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RESUMEN

La produccién agricola, se ve afectada por factores abiéticos y biéticos que dafian la calidad y cantidad de
la cosecha, esto genera un impacto negativo a nivel econémico. Para controlar factores biéticos como las
infecciones bacterianas se han utilizado diferentes agroquimicos; sin embargo, su uso intensivo ha
generado un impacto negativo en poblaciones bacterianas patdgenas y no patégenas e incluso se han
asociado con algunas enfermedades en seres humanos y dafios al ambiente. Debido a esta problematica
se buscan alternativas con efectos negativos menores. Los aceites esenciales de plantas y sus metabolitos
secundarios con potencial actividad antibacteriana podrian ser una alternativa viable; 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 Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Pseudomonas syringae pv. tomato y Xanthomona campestris para determinar su
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), Minima Bactericida (CMB) y la relacion CMB/CMI. Los resultados
evidencian la actividad antibacteriana del aceite esencial de clavo sobre los tres fitopatégenos, con una
CMI de 0.625 mg/mL sobre Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis y 0.312 mg/mL contra
Pseudomonas syringae pv. tomato y Xanthomona campestris, mientras que la CMB, se encontré a 0.625
mg/mL para Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis y 0.312 mg/mL para Pseudomonas syringae
pv. tomato y Xanthomona campestris, la relacion CMB/CMI, revelo un efecto bactericida. El aceite esencial
de clavo es un potencial antibacteriano de uso agricola y por lo que se recomienda realizar evaluaciones
in situ.

Palabras clave: clavo, bactericida, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas
syringae pv. Tomato, Xanthomona campestris.
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ABSTRACT

Agricultural production is affected by abiotic and biotic factors that damage the quality and quantity of the
harvest, generating a negative economic impact. Agrochemicals have been used to control biotic factors
such as bacterial infections; however, their intensive use has negatively impacted both pathogenic and non-
pathogenic bacterial populations and has even been associated with some human diseases and
environmental damage. Due to this problem, alternatives with fewer negative effects are being sought.
Essential oils and their secondary metabolites with potential antibacterial activity could be a viable
alternative; therefore, the objective of this study was to determine the antibacterial activity of clove essential
oil (Syzygium aromaticum) evaluated at concentrations of 0.156 to 20 mg/mL against Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis and Pseudomonas syringae pv. tomato and Xanthomonas campestris.
Clove essential oil was tested against the three phytopathogens Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis and Pseudomonas syringae pv. tomato and Xanthomonas campestris to determine their
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC), and the MBC/MIC
ratio. The results demonstrate the antibacterial activity of clove essential oil against the three
phytopathogens, with an MIC of 0.625 mg/mL against Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis and
0.312 mg/mL against Pseudomonas syringae pv. tomato and Xanthomonas campestris. The MBC was also
found to be 0.625 mg/mL for Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis and 0.312 mg/mL for
Pseudomonas syringae pv. tomato and Xanthomonas campestris. The MBC/MIC ratio revealed a
bactericidal effect. Clove essential oil is a potential antibacterial agent for agricultural use, and therefore, in
situ evaluations are recommended.

Keywords: clove, bactericide, bactericidal Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas
syringae pv. Tomato, Xanthomona campestris.

INTRODUCCION

La agricultura es una actividad primaria de gran relevancia, para el desarrollo econémico
a nivel mundial, ya que contribuye con el 80% de los alimentos que se consumen. Sin
embargo, el 30% de la produccion agricola anual se ve afectada por plagas y
enfermedades ocasionadas por hongos, bacterias, virus, nematodos e insectos (INECOL,
2022). Los microorganismos fitopatdgenos alteran el funcionamiento fisiologico normal
de la planta-y reducen significativamente la cantidad y calidad de las cosechas, lo cual
genera pérdidas econdmicas, un impacto ecoldgico y social negativo, al reducir la
disponibilidad de alimentos (SIAP, 2016; Jiménez, 2017).

Algunas bacterias fitopatdgenas-con potencial efecto negativo sobre los cultivos agricolas
son Xanthomona campestris, Pseudomonas syringae, Clavibacter michiganensis, entre
otras. Xanthomona campestris, es responsable de mas del 50% de las pérdidas de
rendimiento en 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 y en casos severos, produce la caida
parcial o total de las hojas, que culmina con la muerte de la planta (Conceicéo et al.,
2023).

