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RESUMEN

Actualmente el jitomate es la hortaliza de mayor relevancia en México debido a la gran
derrama econdmica que representa para los productores y comercializadores. Sin
embargo, este cultivo se ve altamente afectado por el actinomiceto Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). Hasta nuestro conocimiento no existen
tratamientos que sean efectivos, ni cultivares comerciales resistentes. Razon por la
cual surge la necesidad de explorar y validar alternativas sustentables para la
produccion de jitomate. Basados en diversas investigaciones se propusieron como
posible solucién contra Cmm seis compuestos derivados de naftoquinona y el aceite
esencial y extracto etanolico de Melissa officinalis, los cuales se evaluaron mediante

pruebas in vitro.

Los estudios in vitro mostraron que tanto los compuestos sintetizados, excepto AF1, al
igual que el extracto etandlico y aceite esencial de Melissa officinalis tienen actividad

inhibitoria contra Cmm.

Palabras clave: naftoquinonas, Melissa officinalis, aceite esencial, extracto etandlico,

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
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ABSTRACT

Nowadays tomato is the most relevant vegetable in Mexico due to the great economic
impact it represents for producers and marketers. However, this crop is highly affected
by the actinomycete Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). To our
knowledge, there are no effective treatments or resistant commercial cultivars. Reason
why the need arises to explore and validate sustainable alternatives for tomato
production. Based on various investigations, six compounds derived from
naphthoquinone and the essential oil and ethanolic extract of Melissa officinalis were
proposed as a possible solution against Cmm, which were evaluated through in vitro

tests.

In vitro studies showed that both the synthesized compounds, except AF1, as well as
the ethanolic extract and essential oil of Melissa officinalis, have inhibitory activity
against Cmm.

Keywords: naphtoquinones, Melissa officinalis, essential oil, ethanolic extract,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
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1. INTRODUCCION

En México, una de las actividades econ6micas mas importantes es la agricultura, ya
que de esta depende la seguridad alimentaria de millones de personas. De acuerdo
con el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), alrededor del 13%
de la superficie territorial es utilizada para alguna actividad agricola, cosechando un
volumen de 268.4 millones de toneladas (SIAP, 2022).

Las principales hortalizas cultivadas son chile (149,602.30 ha), maiz (7,310,675.75 ha),
papa (61,292.51 ha), cebolla (48.124.38 ha), tomate rojo (48,413.83 ha) y tomate de
cascara (40,856.00 ha) (SIAP, 2022).

Actualmente México es de los principales productores y exportadores a nivel mundial
de tomate rojo o jitomate con una produccién de alrededor de 3,079 mil toneladas
promedio al afio, entre los afios 2011 y 2020 este hecho posiciond a nuestro pais como
el principal productor agropecuario de exportacion de jitomate a EUA y le da la novena
posicion como productor a nivel mundial, tras un maximo histérico de produccion de
3,370,827 toneladas (SIAP, 2021).

No obstante, existen factores como las enfermedades fitopatégenas que afectan en
gran medida la produccion, volviendo muy dificil mantener los rendimientos de esta, lo

gue trae como consecuencia un mercado variable e insostenible.

Uno de los fitopatogenos que mas afectan los cultivos de jitomate rojo es el
actinomiceto Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), causante de la
enfermedad conocida como cancer bacteriano del jitomate. Esta enfermedad
fitopatdgena limita la produccion de jitomate a nivel nacional e internacional desde

hace varios afios (Guerrero et al., 2017).

El cancer del jitomate es una enfermedad agricola cuya principal forma de
diseminacién es a través de semillas infectadas y por inadecuadas practicas en el

manejo del cultivo y su recolecta; principalmente en proceso del corte del fruto.
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Una vez identificada una cosecha infectada, esta es sujeta a cuarentena internacional
por parte de la Union Europea (OEPP/EPPO, 2016), Estados Unidos de América
(Mansfield et al., 2012) y México (NOM-007-FITO-1995). Debido a su alta capacidad
de diseminacion de esta enfermedad, la quema de la cosecha en ocasiones es la Unica
opcion para poder controlarla, o que ocasiona grandes pérdidas econdmicas.

Hasta nuestro conocimiento no existen tratamientos que sean efectivos, ni cultivares
comerciales resistentes a Clavibacter. Las principales medidas preventivas para
disminuir la incidencia de la enfermedad incluyen: aplicaciones extensivas de
antibidticos estreptomicina y CuSOs4 (con los riesgos ambientales inherentes),
practicas culturales entre los operarios, la desinfeccion de materiales y equipos, asi
como el uso de semillas certificadas y plantula sana (Sandoval, 2004), estos ultimos

representan insumos de alto costo.

