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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
Las Plantas y Los Productos Naturales

Las plantas cuentan con la capacidad de sintetizar metabolitos de naturaleza volatil,
algunas lo hacen en pequefias proporciones mientras otras lo producen de manera casi ilimitada,
siendo conocidas bajo el nombre de “plantas aromaticas” (Usano-Alemany et al., 2014). Estos
productos naturales estan compuestos por moléculas con variadas estructuras, con diferentes
propiedades de solubilidad y distintos origenes biosintéticos (Ringuelet & Vifia, 2013), lo que
las hace una fuente natural de sustancias con diversas propiedades bioldgicas (Usano-Alemany
et al., 2014; Carezzano et al., 2017; Zygadlo et al., 2017). Entre ellos se diferencian los
metabolitos primarios, aquellos que cumplen funciones vitales dentro del organismo, y los
secundarios, que son aprovechados por el vegetal para interactuar con el medio cumpliendo
funciones ecoldgicas como atraer insectos polinizadores o repeler predadores y patdgenos, entre
otras (Ringuelet & Vifia, 2013).

Los Aceites Esenciales y su Bioactividad

Dentro de los productos naturales, se destacan los aceites esenciales (AEs). Estos
compuestos son liquidos oleosos aromaticos que se pueden encontrar en diferentes Grganos
vegetales como hojas, raices, semillas, flores y frutos (Martinez, 1996). Se trata de mezclas
complejas de sustancias volatiles (Usano-Alemany et al., 2014; Cafigueral & Vila, 2007) que
forman parte del metabolismo secundario de las plantas (Usano-Alemany et al., 2014) y que en
su mayoria se obtienen por destilacion (Cafigueral & Vila, 2007). Como productos del
metabolismo secundario, estan sujetos a cambios en funcién de las necesidades de la planta,
condicionados por diversos factores que hacen variar su composicion bioquimica caracteristica,
diferenciando asi un individuo de otro, aun siendo de la misma especie. Estas variaciones
determinan la composicién y volumen del AE producido, proceso que resulta influenciado por
factores como la especie, parte de la planta que se ha utilizado para la extraccién, las
condiciones climaticas, edaficas y de manejo, asi como el proceso mismo de extracciéon o su
almacenamiento (Usano-Alemany et al., 2014). Entre los posibles componentes de los AEs se
destacan los terpenos, principalmente monoterpenos y sesquiterpenos, los fenilpropanoides, y
los compuestos alifaticos de cadena corta. Esta diversidad estructural determina que muchos
AEs puedan tener actividades muy variadas (Cafiigueral & Vila, 2007) tal como propiedades
antifngicas, que causan disminucion en las tasas de crecimiento o incluso la muerte de
diferentes especies de hongos (Barajas Pérez et al., 2011), y antibacterianas (Avila et al., 2013),
inhibiendo el crecimiento bacteriano en forma temporal (efecto bacteriostatico) o produciendo
la muerte bacteriana (efecto bactericida) (Garcia-Roche Saracco, 2014). Adicionalmente, la
aplicacion de mezclas binarias de diferentes AEs puede incrementar su diversidad estructural,
pudiendo a su vez mejorar su efectividad como antimicrobianos. Esto depende de la interaccion
de los compuestos constituyentes de los AEs implicados en cada mezcla, ya que estos
compuestos pueden presentar interacciones sinérgicas, antagonicas o neutras (Zygadlo et al.,
2017).

Los AEs obtenidos de plantas de menta (Mentha x piperita L.: MP), lavanda
(Lavandula angustifolia Miller: LA), y albahaca (Ocimun basilicum L.: OB), constituyen
algunos ejemplos de AEs con bioactividad contra microorganismos. MP, LA y OB son plantas
aromaticas pertenecientes a la familia Lamiaceae, las cuales tienen importancia econémica al
ser ampliamente utilizadas en la industria de cosméticos, alimentos y productos farmacéuticos a



nivel global. Los AEs obtenidos a partir de estas especies de plantas han demostrado poseer
actividad antifangica (Camiletti et al., 2014) y antibacteriana (Rivas et al., 2015; Moussii et al.,
2020; Prieto et al., 2020) contra diferentes especies de microorganismaos.

El Cultivo de Tomate y las Bacterias Fitopatogenas que lo Afectan

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las tres hortalizas mas demandadas en el
mundo, en conjunto con la papa y la cebolla, registrando una produccién de 160 millones de
toneladas anuales (Bergougnoux, 2014). En Argentina, su produccién promedio anual, tanto
para industria como para consumo en fresco, ronda las 1.100.000 toneladas y 17.000 hectareas
productoras (Scarpatti, 2020). El cultivo de tomate se desarrolla en distintas zonas productoras a
lo largo del pais, como Mendoza y San Juan (region cuyana), Salta y Jujuy (region NOA),
Corrientes y Formosa (region NEA), Rio Negro, y Buenos Aires (cinturones horticolas)
(Scarpatti, 2020). De las regiones nombradas, NEA y NOA son las principales encargadas de
producir tomate en contra-estacion de marzo a diciembre, asegurando un abastecimiento
continuo del mercado para consumo en fresco (Scarpatti, 2020). En este contexto, la provincia
de Corrientes se posiciona como la principal productora de tomate bajo cubierta (CNA, 2002).
Sin embargo, las condiciones climéticas, con temperaturas medias maximas que alcanzan los
33,2°C y humedad relativa de hasta 81,2% (SMN, 2022), benefician el desarrollo de diferentes
enfermedades fitopatdégenas provocando grandes pérdidas al alterar la calidad del fruto, el
rendimiento de la produccion y la viabilidad de las plantas.

