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1. GLOSARIO DE TERMINOS

Término Significado

CMI Concentracion Minima Inhibitoria

CMB Concentracion Minima Bactericida

CLSI Instituto de Estandares de Laboratorio Clinico (por sus siglas en inglés
Clinical and Laboratory Standards Institute)

UFCs Unidades formadoras de colonias
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3. RESUMEN

La produccion agricola en México y el mundo se va afectada por factores biticos y abidticos que dafian
la calidad y cantidad de productos obtenidos, lo cual genera un impacto negativo en la disposicion de
alimento por parte de la poblacion y a nivel econdmico, para controlar los factores bidticos asociados con
la presencia de bacterias fitopatdgenas, se han utilizado agroquimicos y otros productos para prevenir y
controlar los efectos negativos generados por este tipo de patdgenos; sin embargo, su uso extensivo ha
generado un impacto negativo en el medio ambiente, en las poblaciones bacterianas patdgenas y no
patdgenas e incluso se ha asociado con algunas enfermedades en seres humanos. Debido a esta
problemaética, se buscan alternativas que generen menos efectos negativos, como los productos obtenidos
a partir de plantas como los extractos y aceites esenciales ricos en metabolitos secundarios con potencial
actividad antibacteriana; por lo que el objetivo del presente estudio fue determinar la actividad
antibacteriana del aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) evaluado a concentraciones de 0.156 a
20 mg/mL sobre y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomona syringae Yy
Xanthomona campestri determinando su Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), Minima Bactericida
(CMB) v la relacion CMB/CMI. Los resultados obtenidos evidencian la actividad antibacteriana del
aceite esencial de clavo sobre los tres fitopatdgenos, presentando una CMI de 0.312 sobre Clavibacter
michiganensis y 0.156 con Pseudomona syringae, Xanthomona campestri, mientras que la CMB, se
determind a 0.625 mg/mL sobre Clavibacter michiganensis y 0.312 mg/mL para Pseudomona syringae,
Xanthomona campestri, ademas de determinarse una actividad bactericida sobre las tres bacterias
fitopatdgenas. Por lo que, se puede concluir que el aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) es un

potencial antibacteriano de uso agricola, sin embargo, es necesario realizar evaluaciones in situ.

Palabras clave: aceite esencial, Syzygium aromaticum, bactericida, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Pseudomona syringae y Xanthomona campestri



4. ABSTRACT

Agricultural production in Mexico and the world is affected by biotic and abiotic factors that damage the
quality and quantity of the products obtained, this situation has a negative impact in the availability of
food by the population and at economic level. To control the biotic factors associated with the presence of
phytopathogenic bacteria, agrochemicals and other products have been used to prevent and control the
negative effects generated by this type of pathogens; however, its extensive use has had a negative impact
on the environment, on pathogenic and non-pathogenic bacterial populations and has even been
associated with some diseases in humans. Derived from these problems, alternatives are being sought that
have fewer negative effects, as products obtained from plants such as extracts and essential oils rich in
secondary metabolites with potential antibacterial activity; Therefore, the aim of the present study was to
determine the antibacterial activity of clove essential oil (Syzygium aromaticum) evaluated at
concentrations of 0.156 to 20 mg/mL on Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomona
syringae and Xanthomona campestris, determining their Minimum Inhibitory Concentration (MIC),
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and the MBC/MIC ratio. The results obtained show the
antibacterial activity of clove essential oil on the three phytopathogens, presenting a MIC of 0.312 on
Clavibacter michiganensis and 0.156 for Pseudomona syringae, Xanthomona campestri, while the CMB
was determined at 0.625 mg / mL against Clavibacter michiganensis and 0.312 mg / mL over
Pseudomona syringae, Xanthomona campestri, in addition was determined a bactericidal activity on the
three phytopathogenic bacteria. Therefore, it can be concluded that clove essential oil (Syzygium
aromaticum) is a potential antibacterial for agricultural use, however, it’s necessary to carry out on-site

evaluations.

Keywords: essential oil, Syzygium aromaticum, bactericidal, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Pseudomona syringae y Xanthomona campestri
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5. INTRODUCCION

La agricultura es una actividad de gran relevancia, para el desarrollo econémico y
contribuye con el 80% de los alimentos que se consumen a nivel mundial, sin embargo la
produccion agricola se ve afectada por enfermedades infecciosas ocasionadas por hongos,
bacterias, virus, nematodo e insectos (INECOL, 2022). La infeccion de las plantas por
microorganismos alteran su funcionamiento fisiolégico normal y reducen la cantidad y
calidad de las cosechas, lo cual genera pérdidas econdmicas y un impacto ecologico y
social negativo (SIAP, 2016, Jimenez, 2017).

Xanthomona campestri, Pseudomonas syringae, Clavibacter michiganensis son ejemplos
de fitopatdgenos bacterianos que afectan los cultivos agricolas; Xanthomona campestri es
responsable de mas del 50% de las pérdidas de rendimiento en hortalizas cruciferas. Los
sintomas caracteristicos en las plantas son lesiones amarillentas de aspecto seco en forma
de "V", necrosis del tejido de la hoja y en casos severos, caida parcial o total de las hojas,
que culmina con la muerte de la planta (Conceicdo et al., 2023).

Pseudomonas syringae es un bacilo de distribucion mundial que afecta hojas de Nicotiana
tabacum, Phaseolus vulgaris y Glycine max, provocando pérdidas economicas (Guangjin et
al., 2023). Pseudomonas syringae es responsable del tizon en plantas de Phaseolus vulgaris
(frijol), Lactuca sativa (lechuga), Avena sativa (avena), Solanum lycopersicum (tomate),
Oryza sativa (arroz), entre otras (Sotelo et al., 2023). Clavibacter michiganensis, es
causante del cancro bacteriano en el tejido vascular y superficial en la planta de tomate,
generando pérdidas entre 20 a 100 toneladas por hectarea (70 % al 100% del cultivo), por
lo que es una enfermedad limitante en zonas productoras de Solanum lycopersicum
(tomate), tanto en campo abierto como en invernaderos (Méndez, 2019).