Por su parte, Pseudomonas syringae, fitopatégeno de distribucidén mundial, afecta hojas
de Nicotiana tabacum (tabaco), Phaseolus vulgaris (frijol) y Glycine max (soja) lo que

2


https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-agroforestal/index
https://www.inecol.mx/inecol/index.php/es/ct-menu-item-25/ct-menu-item-27/17-ciencia-hoy/1620-bacterias-protectoras-de-cultivos-agricolas
https://www.inecol.mx/inecol/index.php/es/ct-menu-item-25/ct-menu-item-27/17-ciencia-hoy/1620-bacterias-protectoras-de-cultivos-agricolas
https://www.gob.mx/siap/articulos/el-impacto-de-las-plagas-y-enfermedades-en-el-sector-agricola
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=6594140
https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2023.105454
https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2023.105454

ABANICO AGROFORESTAL ISSN 2594-1992 abanicoagroforestalanimal@gmail.com 8
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-agroforestal/index N

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

provoca importantes pérdidas econdémicas (Guangjin et al., 2023). Pseudomonas
syringae pv. tomate DC3000 infecta plantas de Solanum lycopersicum (jitomate) (Bajpe
et al., 2023). Por otro lado, Pseudomonas syringae es responsable del tizén en plantas
de Phaseolus vulgaris (frijol), Lactuca sativa (lechuga), Avena sativa (avena), Solanum
lycopersicum (jitomate), Oryza sativa (arroz), entre otras (Sotelo et al., 2023).

Finalmente, Clavibacter michiganensis es una bacteria causante del cancro bacteriano,
enfermedad sistémica que causa dafio al tejido vascular y superficial en la planta de
jitomate que genera pérdidas de entre 20 a 100 toneladas por hectarea y ocasiona
pérdidas que van desde el 70 % al 100% del cultivo, por lo que es una enfermedad
limitante en zonas productoras de jitomate de México y el mundo, tanto en campo abierto
como en invernaderos (Méndez, 2019).

Para prevenir y controlar infecciones causadas por Clavibacter michiganensis se han
utilizado productos como Kasuminin, Param, Betanol e hidroxido de cobre (Méndez,
2019). Mientras que para el caso de Xanthomona campestris se utilizan productos como
Mancozeb, Zineb o Terramicina (Ajayasree et al., 2018). Para el control de Pseudomonas
syringae, se ha implementado el uso de hidréxido de cobre o acibenzolar-S-metilo
(Monchiero et al., 2014), con el inconveniente de que algunos de los tratamientos
convencionales mencionados muestran mecanismos de accidn inespecificos.

Debido a la falta de tratamientos especificos para controlar enfermedades de origen
bacteriano en los sistemas de produccion agricola, es necesario complementarlos con
algunas otras estrategias preventivas como la rotacion de cultivos, el uso de cultivares
resistentes, la eliminacion de residuos de cultivos anteriores y malezas, y el control
guimico. Sin embargo, el uso excesivo de agentes quimicos sintéticos contribuye al
desarrollo de bacterias resistentes. Ademas, la aplicacion continua de compuestos como
el cobre en el medio ambiente causa contaminacion del suelo y los recursos hidricos
(Montoya et al., 2013; Ibarra et al., 2019; Conceicéo et al., 2023).

El potencial dafio que generan algunos productos de origen quimico, la posibilidad de
generar poblaciones resistentes a los agentes antimicrobianos, los efectos adversos que
estos pueden tener sobre el medio ambiente y los efectos secundarios en la salud de los
mamiferos, han estimulado la busqueda de alternativas funcionales, amigables con el
medio ambiente y con pocos o nulos efectos sobre la salud humana (Sotelo et al., 2023;
Torres & Capote, 2004). En este sentido, los aceites esenciales de plantas aromaticas o
la aplicacion del té de composta son una alternativa en el control de enfermedades de
plantas horticolas a escala comercial. Al respecto, AL-Dahmani et al., 2003) demostraron
gue el té de composta aplicado al follaje ayuda a reducir la gravedad de la mancha
bacteriana del tomate causada por Xanthomonas vesicatoria.
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Por otro lado, los aceites esenciales de plantas aromaticas se presentan como una
alternativa a los tratamientos convencionales, ya que han mostrado propiedades
antioxidantes, insecticidas, antifingicas, antibacterianas, entre otras, tanto en ensayos in
vitro como in vivo (Acero, 2023; Samiah et al., 2023).