En la actualidad, el tomate es susceptible a cerca de 200 enfermedades y plagas. Entre
las principales bacterias que lo afectan se destacan Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) y Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), causantes de las enfermedades
Cancro Bacteriano del tomate y Peca Bacteriana del tomate, respectivamente (Rivera Gonzélez,
2021). Ambas bacteriosis presentan distribucién mundial y su transmision se da a través de
semillas infectadas (s6lo Cmm), material vegetal y equipamiento contaminado, y se dispersan
naturalmente por aerosoles y salpicaduras de lluvia, ingresando posteriormente a los tejidos por
medio de heridas, estomas, tricomas o hidatodos de las hojas (L6pez, 1984; Borboa et al., 2009;
Garcia-Roche Saracco, 2014; Rivera Gonzalez, 2021). El cancro bacteriano es producido por
Cmm, un bacilo Gram positivo, no movil, aerébico, que en agar nutritivo desarrolla colonias de
color amarillo claro a naranja. Esta patologia es considerada una enfermedad vascular grave,
poco frecuente pero severa y de gran importancia econdémica (L6pez, 1984), que causa la
marchitez de la planta por obstruccion de los vasos xilematicos y produce lesiones costrosas en
los frutos (cancros) (Sen et al., 2015; Martinez et al., 2018). El primer sintoma consiste en el
decaimiento y marchitez de las hojas basales, seguido de coloracién amarillenta en el interior
del tallo, aparicion de estrias necroticas desde el peciolo, foliolos castafios que quedan curvados
hacia abajo y finalmente formacion de lesiones en los frutos (Lopez, 1984; Gleason et al., 1993;
Borboa et al., 2009). Por otro lado, la peca bacteriana es causada por Pst, una bacteria Gram
negativa cuyo ciclo infectivo se divide en una fase epifita sobre la superficie de los tejidos
vegetales y otra fase endofitica donde las bacterias ingresan al tejido y colonizan el espacio
apoplastico intercelular (Paya Montes, 2017; Rivera Gonzalez, 2021). Se manifiesta sobre hojas
como manchas de color marron oscuro rodeadas por un halo clorético (Lépez, 1984; Garcia-
Roche Saracco, 2014), lesiones en el fruto (1 mm) vy, si no se controla a tiempo, puede provocar
un amarillamiento generalizado, seguido de desecacion foliar (Rivera Gonzalez, 2021) y
posterior merma en el rendimiento.

Las recomendaciones para el tratamiento de estas enfermedades se basan principalmente
en la prevencién por medio de préacticas culturales y sanitizacion, y su control se realiza
mayormente utilizando compuestos sintéticos (Csizinszky, 2005, Bhat et al., 2010, Sen et al.,
2015; Potnis et al., 2015; Mitidieri et al., 2018). Sin embargo, los mismos no han resultado del
todo efectivos y todavia no ofrecen una solucion econdémicamente aceptable para los
productores (Martinez et al., 2018; Sen et al., 2015). La dificultad que representa el manejo de
las enfermedades bacterianas en la actualidad estda dada por el empleo inadecuado de



antibidticos y compuestos de cobre que pueden generar toxicidad bajo uso prolongado, tanto
para consumidores como para el ambiente, agravandose por la rapida generacion de resistencias
a antibioticos por parte de los microorganismos (Carezzano et al., 2017). Esto sumado a lo
imprevisto de sus ataques y las escasas posibilidades de control de las enfermedades una vez
instaladas, las convierten en un riesgo potencial para el cultivo (Lopez, 1984).

En este marco, la utilizacién de productos naturales como los AEs es cada vez mas
reconocida como estrategia valida para el control de microorganismos fitopatégenos que afectan
a los distintos cultivos de interés (Camiletti et al, 2014; Carezzano et al., 2017; Prieto et al.,
2020; Sotelo et al., 2021), siendo necesario encontrar compuestos que tengan efectos
antibacterianos con nuevos mecanismos de accion, que puedan contribuir a la prevencion del
desarrollo de enfermedades (Coy Barrera & Acosta, 2013; Carezzano et al., 2017), que
dificulten la generacion de resistencia por parte de los microorganismos (Falleh et al., 2020), y
que permitan reducir la liberacion de productos contaminantes no deseados al ambiente (Coy
Barrera & Acosta, 2013; Carezzano et al., 2017).

En este contexto, el presente trabajo propone evaluar el uso de AEs de las especies
vegetales M. x piperita L., L. angustifolia Miller y O. basilicum L. como potenciales
controladores de las bacterias fitopatogenas C. michiganensis subsp. michiganensis y P.
syringae pv tomato.

2. OBJETIVOS

Obijetivo general

e Evaluar el uso de aceites esenciales como potenciales controladores de la peca
bacteriana del tomate y del cancro bacteriano del tomate bajo condiciones in vitro.

