quimicas no es del todo eficiente pues pocos productos actuan como
bactericidas y presentan problemas como efecto residual, aparicion de bacterias

resistentes, fitotoxicidad y elevado costo de control (Achicanoy-Lopez, 2001).

2.4.2.1 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) es una bacteria gram positiva que
se distribuye en la mayoria de las zonas donde se cultiva jitomate, reportandose en el
continente europeo, asiatico y americano. De régimen aerdbico no esporulada que
constituye una de las especies Clavibacter. Es el agente causal del cancer bacteriano en
jitomate, principalmente localizado desde semilla y es considerada una de las
enfermedades bacterianas mas destructivas de este cultivo. En México, y muchos otros
paises Cmm es un fitopatégeno de cuarentena que debe ser tratado con premisa ya que
las semillas infectadas son el principal inéculo y su diseminacién es rapida en la mayoria
de los sistemas de produccién. La sintomatologia de Cmm es vascular y en parénquima
con patologias distintivas sujetas del sistema de produccién, ya sea en invernadero o a
cielo abierto dependiendo de las variedades, labores culturales, nutricién y edad de la

planta.

En el follaje de jitomate afectado por Cmm, aparecen sintomas en las hojas de la region
del segundo o tercer racimo al que se esta cosechando. Entre las hojas aparecen manchas
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aguanosas de color verde opaco, luego se secan tomando un color pardo claro. En tallos,
el peciolo, pedunculo y caliz, aparecen lesiones rugosas y a menudo color claro u oscuro
y escamosas. En un corte longitudinal se aprecia una decoloracién en el sistema vascular
que varia de un amarillo a rojizo-café, mientras que en las partes inferiores de la plantas
o raices pueden presentarse aun sanas. Los sintomas se presentan entre los primeros 30
y 40 dias después del trasplante, lo cual dificulta su control y a pesar de que la
biotecnologia ha intentado generar variedades resistentes (Eichenlaub y Gartemann 2011)
a este fitopatdgeno no se ha logrado obtener resultados favorables. Algunos métodos para
la deteccion de Cmm son la inmunofluorecencia y pruebas ELISA (Riley, 1987; Franken
et al., 1993), determinando la presencia o ausencia de la bacteria, otros métodos
moleculares son la hibridacion tipo Southem empleando sondas derivadas de los genes
CelA y pat-1 (Dreier et al., 1995) que codifican para una endonucleasa y una serina
proteasa respectivamente y a los plasmidos de virulencia pCM1 y pCM2 (Dreier et al.,
1997). Sin embargo, algunas de las limitantes de estos procedimientos son la baja
sensibilidad y los prolongados tiempos de espera para la obtencion de los resultados.

Figura 6 Planta de jitomate (Solanum lycopersicum) infectada con Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis

fotografia tomada por Jefferson Uvaldo Pérez Pérez
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2.4.2.2 Pseudomonas syringe pv tomato

El género Pseudomonas se describio en 1984 como una bacteria estrictamente aerobia
con flagelos polares. Pseudomonas syringe pv tomato (Pst) tiene forma de bacilo, gram
negativa y es un patégeno vegetal que infecta al cultivo de jitomate, sin embargo, existen
mas de 50 diferentes patovares (Anzai et al., 2000). Las pruebas microbiolégicas dan
negativo para arginina dihidrolasa y oxidasa; es una bacteria caracteristica por secretar la
toxina vegetal lipodepsinonapéptido siringomicina (Scholz-Schroeder et al.,, 2001) y

coloracion amarilla flourecente sembrado en condiciones in vitro en medio B King.

Los principales sintomas de Pst son manchas grasosas-acuosas en las hojas, las
manchas en las hojas son inicialmente de color marrén y negro, rodeados de halos
amarillos aumentando de tamaro formando grandes areas irregulares de tejido muerto.
Los dafios también pueden aparecer en la fruta como manchas negras, pluriformes y con
bordes definidos (menores a 2 mm) que parecen en la fruta verde simulando pecas. Estos
sintomas a menudo son confundidos con peca bacteriana (Xanthomonas campestris v
vesicatoria) o Tizodn temprano (Alternaria solani). Las condiciones favorables para el
desarrollo del fitopatdogeno son: alta humedad relativa (mayor a 80%) y temperaturas bajas
(18-24 °C).

El control de la enfermedad inicia con la obtencion de semillas certificada y limpia, ademas
de tratamientos térmicos, hipoclorito de sodio o acido nitrico. En plantula llevar un
monitoreo diario y eliminar las diagnosticadas con la enfermedad, dias antes de trasplante
hacer aplicaciones preventivas con soluciones cupricas y antibiéticos como
estreptomicina. El uso de herramienta y condiciones asépticas al interior del invernadero
son medios para el control de Pst. Las practicas culturales como control para reducir el
estrés causado por las condiciones de crecimiento de la planta, ademas de proporcionar

niveles adecuados de nitrégeno y materia organica disminuira el riesgo contaminacion.
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Figura 7 Planta de jitomate (Solanum lycopersicum) infectada con Pseudomonas syringe pv tomato

fotografia tomada de Milijasevi¢ (2009)

2.4.2.3 Xanthomonas campestris pv vesicatoria

Es una bacteria gram negativa, causante de la enfermedad llamada Mancha Bacteriana,
observada por primera vez en Texas en 1912 y actualmente se encuentra distribuida en
todas las regiones templadas y humedas del mundo (Ramirez, 2006). Las pérdidas de
produccion principal de este fitopatdgeno se deben a la defoliacion que produce aunado
al dano que ocasiona en los frutos reduciendo su calidad. Esta enfermedad es de facil
diseminacién debido a: viento, lluvia, insectos, semilla o por medio de los trabajadores en
las labores culturales. La sintomatologia aparece normalmente después de la primera
semana de infeccion la cual se introduce por medio de lesiones en las plantas o estomas.
La aparicion de manchas oscuras y acuosas son caracteristicas de la enfermedad. Las
manchas presentan un diametro de 4 mm volviéndose mas grandes, en las hojas, peciolos
y raquis. Las lesiones se unen formando estrias de color oscuro, ademas de generar un
amarillamiento. Esta enfermedad se desarrolla en temperaturas entre los 24 y 35 “C con
una humedad relativa cercana al 100% por periodos de 24 h o mas. Esta bacteria puede
sobrevivir en restos de plantas hasta 6 meses siempre y cuando haya un hospedero.

Las medidas preventivas van desde: el uso de variedades resistentes, semilla certificada,

tratamientos térmicos (agua caliente a 55°C por 30 minutos) pre-germinacion, rotacién de
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cultivos, evitar fugas de agua en cintas de riego o piquetas. Control cultural: eliminar
plantas enfermas y tratamiento de zona infectada con Busan 30 w, antibidticos y
espolvorear cal. Control biolégico: mediante el asperjado de Bacillus subtilis, ademas el
Acilbenzolar-s-metil, glutation y oligosacarinas los cuales son inductores de defensas de
las plantas. Control quimico: mezclas de cobre + mancozeb y zineb son de los mejores

tratamientos preventivos.

Figura 8 Planta de jitomate (Solanum lycopersicum) infectada con Xanthomomas campestris pv
vesicatoria

fotografia tomada por Jefferson Uvaldo Pérez Pérez

2.5 Métodos in vitro para la evaluaciéon antimicrobiana

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana son utilizadas principalmente para la
deteccion de drogas, en areas de investigacidon epidemiologicas y prediccion de
tratamientos terapéuticos. Muchos de los grupos de antibioticos mas importantes fueron
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descubiertos en los 60s, indicando asi que muchos de los problemas de la quimioterapia
estaban resueltos, sin embargo, con el incremento de la resistencia microbiana, estos
compuestos dia a dia pierden eficacia. Actualmente este fallo se relacionado a
resistencias bacterianas de multiples farmacos, lo que tiene como consecuencia un
problema de salud publica (Balouiri et al., 2016). Por esta razén la identificacion vy
protocolizacién de efectividad de nuevos compuestos es un objetivo exclusivamente
importante. Los productos naturales siguen siendo la mayor fuente de nuevos compuestos

hoy en dia.

