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RESUMEN

Meéxico es uno de los principales productores de chile y de maiz a nivel mundial. Actividad de la que se originan grandes cantidades
de biomasa y subproductos agricolas, los cuales se pretende que sean valorizados para mitigar el dafio al medio ambiente y generar
asi un valor agregado. El objetivo de este estudio fue obtener fitoquimicos con actividad antibacteriana y antifiingica de biomasa de
chile y de maiz contra fitopatdogenos de importancia econdmica para la agricultura, al emplear métodos de extraccion basados en
la quimica verde. Para la extraccion de los fitoquimicos se dispuso de dos tipos de Disolventes Eutécticos Profundos (DES), y una
fermentacion lactica con Lactobacillus plantarum. Los extractos se evaluaron in vitro e in vivo contra Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Xanthomonas vesicatoria, Ralstonia solanacearum, Fusarium oxysporum {f. sp. licopersici, Colletotrichum
gloeosporioides, Botrytis cinerea y Alternaria solani. Los resultados in vitro demostraron que los extractos obtenidos con los DES
fueron efectivos contra las bacterias, a diferencia de las pruebas in vivo que inhibieron el crecimiento de los hongos. El potencial
de los extractos de las biomasas contra los microorganismos fitopatogenos, las sefiala como una herramienta de biocontrol agricola,
que asegura la sustentabilidad y se aprovecha el beneficio de los DES que son eficientes, biodegradables, inocuos, y con capacidad
de extraccion de fitoquimicos antimicrobianos y antifingicos.
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Phytopathogens control with pepper and maize plant biomass extracts

ABSTRACT

Mexico is one of the main producers of pepper and maize worldwide. Activity from which significant amounts of biomass and
agricultural by-products originate must be valued to mitigate damage to the environment and generate added value. This study
aimed to value the agricultural biomass of chili and maize, to obtain phytochemicals with antibacterial and antifungal capacity
against phytopathogens of economic importance for agriculture, using extraction methodologies based on green chemistry. For the
extraction of phytochemicals, two types of Deep Eutectic Solvents (DES) were used, and a lactic fermentation with Lactobacillus
plantarum. The extracts were evaluated in vitro and in vivo against Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Xanthomonas
vesicatoria, Ralstonia solanacearum, Fusarium oxysporum f. sp. licopersici, Colletotrichum gloeosporioides, Botrytis cinerea and
Alternaria solani. The in vitro results showed that the extracts obtained with the DES were effective against bacteria, unlike the in
vivo tests that inhibited the growth of fungi. The potential of biomass extracts against phytopathogenic microorganisms suggests
its usefulness as an agricultural biocontrol tool, by ensuring sustainability with the use of DES that, in addition to being efficient,
biodegradable, and innocuous, achieved the extraction of antimicrobial phytochemicals.
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INTRODUCCION
I maiz (Zea mays L.) y el chile (Capsicum
annuum L.) son cultivos de importancia economica
a nivel mundial por su produccién y consumo.
En el afo 2019, a nivel global la produccion de
maiz fue de 1,409,444,796 t. Los paises que destacan por su
produccion son Estados Unidos, China y Brasil (FAO, 2021).
En lo que respecta a la produccion de chile, pimientos picantes
y pimientos verdes se produjeron 57,034,382 t, los paises con
mayor produccion fueron China, Méxicoy Turquia (FAO,2021).
Las cifras anteriores nos inducen a considerar la importancia de
salvaguardar la produccion de los cultivos agricolas, por ser la
base de la alimentacion humana, sin embargo, factores como
el cambio climatico y la presencia de las plagas los impactan
de forma negativa, estas ultimas ocasionan pérdidas de mas
del 40 % (FAO, 2019).

El uso de los agroquimicos sintéticos y semisintéticos,
cobran relevancia al controlar a la poblacion de insectos y/o
microorganismos. Sin embargo, el resultado de su aplicacion
desmedida son los problemas conocidos de resistencia y con el
incremento de su empleo se origina un impacto negativo en lo
econdmico, ambiental y social através del dafio alasalud (Maggi,
Tang, Black, Marks & McBratney, 2021; Osalili et al., 2022).
Esta bien documentado y debatido el uso de los agroquimicos
como causantes de los efectos teratogénicos, mutagénicos,
cancerigenos, hepatotoxicos, neurotdxicos y consecuencias
de muerte (Karalexi ef al., 2021; Lucero & Muioz-Quezada,
2021; Matich et al., 2021; Moebus & Boedeker, 2021; Pereira
et al., 2021). En los afios recientes, el uso de los productos
naturales como bioplaguicidas haresultado seruna herramienta
prometedora y rentable, con la capacidad de competir y suplir
a los agroquimicos convencionales.