Obijetivos especificos

e Caracterizar quimicamente los aceites esenciales en estudio.

e Evaluar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de las plantas arométicas M.
X piperita L., O. basilicum L., L. angustifolia Miller, y sus combinaciones, contra las
bacterias fitopatdgenas C. michiganensis subsp. michiganensis y P. syringae pv. tomato
en condiciones in vitro, y determinar las combinaciones de aceites esenciales mas
efectivas contra ambas bacterias.

e Estudiar el efecto fitotéxico de las combinaciones de aceites esenciales seleccionadas
sobre la germinacion de semillas de tomate.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Los AEs utilizados en este trabajo pertenecen a las especies Mentha x piperita L., L.
angustifolia Miller y O. basilicum L., y fueron obtenidos mediante hidrodestilacion por un
productor de la ciudad de Merlo (San Luis). La composicién de los AEs fue analizada por
medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC — MS) en el
laboratorio de tecnologia de alimentos (LabTA - FCA - UNC). La identificacion de los
compuestos constituyentes se llevé a cabo por comparacién utilizando la base datos NIST
(version 2.0) y bibliografia especifica. La composicion relativa de cada compuesto se calcul6
teniendo en cuenta el porcentaje (%) de cada compuesto en relacion a la composicion total del
AE.



Las especies fitopatdgenas utilizadas (P. syringae pv. tomato y C. michiganensis subsp.
michiganensis), fueron provistas por el Laboratorio de Fisiologia Vegetal e Interaccion Planta
Microorganismo (IBONE - CONICET - UNNE). Las semillas de tomate (Solanum
lycopersicum L. var. platense) fueron provistas por el INTA (Corrientes).

3.2. Evaluacion de la actividad antibacteriana
3.2.1. Método de difusion en disco

La actividad antibacteriana de los AEs en estudio y de sus mezclas fue evaluada
inicialmente sobre Pst, por medio de la técnica de difusion en disco. Para ello, en primer lugar,
se construyd una curva de concentracion bacteriana vs. absorbancia, que fue utilizada en la
determinacion de la concentracion de trabajo de indculo, para luego enfrentar los diferentes AEs
y sus combinaciones contra Pst.

Construccion de la curva de calibracion

Se construyd una curva de calibracién entre la absorbancia del indculo (medida a 600
nm) y el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en placa. Para ello se realiz6 un
cultivo de Pst en caldo tripteina-soja (TSB), y se lo incubd a temperatura ambiente (~25°C)
durante 24 h en agitacion. Una vez crecido el inéculo, se realizaron diluciones seriadas (con
factor 1/2) para medirles la absorbancia. Paralelamente, se realizaron diluciones seriadas (con
factor 1/10), de las cuales se sembraron 20 pl en agar tripteina-soja (TSA), para realizar el
recuento de colonias mediante la técnica de la microgota (Sotelo et al., 2021), realizando
recuentos en aquellas placas que desarrollaron un nimero menor a 30 UFC. Los datos obtenidos
fueron utilizados para realizar un gréafico de dispersion, para luego ajustar una curva de
tendencia utilizando el software Excel (Microsoft Office). Esto permiti6é encontrar una ecuacion
matematica que represente la absorbancia equivalente a la concentracion del in6culo, lo que
posibilitd la posterior elaboracién de indculos de concentracién conocida.

Determinacién de la concentracion de trabajo

Se realiz6 un cultivo de Pst en caldo tripteina-soja (TSB), y se lo incubd a temperatura
ambiente (~25°C) durante 24 h en agitacion. Luego de la incubacion, se midi6 la absorbancia
del inéculo y se determiné su concentracion utilizando la ecuacion obtenida. El in6culo
obtenido fue llevado a una concentracién de 1x10* (UFC/mL) utilizando la ecuacion:

Volumen final x Concentracion final = VVolumen inicial x Concentracion inicial
Tratamientos

Se analizaron combinaciones de los AEs de OB, LA y MP, realizando mezclas binarias
en diferentes proporciones: 1:0, 1:1, 1:2, 1:3, 2:1, 3:1 y 0:1. Como control negativo se utilizd
agua destilada estéril. En total, los tratamientos se constituyeron por 3 AEs puros, 15
combinaciones y 1 control con agua estéril.

Evaluacion de los AEs y sus mezclas contra Pst

Para realizar la técnica de difusion en disco, se dispersaron superficialmente 100 pL de
indculo bacteriano de Pst (1x10*® UFC/mL) sobre placas de Petri con medio nutritivo Tripteina
Soya Agar (TSA). Luego se colocaron discos de papel de filtro de 6 mm de diametro,
embebidos en 10 uL de los AEs o sus combinaciones, ubicandolos cuidadosamente sobre el
medio inoculado con las suspensiones bacterianas, a razén de 2 discos por placa. Las placas se
incubaron a 28°C durante 24 horas. Pasado el tiempo de incubacion se midi6 el halo de
inhibicion de cada disco. Los ensayos fueron realizados utilizando dos réplicas y fueron
repetidos tres veces.

3.2.2 Método de microdilucién en caldo



En base a los resultados obtenidos a partir de la técnica de difusion en disco, se
seleccionaron dos combinaciones de AEs para realizar la técnica de microdilucion en caldo,
siguiendo a Prieto et al. (2020) con algunas modificaciones. Este método se utilizé a fin de
obtener una valoracion cuantitativa de la actividad antibacteriana de los AEsS y sus
combinaciones contra Pst y Cmm, a través de la determinacion de la CIM (concentracion
inhibitoria minima) y de la CBM (concentracion bactericida minima).