Debido al impacto negativo de los patdgenos bacterianos anteriormente descritos se han
utilizado productos quimicos como Kasuminin, Param, Betanol e hidroxido de cobre, como
estrategia de prevencion y control de Clavibacter michiganensis (Méndez, 2019). En el
caso de Xanthomona campestri se utilizan bactericidas como Mancozeb, Zineb o
Terramicina (Ajayasree et al., 2018). Y sobre Pseudomonas syringae, hidréxido de cobre o
acibenzolar-S-metilo (Monchiero et al., 2014), sin embargo, algunos de estos tratamientos

son inespecifico.
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La falta de tratamientos especificos para tratar enfermedades de origen bacteriano hace
necesario el uso de otras estrategias preventivas como: la rotacion de cultivos, el uso de
cultivares resistentes, la eliminacion de residuos de cultivos y malezas y agentes quimicos,
el uso excesivo de agentes quimicos sintéticos ha contribuido al desarrollo de bacterias
resistentes es estos productos. Ademas, la aplicacion continua de compuestos de
compuestos como el cobre en el medio ambiente causa contaminacion del suelo y agua
(Montoya et al., 2013, Ibarra et al., 2019, Conceicéo et al., 2023).

El dafio potencial que pueden generar algunos productos de origen quimico han estimulado
la basqueda de alternativas funcionales, amigables con el medio ambiente y con pocos o
nulos efectos sobre la salud humana (Sotelo et al., 2023, Torres y Capote, 2004). En este
sentido, los aceites esenciales de plantas arométicas se presentan como una posible solucién
a los tratamientos convencionales, ya que han demostrado propiedades insecticidas,
antifangicas, antiprotozoales, antioxidantes, antibacterianas, entre otras, tanto en ensayos in
vitro como in vivo (Acero, 2023, Al-Mijalli et al., 2023).

El clavo (Syzygium aromaticum), representa una de las fuentes mas ricas de compuestos
fenolicos como el eugenol, acetato de eugenol, acido galico y posee un gran potencial para
aplicaciones farmacéuticas, cosméticas, alimentarias y agricolas (Cortés et al., 2014).
Estudios previos han demostrado que el aceite esencial de clavo debido a su composicion
fitoquimica posee una potencial actividad antibacteriana sobre patdgenos de importancia en
medicina veterinaria (Selles et al., 2020) y agricola que infectan frutales (Doukkali et al.,
2021), brassicas, solanaceas, etc. (Popovic et al., 2018),

Considerando lo anteriormente expuesto el objetivo del presente estudio fue evaluar la
actividad antibacteriana del aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) sobre

Pseudomonas syringae, Xanthomona campestri y Clavibacter michiganensis, in vitro.
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https://www.redalyc.org/pdf/120/12030433004.pdf
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https://doi.org/10.1016/j.pmpp.2023.102133
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https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/03235408.2021.2015865
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La agricultura es una actividad de gran relevancia, ya que permite producir alimentos para el consumo
humanos y animal, con el crecimiento de la poblacion la demanda de dichos alimentos ha
incrementado de forma alarmante y exponencial, lo cual genera problemas de hambruna, que
sumandos al cambio climético y la contaminacion del agua, suelo y aire genera deshasto de alimentos.
Por otro lado, los alimentos de origen vegetal que se producen deben cumplir con ciertas
caracteristicas que garanticen su inocuidad y seguridad alimentaria y ademés deben producirse con el

menor impacto ambiental.

En torno a la produccion agricola gravitan factores que influyen de forma negativa en la produccion
de alimentos en cantidad y calidad suficiente, como las enfermedades infecciosas, las cuales
representa una amenaza muy importante en la soberania y seguridad alimentaria ya que, pueden
reducir la produccién agricola mundial entre un 20 % y un 40 %; es decir casi de la mitad de
produccion agricola mundial; razén por la cual se ha realizado un uso indiscriminado de agroquimicos

para reducir las pérdidas del cultivo y econémicos.

Los agroquimicos utilizados con fines terapéuticos o de control de enfermedades, han afectado el
suelo agricola, cuerpos de agua, el medio ambiente, la salud humana e incluso ha estimulado la
aparicion de microrganismos resistentes a farmacos, lo que conlleva a buscar nuevos productos
alternativos, con mejor y mayor eficacia, menor impacto ambiental y que garanticen la inocuidad de
los alimentos producidos.

Los productos obtenidos a partir de plantas como los extractos de plantas y los aceites esenciales por
su contenido de metabolitos secundarios se han perfilado como una excelente opcidn terapéutica y de
control de algunas enfermedades causadas por virus, hongos y bacterias en cultivos agricolas ya que

presentan potencial actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana, entre otras.

El aceite esencial obtenido a partir de clavo (Syzygium aromaticum) ha sido evaluado sobre bacterias
que afectan la salud humana y animal con buenos efectos bactericidas y bacteriostaticos, por lo que es
altamente probable que presente efecto antibacteriano sobre Clavibacter michiganensis subsp.
Michiganensis, Pseudomonas syringae y Xanthomonas campestris patogenos bacterianos que afectan

la produccion de algunos cultivos agricolas.
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7. ANTECEDENTES

7.1 Sector agricola en México

El sector agropecuario es clave para el desarrollo rural de cualquier pais. Contribuye a
reducir la desigualdad econdmica y social y es fundamental para la seguridad alimentaria.
En México, el sector representa alrededor del 3.5% del PIB y el 13% del empleo total en el
pais (Robles-Chavez & Nufez, 2023).

La produccion agricola se puede dividir en 4 etapas. El primer paso es la siembra, que
implica la preparacion del suelo, la siembra, asi como el crecimiento y el mantenimiento
del cultivo especifico (por ejemplo, eliminacion de malezas y riego). El siguiente paso es la
cosecha, que es la separacién de la planta madre de la porcion vegetal de interés comercial.
Posteriormente, el producto cosechado debe almacenarse antes del transporte. Finalmente,
los cultivos se transfieren de la granja a la industria de procesamiento y fabricacion, o al
minorista o consumidor final (Lopez-Sanchez, 2021).

