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Resumen. Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis, causa pérdidas econdmicas significa-
tivas en el cultivo de Solanaceas, debido a que al in-
fectarse, el cultivo debe ser desechado. El objetivo
de este estudio fue evaluar formulaciones de acido
oleico y quitosano sobre el desarrollo in vitro de C.
michiganensis subsp. michiganensis. La bacteria se
aislo en medio NBY. Se elaboraron formulaciones
acuosas de acido oleico (1, 2y 3%) y quitosano al
1%. Las técnicas utilizadas para evaluar el efecto
bactericida de las formulaciones, fueron de pozos,
antibiograma disco-placa y envenenamiento del
medio, en este ultimo caso, previo y posterior a la
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incubacion de la bacteria. Se evalud el crecimiento
(cm) y peso (g). La temperatura de incubacién fue
de 28 °C durante 8 dias. Los resultados mostraron
que en la técnica de envenenamiento del medio,
previo a la siembra del microorganismo, la solu-
cion de acido oleico al 3% y quitosano 1%, con-
trold el crecimiento de C. michiganensis (0.02g) al
compararlo con el control (0.35 g). El 4cido olei-
coy quitosano al aplicarlo de manera preventiva,
disminuyeron el crecimiento de C. michiganensis
subsp. michiganensis in vitro.

Palabras clave: Fitopatégeno, cancer bacteriano,
NYB, antimocrobiano

Abstract. Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis, causes significant economic losses in
the cultivation of Solanaceae, because when infec-
ted, the crop must be discarded. The objective of
this study was to evaluate formulations of oleic acid
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and chitosan on the in vitro development of C. mi-
chiganensis subsp. michiganensis. The bacterium
was isolated in NBY medium. Aqueous formula-
tions of oleic acid (1, 2 and 3%) and 1% chitosan
were prepared. The techniques used to evaluate the
bactericidal effect of the formulations were wells,
disk-plate antibiogram and medium poisoning, in
the latter case, previous and after incubation of the
bacteria. Growth (cm) and weight (g) were eva-
luated. The incubation temperature was 28 °C for
8 days. The results showed that in the technique
of poisoning the medium, prior to seeding the mi-
croorganism, the solution of chitosan and 3% oleic
acid controlled the development of C. michiganen-
sis (0.02g) when compared to the control (0.35 g).
Oleic acid and chitosan when applied in a preventi-
ve manner, decreased the development of C. michi-
ganensis subsp. michiganensis in vitro.

Key words: Phytopathogen, bacterial canker,
NYB, antimicrobial

Los problemas fitosanitarios limitan la produc-
cion de diversos cultivos, debido a que causan dis-
minucioén en el rendimiento de las hortalizas y oca-
sionan pérdidas econémicas importantes. El cancer
bacteriano es causado por Clavibacter michiganen-
sis subsp. michiganensis, la cual causa la muerte
prematura de la planta infectada, se ha reportado
que este fitopatdgeno causa pérdidas hasta del
100% del total de la produccién, afectando prin-
cipalmente al tomate. Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis es una bacteria Gram positiva
cuya caracteristica hace que sea dificil de contro-
lar; es mas frecuente en lugares hiimedos y puede
diseminarse por semilla o tubérculos, ocasionando
la pudricion de tallos y hojas de los cultivos. Ade-
mas inhibe el crecimiento de la planta y con el paso
del tiempo provoca que se marchite a consecuencia
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del bloqueo de los vasos del xilema. Bajo condi-
ciones adecuadas, la planta infectada puede seguir
creciendo hasta producir frutos, los cuales contie-
nen al agente causal de la enfermedad. Los frutos
contaminados muestran como signo una mancha de
color blanco y en el centro un punto de tono café,
razon por la que denomina “ojo de pajaro” (Piza-
no et al., 2016; Borboa et al., 2009; Rueda, et al.,
2009).