Una gran variedad de métodos es util en la validacion del efecto antimicrobiano de
extractos compuestos o puros. Los métodos mas conocidos son: difusion de agar en disco,

meétodo de gradiente microbiano, método de microdilucion en placa.

2.5.1 Método de difusién de agar en disco

Técnica desarrollada en 1940, oficialmente utilizada en laboratorios de microbiologia para
el analisis de susceptibilidad antimicrobiano. Sin embargo, no todas las cepas de bacterias
pueden ser analizadas mediante esta técnica. La estandarizacion de este protocolo ha
sido exitosa en cepas bacterianas como Streptococci, Heamophilis influenzae,
Haemophilis parainfluenzae, Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis usando
medios de cultivo especificos (CLSI, 2012).

En este procedimiento se coloca un disco de papel filtro (6 mm aproximadamente), que
contiene los compuestos antimicrobianos de interés en concentraciones seriadas y se
coloca en la superficie del agar. Las cajas Petri son incubadas en condiciones deseadas.
Generalmente, los agentes antimicrobianos se difunden en el agar inhibiendo la
germinacion y crecimiento de microorganismos y luego se mide el diametro de inhibicién.
Este tipo de método no es apropiado para calcular Concentraciones Minimas Inhibitorias ya
que no es posible cuantificar la cantidad de agente antimicrobial difundido en el medio de

cultivo.
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2.5.2 Método de gradiente antimicrobiano

Este método combina el principio de los métodos de dilucion con otros con el fin de
determinar la CMI. Se basa en la posibilidad de crear un gradiente de concentraciones del
agente antimicrobiano analizado en un medio de cultivo. Etest ® (BioMérieux) es una
version comercial del procedimiento de esta técnica. En el procedimiento, bandas son
impregnadas con el agente en forma seriada y son depositadas en la superficie del agar,
previamente inoculadas con los microorganismos a evaluar. Este método es utilizado para
calcular CMI en la determinacion de antibidticos, antifungicos y antimicobacterias
(Hausdorfer, 1998). El valor de la CMI se determina en la insercion de una banda y la
elipse de inhibicion de crecimiento bacteriano. Dado que es simple de implementar, su

uso es ampliamente utilizado.

El estudio combina el efecto de dos agentes antimicrobianos, una banda Etest,
impregnada con el primer agente y colocada en la superficie del agar previamente
inoculada. Después de una hora, las bandas se remueven y son remplazadas por una
segunda banda impregnada con un segundo agente. La sinergia es detectada por el
incremento de la CMI de la combinacién de las ultimas dos diluciones comparadas con el

agente mas activo muestreado individualmente.
2.5.3 Método de dilucion

El método de microdilucion es una de las técnicas mas apropiadas para la determinacion
de CMI, ya que ofrecen la posibilidad de estimar la concentracion del agente
antimicrobiano evaluado en un medio de cultivo (agar diluido) o medio liquido
(macrodiluciéon o microdilucidon). Ambos meétodos pueden ser utilizados para medir
cuantitativamente la actividad antimicrobial in vitro contra bacterias y hongos. Los valores
de CMI registrados se definen como la concentracion mas baja del agente antimicrobiano
evaluado que inhibe el crecimiento visible de los organismos evaluados y ésta es
generalmente expresada en ug mL' o mg L-'. Actualmente existen varias guias para la
evaluacion de susceptibilidad antimicrobiana de bacterias y hongos. Uno de los mejores
estandares reconocidos son las evaluaciones CLSI y la del Comité Europeo de Evaluacion

en Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST, por sus siglas en inglés).
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2.5.3.1 Macro y Micro diluciones

Las macro y micro diluciones involucran la preparacion de diluciones seriadas del agente
antimicrobial, por ejemplo: 1, 2, 4, 8, 16 y 32 ug mL™" en un medio liquido en tubos que
contienen un volumen minimo de 2 mL (macrodilucibn) o con pequefos volumenes
usando placas de 96 pozos (microdilucion). Luego, cada tubo o placa es incubada con
inoculo microbial preparado en el mismo medio se estandariza ajustando la suspension
microbiana a la escala de McFarland 0.5. Se mezcla perfectamente y se incuba en
condiciones de temperatura y agitacion dependiendo de las condiciones deseadas de

cada microorganismo.

Una de las principales desventajas del método de macrodilucion es la tediosa operacion
manual, el riesgo de errores en la preparacidén de soluciones antimicrobianas para cada
una de las pruebas, ademas, la relevante cantidad de reactivos y el espacio requerido
(Jorgensen, 2009). Entonces, la reproducibilidad y la economia de los agentes, sumado
del espacio por la miniaturizacién de la prueba son las principales ventajas del método de
microdilucidn. Los resultados finales son influenciados por cada procedimiento. Para la
determinacién de la CMI normalmente se puede realizar mediante un analisis previo a
simple vista, sin embargo, algunos métodos colorimétricos basados en el uso de reactivos
colorantes como las sales de tetrazolium, CTT (Cloruro de 2, 3, 5-trifeniltetrazolio) por
ejemplo, son utilizadas para la determinacion del CMI. Gama-Lopez et al., (2005)
mencionan que el tamafo de indculo, el tipo de medio de cultivo, el tiempo de incubacion

y el método de preparacion de inoculo influencian también en los valores de la CMI.
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ACEITE DE SEMILLA DE Jatropha dioica Seseé COMO FUENTE
POTENCIAL DE BIODIESEL
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ACEITE DE SEMILLA DE Jatropha dioica Seseé COMO FUENTE POTENCIAL DE
BIODIESEL

3.1 RESUMEN

Jatropha dioica Seseé es una especie de la familia Euphorbiaceae, pertenece al
porcentaje de especies endémicas en México que no han sido estudiadas y valoradas
como recurso fitogenético. Sus semillas son ricas en aceite y sus tallos contienen
propiedades farmacoldgicas y curativas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial
del aceite de las semillas de Jatropha dioica Seseé como materia prima para la obtencion
de biocombustible. Las semillas de Jatropha dioica Seseé se sometieron a extraccion por
los métodos Soxhlet y maceracion. El aceite obtenido se caracterizé fisicoquimicamente
y se hizo reaccionar con metanol, en presencia de hidroxido de potasio como catalizador,
para la obtencion de la mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos, dicha mezcla fue
analizada para evaluar su posible uso como biodiésel. La extraccion exhaustiva de las
semillas de Jatropha dioica Seseé, por el método Soxhlet, proporcioné un 55.8% de aceite,
mientras que por maceracion se extrajo un 43.5% de aceite. Los indices de acidez (0.63
+ 0.03 mg KOH g) y saponificacion (44.48 + 1.27 mg KOH g') del aceite crudo, se
consideraron para llevar a cabo la obtencion de biodiésel mediante la reaccion de
transesterificacion alcalina. El analisis de ésteres metilicos de acidos grasos revel6 la
presencia de un alto contenido de acido linoleico (57.77%), y oleico (23.86%). De acuerdo
con los resultados obtenidos, se recomienda la extraccion de aceite Jatropha dioica Seseé
y su transesterificacion para un posible uso como biocombustible en la industria energética
y derivados oleo quimicos.

Palabras clave: biocombustible, oleaginosas, Euphorbiaceae, Jatropha dioica, ésteres
metilicos de acidos grasos.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Jefferson Uvaldo Pérez Pérez
Director de Tesis: Doctor, Jesus Axayacatl Cuevas Sanchez
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SEED OIL Jatropha dioica Seseé AS A BIODIESEL POTENCIAL RESOURCE

3.2 ABSTRACT

Jatropha dioica Seseé is a species of the Euphorbiaceae family, it belongs to the
percentage of endemic species in Mexico that have not been studied and valued as a
phytogenetic resource. Its seeds are rich in fatty acids and its stems contain
pharmacological and healing properties. The objective of this work was to evaluate the
potential of Jatropha dioica Seseé oil as a raw material in the production of biofuel. The
seeds of Jatropha dioica Seseé were subjected to Soxhlet and maceration extraction
methods. The oil obtained was characterized physicochemically and reacted with methanol
in the presence of potassium hydroxide as a catalyst, to obtain a mixture of methyl esters
of fatty acids, the mixture was analyzed for it possible use as biodiesel. The exhaustive
extraction of the seeds of Jafropha dioica Seseé, provided 55.8% of yield oil by Soxhlet
method and 43.5% by maceration method. The acid value (0.63 + 0.03 mg KOH g') and
saponification value (44.48 + 1.27 mg KOH g™') of the crude oil, were considered to carry
out obtaining biodiesel by reacting alkaline transesterificacion. The methyl esters analysis
of fatty acid revealed the presence of a high content of monounsaturated and
polyunsaturated fatty acids, principally linoleic acid (57.77%), followed by oleic acid
(23.86%). According to the results obtained, it is recommended the extraction of oil
Jatropha dioica Seseé and its transesterification for possible use in the energy industry
and oleo chemical derivatives.

