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Resumen

El objetivo del presente trabajo es evaluar las potenciales apli-
caciones biotecnoldgicas del aceite esencial (AE) obtenido de
las hojas de Aloysia polystachya. Para ello se caracterizd su

1 CONICET, Instituto de Ciencias Quimicas, Facultad de Agrono-
mia y Agroindustrias, Universidad Nacional de Santiago del Estero,
RN 9 km 1125, 4206 Santiago del Estero, Argentina.

2 Laboratorio de Compuestos Bioactivos, Centro de Investiga-
cién en Biofisica Aplicada y Alimentos (CIBAAL), CONICET, Univer-
sidad Nacional de Santiago del Estero, RN 9 km 1125, 4206 Santia-
go del Estero, Argentina.

3 Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Santia-
go del Estero, Calle Reforma del 18 N° 1234, 4200 Santiago del
Estero, Argentina.

4 Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto de Microbio-
logia Basica y Aplicada, Universidad Nacional de Quilmes, Roque
Saenz Pefia 352, B1876BXD Bernal, Argentina.



94 La investigacion cientifica en la UNSE y sus aportes a la sociedad. Vol. Il

composicion quimica y se evaluaron sus propiedades antimi-
crobianas, repelentes e insecticidas. Se identificaron veintiun
compuestos, siendo Carvona y Limoneno los mayoritarios. El
AE posee actividad insecticida y repelente contra Rhipibru-
chus picturatus, principal plaga del algarrobo blanco. Por otro
lado, se determind la concentracién inhibitoria mimima (CIM)
y concentracion bactericida mimima (CBM) del AE, encontran-
do accion bactericida contra Escherichia coli y accion bacte-
riostatica contra Staphylococcus aureus. Ademas, se evalud
el comportamiento de inhibicion del crecimiento y curvas de
muerte, para una mejor caracterizacion de la accion antibac-
teriana. En cuanto al mecanismo de accion, se evaluaron los
efectos en la membrana bacteriana de ambas bacterias, ob-
servandose un incremento de la permeabilidad de las mismas.
Finalmente, se observd que el AE logra inhibir la formacion y
erradicacion de biofilms de ambas bacterias.

Palabras claves: Biopesticidas, antimicrobianos, productos na-
turales, volatiles

1. Introduccidén general

Las plantas pueden ser consideradas como fabricas de com-
puestos quimicos. Dentro de las sustancias quimicas que pro-
ducen, revisten de particular interés los compuestos organicos
de bajo peso molecular conocidos como metabolitos secun-
darios. El rol de estos metabolitos en el metabolismo basico de
las plantas aun no esta claramente elucidado, pero si se sabe
que cumplen funciones complementarias (Gallego & Benavi-
des, 2022). Las plantas aromaticas, en particular, tienen la ca-
pacidad de sintetizar mezclas complejas de estos metabolitos
secundarios (Sanchez Moreno, 2017; Winska et al., 2019).
Aplicando procesos de extraccion, tanto fisicoquimicos
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como mecanicos, en diferentes 6érganos de las plantas, pue-
den obtenerse estos compuestos en forma de aceites esen-
ciales (AE). Los AE no son compuestos puros, sino mezclas de
varias metabolitos secundarios como terpenos y sus deriva-
dos oxigenados; y fenilpropanoides (Winska et al,, 2019), que
se encuentran en distintas proporciones y que en conjunto le
otorgan a dichos aceites sus propiedades caracteristicas (Or-
tufo Sanchez, 2006). Dentro de las cuales cuentan su baja so-
lubilidad en medio acuoso, alta solubilidad en sustancias hi-
drofdbicas (grasas, alcohol, solventes organicos, entre otras) y
bajo punto de fusion, encontrandose generalmente en estado
liquido a temperatura ambiente. Cabe destacar que la compo-
sicion del AE, puede variar por multiples factores que afectan
a las plantas, como por ejemplo; condiciones climaticas, tipo
de suelo, estado nutricional y fisioldgico de la planta, factores
estresantes de tipo bidticos y abiodticos, entre otros (Cutro et
al., 2019). Dentro de las actividades bioldgicas descriptas para
los AEs (Do Nascimento et al., 2020), se encuentran:

1. Actuar como atrayentes de polinizadores y dispersores de
semillas (Azcon- Bieto & Taldn, 2008). Por ejemplo, metabo-
litos volatiles como el metileugenol son producidos y emi-
tidos por los 6rganos de las flores, tales como el estigma y
pétalos de Clarkia breweri (Wang & Pichersky, 1998) cuando
la flor estd receptiva para la polinizacion (Pino Alea, 2015).