La técnica se realizd siguiendo tres pasos:

1)

2)

3)

Determinacion de la concentracion de trabajo: Se realizaron dos cultivos
bacterianos en medio TSB (tripteina soya caldo), uno de Pst y otro de Cmm. Los
cultivos se dejaron crecer en agitacion durante 48 hs, para luego realizar diluciones
seriadas (factor 1/10). De cada dilucion se tomaron 170 ul, los cuales fueron
trasvasados a un tubo Eppendorf. Finalmente, a cada tubo se le agregaron 10 pl de
solucion de sal sodica de resazurina (0,01%), compuesto que vira de color de azul a
rosado cuando la concentracion de indculo es ~10° UFC/ml, y se incubd a 28°C
durante dos horas antes de realizar la lectura. La técnica requiere tomar la dilucion
10 veces menos concentrada (~10° UFC/ml) que la dilucién que vira de color.
(Figura 1).

Preparaciéon de las diluciones para los distintos tratamientos: Se realizaron 8
diluciones seriadas de los AEs de OB, LA y sus mezclas binarias en proporciones
1:2 y 2:1. Para ello, la primera dilucién se realizé en dimetilsulféxido (DMSO), a
fin de favorecer la solubilidad de los AEs, utilizando una relacion AE/mezcla:
DMSO igual a 2:3. Las diluciones subsiguientes se realizaron en un factor 1/2 en
medio TSB.

Para evaluar la actividad antibacteriana de cada dilucidon de AE o mezcla de AEs, se
colocaron 170 pl de la solucion de trabajo (cultivo bacteriano) en un tubo
Eppendorf, al que se le agregaron 20 ul de la dilucion a evaluar. Los tubos fueron
incubados durante 22 hs a 28°C. Pasado este tiempo, se agregaron 10 ul de solucion
de resazurina, y se dejé nuevamente en incubacion durante 2 hs. Como control de
viabilidad del cultivo (control positivo), se realiz6 la misma técnica utilizando
medio TSB en lugar de la dilucién de AE, y como control de inocuidad del medio
utilizado (control negativo), también se utilizé solamente el medio TSB (190 pL por
tubo). Por ultimo, se procedié a la lectura de los tubos, teniendo en cuenta los
cambios de color del indicador redox resazurina, y se determin6 la CIM como la
minima concentracion del AE que inhibié completamente el crecimiento.

Aquellos tubos que permanecieron azules luego de la incubacion, fueron sembrados
en placas de petri con medio TSA, aplicando 5 pl del contenido del tubo sobre el
medio. Luego de la siembra, las placas fueron incubadas durante 48 hs. a 28°C, para
finalmente determinar la CBM como la minima dilucién a la que no se visualiz6
crecimiento bacteriano. Los ensayos se realizaron utilizando dos réplicas y tres
repeticiones.

Figura 1. Diluciones seriadas (1:10) para hallar concentracion de trabajo en técnica de
microdilucion en caldo, identificadas con el indicador resazurina.



3.3 Evaluacion de la actividad fitotoxica

Una vez establecidos los resultados de la técnica anterior se selecciond una combinacion de
AEs y se continudé con la evaluacién de su actividad fitotoxica frente a la germinacion de
semillas de tomate, utilizando los valores de 1 y 2 veces la CBM siguiendo a Raliya et al.
(2015), realizando algunas modificaciones.

Desinfeccion de semillas

Inicialmente, las semillas fueron colocadas en un tubo Falcon al cual se agregaron 30 mL de
una solucion de agua lavandina (NaClO) al 2,5%, y se las mantuvo en agitacion constante
durante 4 minutos. Luego, las semillas fueron agregadas a 30 mL de etanol 70%,
manteniéndolas en agitacion durante 2 minutos. Finalmente, se realizaron enjuagues sucesivos
de las semillas usando agua destilada estéril, y se dejaron secar sobre papel absorbente estéril.

Técnica de fitotoxicidad en semillas

El procedimiento consistié en embeber las semillas previamente desinfectadas, cubriéndolas
completamente con 2 ul de la solucién correspondiente a cada tratamiento y dejarlas secar.
Seguido de esto, se colocaron las semillas en cajas de Petri sobre papel secante humedecido con
agua esterilizada, para luego llevarlas a incubacion a 28°C durante 7 dias. Finalizada la
incubacion, se cuantificé el porcentaje de semillas germinadas y la longitud de las radiculas. Los
tratamientos utilizados fueron 1 y 2 veces la concentracion bactericida minima (CBM) de la
combinacion seleccionada de OB y LA (1:2). Estas soluciones fueron realizadas utilizando una
solucion de etanol al 5% como solvente. El control se elabord utilizando Gnicamente una
solucion de etanol al 5%. Se emplearon 10 semillas de tomate para cada tratamiento y para el
control en cada repeticion. Los ensayos se realizaron por triplicado.

3.4 Andlisis estadisticos

Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando el software estadistico InfoStat
(Di Rienzo et al., 2018). Para ello se analiz6 en primer lugar la normalidad de los datos
utilizando el test de Shapiro-Wilk. Aquellos conjuntos de datos cuya distribucion no fue normal,
fueron analizados con el test Kruskal-Wallis para datos no paramétricos, mientras que aquellos
gue resultaron positivos para normalidad y homocedasticidad se analizaron mediante analisis de
varianza (ANAVA).

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Composicion quimica de los AEs

En la Tabla 1 se observan los resultados de la composicion quimica de LA, MP y OB, obtenidos
mediante cromatografia gaseosa acoplada con espectrometria de masas.
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Tabla 1. Abundancia relativa de los componentes de los AEs de Lavandula angustifolia (LA),
Mentha x piperita (MP) y Ocimun basilicum (OB), segln analisis GC — MS.