Uno de los problemas, consecuencia, de la produccién masiva
de cultivos agricolas son los grandes volimenes de biomasa
que generan (hojas, tallos y raices). Se estima que anualmente
son producidos mas de 5 billones de t, que por lo general se
combustionan, se arrojan a cuerpos de agua, se reintegran a la
tierra o se procesan para alimentar al ganado (Torres-Valenzuela,
Ballesteros-Gémez & Rubio, 2020). Sin embargo, estas practicas
son poco rentables y poco sustentables, impactan negativamente
al medio ambiente y también a la salud publica (FAO, 2018;
UN, 2020; Yaashikaa, Senthil & Varjani, 2022).

Las biomasas agricolas son fuente abundante de fitoquimicos
(flavonoides, acidos fendlicos, terpenos, saponinas, alcaloides
y carotenoides), que ejercen actividades antibacteriales,
antifungicas y antioxidantes, entre otras, por lo que en afios
recientes ha aumentado el interés en su potencial insecticida y
bioplaguicida. Los bioplaguicidas sobresalen de los tradicionales
por subajo impacto ambiental, nulatoxicidad, residualidad y por
su eficacia para controlar a los microorganismos fitopatogenos
(Gullén, Gulléon, Romani, Rochetti & Lorenzo, 2020; Saha &

Basak, 2020; Torres-Valenzuela ef al., 2020). Los métodos de
extraccion elegidos son decisivos en los rendimientos, pureza,
preservacion, aplicacion y eleccion de los compuestos de
interés, por lo que la designacion de los mismos debe de ser
acorde a su aplicacion final (Cespedes ef al., 2015; Mouden,
Klinkhamer, Choi & Leiss, 2017; Suteu Rusu, Zaharia, Badeanu
& Daraban, 2020).

Las estrategias de valorizacion de las biomasas deben de ser
conforme a los principios de la quimica verde (Sheldon, 2016;
Garadew et al.,2020; Guan, Chen, Huei, Ping & Tasang, 2020).
Elusodelos DES enlaquimicaverdey de productos naturales se
hapopularizado en los tlltimos afios. Se caracterizan por presentar
interacciones intermoleculares y supramoleculares entre sus
componentes (aceptor y donador de enlaces de hidrogeno). Los
DES son capaces de extraer, solubilizar, estabilizar y preservar
a los fitoquimicos, sin presentar toxicidad, caracteristica que
depende de los compuestos usados para su elaboracion (Kalhor
& Ghandi, 2019; Socas-Rodriguez, Torres-Cornejo, Alvarez-
Rivera & Mendiola, 2021). Poco se ha explorado sobre el
uso de los DES como medios de extraccion de moléculas
insecticidas, antifingicas y antibacterianas, para el control de
los fitopatogenos. Los DES son disolventes de disefio que se
adaptan a las necesidades del usuario, se conforman de una
serie de moléculas de diferente naturaleza, como los acidos
organicos, las sales cuaternarias, los alcoholes, las amidas
y/o los terpenos, entre otros, que fungen como aceptores y
donadores de enlaces de hidrogeno. Su arreglo estructural y
facil preparacion les brindan las ventajas de ser selectivos con
los fitoquimicos de interés y econdmicos en comparacion con
las formulas de los plaguicidas comerciales (Mouden et al.,
2017; Misan et al., 2020).

Por otro lado, la fermentacion aumenta el rendimiento de
la extraccion de los fitoquimicos. L. plantarum por ser una
bacteria probidtica generalmente reconocida como segura, es
utilizada en la industria alimenticia y en la agricola (Pontonio,
Dingeo, Gobbetti & Rizzello, 2019; Nwachukwu, George-
Okafor, Ozoani & Ojiagu, 2019). El objetivo de la presente
investigacion fue extraer los fitoquimicos de la biomasa de maiz
ydechile, mediante los DES y la fermentacion con L. plantarum
para evaluar su actividad antifingica y antibacteriana in vitro
e in vivo al emplear como modelo de estudio a los frutos de
papaya (Carica papaya)y de tomate (Solanum lycopersicum).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de biomasa y acondicionamiento

Se recolecto la biomasa senescente (hojas y tallos) de pimiento
morron (BPM), tipo blocky, variedad Thames F1, sembrado
a cielo abierto, en Culiacan, Sinaloa. También se colectd la
biomasa de maiz criollo (BMC) raza chapolote, sembrado a
cielo abierto y la biomasa de maiz amarillo hibrido (BMH)
SYN307 ambas de predios ubicados en Navolato, Sinaloa. La
biomasa se deshidraté en un horno de secado por aire forzado
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marca Excalibur, durante 12 ha 60 °C. Una vez seca se proceso
en un pulverizador semi industrial marca Pulvex® modelo 300
y se almacend en bolsas de polipropileno a -20 °C.