Cabe mencionar que la resistencia a ciertos agentes antimicrobianos es ampliamente
reconocida, esto se debe al uso indiscriminado y la ausencia de conocimiento sobre
los mecanismos de accion de estos compuestos de acuerdo con la naturaleza
biol6gica de la bacteria. En este contexto y a pesar de los métodos de prevencion y
control existentes, el riesgo de una infeccién posterior por Cmm es permanente. Es
por ello, que surge la necesidad de explorar y validar alternativas sustentables para la
produccion de jitomate que permitan: a) la reduccion/sustitucion de agroquimicos, b)
la promocion y salvaguarda de la salud de trabajadores y consumidores, c) el
incremento en la productividad de los cultivos y d) la restauracion/rehabilitacion de

suelos y ecosistemas.

En este sentido el uso de extractos vegetales y microbianos para el manejo de
fitopatbgenos representa una alternativa para las estrategias de manejo

agroecolaogico.

Por otra parte, las naftoquinonas son compuestos que han mostrado diversas
actividades biologicas, entre ellas antiviral, antifangica, antibacteriana, e incluso

anticancerigena, actividades que se suelen potencializar al adicionarse a otras
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moléculas (Lopez et al., 2014). En particular, los derivados aminados incrementan la
actividad biologica y disminuyen los efectos téxicos en humanos, debido a la
modulacion de sus propiedades redox (Leyva et al., 2017). Sin embargo, tanto para
las naftoquinonas naturales como los derivados sintéticos no se ha reportado su accion
contra el fitopatbgeno Cmm, representando un nicho de oportunidad de estudio.
Debido a que estos compuestos se encuentran presentes en plantas como nogal,
cedro, plumbago, ébano, tronadora, entre otras, es posible que su uso como

tratamiento resulte menos dafiino que utilizar los agroquimicos convencionales.

Existen diversas plantas que hoy en dia son empleadas en la medicina tradicional para
tratar diversos malestares y enfermedades, como lo es Melissa offcinalis (MO),
también conocida como: la melisa, toronjil, limoncillo, hoja de limén, menta melisa,
entre otros. Esta planta se destaca por su actividad como sedante, antihipertensivo,
anti-alzheimer, antipirético, antiespasmadico, asi como también se encuentran usos
en tratamientos contra la tos, asma, bronquitis y diversos malestares del sistema

gastrointestinal y nervioso (Shakeri et al., 2016).

La actividad antimicrobiana de esta especie es bien reconocida, ya que se ha aplicado
en heridas infecciosas, ulceras, llagas en la boca, dolor de garganta, herpes, rabia y
diversas infecciones parasitarias (Shakeri et al., 2016; Wolbling & Leonhardt, 1994).
Se ha demostrado que la actividad antibacteriana, antihistaminica y antifingica se
debe a componentes como geranial, neral, (E) -anetol, (E) -cariofileno y citronelal

presentes en el aceite esencial de Melissa officinalis.

Debido a sus propiedades y que tanto los compuestos derivados de naftoquinona
como la planta Melissa officinalis no han sido estudiados contra bacterias
fitopatogenas como es Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)
realizar el estudio de su actividad antibacteriana contra Cmm generara una posible

solucién de un problema importante en la agricultura.
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2. ANTECEDENTES

2.1.Jitomate (Lycopersicun esculentum L)

El jitomate (Lycopersicum esculentum L) (Figura 1A) es una planta herbacea de tallo
largo y grueso. Tiene un sistema radicular axonomorfo profundo y poco ramificado. El
tallo principal estad formado de tallos secundarios compuestos de epidermis con pelos
glandulares, corteza, cilindro vascular y tejido medular, por lo cual la planta no se

sostiene por si sola y es necesario sostenerla mediante tutores.

Figura 1. Lycopersicum esculentum L. A) Planta de jitomate y B) Fruto de
jitomate

El producto (Figura 1B) es considerado la hortaliza nimero uno y es una baya bilocular,
subesférica globosa muy colorida, con tonos que van del amarillento al rojo debido a
la presencia de los pigmentos como licopeno y caroteno. Posee un sabor ligeramente
acido. (SIAP, 2021).
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2.1.1. Generalidades y relevancia del cultivo de jitomate

Cada vez es mayor la demanda agroalimentaria a nivel mundial, esta hortaliza es
fundamental en la dieta en nuestro pais y su consumo per cépita ha ido al alza durante
los dltimos afios. China es el principal productor y consumidor mundial. En México es
la hortaliza de mayor produccion con una produccion promedio de 3 millones 371 mil
toneladas, obteniendo la novena posicion como productor mundial con 3 millones 442
mil toneladas en 2019 (SIAP, 2021).

En 2020, los principales productores fueron Sinaloa (684,333 ton), San Luis Potosi
(380,175 ton) y Michoacan (248,499 ton). De las hortalizas que México exporta, el
jitomate es la de mayor relevancia debido a la derrama econdmica que representa para
los agricultores y comercializadores por una venta de poco mas de 1 millbn 650

toneladas por afno, siendo Estados Unidos el principal cliente (SIAP, 2021).