2. Presentar actividad anti herbivoria. Por ejemplo, atraer a
los enemigos naturales de los herbivoros atacantes, tales
COMO avispas, Moscas o acaros, los cuales pueden proteger
a la planta de dafios causados por los herbivoros (Drukker et
al, 2020; Kessler & Baldwin, 2001; Paré & Tumlinson, 1997;
Pino Alea, 2015)

3. Presentar actividades antimicrobianas. Compuestos tales
como timol, carvacrol y eugenol, que son fenilpropanoides
y terpenos; poseen excelentes actividades antibacterianas
(inclusive antibiofilms) y antifungicas (Abbaszadeh, Sharifza-
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deh, Shokri, Khosravi, & Abbaszadeh, 2014; Marchese et al,,
2016; Memar, Raei, Alizadeh, Aghdam, & Kafil, 2017; Numpa-
que, Oviedo, Gil, Garcia, & Durango, 2011; Pino Alea, 2015;
Shaaban, El-Ghorab, & Shibamoto, 2012). Otros ejemplos,
son las fitoalexinas como la cumarina, que posee actividad
antimicrobiana y actividad antiquorum (Reen et al, 2018).

4. Permitir relaciones ecologicas, en las que la planta pro-
ductora de estos metabolitos secundarios puede establecer
alguna relacion con otros organismos de su entorno. Como
en el caso del establecimiento de alelopatias que influ-
yan en el crecimiento o reproduccion de otras plantas (Az-
con- Bieto & Talon, 2008). Esto se reportd para el AE aisla-
do de la especie Rhynchosia minima, el cual mostré accion
inhibitoria significativa ante la germinacion de dos malezas
(Dactyloctenium aegyptium y Rumex dentatus). (Ahmed M.
Abd El-Gawad et al, 2018)

5. Presentar actividad insecticida. Ciertos constituyentes
de los AE pueden actuar como agentes insecticidas para el
control de diferentes plagas. (Liu et al., 2021; Mattar, Borio-
ni, Hollmann, & Rodriguez, 2022).

Estas actividades bioldgicas han suscitado una creciente aten-
cion sobre los AE para diferentes aplicaciones biotecnologicas
como agentes antimicrobianos e insecticidas, entre otros.
Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke (Verbenaceae),
también conocida como “burrito”, “poleo de castilla” o “poleo
riojano”; es un arbusto ampliamente distribuido en las regio-
nes subtropicales de Sudamérica, especialmente, en Paraguay
y Argentina (Figura 1). Este arbusto crece naturalmente en las
provincias del Noroeste Argentino (Berardi, 2012). Posee hojas
aromaticas cuya decoccion es utilizada para fines medicina-
les tales como: trastornos gastrointestinales; dolor, nduseas,
vomitos, dispepsia y gastritis (V. S. Benzi, Murray et al 2009;
O’Leary et al, 2016; Werdin Gonzalez et al, 2010). Las hojas
también son utilizadas para saborizar el mate o el tereré (Pas-
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sicot, Cabral et al, 2010). Esta planta puede ser encontrada en
forma silvestre o domesticada en huertas y jardines. La misma
puede crecer en suelos arenosos (O'Leary et al,, 2016) aunque,
se adapta facilmente a los cambios del suelo y se pueden reali-
zar trasplantes por medio de esquejes. Este arbusto aromatico
de 1la 3 metros dealtura (Berardi, 2012), se distingue facilmen-
te de las demas especies por poseer hojas alternas de hasta 5
cm de largo (O'Leary et al,, 2016) que presentan un aroma a
limon al ser estrujadas (Sanchez de Lorenzo Caceres, 2020).
Con respecto a su floracion comienza en época de primave-
ra y verano; siendo sus flores blancas muy pequefas y sésiles
(Atkins, 2004) que contribuyen a su aroma caracteristico. Se
han reportado para esta planta actividades antimicrobianas e
insecticidas que seran desarrolladas en las siguientes seccio-
nes de este capitulo.

Figura 1. Imagenes de la planta de A. Polystachya.

En este contexto, el objetivo general de este trabajo fue la ob-
tencion, caracterizacion quimica y evaluacion de la accion in-
secticida y antimicrobiana del AE aislado de la especie Aloysia
polystachya localizada en Santiago del Estero.