Las tierras agricolas proporcionan la mayor parte de los suministros de alimentos y
garantizan un numero esencial de servicios ecosistémicos (por ejemplo, proporcionar
alimentos, combustible, fibra). Principalmente, las tierras agricolas aportan (directa o
indirectamente) aproximadamente el 90% de las calorias de los alimentos y el 80% de las
proteinas y grasas (produccion ganadera). Por lo tanto, las areas agricolas apoyan la
seguridad alimentaria (Viana et al., 2022).

México es un pais importador neto. La mayor cantidad de alimentos importados es maiz,
con 15 millones de toneladas en 2019. La mayor parte es maiz amarillo, que se utiliza
principalmente como alimento para animales y para la industria alimentaria. Ademas,
Meéxico es un importante exportador de alimentos, en 2019 fue el 7° mayor exportador de
productos agricolas, siendo la cerveza, el aguacate, las bayas y el tomate los de mayor valor
econdmico (Ibarrola-Rivas et al., 2022).

Los sistemas agricolas representan la tercera fuente neta mas grande de emisiones de gases
de efecto de invernadero a nivel nacional; México ocupa el puesto 11 a nivel mundial en
produccion de alimentos y cultivos; los suelos utilizados para actividades agricolas ocupan
mas de la mitad del territorio nacional, sin embargo, alrededor del 64% de los suelos
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mexicanos muestran un nivel de degradacion y aproximadamente el 28% de los agricultores
reportan tener problemas con la fertilidad de sus suelos; y las actividades agropecuarias son
el sustento directo de 6,7 millones de personas en un entorno donde las mujeres participan
no solo como jornaleras sino también como productoras o jefas de empresa del hogar
(Garcia et al., 2022).

7.2 Factores que afectan a la produccion agricola

Los principales factores que influyen en la perdida de alimentos en la fase de precosecha
son externos, como las condiciones climéticas y las enfermedades (Lopez-Sanchez, 2021).
La percepcidn erronea de que el agua es inagotable socava su importancia vital para toda la
vida. Los porcentajes simples transmiten la insostenibilidad del consumo de agua en la
agricultura. Aproximadamente el 70% de la extraccion mundial de agua subterranea esta
relacionada de alguna manera con la agricultura (Ortiz-Carrién, 2022).

Meéxico ha experimentado una fuerte contaminacion de sus recursos hidricos debido al
incremento industrial y demografico durante los Ultimos afios. Los rios y otros cuerpos de
agua superficiales se han visto afectados por diversas fuentes, como las descargas de aguas
residuales urbanas e industriales no tratadas o mal tratadas, el mal manejo de los residuos
solidos y el uso de aguas residuales crudas para el riego de tierras de cultivo (Duefias-
Moreno et al., 2024).

El uso excesivo y la eliminacion inadecuada de insumos quimicos en la produccion agricola
provocaron un gran nimero de contaminacion de fuentes no localizadas y emisiones de
carbono (Li et al., 2020).

Los ataques de ellas en los cultivos agricolas pueden reducir significativamente las
cosechas y tener un importante negativo impacto econémico sobre la produccion agricola,
gue son consecuencia del malfuncionamiento fisiolégico que originan (Jimenez, 2017).

Los brotes de enfermedades de las plantas representan una amenaza importante para la
seguridad alimentaria mundial y la sostenibilidad agricola, ya que las infecciones patdgenas
pueden reducir la produccién agricola mundial entre un 20 % y un 40 %. Las enfermedades
de las plantas iniciadas por fitopatdgenos dafian los cultivos, afectando a la produccion
mundial, causando importantes pérdidas de rendimiento por valor de miles de millones de

dolares e impidiendo la alimentacion adecuada de 800 millones de personas. Las
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enfermedades de las plantas mediadas por bacterias amenazan constantemente las
economias agricolas (Omran et al., 2024).

7.2.1 Factores abioticos

Los componentes abioticos y abiodticos son partes quimicas y fisicas no vivas del medio
ambiente que afectan a los organismos vivos y al funcionamiento de los ecosistemas
(Sanchez, 2019). La agricultura mundial se enfrenta a la ira de las tensiones climaticas, que
afectan significativamente a la produccién y la demanda mundial de alimentos. Las
condiciones climaticas mundiales en continuo cambio que conducen a extremos climaticos
prolongados como inundaciones y sequias, precipitaciones extremas, fluctuaciones bruscas
de temperatura, salinizacion del suelo, degradacion de la tierra y disminucién de la
fertilidad del suelo, compactacion del suelo, disminucion de la diversidad microbiana,
guerra y situaciones similares a la guerra plantean importantes penalizaciones de
rendimiento en la agricultura mundial y, por lo tanto, ponen en riesgo la seguridad
alimentaria. Aproximadamente, el 90% de la tierra cultivable esta en alto riesgo debido a
uno o0 mas estreses abidticos. Los estreses abioticos tienen un potencial significativo para
causar una peérdida de rendimiento de 51%-82% en los principales cultivos alimentarios de

la agricultura mundial (Nehra et al., 2024).