2.1.2. Fitopatégenos que afectan al jitomate

Una de las razones por las que la produccion de jitomate se ha visto mermada es

debido a las enfermedades ocasionadas por diversos fitopatbgenos como:

Hongos. Existen diversas especies de hongos entre las que encontramos: Alternaria,
Cladosporium y Stemphyliuym, los cuales generan manchas foliares que pueden llegar
hasta defoliacion. Phytophthora infestans y Alternaria solani son causantes de los
tizones foliares y posible muerte rapida del follaje de la planta. Botrytis cinerea (moho
gris o pudricidn gris) es un patdégeno estimulado por la humedad y genera muerte del
tejido foliar (Sandoval, 2004).

Virus. Los virus que se ha encontrado que afectan al jitomate son: Tomato Mosaic
tobamovirus (ToMV), Tobacco Mosaic tobamovirus (TMV), Potato X potexvirus (PVX),
Potato Y potexvirus (PVY), Cucumber Mosaic bromovirus (CMV), Alfalfa Mosaic
bromovirus (AMV), Tomato spotted bonyavirus (TSWV) y Pepino dulce Mosaic
potexvirus (PepMV). Los sintomas son variables, desde cambios en coloracién normal

Antecedentes




de los foliolos (mosaicos, moteados, clorosis, negrosis) y frutos, a alteraciones en el
crecimiento (enanismo, acortamiento de entrenudos, filimorfismo, aborto de flores y
frutos) (Sandoval, 2004).

Bacterias. Entre las principales bacterias que afectan al jitomate estan Pseudomonas
syringae pv. Tomato, Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria y Clavibacter
michiganensis subsp. Michiganensis, las cuales son causantes de la peca y mancha
bacteriana del tomate. La bacteria que mas afecta los cultivos de jitomate es
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis por lo que se mencionard mas a

detalle en siguiente subtema (Sandoval, 2014).

2.2.Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)

Esta bacteria es un bacilo Gram positivo, aerébico, no mdvil. En agar nutritivo
desarrolla colonias con consistencia mucoide y colores que van desde el color amarillo
claro hasta el naranja y tiene una temperatura 6ptima de crecimiento in vitro de 25 a
28°C (Borboa et al, 2009).

2.2.1. Ciclo de vidade Cmm

La Figura 2 muestra las principales fuentes de contaminacion con Clavibacter.
Semillas provenientes de frutos infectados y los restos de plantas infectadas. El vector
primario a largas distancias es la semilla (Sen et al, 2015). La subsecuente
diseminacién o infeccién secundaria ocurre a través de practicas culturales como:
poda, recorte, injertos, contacto entre plantas infectadas y sanas, lluvia, salpicaduras,
riego, preparacion y aplicacion de soluciones nutritivas. Las infecciones secundarias
se dan a través de estomas, hidatodos, raices y tejidos dafiados (Chang et al, 1991).
Una vez que se infecta la planta, Cmm invade los vasos del xilema y a través de estos
se desplaza sistematicamente por todo el huésped. Cuando las infecciones ocurren en

plantas maduras, pueden ser asintomaticas (Sharabani et al, 2013). No obstante,
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siguen siendo fuente de infeccidén ya que los restos de estas plantas seran una fuente

de in6éculo para los proximos cultivos.

Infeccién a través de heridas en planta
(raices, tallos y hojas)

Supervivencia en restos vegetales

>
v

,(\ Planta infectada con Cmm
7 AS
a J l '

Marchitamiento de plantas

A
Diseminacién por malas préacticas en la agricultura

Figura 2. Ciclo de vidade Cmm

2.2.2. Cancer bacteriano

También conocido como “ojo de p&jaro”, chancro o cancro bacteriano, es una
enfermedad causada por la bacteria Cmm. Es la enfermedad bacteriana mas
importante para los cultivos de jitomate (Mansfield et al, 2012). En especial para los
cultivos en invernadero ya que aqui es donde la diseminacion mecéanica por practicas

culturales favorece la rapida dispersion de la bacteria.

Durante la primera etapa de la enfermedad se puede apreciar el marchitamiento
unilateral de los foliolos y las hojas (Figura 3-A), en la siguiente etapa comienza la
aparicion de los chancros en los tallos y peciolos (Figura 3-B y C). Las caracteristicas
manchas de “ojo de pajaro” aparecen en los frutos en formas redondas oscuras y

rodeadas de halos blancos. Otro de los sintomas es la necrosis interna o “decoloracion
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del tallo” (Figura 3-D y E). Finalmente, cuando la enfermedad esta muy avanzada, toda

la planta se marchita y muere (Figura 3-F y G) (Sen et al, 2015).