2. Obtencion y caracterizacion de la composicién quimica del AE
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El AE de Aloysia polystacha se obtuvo de muestras de hojas
recolectadas en Villa El Zanjon, Santiago del Estero, Argentina
(27 °52'21.5"S 64 ° 14'33.2" W). Estas muestras fueron secadas
al aire durante 24 h. El AE se obtuvo en lotes de 200 g de hojas
secas empleando un hidrodestilador durante 4 horas. ELl AE se
extrajo con diclorometano y se secdo con sulfato de sodio an-
hidro. El solvente organico se removid por corriente de nitro-
genoy el AE se refrigerd hasta su uso (Figura 2). El rendimiento
de extraccion del AE fue de 0.83 + 0.02 % p/p.

) SN J-'....{-L e

Figura 2. Obtencion y caracterizacion quimica del AE
de hojas de A. Polystachya.

La composicion quimica del AE fue determinada mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS) usando un cromatdgrafo Thermo Scientific Focus GC
acoplado con un detector de masas de ionizacion por impacto
electronico DSQ II. Los compuestos se identificaron comparan-
do sus indices de retencion (indices de Kovats) con los de com-
puestos conocidos y también comparando sus espectros de ma-
sas con los almacenados en las bases de datos de la biblioteca
NISTO08. Se identificaron veintiun compuestos, siendo la Carvona
(60,78%) y el Limoneno (34,10%) los mayoritarios (Tabla 1).
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Compuestos? RIP Area %¢
a-Pineno 931 0.01
B-Pineno 979 0.50
B-Myrceno 990 1.39 f\
Limoneno 1030 34.10 i
0

B-Linalool 1106 040
Myrtenol 1180 0.00 W
Oxido de Limoneno 1144 0.13 {\
p-Menta-2,8-dien-1-ol 1149 0.10 4 T
Citronelal 1160 0.11

HC™ TCH,
Carvona 1271 60.78
a-Terpineol 1211 0.71
Verbenona 1217 0.10
Carveol 1255 045
Camfor 1135  0.25
a-Copaeno 1372  0.10
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Cedreno 1393  0.09
B-Bourboneno 1397 017
B-Cariofileno 1446  0.14
a-Cariofileno 1483 0.21
a-Curcumene 1502 0.17
Zingibereno 1515 0.1

@ |dentificacion de compuestos basada en R, biblioteca NIST 08 y bibliografia.
bRI, indices de retencion lineal experimental en columna TR5-ms.
¢ Valor medio de tres experimentos independientes. Desviacion es-
tandar menor al 10%.
dEstructuras quimicas de los componentes mayoritarios del AE de
hojas de A. polystachya.

Tabla 1. Composicion quimica del AE extraido
de hojas de A. polystachya

Como se menciond, la composicion quimica de los AE varia
considerablemente dependiendo de la ubicacion geografica de
la especie, condiciones climaticas, grado de madurez de las es-
pecies vegetales y diferencias intraespécificas (Fang et al., 2010;
Hsu & Chen, 2020; Nerio et al, 2010

A continuacion, se muestran los compuestos quimicos
mayoritarios reportados del AE de hojas de A. polystachya re-
colectadas en diferentes localizaciones geograficas (Tabla 2):
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Compuestos identificados
Lugar de Carvona | Limoneno | a-Tujona | Sabineno | Referencias
recoleccion
Bahia
Blanca, .
Buenos 835% 16.5% - - (Gonzalez et
Ai al, 2010)
ires,
Argentina
Rio Negro, o o (V. S. Benzi
Argentina 835% 165% etal., 2009)
(Pérez-
Arczanct?r;a 789 % 14,2 % Zamora et
9 al., 2016)
Region de
Valparaiso, 91,03 % 41% (Moller et
: al,, 2021)
Chile
Cordoba, o o (Gleiser et
Argentina 12% 69 % al, 2011)
San Luis, o o (Duschazky
Argentina 80 % 51% et al, 2004)
San Pablo, o o (Edieidia et
Brasil 773% | 184% al, 2012)

Tabla 2: Compuestos mayoritarios del AE de hojas de A. polystachya
reportados en diferentes regiones geograficas.