7.2.2 Factores bitticos

El estrés bioldgico se refiere a los efectos adversos en las plantas causados por organismos
vivos como hongos, virus, bacterias, nematodos e insectos. Estos factores estresantes
pueden provocar enfermedades, infecciones y dafios a los cultivos, lo que resulta en
pérdidas de rendimiento. Estos microorganismos pueden infectar las plantas y causar una
serie de sintomas, como clorosis, retraso en el crecimiento, pudricion y lesiones. Las
infecciones por multiples patdgenos juntos suelen dar lugar a sintomas de enfermedad mas
graves que las infecciones individuales. EI mecanismo implica la invasion y colonizacién
de los tejidos vegetales, lo que lleva a la interrupcion de los procesos celulares y la
absorcion de nutrientes (Zain et al., 2023).
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7.2.2.1 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Clavibacter michiganensis es una bacteria Gram positiva, aerobia, no formadora de
esporas, transmitida por semillas, que causa varias enfermedades en cultivos agricolas de
importancia econémica, como el tomate (Solanum lycopersicum), el trigo (Triticum
aestivum), el maiz (Zea mays), la papa (Solanum tuberosum), lo que resulta en importantes
pérdidas econémicas mundiales. Clavibacter michiganensis constituye una sola especie con
nueve subespecies, una de ellas Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Las
pérdidas de produccion de tomate en invernaderos y campos son significativas en todo el
mundo debido a las infecciones con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, que
causa pérdidas catastréficas en multiples plantaciones de tomate (Omran et al., 2024). El
patdgeno es transmitido por semillas en la naturaleza. La siembra de semillas infectadas
con la bacteria puede reducir la germinacion, el vigor y el rendimiento. Las semillas
contaminadas juegan un papel prominente en la dispersién a larga distancia del indculo y la
contaminacion de areas previamente libres de enfermedad se considera uno de los efectos
mas adversos de la bacteria transmitida por la semilla. La bacteria, incluso a niveles muy
bajos de in6culo, puede conducir a una incidencia de campo extremadamente alta cuando el
clima es propicio para el desarrollo de la enfermedad. Una alta poblacion de Clavibacter
michiganensis subs. michiganensis también puede estar presente en plantulas de tomate
completamente asintomaéticas, lo que eventualmente conduce a la infeccion de las otras
plantas. La entrada de Clavibacter michiganensis subs. michiganensis generalmente ocurre
a través de una fuente de semilla infestada en una nueva area o por medio de trasplantes de
tomate portadores de infeccion latente (Tripathi et al., 2022).

El manejo de la enfermedad es un desafio debido a la falta de semillas disponibles
comercialmente que sean resistentes a Clavibacter michiganensis subs. michiganensis. En
la actualidad, el control depende de estrictas medidas preventivas para reducir el riesgo de
propagacion y nuevos brotes. Los métodos mas comunes para controlar las infecciones por
Clavibacter michiganensis subs. michiganensis incluyen la aplicacion de diversos
pesticidas sintéticos y antibidticos (Omran et al., 2024). Actualmente se han utilizado

productos quimicos contra Clavibacter michiganensis para su prevencion y control, como
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Kasuminin, Param, Betanol e hidroxido de cobre, pero son productos preventivos mas no la

erradica por completo (Méndez, 2019).

7.2.2.2 Pseudomonas syringae

Pseudomonas hoy en dia es el género bacteriano que contiene el mayor nimero de especies
(> 250) entre las bacterias Gram negativas (Fodil et al., 2024). Pseudomonas syringae es
una bacteria gramnegativa que pertenece a la familia Pseudomonasdaceae. Esta bacteria es
ubicua en la naturaleza y se sabe que causa enfermedades en varias especies de plantas,
incluidos arboles, verduras y frutas (Kim et al., 2023).

Pseudomonas syringae se encuentra entre los diez principales fitopatdgenos, causando
diversas enfermedades de las hojas al entrar en heridas o aberturas naturales como las
estomas (Yang et al.,, 2024). Pseudomonas syringae es un patdgeno gramnegativo
altamente prevalente con mas de 60 variantes patdgenas que causan pérdidas de
rendimiento de hasta el 80% en varios cultivos. Se ha descubierto que Pseudomonas
syringae infecta méas de 300 cultivos, entre ellos legumbres, maiz y tomates. Se trata de un
grupo de microorganismos altamente adaptable desde el punto de vista ecoldgico que ocupa
el primer lugar entre las enfermedades bacterianas de las plantas en términos de incidencia,
lo que provoca enfermedades devastadoras de las plantas y enormes pérdidas econdmicas
en todo el mundo (He et al., 2023).

El campo actual del control de Pseudomonas syringae depende en gran medida de
formulaciones de cobre (por ejemplo, sulfato de cobre) y antibidticos (por ejemplo,
estreptomicina), mientras que el uso a largo plazo de estos agentes presenta problemas de

fitotoxicidad y resistencia en el patdgeno (Yang et al., 2024).

7.2.2.3 Xanthomonas campestris

Xanthomona campestri son bacterias Gram negativas y anaerobias obligadas que tienen una forma
baciliforme y un solo flagelo polar. En medio de cultivo, su crecimiento es liso, viscoso y de color
amarillento. Este fitopatdgeno esta muy extendido y provoca una reduccion de la calidad del
producto; por si sola es responsable de mas del 50% de las pérdidas de rendimiento de las cruciferas y
compromete principalmente la parte aérea de plantas de la familia Brassicaceae. Los sintomas
caracteristicos son lesiones amarillentas de aspecto seco en forma de V", necrosis del tejido de la hoja
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Yy en casos mas severos, se produce la caida parcial o total de las hojas, que culmina con la muerte de

la planta (Conceicdo et al., 2023).

Es la enfermedad més critica para las plantas de la familia Brassicaceae que provoca graves pérdidas
de rendimiento en todo el mundo. Las bacterias penetran en la planta huésped a través de heridas o
hidatodos de la hoja (Dilvar et al., 2023).

7.3 Tratamientos convencionales utilizados en el control de bacterias fitopatdgenas

Las enfermedades bacterianas generan importantes pérdidas econdmicas en la produccién
de cultivos, frutas y hortalizas a nivel mundial. En la actualidad, las principales medidas
para controlar las enfermedades bacterianas incluyen antibiéticos agricolas y preparaciones
de cobre. Como consecuencia no deseada, las preparaciones de cobre pueden acumularse en
el medio ambiente y causar contaminacidn, mientras que la resistencia a los antibioticos se
esta convirtiendo en un problema cada vez mas grave para la industria agricola. Los
antibidticos tradicionales que se dirigen a los factores de crecimiento y supervivencia de los
patdgenos imponen fuertes presiones de seleccion sobre las bacterias patogenas, lo que
perpetla la resistencia a los medicamentos (He et al., 2023). Emna et al. aislaron 43 cepas
de Pseudomonas syringae de huertos tunecinos y encontraron que el 67% eran resistentes al
sulfato de cobre, el 23% albergaba los genes de resistencia al cobre copABCDR (Yang et
al., 2024).