Key words: Biofuel, Oilseeds, Euphorbiaceae, Jatropha dioica, faty acids methyl ester.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: M. en C. Jefferson Uvaldo Pérez Pérez
Director de Tesis: Doctor, Jesus Axayacatl Cuevas Sanchez
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3.3 INTRODUCCION

El estudio de fuentes de energia renovables como el biodiésel es actualmente un foco de
interés para diversos centros de investigacion publicos y privados (Pramanik, 2003;
Bozbas, 2006). Existe un esfuerzo global para desarrollar nuevas tecnologias para la
generacion de energias alternativas y limpias, incluyendo celdas solares,
aerogeneradores, energia geotérmica (Vera-Castillo et al., 2014) y biomasa. Las energias
renovables son ahora parte integral del desarrollo sustentable del medio ecoldgico,
mejorando la calidad de vida y estabilidad econdmica en la poblacion. Sin embargo, es en
el caso de produccidn de biocombustibles a través de especies vegetales oleaginosas, es
importante realizar estudios etnobotanicos conducentes al entendimiento de estos
cultivos, con la finalidad de entender a estos recursos fitogenéticos como entes
pertenecientes a un medio ecolégico, es decir, pensar en la produccién de
biocombustibles sin sacrificar las riquezas biologicas de la regidn donde se intenten
cultivar. Dichas especies oleaginosas se pueden cultivar en tierras degradadas para evitar
la deforestacion y asi preservar una parte sustancial de la biodiversidad, asegurandonos
de que las especies vegetales y animales no sean dafiadas ni mucho menos sustituidas
por monocultivos (White, 2008). El Departamento de Energia de los Estados Unidos
estima que la demanda global de energia incrementara un 35% en 2030 comparado al
afno 2005, es por ello que la industria energética se esta enfocando en las especies de
oleaginosas como la mejor opcion de materias primas para la produccion de biodiésel (Ye
et al., 2013; Ganesh-Ram et al., 2008). Especies como colza (Brassica napus), girasol
(Helianthus annuus), soya (Glycine max), palma aceitera (Elaeis guineensis) y pifidon
(Jatropha curcas), tienen actualmente un gran interés, de las cuales las pertenecientes a
este ultimo género destacan por la cantidad y composicion de los aceites extraidos de sus
semillas, ademas de sus caracteristicas fisiologicas, agrondmicas, ambientales y de
produccion (Sharma et al., 2013) .

El uso de biodiésel como combustible tiene varias ventajas como son: proviene de fuentes
renovables, seguro para su uso en motores de combustidn interna y octanajes adecuados.
Ademas, reduce las emisiones de gases de efecto invernadero (Bozbas, 2006), Este
combustible se obtiene de aceites o grasas por medio de una reaccion de

transesterificacion, usando alcohol en un medio catalitico. La transesterificacion consiste
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en un numero consecutivo de reacciones irreversibles, donde los triglicéridos se
transforman en di glicéridos, mono glicéridos y posteriormente en glicerol y ésteres
metilicos de acidos grasos (Reyes-Trejo, et al., 2014). Sin embargo, es importante analizar
caracteristicas fisicoquimicas y el porcentaje de acidos grasos saturados e insaturados
del biodiésel para determinaran que tan util es e incluso la posibilidad de poder hacer

mezclas con diésel comercial con el fin de no ocasionar dafos internos en los motores.

J. dioica pertenece a la familia de las Euphorbiaceae, que comprende alrededor de 199
especies (The Plant List, 2019), de las cuales, 48 son endémicas de México (Steinmann,
2003); su origen se ubica como componente de la sucesion vegetal asociada a la
regeneracion de las Selvas Altas Perennifolias de México, afirmacion que es apoyada en
estudios moleculares (Achten et al., 2010). J. dioica es un arbusto con tallos carnosos y
flexibles de color café rojizo, puede alcanzar hasta los 1.5 m de altura, sus hojas miden
de 2 a 4 cm de longitud con punta redondeada y se presentan agrupadas en los nudos,
su savia es incolora, pero al contacto con el aire vira a color rojizo, sus flores son pequefias
de color rosa palido. Su fruto (drupa) es globoso y contiene s6lo una semilla que presenta
un pericarpio firme y compacto. Las hojas aparecen en épocas de lluvia.

J. dioica, es comunmente utilizada en comunidades del noroeste de México, donde utilizan
sus raices en infusiones para el tratamiento de caida de cabello, eliminar sarna o en
lavados para aliviar la infeccidn de golpes, heridas, granos (Wong-Paz, 2014) y cancer de
piel (Villareal et al., 1988). Esta especie se distribuye desde el norte de Querétaro hasta
Chihuahua, pero limitada por las dos Sierras Madres que dividen el area compartiendo un
medio ecologico con matorrales xerofilos. Se ha encontrado alrededor de los 2,000 a los
2,800 msnm, con un clima BS4, h’ (h) w, que de acuerdo con la clasificacion de Koppen,
modificado por Garcia (1981), corresponde a un clima seco, semiarido con lluvias en
verano y temperatura media anual de 22°C, variando entre los 25°C en abril-mayo y 18°C
en enero con precipitaciones minimas de 43 mm y maximas de 979 mm (Fresnedo-
Ramirez, 2012). A pesar del importante uso antropocéntrico de Jatropha dioica en
localidades rurales y su uso como recurso a pequefa escala, en la actualidad no se han
reportado suficientes estudios sobre el contenido de aceite y perfiles fisicoquimicos de

aceite de semilla de esta especie procedente del estado de Guanajuato.
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Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo es aportar datos utiles que soporten el

uso de este recurso fitogenético como una fuente potencial de energia renovable
3.4 MATERIALES Y METODOS
3.4.1 Material Vegetal

Las semillas de J. dioica, en estado de madurez y sin daino fisico, fueron colectadas de 25
plantas durante los meses de junio y julio de 2017 en la localidad de Buenavistilla,
Municipio de San José lturbide, Guanajuato, México, a una elevacién de 2,100 m. El
ejemplar fue identificado y depositado en el Herbario-Hortorio "Jorge Espinoza Salas™ de
departamento de Preparatoria Agricola de la Universidad Auténoma Chapingo. Las
semillas se dejaron secar a la sombra, después se obtuvieron los cotiledones y se

almacenaron bajo refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento.

3.4.2 Caracterizacion morfolégica de las semillas de Jatropha dioica Seseé

Un total de 30 semillas con pericarpio fueron pesadas en una balanza digital OHAUS
(precision de 0.001 g). Las dimensiones geométricas se determinaron como: largo (L),
ancho (W) y espesor (T) con un vernier digital TRUPER CALDI-6MP (precision 0.01 mm).
Adicionalmente, se analizaron datos de diametro aritmético, diametro geométrico y

esfericidad de las semillas utilizando las ecuaciones 1, 2y 3:

Diametro aritmétrico (Da) = L+V;+T .................................................... (1)

Didmetro geométrico (Dg) = (L+W + T)Y3 i (2)
1/3

Esfericidad (@) = % = DTQ ......................................................... (3)

3.4.3 Obtencion y caracterizacion del aceite de Jatropha dioica Seseé

Las semillas de J. dioica (previamente molidas, 50 g) se empaquetaron en cartuchos de
papel filtro y se sometieron a extraccion utilizando hexano por método Soxhlet durante 18
horas y por maceracion por 48 horas. La mezcla de aceite con hexano, previamente

secada con Na>SO4 anhidro, se evapord al vacio en un rota-evaporador marca Buchi
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modelo R-210 a una temperatura de 50°C. El proceso se hizo por triplicado y se determind
el rendimiento de aceite. Las propiedades fisicoquimicas que se determinaron en el aceite
fueron: viscosidades, dinamica y cinematica (Viscosimetro Anton Parr SVM 3000) e
indices de acidez y saponificacion (AOAC, 1980) y su calor de combustion se llevo a cabo

en un calorimetro marca Anton Parr modelo 6400.
3.4.4 Preparacion y caracterizacion de Biodiésel y mezclas de biodiésel-diésel