Tiempo de retencién

Compuesto (minutos) LA MP OB
a-Pineno 6.35 - <1 -
B-Pineno 6.98 - <1 -

a-Terpineno 7.53 - <1 -

0-Cymeno 7.65 - <1 -

Limoneno 7.73 - 1% -
Eucaliptol 7.80 13% 8% 7%

y-Terpineno 8.1 - <1 -

Linalol 8.16 39% - 55%
Cis-sabineno-hidrato 8.30 - 2% -

Terpinoleno 8.54 - <1 -

B-Linalol 8.60 - <1 -

Trans-sabineno-hidrato 8.69 - <1 -
Alcanfor 9.34 15% - -
Mentona 9.39 - 24% -
Isomentona 9.49 - 4% -
Neomentol 9.53 - 3% -
Mentol 9.66 - 40% -
Isomentol 9.78 - <1 -
Terpineol 0.82 - <1 -
Borneol 9.97 6% - -
4-Terpineol 10.18 5% - -
Pulegona 10.36 - <1 -

Piperitona 10.55 - <1 -

Estragol 10.61 - - 10%
Neomentilioacetato 10.68 - <1 -
Mentil acetato 10.88 - 3% -
Isomentil acetato 11.10 - <1 -

Piperitenona 11.56 - 3% -

Bergamiol 11.90 5% - -
B-Bourboneno 12.11 - <1 -
B-Cariofileno 12.54 - 2% -
B-Terpinil acetato 12.76 - - -
y-Muroleno 13.19 - 204 -
Eugenol 14.59 - - 3%
-Bourboneno 15.37 - - 3%
B-Elemeno 15.51 - - 1%
B-Cariofileno 16.27 <1 - -
a-Bergamoteno 16.58 - - 4%

a-Guaieno 16.64 - - 1%

B-Farneseno 17.04 4% - -

a-Cariofileno 17.14 - - <1
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p-Cubebeno 17.30 - - <1

Germacreno D 17.76 - - 1%
y-Gurjuneno 18.11 - - <1
d-Guaieno 18.26 - - 1%
B-Elemeno 18.39 - - <1
y-Muroleno 18.53 - - 2%
6-Cardineno 18.63 - - <1
Calameneno 18.69 - - <1

El AE de LA resultd compuesto mayoritariamente por linalol (39%), alcanfor (15%) y
eucaliptol (13%), valores que resultan similares a los reportados por Lakusi¢ et al. (2014) para
AEs de LA obtenidos a partir de flores, los cuales presentaron una composicion dominada por
linalol (28,1% - 38,7%), eucaliptol (7,1% - 18,1%), alcanfor (3,7% - 5,2%) y borneol (12,9% -
14,8%). Adicionalmente, Marqués (2016) también reporté al linalol entre los compuestos
mayoritarios del AE de LA (31,55%), pero ademas hallé dentro de estos compuestos al acetato
de linalilo (37,34%) y B-ocimeno (4,8%), mostrando una diferencia en la composicion con lo
visto en el presente trabajo. Estas diferencias en la composicion quimica del AE de LA pueden
deberse a diferencias en los drganos utilizados para la extraccion del AE, asi como también
variaciones en la estacion y estadio fenoldgico de las plantas durante la cosecha (Lakusi¢ et al.,
2014). ElI AE de MP presentd mayores concentraciones de mentol (40%), mentona (24%) y
eucaliptol (8%), composicion similar a la obtenida en el estudio de Verma et al. (2010), quienes
reportaron mentol (22,56% - 42,83%), mentona (3,46% - 33,77%) y eucaliptol (2,25% -
15,94%) dentro de los compuestos del AE de MP, dependiendo de los diferentes tiempos de
cosecha (30 — 180 dias de vida de la planta) y variedades utilizadas. Finalmente, el AE de OB
obtuvo una mayor proporcion de linalol (55%), seguido por estragol (10%) y eucaliptol (7%),
acercandose estos valores a lo expresado por Acosta et al. (2003) quienes detallaron la presencia
mayoritaria de linalol (54,28%) y eucaliptol (4,21%) pero también de anisol (26,50%) y eugenol
(9,54%).

El analisis de la composicion quimica de los AEs permitié observar la presencia de eucaliptol en
la conformacién de los tres AEs en estudio. Asimismo, permitié destacar la importante
participacion del linalol en dos de los AEs estudiados, LA y OB. En cuanto a la comparacion de
la composiciéon quimica de cada AE con lo reportado en la bibliografia, pudieron observarse
patrones similares a los reportados en trabajos previos, aunque en algunos casos se encontraron
diferencias en la composicion, que podrian responder a multiples factores externos
relacionados al ambiente de desarrollo de las plantas de donde se obtuvieron los AEs, a las
variedades utilizadas, o bien, al estado fenoldgico en el que se encontraban las plantas al
momento de la cosecha.

4.2. Actividad antibacteriana
4.2.1. Curva de calibracion

En la Figura 2 se observa la curva de concentracion de indculo vs. absorbancia. En la misma se
encuentra la ecuacion de ajuste de la curva que fue utilizada posteriormente para obtener la
concentracion de trabajo adecuada para realizar la técnica de difusion en disco. La curva se
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construyé midiendo los valores de absorbancia de una serie de diluciones realizadas a partir del
cultivo de Pst con un espectrofotometro y realizando el recuento de UFC/mL (Figura 3),
obteniendo de esta manera los datos suficientes para realizar la curva de concentracion del
indculo vs. absorbancia.