El uso indiscriminado de productos quimicos suele ser ineficaz debido a varios factores. En
primer lugar, los patdgenos bacterianos pueden sobrevivir durante periodos prolongados a
pesar del uso de antibidticos. En segundo lugar, el desarrollo de resistencia a los patégenos
puede hacer que los antibidticos sean ineficaces. Por Gltimo, el uso de antibi6ticos quimicos
puede tener un impacto negativo en la microbiota del suelo, el medio ambiente y la salud
humana, lo que conduce a la degradacion del suelo y a la eutrofizacion del agua. Sin
embargo, el manejo efectivo es un desafio porque los cambios constantes en las
poblaciones bacterianas y la aparicion de nuevas cepas bacterianas pueden comprometer la
durabilidad de cualquier estrategia de control. El aumento del escrutinio de los impactos de

los antibidticos tanto en los seres humanos como en el medio ambiente enfatiza la
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necesidad urgente de agentes de control alternativos a largo plazo, sostenibles, accesibles
para los agricultores y respetuosos con el medio ambiente (Omran et al., 2024).

El sulfato de cobre (CuSO4) se utiliza con frecuencia en las practicas de agricultura
ecologica como fungicida, especialmente cuando no se dispone de alternativas validadas o
son menos rentables. Sin embargo, el sulfato de cobre es tdxico para los organismos vivos
(incluidos los seres humanos y los animales; tiene el potencial de contaminar gravemente el
suelo, ya que se pulveriza como solucion acuosa sobre las hojas de las plantas y se dispersa
en pastizales y sistemas fluviales adyacentes (Pardo et al., 2024).

El antibidtico aminoglucdsido estreptomicina se ha utilizado ampliamente para el
tratamiento de algunas enfermedades bacterianas de los cultivos, es el pesticida mas
recomendado a nivel mundial para el tratamiento de enfermedades bacterianas de los
cultivos. En algunos suelos, la estreptomicina se une fuertemente a las particulas minerales
cargadas negativamente, lo que limita su disponibilidad para la biodegradacion. Se estima
que las infecciones resistentes a los antimicrobianos (RAM) estan asociadas a la muerte de
unos cinco millones de personas al afio. Al ritmo actual de desarrollo de la resistencia a los
antimicrobianos, se espera que las infecciones intratables superen al cancer como principal
causa de morbilidad humana para 2050. En consonancia con esta preocupacion esta el
desarrollo de resistencia por parte de las bacterias fitopatdgenas tras el uso repetido de
plaguicidas antibidticos En consonancia con esta preocupacién estd el desarrollo de
resistencia por parte de las bacterias fitopatdgenas tras el uso de antibidticos (Demars et al.,
2024).

7.4 Alternativas de control y tratamiento frente a infecciones por bacterias

fitopatogenas

La terapia fotodinamica se ha utilizado como estrategia contra una amplia gama de
microorganismos, ofreciendo varias ventajas sobre los antimicrobianos convencionales.
Este método genera especies reactivas de oxigeno capaces de atacar simultdneamente
maultiples sitios en las bacterias. Ademas, la accién fotodinamica es muy rapida, matando
las bacterias en minutos, mientras que los medicamentos antibacterianos convencionales

pueden tardar horas o dias en hacer efecto. Esta accion rapida y los maultiples sitios de
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ataque reducen la posibilidad de que las bacterias desarrollen resistencia (Wang et al.,
2024).

El biocontrol se refiere a los organismos beneficiosos afiadidos exdgenamente y/o sus
productos para limitar la propagacion de patdgenos de plantas. Por lo general, aumenta la
diversidad de la microbiota y la abundancia relativa de bacterias beneficiosas. Actualmente,
Bacillus spp., Pseudomonas spp. y Pantoea spp. se utilizan como agentes de biocontrol
para Pseudomonas syringae (Yang et al., 2024).

Trichoderma se emplea de manera integral como agente de biocontrol para el control de
patogenos en el sector agricola. Trichoderma sp. actia como agentes de biocontrol frente a
diferentes fitopatdgenos ya sea por mecanismos indirectos o directos (Konappa et al.,
2022). La nanotecnologia es un nuevo campo emergente para controlar las pérdidas de
cultivos y las enfermedades de las plantas mediante el uso de nanoparticulas recubiertas
con extractos de plantas. Las nanoparticulas muestran caracteristicas quimicas, fisicas y
bioldgicas distintivas a nanoescala, a diferencia de sus escalas de tamafio a granel (Muraisi
et al., 2022), sin embargo, la estrategia de quimica verde para sintetizar nanoparticulas
metalicas se compone de técnicas seguras y econodmicas. A diferencia de los pesticidas
quimicos, las nanoparticulas de plata sintetizadas verdes son ecoldgicas, menos costosas y
mas eficaces contra los patdgenos de las plantas. La plata tiene fuertes actividades
antifungicas y antibacterianas, por lo que se supone que es el metal mas ideal, entre otros
metales, para usar en la biosintesis de nanoparticulas. (Dilvar et al., 2023).

Los aceites esenciales exhiben una actividad antibacteriana excepcional y pueden
explotarse como una bioestrategia prometedora para controlar la patogenicidad bacteriana
(Cortés et al., 2014).