Para la obtencion de biodiésel, primero de preparé una mezcla de metanol con hidroxido
de potasio a una concentracion de 0.028 g /mL. A esta mezcla se adiciono el aceite de J.
dioica en una proporcion 0.25:1 (v/p). La mezcla se agitd y calentd bajo reflujo con metanol
durante 1 h. Transcurrido dicho tiempo se transfiri6 a un embudo de separacion y se dejo
reposar durante 12 h, hasta observar dos fases consistentes en biodiésel y glicerina. El
biodiésel (Fase superior) fue tratado con acido citrico al 0.1% (dos lavados en proporcion
1:1), después se lavd con agua caliente, finalmente se secd con sulfato de sodio anhidro
y se guardd protegido de la luz a 4°C hasta su procesamiento. La composicion de acidos
grasos se determind por cromatografia de gases en un cromatografo Agilent 6890,
equipado con un detector de ionizacién de flama y una columna AT-FAME (30 m x 0.25
mm x 0.25 mm). La temperatura inicial del horno fue de 170 °C (1 min), rampa 10 °C/min,
temperatura final 240 °C. Temperatura del inyector y detector 260°C. Se utiliz6 helio como
gas acarreador, a una velocidad de flujo de 1.8 mL min-'. Una mezcla de esteres metilicos
de acidos grasos se utilizé como estandar y los tiempos de retencién se utilizaron para la
deteccidn de picos de las muestras, Los acidos grasos fueron estimados como porcentaje

del area total de los picos de ésteres metilicos.

Se prepararon mezclas de biodiésel-diésel denominadas B05, B10, B20, B30, B40 y B100
donde el numero indica el porcentaje de biodiésel en la mezcla. Las viscosidades
cinematicas, dinamica y la densidad del biodiésel y de cada una de las mezclas fueron
medidas a presion atmosférica a 20 y 40 °C en un Viscosimétro-densimétro Anton Parr
rotacional Stabinger SVM 3000. La medicion de los calores de combustion del biodiésel y
las mezclas B10, B20, B30, B40 y B50 se llevo a cabo en un calorimetro marca Anton Parr

modelo 6 400, se evaludé aproximadamente 0.5 g de muestra.
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3.4.5 Analisis estadistico

Los resultados estan expresados como medias + desviacion estandar de los analisis, los

ensayos se efectuaron por triplicado.
3.5 RESULTADOS Y DISCUSION
3.5.1 Caracterizacion morfologica de semilla de Jatropha dioica Seseé

Las semillas de J. dioica estan compuestas por una drupa, con un pericarpio firme de color
café obscuro. Dentro se encuentra una semilla color blanco la cual se divide en dos
cotiledones con un embrion en el medio. Datos como: diametro aritmético, diametro
geomeétrico y esfericidad son utiles para procesos de almacenamiento, clasificacion,
descascarado, entre otros (Betancur-Prisco et al., 2014). Medidas como largo, ancho y
espesor de las semillas, son significativamente similares, lo que asemeja una esfera.
Ademas, el valor de esfericidad obtiene un 91.82% calculado, lo que confirma la forma de

la semilla.

Cuadro 2 Caracteristicas fisicas de semillas de Jatropha dioica Seseé

Rango
Parametro Media
Minimo-maximo

Largo (mm) 11.75+£1.65 9.5-16.7
Ancho (mm) 10.32 £+ 1.45 8.0-13.3
grosor (mm) 10.21+1.19 8.6-13.5
peso (9) 1.30 £ 0.05 0.96-1.19
Diametro aritmético (mm) 10.76 £ 1.33 8.7 -14.1
Diametro geométrico (mm) 10.66 £ 1.50 8.7 -14.1
Esfericidad % 91.82 £ 0.04 0.84-1.0
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3.5.2 Contenido y caracterizacion de aceite y biodiésel de semilla de Jatropha

dioica Seseé

El rendimiento de la extraccion de aceite de semilla de J. dioica por método Soxhlet fue
de 55.8% y por maceracion 43.5%. En la Cuadro 3 se muestran algunos parametros
fisicoquimicos de aceite crudo y biodiésel obtenidos de semillas de J. dioica. Se observa
que el contenido de aceite extraido es comparable con la de otros cultivos oleaginosos;
como higuerilla, 64.84% (Goytia-Jiménez et al., 2010), Soya, 35.5% (Mosquera-
Artamonov et al., 2016) e incluso similares a otras especies del género Jatropha, 44.4% y
56.5% (Pradhan et al., 2011; Prasad et al., 2012).

El alto contenido de aceite extraido de la semilla, indica que es un recurso potencialmente
util para ser transformado en biocombustible. Sin embargo, esto puede estar relacionado

con el origen y el estado de maduracion de las semillas.

Cuadro 3 Propiedades fisicas de aceite de semilla de Jatropha dioica Seseé

Propiedad Aceite Biodiésel
Acidez (mg KOH g") 0.63+0.03 -
indice de saponificacién (mg KOH g™) 44.48 £1.27 -
Densidad a 20°C (g cm™®) 0.8966 0.8843
Viscosidad a 40°C (mm?s™') 16.915 4.5763
Calor de combustion (MJ kg™) 37.27 38.09

La determinacion de calor de combustion de una substancia permite estimar la cantidad
de energia que se libera cuando ésta se quema (Knothe, 2010). El calor de combustion
obtenido en aceite crudo y biodiésel registran, en ambos casos, cantidades menores a
39.500 MJ kg, limite establecido por la norma internacional ASTM D240 Método de
prueba estandar para calor de combustidon en hidrocarburos, mediante una bomba
calorimétrica para el uso de biodiésel; de modo que, tanto el aceite crudo como el biodiésel
obtenido en este trabajo pueden considerarse aptos para su uso en motores de

combustion interna.
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El indice de acidez permite determinar el porcentaje de acidos grasos en una muestra de
aceite, ademas de evaluar si la reaccidén de transesterificacion que se llevara acabo, es
de manera satisfactoria. Con el indice de saponificacién se obtiene una estimacién del
largo de las cadenas de los acidos grasos (Neisen, 2010) ademas indica si el aceite es
potencialmente util para la elaboracion de jabones liquidos, asi como en la industria de
shampoo (Akbar et al., 2009).

El indice de acidez obtenido (0.63 mg KOH g + 0.03) supera ligeramente el limite
establecido en la norma de la Unién Europea EN 14214 para la produccion de biodiésel
(0.0-0.5 mg KOH g™). Los resultados de saponificacion corresponden a los obtenidos por
otras investigaciones en especies del género Jatropha (Adebowale et al., 2006), lo que
sugiere que el aceite es potencialmente util para elaboracion de biodiésel o bien para su
uso directo como biocombustible.

La viscosidad cinematica se define como la resistencia de un fluido al movimiento, esta
caracteristica tiene diferentes comportamientos segun el peso molecular del aceite y
proporcion de sus acidos grasos instaurados (Akbar et al., 2009). Esta caracteristica tiene
un gran impacto en el motor ocasionando altos arrastres en la bomba de inyeccion,
causando altas presiones y volumenes de combustible, especialmente operando a bajas

temperaturas (Pinzi et al., 2009).

En el Cuadro 4, se muestra la comparacion de estandares para biodiésel (EN 1424) y
mezclas de biodiésel (ASTM D 6751) de las propiedades de viscosidad cinematica y
densidad de mezclas preparadas con biodiésel-diésel (B05, B10, B20, B30, B40 y B100),
de Jatropha dioica.
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Cuadro 4 Propiedades de biodiésel de Jatropha dioica Seseé y mezcla de biodiésel-
diésel comparado con estandares de biodiésel.