Los compuestos identificados que se muestran en la tabla 2
corresponden a monoterpenos hidrocarbonados (Limoneno y
Sabineno) y a monoterpenos oxigenados (Carvona y a-Tujona).
Estos resultados muestran que la composicion del AE del pre-
sente trabajo es similar a lo reportado por (Pérez-Zamora et al,,
2016), en la provincia del Chaco. Asi también, estos resultados
concuerdan con la composicion quimica del AE de las especies
recolectadas en Rio Negro, Bahia Blanca y Region de Valparai-
so, en donde el compuesto mayoritario identificado fue Carvo-
na, seguido de Limoneno. Por otra parte, (Gleiser et al.,, 2011)
informo que el compuesto mayoritario identificado en el aceite
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esencial de la especie recolectada en Cordoba fue a-Tujona.

3. Control de insectos Plaga de Algarrobo Blanco

El algarrobo blanco (Neltuma alba) es una de las especies ar-
bdreas nativas mas conocidas y con mayor dispersion terri-
torial del norte argentino. Su fruto, la algarroba, también co-
nocida como vaina o chaucha, contiene alto contenido de
proteinas e hidratos de carbono (Cattaneo et al., 2016). Esto
las convierte en un recurso idoneo para la elaboracion de ali-
mentos derivados. Asi, a partir del secado y molienda de las
vainas, las familias de la region obtienen la harina de algarroba
que permite elaborar todo tipo de panificados (panes, tortas
y budines). Ademas, con las vainas se producen bebidas tra-
dicionales como la aflapa (una especie de licor), la aloja y el
arrope (Abate & Ampofo, 1996). Esto favorecio al desarrollo de
las economias regionales, ya que surgieron emprendimientos
donde se fomenta la comercializacion de productos con alto
valor agregado derivados de la algarroba.

Todos los emprendimientos mencionados anteriormente
comparten la problematica de la pérdida de la cosecha de al-
garroba a causa de insectos de la familia Bruchidae, conocidos
comunmente como bruquidos, los cuales se alimentan de las
semillas de los algarrobos afectando de manera significativa la
calidad de los frutos, siendo Riphichubrus picturatus K. su prin-
cipal plaga (Figura 3). Normalmente, estos insectos realizan una
ovoposicion externa, la larva atraviesa el epi, meso y endocar-
po, completando su ciclo dentro de la semilla hasta convertirse
en pupa, para que posteriormente pueda emerger el adulto.
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Figura 3. Riphichubrus picturatus

El control de estos insectos depende principalmente de la apli-
cacion de insecticidas sintéticos, los cuales son dafiinos para
humanos y el ecosistema debido a su alta toxicidad y persis-
tencia (Okwute, 2012).

Los insecticidas organofosforados, carbamatos y fosfina se
utilizan ampliamente para proteger productos alimenticios al-
macenados contra la infestacion de plagas de insectos (Ces-
pedes et al., 2013). Entre otras desventajas, la aplicacion des-
controlada de estos insecticidas es causante de resistencia en
las poblaciones de insectos (Dhaliwal et al., 2008). Los riesgos
asociados al uso de estos productos promovieron el estudio
de productos naturales para el desarrollo de nuevos insecti-
cidas. Los conocimientos tradicionales indican claramente
que las plantas estan dotadas de propiedades que se pueden
aprovechar a bajo costo para su uso en la agricultura. Asi, los
insecticidas de origen natural se proponen como alternativas
racionales a las sintéticas y, entre los biopesticidas, los AE estan
creciendo rapidamente en el mercado (Regnault-Roger, Vin-
cent et al, 2012).

Una de las ventajas de estos AE, es que debido a los multi-
ples sitios de accion en los cuales pueden actuar, tienen baja
probabilidad de generar resistencia en los insectos (V. Benzi et
al, 2014). Ademas, a diferencia de los insecticidas sintéticos,
son biodegradablesy, por lo tanto, amigables con el medioam-
biente (Adenubi, McGaw et al, 2018). Se demostrd que los mo-
noterpenos Limoneno, Carvona y a-Tujona, encontrados en
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diferentes aceites esenciales poseen notable actividad insec-
ticida (Grodnitzky & Coats, 2002; Isman, 2000).