Figura 3. Sintomatologia de la enfermedad del cancer bacteriano en
jitomate. Imagen adaptada de Sen et al, 2015.

2.2.3. Deteccion y tratamientos

Es importante mencionar que el problema comienza con la deteccion, ya que
tradicionalmente solo se acude a la observacion por parte del técnico o el mismo
productor, lo cual resulta poco viable ya que diferentes patdgenos generan la misma
sintomatologia e incluso se confunde con deficiencias o excesos de algun nutriente
(Borboa et al, 2009). Mientras tanto la sintomatologia avanza y el agricultor no maneja
de manera eficiente la enfermedad y termina teniendo pérdidas econdémicas. De lo
anterior podemos concluir que el diagnostico correcto y oportuno del agente causal del
problema es punto critico para el manejo adecuado de enfermedades (Sandoval,
2004). Lo mas recomendable es hacer uso técnicas microbioldgicas, bioquimicas y

moleculares para un diagndstico preciso (Barnes, 1994).
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Actualmente no se puede decir que exista un tratamiento eficiente contra Cmm, en la
mayoria de los casos lo que se hace es a manera de medida preventiva. Como medida
fundamental para el control de Cmm es asegurarse de la calidad fitosanitaria de la
semilla que se vaya a emplear, ya que esta es una de las principales fuentes de
in6culo. En caso de no tener certeza de la calidad de la semilla se puede desinfectar
sumergiéndola en hipoclorito de sodio [NaCIlO] al 1% durante 20 o 25 minutos, también

se puede dar tratamiento por 30 minutos en agua caliente (56°C) (Sandoval, 2004).

Otra medida fundamental, de acuerdo con Sandoval, es el cuidado en las practicas

culturales, como:

Desinfeccion del sitio._Esto se realiza en el caso de invernaderos o lugares cerrados,
antes de iniciar un cultivo se debe desinfectar con hipoclorito de sodio al 2%, la

estructura o cualquier area que pueda ser reservorio de la bacteria.

Higiene dentro del cultivo. Desinfeccion de herramientas, manos y utensilios de
trabajo con lejia al 1%. Se recomienda al final de cada hilera tener un recipiente con
una solucién de este compuesto para que los operarios introduzcan manos y utensilios

empleados.

Eliminacién de restos vegetales. Si se ha cultivado jitomate en el mismo sitio y la
enfermedad se ha presentado, como medida de prevencion se debera eliminar todos
los restos del cultivo y quemarlos ya que estos son otra fuente principal de indculo para

el nuevo cultivo.

Desinfeccion si se trabajo en otro sitio. Para evitar que la bacteria se introducida
desde otra siembra, si el operario estuvo trabajando en otros cultivos de jitomate
debera desinfectar manos y de preferencia se recomienda cambiar su ropa de trabajo

antes de iniciar cualquier labor.

Control quimico. Se emplea de manera preventiva aplicar productos cupricos como
oxicloruro de cobre [Cuz2(OH)sCl], éxido de cobre [CuO] o hidroxido de cobre [Cu(OH)z]
y sulfato de cobre [CuSO4]. Y si la enfermedad se ha establecido, estos compuestos

ayudan a reducir la velocidad de diseminacion de la enfermedad (Sandoval, 2004;
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Fernandez et al, 2003). No obstante, se ha estado limitando el uso de estas sustancias

debido al impacto que pueden tener en el ambiente (Fernandez et al, 2003).

Antibidticos. Se han empleado como oxitetraciclina y estreptomicina, este ultimo
empleado en los cultivos de jitomate. Sin embargo, su uso se ha puesto en debate por
diversas organizaciones debido a que podrian tener un efecto en el aumento y
persistencia de los genes de resistencia en otras bacterias patdgenas que afectan

animales y humanos (McManus, 1999).

Como podemos apreciar ninguna de estas medidas es eficiente y todas incluyen una
contraparte negativa, por lo tanto, es de suma importancia la basqueda de nuevas

alternativas de control que a su vez produzcan un menor impacto ambiental.
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2.3.Naftoquinonas

Las naftoquinonas son compuestos quimicos del tipo a,B-insaturados, se conforman
por un anillo de naftaleno (cuya estructura consiste en dos anillos aromaticos
fusionados que comparten un par de atomos de carbono) y dos grupos carbonilo en
uno de los anillos (Figura 4), los cuales pueden encontrarse en las posiciones 1,4 en

el caso de compuestos lineales y 1,2 o 1,3 en angulares (Cantu et al, 2012) .

@]

0]
Figura 4. Estructura de la 1,4-Naftoquinona

Las naftoquinonas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y se han
encontrado en hongos, bacterias, artropodos, plantas, arboles e incluso en algunos

animales (Leyva et al, 2017).

