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RESUMEN

Existe un gran interés por estudiar productos naturales bioactivos que ofrezcan
una alternativa sustentable para el control de las enfermedades en cultivos. El
propoleos y los aceites esenciales se presentan como candidatos promisorios en tal
sentido, ya que poseen compuestos derivados del metabolismo secundario vegetal
con actividad bioldgica. No obstante, las investigaciones al respecto son escasas. En
este contexto, el objetivo de esta tesis fue estudiar de forma integral las caracteristicas
de extractos de propoleos y de aceites esenciales de orégano, su actividad
antimicrobiana individual y combinada frente a diversos fitopatégenos y su accion
fitoinhibitoria sobre propagulos de especies cultivadas.

Para esto, el esquema de trabajo comenzé con la bioprospeccion de distintos
extractos de propéleos (EP), asi como de aceites esenciales de orégano (AEO). Las
muestras presentaron diversas caracteristicas, destacandose que todas contenian una
abundante cantidad de compuestos bioactivos pertenecientes al grupo de los fenoles
en los EP, y de los terpenos en los AEO. Luego, se probaron in vitro las propiedades
antimicrobianas del EP y del AEO frente a fitopatégenos aislados de propagulos
horticolas y caracterizados morfolégica y genotipicamente. Ambos productos
mostraron diferencias en su eficacia y forma de actuar frente a Penicillium allii y a
Sclerotinia sclerotiorum. El hallazgo mas novedoso de estos estudios fue que la
combinacién de EP con AEO tuvo un efecto antifingico sinérgico frente a los
mencionados patégenos. Por otro lado, también se probé la accion antibacteriana del
EP sobre bacterias fitopatdgenas. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Xanthomonas gardneri, X. vesicatoria y Pseudomonas corrugata resultaron sensibles a
dicho producto.

En los estudios referidos a las propiedades fitoinhibitorias del EP y del AEO
sobre propagulos de lechuga (Lactuca sativa), ajo (Allium sativum) y poroto pallares
(Phaseolous lunatus), se evidencié que existen diferencias en su tolerancia a la
aplicacion de los productos estudiados. Estos ensayos permitieron seleccionar
formulaciones a base de EP y/o de AEO sin efectos adversos para dichos diseminulos,
lo que fue fundamental para evitar comprometer su calidad fisiolégica. Por ultimo, a
través de estudios in vivo, se determind que la combinacién de EP con AEO disminuy6
la incidencia y la severidad de la mufa del ajo causada por P. allii en bulbillos, y de
moho blanco causado por S. sclerotiorum en semillas de poroto pallares. Estos
resultados constituyeron el primer reporte respecto de la actividad antifingica in vivo

del EP combinado con AEO frente a las mencionadas enfermedades.



El trabajo realizado en esta tesis, ademas de ser de gran interés respecto de
las caracteristicas y propiedades del EP y del AEO, reporta por primera vez la accion
antifingica sinérgica que se logra al combinarlos. Los resultados obtenidos
demostraron el gran potencial que poseen ambos productos para el control de
enfermedades en las semillas, lo que permitira avanzar en el desarrollo de alternativas

sustentables para el manejo de fitopatdgenos en la horticultura.

Palabras claves: antifingico, bioactividad, biofungicida, fitopatégenos, horticultura,

semillas



ABSTRACT

In recent years, there has been a growing interest in the use of biofungicides as
safe and effective alternatives for crop protection. Propolis and essential oils are
potential candidates, due to their biological activity related to the secondary metabolites
they content. However, research in this area is scarce. The aim of this thesis was to
comprehensively study the characteristics of propolis extracts and oregano essential
oils, their individual and combined antimicrobial activity against several
phytopathogens, and their phytoinhibitory action on plant crop propagules.

Accordingly, a work scheme was followed. It began with the bioprospection of
different samples of propolis extracts (PE), as well as of different oregano essential oils
(OEO). The samples showed different characteristics, all containing a large nhumber of
bioactive compounds from the group of phenols in PE and terpenes in OEO. The
antimicrobial properties of PE and OEO were then tested in vitro against
phytopathogens isolated from horticultural seeds previously characterized
morphologically and genotypically. Both products showed differences in their efficacy
and mode of action against Penicillium allii and Sclerotinia sclerotiorum. The most
significant finding was that the combination of PE with OEO had a synergistic
antifungal effect against the fungi mentioned. On the other hand, the antibacterial
activity of PE against several phytopathogenic bacteria was also demonstrated.
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Xanthomonas gardneri, X.
vesicatoria, and Pseudomonas corrugata showed sensitivity to this product.

Studies on the phytoinhibitory properties of PE and OEO over lettuce (Lactuca
sativa), garlic (Allium sativum), and lima bean (Phaseolous lunatus) propagules
showed that there are differences in the tolerance of these structures to the tested
products. These assays allowed selecting formulations based on PE and/or OEO
without evidencing adverse effects on the seeds, which was crucial to avoid
compromising their physiological quality. Finally, through in vivo studies, it was
determined that the combination of PE with OEO reduced the incidence and severity of
blue mold caused by P. allii in garlic bulbs and of white mold caused by S. sclerotiorum
in lima bean seeds. These results led to the first report of in vivo antifungal activity of
PE combined with OEO against those diseases.

This work provides valuable information on the characteristics and properties of
PE and OEO. It also proves the synergistic antifungal action exerted when combining
them. The results reported show the significant potential of both products to control
seed disease. These findings will allow developing sustainable alternatives for the

management of phytopathogens in horticulture.



Keywords: antifungal, bioactivity, biofungicide, phytopathogens, horticulture, seeds
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CAPITULO 1
Introduccién general

CAPITULO 1 - Introduccién general

1-1. Contexto actual

La demanda de alimentos y de productos derivados de la agricultura se ha
incrementado considerablemente en las ultimas décadas, debido al crecimiento
poblacional sostenido a nivel mundial (Naciones Unidas, 2019; Khakimov et al., 2020).
Este escenario supone un desafio para el sector agricola y la investigacion cientifica,
ya que resulta necesario aumentar la produccidon vegetal garantizando al mismo
tiempo la rentabilidad, la seguridad alimentaria, la sostenibilidad de los recursos
naturales, la salud del medio ambiente y la equidad social (Tilman et al., 2011,
Sanahuja y Tezanos, 2017; FAO, 2018). Dado que la superficie cultivable es un
recurso finito, las estrategias planteadas para cumplir con este objetivo tienen como
denominador comun maximizar el rendimiento por area de cultivo (Flood, 2010).

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible impulsados por Naciones Unidas, e
incluidos en el documento que lleva por titulo “Transformar nuestro mundo: la Agenda
2030 para el Desarrollo Sostenible”, proponen aplicar practicas agricolas resilientes
que reduzcan las pérdidas de rendimiento a lo largo de todo el proceso productivo (Gil,
2018). En este punto resulta clave sefialar que entre el 20 y el 40 % de la produccion
agricola mundial, se pierde anualmente debido a enfermedades infecciosas en los
cultivos, causadas por diversos microorganismos (FAO, 2021). Las consecuencias de
estas enfermedades incluyen no solo la merma en las cosechas, sino también la
disminucion en la calidad de los productos obtenidos, la contaminacion de alimentos
con toxinas y la imposicién de barreras sanitarias en la comercializacion (Savary et al.,
2012; Diaz, 2020). En relacién a esto ultimo, la Asamblea General de las Naciones
Unidas proclamé al afio 2020 como el “Afio Internacional de la Sanidad Vegetal”, bajo
el lema "Proteger las plantas, proteger la vida", con el objetivo de visibilizar la
importancia de la proteccién de los cultivos frente a los fitopatégenos (Khakimov et al.,
2020).

Actualmente, la prevencion, control y erradicacion de las enfermedades
vegetales se realiza mayormente mediante la aplicacién de productos sintéticos. De
acuerdo a Sparks et al. (2016), las ventas de pesticidas sintéticos a nivel mundial
ocuparon un 79 % del mercado, correspondiendo el porcentaje restante a bioproductos
(9% bioinsecticidas, 7 % biofungicidas y 5 % bioherbicidas). Los pesticidas sintéticos,
si bien han permitido un avance considerable en el manejo de los fitopatégenos desde
la segunda mitad del siglo XX, especialmente a partir de la “Revolucién Verde”

(Sanchez Llorens, 2017), también han generado numerosas controversias (Trenc,
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2001). Desde una perspectiva ecologica, los efectos de estos productos sobre el
medioambiente incluyen la reduccion de la biodiversidad, y la contaminacion del suelo
y del agua debido a su alta persistencia y baja degradabilidad, entre otros (EPA, 2010;
Kumar y Singh, 2014). Asimismo, la utilizacién de pesticidas sintéticos de manera
continua y frecuente, la aplicacion de dosis por debajo o por encima de las
recomendadas y la falta de empleo de otras formas de control, han llevado al
desarrollo de microorganismos resistentes a los principios activos disponibles (Vallad y
Goodman, 2004).

El uso de este tipo de productos también supone un riesgo para la salud
humana, ya que estdn asociados a patologias como el cancer, trastornos
reproductivos y dermatoldgicos, neuropatias, deterioro inmunolégico y efectos
respiratorios adversos (Li y Jennings, 2018; Singh et al., 2018). Cabe mencionar que
estos insumos no pueden ser utilizados en producciones organicas (Jiménez-Reyes et
al., 2019). Por todos estos motivos, se ha incentivado la bdsqueda, la investigacion y
el desarrollo de productos naturales bioactivos, que ofrezcan una alternativa

sustentable para el control de fitopatégenos (Popp et al., 2013; Mishra et al., 2015).

1-2. Productos naturales bioactivos aplicados a la sanidad vegetal

En un sentido amplio, los productos naturales bioactivos (PNB) comprenden
organismos vivos y productos sintetizados o derivados de ellos, que tienen accién
biolégica sobre otros organismos. Se obtienen principalmente de plantas,
microorganismos e insectos, y tienden a ser quimicamente complejos (Sparks et al.,
2016). Desde la antigiedad han servido como herramientas en la medicina, veterinaria
y agricultura. El término “biopesticidas”, ha sido utilizado para hacer referencia a los
PNB que se utlizan en la protecciéon vegetal (Gwinn, 2018). Estos han sido
clasificados de acuerdo al tipo de agente bioactivo en: organismos microbianos vivos
(biopesticidas microbianos), nematodos entomoéfagos, derivados de plantas
(biopesticidas botanicos), metabolitos secundarios obtenidos de microorganismos
(antibidticos), compuestos obtenidos de insectos que modifican conductas
(semioquimicos) y genes incorporados a cultivos para expresar resistencia o tolerancia
a plagas (“Protectores Incorporados en Planta” o “PIPs”) (Copping y Menn, 2000). A
su vez, segun su funcion, los biopesticidas se categorizan en bioinsecticidas,
biofungicidas (incluye también la acciébn frente a bacterias fitopatdgenas),
bionematicidas y bioherbicidas (Abbey et al., 2019).

El creciente interés en los biopesticidas est4 vinculado a los beneficios
asociados a su uso, que a su vez los distinguen de los productos sintéticos. Se ha

reportado que solo afectan a los organismos objetivos y que su toxicidad para otros
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seres vivos, incluyendo a los seres humanos, es baja o nula. Los biopesticidas son
efectivos en bajas dosis y se descomponen rapidamente, limitando los efectos
adversos de la persistencia y consecuente contaminacion de los recursos naturales.
Pueden formar parte de los programas para el Manejo Integrado de Plagas y son
aptos en la agricultura organica. Por Ultimo, constituyen una herramienta valiosa para
el control de plagas resistentes, ya que en general contienen varios compuestos
quimicos que actian de manera sinérgica e involucran diversos mecanismos y modos
de accién (Abbey et al., 2019; Alonso Gato et al., 2021; El-Baki y Amara, 2021). El uso
de biopesticidas brinda a los agricultores oportunidades para satisfacer las
necesidades de los consumidores de manera eco-amigable, especialmente en nichos

de mercado donde la seguridad alimentaria cobra mayor relevancia.