Se informo que el Limoneno posee un efecto insecticida
significativo contra Rhyzopertha dominica (F.) y Tribolium cas-
taneum (Herbst), plagas de productos alimeticios almacena-
dos (harinas, granos, cereales, entre otros) (Liang et al,, 2020;
Prates et al,, 1998). También resulto ser toxico para los adul-
tos de Bemisia tabaci Genn., plaga de cultivos como algodon
y Sitophilus zeamais (Motsch), gorgojo del maiz, (Fang et al,,
2010; Zarrad et al, 2015). Ademas, Carvona mostro toxicidad
contra adultos de S. zeamais, T. castaneum y se demostro que
(R)-Carvona posee efectos téxicos contra C. pipiens (Shamsa-
din-Azad et al, 2019). Por su parte, a-Tujona, mostro una fuerte
actividad insecticida contra Spodoptera exigua Hubner, plaga
polifaga (Hsu & Chen, 2020)

3.1 Actividad insecticida

En base a la problematica planteada, se estudio la actividad in-
secticida del AE A. de Polystachya frente a Rhipibruchus pic-
turatus utilizando el método descripto por Herrera et al., 2015
(Figura 4). Las colonias de R. picturatus se establecieron a partir
de vainas infestadas de algarrobo blanco. Se realizaron dilu-
ciones seriadas del AE en acetona, siendo las concentracio-
nes evaluadas (1000; 500; 242; 200; 120,94 y 60,47) pg/cm?.
Luego, 200 pl de cada dilucion fueron aplicados a un papel de
filtro ubicado en una placa de Petri de 9 cm de diametro. Se
agregaron 10 insectos en cada placa de Petri (N=5).

Como control se realizd el mismo experimento solo con
acetona. La mortalidad se evaluo transcurridas las 24 horas,
considerando muertos aquellos insectos que no presentaron
movilidad luego de tocarlos con pizas. Los datos de concen-
tracion-mortalidad se sometieron un analisis Probit para de-
terminar la concentracion letal que provoca el 50% de mortali-
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dad (LC, ). Se determino que el AE posee un efecto insecticida
contra R. picturatus obteniéndose un valor de LC, iguala 99,61
pug/cm?. Ademas, se evaluod la actividad insecticida de los prin-
cipales compuestos identificados en el AE. Para ello, Carvona
y Limoneno se separaron y purificaron mediante cromatogra-
fia en columna y cromatografia en capa fina. Se determind,
mediante este ensayo de toxicidad por contacto, que ambos
compuestos poseen actividad insecticida obteniéndose un va-
lor de LC,, igual a 51,21 pg/cm? para Carvona y 140,11 pg/cm?
para Limoneno.

Los valores obtenidos muestran que la actividad insecticida
del AE estudiado, se debe principalmente a Carvona. Estos re-
sultados son similares a los encontrados por (Fang et al., 2010),
quien determino una fuerte toxicidad por contacto de Carvona
y Limoneno, contra Sitophilus zeamais y T. castaneum.

Figura 4. Ensayo de toxicidad por contacto
3.2 Actividad repelente del AE

Los compuestos volatiles pueden modificar el comportamien-
to de los insectos. Los repelentes son sustancias que actuan
localmente o a distancia, disuadiendo a un insecto de volar,
aterrizar o escalar en el area donde se aplico el producto (Ne-
rio et al,, 2010). Para el ensayo de repelencia se utilizaron pa-
peles de filtro de 5 cm de diametro, los cuales se dividieron en
dos mitades. Una mitad se impregno con 15 pl del AE diluido
en acetona o con los compuestos puros (tratamiento) y la otra
mitad solo con acetona (control) (Figura 5).
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Actividad repelente
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Figura 5. Ensayo de repelencia de dos opciones

El papel de filtro se colocd en la caja de Petri. Un insecto se
liberd en el centro del papel se registro el tiempo de perma-
nencia en cada zona durante 5 minutos. Este ensayo se repitio
60 veces. Los resultados obtenidos (Figura 5) mostraron que
el AE, y los compuestos puros Carvona y Limoneno mostraron
un efecto repelente frente a R. picturatus. Anteriormente, se
reportd que el AE de hojas de A. polystachya posee actividad
repelente frente a T. castaneum y T. confusum, asi como tam-
bién contra A. aegypti (V. Benzi et al., 2014; Gleiser et al., 2011).
Ademas, Carvona mostrd actividad repelente contra mosqui-
tos y efectos sobre el sistema nervioso de insectos (Gongalves
et al,, 2008; Omolo et al, 2004). Los resultados indican que el
AE evaluado y sus compuestos puros son prometedoras fuen-
tes de repelentes naturales contra R. picturatus.