Se han utilizado varios métodos para controlar
el crecimiento de C. michiganensis subsp. michiga-
nensis. Los productos a base de cobre (oxicloruro
de cobre, 6xido de cobre) han ayudado a reducir la
velocidad de diseminacion de la enfermedad, sin
embargo se ha limitado su uso por el impacto en el
ambiente. Los antibidticos han sido efectivos, pero
sus elevados costos y baja disponibilidad limitan
su utilizacion. Por tal motivo es necesario explo-
rar nuevas alternativas que no provoquen dafos
ambientales y sean efectivos para controlar la en-
fermedad. Se ha observado que algunos lipidos
obtenidos de materiales vegetales poseen caracte-
risticas antibacterianas, antifingicas y antivirales.
El 4cido oleico, por su consistencia aceitosa, puede
llegar a afectar el medio de desarrollo de bacterias
Gram positivas, haciéndolo hidrofobico y con esto
modificando la humedad externa de la planta o fru-
to, lo que provoca que las bacterias tengan dificul-
tad para desarrollarse (Borboa-Flores et al., 2010).
El quitosano es un producto natural que se obtiene
de la desacetilacion de la quitina, forma parte del
exoesqueleto de los artropodos, insectos y algunos
hongos. Diversas investigaciones han evidenciado
su efectividad en el control de bacterias Gram po-
sitivas (Kim et al., 2011; Hernandez-Ochoa et al.,
2011). Ademas, se ha evidenciado que el quitosano
muestra mayor actividad contra microrganismos
cuando se aplica de manera preventiva (Oviedo
et al., 2011). Se ha reportado que la combinacion
de quitosano y acido oleico reducen hasta el 80%
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incidencia de microrganismos en productos vegeta-
les (Ramos-Garcia et al., 2010). El objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de formulaciones de
acido oleico y quitosano sobre el desarrollo in vitro
de C. michiganensis subsp. michiganensis.

Se formulo una solucion que contenia 50 mL de
acido acético glacial al 1%, 0.15 mL de glicerol,
acido oleico al 1% y 0.5 g de quitosano de bajo
peso molecular. La solucion se coloco en una parri-
lla de agitacion (Hotplane Stirrer, LabTech, Corea)
a 70 °C durante 10 min, y se homogenizé (13,500
rpm). Se repitié el mismo procedimiento para las
concentraciones de acido oleico al 2% y 3%. Cla-
vibacter michiganensis subsp. michiganensis se
incub6 en cajas de Petri con medio NBY ( caldo
nutritivo 0.8%, extracto de levadura 0.2% fosfato
acido de potasio 0.2%, fosfato didcido de potasio
0.5%, agar 1.5%) y posteriormente se mantuvieron
a 28 °C por 72 h antes de ser sometidas a experi-
mentacion. Se utilizo la técnica de pozos, la cual
consistido en hacer cuatro perforaciones en la caja
Petri en donde se colocaron las tres diferentes solu-
ciones (1%, 2% y 3% de acido oleico y quitosano
1%) y el control (acido acético al 1%). La técnica
de antibiograma disco-placa, consistié en colocar
cuatro discos de papel filtro de celulosa con un dia-
metro de 0.7 cm a los cuales se les agregé 1 mL
de las formulaciones antes mencionadas (Picazo y
Prieto, 2016; Guerrero et al., 2017). La técnica de
envenenamiento del medio se realizo antes y des-
pués de la siembra de la bacteria en la caja Petri.
En la aplicacion preventiva se colocaron 20 pL de
las formulaciones (4cido oleico al 1%, 2% 0 3% y
quitosano 1%), sobre la caja con medio NBY. Una
vez colocada la formulacion, se sembro la bacteria
por medio de un estriado. Con respecto a la apli-
cacion posterior del inoculo, se agregaron 20 uL
de las formulaciones sobre la bacteria previamente
inoculada. El control en las dos ultimas metodolo-
gias fue nicamente la cepa en el medio de cultivo
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NBY (Zarate et al., 2018; Guerrero et al., 2017).
Las cajas Petri se incubaron (Thermo Scientific
Heratherm, Alemania) a 28 °C durante 8 dias. En
las técnicas de pozos y antibiograma, se evalu6 el
crecimiento bacteriano (cm) y para las técnicas de
envenenamiento del medio, se evaluo el peso seco
(g). Esto se realizo pesando en una balanza analiti-
ca de precision (Jinghai, Shanghai) la masa bacte-
riana sustraida de los medios de cultivo después del
periodo de incubacion de la bacteria evaluada en
las diferentes formulaciones. Se utilizaron nueve
repeticiones por tratamiento y se realizo un analisis
de varianza con un método de comparacion de me-
dias de Fisher. Se utiliz6 el programa Infostat 2010.

No se observo control de la bacteria en los trata-
mientos evaluados mediante la técnica de pozos y
antibiograma (Figura 1).

En el método envenenamiento del medio previo
a la siembra del indculo, se observaron diferencias
significativas (p< 0.05) entre los tratamientos y el
control. Las formulaciones de acido oleico en las
tres concentraciones y quitosano fueron estadisti-
camente diferentes al control. A pesar que la solu-
cion de acido oleico 3% y quitosano 1%, mostro
un mayor efecto de inhibicion, estadisticamente
fue similar al resto de las formulaciones. El cre-
cimiento de la bacteria fue inverso al aumento en
la concentracion del acido oleico. Se observo que
el crecimiento de la bacteria disminuy6 conforme
aumento la concentracion de acido oleico (Cuadro
1, Figura 2).