1-3. Metabolitos secundarios vegetales y biopesticidas botanicos

Los metabolitos secundarios vegetales son compuestos organicos de bajo peso
molecular, que median las relaciones ecolégicas de las plantas con su entorno
(Hartmann, 2007). Tal como su nombre lo indica, son el resultado del metabolismo
secundario, que esta asociado a fases especificas del desarrollo, tanto del organismo
como de sus células especializadas, y a periodos de estrés causados por factores
biéticos y abidticos. Tradicionalmente han sido diferenciados de los metabolitos
primarios, los cuales se producen a partir de rutas metabdlicas comunes a todas las
células vegetales y conducen a la formacion de azucares, aminoacidos, acidos grasos
y diversos polimeros, que son esenciales para la vida celular y estrictamente
necesarios para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Fernie y Pichersky, 2015).

Si bien existen distintas formas de clasificar a los metabolitos secundarios
vegetales, en general se los agrupa en terpenos (25.000 tipos), alcaloides (12.000
tipos) y fenoles (8.000 tipos) (Figura 1-1). Puntualmente, los terpenos o terpenoides se
clasifican de acuerdo al nimero de atomos de carbono o de moléculas de isopreno
(CsHs) que contienen. Existe una gran variedad de estos compuestos, incluyendo
sustancias tales como el mentol, geraniol, B-caroteno, licopeno, limoneno, timol,
carvacrol, ademas de piretroides, saponinas y resinas. Los alcaloides, por su parte, en
general contienen nitrégeno derivado de aminoécidos y poseen un pH alcalino.
Ejemplos de estos compuestos son la nicotina, morfina, atropina, adrenalina, efedrina
y cafeina. Por dltimo, los fenoles son compuestos de estructura aromatica, con uno o
varios grupos hidroxilo, libres o sustituidos. EI compuesto basico es el fenol (CsHgO).
Los acidos cumarico, caféico, galico, ferrdlico, salicilico, asi como la apigenina,

quercetina y el kaempferol pertenecen a este grupo (Antolak y Kregiel, 2017).
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Figura 1-1. Clasificacion general de los metabolitos secundarios vegetales (tomado de Antolak
y Kregiel, 2017).
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Respecto de las funciones de estos compuestos en las plantas, se mencionan:
brindar proteccion frente a infecciones causadas por microorganismos, actuando como
fitoquimicos con actividad antimicrobiana; intervenir en las relaciones con otros
organismos vegetales, lo que se conoce como alelopatia e involucra propiedades
fitoinhibitorias que alteran la respiracion celular, la fotosintesis, etc.; y actuar como
disuasorios nutritivos o alimentarios, que evitan la depredacion por herbivoros (Azcon-
Bieto y Talén, 2008). También, y en menor medida, cumplen funciones estructurales,
fisiologicas y ecolbgicas adicionales, como brindar proteccion frente a los rayos UV o
servir como sefial para atraer animales polinizadores y dispersantes de semillas (Wink,
2008). Estudios recientes han demostrado que pueden actuar como reguladores del
crecimiento y del desarrollo vegetal, reintegrdndose como metabolitos primarios sensu
lato (Erb y Kliebenstein, 2020).

Dentro de los productos naturales que contienen metabolitos secundarios
vegetales y que pueden considerarse para su aplicacion como biopesticidas botanicos,

se encuentran el propdéleos y los aceites esenciales obtenidos de especies vegetales.

1-3.1. Propodleos

Ciertas especies vegetales producen y exudan resinas, gomas y mucilagos,
que contienen compuestos bioactivos derivados del metabolismo secundario vegetal.
Las abejas (Apis mellifera L.), recolectan y combinan estas sustancias con secreciones
propias, obteniendo asi el propéleos, al que utilizan en la construccion, adaptacion y
proteccion de la colmena (Salamanca Grosso, 2017; Aziz et al., 2021). Este producto
es soélido y maleable a temperatura ambiente, y su composicion quimica es compleja 'y
variable, ya que depende, entre otros factores, de la vegetacion de origen (Ghisalberti,
1979). Generalmente, sus principales compuestos quimicos bioactivos pertenecen al
grupo de los fenoles (Marcucci, 1995; Sturm y Ulrih, 2019).

En la industria, el propoleos es utilizado en productos cosmeéticos,
farmacéuticos y de uso veterinario. Esto es principalmente debido a sus propiedades
antimicrobianas (Bankova et al., 2014), antioxidantes, antitumorales y antiinflamatorias
(Anjum et al., 2019). En el &mbito agroalimentario, las investigaciones respecto de su
accion frente a fitopatdgenos son escasas. Al respecto, Ozcan (1999) estudio la accién
de extractos acuosos de propdleos en distintas concentraciones frente a Alternaria
alternata, Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus, Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum y Penicillium digitatum. Meneses et al. (2009) investigaron la accion del
propoleos contra Colletotrichum gloeosporioides y Botryodiplodia theobromae. Matny
(2015) probo el efecto del propdleos iraqui sobre Penicillium digitatum, causante del

moho gris en naranjas almacenadas. Moreno et al. (2020) estudiaron la accién del
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propdleos argentino frente a Penicillium digitatum y Botrytis cinerea. Todos estos
investigadores obtuvieron resultados alentadores respecto de la inhibicion de
fitopatégenos, lo que posiciona al propéleos como un potencial agente biopesticida.

1-3.2. Aceite esencial de orégano

Los aceites esenciales son mezclas lipofilicas y volatiles de metabolitos
secundarios vegetales, que estan principalmente asociados a la defensa de las plantas
frente a predadores y fitopatégenos, y a la atraccién de polinizadores (Prins et al.,
2010). Su nombre hace referencia a que contienen la fragancia caracteristica de la
especie vegetal de la cual provienen (Anupama et al., 2019). Estos pueden obtenerse
a partir de distintos érganos vegetales por destilacion de arrastre de vapor, extraccion
con solventes volatiles, extraccion con fluidos supercriticos y excepcionalmente por
presion (Patra 'y Saxena, 2010).

Los aceites esenciales presentan una gran variabilidad en su composicion
quimica, la cual depende de la especie botanica de la cual se extraen, de la
localizacién geogréfica del cultivo, de la forma de obtencién, entre otros (Hao et al.,
2022). La presencia de determinados compuestos bioactivos, en especial de fenoles y
terpenos, les otorga a los aceites esenciales propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, alelopéaticas (Fayed et al.,, 2021), inmunomodulatorias (Valdivieso-
Ugarte et al., 2019) y antitumorales (Adorjan y Buchbuer, 2010).

El género Origanum incluye varias especies de plantas herbaceas, risticas y
perennes, de cuyos Organos aéreos se puede obtener un aceite esencial liquido, de
color levemente amarillo y con un aroma caracteristico. Suele estar compuesto
mayoritariamente por carvacrol y timol, ambos potentes agentes antimicrobianos (Cui
et al.,, 2019). Estudios in vitro de la accién de este aceite esencial frente a
fitopatégenos, han mostrado una alta eficacia en el control de Fusarium graminearum
(Velluti et al.,, 2004), Phytophthora infestans (Soylu et al.,, 2006), Sclerotinia
sclerotiorum (Soylu et al., 2007) y Plasmopara viticola (Rienth et al., 2019). Al igual
que ocurre con el propéleos, la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de
orégano lo convierte en una herramienta promisoria para el control de fitopatégenos

agricolas.
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1-4. Fitopatégenos y enfermedades de los cultivos horticolas

Las enfermedades en las plantas implican cambios en su fisiologia, morfologia,
integridad y/o comportamiento, y pueden conducir a la alteracién parcial y/o muerte del
organismo, con la consecuente disminucion del rendimiento en la produccion (Arauz,
1998; Rivera y Wright, 2020). Cabe mencionar que, para que una enfermedad
infecciosa se desarrolle en un vegetal, deben interactuar de manera simultanea tres
componentes: un fitopatégeno virulento, un hospedante susceptible y un ambiente
favorable para el desarrollo de la enfermedad (Tronsmo et al., 2020). Este concepto ha
sido denominado “triangulo de las enfermedades” (Figura 1-2.a). Asimismo, dicho
sistema interactivo se modifica cuando el hombre incorpora cultivos, con practicas de
manejo y estrategias de control de enfermedades, conformando asi un patosistema

esquematizado en un tetraedro (Figura 1-2.b) (Moschini et al., 2013).

O
a
3 %
\ <
O e
& %,
Q )
HOSPEDANTE
b HOMBRE
PATOGENO \/ AMBIENTE
HOSPEDANTE

Figura 1-2. Componentes interactivos en el desarrollo de enfermedades infecciosas en plantas:
(a) Triangulo de las enfermedades; (b) Tetraedro de las enfermedades (tomado de Moschini et
al., 2013).

Los procesos especificos que caracterizan a las enfermedades infecciosas
varian considerablemente segln el agente causal y la especie vegetal huésped; sin
embargo, se puede generalizar que para su desarrollo ocurren una serie de eventos
sucesivos que han sido esquematizados dentro del “ciclo de la enfermedad” (Figura 1-

3). Alli se incluyen la inoculacién, penetracion, infeccion, invasion y colonizacion del
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huésped por el fitopatdbgeno, y el crecimiento y/o reproduccién, la dispersion vy
supervivencia de este ultimo (Agrios, 2005). Dentro de los agentes que provocan
enfermedades en las plantas, los hongos se destacan por ser el grupo mas numeroso
y variado. Se estima que alrededor de 8.000 especies diferentes pueden causar unas
80.000 enfermedades vegetales (Castafio Zapata, 2015). Por otro lado, de acuerdo a
Agrios (2005), se han encontrado cerca de 80 especies de bacterias que constan de

patovares que producen enfermedades en las plantas.

Infeccion
(sintomas)
Penetracion Invasion
Reconocimiento
por parte del Colonizacién
huésped
CICLO DE LA ENFERMEDAD
Crecimiento
., ylo
Inoculacion reproduccién
del patogeno
Planta : : Yy
huésped HEETIZIET 22 Desarrollo de

_ patégeno _ signos
(inéculo secundario)

Diseminacion del Hibernacién y

_ patége_no _ estivacion del
(in6culo primario) Periodo de patégeno

inactividad

Figura 1-3. Ciclo de las enfermedades en las plantas (tomado de Agrios, 2005).

En la horticultura, los fitopatégenos que afectan los propagulos destinados a la
implantacion de los cultivos constituyen uno de los factores de mayor riesgo en este
tipo de produccion (Hartmann et al., 1997). En tal sentido se debe considerar que,
durante la germinacion, la emergencia y el desarrollo inicial, las plantulas son

especialmente susceptibles a la infeccion de patégenos, debido a que los exudados
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liberados durante la germinacion proveen a los microorganismos una base nutritiva
que facilita la patogénesis, y a que los tejidos jovenes tienen una escasa estructura
constitutiva para su proteccion (Tsedaley, 2015).

1-4.1. Penicillium allii causante de la mufa del ajo

La mufa del ajo (Allium sativum), también conocida como decaimiento 0 moho
verde de la mencionada hortaliza, es causada por el fitopatdgeno Penicillium allii. Esta
enfermedad es de distribucion mundial y ocasiona importantes pérdidas durante la
implantaciéon del cultivo y la postcosecha (Valdez et al., 2009; Galvez y Palmero,
2021). El signo caracteristico es la presencia de moho verde azulado sobre los
bulbillos. Las plantas provenientes de propagulos infectados pueden morir durante la
brotacién o en el transcurso de su crecimiento, lo que se traduce en un menor
rendimiento del cultivo. El ataque de este fitopatbgeno es muy frecuente, ya que es
capaz de crecer en condiciones muy amplias de humedad y temperatura (Burba,
2003). En la actualidad, se trata de forma preventiva mediante la aplicacion de
fungicidas sintéticos a los bulbillos destinados a la implantacion del cultivo (Salinas y

Cavaganaro, 2019).