2.3.1. Actividad bioldgica de las naftoquinonas

La relevancia de las naftoquinonas proviene de la actividad biolégica que estas
presentan como antimalarica (Prescott, 1969), antitumoral (Xia et al, 2001), fungicida
(Tandon et al, 2004), anticancerigena (Afrasiabi et al, 2004), antiviral (Monreal, 2020),
entre otras. Razon por la que son de los principales grupos de compuestos que se

encuentran en etapas de investigacion tanto preclinica como clinica.

Se ha encontrado que la actividad bioldgica que presentan las naftoquinonas se debe
a las propiedades acido-base de Lewis, asi como su capacidad redox de aceptar hasta

dos electrones para formar el radical anion o dianion correspondiente (Figura 5).
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Dichas propiedades se ven influenciadas por los grupos presentes en los anillos de la
naftoquinona o por la adicidon de otros nucleos con actividad farmacoldgica (Lopez et
al, 2011). En su forma de radiacal anion o dianibn es como pueden unirse a iones

metalicos, formando complejos de coordinacion (Leyva et al, 2017).

Qumona Sem|qumona dlanlon H |droqumona

Figura 5. Mecanismo del par redox quinona/hidroquinona

2.3.2. Actividad antibacteriana de las naftoquinonas

Andrade y colaboradores (2011) sintetizaron derivados 2-(amino)-1,4-naftiquinona y
probaron su actividad antibacteriana contra una cepa gram negativa (Proteus sp.) y
una gram positiva (Enterococcus faecalis), encontrando que los compuestos si
presentan actividad antibacteriana, siendo el compuesto 2-bencilamina-1,4-
naftoquinona el que presentd los mejores resultados con una concentracion minima
inhibitoria (CMI) de 22.55pg/mL y 31.5ug/mL para Proteus sp. y E. faecalis,

respectivamente.

Se ha reportado que desde el siglo XVI la planta carnivora Drosera sp. ha tenido uso
medicinal como antitusivo para diversas enfermades respiratorias, incluyendo a la
tuberculosis. Uno de los compuestos principales en los extractos de Drosera es la
plumbagina, la cual pertenece a la familia de las naftoquinonas (Figura 6). Diversos
extractos de diferentes especies de Drosera han sido probados como antibacterianos

mostrando actividad contra Staphylococcus aureus (Ferreira et al, 2004).

Antecedentes
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Figura 6. Estructura quimica de la plumbagina

En un estudio realizado por Rodriguez y colaboradores derivados de 1,4-naftoquinona
mostraron actividad como inhibidores del crecimiento bacteriano de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923 y AC 1644), Klebsiella pneumoniae (AC 1648 y 1478),
Escherichia coli (ATCC 25922 y AC 1015) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
mientras que la 1,4-naftoquinona mostré el mayor espectro de accidén antibacteriana
frente a 11 cepas ensayadas y la mejor actividad fue contra Escherichia coli (ATCC
25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923 y AC1644). Lo cual demuestra que

existe una correlacion estructura-actividad (Rodriguez et al, 2007).

Se sabe que diversos sustituyentes en las naftoquinonas pueden modificar las
propiedades electronicas y potencializar la actividad biolégica. Lo cual fue demostrado
por Lopez y colaboradores (2022) en un estudio donde se sintetizaron 13 derivados de
1,4-naftoquinona con amino&cidos, los cuales fueron probados contra cepas ATCC de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, y Enterococcus
faecalis, y dos cepas clinicas aisladas resistentes a multiples farmacos, Escherichia
coli y Staphylococcus aureus, encontrando que los derivados aminoéacido 1,4-
naftoquinona tiene buena actividad antibacteriana in vitro contra todas las cepas
probadas, ademas determinaron que los compuestos que contenian cloro en su

estructura (Figura 7) mostraron mayor eficacia contra los patdgenos.
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Figura 7. Estructura quimica de un derivado aminoacido 1,4-naftoquinona sustituido con CI.

La henna proviene de la planta Lawsonia inermis L. y es un colorante ampliamente
empleado alrededor del mundo. Se ha probado que extractos de las hojas de Lawsonia
inermis L tienen actividad antimicrobiana, la cual es atribuida a la lawsona (Figura 8),
una naftoquinona presente en esta planta. Ademas, se ha demostrado que estas
presentan potencial actividad antimicrobiana contra bacterias que afectan los
alimentos como son Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica,

Shigella sonnei, Staphylococcus epidermidis, y S. intermed (Yang & Lee, 2015).