Extraccion tradicional (extractos acuosos)
Paralaextraccion se pesaron 90 gde BPM, y se dejaron macerar
en 950 mL de agua destilada. Se pesaron 45 g de BMC y de
BMH y se dejaron en maceracion en 1 L de agua destilada. Las
muestras estuvieron en agitacion constante a 800 rpm, durante
24 h a 30 °C. Se separo el sobrenadante del pellet mediante
una filtracion con papel Whatman No. 1, los sobrenadantes se
liofilizaron y conservaron a -20 °C hasta su uso.

Sintesis de Disolventes Eutécticos Profundos (DES) y
extraccion de los fitoquimicos

Se sintetizaron los DES con el método descrito por Dai, van
Spronsen, Witkamp, Verpoorte & Choi (2013). Seutilizé cloruro
de colina (ChCl) (99 % Sigma Aldrich) como aceptor de enlaces
de hidrogeno, por sus siglas en inglés (HBA) y acido lactico
(85 % Sigma Aldrich) como donador de enlaces de hidrogeno
(HBD), enrelacion 1:4 molar (DES1). Parael DES2 seus6 ChCl
y 1,2-butanediol (99 % Sigma Aldrich) 1:2 molar. La sintesis
consistio en calentar la mezcla de ambos compuestos a 80 °C
con agitacion constante, durante 1 h, al final a cada DES se le
afiadi6 30 % de agua (p/p).

Para la obtencion de los fitoquimicos se pesaron 30 mg de las
biomasas (BPM, BMC, BMH) y se hicieron extracciones de
ellas afiadiendo 1 mL de los DES por cada 30 mg de material
vegetal. Laextraccion fue en un bafio ultrasonico durante 45 min
a 45 °C. Se recuper6 el sobrenadante por centrifugacion y se
almaceno a -20 °C hasta su uso.

Condiciones de la fermentacion para la extraccion de los
fitoquimicos

Se pesaron 45 g de cada biomasa y se adicionaron a un
fermentador tipo batch, con una solucion de melaza de cafia a 4
°Brix enagua destilada. Se esterilizo lamezcla en una autoclave
a 121 °C durante 15 min. Se inocularon los fermentados con
1 mL de una concentracion correspondiente a la escala numero
3 de McFarland (9 x10%) de L. plantarum CDBB-B-1115. Se
ferment6 en una incubadora durante 72 h a 37 °C. Se recuperd
el sobrenadante por centrifugacion, se liofilizd y almacend a
-20 °C hasta su uso.

Cuantificacién delos acidos fenélicos por UPLC-qTOF-MS?
Los acidos fendlicos presentes en las biomasas se cuantificaron
utilizando un equipo UPLC Acquity H Waters con analizador
de masas G2-XS qTof (cuadrupolo y tiempo de vuelo), con un
capilar 1.5 KV y cono de muestreo 30 v, con solvatacion de
800 (L/h) auna temperatura de 500 °C. La fuente de ionizacion
fue por electrospray (ESI). Se us6 una columna Acquity UPLC
BEH C18 1.7 um, 2.1 x 100 mm, a 40 °C. Las fases moviles
utilizadas fueron: A) agua acidificada al 0.1 % con acido

formico y B) acetonitrilo, con una elucion en gradiente de 95 %
de Ay 5 % de B con un flujo de 0.3 mL/min y un volumen de
inyeccion de 1 pL (Purushothaman & Pemiah, 2014).

Evaluacién antibacteriana y antifangica in vitro

Se evaluo la actividad antibacteriana de los extractos contra
las bacterias Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Xanthomonas vesicatoria y Ralstonia solanacearum. Las
bacterias se inocularon en cajas Petri, en tres diferentes tipos
de medio de cultivo: agar Mueller-Hinton, agar nutritivo
y B de King, respectivamente. Se evalué la actividad
antifingica de los extractos contra los hongos Fusarium
oxysporum f. sp. licopersici, Colletotrichum gloeosporioides,
Botrytis cinerea y Alternaria solani, los cuales se inocularon en
agar papadextrosa. Una vez desarrollado cada microorganismo,
con una asa estéril se tomo parte del mismo y se depositd en un
tubo de ensayo con agua estéril. Se uso la escala de McFarland
para ajustar las concentraciones bacterianas a 3x10° UFC y una
camarade Neubauer para ajustar las concentraciones de esporas
de los hongos a 1x10.