1-4.2. Sclerotinia sclerotiorum causante de la podredumbre blanca en poroto
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary es un hongo polifago y necrotrofo
ampliamente reconocido, ya que causa la podredumbre y muerte de numerosos
cultivos intensivos y extensivos, asi como de malezas y especies silvestres. Se
caracteriza por presentar abundante micelio blanco algodonoso sobre los tejidos
vegetales que afecta, y por formar esclerocios oscuros que actlan como estructuras
de resistencia. Entre sus huéspedes se encuentran la lechuga (Lactuca sativa), el
girasol (Helianthus annuus), la soja (Glycine max), entre otros (Purdy, 1979; Delhey et
al., 2009; Smolinska y Kowalska, 2018). En el cultivo de poroto (Phaseolus sp.) puede
contaminar e infectar a las semillas, plantulas, plantas y frutos, ocasionando graves
pérdidas en la produccién (Tu, 1988; Aban et al., 2019; SINAVIMO, 2022). El control
de S. sclerotiorum en el mencionado cultivo es complejo, predominando actualmente

el uso de fungicidas sintéticos (Teixeira et al., 2019).

1-4.3. Bacterias fitopatégenas

Las enfermedades bacterianas pueden limitar de forma significativa la
produccion de los cultivos horticolas, ya sea que se realiza en invernadero o a campo
abierto (Sampietro et al., 2016). La mayoria de las bacterias fitopatégenas son bacilos

Gram-negativos, aunque también hay géneros de bacterias Gram-positivas, que
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pueden ingresar en las semillas, hojas, tallos o raices a través de aberturas naturales
como los estomas o las lenticelas, o ser transmitidas por insectos fitofagos (Tournas,
2005). Entre las bacterias fitopatdgenas que ocasionan mermas significativas en
cultivos horticolas en Argentina, se pueden citar Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Pseudomonas corrugata, P. mediterranea, Xanthomonas gardneri y X.
vesicatoria (Pérez-Pérez et al., 2020; Holtappels et al., 2021). Los sintomas que
producen dependen del huésped y suelen incluir manchas foliares, marchitamientos,
hiperplasias, costras y podredumbres blandas (Agrios, 2005).

1-5. Hipo6tesis y objetivos

Desde el afio 2009, en el Laboratorio de Estudios Apicolas (LabEA) del
Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur y Centro Asociado de
la Comisién de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires (CIC), se
ha trabajado para contribuir a la aplicacién del propdleos y de los aceites esenciales
en el control de fitopatdbgenos de interés agricola. Producto de las investigaciones y
estudios realizados, se generaron publicaciones y trabajos que, junto con el estado

actual del conocimiento, llevaron a plantear la hip6tesis y los objetivos de esta tesis.

« Hipdtesis general

El extracto de propdleos y el aceite esencial de orégano, ambos productos
naturales que contienen compuestos bioactivos derivados del metabolismo secundario
vegetal, poseen propiedades antimicrobianas y fitoinhibitorias con potencial para

formular tratamientos sanitarios para propagulos horticolas.

+ Objetivo general

Evaluar las caracteristicas de extractos de propéleos y de aceites esenciales
de orégano, su actividad antimicrobiana individual y combinada sobre diversos
fitopatdgenos, y su accién fitoinhibitoria sobre propagulos horticolas, a fin de
determinar su potencial como tratamientos sanitarios para las mencionadas

estructuras vegetales.

+ Objetivos especificos

1. Caracterizar sensorial, fisica y quimicamente propoleos provenientes de
distintas regiones de Argentina, determinar el perfil quimico de aceites esenciales de
orégano (Origanum vulgare L.), y comprobar la presencia de compuestos bioactivos

derivados del metabolismo secundario vegetal en ambos.
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2. Caracterizar morfolégica y genotipicamente cepas de los fitopatdgenos
Penicillium allii, Sclerotinia sclerotiorum, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Pseudomonas corrugata, P. mediterranea, Xanthomonas gardneri y X.
vesicatoria.

3. Determinar in vitro las propiedades antifingicas del extracto de propdleos y
del aceite esencial de orégano, tanto de forma individual como combinada, sobre P.
allii y S. sclerotiorum, asi como la actividad antibacteriana del extracto de propdéleos
sobre bacterias fitopatdgenas.

4. Evaluar la actividad fitoinhibitoria del extracto de propdleos y del aceite
esencial de orégano sobre propagulos horticolas.

5. Probar in vivo la accion antifingica del extracto de propoleos y del aceite
esencial de orégano, tanto de forma individual como combinada, frente a la mufa del
ajo causada por P. allii en bulbillos destinados a la implantacion del cultivo, y frente al

moho blanco causado por S. sclerotiorum en semillas de poroto pallares.

1-6. Esquema de trabajo

Esta tesis se estructurd en siete capitulos, que responden a las etapas que se
siguieron para el desarrollo de la investigacion (Figura 1-4). El esquema de trabajo
estuvo en concordancia con lo propuesto por Lengai y Muthomi (2018), para

desarrollar biopesticidas de uso agricola.
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PRODUCTOS NATURALES

BIOACTIVOS
(PNB)
/ \ CAPITULO 1
BIOPROSPECCION EXTRACTO DE ACEITE ESENCIAL
PROPOLEOS DE OREGANO

N K

CARACTERIZACION Y ANALISIS

DE SU COMPOSICION QUIMICA e
AISLAMIENTO Y -
CARACTERIZACION DE
FITOPATOGENOS

CRIBADO EN
LABORATORIO

EVALUACION IN VITRO DE LAS
PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS CAPITULO 4
DE LOS PNB FRENTE A FITOPATOGENOS

EVALUACION DE LAS PROPIEDADES
FITOINHIBITORIAS DE LOS PNB SOBRE CAPITULO 5
PROPAGULOS HORTICOLAS

ENSAYOS
IN VIVO

EVALUACION IN VIVO DE LAS PROPIEDADES
ANTIMICROBIANAS DE LOS PNB FRENTE A CAPITULO 6
FITOPATOGENOS

CONSIDERACIONES Y PERSPECTIVAS
SOBRE EL USO DE LOS PNB EN LA SANIDAD
VEGETAL

CAPITULO 7

Figura 1-4. Esquema de trabajo para esta tesis doctoral, adaptado de Lengai y Muthomi (2018).
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CAPITULO 2 - Caracterizacion de productos naturales bioactivos: propoleos y

aceite esencial de orégano

2-1. Introduccion

El propdleos y los aceites esenciales obtenidos de plantas aromaticas, como el
orégano, se han convertido en una alternativa de gran interés para el control de
fitopatdégenos. Esto es debido a que, en su composicion, presentan metabolitos
secundarios vegetales que les otorgan propiedades antimicrobianas (Godlewska et al.,
2021). El estudio de estos productos suele comenzar con su caracterizacion fisica y
quimica durante el proceso de bioprospeccion, lo que incluye la identificacion y
cuantificacién de los principales compuestos bioactivos (Lengai y Muthomi, 2018).

El propdleos es considerado un producto natural bioactivo (PNB) de origen
mixto vegetal-animal ya que es elaborado por las abejas (Apis mellifera L.) a partir de
exudados vegetales (Ghisalberti, 1979; Alvarez, 2012). Las pecoreadoras de la
colmena detectan, a través de sus antenas, sustancias resinosas, gomosas y/o
balsdmicas, que son secretadas y/o exudadas por determinadas especies botanicas.
Luego, de forma selectiva en base a la proximidad, disponibilidad, aptitud y toxicidad,
recolectan dicha materia prima valiéndose de sus mandibulas, de secreciones
salivares-mandibulares propias, como el acido 10-hidroxidecenoico, y del primer par
de patas (Salatino y Salatino, 2017; Dezmirean et al., 2021). Seguidamente, forman
pequefios granulos de propoéleos que transportan a la colonia en sus corbiculas. Las
abejas realizan la recoleccion y elaboracién de este producto en dias calurosos, con
temperaturas superiores a 20 °C, ya que las resinas vegetales se encuentran
facilmente maleables (Bedascarrasbure et al., 2006).

Dentro de la colmena, el propoéleos es utilizado como barniz antimicrobiano
para las celdas, el piso y las paredes, como sustancia embalsamante para evitar la
descomposicion de los restos de animales invasores y como material térmico aislante.
Estas funciones resultan fundamentales para la higiene de la colonia, ya que en el
reducido espacio fisico de una colmena habitan entre 40.000 y 80.000 individuos, con
una temperatura de 35 °C promedio y una humedad relativa que varia entre el 40 %y
60 %, lo que constituye un ambiente propicio para el desarrollo de microorganismos
(Simone-Finstrom y Spivak, 2010).

En cuanto a las caracteristicas, es un material lipofilico, sélido, duro y fragil si
se encuentra frio, tornandose blando, flexible y pegajoso a medida que aumenta la
temperatura. Su coloracion puede presentar tonalidades amarillas, verdosas, rojizas y
amarronadas (Wagh, 2013). Desde el punto de vista quimico, es una sustancia

compleja y variable, en cuya composicion se encuentran resinas (50 %), ceras (30 %),
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acidos aromaticos y sus correspondientes ésteres (10 %) y polen (5 %), ademas de
otros compuestos e impurezas (5 %) (Toreti et al., 2013). Dentro de la fraccién
correspondiente a las resinas, se pueden identificar un gran nimero de metabolitos
secundarios vegetales, principalmente del grupo de los compuestos fendlicos, que le
otorgan a este producto propiedades antibacterianas, antifingicas, antivirales,
antiprotozoarias, antioxidantes, antiinflamatorias, cicatrizantes, antitumorales
(Bankova, 2005b; Anjum et al., 2019), y fitoinhibitorias (Dadgostar y Nozari, 2020)
entre otras.

Los apicultores cuentan con varios métodos para recolectar propoleos, siendo
los més utilizados el raspado del material apicola y las mallas plasticas colocadas en
la parte superior de la dltima alza (Figura 2-1). En general se cosechan entre 100 y
200 gramos de propéleos por colmena al afio, aunque esta cantidad puede ser
superior en algunos sitios geograficos alcanzando los 1000 gramos de propéleos por
colmena al afio. En Argentina la produccion de propéleos se realiza de forma
complementaria a la produccion de miel (principal producto obtenido de la actividad
apicola), y es posible observar propéleos con diferentes caracteristicas debido a la
diversidad de especies vegetales que se encuentran a lo largo del territorio nacional
(Garcia Paoloni, 2022).

Figura 2-1. Propdleos: (a y b) alza de una colmena apicola con los bordes propolizados; (c)
pinza con palanca, utilizada por los apicultores para raspar propéleos del material apicola
(alzas, cuadros, etc.); (d) malla plastica matrizada con propodleos, luego de ser retirada de una
colmena.
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El orégano (Familia Lamiaceae, Género Origanum), es mundialmente conocido
por su aptitud como planta aromatica y condimentaria (Figura 2-2.a). Se caracteriza
por ser fuente de aceites esenciales con caracteristicas sensoriales particulares, que
habitualmente se usan para conferir gustos, aromas y/o colores a los alimentos y
bebidas (Arcila-Lozano et al., 2004). Debido a las propiedades bioactivas que poseen
los metabolitos secundarios del orégano, es también considerado una “planta
medicinal” cuyos extractos y aceites esenciales tienen utilidad farmacoldgica (Chisht et
al., 2013).

Existen diversos estudios sobre la composicion quimica del orégano y de los
PNB que se obtienen de él. En los aceites esenciales (Figura 2-2.b) se han identificado
flavonoides, monoterpenos y sesquiterpenos, siendo caracteristicos el carvacrol y el
timol (Rostro-Alanis et al., 2020). Los tipos de compuestos y su concentracion pueden
variar debido a numerosos factores, como el genotipo de orégano utilizado, las
condiciones de cultivo, el ataque de plagas, la época de cosecha, el método de
obtencion del aceite esencial, entre otros (Tibaldi et al., 2011; Hao et al., 2022). Las
propiedades de este producto incluyen actividad antioxidante (Quiroga et al., 2013),
antimicrobiana (Rodriguez-Garcia et al., 2015), antiparasitaria (Bouyahya et al., 2017),

insecticida, estrogénica, antigenotdxica y antiinflamatoria (Arcila-Lozano et al., 2004).

Figura 2-2. Cultivo y aceite esencial de orégano: (a) parcela experimental de orégano en el
Depto. de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca, Argentina; (b) aceite
esencial de orégano obtenido de Origanum vulgare ssp. vulgare, tipo comercial compacto.