3,510"
3,0.10" 7
2,5.10" 7

2,0.10" 1

UFC / ml

15440

1,0.10"°
y=3.10"x - 7.10"

5,0.10" 1 R’= 0,997

0,0 T T ]
0,00 0,50 1,00 1,50

Absorbancia (600 nm)

Figura 2. Curva de relaciéon entre la concentracién del inéculo (expresado como unidades
formadoras de colonias 0 UFC/mL) y la absorbancia medida a 600 nm.

Figura 3. Recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas de Petri, utilizando la
técnica de recuento en microgota.

4.2.2. Técnica de Difusién en Disco

Analizando los resultados obtenidos con la técnica de difusion en disco, expuestos en la tabla 2,
se pudo observar que todos los AEs en estudio y sus combinaciones mostraron efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de Pst diferenciandose significativamente del control (ANAVA, p=0,01), y
presentando halos de inhibicion de entre 7,80 y 10,20 mm (Figura 4). Resultados similares
fueron obtenidos en el trabajo realizado por Rivas et al. (2015) donde demuestran la efectividad
del uso de AE de OB sobre distintos microrganismos, mostrando halos de inhibicion de entre 11
y 12 mm contra bacterias Gram-positivas y de 8 a 9 mm contra bacterias Gram-negativas. Estos
resultados también se condicen con lo expuesto por Camele et al., (2021) quienes reportaron
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que el AE de MP present6 un efecto inhibitorio contra otro patovar de P. syringae (P. syringae
pv. phaseolicota -Psp) mostrando halos de inhibicion entre 19,5 y 39,5 mm al ser expuesto a
diferentes concentraciones del AE de MP (0,1 mg/mL — 10 mg/mL). La presencia de halos de
inhibicion de mayor didmetro, indica que Psp resultd mucho mas susceptible al AE de MP en
comparacion con Pst, segun los resultados obtenidos en el presente trabajo. Asimismo, también
existen registros de resultados positivos en cuanto a la actividad antibacteriana del AE de LA tal
como lo evidencian Moussii et al. (2020) mostrando halos de inhibicion de entre 8,67 y 43 mm
sobre bacterias diferentes, variando concentraciones de trabajo.

Tabla 2. Inhibicion de AEs de Lavandula angustifolia (LA), Mentha x piperita (MP), Ocimum
basilicum (OB) y sus combinaciones sobre Pseudomonas syringae pv. tomato.

Tratamiento* Diametro del halo de inhibicion £ DE (mm)**
Control (Agua) 6,0 £ 0,00*
LA 85+0,96°
OB 8,5+1,308
MP 7,8+1,408
OB:LA (1:1) 9,6 +0,50°
OB:LA (1:2) 10,2+ 0,908
OB:LA (1:3) 9,9+1,708
OB:LA (2:1) 10,2 +2,208
OB:LA (3:1) 9,3+0,80°
MP:LA (1:1) 9,7+150®
MP:LA (1:2) 9,1+0,50°
MP:LA (1:3) 9,4+1,708
MP:LA (2:1) 8,5+0,90°
MP:LA (3:1) 9,25 +0,208
MP:OB (1:1) 9,13+0,53"
MP:OB (1:2) 8,25+0,718
MP:OB (1:3) 9,37+0,178
MP:OB (2:1) 9,25+0,35"
MP:OB (3:1) 10,03+ 1,688

*Entre paréntesis se detallan las proporciones de cada AE utilizadas para preparar las mezclas
correspondientes a cada tratamiento.

**|_etras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (ANAVA, 0=0,05).
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Figura 4. Técnica de difusion en di§c6 en placas de Petri. A) Placa control (agu) sin halo de
inhibicién, y tratamientos OB:LA (1:1) (B), y MP:OB (1:2) (C), con halos de inhibicion,
respectivamente.

Las diferentes combinaciones de AEs evaluadas no mostraron diferencias significativas con
respecto a los tratamientos con AEs puros (Tabla 2). Las diferentes combinaciones de AEs
estudiadas en este trabajo, han reportado diferentes efectos (aditivo, sinérgico o indiferente)
dependiendo de las especies bacterianas contra las que se enfrentaron. Angane et al. (2023)
reportaron que las combinaciones de AEs de LA y MP ejercen un efecto sinérgico en su
actividad antibacteriana contra las bacterias Eschericha coli y Listeria monocytogenes. En otro
estudio, de Rapper et al. (2013) mostraron que la combinacion de AEs de LA y OB ejercen un
efecto aditivo sobre Staphylococcus aureus y P. aeruginosa. Adham (2015) reporté que la
combinacion de AEs de MP y OB ejercieron un efecto indiferente al enfrentarla contra S.
aureus, y un efecto sinérgico cuando fue enfrentada contra S. auricularis, Streptococcus mitis,
S. pneumoniae, Klebsiella pneumoniae y E. coli. Estas variaciones en el efecto de los AES y sus
combinaciones parecen responder a la susceptibilidad de las diferentes especies bacterianas ante
estos compuestos.

Si bien no se encontraron diferencias significativas entre los efectos de los AEs tratados, la
presencia de una ligera expresion superior del halo de inhibicién en los tratamientos OB:LA
(1:2) y OB:LA (2:1) permiti6 seleccionarlos, en conjunto con sus AEs constitutivos puros, para
realizar los andlisis subsiguientes.