7.5 Aceite esencial de clavo como alternativa de prevencion o tratamiento

Los aceites esenciales son compuestos aromaticos que se obtienen de diferentes partes de
las plantas (flores, semillas y hojas). Estos productos naturales se utilizan en muchos
campos, como la produccién de perfumes y cosméticos, la aromaterapia, la fitoterapia, la
produccion de medicina alternativa y la industria alimentaria. Tienen sustancias bioactivas
que tienen fuertes actividades antioxidantes y antimicrobianas (Ozdikicierler & Ergoniil,
2022).
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El clavo (Syzygium aromaticum) originario de Indonesia, representa una de las fuentes méas
ricas de compuestos fendlicos como el eugenol, el acetato de eugenol y el &cido gélico y
posee un gran potencial para aplicaciones farmacéuticas, cosmeéticas, alimentarias y
agricolas. El clavo, en particular, ha atraido la atencion debido a las potentes actividades
antioxidantes y antimicrobianas que se destacan entre las otras especias. (Cortés et al.,
2014).

El aceite esencial de clavo, obtenido de las yemas, tallos y hojas de la planta de clavo,
contiene una gran cantidad de compuestos biologicamente activos, que incluyen
principalmente compuestos como el eugenol. Investigaciones recientes han demostrado que
el aceite esencial de clavo tiene un efecto antiséptico significativo entre microorganismos
bioldgicos debido a sus actividades antibacterianas, antioxidantes, antiinflamatorias y otras
actividades bioldgicas (Xu et al., 2023).

Los estudios de los componentes de los aceites esenciales han demostrado que moléculas
fendlicas como el carvacrol, el eugenol y el timol son altamente activas frente a varios
microorganismos y que la actividad antimicrobiana de estos se debia a su accion sobre la

membrana celular (Silva et al., 2019).

Numerosos estudios han demostrado que el aceite de clavo puede tener una actividad
antibacteriana potencial contra varios patégenos de plantas. En este caso, el control de la
Erwinia spp. de la papa se manifestd mediante la aspersion de diferentes concentraciones
de aceite de clavo. El perfil de aceite de clavo exhibié eugenol (65,66 %) como
componente principal. El eugenol podria disminuir la tasa de descomposicion en la fruta
podrida y aumentar su resistencia a la pudricién al mejorar la actividad antiproliferativa y
antioxidante mediado por compuestos fenolicos, antocianinas y flavonoides. Por lo tanto, el
aceite de clavo se puede utilizar como agentes antibacterianos para reducir la patogenicidad

del Erwinia spp. (Zhang et al., 2023).
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8. JUSTIFICACION

En la agricultura, el control de enfermedades que afectan las plantas es crucial para
asegurar la calidad y cantidad de la cosecha. Las enfermedades vegetales pueden llevar a
una reduccion en el rendimiento de los cultivos, afectar negativamente la economia de los
agricultores y disminuir el abastecimiento al mercado. Por el cual nos lleva a recurrir al uso
de agroquimicos para manejar estos problemas. Sin embargo, el mal uso de estos productos
ha generado preocupaciones ambientales como la contaminacion del agua y el suelo, la
destruccion de flora y fauna, problemas de salud en los seres humanos y resistencia a

antimicrobianos

Dado el impacto negativo del uso de agroquimicos, se ha buscado el uso de alternativas
mas sostenibles como el aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) como una
alternativa funcional, amigable con el medio ambiente y con capacidad de producir

alimentos inocuos.

La utilizacion del aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) como alternativa a los
agroquimicos se justifica por su eficiencia demostrada en la lucha contra patdégenos
bacterianos y su menor impacto ambiental. Esta alternativa no solo ofrece una solucion
practica para el control de enfermedades, sino que también promueve préacticas agricolas

mas sostenibles.
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9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo general

« Evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial de clavo (Syzygium
aromaticum) sobre Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestris y Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, como alternativa funcional y sustentable, para

el control de bacterias fitopatogenas.

9.2 Objetivos especificos
e Determinar Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de clavo
(Syzygium aromaticum) sobre Pseudomonas siringe, Xanthomona campestri y

Clavibacter michiganensis shsp. Michiganensis.
e Determinar Concentracién Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial de clavo

(Syzygium aromaticum) sobre Pseudomonas siringe, Xanthomona campestri y

Clavibacter michiganensis shsp. Michiganensis.
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10.HIPOTESIS

e El aceite esencial de clavo mostrara efecto inhibiendo el crecimiento bacteriano y/o
provocando la muerte de Pseudomonas siringe, Xanthomona campestri y

Clavibacter michiganensis shsp. michiganensis, in vitro.
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11.MATERIALES Y METODOS

11.1. Obtencion del aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum)

La metodologia que se utilizd para este procedimiento fue la técnica de arrastre de vapor con
alambique (Acero, 2023). Se pesaron 250 gramos de clavo (Syzygium aromaticum), los cuales se
pasaron con 2.5 litros de agua destilada.

11.2. Material biologico
Para la realizacion del presente experimento se utilizaron las siguientes cepas bacterianas Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Gram positiva). Pseudomonas syringe (Gram negativa) y

Xanthomona campestri (Gram negativa),

Las bacterias fueron obtenidas del laboratorio AG en Celaya, Guanajuato, México. Fueron
reactivadas de la crio conservacion y sembradas en Agar Muller Hilton (BD Bioxon, Heidelberg,
Germany) con la técnica de estria simple para obtener colonias aisladas, de cada una de las cepas,
posteriormente se inoculo una colonia en caldo nutritivo (BD Bioxon) y se incubo por 24 horas a
26°C, para posteriormente ajustarla al 0.5 del patrén de turbidez de Mac Farland (Remel, R20421,
Lenexa, KS, EE. UU).

11.3. Prueba de esterilidad

Fue determinada la esterilidad de cada tratamiento, para lo cual se tomaron 10l de cada muestra y se
inocularon en agar Mueller Hinton (BD Bioxon,Heidelberg, Germany), las cuales fueron incubadas a
37° C durante 24 horas para la deteccién de microorganismos presentes en la muestra. En caso de
existir crecimiento de microorganismos en la zona de inoculacion, se realiz6 una esterilizacion de la

muestra mediante dos filtros de membrana, uno de 33 mmy el otro de 0.22um (Millex-GV).