En Argentina se encuentra documentada la presencia de Origanum vulgare

ssp. vulgare, O. majorana L., O. vulgare ssp. virens, O. x applii, O. x majoricum
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(Rouquaud y Videla, 2000) y O. vulgare spp. hirtum (Torres, 2011). A nivel nacional, la
produccion de orégano es de gran relevancia en cuanto a la superficie cultivada y el
volumen de material vegetal exportado respecto de otras hierbas arométicas
(Ciancaglini, 2020; Laurlund, 2021). Las principales zonas de cultivo son el
departamento de San Carlos en la provincia de Mendoza, y los departamentos San
Javier y San Alberto en la provincia de Cérdoba. También, en menor medida, se
produce orégano en el departamento de Calingasta, San Juan, y en el Valle de Lerma,
Salta. En la provincia de Buenos Aires se suele cultivar en los cordones horticolas de
las grandes ciudades. En cuanto a la produccion de aceites esenciales, ésta es
realizada por pequefios productores o cooperativas regionales, existiendo una
demanda creciente que contribuye al agregado de valor en origen (Moreno et al.,
2011).

Dado que la composicion quimica de los PNB se encuentra estrechamente
relacionada con sus propiedades, la caracterizacion de los mismos resulta
fundamental para determinar su potencial aplicacibn como biopesticidas para uso
agricola (Lengai y Muthomi, 2018). Por tal motivo, los objetivos de este capitulo fueron:

+ Caracterizar sensorial, fisica y quimicamente muestras de propoéleos
provenientes de distintas regiones de Argentina;

+ Determinar la composicion quimica de distintos aceites esenciales obtenidos
de orégano (Origanum vulgare L.);

+ Comprobar la presencia de metabolitos secundarios vegetales en ambos
productos naturales, a fin de considerarlos para evaluaciones posteriores sobre sus

propiedades bioactivas.

2-2. Materiales y métodos

2-2.1. Caracterizacion de muestras de propdleos en bruto y sus extractos

2-2.1.1. Origen y caracterizacion sensorial, fisica y quimica de propdleos en bruto

La informacion sobre el origen de los propdleos en bruto (P), denominados P4,
P2, Psy P4, se resume en la Tabla 2-1. Las muestras se mantuvieron almacenadas al
abrigo de la luz y a bajas temperaturas (-15 + 2 °C). Para su caracterizacion fisica y
qguimica, se siguié la metodologia propuesta por la norma IRAM-INTA 15935-1 de
propoleos en bruto, con algunas modificaciones. Las determinaciones se realizaron

por triplicado.
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a. Andlisis sensorial: se realizaron pruebas descriptivas del aroma, color, gusto,
sensaciones en boca, consistencia, aspecto e impurezas visibles con un panel de diez
personas semi-entrenadas. Para ello, partes representativas de las muestras se
colocaron en frascos de vidrio con tapa a rosca, identificados y se mantuvieron a 25 +
2 °C durante las 72 h previas a la evaluacion (Lozina et al., 2010). Adicionalmente,
para determinar el perfil aromético de las muestras, se utilizé la rueda de aromas de

mieles propuesta por Piana et al. (2004).

b. Sustancias extraibles en n-hexano (ceras): se trabajé con un equipo
extractor Soxhlet, en el cual se colocaron cartuchos de papel de filtro que contenian
aproximadamente 2 g de propdéleos acondicionado. Se utiliz6 como reactivo n-hexano

(98,5 %, Anedra). El porcentaje de ceras (E %), se calculé mediante la férmula:

(Bcl - BcO)
E % = x 100
m

donde Bcl es la masa del balon seco con cera (g), BcO la masa del bal6n seco y vacio

(9) y m la masa de la muestra (g).

c. Pérdidas por calentamiento: se colocaron 4 g de cada muestra en capsulas
previamente pesadas, que se llevaron a estufa a 100 £ 2 °C hasta eliminar
completamente la humedad, lo cual se verific6 cuando dos pesadas sucesivas no
difirieron entre si en mas de 5 mg. Una vez retiradas de la estufa, las capsulas se
dejaron en un desecador hasta que fueron pesadas en una balanza analitica. Las

pérdidas por calentamiento (H %) se calcularon aplicando la siguiente formula:

[1- (CTS-T)]
H% = x 100
(CTH-T)

donde CTS es la masa de la capsula con la muestra seca (g), CTH la masa de la

capsula con la muestra en bruto (g) y T la masa de la capsula vacia (g).

d. Cenizas: las muestras secas, luego de haberse efectuado la determinacion
de pérdidas por calentamiento (2-2.1.c.), se colocaron en un horno de mufla para su
incineraciébn a 520 + 25 °C, hasta que fueron reducidas a cenizas blancas.
Posteriormente, los crisoles se dejaron enfriar en un desecador y se pesaron. El

contenido de cenizas (C %) se calcul6 aplicando la férmula:
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(Cz-T)
C% = "~ x100
(CPh-T)

donde Cz es la masa del crisol con cenizas (g), CPh la masa del crisol con la muestra
en bruto (g) y T la masa de la capsula vacia (g).

e. Punto de fusién: se utiliz6 un microscopio integrado a una platina de
calentamiento con termdometro de mercurio, sobre el cual se colocé una fraccion
minima de propo6leos molido en un cubreobjetos. Se observé el rango de temperaturas
desde el comienzo hasta el final de la fusion y se determind la temperatura media

como el promedio de ambas mediciones (Chaillou et al., 2009).

24



CAPITULO 2
Caracterizacion de PNB

Tabla 2-1. Identificaciéon e informacion sobre el origen de los propdleos en bruto (P), analizados y utilizados para elaborar los extractos hidroalcohélicos.

Todas las muestras fueron recolectadas en Argentina.

Muestra P1

P2

P

Pa4

Rio Colorado, Provincia de

Localidad y provincia Rio Negro

de origen
(36°09'02"S 70°23'47"0) (40°47'S 62°58'0)
Afo de recoleccion 2014 2015
Método de Raspado y mallas plasticas
recoleccion Raspado matrizadas

Principales especies
arbéreas
encontradas en

. . Pyrus communis
cercanias del apiario (Py )

Observaciones

Carmen de Patagones,
Provincia de Buenos Aires

Alamos (Populus sp.), sauces (Salix sp.), manzanos
(Malus domestica), durazneros (Prunus persica) y perales

Donacion de apicultores que comercializan propéleos

Bahia Blanca, Provincia de
Buenos Aires

(38°43'S 62°16'0)

2015

Mallas plasticas matrizadas

Pinos (Pinus sp.), cipreses
(Cupressus sp.), calocedros
(Calocedrus decurrens), ciruelos de
jardin (Prunus cerasifera) y
eucaliptos (Eucalyptus sp.).
También alamos (Populus sp.) y
sauces (Salix sp.)

Procedente del apiario
experimental del LabEA - UNS

Lujan de Cuyo, Provincia de
Mendoza

(33°01'S 68°52'0)

2012

Raspado y mallas plasticas
matrizadas

Alamos (Populus sp.) y
sauces (Salix sp.)

Donacion de apicultores que
comercializan propdleos
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2-2.1.2. Elaboracion y caracterizacion de extractos de propdleos

A partir de cada muestra de propdleos, se elaboraron extractos
hidroalcohdlicos (EP) que fueron consecuentemente denominados: EP1, EP2, EPs y
EP.. Para ello se colocaron 10 g de propd6leos molido en 100 mL de hidroalcohol
(70:30 alcohol etilico en agua destilada). La mezcla se llevé a estufa a 40 £ 2 °C con
agitacion magnética continua durante 24 h. La solucion resultante se filtr6 para retener
impurezas con papel tipo Whatman n° 40. Los extractos obtenidos se conservaron en
frascos color &mbar, al resguardo de la luz y a bajas temperaturas (entre 3 °C y 5 °C)
(Figura 2-3).

Los parametros extracto seco, indice de oxidacién, contenido de fenoles y
flavonoides totales de los EP, se caracterizaron de acuerdo con la norma IRAM-INTA
15935-2 de extractos de propoleos, con modificaciones. Cada determinacion se realizé
por triplicado. También se realizaron las curvas espectrofotométricas y se analizé el

perfil de polifenoles de cada extracto.

a. Extracto seco: se colocaron 20 mL de EP en una capsula de porcelana
previamente pesada, que se llevaron a estufa a 100 + 2 °C durante 24 h. Luego, las
capsulas se dejaron enfriar en un desecador, se pesaron y se calculé el extracto seco

(ES %) mediante la siguiente férmula:

M1 — Mo
ES % = x 100

donde mp es la masa de la capsula de porcelana (g), mi es la masa de la cdpsula mas

el residuo seco (g) y m; es la masa de la muestra (g).

b. Compuestos fendlicos totales: el contenido de fenoles totales se determiné
por el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu y se expres6 como mg
equivalentes de éacido galico por gramo de extracto de propdleos. Para ello, se
tomaron 0,5 mL de una dilucion 1:10 de los EP en etanol al 70 % (v/v), se le
adicionaron 0,5 mL de Reactivo Folin-Ciocalteu (Biopack, Argentina), 2 mL de
carbonato de sodio (Cicarelli, Argentina) al 15,9 % (p/v) y agua destilada, hasta llevar a
un volumen final de 10 mL. Luego de dejar reaccionar dicha soluciéon por 5 min en un
bafio termostatizado (a 50 + 2 °C), se realizaron lecturas a 755 nm en un
espectrofotébmetro Agilent Cary 60 UV-VIS. Paralelamente, se realiz6 la curva de
calibraciéon con concentraciones desde 1 a 5 mg L de &cido galico (98 %, Sigma-

Aldrich), a partir de una solucién patrén de acido gélico 0,5 mg mL™.
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Materiales Propoleos previo a ser molido

-.*\ | —
o —

-
o~

Propdleos molido Agitacion de la solucion
hidroalcohdlica de
propdleos en estufa

Filtrado y envasado del extracto de
propdleos

Figura 2-3. Elaboracién de extractos hidroalcohdlicos de propéleos.
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c. Flavonoides totales: el contenido de flavonoides se determiné por el método
espectrofotométrico con cloruro de aluminio y se expres6 como mg equivalentes de
quercetina por gramo de extracto de propdleos. Para esto, a una alicuota de 50 pL de
cada EP se le agregaron 0,5 mL de una solucién de tricloruro de aluminio (Carlo Erba,
Espaia) al 5 % (p/v) y metanol (Cicarelli, Argentina) hasta llevar a volumen final de 10
mL. Luego se dejo reaccionar por 30 min en oscuridad y se tomaron las lecturas
correspondientes a 454 nm en un espectrémetro (Cary 60 UV-VIS, Agilent). La curva
de calibracién se realiz6 con soluciones de referencia de quercetina (95 %, Sigma-
Aldrich) en metanol, con concentraciones entre 1,012 y 8,09 mg L?, preparadas a

partir de una solucién patrén de quercetina en metanol de 1 mg mL™.

d. indice de oxidacion: se tomaron 2 mL de EP que se agregaron a 100 mL de
agua destilada. Dicha diluciébn se agitd constantemente durante unos minutos y se
filtr6. Del filtrado recuperado se tomaron 2 mL y se les afiadié 1 mL de &cido sulfarico
(98 %, Anedra). Luego se continud agitando y se agregaron 0,05 mL de permanganato
de potasio 0,1 N (Cicarelli, Argentina). Durante este Ultimo paso, se cronometré con
suma precision el tiempo desde que la gota del reactivo entr6 en contacto con la
solucién, hasta que la misma quedd decolorada, estableciéndose asi el indice de

oxidacion.

e. Curvas espectrofotométricas UV-VIS: los EP se diluyeron con etanol al 70 %
(viv) hasta leer valores de absorbancia entre 0,5 y 0,8 unidades a 290 nm.
Posteriormente, se efectué un barrido completo de longitudes de onda a intervalos de
10 nm, desde 240 hasta 420 nm. Ademas, se evalud la presencia de picos maximos
de absorbancia entre 270 y 315 nm (Bedascarrasbure et al., 2004). Se empled un

espectrofotdmetro (Lambda 265 UV-VIS, Perkin Elmer) y cubetas de cuarzo.

f. Perfil de polifenoles: se determind por cromatografia liquida de alta resolucion
de fase reversa (RP-HPLC), equipada con un detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD). Para esto, se utilizé un sistema de HPLC-PDA Waters 600, equipado con una
columna analitica S5 ODS2 (250 x 4.6 mm de diametro interno, 5 ym de tamafio de
particula; KONIK Instruments S.A., Espafia), y con un detector UV de longitud de onda
fija (290 nm). Como fases moviles se emplearon una solucion acuosa con 0,1% de
HsPO.4 (A) y acetonitrilo con 0,1 % HsPO4 (B). El volumen inyectado fue de 10 pL, con
un tiempo de inyeccién de 50 min. Los gradientes de las fases mdviles tuvieron una

velocidad de flujo de 0,5 mL min, con bomba binaria a 25 °C (Tabla 2-2).
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Tabla 2-2. Gradiente de las fases mdviles del HPLC, compuesta por una solucién acuosa con
H3PO4 al 0,1% (A) y acetonitrilo con 0,1 % H3PO4 (B).