Los resultados obtenidos demostraron que el AE posee un
efecto insecticida contra R. picturatus a bajas concentraciones.
Esta accion se debe principalmente a su compuesto mayori-
tario, Carvona. Asimismo, tanto el AE, como sus compuestos
mayoritarios: Limoneno y Carvona mostraron repelencia en un
ensayo de dos opciones. Es importante resaltar que este es el
primer reporte sobre la actividad insecticida y repelente del AE
de A. polystachya contra esta plaga. Como se menciono, los AE
tienen la ventaja, respecto de los insecticidas sintéticos, de mos-
trar una persistencia limitada en el medio ambiente, baja proba-
bilidad de generar resistencia y baja toxicidad en vertebrados.
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4. Actividad antimicrobiana

Elincremento de la presencia de bacterias resistentes a multiples
antibidticos (ATBs) representa un grave problema para la salud
publica (Reid et al, 2020). Existen multiples causas del incremen-
to de la resistencia por parte de los microorganismos, entre ellas
la inadecuada administracion de los ATBs; el uso de ATBs en la
agricultura, la prescripcion de medicamentos inadecuada y la
falta de diagnostico. Debido a la presion selectiva de los ATBs,
existe una predominancia de las cepas resistentes que eliminan
las bacterias sensibles, volviendo predominantes. De este modo,
el aumento de la resistencia antimicrobiana unido al poco de-
sarrollo de nuevos ATBs llevo a la necesidad de buscar nuevas
alternativas terapéuticas, asi como a la revalorizacion de otras
alternativas poco exploradas (Pacios et al., 2020).

En este contexto, los AE representan una alternativa para el
control de microorganismos, existe un vasto registro bibliogra-
fico de la actividad antibacteriana de muchos AE. Sin embargo,
todavia no se logré un conocimiento detallado y acabado de sus
mecanismos de accion para la mayoria de estos aceites. En el
caso particular de A. polystachya existen pocas publicaciones
que se reportaron la actividad antibacteriana de AE de esta espe-
cie (Arena et al, 2020; Edieidia et al., 2012; Pérez Zamora, 2016)
y en ninguno de estos trabajos se indagan los posibles mecanis-
mos por los cuales el AE ejerce su accion frente a estas bacterias.

En esto contexto, se evalud la actividad antibacteriana fren-
te a Escherichia coli y Sthapylococcus aureus, como modelos
de bacteria gram negativa y gram positiva respectivamente, y
se indago sobre el rol de la membrana bacteriana como po-
sible blanco de accion del AE de A. polystachia. Para ello, en
primer lugar, se determino la Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) de este AE frente a ambas bacterias mencionadas. Se en-
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tiende por CIM, por la cantidad minima requerida de un agen-
te para inhibir el crecimiento visible de un microorganismo
(Nediani M. T., 2020). Sin embargo, este método no distingue
entre un agente bactericida y un agente bacteriostatico, dado
que el agente esta presente en el medio de cultivo durante
todo el periodo de incubacion (Nediani M. T., 2020). Es por
ello, que ademas se determino la Concentracion Bactericida
Minima (CBM), que es la concentracion a la cual un agente
antimicrobiano causa la muerte del 99% de los microorga-
nismos presentes. Por lo general, los agentes bactericidas se
unen fuertemente a sus dianas celulares y no son removidas
por dilucion (Ramirez & Marin Castafio, 2009).

2 Diluciones seriadas 2. Ingercién del indculo ARED i

(]|

EL gJ c

.
ciM

Figura 6. Determinacion de CIM y CBM a partir del AE

Con respecto a la CIM, el valor obtenido para ambas bacte-
rias ensayadas fue de 40 pL/mL de AE. Respecto a la CBM, el
AE solo se presentd accion bactericida frente a E. coli con un
valor de CBM de 80 pL/mL. De la comparacion de los valores
obtenidos con los reportes previos en la literatura, se observa
que los valores de CIM del presente trabajo son mayores a los
obtenidos por Pérez Zamora et al (Pérez-Zamora et al., 2016),
para AE obtenido a partir de plantas localizadas en Chile, como
se observa en la Tabla 2 este AE tiene una mayor concentracion
de Carvona que la obtenida en este trabajo. Sin embargo, los
valores de CIM son mas proximos a los obtenidos por Pina
et al (Edieidia et al., 2012) a partir de plantas localizadas en
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Brasil, donde los porcentajes de Carvona y Limoneno son
mas cercanos a los obtenidos en el presente trabajo (Tabla
2). Confirmando como esta descripto para otros AE que la
composicion del AE es quien determina su actividad bioldgica.