4.2.3. Técnica de microdilucion en caldo y determinacion de la CBM

En la Tabla 3 se encuentran los resultados de la CIM y la CBM obtenidas para estos AEs y sus
combinacionas al enfrentarlos contra Pts y Cmm.

La Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), tal como se ve en la Figura 5, se pudo determinar
para todos los tratamientos aplicados a las dos especies bacterianas en estudio. Lo mismo
sucedio con la determinacion de la CBM (Figura 6). Estos resultados indican que todos los AEs
analizados y sus combinaciones presentaron actividad bacteriostatica y bactericida. También se
observo que dichos valores de CIM y CBM (Tabla 3), tanto para Pst como para Cmm,
coincidieron dentro de cada tratamiento, es decir que la dosis de AE o de las combinaciones
utilizada para inhibir el crecimiento bacteriano en cada tratamiento también es capaz de eliminar
al patégeno en cuestion.
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Tabla 3. Concentracién inhibitoria minima (CIM) y concentracion bactericida minima (CBM)
de AEs de Lavandula angustifolia (LA), Ocimum basilicum (OB) y sus combinaciones sobre
Pseudomonas syringae pv. tomato y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

Bacteria fitopatogena  Tratamiento Técnica Concentracion + DE
(ml/L)*
LA CIM 26,66 + 11,55%
CBM 26,66 + 11,554
OB CIM 23,33 +8,16%
CBM 23,33 £ 8,16"
Pst OB: LA (1:2) CIM 20,00 + 0?
CBM 20,00 £ 0
OB:LA (2:1) CIM 20,00 £ 0*
CBM 20,00 £ 0
Control CIM -
CBM -
LA CIM 20,00 £ 0*
CBM 20,00 £ 07
OB CIM 20,00 £ 0*
CBM 20,00 + 0
Cmm OB:LA (1:2) CIM 20,00 £ 0*
CBM 20,00 £ 07
OB:LA (2:1) CIM 20,00 £ 0*
CBM 20,00 £ 0
Control CIM -
CBM -

*Letras iguales indican que no existe diferencias significativas entre los tratamientos para
(0=0,05) analizado por medio del anlisis de la varianza no paramétrico Kruskal-Wallis.
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Figura 5. Resultados de los tratamientos OB:LA (1:2) y OB:LA (2:1) mediante la técnica de
microdilucion en caldo sobre Pst (A y B, respectivamente), y sobre Cmm (D y C,
respectivamente).
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En el caso de Pst se obtivieron valores de CIM y CBM menores con las combinaciones OB:LA
(1:2) y OB:LA (2:1) (20,00 £ 0) que con los AEs puros de LAy OB (26,66 + 11,55y 23,33 +
8,16, respectivamente). coincidiendo con los resultados obtenidos para la técnica de difusion en
disco. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. En el
caso de Cmm no se vieron diferencias en cuanto a dosis de aceites utilizadas entre los distintos
tratamientos, siendo todos los resultados iguales a 20,00 + 0, tanto para la CIM como para la
CBM.

Figura 6. Determinacion de la concentracion bactericida minima (CBM). Ay D corresponden a
los controles positivos y negativos para Pst y Cmm, respectivamente; B y E corresponden al
tratamiento OB: LA (1:2) para Pst y Cmm, respectivamente; C y F corresponden al tratamiento
OB: LA (2:1) para Pst y Cmm.

Analizando estos resultados en contraste con los obtenidos por otros autores se pudo observar
que las dosis de AEs requeridas en el presente estudio son mayores que los hallados por Araujo
Silva et al. (2016) en cuanto al AE de OB sobre representantes del género Pseudomonas (CIM
de 1024 pg/mL). Del mismo modo, Rapper et al. (2013) reportaron un valor de CIM de 1g/mL
para la combinacion de OB: LA (1:1) contra P. aeruginosa. Por otro lado, Végh et al. (2012)
expresan valores de CIM de entre 12,5 a 50 ml/L para el AE de Lavandula sobre diferentes
especies de Pseudomonas, como se discutio previamente, la susceptibilidad de cada especie
bacteriana ante el tratamiento con los distintos aceites o sus combinaciones, podria explicar en
gran medida estas variaciones. Estos resultados nos muestran que Pst tendria una
susceptibilidad intermedia cuando se la compara con las especies bacterianas citadas en estos
trabajos.

Esta misma disparidad puede observarse al analizar los resultados de los diferentes tratamientos
sobre Cmm. Orzali et al. (2020) reportaron un valor considerablemente menor de CIM (1,26
ml/L) y CBM (>1,6 ml/L) para el AE de OB sobre Cmm. Mientras que Soylu et al. (2006),
quienes describen la actividad antibacteriana de diversos AEs sobre Cmm, reportaron para
Lavandula valores de CIM de 50 pg/pl. Estos resultados nos muestran que no solo podria haber
variaciones en la susceptibilidad entre especies bacterianas, sino que también entre cepas dentro
de la misma especie, como se observa para Cmm.
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4.3 Ensayo de fitotoxicidad sobre semillas de tomate

Finalmente, se evalud el efecto fitotdxico de la combinacion de AEs OB: LA (1:2) sobre
semillas de tomate, tomando en cuenta tanto el porcentaje de germinacién como la longitud de
la radicula de las semillas germinadas. Los resultados de estos ensayos se observan en la Tabla
4. A pesar de que todos los tratamientos mostraron resultados similares en cuanto a su actividad
antibacteriana para ambas especies fitopatdgenas, al momento de seleccionar uno de estos para
continuar los ensayos, se opt6 por elegir una combinacion de AEs: OB: LA (1:2), pensando en
sus posibles aplicaciones futuras. Las combinaciones de AEs presentan una mayor diversidad de
moléculas en su composicion y, por tanto, podrian presentar un menor riesgo a generar
resistencia por parte de los patdégenos tratados, siendo méas efectivas para realizar tratamientos a
largo plazo.