El clavo (Syzygium aromaticum), representa una de las fuentes mas ricas de compuestos
fendlicos 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 mostrado que el aceite esencial de clavo debido a su composicion
fitoquimica posee una potencial actividad antibacteriana sobre patégenos de importancia
en medicina veterinaria (Selles et al., 2020) y agricola ya que se ha evaluado sobre
bacterias que infectan frutales (Doukkali et al., 2021), brassicas, solanaceas, etc.
(Popovic et al., 2018),

Por lo anterior expuesto el objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad
antibacteriana del aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) sobre Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas syringae pv. tomato y Xanthomona
campestris, en condiciones in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion del aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum)

La metodologia que se utilizé fue la técnica de arrastre de vapor (Acero, 2023). Se
adquirieron botones florales de clavo grado alimenticio en un establecimiento comercial
de Tulancingo de Bravo, Hidalgo, posteriormente se pesaron 250 gramos de Syzygium
aromaticum, los cuales se sometieron a extraccion con 2.5 litros de agua destilada.

Material biolégico

Para la realizacion del presente experimento se utilizaron las cepas bacterianas
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Gram positiva). Pseudomonas syringae
pv. tomato (Gram negativa) y Xanthomona campestris (Gram negativa), donadas por el
Laboratorio AG de Celaya Guanajuato, México (Morales-Ubaldo et al., 2021).

Las bacterias fueron reactivadas de 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 inoculé una colonia en caldo
nutritivo (BD Bioxon) y se incubd 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).
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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 emple6 Kanamicina (AppliChem 4K10421,
Darmstadt, Germany) y como negativo caldo nutritivo (BD Bioxon), de acuerdo con la
metodologia propuesta por Morales-Ubaldo et al., 2021.

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

En placas de 96 pozos, se realizo la técnica de micro dilucién en placa, la cual consistio
en colocar 100 pL del aceite esencial (densidad 1 g/mL) 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 h. Transcurrido el tiempo
de incubacioén se agregaron 20 pL de p-yodonitrotetrazolio (Sigma-Aldrich 18377, St.
Louis, MO, USA.) al 0.04% (p/v) en cada pozo para posteriormente incubar la placa
durante 30 min. La CMI se determind, como la concentracion minima en la cual el medio
viro a color rosado (Gonzalez-Alamilla et al., 2020).

Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Después de la incubacion y antes de agregar p-yodonitrotetrazolio (Sigma-Aldrich 18377,
St. Louis, MO, USA.), 5 puL de cada pocillo se inocularon en agar Muller Hilton (BD
Bioxon, Heidelberg, Germany) y se incubaron a 26°C durante 24 h. La CMB se considero
como la concentracion mas baja del aceite en la cual no se observo crecimiento de
colonias bacterianas (Olmedo-Juéarez et al., 2019).

Anélisis estadistico

Los resultados de CMI y CMB se normalizaron con logl0 y se analizaron en un disefio
completamente al azar mediante ANOVA con el modelo general lineal (GLM). Las
diferencias entre las medias se determinaron mediante una comparacion mdultiple de
medias de Tukey, a un nivel de significancia de p <0.05 en el programa SAS, V9.0. (SAS,
2010).

RESULTADOS

La técnica de microdilucion en placa, con el uso de aceite esencial de clavo (Syzygium
aromaticum) sobre Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas
syringe pv. tomato y Xanthomona campestris, permitié determinar sus CMI, para el caso
de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis se encuentra a 0.625 mg/mL
mientras que para las bacterias Pseudomonas syringae pv. tomato y Xanthomonas
campestris estd a 0.312 mg/mL (Tabla 1, Figura 1a).
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Respecto a la determinacion de la CMB para Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis fue de 0.625 mg/mL y para las bacterias Pseudomonas syringae pv.
tomato y Xanthomonas campestris fue de 0.312 mg/mL (Tabla 1, Figura 1b).

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 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas
syringae pv. tomato y Xanthomona campestris y ya que el resultado fue de 1 para las tres
cepas (Tabla 1).