Tiempo (min) % A % B
0 60 40
27 60 40
28 40 60
38 40 60
40 30 70
50 60 40

Los componentes principales de los extractos de propoleos se identificaron
mediante comparacion con los tiempos de retencion de los estandares.

Los reactivos utilizados durante la determinacion fueron: acido fosférico (EM
SCIENCE, Espafa), acetonitrilo (grado de gradiente de HPLC para cromatografia
liquida, U.V.E.) y agua ultra purificada Milli-Q (Millipore, EE. UU.). Todos los
disolventes se desgasificaron mediante filtracion a través de membranas de PTFE, de
0,2 um, antes de su uso. Las muestras y los estandares también fueron previamente
fitrados con membranas de politetrafluoroetileno, que tenian un diametro 13 mm vy
tamafio de poro de 0,2 um.

Adicionalmente, se ampli6 el estudio del perfil quimico de polifenoles del EP:
(muestra utilizada en estudios in vitro e in vivo posteriores), por HPLC-DAD siguiendo

la metodologia descripta en Cibanal et al. (2021).

2-2.1.3. Andlisis estadistico de datos

Los resultados de las determinaciones fisicas y quimicas de las distintas
muestras de propéleos y de sus extractos se evaluaron mediante el andlisis de la
varianza (ANAVA). Para la comparacion de medias se utilizé el test de Tukey.

Los analisis estadisticos se realizaron con el software Infostat (Di Rienzo et al.,
2010).
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2-2.2. Caracterizacion de aceites esenciales de orégano

2-2.2.1. Origen de las muestras de orégano y obtencién de aceites esenciales

La informacién sobre el origen de los aceites esenciales estudiados, que fueron
denominados AEO,;, AEO;y AEOQs, asi como del material vegetal y de la metodologia
empleada para obtenerlos, se resume en la Tabla 2-3. Estas muestras se conservaron
en frascos color ambar, al resguardo de la luz y a bajas temperaturas (entre 3 °Cy 5
°C).

2-2.2.2. Caracterizacion quimica de los aceites esenciales

Se determind la composicién quimica de los AEO por cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), adaptando la metodologia propuesta
por Mohammed et al. (2020). Para esto se utiliz6 un cromatdgrafo de gases (5977A,
Agilent), acoplado a un espectrometro de masas (7890B, Agilent), equipado con una
columna capilar HP-5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 um de espesor de pelicula), utilizando
helio como gas carrier, con un flujo de 1 mL min™. La temperatura del horno GC se
mantuvo a 50 °C durante 3 min, se programé a 5 °C min?t hasta 180 °C, luego se
mantuvo a esta temperatura durante 1 min y se aumentd nuevamente a 50 °C min?
hasta 280 °C. Los espectros de masa se registraron en la modalidad de impacto
electrénico (El) a 70 eV, en un rango de masas de m/z 35 - 500 uma. La temperatura
del bloque de inyeccién fue de 250 °C. Las condiciones Optimas para el analisis por
CG-MS se determinaron previamente en un cromatografo (G14B, Shimadzu), con un
detector de ionizacion de llama y una columna HP-5 (25 m x 0,20 mm, 0,33 pum de
espesor de la pelicula). Asimismo, se realizé la determinacién de los indices de
retencién (Indice Kovats, IK) de los componentes en la columna HP-5 y la
comparacion de estos con trabajos cientificos. La identidad de los picos de los
cromatogramas obtenidos mediante andlisis de GC-MS se corroboré mediante la
comparacion de los espectros de masa con los almacenados en la base de datos del
equipo (MS NBS75K.L DATOS), y la bibliografia.
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Tabla 2-3. Identificacién e informacién sobre el origen de los aceites esenciales de orégano (AEO). Todas las muestras fueron obtenidas en Argentina.

Muestra AEO; AEO; AEQOs3
. o ) INTA Hilario Ascasubi, Provincia | . B A Gral. Fernandez Oro, Provincia
del material vegetal oqp " o7 "
9 (39°23'33"S 62°37'44"0) EIDEAET S SO AL 0) (38°59'21.0"S 67°55'00.7"0)
: . Origanum vulgare L. cv. Alpa Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) Origanum vulgare L. ssp. vulgare
Variedad de orégano Sumaj FCA-INTA letswaart (tipo comercial criollo) L., (tipo comercial compacto)

Organo vegetal utilizado para

obtener el AEO Hojas y tallos (secos)

Ano de recolecciéon del material

2017 2018 2021
vegetal

Método de obtencién del AEO Destilacion por arrastre de vapor en equipo Clevenger

Obtenido de la cooperativa

. Donacion de un proyecto de Obtenido del emprendimiento privado agraria de produccion
Observaciones sobre el AEO . R el s f e
investigacion cientifico de la UNS Skua agroecoldgica “Aromaticas Alto
Valle”
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2-3. Resultados y discusion

2-3.1. Caracterizacion de muestras de propdleos en bruto y sus extractos

Los resultados de la caracterizacion de los propdéleos en bruto se presentan en
la Tabla 2-4.a. En el analisis sensorial, los aromas encontrados en todas las muestras
de propdleos fueron propios de la naturaleza de este producto (resinoso).
Adicionalmente, en P4 se detectaron notas aroméaticas de la familia quimico (Pianna et
al.,2004). Todos los propdleos presentaron gusto amargo y coloracién amarronada con
distintos tintes (Figura 2-4). Se evidenciaron diferencias en la consistencia y el
aspecto. El contenido de impurezas visibles fue inferior al 5 % en todos los casos,
encontrando entre ellas astillas de madera, restos de panales y partes de abeja. Estos
resultados fueron consistentes con caracterizaciones sensoriales de propoéleos
encontradas en la bibliografia nacional e internacional (Bedascarrasbure et al., 2004;
Dias et al.,, 2012). El estudio de estos parametros resulta de interés para la
estandarizaciéon y utilizacion de este producto (Pobiega et al., 2019; Habryka et al.,
2020). De acuerdo a Wagh (2013), las caracteristicas sensoriales del propdleos
dependen principalmente de las resinas vegetales utilizadas en su elaboracion. En tal
sentido, P1 y P, presentaron una gran semejanza atribuible al origen botéanico similar, y
se distinguieron del resto de las muestras que fueron obtenidas en otras localidades
argentinas (Tabla 2-1). P; se destac6 por presentar brillo y una mayor dureza, lo que
estaria asociado a la abundancia de especies de coniferas en el entorno del colmenar
(Dias et al., 2012). ElI aroma quimico, particular de P4, podria provenir de compuestos
propios de la muestra o que fueron incorporados en la manipulacion postcosecha.

En relacion al contenido de ceras, las muestras presentaron valores
comprendidos dentro de la tolerancia establecida por la norma argentina IRAM-INTA
15935-1 de propéleos, que fija un maximo del 35 %. A su vez, estos resultados fueron
concordantes con los reportes de distintos autores (Lacalle et al., 2008; Palomino
Garcia et al.,, 2010; Salatino y Salatino, 2021). P; se destacd por presentar un
contenido significativamente bajo de ceras, mientras que P11y P, presentaron valores
superiores (p < 0,05). Estas diferencias podrian ser atribuidas a los métodos de
cosecha utilizados en cada caso y a la disponibilidad de resinas en la flora cercana a
los apiarios (Tabla 2-1). De acuerdo a Vazquez (2011), la recoleccién de propdleos por
raspado incrementa el riesgo de adicionarle ceras e impurezas, que se evita mediante
el uso de mallas plasticas matrizadas. Silva et al. (2006) postularon que las abejas
adicionan mayor cantidad de ceras al prop6leos cuando la oferta de resinas vegetales
es baja. En este producto, la cera proviene de secreciones de las abejas y esta

compuesta principalmente por acidos grasos libres y alcoholes primarios, careciendo
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de compuestos fendlicos y por lo tanto de bioactividad (Negri et al., 1998; Bankova et
al., 2000). Un bajo contenido de ceras ha sido correlacionado con un alto contenido de
resinas (Figueiredo et al., 2015), las cuales tienen origen botanico y son la fuente de
los principales compuestos bioactivos (Salatino et al., 2011).

Ps

Figura 2-4. Muestras de propéleos (P) recolectadas en distintas zonas de Argentina: Rio
Colorado, Pcia. de Rio Negro (P1), Carmen de Patagones, Pcia. de Buenos Aires (P2), Bahia
Blanca, Pcia. de Buenos Aires (Pz), Lujan de Cuyo, Pcia. de Mendoza (P4).

Las pérdidas por calentamiento se encontraron en el rango de 1,04 % a 1,46
%. Estos valores fueron inferiores a los reportados por otros autores (Bonvehi y Coll,
2000; Sosa-Lopez et al., 2000; Bedascarrasbure et al., 2004; Gallardo et al., 2020), lo
cual podria deberse a que las muestras fueron obtenidas en regiones aridas, y a que
su almacenamiento se realiz6 en un ambiente seco durante un periodo de tiempo
relativamente largo (mayor a 3 afios en todos los casos). Este parametro es indicativo
del contenido de humedad, factor determinante para la preservacion del propdleos, ya
gue un exceso de agua podria conducir a reacciones de hidrdlisis en las moléculas
bioactivas y favorecer el crecimiento de microorganismos (Martinez Galan, 2009).

En cuanto al contenido de cenizas, P1 y Pz presentaron valores inferiores al 2

%, y cercanos a los reportados en otros estudios (Funari y Ferro, 2006; Lozina et al.,
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2010). P2 y P, mostraron un contenido de cenizas estadisticamente superior (p <0,05).

Angulo Vaca (2014) encontr6 que muestras de propéleos obtenidas en las zonas de

Socorro y Nitiluisa, Provincia de Chimborazo, Ecuador, contenian mas de un 6 % de

cenizas, lo cual atribuyd a que, en determinadas ocasiones, las abejas adicionan al

propdleos diversos materiales, como lodo y astillas de maderas, para brindarle mayor
consistencia.

Los rangos de temperaturas desde el comienzo hasta el final de la fusién
fueron: 61-73 °C para Pi, 56-70 °C para P, 64-71 °C para P3 y 62-65 °C para P.. La
consistencia del propo6leos a temperatura ambiente es una caracteristica valorada
desde el punto de vista comercial. La mayoria de las muestras pasan al estado liquido
entre los 60 y 70 °C (Chaillou et al., 2009), tal como se observé en este estudio. Es
destacable que P1 y P; se diferenciaron estadisticamente de P, y P4 en el contenido de
cenizas y en el punto de fusion (p < 0,05), lo cual podria estar asociado a los
materiales que las abejas adicionaron al propéleos en ambos casos.

En la Tabla 2-4.b se muestran los resultados de las determinaciones realizadas
a los extractos hidroalcohdlicos de propdleos. EP3 se destacO por presentar el valor
mas alto de extracto seco y de contenido de fenoles. La variable flavonoides totales
diferencid a EP1 y EP3 por sus valores estadisticamente superiores, de EP, y EP4 (p <
0,05). En cuanto al indice de oxidacion, si bien todos los extractos presentaron valores
en el rango de 2 a 5 segundos, se observaron diferencias estadisticas (p < 0,05) entre
ellos.