Tabla 4. Actividad fitotoxica de AEs de Ocimum basilicum (OB) y Lavandula angustifolia (LA)
en una mezcla binaria de proporciones 1:2 respectivamente, aplicados a diferentes
concentraciones sobre la germinacion y desarrollo de semillas de Solanum lycopersicum (L.).

OB:LA (1:2)

Concentracion Germinacion (%)* Longitud radicula (cm)*
1CIM 80+ 107 4,93 + 2,464
2CIM 76,7 £ 64 5,93 +2,88*

CONTROL 80+ 104 6,33 +2,43*

*Letras iguales indican que no existe diferencias significativas entre los tratamientos.

Figura 7. Medicion de longitud de radicula en plantula de tomate (Solanum lycopersicum L.).
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Figura 8. Plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L.) variedad Platense tratadas con
diferentes concentraciones de la combinacion OB: LA (1:2) luego de 7 dias de incubacion. A)
Control, B) CIM y C) 2 veces la CIM.

Como se pudo observar en la Figura 8, las pruebas de fitotoxicidad en semillas de tomate con
AEs de OB y LA combinados en proporcién 1:2 y aplicados en dos concentraciones, no
afectaron el poder germinativo de las mismas. Esto se evidencia dado que el porcentaje de
plantulas germinadas en ambos tratamientos fue semejante al control, con respecto al cual no se
hallaron diferencias significativas. En todos los casos, los porcentajes de germinacion de las
semillas rondaron al 80%. Cérdoba et al. (2023) hallaron valores semejantes entre tratamientos
en cuanto al poder germinativo en semillas de tomate tratadas con AEs de orégano (Origanum
vulgare L.) y tomillo (Thymus vulgaris L.), alcanzando un 84,75% de germinacion en el
tratamiento control, 86,25% con AE de orégano y 86% con AE de tomillo. A su vez, Pino et al
(2012), desarrollaron un trabajo similar evaluando el efecto fitotoxico del AE de Anis
(Pimpinella anisum L.) sobre semillas de tomate, en el cual no encontraron variaciones en el
porcentaje de germinacion (valores de entre 12 a 16% tomados luego de 48 horas de
incubacion) en relacion con los controles correspondientes. Con respecto a la longitud de la
radicula (Figura 7), los resultados obtenidos coincidieron con los de las pruebas de germinacion
al mostrar valores similares entre los tratamientos y el control, entre los que no se observaron
diferencias significativas. Estos resultados indican que las semillas de tomate no presentan
mayor sensibilidad frente a la aplicacion de los distintos AEs estudiados en las concentraciones
utilizadas, por lo que su efecto fitotoxico resulta despreciable.

5. Conclusién

Los aceites esenciales (AEs) utilizados en el presente estudio poseen propiedades
antimicrobianas frente a las bacterias fitopatdgenas Gram positivas y Gram negativas
evaluadas en condiciones in vitro.

Los AEs de Lavandula angustifolia, Mentha x piperita y Ocimum basilicum, aplicados
puros 0 en mezclas binarias ejercen efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano de
Pseudomonas syrigae pv. tomato (Pst), mostrando un efecto similar en todos los casos.
Adicionalmente, los AEs de L. angustifolia y O. basilicum, utilizados de forma individual o
como mezclas binarias, presentan tanto actividad bacteriostatica como bactericida contra Pst
y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), y en todos los casos las
concentraciones de AEs necesarias para alcanzar ambos efectos coinciden, llegando a
inhibir el crecimiento bacteriano y eliminar las células viables utilizando la misma cantidad
de AE. Asimismo, la aplicacién de AEs de L. angustifolia y O. basilicum aplicados en
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combinacion sobre semillas de tomate no genera efectos fitotoxicos sobre las mismas, en las
concentraciones utilizadas.

En resumen, los AEs estudiados en la presente contribucion constituyen herramientas
promisorias para el control de la Peca bacteriana del tomate y del Cancro bacteriano del
tomate, dado su alto potencial antibacteriano ante Pst y Cmm, su sostenibilidad al obtenerse
de recursos naturales renovables y no causar efectos negativos en el ambiente, y a que las
dosis necesarias para alcanzar su actividad antibacteriana no presentan efectos fitotoxicos
sobre la planta de tomate, por lo que su aplicacién no representa un riesgo para este cultivo.
En este sentido, estos AEs se ubican como una opcion ingeniosa para el desarrollo de
métodos antimicrobianos que podrian ser explotados intensivamente en futuros estudios,
con el propésito de desarrollar opciones ecoldgicas y eficientes. Por lo mismo, son
necesarios nuevos estudios en los que se evalle el potencial de estos AES y sus
combinaciones como controladores del cancro y la peca bacteriana sobre plantas de tomate.
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