El reto bacteriano y fungico consistid en sembrar a los
microorganismos en cajas Petri de 90 mm de diametro con los
medios de cultivo respectivos para cada bacteria y hongo. Para
esto se depositaron en ellas 10 uL de la soluciéon de 3 x 10°UFC
y 1x10”esporas, homogeneizando con perlas de vidrio estériles.
Posteriormente se aplicaron 5 pL de los extractos de biomasa
en 5 puntos equidistantes de las placas. Las concentraciones
evaluadas fueron de 30 mg/mL para los extractos obtenidos con
los DES (DES1yDES2), 700 mg/mL fermentados, 600 mg/mL
acuosos. Una vez aplicado el extracto se incubaron durante 72 h
a 22 °C. Pasado este tiempo (72 h), se midio el diametro (mm)
de inhibicion y se reportd el porcentaje (PI) de inhibicion con
la formula: PI (%) = R1-R2/R1100. Donde R1 = crecimiento
del hongo y bacteria sin extracto y R2 = crecimiento del hongo
y bacteria en presencia de los extractos. Se us6 como control
negativo agua destilada y el disolvente DES1. Las evaluaciones
se realizaron por triplicado con 5 repeticiones. Los resultados
se plasmaron como promedios y desviaciones estandar.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(MIC)

Se eligieron los extractos que presentaron actividad en la
etapa anterior y los microorganismos susceptibles. Para esto,
se eligieron los extractos obtenidos con el DES1 de las tres
biomasas, y se evaluaron frente a F. oxysporumft. sp. lycopersici,
C. gloeosporioides, A. solani, C. michiganensis subsp.
michiganensis, X. vesicatoriay R. solanacearum. Se estudiaron
las concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0, 25 y 30 mg/mL. El reto
antimicrobiano se realizd con la metodologia antes descrita.
La MIC se establecid con la concentracion que no presentd
crecimiento microbiano después de 72 h. Los experimentos se
realizaron por triplicado con 5 repeticiones. La MIC se expresod
en mg de biomasa / mL de extracto.
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Evaluacién antiflingica en frutos de papaya (Carica papaya)
y de tomate (Solanum lycopersicum)

El experimento se basé en la metodologia descrita por Pane,
Fratianni, Parisi, Nazzaro & Zaccardelli (2016), con ligeras
modificaciones. Se evaluaron por separado los extractos de
las tres biomasas (BPM, BMH, BMC) obtenidos con el DESI.
Las concentraciones estudiadas fueron 25 y 30 mg/mL. Para
esto se usaron papayas Maradol y tomates tipo bola en estado
de madurez comercial sin defectos mecanicos y/o por plagas.
Previo al experimento se desinfectaron con una solucion de
hipoclorito de sodio al 1 %. Se determinaron los puntos de
aplicaciony se les hizo con una asa estéril una incision superficial
no mayor a 2 mm. Se evaluaron suspensiones de esporas de F.
oxysporum f. sp. lycopersici, C. gloeosporioides y A. solani a
concentraciones de 1x107. Los experimentos se realizaron por
triplicado con 5 repeticiones.

Los tratamientos evaluados fueron:

Aplicacion correctiva: aplicacion de 5 uL de suspension de
esporas de cada hongo por separado, se dejo reposar por 2 h,
y se aplico 5 pL de cada uno de los extractos por separado.

Aplicacion preventiva: aplicacion de 5 pL de los extractos por
separado, se dejaron actuar por 2 h y se inocularon 5 pL de las
suspensiones de esporas de cada hongo por separado.

Aplicacion simultanea: aplicacion de 5 pL de una mezcla 1:1
v/v de la suspension de esporas de los hongos por separado y
de los extractos por separado, en concentraciones de 30 mg/mL..

Los frutos se dejaron a humedad relativa de un 80 % y a 25 °C
durante 5 d. Se midi6 el grado de efectividad y progresion
del dafio cada 24 h. Las observaciones se basaron en el dafio
causado externa e internamente en ambos tipos de frutos. Se
us6 como control negativo agua estéril. Los experimentos se
realizaron por triplicado con 5 repeticiones.

Evaluacién bactericida en plantas de tomate

La evaluacion bactericida in vivo se llevo a cabo en plantas de
tomate bola variedad Floradade obtenidas a partir de semillas
susceptibles a las bacterias mencionadas. Las plantulas
se trasplantaron a macetas con tierra estéril. Durante el
experimento se fertilizaron via foliar cada tercer dia con urea
al 1 % en agua.

Después de 15 d de acondicionamiento en las macetas, se llevo
a cabo la inoculacion con una suspension bacteriana a una
concentracion de 9 x108 UFC de las bacterias C. michiganensis
subsp. michiganensis, X. vesicatoriay R. solanacearum. Previo
alainoculacion, con una asa estéril se hicieron incisiones en las
axilas de las plantas, no mayores a 2 mm para depositar en ellas
5 pL de la suspension bacteriana. En el caso de X. vesicatoria,
la suspension se asperjo en la parte area de las plantas, al igual

que el extracto y se cubrieron durante 24 h con una bolsa de
polietileno de bajadensidad, paraaumentar lahumedad relativa.