11.4. Reactivacion de las cepas bacterianas

Cada una de las cepas bacterianas fue reactivada de la crioconservacion en agar Mdller-Hinton (BD
Bioxon, Heidelberg, Germany), por medio de la técnica de estria simple con la finalidad de obtener
colonias aisladas, se llevaron a incubacion durante 24 horas a 26 ° C, posteriormente se le realizd

tincion de Gram a cada una de las cepas para corroborar su morfologia y pureza.

11.5. Preparacion del inoculo
Una vez confirmada la pureza de cada bacteria, se inoculé una colonia de cada cepa en caldo nutritivo

(BD Bioxon, Heidelberg, Germany), el cual fue incubado en agitacion constante (70rpm) durante 24
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horas a 26°C. Trascurrido el tiempo de incubacion, el indculo se ajusto con caldo nutritivo al 0.5 del
patron de turbidez de McFarland (Remel, R20421, Lenexa, KS, USA), el cual corresponde a 150 x
10°cel/mL.

11.6. Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana del aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) fue determinada a
través de la Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida, como control
positivo se empled Kanamicina (AppliChem 4K10421, Darmstadt, Germany) y como negativo caldo
nutritivo (BD Bioxon) (CLSI, 2012).

11.7. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

En placas de 96 pozos, se realizé la técnica de micro dilucion en placa, la cual consistio en colocar 100
pl del aceite esencial a 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312 y 0.156 mg/mL, diluido en Tween (Thermo
Scientific™ 28230) al 0.5%, mas 10 pl de la bacteria ajustada al 0.5 del patrén de Mac Farland
(Remel, R20421, Lenexa, KS, EE. UU), posteriormente la placa fue incubada a 26°C por 24 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacion se agregaron 20 pL de p-yodonitrotetrazolio (Sigma-Aldrich
18377, St. Louis, MO, USA.) al 0.04% (p/v) en cada pocillo para posteriormente incubar la placa
durante 30 minutos. La CMI (concentracion minima a la cual el aceite esencial inhibe el crecimiento
bacteriano) se determind, como la concentracion en la cual el medio que viro a color rosado
(Gonzalez-Alamilla et al., 2020).

11.8. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Después de la incubacion y antes de agregar p-yodonitrotetrazolio (Sigma-Aldrich 18377, St. Louis,
MO, USA.), 5 uL de cada pocillo se inocularon en agar Muller Hilton (BD Bioxon, Heidelberg,
Germany) y se incubaron a 26 °C durante 24 h. La CMB (concentracion a la cual es aceite esencial
provoco la muerte del 99.9% de las bacterias presentes en el inoculo bacteriano) se consideré como la
concentracion méas baja del aceite en la cual no se observd crecimiento de colonias bacterianas
(Olmedo-Juérez et al., 2019).

11.9. Analisis estadistico

Los resultados de CMI y CMB se normalizaron utilizando log10 y se analizaron en un disefio
completamente al azar mediante ANOVA utilizando el modelo general lineal (GLM). Las diferencias
entre las medias se determinaron mediante una comparacion multiple de medias de Tukey, a un nivel
de significancia de p <0.05 en el programa SAS, V9.0. (SAS, 2010).
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12.RESULTADOS

Con el objetivo de determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de clavo se determiné su
Concentracién Minima Inhibitoria y Minima Bactericida, sobre Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis, Pseudomonas syringe y Xanthomona campestri (llustracion 1)
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lustracion 1: Tincion de Gram de las bacterias fitopatégenas

a) Xanthomonas campestri. b) Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis. ¢) Pseudomonas syringae.

Para determinar la CMI se realiz6 la técnica de microdilucion en placa, por medio de la cual se
observé que la CMI, para el caso de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis se encuentra a
0.312 mg/mL mientras que para las bacterias Pseudomonas syringae y Xanthomonas campestris esta
a0.156 mg/mL (Tabla 1, llustracion 2a).

Respecto a la determinacion de la CMB para Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis fue de
0.62 mg/mL y para las bacterias Pseudomonas syringae y Xanthomonas campestris fue de 0.312
mg/mL (Tabla 1, llusitracion2b).

Al calcular la relacion de CMB/CMI, que permite determinar efectos bactericidas o bacteriostaticos, el
aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) tuvo efecto bactericida contra Pseudomonas
syringae, Xanthomona campestri y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ya que el

resultado fue de 2 para las tres cepas (Tabla 1).
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Tabla 1. Actividad antibacteriana del aceite esencial de Syzygium aromaticum sobre
algunos géneros de bacterias fitopatogenas.

Bacteria CMI CMB Relacion
mg/mL mg/mL CMB/CMI
Clavibacter — michiganensis 0.312° 0.625° 2
subsp. michiganensis
Pseudomonas syringae 0.156° 0.312% 2
Xanthomonas campestris 0.156° 0.312% 2
Valor de P 0.001 0.001 NA

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria, CMB: Concentracién Minima Bactericida, NA: No aplica. "
Diferentes literales dentro de la misma columna, indican diferencias estadisticas significativas entre
cepas bacterianasMinima Inhibitoria, CMB: Concentracion Minima Bactericida, NA: No aplica

| C- | C. michiganensis I P. syringae I X. campestris I C+ |

mg/ml

s

——2
=N

llustracion 2: Actividad antibacteriana del aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum)
sobre bacterias fitopatdgenas.

a) CMI del aceite esencial de b) CMB del aceite esencial de
Syzygium aromaticum Syzygium aromaticum

a) CMI del aceite sobre Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas
syringe, Xanthomona campestris, C-: Control negativo, C+: Control positivo, b) CMB del
aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) en mg/mL, sobre Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis
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13.DISCUSION

Los resultados del presente estudio corroboran la actividad antibacteriana del aceite
esencial de clavo sobre las bacterias fitopatdgenas Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Pseudomonas syringe y Xanthomona campestris, ademas permitieron
determinar las concentraciones minimas necesarias para que el aceite inhiba el crecimiento
bacteriano (potencial bacteriostatico) o provoque la muerte de estas bacterias (efecto
bactericida).