Las normas para extractos etanélicos de propoleos de Argentina y de Brasil
fijan un minimo del 10 % y 11 % para el extracto seco, respectivamente. Estos valores
son superiores a los determinados en las muestras analizadas, lo cual podria deberse
a que el solvente utilizado en las mismas fue hidroalcohol (70:30 alcohol etilico en
agua destilada) (Talero et al., 2012). La eleccién de dicho extractante ha sido
respaldada por los estudios de Woisky y Salatino (1998) y Da Silva Frozza et al.
(2013), quienes indicaron que es capaz de solubilizar fenoles, asi como otros
compuestos bioactivos presentes en el propéleos, en cantidades considerables,
reduciendo los efectos indeseables del etanol puro sobre los tejidos vivos. De todas
formas, al utilizar hidroalcohol, se debe considerar que un mayor contenido de agua
disminuye la eficiencia de extraccién, ya que las resinas vegetales son hidrofébicas
(Maroof y Gan, 2020; Suran et al., 2021).
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Tabla 2-4. Caracteristicas sensoriales, fisicas y quimicas de muestras de (a) propdleos en bruto
(P) y (b) sus extractos hidroalcohélicos (EP), provenientes de distintas regiones de Argentina.

a. Propdleos en bruto

P1 P2 P3 P4
Aroma Resinoso, fuerte  Resinoso, fuerte Resinoso, suave Arorpa'tlco,
quimico
Color Marrén oscuro, Marrén oscuro, Marrén claro, rojo, Marrdn claro,
amarillento amarillento amarillento verdoso
Gustos y
. . . Amargo,
sensaciones en Amargo, picante  Amargo, picante Amargo .
boca picante
Consistencia Poco blanda Poco blanda Dura Poco blanda
Aspecto : Veree Trozos irregulares  Trozos irregulares . UIfer40s)
irregulares irregulares
Sustancias
extraibles en 31,16 £+3,16 a2 31,01+2,85a 9,43+0,84b 23,36 £ 3,08 a
n-hexano (%)
Pérdidas por 1,22+ 0,10 ab 1,46 +0,04 a 1,43+023a  1,04+006b
calentamiento (%) e e e e
Cenizas (%) 1,93+0,01a 6,35+0,83 b 0,98 £+0,96 a 7,18+0,44 b
P“”to(‘fg)fus'on 67,33+0,57a  63,16+0,28 b 67,5+0,76 a 63,5+ 1,04 b
b. Extractos hidroalcohélicos
EP1 EP> EP3 EP,
Extracto seco (%) 7,87+0,42ab 6,60 + 0,60 a 9,30+ 0,11 b 550+ 0,30 a
Contenido de
fenoles
. 28,64 +£0,17 a 24,25 +0,88 a 5391+1,76 b 23,44 + 4,86 a
(mg eq galico/g
propéleos)
Flavonoides
totales
(mg eq 15,88 £+ 0,42 a 12,55+0,85Db 15,62 £ 0,59 a 11,23+0,57 b
quercetinalg
propéleos)
Indice de 2,33+0,57 a 3,00+1,00ab 2,25+0,57 a 4,33+0,50 b

oxidacion (s)

a En las determinaciones fisicas y quimicas, cada dato es la media de tres repeticiones +

desvio estandar.

Letras diferentes en cada fila

significativas (p <0,05), segun la prueba de Tukey.
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Los fenoles y los flavonoides son los principales responsables de la actividad
biol6gica en el propdleos (Anjum et al., 2019). Los valores obtenidos en las muestras
fueron acordes a los reportados en la bibliografia (Choi et al., 2006; Moreira et al.,
2008; Chaillou et al., 2009), y notablemente superiores al minimo establecido por las
normas de Argentina y Brasil, que es de 0,25 % para extractos etandlicos en ambos
casos. EP; se destacé por su elevado contenido de fenoles, lo que probablemente se
deba a la gran disponibilidad de resinas vegetales existente en cercanias del apiario
(Dezmirean et al., 2021), dada por la diversidad de especies forestales que alli se
encontraban (Tabla 2-1).

Los indices de oxidacién fueron inferiores a los reportados por otros autores
para extractos de propdleos de distintos origenes geogréaficos. Chaillou et al. (2009)
encontraron valores de hasta 18 s para este parametro en extractos de propdleos
recolectados en Santiago del Estero, Argentina. Por su parte, Angulo Vaca (2014)
obtuvieron indices de oxidacién de entre 122 y 133 s en muestras obtenidas en
Ecuador. Este pardmetro es un indicador de calidad, ya que mantiene una relaciéon
inversamente proporcional al contenido de compuestos fendlicos (Moreira et al., 2008),
tal como se observé en este estudio.

Los andlisis del espectro de absorcién UV-VIS de los EP se presentan en la
Figura 2-5. Todos los extractos exhibieron una banda amplia de absorcion entre 240 y
340 nm, con maximos cercanos a los 290 nm y una banda levemente insinuada entre
los 320 y 330 nm, indicando la presencia de compuestos fendlicos, mas precisamente
de flavonoides. Las curvas obtenidas fueron similares a las descriptas por
Bedascarrasbure et al. (2004) para propoleos argentinos. Cabe destacar, que esta
determinacion resulté sencilla y rapida de realizar, debido a que Unicamente requiere
como reactivo el extractante utilizado y su procedimiento es corto. De esta forma, el
analisis de las curvas espectrofotométricas UV-VIS de los extractos de propéleos,
resulta una técnica util para determinar la presencia de compuestos fendlicos en las

primeras instancias de su caracterizacion.
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Figura 2-5. Espectro UV-VIS de extractos hidroalcohélicos de propéleos (EP), elaborados con
muestras recolectadas en distintas zonas de Argentina: Rio Colorado, Pcia. de Rio Negro
(EP1), Carmen de Patagones, Pcia. de Buenos Aires (EP2), Bahia Blanca, Pcia. de Buenos
Aires (EP3), Lujan de Cuyo, Pcia. de Mendoza (EPa).

El andlisis cromatografico realizado a los EP (Tabla 2-5, Figuras 2-6 y 2-7)
confirmo la presencia de fenoles en todos ellos. A su vez, se observaron distintos
perfiles quimicos entre las muestras, que se relacionaron con diferencias en la flora de
origen de los propoleos (Tabla 2-1).

El estudio de la composicion quimica del propdleos suele ser complejo, debido
a la gran diversidad de sustancias que se encuentran en él. Anjum et al. (2019), en su
revision, detallaron que se han reportado mas de 300 compuestos en propodleos de
diversas partes del mundo, incluyendo fenoles, terpenos, aminoacidos, enzimas,
azlcares, vitaminas y minerales, que derivan del metabolismo secundario vegetal.
Dentro de estos, es de particular interés el estudio del grupo de los fenoles, por ser
numerosos y abundantes en la mayoria de las muestras, y por tener propiedades

bioactivas (Santos et al., 2020).
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Tabla 2-5. Perfil de polifenoles analizado por HPLC-DAD de extractos hidroalcohdlicos de
propéleos (EP), elaborados con muestras de distintas zonas de Argentina: Rio Colorado, Pcia.
de Rio Negro (EP1), Carmen de Patagones, Pcia. de Buenos Aires (EPz), Bahia Blanca, Pcia.
de Buenos Aires (EPs), Lujan de Cuyo, Pcia. de Mendoza (EPa4).

o Mombrete,  hdcede e e e e
1 acido cumérico 3,66 Xe X X X
2 acido ferulico 4,39 X X X X
3 acido galico 4,88 - - X X
4 acido cafeico 5,20 X X X X
5 quercetina 5,88 - - X X
6 apigenina 6,20 X X X X
7 canferol 9,19 X X X X
8 galangina 14,78 X X - X

al.os compuestos se numeraron en orden de elucién en columna S5 ODS2;

b indice de retencion de Kovats (IK);

¢ la presencia del compuesto se indicé con el simbolo (X), mientras que la ausencia del mismo
se indic6 con el simbolo (-).

En la composicién de propdleos de zonas templadas, como los analizados en
este estudio, es frecuente encontrar acido cumarico, ferulico, galico y cafeico,
apigenina, pinobanksina, crisina, pinocembrina y galangina, entre otros fenoles (Huang
et al., 2014). Esto se ha relacionado con la presencia de dlamos (Populus sp.) en las
cercanias de los apiarios, dado que las abejas recolectan sus resinas con marcada
preferencia para la elaboracion de este producto, y las mismas se componen
gquimicamente de los mencionados fenoles (Dezmirean et al., 2021). También se suele
determinar la presencia de quercetina y canferol en los propdleos, los cuales estan
presentes en los exudados de un gran numero de especies vegetales. Cabe
mencionar que, en las plantas, los mismos se encuentran en forma de glucésidos,
siendo modificados en agliconas durante la elaboracion del propéleos por la accién de
enzimas glucosidasas de las abejas (Hossain et al., 2022; Wieczorek et al., 2022). Los
registros sobre el origen botanico de los distintos componentes del propéleos son
extensos, indicando que las abejas, a través de un proceso bioselector
(Bedascarrasbure et al., 2006), se valen de numerosas especies vegetales para la
elaboracion de este producto (Simone-Finstrom y Spivak, 2010; Chimshirova et al.,
2022). Esto favorece su diversidad y complejidad, tal como se observo en las muestras

analizadas, incluso de regiones cercanas.
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Figura 2-6. Perfil de polifenoles analizado por HPLC-DAD de extractos hidroalcohodlicos de propdleos (EP), elaborados con muestras de distintas zonas de
Argentina: Rio Colorado, Pcia. de Rio Negro (EP1), Carmen de Patagones, Pcia. de Buenos Aires (EP2), Bahia Blanca, Pcia. de Buenos Aires (EPs), Lujan de
Cuyo, Pcia. de Mendoza (EP4). Los niUmeros indicados en los picos responden a: (1) acido cumarico; (2) acido ferdlico; (3) acido gélico; (4) acido cafeico; (5)
quercetina; (6) apigenina; (7) canferol; (8) galangina.
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Figura 2-7. Estudio adicional del perfil de polifenoles del EP1, elaborado con propéleos obtenido
en Rio Colorado, Pcia. de Rio Negro, Argentina, analizado por HPLC-DAD. Los numeros
indicados en los picos responden a: (1) acido cafeico; (2) acido cumarico; (3) acido ferdlico; (4)
guercetina; (6) 1,5,7-trihidroxi-flavanona; (7) apigenina; (8) pinobanksina; (9) crisina; (10)
pinocembrina; (11) galangina.

2-3.2. Caracterizacion de aceites esenciales de orégano

La Tabla 2-6 y la Figura 2-8 muestran los resultados de la caracterizacién de
los AEO. Todas las muestras presentaron un alto contenido de terpenos, sin embargo,
se diferenciaron notablemente en sus perfiles quimicos. Los componentes mayoritarios
de AEO; fueron y-terpineno, cis-p-ment-2-en-1-ol, terpinen-4-ol, timol y a-terpineno. En
términos generales, esta muestra presentd un alto contenido de monoterpenos
hidrocarbonados (46,6 %), ademas de monoterpenos oxigenados (36,15 %) y
monoterpenos aromaticos (14,98 %). En AEO, se encontr6 una mayor proporcion de
timol, seguido de cis-B-terpineol, terpinen-4-ol, p-cimeno y carvacrol. Los compuestos
de esta muestra se clasificaron como monoterpenos aroméaticos (44,28 %),
monoterpenos hidrocarbonados (12,07 %), monoterpenos oxigenados (28,12 %),
sesquiterpenos hidrocarbonados (5,03 %) y sesquiterpenos oxigenados (10,48 %). Por
altimo, AEOz; mostré un mayor contenido de y-terpineno, o-terpineno, B-pineno y
terpinen-4-ol. En esta muestra se cuantificaron monoterpenos hidrocarbonados (84,11
%), monoterpenos oxigenados (8,12 %) y sesquiterpenos hidrocarbonados (7,77 %).

Tomando como referencia la clasificacion descripta por Arcila Lozano et al. (2004), los
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AEO analizados se clasificaron como quimiotipos ricos en y-terpineno (AEO; y AEO3) y
timol (AEOy).