EN ASTM Método de
Propiedad B100 B40 B30 B20 B10 B05
1424 D6751 analisis
EN-ISO 3675

Densidad a 15°C 860-
888.8 849.0 843.8 836.2 828.0 826.0

Kg m3 900
(Kgm~) EN-ISO 12185
o EN-ISO 3104
Viscosidad a 40°C 3.5-
) 5.0 1.9-6.0 4.6 2.7 2.6 2.5 2.3 2.3
(mm?s) : ASTM-D-445

Los resultados indican que la viscosidad cinematica decrece de forma no lineal mientras
la temperatura aumenta. Las altas viscosidades en los combustibles no favorecen un buen
desempefio en motores, por lo que se busca que éstas tengan caracteristicas especificas,
y no afecten en el flujo y la atomizacion del combustible (Akbar et al., 2009). La viscosidad
cinematica de J. dioica disminuy6 al aumentar la temperatura de 20 a 90°C (7.38 a 2.07
mm? s'). Se observa que a 40°C, el biodiésel (B100; 4.57 mm? s') cubre los
requerimientos en norma EN 14214 (3.5-5.0 mm? s™'). Ademas, las mezclas B05, B10,
B20, B30 y B40 de biodiésel-diésel son aptas para su uso segun los estandares
establecidos en la norma ASTM D 6751-09 (1.9-6.0 mm? s™"). Los datos se acercan a los
resultados obtenidos por Prasad et al., (2012) quienes reportan 5.14 mm? s™'. La densidad
de las mezclas de biodiésel-diésel tiene un comportamiento lineal que corresponde cada
vez mas al aumentar porcentualmente la mezcla de diésel y temperatura hasta los 70°C.
Gunstone (2004) menciona que la densidad de un aceite disminuye de acuerdo con su
peso molecular, pero aumenta por el contenido de acidos grasos insaturados. La densidad
a 15°C de biodiésel obtenido de J. dioica (888.8 kg m) cumple con los estandares
establecidos en la normal EN 14214 (860-900 kg m™) para biodiésel facilitando asi una

forma de manejar diferentes mezclas de biodiésel-diésel.
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3.5.3 Perfil de acidos grasos de Jatropha dioica Seseé

En el Cuadro 5 se observan los principales porcentajes obtenidos en el analisis de
cromatografia de gases y su comparativa con otras especies oleaginosas. Se encontro un
15.4% de acidos grasos saturados, 24.36% monoinsaturados y 60% poliinsaturados.

Cuadro 5 Composicion de acidos grasos (%) de Jatropha dioica Seseé y otras fuentes
naturales.

Acido graso Formula Estructura Porcentaje %
molecular
Jatropha Jatropha Elaeis
dioica curcas® guineesis®
Palmitico Ci6H3202 C16:0 9.30 14.2 44
Estearico C1sH3602 C18:0 6.10 7.0 4.5
Palmitoleico C16H3002 C16:1 0.50 0.7
Oleico CigH3402 C18:1 23.86 44.7 39
Linoleico C1sH3202 C18:2 57.80 32.8 10.1
Linolénico C1gH3002 C18:3 0.20 0.2
Saturados - - 15.40 21.6 48.5
Monoinsaturados - - 24.36 454 39
Poliinsaturados - - 60.00 33.0 10.1

aAkbar et al., (2009).
bSyamsuddin et al., (2016)

Los acidos grasos predominantes en las semillas de J. dioica son: acido linoleico (57.80%)
seguido del acido oleico (23.86%) y acido palmitico (9.30%), estos datos son comparables
con los determinados en J. curcas por algunos otros investigadores (Akbar et al., 2009;
Pradhan et al., 2011). Los acidos palmitoleico, estearico y linoleico estan presentes en
pequefias cantidades. J. dioica contiene un mayor porcentaje de acido linoleico (57.80%)
respecto a J. curcas (32.8%). Ambas Jatropha se componen de una menor cantidad de
acido palmitico respecto al de palma de aceite (Elaeis guineesis) (Syamsuddin et al.,
2016).
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A nivel industrial, una desventaja del biodiésel de J. dioica es que contiene altos niveles
de acidos grasos poliinsaturados (acido linoleico 57.80%) el cual tiene efectos negativos
al disminuir su estabilidad y reducir el numero de cetano (Pinzi et al., 2009). Ademas de
ser susceptible a la aparicion de olores y sabores indeseables ocasionados por la
formacion de aldehidos y alcoholes causados por los peroxidos e hidroperoxidos. Sin
embargo, una ventaja es que presenta fluidez a bajas temperaturas por el bajo contenido
de acidos grasos saturados (Bahandur et al., 2013) como acido palmitico (9.31%) y
estearico (6.09%). Por lo tanto, el uso del biodiésel derivado de los aceites de esta especie

es potencialmente util como fuente de energia renovable.
3.6 CONCLUSIONES

Los acidos grasos predominantes en el aceite de semilla de J. dioica son el acido linoleico,
oleico y palmitico. La viscosidad cinematica y densidad del biodiésel obtenido presenta
caracteristicas aceptables dentro de las normas EN 14214 y ASTM D 6751 para la

produccion de biodiésel y mezclas de biodiésel-diésel.

El contenido de acidos grasos poliinsaturados son una limitante para su uso en motores
de combustidn interna, sin embargo, el aceite podria ser utilizado en motores de

combustion inversa para producir electricidad en pequera escala.
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA in vitro DE RAICES DE Jatropha dioica Seseé
4.1 RESUMEN

Jatropha dioica Seseé es una especie vegetal endémica de México que pertenece a la
familia Euphorbiaceae, valorada en la medicina tradicional por sus propiedades
farmacolodgicas y curativas en raices y tallos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto antimicrobiano in vitro de extractos de raiz obtenidos de diferentes polaridades
mediante método de microplaca aplicados en fitopatogenos de jitomate (Solanum
lycopersicum). El extracto metandlico se obtuvo mediante maceracion y a partir de éste
se obtuvieron los extractos hexanico y de acetato de etilo por percolacion, el extracto
hexanico se fraccion6 en cromatografia en columna. El efecto antimicrobiano de los
extractos se evalué en Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm),
Pseudomonas syringe pv. tomato (Pst), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xv) y
posteriormente se calculd la concentracion minima inhibitoria (CMI). La supervivencia de las
bacterias se evalué mediante la adicion de CTT (Cloruro de 2, 3, 5-trifeniltetrazolio) en
medios expuestos a extractos por 24 h de incubacion. Los extractos metandlico, hexanico
y acetato de etilo, revelaron tener actividad antimicrobiana en los fitopatégenos Cmm, Pst
y Xv. El extracto hexanico tuvo una mayor actividad comparado con el resto de los
extractos. La CMI del extracto metandlico fue de 5.8 y 2.9 ug mL™" (Pst y Xv), del extracto
hexanico 4.4, 0.5y 1.7 (Cmm, Pst y Xv) y del extracto de acetato de etilo 2.0, 3.5y 2.3
(Cmm, Psty Xv), respectivamente. El compuesto citlalitriona aislado del extracto hexanico,
también presento actividad antimicrobiana con una CMI de 1.0, 1.0 y 0.5 ug mL™" contra
las bacterias Cmm, Pst y Xv, respectivamente. Los resultados in vitro, posicionan a
Jatropha dioica Seseé como una especie potencial en el tratamiento de bacterias en el
cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum).

Palabras clave: citlalitriona, biocontrol, fitopatdbgenos, Solanum Iycopersicum,
Euphorbiaceae, sangre grado.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: Jefferson Uvaldo Pérez Pérez
Director de Tesis: Doctor, Jesus Axayacatl Cuevas Sanchez
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In vitro ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Jatropha dioica Seseé ROOTS
4.2 ABSTRACT

Jatropha dioica Seseé is a Mexico’s endemic plant specie that belongs to the
Euphorbiaceae family, valued in traditional medicine for roots and stem’s pharmacological
and healing properties. The aim of this work was to evaluate in vitro antimicrobial potential
of root extracts obtained from different polarities by microplate method applied in tomato
phytopathogens (Solanum Iycopersicum). The metanolic extract was obtained by
maceration and from this, the hexane and ethyl acetate extracts were obtained by
percolation. The hexane extract was fractionated by column chromatography. The
antimicrobial effect of the extracts was evaluated in Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm), Pseudomonas syringe pv. tomato (Pst), Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (Xv) and subsequently the minimum inhibitory concentration (MIC) was
calculated. The survival of the bacteria was evaluated by adding TTC (2, 3, 5-
triphenyltetrazolium chloride) in culture exposed to extracts for 24 h of incubation. The
results of the methanolic, hexane and ethyl acetate extracts reveal antimicrobial activity in
phytopathogens Cmm, Pst and Xv. The hexane extract had a higher activity compared to
the rest of the extracts. The MIC of the methanolic extract was 5.8 and 2.9 yg mL" (Pst
and Xv), the hexane extract 4.4, 0.5 and 1.7 yg mL™' (Cmm, Pst and Xv) and of the ethyl
acetate extract 2.0, 3.5 and 2.3 uyg mL' (Cmm, Pst and Xv). The compound citlalitriona
isolated from the hexanic extract, also presented antimicrobial activity with a MIC of 1.0,
1.0 and 0.5 yg mL-', Cmm, Pst and Xv respectively. The in vitro results position Jatropha
dioica Seseé as a potential species in the treatment of bacteria in the tomato crop
(Solanum lycopersicum).