OH
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Figura 8. Estructura de la Lawsona
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2.4.Melissa officinalis

Melissa officinalis (Figura 9) conocida comunmente como balsamo de limon, toronjil,
limoncillo, la melisa, hoja de limén, menta melisa, por mencionar algunos, es
perteneciente a la familia Lamiaceae y proveniente del sur de Europa, la Region
Mediterranea y el oeste de Asia (Meftahizade et al., 2010). Es una planta medicinal
ampliamente utilizada por sus diversos usos, entre ellos como repelente de mosquitos,
saborizante (por su agradable aroma a limén relacionado con menta) (Ashori et al.,
2011), para aliviar padecimientos como dolores de cabeza, trastornos
gastrointestinales, nerviosismo y traumatismo (Rabbani et al., 2016), e incluso se ha

encontrado que pueden tener actividad anticancerigena (Risco et al., 2017).

Figura 9. Planta Melissa officinalis

Se ha reportado que el extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis presenta
buena actividad antioxidante y antiviral las cuales se atribuyen a la presencia de
compuestos fendlicos como la cafeina el cual es uno de los componentes mas

abundantes (Stanojevic’ et al., 2010).

Antecedentes



2.4.1. Actividad antibacteriana de Melissa officinalis

Diversos estudios han demostrado el potencial de Melissa officinalis (MO) como
agente antibacteriano. Rabbani y colaboradores (2016) probaron extractos
hidroalcohdlicos de MO contra bacterias que generan infecciones en quemaduras,
donde se encontré que tuvieron buena actividad antibacteriana contra S. aureus y la
regular contra K. pneumoniae. Por otra parte, se realizaron estudios para investigar el
uso potencial de extractos de MO en etanol, agua y acetato de etilo en la industria
alimenticia como antibacterianos y su sinergia con los conservadores como nitrito
sodico y sorbato potasico sobre bacterias que afectan los alimentos. Donde la actividad
bacteriana mas fuerte se report6 en los extractos etandlicos y la mejor sinergia fue con
el nitrito de sodio contra B. subtilis y B. mycoides (Stanojevic’ et al., 2010). Naghsh y
colaboradores (2013) realizaron un estudio empleando tanto el extracto etandlico como
el aceite esencial de MO contra E. coli, los resultados mostraron que el extracto no
presento actividad antibacteriana, mientras que el aceite esencial si present6 actividad,

incluso tuvo mayor inhibicién que algunos antibidticos.

Se ha encontrado que la actividad farmacéutica y medicinal de la planta se debe
principalmente a los aldehidos monoterpenoides como geranial, neral, (E)-anetol, (E)-
cariofileno y citronelal (Sharopov et al., 2013; Allahverdiyev et al., 2003).

Antecedentes



3. JUSTIFICACION

La produccion y el consumo mundial de jitomate, asi como el consumo promedio per
capita, registran tendencia al alza durante la década reciente. China es el mas
importante productor y consumidor mundial, mientras que Estados Unidos es el
principal importador, en este contexto Meéxico se posiciona como el principal
exportador de esta hortaliza hacia EUA. Durante la uUltima década, el valor de las
exportaciones mexicanas crecid a una tasa promedio anual de 5.5%, mientras que el
volumen lo hizo a una tasa promedio anual de 4.5%, para ubicarse en un maximo

histérico de 1.6 millones de toneladas.

En general, la productividad del jitomate por unidad de superficie continia creciendo.
Sin embargo, los rendimientos varian en funcion de las tecnologias empleadas, desde
el cultivo a campo abierto, hasta la produccion en invernaderos altamente tecnificados
con sistemas automatizados de riego, nutricion y control fitosanitario. En el 2016, mas
del 50% de la produccion nacional de jitomate se concentrd en seis entidades: Sinaloa,

San Luis Potosi, Michoacan, Jalisco, Baja California y Zacatecas.

Los precios del jitomate en el mercado nacional difieren de acuerdo con el tipo de
producto (cultivado a campo abierto o invernadero, organico) y de la variedad
(saladette, bola y cherry), principalmente. La estacionalidad de la produccion, el flujo
de las exportaciones, asi como posibles afectaciones al cultivo por fenbmenos
meteorologicos o sanitarios, son factores que repercuten de manera importante en la
disponibilidad y el comportamiento de los precios de esta hortaliza en el mercado

nacional e internacional.

Adicionalmente, la produccion de tomate en México se ha visto limitada por la
abundancia de enfermedades, entre ellas el cdncer bacteriano del jitomate producido
por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, una enfermedad cuarentenaria
en EUA, México y Europa. En los estados de San Luis Potosi, Baja California, Estado
de México, Michoacan, Guanajuato, Sinaloa, Morelos, Zacatecas se han reportado

desde hace varios afios grandes pérdidas en la produccion ocasionadas por cancer

Justificacion




bacteriano. Si esta situacién no es atendida puede comprometer en el mediano plazo
la actual posicion privilegiada de México, como principal proveedor de tomate a EUA.
La enfermedad es devastadora y una vez que se ha establecido plenamente, el cultivo
gueda vulnerable al ataque de otros patdgenos. La bacteria es viable en suelo cuando
Se asocia a restos vegetales, por lo que esta presente en diferentes ciclos agricolas.
La posibilidad del control quimico, con compuestos derivados de cobre y antibioticos
de amplio espectro, no es efectivo y causa estragos en el medio ambiente, en la salud
de los trabajadores, en las comunidades de organismos benéficos, e incluso puede

afectar el desarrollo y productividad de las plantas.