Cuadro 1.- Actividad antibacteriana del aceite esencial de Syzygium aromaticum sobre algunos
géneros de bacterias fitopatogenas

Bacteria CMI mg/mL CMB mg/mL Relacion Kanamicina
CMB/CMI CMI-CMB
ug/mL

Clavibacter ~ michiganensis 0.625° 0.625° 1 0.25-0.5

subsp. michiganensis

Pseudomonas syringae pv. 0.3122 0.3122 1 0.25-0.5

tomato

Xanthomonas campestris 0.3122 0.3122 1 8-16

Valor de P 0.001 0.001 NA NA

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria, CMB: Concentracién Minima Bactericida, NA: No aplica

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

a) CMI del aceite esencial de b) CMB del aceite esencial de
Syzygium aromaticum Syzygium aromaticum (mg/mL)

Figura 1.- Actividad antibacteriana del aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) sobre
bacterias fitopatégenas. a) CMI del aceite sobre Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Pseudomonas syringe pv. tomato, 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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DISCUSION

Los resultados del presente estudio permiten corroborar el potencial antibacteriano del
aceite esencial de clavo sobre bacterias fitopatdgenas (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Pseudomonas syringe pv. tomato y Xanthomona campestris), ademas de
permitir determinar las concentraciones minimas necesarias para que el aceite inhiba el
crecimiento bacteriano (potencial bacteriostatico) o provoque la muerte de estos
microrganismos (efecto bactericida).

Respecto a las bacterias empleadas en el presente experimento, Morales-Ubaldo et al.,
2021 demostraron en un estudio previo mediante la técnica de difusion en disco que
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis presenta resistencia a trece de los
dieciocho antimicrobianos a los cuales fue expuesta, Pseudomonas syringe pv. tomato a
ocho y Xanthomona campestris a nueve, lo cual evidencia el problema de resistencia
antimicrobianos desarrollada o adquirida por microorganismos fitopatdgenos y la
necesidad de buscar nuevas alternativas de tratamiento.

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

Por otro lado, Selles et al., 2020 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 jovenes, mostré que el aceite esencial de Syzygium aromaticum es una rica
fuente de eugenol (78.72%) con 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, valores
superiores a los reportados en el presente experimento, lo cual podria deberse a que la
evaluacion se realiz6 sobre bacterias que infectan bovinos con caracteristicas de
crecimiento, estructura y perfiles de resistencia diferentes (Selles et al., 2020).

En otro estudio se evalud el aceite esencial de Syzygium aromaticum obtenido mediante
hidrodestilaciéon frente a Erwinia amylovora determinandose que el aceite de Syzygium
aromaticum presenta como parte de su composicidon 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. (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), observaron que el
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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, en
ambos estudios se utilizo la técnica de difusion en disco, por lo que los resultados no son
comparables con los reportados en el presente experimento.

Morales-Ubaldo et al., 2021, determinaron el potencial antibacteriano del extracto
hidroalcohdlico de Larrea tridentata y sus fracciones acuosa y organica sobre Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas syringae pv. tomato y Xanthomonas
campestris, con la técnica de microdilucion en placa y sembrado en placa, para
determinar la CMI y CMB, reportaron 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, como ocurrio en el presente estudio (Morales-
Ubaldo et al., 2021).

La mayoria de 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 presentes en dicho aceite, sin embargo, se sabe
gue su composicion quimica se puede ver modificada en tipo de compuestos y
concentracion ya que estas variables son directamente dependientes de las condiciones
medioambientales donde se desarrolla la planta, el genotipo, origen geografico, periodo
de cosecha, temperatura, asi como el método de extraccion utilizado para obtener el
aceite esencial, entre otros (Selles et al., 2020).

El eugenol es un derivado fendlico, con reportes de actividad antibacteriana (bactericida),
su modo de accion como el de otros compuestos fendlicos consiste en generar
alteraciones en la integridad de la pared celular (degeneracién de proteinas) y la
membrana citoplasmatica, lo cual la modifica la respuesta fisiologica del microorganismo,
al sensibilizar su membrana celular y citoplasmética y generar graves dafios que
culminan con la lisis bacteriana. Por otro lado, puede desnaturalizar las enzimas
responsables del inicio de la germinacion de las esporas o interferir con el uso de
aminoacidos para iniciar su proceso de germinacion. Ademas, inhibe la produccién de
enzimas intracelulares, tales como amilasas y proteasas, lo que provoca el deterioro de
la pared y un alto grado de lisis celular (Leyva et al., 2013; Castafieda et al., 2019).
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CONCLUSION

Con los resultados presentados anteriormente se puede afirmar que el aceite esencial de
Syzygium aromaticum (clavo) tiene actividad bactericida, por lo que podria ser una
alternativa funcional, sustentable e inocua para el control y/o tratamiento de
enfermedades bacterianas generadas por Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Pseudomonas syringae pv. tomato y Xanthomona campestris en diversos
cultivos, sin embargo, serd necesario realizar la caracterizacion fitoquimica del aceite
esencial y desafios in situ para corroborar su eficacia tanto en cultivos a cielo abierto
como en invernadero.
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