Key words: Citlalitrione, biocontrol, phytopathogenes, Solanum Ilycopersicum,
Euphorbiaceae, Sangre Grado.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Jefferson Uvaldo Pérez Pérez
Director de Tesis: Doctor, Jesus Axayacatl Cuevas Sanchez
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4.3 INTRODUCCION

El uso incontrolado de pesticidas quimicos ha traido consigo erosion de suelos, resistencia
de cepas bacterianas, fungicas y tolerancia de algunos insectos, ademas de los problemas
que conlleva las sustancias toxicas en la salud humana. El control biolégico ofrece una
fuerte alternativa sustituyendo asi el uso de pesticidas sintéticos, ademas, los
microorganismos o compuestos colaboran en la restauracién del balance natural de los
ecosistemas que se va perdiendo en una situacion de cultivos intensivos (Reino, 2007). El
uso de metabolitos secundarios suprime enfermedades para ofrecer salud vegetal
(Handelsman, 1996). Por lo que el uso de estos compuestos ha sido de gran interés para

el tratamiento de enfermedades vegetales.

J. dioica es una especie que pertenece a la familia Euphorbiaceae, es una de las 199
especies hasta ahora registradas en el mundo (The Plant List, 2019) y una de las 48
especies endémicas de México (Steinmann, 2003). J. dioica es una planta que crece en
zonas aridas del noreste de México y es empleada en la medicina tradicional preparada
como decoccion para el control de caida de cabello, dolor de rifiones y problemas de
digestion (Manzanero-Medina et al., 2009). Se tienen registros de su actividad antiviral
(Silva-Mares et al., 2013) y antimicrobial (Silva-Belmares et al., 2014) en patdégenos
humanos, ademas, se ha realizado la evaluacidon de su actividad antioxidante y
quimioprotectante (Martinez et al.,2014). Actualmente se han identificado tres diterpenos;
riolozatriona (Dominguez et al., 1980), citlalitriona y jatrophona (Villareal et al., 1988)
pertenecientes al género Jatropha. Ademas, algunos compuestos como metabolitos
secundarios propias de la planta como flavonoides (Montenegro et al., 2009), polifenoles
(Belmares et al., 2009, Castillo et al., 2010) que posiblemente son los responsables de las
propiedades curativas de la planta. Sin embargo, para el caso del diterpeno citlalitriona,

no se ha evaluado su bioactividad.

El objetivo de este trabajo fue evaluar mediante el método de microplaca la actividad
antimicrobiana de extractos de raiz de Jatropha dioica Seseé de diferentes polaridades y
del compuesto aislado citlalitriona del extracto hexanico contra las cepas bacterianas
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), Pseudomonas syringe pv.
tomato (Pst), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xv).
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4.4 MATERIALES Y METODOS
3.4.1 Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas fueron proporcionadas por el instituto de fitosanidad-fitopatologia
del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Estado de México. Se obtuvieron
subcultivos de los patégenos para el crecimiento de la bacteria por 24 h a 37 £ 1°C en
medio de cultivo agar caldo nutritivo (extracto de carne 3 g L', peptonade carne 5gL"y
agar 20 g L'"). Se mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento.

4.4.2 Material Vegetal

Las raices de 3 plantas de J. dioica fueron colectadas en la localidad de Buenavistilla,
Municipio de San José lturbide, Guanajuato, México en junio-julio 2017. El ejemplar fue
identificado y depositado en el Herbario-Hortorio "Jorge Espinoza Salas™ de departamento
de Preparatoria Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo. Las raices se dejaron
secar a la sombra, después se cubrieron y resguardaron a temperatura ambiente hasta su

procesamiento.
4.4.3 Medios de cultivo para incubacién microbiana

Para la inoculacidn, multiplicacion y resiembras de las suspensiones bacterianas, se
prepararon medios de cultivo, caldo nutritivo (3 g/L extracto de carne, 5 g/L peptona de
carne, aforado a 1 L) y agar caldo nutritivo (BIOXON®), ambos medios de cultivo se
ajustaron a un pH de 7.0 £ 0.2.

4.4.4 Preparacion de extractos y particiones de raices de Jatropha dioica Seseé

Las raices de J. dioica previamente secas y molidas (9 kg) se sometieron a maceracion
en metanol por 120 h con agitacion cada 24 h. El extracto metandlico se concentrd en un
rota evaporador marca Buchi modelo R-210 a una temperatura de 50°C. Esta se disolvi6
en agua (1:20; p/p) y particion6 con n-hexano y acetato de etilo en la misma proporcién.

Los disolventes se evaporaron y se calcularon rendimientos.
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Una porcion de la particion de hexano (8.6 g), se analizé por cromatografia en columna,
empacado con silice gel y se utilizaron 300 mL (3x100 mL) de cada gradiente de polaridad
de hexano, hexano-AcOEt (9:1, 8:2, 5:5, 0:10) y se utiliz6 metanol como eluyente final, se
colectaron 49 fracciones de 6 mL cada uno. Se seleccionaron ocho fracciones por mostrar
sélidos blanquecinos a los que se les analizdé en cromatografia en capa delgada (TLC),
para comprobar su identidad se compard con un estandar de 3-sitoesterol, posteriormente
se evalud su actividad antimicrobiana contra las tres cepas bacterianas. Para las pruebas
antimicrobianas, se disolvieron 0.1 g de las particiones en 20 mL de dimetilsulfoxido
(DSMO, 10%) para dar una concentracién final de 5,000 ug mL", las fracciones se
disolvieron. Todas las disoluciones se esterilizaron con filtros para jeringa de 0.45 ymy se
resguardaron en frascos ambar a 4°C hasta su procesamiento.

4.4.5 Evaluacién antimicrobiana por método de microplaca.

Las bacterias Cmm, Pst, Xv se incubaron en medio liquido, caldo nutritivo a 37°C, 110 rpm
por 24 h. En una longitud de onda de 600 nm se ajustoé la absorbancia del medio de cultivo
a 0.5, quedando una concentracion bacteriana final de 1x108 ufc/mL. En placas de 96
pozos, se adicionaron 50 yL de suspension bacteriana fitopatdgena y diluciones seriadas
de 200 a 175 pL (escala de -5 pL) de extractos vegetales, ademas se adicionaron de 0 a
25 pL (escala de +5 pL) de medio de cultivo estéril, dando un total de 250 pL en cada
pozo. La concentracion final de los extractos fue de 3,750, 3,000, 2,250, 1,500 y 750 ppm.
Como control negativo (0% inhibicion) se utilizé 200 yL medio de cultivo y 50 pL
suspension bacteriana y como control positivo (100% inhibicion) se utilizé 150 yL medio
de cultivo, 50 pL suspension bacteriana y 50 pL etanol al 99%.