El AEO es un producto resultante del metabolismo secundario vegetal, por lo
gue su composicion puede verse afectada por multiples factores, tanto enddgenos
como exdgenos, y en consecuencia variar significativamente (Barra, 2009; Hao et al.,
2022). Se ha reportado que muestras obtenidas de Origanum vulgare L. spp. hirtum
(Link) letswaart, presentan mayor contenido de compuestos volatiles que aquellas de
O. vulgare L. spp. vulgare L. (Kokkini, 1996; De Martino et al., 2009). Esto concuerda
con los resultados de este estudio, ya que AEO: presentd mayor contenido de timol y
carvacrol que las restantes. Por otro lado, se ha descripto que las condiciones
climaticas imperantes durante el cultivo de orégano, asi como las practicas de manejo
utilizadas, influyen notablemente en la composicién del aceite esencial (Novak et al.,
2010; Mechergui et al., 2016; De Mastro et al., 2017). Esto contribuye a explicar, en
gran parte, las diferencias encontradas en este estudio.

En relacion a lo anterior, y de acuerdo a la bibliografia, la diferencia en la
composicion quimica de los AEO tiene su base en modificaciones que pueden sufrir
las rutas metabdlicas y enzimas involucradas en la sintesis del aceite esencial
(Morshedloo et al., 2018; Alekseeva et al., 2020). Asi, en las especies de la familia
Lamiaceae, la sintesis de terpenos ocurre en las células secretoras de los tricomas
glandulares. En ellas, a partir del pirofosfato de isopentenilo (IPP) y de su isémero el
pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP), se forman el pirofosfato de geranilo (GPP) y el
pirofosfato de farnesilo (FPP). GPP es precursor de monoterpenos, y a través de la
ruta biosintética conocida como “cymyl pathway” se obtienen el y-terpineno, p-cimeno,
timol y carvacrol. Por su parte, FPP es precursor de sesquiterpenos (Lima et al., 2013).
El genotipo y las condiciones bajo las que crece y se desarrolla el cultivo, favoreceran
ciertas rutas biosintéticas y enzimas por sobre otras, determinando la composicion
particular de cada muestra (Crocoll et al.,, 2010). No obstante, al analizar las
variaciones en la composicion de este producto, también se deben considerar
cuestiones posteriores al cultivo como, por ejemplo, la época de cosecha y forma de
secado del material vegetal (Jerkovi¢ et al.,, 2001), el método utilizado para la
obtencién del aceite esencial y las condiciones de almacenamiento (Tibaldi et al.,
2011).

En Argentina, se ha descripto una amplia variedad de componentes que
pueden encontrarse en los AEO (Leyva-Lopez et al., 2017). De acuerdo a Dambolena
et al. (2010), las muestras de provenientes de este pais presentan, en general, una
baja concentracion de carvacrol y son abundantes en y-terpineno, debido al genotipo

del material vegetal originalmente introducido y a las condiciones climaticas

41



CAPITULO 2
Caracterizacion de PNB

imperantes en las zonas productoras de orégano, que tienden a ser frias. Respecto a
esto ultimo, Novak et al. (2010) postularon que las temperaturas célidas favorecen la
sintesis de carvacrol, y que, por el contrario, las bajas aumentan el contenido de timol.
De todas formas, los AEO argentinos suelen contener un alto y variado porcentaje de
compuestos bioactivos, tal como sucedié en este estudio, siendo de interés para
numerosas aplicaciones (Grondona et al., 2014; Asensio et al., 2015).

Tabla 2-6. Composicion quimica de aceites esenciales obtenidos a partir de hojas y tallos de
distintas variedades de orégano (AEO), analizada por GC-MS. Las muestras corresponden a
material vegetal proveniente de distintas zonas de Argentina: INTA Hilario Ascasubi, Pcia. de
Buenos Aires (AEO1), Azul, Pcia. de Buenos Aires (AEO2) y Gral. Fernandez Oro, Pcia. de Rio
Negro (AEQO3).

Pico Nombre del indice de Porcentaje
N° compuesto 2 retencién ® AEO, AEO, AEO:
1 a-tujeno 924 0,935 -¢ 1,775
2 o-pineno 932 0,777 0,740 1,660
3 sabineno 969 4,265 - -
4 B-pineno 974 0,530 1,400 6,615
5 B-mirceno 988 1,128 = =
6 a-felandreno 1002 0,371 - -
7 a-terpineno 1014 6,251 0,650 12,440
8 0-cimeno 1021 - - 3,073
9 p-cimeno 1022 2,501 4,450 3,710
10 D-limoneno 1024 1,806 4,200 -
11 trans-B-ocimeno 1050 - - 4,071
12 y-terpineno 1054 26,621 0,630 50,71
13 hidrato de cis-sabineno 1065 2,733 2,110 2,465
14 terpinoleno 1086 1,343 - -
15 cis-p-ment-2-en-1-ol 1118 14,938 - -
16 trans-p-ment-2-en-1-ol 1136 4,543 - -
17 cis-B-terpineol 1140 0,919 13,780 -
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Pico Nombre del indice de Porcentaje
N° compuesto @ retencion ® AEO, AEO, AEO;
18 trans-p-terpineol 1159 0,403 1,480 -
19 terpinen-4-ol 1174 11,795 6,130 5,653
20 a-terpineol 1186 0,767 2,990 -
21 trans-carveol 1231 = 1,640 -
22 timol metil éter 1232 1,485 0,850 -
23 isotimol metil éter 1244 1,528 3,670 -
24 timol 1289 11,176 35,430 -
25 carvacrol 1298 0,725 4,330 -
26 trans-cariofileno 1417 0,837 2,500 4,313
27 a-humuleno 1452 0,879 - -
28 germacreno D 1484 0,577 1,190 2,139
29 a-curcumeno 1485 - 0,720 1,310
30 B-bisaboleno 1508 - 0,630 -
31 espatulenol 1579 - 3,170 -
32 oxido de cariofileno 1581 - 7,310 -

a Los compuestos se enumeraron en orden de elucién en columna HP-5.

b indice de retencién de Kovats (IK).
¢ La ausencia del compuesto se indic6 con el simbolo (-).
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Figura 2-8. Cromatogramas de aceites esenciales de distintas variedades de orégano, analizados por GC-MS. Las muestras corresponden a material vegetal
proveniente de distintas zonas de Argentina: INTA Hilario Ascasubi, Pcia. de Buenos Aires (AEO1), Azul, Pcia. de Buenos Aires (AEO2) y Gral. Fernandez

Oro, Pcia. de Rio Negro (AEQOs3). Los niUmeros en los picos se corresponden con la Tabla 2-6.
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2-3.3. Caracterizacion de los PNB: consideraciones finales

La bibliografia referida a la caracterizacion de los PNB, menciona que la
composicion de estos varia debido a una sumatoria de factores que, en gran parte,
resultan comunes a los propéleos y a los aceites esenciales. Esto incluye las fuentes
vegetales de origen, la influencia del ambiente y de agentes biéticos, la accién del
hombre al obtener, procesar y almacenar las muestras, entre otros (Bankova, 2005a;
Barra, 2009).

La variabilidad en la composicién del propéleos y del aceite esencial de
orégano, asi como la diversidad de compuestos presentes en cada uno de ellos, los
hace valiosos como fuentes de nuevas moléculas bioactivas que tienen aplicaciones
en diversos campos (Bankova, 2009), y también como agentes antimicrobianos que
retardan el desarrollo de cepas patégenas resistentes (Rattan, 2010). Por tal motivo,
caracterizar este tipo de productos es primordial para estandarizarlos y para
comprobar la presencia de sustancias con accion biolégica de interés. Sin embargo, lo
anterior por si solo, no constituye una medida directa de las propiedades bioactivas de
los productos en cuestion, siendo necesario realizar estudios in vitro e in vivo con los
organismos sobre los cuales se quiere probar su eficacia (Bankova y Marcucci, 2000).

Los estudios realizados para caracterizar prop6leos en bruto, sus extractos (2-
3.1.), y aceites esenciales de orégano (2-3.2.), dejé en evidencia, tal como indica la
bibliografia, las diferencias existentes entre muestras de un mismo producto, y la
abundancia en todas ellas de compuestos bioactivos resultantes del metabolismo
secundario vegetal. Por tal motivo, ambos tipos de PNB se consideraron promisorios
para el desarrollo de tratamientos antifingicos destinados a la proteccion de semillas
horticolas.

Finalmente, cabe mencionar que, en los estudios realizados en esta tesis sobre
las propiedades bioactivas del propéleos y del aceite esencial de orégano (Capitulos 4,
5y 6), se utilizd el EP1, ya que fue la muestra de la que mayor volumen se dispuso;
con respecto a los AEO, estos se utilizaron de forma indistinta de acuerdo a su

disponibilidad en cada ensayo.

2-4. Conclusiones

- Se observaron diferencias en las caracteristicas sensoriales, fisicas y
quimicas de los propdleos, y en los perfiles quimicos de los aceites esenciales de
orégano estudiados.

+ Los extractos de propoéleos y los aceites esenciales de orégano presentaron

compuestos derivados del metabolismo secundario vegetal; en el primer caso estos

46



CAPITULO 2
Caracterizacion de PNB

pertenecieron al grupo de los fenoles, mientras que en el segundo se encontraron
mayoritariamente monoterpenos.

+ Ambos productos naturales resultaron promisorios para realizar ensayos
respecto de sus propiedades bioactivas.

+ Conocer las caracteristicas de estos productos, principalmente su
composicion quimica, resulté fundamental en el proceso de bioprospeccién, debido al

gran namero de factores que las determinan.
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CAPITULO 3 - Caracterizacion de fitopatdgenos de especies horticolas

3-1. Introduccién

Las enfermedades vegetales de origen fungico y bacteriano causan
importantes pérdidas productivas en la agricultura (Nazarov et al., 2020). Dentro de los
microorganismos responsables de estas, los hongos de los géneros Penicillium y
Sclerotinia han sido ampliamente citados en la bibliografia por afectar a un gran
namero de cultivos (Adams y Ayers, 1979; Egbuta et al.,, 2016; Leiva-Mora et al.,
2020). Por otro lado, las bacterias de los géneros Clavibacter, Pseudomonas y
Xanthomonas, han sido identificadas como agentes causales de diversas
enfermedades vegetales (Agrios, 2005).

A nivel mundial, Penicillium allii es uno de los principales fitopatégenos que
afecta a los bulbillos de ajo (Allium sativum). El atague puede ocurrir durante el cultivo
o en el almacenamiento, ocasionando diversos sintomas, principalmente
podredumbres (Valdez et al., 2006). Taxonémicamente pertenece a: Reino Fungi;
Division Ascomycota; Clase Eurotiomycetes; Orden Eurotiales; Género Penicillium;
Subgénero Penicillium; Especie Penicillium allii (Vincent y Pitt, 1989; Houbraken et al.,
2020). Es parte del grupo de los Hongos Imperfectos (anteriormente Deuteromycetes),
dado que se desconoce en ellos la fase reproductiva sexual (Kirk et al., 2008). A nivel
macromorfolégico, las colonias son de crecimiento rapido, alcanzan un diametro de
entre 26 y 40 mm en 7 dias, en medio de cultivo tipo agar Czapek (CYA), a 25 °C.
Estas poseen un tono verdoso dado por los conidios y producen exudados
amarillentos o amarronados que difunden al medio. Micromorfologicamente, las
colonias presentan hifas hialinas y septadas, forman conidios unicelulares, globosos,
lisos y verdosos, en conidi6foros hialinos, terverticilados, con forma de pincel
(Dijksterhuis y Samson, 2007).