Elexperimento se evalué mediante una escala de infeccion-daio,
durante 15 y 30 d. Los tratamientos fueron semejantes a los
descritos en los incisos 1 (aplicacion correctiva), 2 (aplicacion
preventiva) y 3 (aplicacion simultanea). Se us6 como control
plantas sanas sin extractos y sin bacterias y plantas con bacterias
de cada una por separado, sin extractos. Los experimentos se
efectuaron por triplicado con 5 repeticiones.

Disefio estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado con
5 repeticiones. Las mediciones de la etapa preliminar se
contrastaron con un ANOVA y prueba de Tukey al 0.5 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Perfil fitoquimico mediante UPLC-qTOF/MS?

Las biomasas de maiz presentaron un contenido significativo
de acidos fenolicos (Figura 1) principalmente de cumarico (236
ng/g de biomasa peso seco). Estos resultados son superiores
a los extractos de ensilado de maiz fermentado con Trametes
versicolor (4cido ferulico 3.8 ng/g, acido caféico 55.7 y acido
siringico 29.2 pg/g de biomasa peso seco) (Buci¢-Kojié,
Selo, Zeli¢, Planini¢ & Ti¥ma, 2017). Vazquez-Olivo, Lopez-
Martinez, Contreras-Angulo & Heredia (2019), identificaron
a los acidos fendlicos cumarico y fertlico en la biomasa de
maiz hibrido. Provan, Scobbie & Chesson (1994), extrajeron
acidos hidroxicinamicos de los tallos de maiz, esto mediante
extraccion asistida de microondas. Pordevié, Sari¢ & Gaji¢
(2019), lograron la extraccion de acido cinamico, p-cumarico y
ferulico de rastrojo de maiz por fermentacion; de forma similar
Buci¢-Koji¢ et al. (2017), extrajeron acido siringico, vanilico,
p-hidroxibenzodico y acido cafeico de ensilado de maiz por
fermentacion en estado sélido.

Por otro lado, en la biomasa de chile predominé el contenido
de acido clorogénico (37.78 + 2.4 pg/g de biomasa peso seco).
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Chen &
Kang (2013), donde lograron cuantificar acido clorogénico y
p-cumarico (3,820+0.13 y 2,980+ 0.06 pg/g respectivamente)
a partir de los extractos metanolicos de los tallos de chile rojo
coreano (variedad no especificada). El extracto de BPM fue
el mas abundante en acido clorogénico, acido ferulico y acido
quinico, a diferencia de los extractos de BMCy de BMH (Tabla
I).Llama a la atencion que los acidos fenolicos en su mayoria
estan presentes en las partes no comestibles del chile. Acero-
Ortega et al. (2005), cuantificaron concentraciones mayores en
los tallos y en las hojas que en los frutos de distintas variedades
de chile. Barrajon-Catalan et al. (2020), encontraron en un
estudio metabolémico la mayor presencia de acidos fenolicos
en las hojas que en los frutos de pimiento morrén cv. Palermo.
Chen & Kang (2013), mostraron que los tallos de chile rojo
de origen coreano (variedad no especificada), presentaron una
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Tabla I. Perfil mediante UPLC/qTOF/MS? de los 4cidos fenélicos de las biomasas

Tipo de biomasa
BPM | BMC | BMH
Acido fenélico Concentraciones (ng/g de biomasa peso seco)
Acido cafeico 1.29+0.03 0.55+0.01 0.26 +0.02
Acido clorogénico 37718 +2.4 0.77+0.12 1.63+0.17
Acido cumérico 3.94+0.17 211.15+ 1.5 236.8 +3.6
Acido ferulico 26.53+2.1 2481 +1.7 16.22 +2.03
Acido quinico 14.00 £ 0.54 5.2+0.07 476 +0.2

BPM (Biomasa Pimiento Morrén); BMC (Biomasa Maiz Criollo); BMH (Biomasa Maiz Hibrido). Promedios y desviaciones estandar (n=3).
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Figura 1. Estructuras moleculares de los principales acidos
fenolicos identificados en los extractos de las biomasas agricolas de
pimiento morrén (Capsicum annuum) y maiz (Zea mays). A) acido
clorogénico, b) acido ferulico y c) acido cumarico.

mayor cantidad de 4cido clorogénico que en el pericarpio y
en la placenta.