En el bioensayo se consideraron 8 repeticiones para cada una de las cepas de bacterias
y se incubaron a 37°C por 24 h. Después, se adicion6 20 yL de 2,3,5-cloruro de tetrazolio
(CTT) al 2% como indicador de metabolismo bacteriano, se incubé a 37°C, 110 rpm por
60 minutos. Se midi6 la absorbancia de los pozos en un lector de microplacas BioTek
Sinergy 2 en modo de absorbancia a 600 nm, controlado por una interfaz de analisis de
datos Gen5, a temperatura ambiente. Se efectu6 un analisis de varianza (ANOVA) con un
disefio experimental de un factor (A=fitopatdégeno y B= Extracto) para conocer cual de los

extractos (metandlico, hexanico y acetato de etilo) comparado con cada una de las
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bacterias (Cmm, Pst y Xv) individualmente, tiene mayor actividad antimicrobiana.
Posteriormente, se calcul6 el porcentaje de inhibicion bacteriana mediante la Ecuacion 4
y se graficé las concentraciones de extracto contra el porcentaje de inhibicién bacteriana

obteniendo asi una ecuacion de la recta mediante una regresion lineal.

iy e .. . Ac—A
Inhibicion bacteriana (%) = %x
Ac es la absorbancia del control

Am es la absorbancia de la muestra.

Para conocer la absorbancia real de la inhibicién bacteriana de los extractos, se midi6 y
resto la absorbancia del medio de cultivo (200 pyL) mas extracto vegetal (50 pL) en
ausencia de bacteria.

4.4.6 Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se prepararon diluciones seriadas de 750 a 3750 pL de extracto contra el porcentaje de
inhibicién bacteriana y se calculd una regresion lineal de los datos. Posteriormente la
determinacién de la CMI se obtuvo al 50% mediante la ecuacion de regresién y se

consideraron coeficientes de determinacién (R?) mayores a 0.91.
4.4.7 Analisis estadistico

Se efectud un analisis de varianza (ANOVA) en software Minitab® V.18 (Minitab, Satate
Collage, PA, USA) sobre los factores establecidos en el disefio experimental, a saber:
factor A (bacteria), factor B (extracto). Los niveles de cada uno de los factores fueron los
siguientes: Para factor A (1= Cmm, 2= Pst, 3=Xv) mientras que para el factor B (1=extracto
metandlico, 2=extracto hexanico y 3=extracto de acetato de etilo).

Para determinar el tipo de extracto con la mayor actividad antimicrobiana se aplicd un
analisis de varianza de un factor para cada una de las bacterias y posteriormente se aplico
una prueba de Tukey.
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4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

El rendimiento de los extractos hexanico y de acetato de etilo fue de 0.07 % para ambos
casos, mientras que el rendimiento del extracto metandlico fue del 2.5% del peso total.
Los resultados de valor promedio de los extractos comparados con cada uno de los
fitopatogenos se muestran en la Cuadro 6.

Cuadro 6 Prueba de medias de absorbancia de extractos de raiz de Jatropha dioica
Seseé

Extractos
Bacterias MeOH Hexano AcEOt
Cmm 0.00 ¢ 1.8637 a 0.854
Pst 2.616 4 0.6304 » 2.291 4
Xv 2.005 4 1.839 4 1.975,

Letras diferentes en una misma hilera indican diferencias estadisticas de acuerdo con la prueba de Tukey;
p < 0.05, Cmm Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pst Pseudomonas syringe pv. tomato, Vx
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.

Para Cmm, el analisis de varianza evidencio diferencias entre la actividad antimicrobiana
de los diferentes extractos (p=0.00), de acuerdo con la prueba de Tukey, el extracto
hexanico muestra mayor actividad. Por otro lado, para Pst también se presento diferencia
estadistica entre los extractos (p=0.00), en la prueba de Tukey, tanto para los extractos
metandlicos como de acetato de etilo presentaron una mayor actividad antimicrobiana
comparado con el extracto hexanico. En el caso de Xv, no hubo diferencia entre los

tratamientos (p=0.658).

Los valores de CMI de los extractos expuestos a Cmm, Pst y Xv se muestran en el Cuadro
7. El extracto hexanico y de acetato de etilo, muestran actividad antimicrobiana contra las
tres cepas evaluadas, no asi para el extracto metanadlico que sélo tuvo respuesta para Pst
y Xv. La mejor respuesta antimicrobiana fue usando extracto hexanico contra Psty Xv (0.5
y 1.7 respectivamente) y usando extracto acetato de etilo contra Cmm (2.0).
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Cuadro 7 Concentracién minima inhibitoria (CMI) de la actividad antimicrobiana de
extractos vegetales de Jafropha dioica Seseé contra bacterias fitopatdgenas expresado
en pug mL’

Extracto CMI (ug mL)

Cmm Pst Xv
MeOH - 5.8 2.9
Hexano 4.4 0.5 1.7
AcOEt 2.0 3.5 2.3

*-* Sin actividad antimicrobiana, Cmm Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pst Pseudomonas
syringe pv. tomato, Vx Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.

Estudios antimicrobianos, revelan que el extracto metandlico de J. dioica tiene actividad
antimicrobiana para Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli a 500 ug mL"' (Serrano-Gallardo et al., 2017), Porphyromonas
gingivalis (Waizel-Bucay y Martinez, 2011), Bacillus cereus, Salmonella typhi, Candida
labicans (Silva-Belmares et al., 2014) y antiviral (Silva-Mares et al., 2013); coincidiendo en
la participacidn de terpenos, esteroles y metilesteroles como compuestos activos.

El extracto hexanico mostro la mayor efectividad antimicrobiana contra Pst y Xv con
valores de CMlen 0.5y 1.7 ug mL™", respectivamente. La efectividad del extracto es similar
a la de estudios antivirales realizados previamente (Silva-Mares et al., 2013) contra
Herpes simplex HSV-1 y HSV-2. Por lo anterior,—el extracto hexanico se analizé por
cromatografia en columna utilizando 300 mL de n-hexano, acetato de etilo y metanol (tres
volumenes de cambio de 100 mL cada uno) de las cuales se obtuvieron 42 fracciones. En
dichas fracciones se observaron cristales sélidos blanquecinos, mismos que se mezclaron
y se identifico uno de ellos al compararlo en placa cromatografica con una muestra
auténtica de f-sitoesterol. Otros metabolitos fueron observados en la mezcla mencionada
y se repurificaron por cromatografia en columna, se aisl6é una sustancia cristalina de punto
de fusion 201-203°C identificada como citlalitriona cuyo espectro de infrarrojo mostré
bandas en 1746, 1692, 1446, 1388.5, 1347, 1276.6, 1229.5, 1156.9, 1038.7, 931.7, 895.2,
830.5, 571.3 y 494.8 cm™, ademas, en su espectro de resonancia magnética nuclear de
13C se observaron 20 sefiales § =217 (C-12), 215.3 (C-14), 208.2 (C-7), 145.4 (C-6), 128.2
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(C-5), 77.2 (C-3), 67.5 (C-4), 65.6 (C-13), 55.4 (C-11), 52.8 (C-9), 46.5 (C-15), 37.9 (C-8),
37.5 (C-10), 34.8 (C-1), 33.7 (C-2), 28.2 (C-18), 23.6 (C-19), 20.4 (C-17), 16.0 (C-16) y
14.5 (C-20) ppm; éstos datos corresponden con la estructura molecular de este metabolito
secundario (Melchor-Martinez et al., 2017). Este diterpeno es caracteristico de J. dioica,
sin embargo, su actividad antimicrobiana no ha sido evaluada contra bacterias

fitopatogenas de jitomate Cmm, Psty Vx en el cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum).

H O O

17 O

Esquema 2 Estructura molecular de citlalitriona

Cuadro 8 Concentracion minima inhibitoria de la actividad antimicrobiana de fracciones

hexanicas de Jatropha dioica Seseé contra bacterias fitopatdgenas expresado en uyg mL"
1

Fraccién CMI (ug mL)

Cmm Pst Xv
F1’ 0.9 1.0 0.6
F2’ 1.0 1.0 1.1
F3’ 1.2 1.1 0.7

F1’ agua madre hexano-acetato 8:2, F2’ solido cristalino citlalitriona 8:2, F3’ hexano-acetato 5:5, Cmm
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pst Pseudomonas syringe pv. tomato, Vx Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria.
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Los resultados obtenidos sugieren que los extractos no son selectivos a bacterias gram
negativo y positivo. La actividad antimicrobiana del extracto hexanico y del compuesto
citlalitriona puede ser atribuida a la presencia de terpenoides. Estos resultados dan
soporte cientifico y abren la posibilidad para el uso de J. dioica en programas de biocontrol
en cultivos dafiados por fitopatdgenos Cmm, Pst y Xv.