En la técnica de envenenamiento del medio
posterior a la siembra del indculo, no se observa-
ron diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
entre los tratamientos evaluados; sin embargo, se
mostraron los valores de peso mas bajos al utili-
zar la formulacion de acido oleico 3% y quitosano
(Cuadro 1, Figura 3).

En la condicion posterior a la siembra del indcu-
lo, las técnicas utilizadas para determinar la inhibicion
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Figura 1. Efecto antimicrobiano de formulaciones de acido oleico en diferentes concentraciones y quitosano sobre el creci-
miento de C. michiganensis subsp. michiganensis incubado a 28 °C, mediante la técnica de pozos (1) y antibiogra-
ma (2): A) acido acético; B) acido oleico 1% y quitosano; C) acido oleico 2% y quitosano; D) acido oleico 3% y

quitosano.

Cuadro 1. Efecto antimicrobiano de formulaciones de quitosano y acido
oleico en diferentes concentraciones sobre el crecimiento in
vitro de C. michiganensis subsp. michiganensis incubada
a 28 °C, durante 8 dias, mediante la técnica de aplicacion di-
recta, previa y posterior a la siembra del inéculo.

Formulaciones

Previa

Aplicacion de la formulacion
Posterior
Peso (g)

Ac. oleico al 1% y quitosano
Ac. oleico al 2% y quitosano
Ac. oleico al 3% y quitosano
Testigo

0.12y + 0.04z a*

0.10v £0.09% a*

0.04 + 0.02 a 0.12+0.14 a
0.02 + 0.01 a 0.08 +0.02 a
035 +0.1 b 0.13+0.11 a

YMedias / “Desviacion estandar / *Letras diferentes indican diferencias esta-
disticas significativas (LSD Fisher, p<0.05).

del crecimiento bacteriano con los tratamientos
evaluados no ejercieron inhibicion. La explica-
cion podria centrarse en que una vez establecido
C. michiganensis subsp. michiganensis produce
exopolisacaridos los cuales favorecen la adhesion
a superficies abidticas y bioldgicas. Ademas, este
tipo de moléculas protegen a la bacteria contra
componentes de defensa de la plantas y ayudan a la
desintoxicacion de fitoalexinas o compuestos toxi-
cos (Gartemann et al., 2003; Rueda et al., 2010).
En la técnica de envenenamiento del medio pre-
vio a la siembra del inoculo, el acido oleico en sus
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tres concentraciones con el quitosano 1%, mostro
un efecto inhibitorio en el crecimiento de C. michi-
ganensis subsp. michiganensis. Ademas, se obser-
v6 que a medida que aumenté la concentracion de
acido oleico, disminuy6 el desarrollo de la bacteria,
esto concuerda con lo reportado por Barboa et al.
(2010), quienes demostraron que los lipidos, por su
consistencia aceitosa, pueden afectar el desarrollo
de C. michiganensis subsp. michiganensis, hacién-
dolo hidrofobico, y con esto modificando la hume-
dad externa del area donde se desarrolla la bacteria,
por lo tanto se dificulta su establecimiento. Se ha
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Figura 2. Efecto antimicrobiano de las formulaciones de acido oleico en diferentes concentraciones y quitosano sobre el
crecimiento de C. michiganensis subsp. michiganensis incubado a 28 °C durante 8 dias, mediante la técnica de
envenenamiento del medio previo a la siembra del indculo; A) acido oleico 1% y quitosano; B) acido oleico 2% y
quitosano; C) acido oleico 3% y quitosano; D)Testigo.

Figura 3. Efecto antimicrobiano de las formulaciones de quitosano y acido oleico en diferentes concentraciones sobre el
crecimiento de C. michiganensis subsp. michiganensis incubado a 28 °C durante 8 dias, mediante la técnica de
envenenamiento de medio posterior a la siembra del inéculo; A) acido oleico 1% y quitosano; B) acido oleico 2%
y quitosano; C) acido oleico 3% y quitosano; D) Testigo.

documentado que los acidos grasos libres (entre
ellos el acido oleico) presentan efecto bacterici-
da contra bacterias gram positivas. En un estudio
realizado por Chao-Tsuan ef al. (2011) mostraron
que concentraciones de acido oleico por arriba de
3.125 p mL"! evitan el desarrollo de Staphylococ-
cus aureus (3.5 log,, CFUmL™"); el 4cido oleico re-
duce el desarrollo de la bacteria porque causa dafio
a la pared celular al separar los compartimientos
citoplasmaticos.

En conclusion, se observo en esta investiga-
cion que las formulaciones de acido oleico en las
tres concentraciones (1, 2 'y 3 %) evaluadas con el
quitosano al 1%, disminuyeron el desarrollo de C.
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michiganensis subsp. michiganensis, unicamente
cuando se aplicé de manera previa a la inoculacion
de la bacteria.
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