Actividad antifungica y antibacterial in vitro

Los extractos acuosos (600 mg/mL) de las tres biomasas no
presentaron actividad antifiingica ni antibacterial por lo que se
descartaron para la determinacion de las MIC. Los extractos
obtenidos, de las tres biomasas, con el DES2 (30 mg/mL) solo
fueron activos contra R. solanacearum, al inhibir 6 mm. La
comparacionde medias (p<0.05 %) indicod que el tipo debiomasas
no difiere en cuanto a la inhibicion de los microorganismos; sin
embargo, el método de extraccion (DES, fermentacion lactica
y extractos acuosos), si fue significativamente diferente. Los

extractos con mayor bioactividad contra los microorganismos
evaluados fueron los obtenidos con el DESI, seguido de
fermentacion y por ultimo el DES2.

Las bacterias fueron las mas susceptibles a los extractos de las
tres biomasas obtenidos con el DES1 (Tabla II). Estos resultados
pueden ser por el contenido de acidos fenolicos (clorogénico,
cumarico, ferulico) y otros metabolitos que los DES extrajeron
como los flavonoides, los alcaloides y los terpenos, entre otros
compuestos presentes en las biomasas. También la composicion
del DES1 pudo influir en la actividad, por el predominio del
acido lactico, que ejerce un amplio espectro bactericida (Arena
et al., 2018; Scaffaro, Maio & Nostro, 2020).

Los extractos fermentados, presentaron una menor actividad
bactericida, esto porque la capacidad de extraccion de los
acidos fenolicos es menor comparada con los DES, ya que
estos tlltimos se caracterizan por su habilidad para deslignificar,
al romper los enlaces entre los fitoquimicos y los polimeros
presentes en las biomasas, facilitando su liberacion (Ji, Yu,
Yagoub, Chen & Zhou, 2020; Li ef al., 2021; Sillero, Prado,
Welton & Labidi, 2021).

Respecto a la actividad antifungica los extractos de las tres
biomasas obtenidos con el DES1 fueron los unicos que
presentaron inhibicion (Tabla II). Se conoce el potencial
fungicidadelos &cidos fendlicos principalmente del clorogénico
(Martinez et al., 2017), feralico (Martinez-Fraca, de la Torre-
Hernandez, Meshoulam-Alamilla & Plasencia, 2022) y cumdrico
(Morales, Mendoza & Cotoras, 2017). Otras investigaciones
han demostrado la diversidad de los fitoquimicos (terpenos,
alcaloides, flavonoides, saponinas y esteroles) presentes en
las hojas, los tallos y las raices de los chiles (Anaya-Esparza,
Mora, Vazquez-Paulino, Ascencio & Villarruel-Lopez, 2021;
Carvalho Lemos, Reimer & Wormit, 2019) y de los maices
(RoufShah, Prasad & Kumar, 2016; Siyuan, Tong & Liu, 2018),
con actividad antifungica y bactericida (Lengai, Muthomi &
Mbega, 2020).
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Determinacion de la MIC

Las concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0 mg/mL, no inhibieron
el crecimiento bacteriano y fingico. La concentracion de 25
mg/mL solo fue efectiva en las bacterias. La concentracion de
30 mg/mL inhibié ambos grupos de microorganismos (Tabla
IIT). Solo se tomaron en cuenta los extractos obtenidos con el
DESI, por el efecto observado previamente.

Poco se ha investigado sobre el potencial bioplaguicida de
los extractos de los subproductos de chile y de maiz. Games
et al. (2013), evaluaron los péptidos de la hoja de pimiento
morrén contra R. solanacearum y C. michiganensis subsp.
michiganensis, A. solani y E. carotovora subsp. carotovora,
logrando una disminucion de un 40 % con 20 pg de la fraccion
ultrafiltrada de 10 kDa. Extractos etandlicos ricos en péptidos
bioactivos de laraiz de C. annuum mostraron una inhibicion del
100 y 44 % contra C. gloesporodioides 'y C. lindemuthianum
respectivamente, esto a una concentracion de 1 mg/mL (da

Silva Pereira et al., 2018). Los extractos metandlicos de las
hojas de C. frutescens inhibieron 17 mm a C. albicans, con
una concentracion de 5 mg/mL (Adepoju, Omotoso, Femi-
Adepoju & Karim, 2020). Los extractos obtenidos con acetona
y acetonitrilo de las hojas de C. chinense, inhibieron 13 mm
a Aspergillus flavus (Gayathri, Gopalakrishnan & Sekar,
2016). Las saponinas aisladas de las semillas de C. annuum
var. acuminatum, evitaron la proliferacion de las levaduras
(Saccharomyces, Saccharomycoides, Schizosaccharomyces,
Kloeckera apiculata) y los hongos (C. albicans, Penicillium
expansum, Phoma terrestris, Rhizopus orizea, Trichoderma
viride),las MIC menores fueronde 12.5 pg/mL (Iorizzi, Lanzotti,
Ranalli, De Marino & Zollo, 2002). Los extractos acuosos
de las hojas de chile silvestre (C. annuum) presentaron una
inhibicion dosis-dependiente de 4. alternata, en un 82 % con
una dosis de 5 mg/mL. En los extractos de etanol con dosis de
25 mg/mL inhibieron un 53 % la germinacion de los conidios
(Pane et al., 2016).