4.6 CONCLUSIONES

El extracto hexanico mostré mayor actividad antimicrobiana contra Pst y Xv y el extracto
de acetato de etilo contra Cmm.

El extracto hexanico y el compuesto aislado citlalitriona son una alternativa segura en la
investigacion de nuevos compuestos antimicrobianos, especialmente considerando las
continuas mutaciones bacterianas que generan resistencia quimica en el control de

enfermedades del cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum).
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5. DISCUSION GENERAL

A pesar de que México cuenta con el 1.3% de la superficie terrestre del Planeta, es
considerado como uno de los paises con mayor biodiversidad. De acuerdo con Villasefior
(2016) en Meéxico existen: 297 familias, 73 dérdenes, 2 854 géneros (7.8% (219) son
endémicos), 23 314 especies, 22 126 angiospermas, 1 039 helechos y plantas a fines y
149 gimnospermas; sin considerar especies no vasculares. Estos datos son relevantes en
la valoracién de los recursos fitogenéticos y su clasificaciéon por su grado de manejo, de
las cuales en México solo son utilizadas 125 de las 23 314 especies contenidas en el

territorio mexicano (Cuevas, comunicacion personal).

Muchos de los conocimientos adquiridos por grupos indigenas relevantes al cuidado y
manejo de plantas comestibles y medicinales han ido perdiendo interés debido al
incremento progresivo de la llamada Frontera Agricola, por lo que la erosion genética y la
pérdida de biodiversidad mediante estas practicas pone en riesgo a Jatropha dioica Seseé
y otras especies vegetales endémicas de la region, asi como a animales y otros taxa como

hongos, bacterias y micorrizas.

El objetivo de este estudio fue generar datos utiles mediante el analisis de las
caracteristicas fisicas del aceite de semillas y su transesterificacion en ésteres metilicos
de acidos grasos para su posible uso como biocombustible, de la mano a estandares
internacionales de la Union Europea (EN 14214) para la produccién de biodiésel, la norma
(ASTM D 6751) para la produccion de mezclas de biodiésel-diésel, incluso, para el uso del
aceite como un biocombustible empleado directamente en maquinas de combustion
inversa. Ademas, la evaluacion del potencial antimicrobiano de extractos de raiz obtenidos
de diferentes polaridades sometidos a prueba contra fitopatdgenos comunes del cultivo
de jitomate (Solanum lycopersicum) hara posible la postulacién de Jatropha dioica Seseé,
como un recurso potencialmente util como bioenergéticos y para el control de plagas y

enfermedades de cultivos de interés econdémico.

Steimann (2003) menciona que en México existen 48 especies endémicas y es posible
que mas especies de género Jatropha contengan caracteristicas similares e incluso
superiores a las que ya se ha estudiado como Jatropha curcas Mull. Arg., debido a su uso

como recurso vegetal. Sin embargo, no existen suficientes investigaciones que cubran
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otras especies silvestres o0 semidomesticadas. Por eso que es necesario realizar estudios
relevantes a la cantidad y calidad de aceites presentes en semillas, grado de toxicidad,
tipos de compuestos activos, entre otros, para comprender en mayor o menor medida el

grado de domesticacion que tienen dichas especies vegetales.

En la tarea conducente a proponer programas de conservacion, clasificacion, seleccion y
dispersion de especies vegetales con potencial a ser un recurso fitogenético, es de vital
importancia conocer y entender los factores culturales relacionados en la concepcion de

ésta como un elemento util para la naturaleza.

6. CONCLUSIONES GENERALES

El analisis de las caracteristicas fisicas y el contenido de ésteres metilicos de acidos
grasos de aceite de semillas de Jatropha dioica Seseé fue util en la determinacion de la
especie potencialmente util en la produccidon de biocombustibles.

El efecto antimicrobiano de los extractos de diferentes polaridades y el compuesto
ciltalitriona aplicados en fitopatégenos Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Pseudomonas syringe pv. tomato y Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, son una

alternativa en el biocontrol del cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum).

La poblacion de Jatropha dioica Seseé natural existente en San José lturbide, Guanajuato,

es considerada como un recurso fitogenético.
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8. ANEXOS
8.1 Salida data Minitab

8.1.1 Para Clavibacter michiganensis subesp. michiganensis
ANOVA unidireccional: Absorbancia vs. Tratamiento

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales

Hipotesis alterna Por lo menos una media es diferente

Nivel de significancia a = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Tratamiento 31,23

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 2 69.63 34.8131 195.62 0.000
Error 117  20.82 0.1780

Total 119  90.45

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.421857 76.98%  76.59% 75.78%

Medias

Tratamiento N Media Desv.Est. IC de 95%

1 40 0.000000 0.000000 (-0.132099, 0.132099)
2 40 1.8637 0.2789 ( 1.7316, 1.9957)

3 40 0.854 0.675 ( 0.722, 0.986)

Desv.Est. agrupada = 0.421857

Comparaciones en parejas de Tukey
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Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento N Media Agrupacion

2 40 1.8637 A
3 40 0.854 B
1 40 0.000000 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

8.1.2 Para Pseudomonas siringe pv tomato

ANOVA unidireccional: Absorbancia vs. Tratamiento
Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia a = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor
Factor Niveles Valores
Tratamiento 3 AcOEt, Hexano, MeOH
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 2 90.76 45.3823 98.49 0.000
Error 117 53.91 0.4608
Total 119 144.68
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.678823 62.74% 62.10% 60.80%
Medias

Tratamiento N Media Desv.Est. IC de 95%
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AcOEt 40 2.291 0.832 (2.078, 2.503)
Hexano 40 0.6304 0.1960 (0.4178, 0.8429)
MeOH 40 2.616  0.807 (2.404, 2.829)

Desv.Est. agrupada = 0.678823

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Tratamiento N Media Agrupacion

MeOH 40 2.616 A

AcOEt 40 2.291 A

Hexano 40 0.6304 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
8.1.3 Para Xanthomonas campestris pv vesictoria

ANOVA unidireccional: Absorbancia vs. Tratamiento

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales

Hipotesis alterna Por lo menos una media es diferente

Nivel de significancia a = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Tratamiento 3 AcOEt, Hexano, MeOH

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 2 0.6273 0.3136 0.42 0.658
Error 117 87.2067 0.7454

Total 119 87.8340

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
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S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.863340 0.71% 0.00% 0.00%
Medias
Tratamiento N Media Desv.Est. [IC de 95%
AcOEt 40 1.975 0.701 (1.705, 2.245)
Hexano 40 1.839 0.770 (1.568, 2.109)
MeOH 40 2.005 1.074 (1.734, 2.275)

Desv.Est. agrupada = 0.863340

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Tratamiento N Media Agrupacion

MeOH 40 2.005 A

AcOEt 40 1.975 A

Hexano 40 1.839 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
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8.2 Espectro Infrarrojo del compuesto citlalitriona
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8.3 Espectro RMN 'H
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"H NMR (Chloroform-d, 500 MHz) & 7.31 (1H, s), 5.51 (4H, d, J=1.8 Hz), 3.67 — 3.62 (4H, m),
3.29 (4H, s), 2.96 (2H, d, J=2.0 Hz), 2.94 (2H, d, J=2.0 Hz), 2.60 (1H, s), 2.56 (3H, d, J=13.0
Hz), 2.52 (3H, d, J=2.0 Hz), 2.44 (3H, d, J=0.9 Hz), 2.50 (1H, d, J=2.0 Hz), 2.47 (1H, g, J=0.8
Hz), 2.40 (3H, s), 2.38 — 2.32 (5H, m), 1.94 (11H, d, J=1.7 Hz), 1.44 (12H, s), 1.35 (4H, dt,
J=13.7, 1.6 Hz), 1.28 (12H, s), 1.15 (12H, d, J=7.5 Hz), 0.97 (12H, s)
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8.4 Espectro RMN 3C
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13C NMR (CDCls, 126 MHz) & 14.5, 16.0, 20.4, 23.6, 28.2, 33.7, 34.8, 37.5, 37.9, 46.5, 52.8,
55.4, 65.6,67.5, 77.2, 128.2, 145.4, 208.2, 215.3, 217.0
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