En lo referente a las bacterias empleadas en el presente experimento, en un estudio
realizado por Morales-Ubaldo en 2021, se demostré mediante la técnica de difusion en
disco que Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis presento resistencia a trece de
los dieciocho antimicrobianos a los cuales fue expuesta, Pseudomonas syringe a ocho y
Xanthomona campestris a nueve, lo cual evidencia la resistencia a antimicrobianos
desarrollada o adquirida por microorganismos fitopatdgenos y la necesidad de buscar
nuevas alternativas de tratamiento eficaces, de bajo impacto ambiental y que brinden la
posibilidad de producir alimentos inocuos (Morales-Ubaldo et al., 2021).

Con la finalidad de identificar especies vegetales con potencial antimicrobiano y fito
protector, Acero en 2023 evalud aceite esencial de 10 plantas como Lippia alba
(Juanilama), Mentha sp. (Hierbabuena), Cymbopogon sp. (Zacate limoén), Origanum
majorana (mejorana) entre otras, sobre Ralstonia solanacearum, observandose mejores
efectos antibacterianos con el aceite esencial de Cymbopogon sp. (Zacate limon) con una
CMI 0.315 mg/mL y CMB 0.625 mg/mL (Acero, 2023), resultados similares a los
obtenidos en el presente experimento utilizando el aceite esencial de clavo.

En 2020, Selles et al., evaluaron la actividad antioxidante y antibacteriana in vitro del aceite
esencial de Syzygium aromaticum obtenido de los botones florales mediante
hidrodestilacion; frente a seis bacterias enteropatdgenas aisladas de diarrea de terneros
jévenes, mostrando que el aceite esencial de Syzygium aromaticum posee potencial
actividad antioxidante y antibacteriana in vitro ya que mostré una CMI de 1.36 a 2.72 y una
CMB de 5.45 a 10.9 mg/mL (Selles et al., 2020), valores superiores a los reportados en el

presente experimento, lo cual podria deberse a que la evaluacion se realizo sobre bacterias
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que infectan bovinos con caracteristicas de crecimiento, estructura y perfiles de resistencia
diferentes.

Doukkali et al., 2021, evaluaron el aceite esencial de Syzygium aromaticum obtenido
mediante hidrodestilacion frente a Erwinia amylovora determinandose que el aceite de
Syzygium aromaticum presenta como parte de su composicion fitoquimica, eugenol en un
58%, respecto a la actividad antibacteriana se reportan halos de inhibicion de 15 a 26.9 mm
a concentraciones de 2 a 10 pL (Doukkali et al., 2021). Popovi¢ et al.,, en 2018
determinaron la actividad antibacteriana de 30 aceites esenciales incluido, clavo (Syzygium
aromaticum) frente a tres bacterias fitopatdgenas (Erwinia amylovora, Xanthomonas
campestris pv. campestris y Pseudomonas syringae pv. syringae), observando que el aceite
esencial de clavo genera zonas de inhibicion de 35 mm contra E. amylovora y X.
campestris pv. Campestris y de 20 mm sobre Pseudomonas syringae pv. syringae (Popovi¢
et al., 2018), en ambos estudios se utilizd la técnica de difusion en disco, por lo que los
resultados no son comparables con los reportados en el presente experimento, ya que en el
presente estudio se utilizo la técnica de micro dilucion en placa.

Morales-Ubaldo y colaboradores en 2021, determinaron el potencial antibacteriano del
extracto hidroalcohdlico de Larrea tridentata y sus fracciones acuosa y organica sobre
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas syringae y Xanthomonas
campestris, utilizando la técnica de microdilucién en placa y sembrado en placa, para
determinar la CMI y CMB, reportando mejores efectos con el extracto hidroalcoholico y la
fraccion organica sobre Xanthomonas campestris con una CMI de 0.39 mg/mL y una CMB
de 0.78 mg/mL, obteniéndose resultados similares a los reportados en el presente
experimento a pesar de haber evaluado productos diferentes (extractos y aceite esencial)
obtenidos de dos plantas diferentes con diferentes técnicas (maceracion y arrastre de
vapor). Respecto a la relacion CMB/CMI en el mismo estudio se reportan efectos
bactericidas sobre las tres bacterias (Morales-Ubaldo et al., 2021), como ocurrié en el
presente estudio.

Los estudios en los cuales se reporta la composicion quimica del aceite esencial de
Syzygium aromaticum, indican que el eugenol y el acetato de eugenilo son los principales
compuestos fitoquimicos en dicho aceite, sin embargo, se sabe que su composicidn quimica

se puede ver modificada en tipo de compuestos y concentracion dependiendo de las
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condiciones medioambientales donde se desarrolla la planta, el genotipo, origen geogréfico,
periodo de cosecha, temperatura, asi como el método de extraccidn utilizado para obtener el
aceite esencial, entre otros (Selles et al., 2020, Acero, 2023).

Respecto al eugenol, se sabe que es un derivado fendlico, con reportes de actividad
bactericida, cuyo modo de accion consiste en generar alteraciones en la integridad de la
pared celular (degeneracion de proteinas) y la membrana citoplasmética, alterando la
respuesta fisiolégica del microorganismo, al sensibilizar su membrana celular y
citoplasmatica, generando alteraciones que culminan con la lisis bacteriana; por otro lado,
puede actuar inhibiendo la produccion de enzimas intracelulares, tales como amilasas y
proteasas, lo que provoca el deterioro de la pared bacteriana, con la consiguiente lisis
celular (Leyva et al., 2013, Castafieda et al., 2019).
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14. CONCLUSION

El aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo) tiene actividad bactericida, por lo que
puede ser una alternativa funcional, sustentable e inocua para el control y/o tratamiento de
microorganismos fitopatdgenos como Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestris y

Clavibacter michiganensis en diversos cultivos.

15. PERSPECTIVA

Es necesario realizar desafios in situ para corroborar la eficacia del aceite esencial de clavo
(Syzygium aromaticum) tanto en cultivos a cielo abierto como en invernadero que estén
infectados por Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestris y Clavibacter

michiganensis.
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