Por esta razon, la principal medida preventiva recae en practicas culturales, sin
embargo, no reduce el riesgo de infecciones posteriores. De aqui, surge la necesidad
de validar alternativas sustentables para el tratamiento de dicha enfermedad y que la
produccion de jitomate pueda seguir asegurando la posicion privilegiada del sector

productivo mexicano en el mercado internacional.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general

Determinar la actividad antimicrobiana de seis compuestos derivados de naftoquinona,
aceite esencial y extracto etanolico de Melissa officinalis, contra el actinomiceto
Clavibacter michiganensis Subsp. michiganensis, en plantas de jitomate Lycopersicum

esculentum L.
4.2.0bjetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar seis derivados de naftoquinona.

¢ Recolectar material vegetal de Melissa officinalis.

e Obtener extracto etandlico y aceite esencial de Melissa officinalis.

e Determinar la patogenicidad de la bacteria Clavibacter michiganensis Subsp.
michiganensis.

e Determinar la actividad antibacteriana de los compuestos, extracto y aceite

esencial mediante el método de difusion en pozo.

Objetivos



5. HIPOTESIS

Los compuestos derivados de naftoquinona, el aceite esencial y extracto etandlico de
Melissa officinalis presentan actividad antimicrobiana contra la bacteria Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis (Cmm).

Hipotesis



. CONCLUSIONES

* La cepa de Cmm utlizada en el estudio conservaba su viabilidad y
fitopatogenicidad ya que generd la enfermedad en las plantas inoculadas
llegando a marchitarla e incluso morir, lo que evidencia la importancia de

encontrar soluciones a este problema que afecta la agricultura de nuestro pais.

* Los estudios in vitro muestran que tanto los compuestos sintetizados, excepto
AF1, al igual que el extracto etandlico y aceite esencial de Melissa officinalis

tienen actividad inhibitoria contra Cmm.

* De los compuestos sintetizados el que presentd mejor actividad inhibitoria
contra Cmm fue el AA2 a 1000 pg/mL con 46.02% de inhibicion.

* La comparacién de los resultados de los compuestos sintetizados indica que la
presencia de aminoacidos mejora la actividad antibacteriana contra Cmm. Asi
como la presencia del halogeno en la 1,4-naftoquinona presenta mejor
actividad, lo cual también fue observado en el trabajo de Rivera-Avalos y
colaboradores (2019).

»+ ElI aminoacido con mejor actividad antibacteriana fue asparagina, en
comparacion con fenilalanina, lo cual coincide con el estudio in vitro por
Janeczko y colaboradores (2016), donde fenilalanina fue uno de los

aminoacidos con menor actividad antibacteriana.

« En investigaciones previas ya se habia probado la actividad antibacteriana de
extractos y el aceite esencial de Melissa officinalis contra otras bacterias
patdbgenas humanas, sin embargo, no contra bacterias fitopatdgenas. Esta
investigacion confirma la actividad antibacteriana de MO contra la bacteria
fitopatbgena Cmm, lo cual contribuye de manera significativa a los efectos

biologicos de la especie.
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De los estudios con la planta se concluye que la mejor metodologia para la
obtencion del aceite esencial fue la hidrodestilacion asistida por microondas.
Sobre su efecto antimicrobiano, fue el aceite esencial fue el que presenté mayor
actividad inhibitoria contra Cmm, con una inhibicién del 39.45% comparada con
el extracto etandlico que tuvo 28.70% de inhibicion a una concentracién de 20

mg/mL.

Respecto a los extractos etandlicos de MO se encontrd también que la actividad
antibacteriana aumenta a una mayor concentracion, lo cual coincide con el
estudio de Rabbani y colaboradores (2016), donde a 25mg/mL se obtiene un

mayor halo de inhibicion.

De los 6 tratamientos estudiados se infiere que el aceite esencial o el compuesto
AA2 a 1000 pug/mL son alternativas para generar una solucion al problema del
cancer bacteriano en los cultivos de jitomate, ya que presentan un halo de
inhibicion mayor al reportado para antibiéticos como estreptomicina y acido
nalidixico, empleados actualmente (Borboa, 2010). El aceite esencial al ser
obtenido de la planta de Melissa officinalis puede presentar una alternativa para
el tratamiento, por otro lado, el compuesto AA2 pudiera no presentar
fitotoxicidad debido a que en un estudio anterior (Monreal, 2020) el derivado de
naftoquinona con metionina fue estudiado en cultivos de tomate verde y las
plantas no presentaron sefiales de dafo, aunque es necesario realizar estudios

posteriores para confirmar la seguridad de estos tratamientos contra Cmm.