Tabla IL. Porcentajes de inhibicion de los extractos de BPM, BMC, BMH sobre los fitopatégenos.

Microorganismos
Hongos Bacterias
Extractos | Concentracién | Colletotrichum | Fusarium | Alternaria Clavibacter | Xanthomonas Ralstonia
mg/mL gloesporoides | oxysporum solani michiganensis | vesicatoria | solanacearum
BPM
DESI 30 7.2+0.1f 7+0.05f | 6.5+0.05¢g 100 £ 0a 100 £ 0a 22.3+0.5b
Fermentado 700 0 0 0 0 11.8+0.1d 10.3 £0.05d
BMC
DESI 30 6.5+ 0.05g 6.6+0.1g 8=x0.1e 100 £ 0a 100 £ Oa 19.9 £ 0.05b
Fermentado 700 0 0 0 4+0.11 6.8 +0.05¢g 9.7+d
BMH
DESI 30 6.5+ 0.05g 58+0.1g | 6.9+0.05f 100 £ 0a 100 £ 0a 20.4+0.05b
Fermentado 700 0 0 0 0 10.2 £0.05d 10+ 0.05d
Control 30 0 0 54+0.2h 100 £+ 0a 20.1 +0.1b 16.4+0.2¢c

BPM (Biomasa Pimiento Morrén); BMC (Biomasa Maiz Criollo); BMH (Biomasa Maiz Hibrido). Se plasman los promedios y desviaciones estandar de
tres réplicas (n=5). Los promedios que no comparten letra son significativamente diferentes segun la prueba de Tukey <0.05 %.

Tabla III. Concentracion Minima Inhibitoria (mg/mL) de los extractos de BPM, BMC y BMH obtenidos con el DES1.

Hongos Bacterias
Extractos Colletotrichum Fusarium Alternaria Clavibacter Xanthomonas Ralstonia
gloesporoides oxysporum solani michiganensis vesicatoria solanacearum
DES1 BPM 30 30 30 25 25 25
DES1 BMC 30 30 30 25 25 25
DES1 BMH 30 30 30 25 25 25

BPM (Biomasa Pimiento Morrén); BMC (Biomasa Maiz Criollo); BMH (Biomasa Maiz Hibrido)
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Con respecto al uso de los subproductos y/o las biomasas
de maiz como bioplaguicidas, se ha observado el efecto
inhibitorio de los extractos de estilos y estigmas de maiz indio
en A. flavus, A. niger'y A. brasiliensis de un 100 % en los tres
hongos a una concentracion de 0.15 mg/mL (Abirami et al.,
2021). Los acidos fendlicos y sus derivados de los extractos
acuosos de las plantulas de maiz, inhibieron el crecimiento
de R. solanacearum hasta 22 mm con una concentracion
de 300 pg/disco, y una MIC de 50 mg/L (Guo ef al., 2016).
Los extractos acuosos de los tallos de maiz (Pioneer 349),
redujeron el crecimiento, en un 45.6 %, de F. monliforme
y un 22.5 %, de Gibberella zeae (Whitney & Mortimore,
1959). La zeaoxazolinona que proviene de los extractos
metandlicos de las raices de maiz redujo el crecimiento de
A. flavus (31 mm) y de F. oxysporum (21 mm), cantidades
superiores al control con clotrimazol, con una dosis de 10
pg/disco (Mohamed et al., 2014). Kalinoski ez al. (2020),
realizaron un estudio de la actividad antimicrobiana de las
fracciones lignoceluldsicas del rastrojo de maiz, derivadas
de una hidrogenolisis de transferencia catalitica en etanol
supercritico catalizado conrutenio C. Las fracciones mostraron
actividad antimicrobiana sobre B. subtilis, E. coli, S. cerevisae,
S. epidermisy L. amylovorus y el extracto oleoso crudo a una
concentracion de 4 mg/mL las elimin6 un 100 %. Si bien no
evaluaron microorganismos fitopatdgenos, si lo hicieron con
el rastrojo de maiz como antimicrobiano.