Para una mejor caracterizacion de la accion inhibitoria del
AE, se realizaron curvas de crecimiento para ambas bacterias
en estudio, evaluando el crecimiento bacteriano en presencia
de concentraciones CIM y sub-CIM para cada bacteria. Con
respecto a los resultados obtenidos, se observd una reduccion
significativa en el crecimiento microbiano en las diferentes
concentraciones CIM y sub-CIM, para ambas bacterias mode-
lo. Sin embargo, el efecto fue mas significativo para el caso de
E. coli. Continuando con la caracterizacion antibacteriana, se
evaluod la actividad letal del AE tras incubar ambas bacterias en
estudio durante 1 h a una concentracion de 2 x CIM. Elrecuen-
to de bacterias viables luego de la incubacion, mostrdé que esta
concentracion del AE, es capaz de eliminar el 100% de bacte-
rias para E. coli y el 90% para S. aureus en concordancia con
los valores de CBM observados.

Se a reportado para otros AE, que debido a la naturaleza
hidrofobica de los compuestos presentes en los AE, la mem-
brana bacteriana es un posible blanco de accion para ejercer
la accion antibacteriana (Chouhan et al, 2017). En este con-
texto, se evalud la capacidad del AE de dafar y permeabilizar
las membranas de las bacterias en estudio utilizando para ello
microscopia de fluorescencia. Esta técnica permite evaluar la
integridad de la membrana por medio de dos sondas fluores-
centes conocidas como, SYTO-9 (que emite fluorescencia ver-
de) y yoduro de propidio (P, por sus siglas en inglés, que emite
fluorescencia roja). Ambos fluorédforos difieren tanto en sus ca-
racteristicas espectrales como en su capacidad para penetrar
en las células bacterianas. Mientras la sonda SYTO 9 es capaz
de tefiir las bacterias tanto con membranas intactas como las
dafiadas, el IP solo es capaz de penetrar y tefiir bacterias que
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poseen su membrana dafiada, causando ademas una reduc-
cion en la fluorescencia emitida por la sonda SYTO 9; cuando
ambos colorantes estan presentes (Boulos et al, 1999). De esta
forma luego de la tincion, las bacterias con la membrana dafia-
da apareceran al microscopio de fluorescencia de color rojo,
mientras que las que no vieron comprometida su integridad se
veran de color verde.

15 min 30 min 45 min 60 min

- -- o

30 min 60 min 90 min 120 min

Figura 7. Imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia
de E. coliy S. aureus tefiidas con IPy SYTO-9, luego
de diferentes tiempos de incubacion con el AE

Como se observa en las imagenes de microscopia obtenidas (Fi-
gura 7), se evidencid que el AE es capaz de inducir cambios en la
permeabilidad de ambas bacterias; aunque, el efecto generado
es diferente para cada bacteria. En el caso de E. coli, se evidencia
que tras una hora de incubacion se logro que alrededor del 100%
de la poblacion bacteriana presentara dafos en su membrana.
Por otro lado, en el caso de S. aureus se requirid un mayor perio-
do de incubacion para lograr un dafio en la envoltura celular de la
mayor parte de la poblacion bacteriana. Se requirieron dos horas
de incubacion, para conseguir que solo alrededor de un 65% de
la poblacion bacteriana presentara dafios en su envoltura celular.

Cabe mencionar que E. coli es una bacteria gram negativa
que, por lo tanto, presenta dos membranas en su envoltura,
una internay otra externa, teniendo en cuenta que la sonda IP
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solo es capaz de emitir fluorescencia cuando se intercala en el
ADN bacteriano, los resultados obtenidos indican que el AE, es
capaz de generar dafios tanto en la membrana externa como
en la membrana interna de E. coli, permitiendo que la sonda
llegue al ADN.

De este modo, se demostro la accion antimicrobiana del AE
aislado de la especie A. polystachya frente a bacterias planc-
tonicas con comportamientos diferenciales; donde E. coli pre-
sentd mayor sensibilidad frente a este AE.

Ademas de realizar estos ensayos, también se evaluo la ac-
cion de este agente antimicrobiano frente a estructuras com-
plejas formadas por las mismas bacterias conocidos como
biopeliculas o biofilm. En la caracterizacion de nuevos agentes
antimicrobianos, es de suma importancia estudiar la capacidad
de estos de prevenir la formacion de biofilm y la destruccion
de los mismos. Desde un punto de vista clinico, el biofilm bac-
teriano también se forma en instrumentos quirurgicos, dispo-
sitivos médicos como, valvulas cardiacas o protesis articulares,
entre otros. De esta manera, se disminuiria la frecuencia de
infecciones causadas por estos agentes patdgenos en el ser
humano (Madigan et al, 2015a).