La alta fitopatogenicidad de Cmm resultd ser una de las limitantes para el
presente trabajo, ya que matd el cultivo establecido y debido al tiempo que
requiere el manejo los residuos y la desinfeccion del invernadero, fue imposible

volver a establecer el cultivo para realizar pruebas in vivo.
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7. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

v' Realizar un estudio en invernadero para garantizar la efectividad de los mejores
tratamientos en la planta infectada.

v" Hacer un estudio de la fitotoxicidad de los tratamientos, asi como verificar su
permanencia en el fruto o en el sustrato, y garantizar el uso seguro de estos
tratamientos.

v' Determinar si la actividad del extracto etanélico y el aceite esencial de MO es
bacteriostatica o bactericida.

v" Probar otros derivados de 1,4-naftoquinona aminoacidos.

v' Determinar la composicion del aceite esencial y los extractos etandlicos, para
poder determinar cuéles son los metabolitos secundarios que presentan

actividad antibacteriana.

Perspectivas del proyecto
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9.2.Perfil fitoquimico de los extractos acuosos de Melissa

officinalis
Metabolito Decoccién ‘ Infusion
Carbohidratos + +
Azucares reductores - +

Nafto/antraquinonas

Flavonoides + (F, Fly A) +(FyA)

Esteroides y/o triterpenoides libres

Leucoantocianinas - -

Taninos + +

Saponinas/saponinas triterpenicas + +

5-hidroxiflavonas - -

Cumarinas + +

Lactonas sesquiterpénicas

T
1

+ Presente Flavonas, A=Antocianinas, Ch_=Chalconas,

I=Isoflavonas y FI=Flavonoles
- No detectado
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9.3.Glosario

Antitusivo. Farmacos utilizados habitualmente para el tratamiento de la tos y otros
sintomas a menudo asociados al resfriado o la gripe, como el exceso de mucosidad o

la congestion.

Artropodos. Conjunto de animales invertebrados de organizacion compleja, provistos
de un esqueleto externo, cuerpos segmentados y patas articuladas. Por ejemplo: los

insectos, aracnidos, crustaceos y miriapodos, entre otros.

Axonomorfo. Raices que estan formadas por una raiz principal mas gruesa y otras

gue salen de la principal mas delgadas.

Baya bilocular. Fruto que contiene dos loculos, los cuéles son las cavidades donde

se alojan las semillas.

Defoliacion. Caida prematura de las hojas de los arboles y plantas, producida por

enfermedad, contaminacion ambiental o accion humana.

Entrenudos. Parte del tallo de la planta comprendida entre dos nudos, los cuales son
el lugar donde se insertan las hojas y las ramas laterales.

Estomas. Son poros o aberturas regulables del tejido epidérmico de las plantas que
estan formados por células oclusivas, es decir, células epidérmicas que provocan que

estos poros en cuestion se abran o cierren.
Filimorfismo. Deformaciones en las hojas de la planta.

Foliolos. cada una de las piezas separadas en que a veces se encuentra dividido el
limbo de una hoja, el cual es ldmina que comunmente forma parte de la anatomia de

una hoja.

Fitopatdgeno. Microorganismo, que genera enfermedades en las plantas, como:

hongos, bacterias, virus, protozoarios, moluscos y nematodos (gusanos).
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Fitotoxicidad. Término que se emplea para describir el grado de efecto toxico
producido por un agroquimico o compuesto determinado que causa desordenes
fisiologicos en las plantas y que se traduce en alteraciones del aspecto, crecimiento,

vigor, desarrollo y productividad de las plantas.

Hidatodos. Tipo de estoma inmoévil que secreta agua liquida por el proceso de
gutacion, el cual es un fendbmeno observable como pequefias gotas de agua en la

epidermis foliar.
Lejia. Cloro en solucién acuosa, empleado generalmente como desinfectante.

Manchas foliares. También conocidas como tizones foliares o turcicum, enfermedad
causada generalmente por hongos y se presenta como lesiones en las hojas que

generalmente se presentan como manchas color marron.

Peciolos. Es el rabillo que une la lamina de una hoja a su base foliar o al tallo.
Radicular. Referente a las raices vegetales o relacionado con ellas.

Tejido foliar. Hojas de la planta.

Tejido medular. En boténica, es el tejido blando que constituye el interior de algunos

tallos y talos.

Xilema. Tejido vegetal cuya funcion principal es transportar agua, sales minerales y
otros nutrientes desde la raiz hasta las hojas de las plantas. Asimismo, la funcion

secundaria del xilema es la reserva de minerales y sostén o soporte.
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