La extraccion de fitoquimicos con los DES es una herramienta
novedosa para el desarrollo de bioplaguicidas, sin embargo,
poco se ha explorado. Utami et al. (2020), optimizaron la
obtencion de papaina con un DES conformado por ChCl/acido
oxalico 3:2 molar. La papaina presento6 propiedades insecticidas
contra Spodoptera. Guo et al. (2021), extrajeron mediante
un DES elaborado con ChCl/acido oxalico 1:1 molar, aceites
esenciales de los frutos de Litsea cubeba, que presentaron
inhibicion contra F. verticillioides (17. 33 mm), B. cinerea
(13.50 mm), F. fijikuroi (14.97 mm), Sclerotinia sclerotiorum
(10.50 mm) y £ oxysporum (13.77 mm). Rodriguez-Juan et
al. (2021), evaluaron el efecto antimicrobiano de los DES con
diferentes tipos de donadores de enlaces de hidrogeno (sales
cuaternarias, azucares, dioles y acidos organicos). Los DES
con azucares (fructosa, glucosa y sacarosa) fueron los menos
bioactivos contra las levaduras y las bacterias (X. campestris, E.
amylovora, E. toletana, C. michiganensis subsp michiganensis,
C. michiganensis subsp. insidiosus, R. radibacter, P. syringae
y P. savastanoi). Los DES elaborados con ChCl, betaina y
dioles tuvieron un efecto superior al control (DMSO). La
actividad antimicrobiana de los DES depende de la bacteria
(Gram negativa o positiva) y de los sustratos que necesite.
La composicion de los DES puede aumentar la actividad
antimicrobiana; los acidos organicos, ChCl, betaina y dioles
son ligeramente mas bioactivos que los azlicares empleados
como HBD (Rodriguez-Juan et al., 2021).

Actividad antifiingica en los frutos de tomate y de papaya
El tratamiento 3 (mezcla de suspension bacteriana y extracto)
mostrd un decrecimiento de la enfermedad y desarrollo de
los hongos (Figura 2). Se observé un dafio fisico a causa
del DES, debido la presencia de acido lactico, por lo que se
recomienda diluir la concentracion y/o cambiarel HBD. En los
tratamientos 1 y 2 se observo el desarrollo de la enfermedad
y del crecimiento de los hongos. La efectividad in vivo de los
extractos sugiere la aplicacion en las etapas tempranas de la
infeccion (sintomas), para mitigar el dafo. Sin embargo, es
necesario continuar el estudio de los mecanismos de accion
de los DES cargados de fitoquimicos con otros modelos y
concentraciones.

Actividad bactericida en las plantas de tomate

El tratamiento 3 (mezcla de la suspension bacteriana con el
extracto) disminuy¢ la enfermedad, tanto en C. michiganensis
como en R. solanacearum (Figura 3). Cabe mencionar que, en
los puntos de aplicacion axilar, el extracto seco por completo
la zona, y en la parte foliar, para el control de X. vesicatoria,
se marchitd6 de inmediato y también secd por completo la
planta, esto debido a la acidez del extracto <1 pH. Por lo que
se recomienda diluir y evaluar concentraciones menores a 30
mg/mL o emplear otro donador de enlaces de hidrégeno en la
elaboraciondel DES, como dioles. Una de las ventajas de trabajar
con los DES es su biodegradabilidad e inocuidad, por lo que
se pueden emplear los extractos crudos en las plantas y/o en
los frutos como recubrimientos (Thakur, Gupta, Ghosh & Das,
2022), paraevitar operaciones unitarias futuras (concentracion,
aislamiento, purificacion) en comparacion con los extractos
obtenidos con disolventes organicos. Los DES también
solubilizan a las moléculas hidrofilicas y a las hidrofobicas a
la vez, lo que aumenta su aplicacién y por ser disolventes de
disefo, los convierte en una herramienta ttil para el desarrollo
de bioplaguicidas (Mouden et al., 2017).

CONCLUSIONES

Los extractos obtenidos con los DES presentaron una mayor
efectividad para el control de las bacterias y los hongos
fitopatogenos, en contraste con los de uso convencional
(acuosos). La extraccion de fitoquimicos con los DES de
biomasas agricolas, es una opcion viable para la generacion
de bioplaguicidas.
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Figura 2. A) Actividad antiflingica de los extractos de biomasa de pimiento morrén (C. annuum) y maiz (Z. mays) obtenidos con los DES
sobre frutos de tomate inoculados con Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloesporoides y Alternaria solani. B) Testigos sin tratamiento

- J

Figura 3. A) Actividad antifingica de los extractos de biomasa de maiz y de chile obtenidos con DES sobre frutos de papaya inoculados
con Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloesporoides y Alternaria solani. B) Testigos sin tratamiento.
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