Esta estructura es considerada como una matriz de
polisacaridos extracelulares producidos por las bacterias, en
donde las bacterias se encuentran inmersas, logrando que
éstas puedan adherirse a superficies solidas (Aires et al, 2021;
Bazargani & Rohloff, 2016; Madigan et al, 2015b). Estas agrupa-
ciones de bacterias también se encuentran rodeadas por ex-
creciones celulares tales como proteinas, acidos nucleicos y
restos de células muertas (Madigan et al., 2015b). Dentro de las
particularidades que presenta un biofilm bacteriano se puede
mencionar su capacidad de:

e Eludir su destruccion por parte del sistema inmunolo-
gico del hospedador (Wijesundara & Rupasinghe, 2018)
¢ Aumentar su patogenicidad y evitar la penetracion
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de agentes antimicrobianos para su posterior elimi-
nacion (Benbelaid et al., 2014). Por ejemplo, la ma-
triz que posee alginato y otros polisacaridos como el
ADN bacteriano, reducen la capacidad de los ATBs
(Madigan et al., 2015a)
de este modo, se evaluo la capacidad del AE para inhibir la for-
macion de biofilms asi como su efecto frente a biofilms prefor-
mados. Estos ensayos se realizaron utilizando placas de ELISA
de 96 pocillos donde se incubaron las bacterias con y sin agen-
te, luego la cantidad de biofilm formado fue evaluado mediante
la técnica de cristal violeta descripta en Espeche et al., 2020.
Con respecto a la inhibicion de formacion de biofilm, se obser-
va una respuesta que depende de la dosis para ambas bacterias
ensayadas (Figura 8), donde el efecto resultd mucho mas signi-
ficativo en el caso de E. coli. Como es esperable, a la concentra-
cion de la CIM en ambas bacterias se observa una inhibicion casi
completa de la formacion de biofilms, ya que a esta concentra-
cion directamente se inhibe el crecimiento bacteriano.
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Figura 8. Porcentaje de inhibicién (1zq.) y erradicacion (Derecha) de
biofilm en S. aureus y E. coli.

Para evaluar el efecto del AE en un biofilm preformado, se ob-
tuvieron biofilms de ambas bacterias y luego fueron incubadas
por 24 horas con el AE. La cantidad de biofilm luego de la incu-
bacion con el AE también fue evaluada por la técnica de cristal
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violeta. La respuesta obtenida fue similar a la observada para
los ensayos de inhibicion, es decir, que el mayor porcentaje
de erradicacion fue alcanzado a la mayor a concentracion de
AE testeado para ambos tipos de bacterias (Figura. 8). Nueva-
mente, el efecto fue mucho mas significativo para E. coli. De
este modo, AE obtenido de A. polystachya, no solo se consi-
gue prevenir la formacion de biofilm sino que ademas, lograria
erradicar biofilms preformados. Cabe destacar que en el caso
de E. coli utilizando una concentracion 2 x CIM se logra erradi-
car completamente el biofilm.

Los resultados obtenidos, permitieron demostrar que el AE
extraido de hojas de A. polystachya localizadas en Santiago del
Estero, posee actividad antimicrobiana frente a una bacteria
gram positiva (S. aureus) y una bacteria gram negativa (E. coli)
tanto en su forma plancténica como cuando estos microor-
ganismos forman biofilms, mas aun se determind que sus me-
canismos de accion estan relacionados con la capacidad de
disrumpir las membranas de estas bacterias.

5. Conclusion general

Los resultados presentados en este capitulo, muestran la po-
tencialidad del AE estudiado para el desarrollo de nuevas he-
rramientas de manejo integrado de plagas y microorganismos.

En particular, la actividad del AE frente a bruquidos que
afectan a la algarroba, un fruto de particular importancia para
Santiago del Estero por su aporte nutricional en la dieta huma-
na y animal, representa una posible solucion a este problema
que afecta a muchos emprendimientos regionales.

Por otro lado, la capacidad del AE de actuar sobre microor-
ganismos gram positivos y gram negativos refuerza el poten-
cial de aplicaciones biotecnologicas en el area de salud y agri-
cultura de este aceite.
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