Por su parte, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary afecta un amplio rango de
cultivos, especialmente del grupo de las dicotiledéneas (Purdy, 1979; Saharan y
Mehta, 2008). En las semillas, plantulas y plantas de poroto (Phaseolus sp.), causa
podredumbres que se caracterizan por la presencia de abundante micelio blanco
algodonoso (Tu, 1988; Aban et al., 2019; SINAVIMO, 2022). TaxonOmicamente
pertenece a: Reino Fungi; Division Ascomycota; Clase Discomycetes; Orden
Helotiales; Familia Sclerotiniaceae; Género Sclerotinia; Especie Sclerotinia
sclerotiorum. A nivel morfologico, presenta hifas multinucleadas, hialinas y septadas.
El micelio suele ser blanco con apariencia algodonosa, tanto en los medios de cultivo
in vitro, como en las plantas afectadas. No presenta conidios asexuales. La

supervivencia en el largo plazo es posible a través de esclerocios, que son estructuras
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pigmentadas compuestas por un denso arreglo de hifas. Estos pueden germinar y
producir micelio (germinacién miceliogénica) o apotecios (germinacion carpogénica),
dependiendo de las condiciones ambientales. Los apotecios presentan forma de copa
y contienen una ldmina de ascos cerca de su superficie, con ascosporas que suelen
ser la fuente de infeccion en la mayoria de las especies (Agrios, 2005; Bolton et al.,
2006).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), Pseudomonas
corrugata, P. mediterranea, Xanthomonas gardneri y X. vesicatoria son algunas de las
principales bacterias fitopatégenas del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum).
Cmm causa la marchitez y decoloracién de las hojas y peciolos de las plantas, asi
como lesiones en los frutos, enfermedad conocida como ‘“cancro bacteriano del
tomate” (Méndez et al., 2020). Se trata de una actinobacteria (filo Actinobacteria),
pleomoérfica, Gram-positiva, estrictamente aerdbica, no moévil y no esporulada
(Gartemann et al., 2003). Por otro lado, P. corrugata y P. mediterranea son dos
proteobacterias (filo Proteobacteria), Gram-negativas, no esporuladas, que han sido
identificadas como agentes causales de la necrosis de la médula del tomate (Catara et
al., 2002). En cuanto a X. gardneri y X. vesicatoria, éstas producen lesiones necroticas
en todos los 6rganos aéreos de las plantas de tomate, razon por la cual se conoce a la
enfermedad como “mancha bacteriana”. También son Gram-negativas y estan
clasificadas como proteobacterias (filo Proteobacteria) (Quezado-Duval et al., 2004).

Con la finalidad de disponer de fitopatégenos que afectan especies de cultivos
horticolas, debidamente caracterizados para posteriormente realizar estudios in vitro e
in vivo sobre las propiedades antimicrobianas de los PNB, los objetivos de este
capitulo fueron:

« Aislar, caracterizar y conservar cepas de los hongos P. allii y S. sclerotiorum,
y de las bacterias Cmm, P. corrugata, P. mediterranea, X. gardneri y X. vesicatoria;

+ Probar la patogenicidad de las cepas aisladas sobre diseminulos de: ajo (P.

allii), poroto pallares (S. sclerotiorum) y tomate (bacterias fitopatégenas).
3-2. Materiales y métodos
3-2.1. Penicillium allii fitopatégeno de ajo
a. Aislamiento: P. allii se aislé de bulbillos de ajo (Allium sativum) con signos y
sintomas de la “mufa del ajo”, mediante la siembra directa de esporas en placas de

Petri con medio de cultivo Agar Agua (AA, compuesto por 20 g de agar por litro de

agua destilada). Las mismas se incubaron a 25 + 2 °C durante siete dias (Mufioz et al.,
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2020). Posteriormente, se realizaron resiembras sucesivas en medio de cultivo Agar
Papa Dextrosa (APD, compuesto por 200 g de papa, 20 g de agar y 20 g de dextrosa
por litro de agua destilada), bajo las mismas condiciones de incubacion iniciales, hasta
obtener aislamientos monosporicos. La patogenicidad de este fitopatogeno se
confirmd en ajo del tipo comercial colorado, siguiendo los postulados de Koch (Volcy,
2008).

b. Caracterizacién morfolégica: se realiz6 mediante observaciones de colonias
monosparicas cultivadas en medio CYA (25 + 2 °C) (Visagie et al., 2014; Houbraken et
al., 2020), utilizando un microscopio estereoscopico binocular Nikon SMZ 745T y un

microscopio éptico (Axiostar Plus, Carl Zeiss).

c. Caracterizacién genotipica: la extraccion de ADN gendémico del hongo se
llevd a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Visagie et al. (2014), con algunas
modificaciones. Brevemente, se colocé micelio de una colonia monospoérica de
aproximadamente cinco dias en Eppendorfs de 1,5 mL de capacidad y se adicionaron
200 pL de un buffer de lisis (100 uL mL* de Tris HCL 200 Mm pH 7,5, 100 uL mL* de
NaCl 250 Mm, 100 yL mL*de 0,5 % SDS y 100 yL mL* EDTA 25 Mm con NaOH 10
%). Se mezcld con vortex y se llevaron los tubos al freezer (-20 °C) durante 60 min. Se
macero el micelio con varilla de vidrio estéril, se agregaron otros 200 pL de buffer de
lisis y se colocaron los tubos en bafo termostatizado a 65 °C durante 30 min. Luego
de este choque térmico, se agregaron 300 pL de NaCl 1 M por tubo, se homogeneiz6
manualmente y se centrifugaron los Eppendorfs a 10.000 rpm por 10 min. Los
sobrenadantes se transfirieron a nuevos tubos, a los cuales se les agregd etanol
absoluto para provocar la precipitacion del ADN. Se realiz6 una nueva centrifugacion
para descartar el alcohol, y se agregaron 200 pL de etanol 70° por tubo para lavar los
restos de sales. Se hizo una ultima centrifugacién a 10.000 rpm durante 2 min para
obtener finalmente el sobrenadante con el ADN que fue resuspendido en 150 ul de
buffer TE de pH 8 (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM.) y conservado a -20 °C hasta el
momento de la amplificacion.

La regién ribosomal completa de los espacios de los intergenes ribosomales
(ITS) de la subunidad 5.8S (ITS1-5.8SADNr-ITS2) y regiones parciales de las
subunidades 18S y 28S parcial, se amplificaron mediante PCR utilizando los
cebadores ITSIF  (5'-CTGGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3). Las reacciones de PCR se realizaron en un
volumen final de 25 pL, con 1 U de Taq ADN polimerasa (PB-L, Argentina), buffer, 0,4
MM de cada cebador, 1,5 mM de MgCl,, 0,20mM de cada dNTP y 100 ng de ADN. Las
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reacciones de amplificacion se hicieron en un termociclador MyCycler (Bio-Rad,
EE.UU.). Se utiliz6 el siguiente programa de PCR: amplificacion a 94 °C durante 5 min,
30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C, por 30 s, unién de cebadores a 57 °C por 30 s
y sintesis a 72 °C por 45 s, y extension final a 72 °C por 7 min. Los productos de PCR
amplificados se secuenciaron bidireccionalmente utilizando el servicio comercial de
Macrogen, Corea (http://macrogen.com/), y las secuencias obtenidas se usaron para
consultar la herramienta Segmatch del proyecto de base de datos Ribosomal Il (Cole
et al., 2009).

d. Colecciéon y obtencion de colonias iniciales: el aislamiento de P. allii se
conservd en tubos con APD, a una temperatura menor a 25 °C, en oscuridad,
realizando resiembras peridédicas cada seis meses. Para los ensayos realizados con
este hongo (Capitulos 4 y 6), se utilizaron colonias monospdricas cultivadas en medio
Hongos y Levaduras (HyL, Britania, Argentina), e incubadas a 25 + 2 °C durante siete
dias (colonias iniciales). Oportunamente, se prepararon suspensiones de conidios en
solucién salina estéril (0,85 %), cuya concentracion final se ajusté a 1 x 10° esporas

mL* utilizando un hemocitémetro.

3-2.2. Sclerotinia sclerotiorum fitopatégeno de poroto pallares

a. Aislamiento: S. sclerotiorum se aisl6 de vainas de poroto (Phaseolus
vulgaris) con signos y sintomas de podredumbre blanca. Para esto, se sembraron
esclerocios desinfectados en APD y se incubaron a 25 °C en la oscuridad durante 14
dias. Posteriormente se resembr6 el micelio obtenido bajo las mismas condiciones
iniciales hasta obtener colonias puras (Wang et al., 2008). La patogenicidad del
aislamiento se comprobd sobre semillas de poroto pallares (Phaseolus lunatus),
sembradas en bandejas que contenian sustrato estéril y micelio del hongo, adaptando
los postulados de Koch (Volcy, 2008).

b. Caracterizacion morfolégica y genotipica: este fitopatbgeno se caracterizd
morfolégicamente de acuerdo a Le Tourneau (1979) y a Delhey et al. (2009), utilizando
el mismo equipamiento que para P. alli (3-2.1.b.). Asimismo, se caracterizo
genotipicamente siguiendo la metodologia empleada en el estudio de P. allii, tanto

para la extraccion de ADN, como para su amplificacion y secuenciacion (3-2.1.c.).

c. Coleccion y obtenciébn de colonias iniciales: la metodologia para la

conservacion de S. sclerotiorum fue la misma que para P. alli (3-2.1.d.). En los
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ensayos realizados con este hongo (Capitulos 4 y 6), se utilizaron colonias puras,
sembradas en APD a partir del agregado de un disco de micelio (8 mm de diametro),
tomado con sacabocados del margen de una colonia en activo crecimiento. Estos

cultivos se incubaron a 20 + 2 °C durante cinco dias (colonias iniciales).

3-2.3. Bacterias fitopatégenas del cultivo de tomate
Los estudios que se describen a continuacién, se realizaron en el
Departamento de Proteccion Vegetal de la Facultad de Agronomia de la Universidad

de la Republica del Uruguay, bajo la direccion de la Prof. y Dra. Elisa Silvera Pérez.

a. Aislamiento: las cinco especies bacterianas, Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Pseudomonas corrugata, P. mediterranea, Xanthomonas
gardneri y X. vesicatoria, se aislaron de plantas de tomate (Solanum lycopersicum)
enfermas. La patogenicidad de todas las cepas se confirmé en tomate siguiendo los

postulados de Koch.

b. Caracterizacion morfologica y genotipica: las bacterias se caracterizaron en
base a la tincion de Gram y a las caracteristicas morfolégicas de sus colonias en los
medios de cultivo agar nutritivo dextrosa (AND, compuesto por 5 g de triptona, 1 g de
extracto de carne, 2 g de extracto de levadura, 5 g cloruro de sodio, 10 g glucosay 12
g de agar bacteriolégico por litro de agua destilada) y extracto de levadura dextrosa
(YDC, NEOGEN, Argentina). P. corrugata, P. mediterranea, X. gardneri y X.
vesicatoria se identificaron molecularmente mediante la secuenciacion parcial del gen
gyrB, utilizando los cebadores UP-1EF y APrUR (Yamamoto et al., 2000). Cmm se

caracteriz6 molecularmente con los cebadores CMM5F y CMM6R (Dreier et al., 1995).

c. Coleccién y obtencién de colonias iniciales: las bacterias se almacenaron en
medio caldo nutritivo (CN, OXOID, UK) mezclado con glicerol (15% v/v), en
ultracongelador (-20 £ 2 °C). Las colonias iniciales utilizadas en ensayos posteriores
(Capitulo 4), se cultivaron en AND a 25 £ 2 °C durante 48 h. A partir de ellas se
prepararon suspensiones de células bacterianas (1 x 108 u.f.c. mL™) en solucién salina
estéril (0,85 %).
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3-3. Resultados y discusion

3-3.1. Penicillium allii fitopatégeno de ajo

El género Penicilium es ampliamente conocido, ya que su distribucion es
mundial y es frecuente encontrar sus especies en una gran diversidad de habitats.
Desde que se introdujo este nombre genérico, que significa “pincel”, se le han
asociado mas de mil especies, muchas de las que, segun los criterios modernos,
tienen sus descripciones incompletas o0 se consideran sinGbnimos de otras especies
(Visagie et al., 2014). En este contexto, los autores citados anteriormente proponen
seguir una metodologia de trabajo estandar para la correcta caracterizacion de las
especies de Penicillium, lo que incluye descripciones morfolégicas y analisis
moleculares, tal como se realizd en este trabajo.

Las observaciones macroscopicas y microscopicas del fitopatdégeno aislado
(Figura 3-1), confirmaron que pertenecia al género Penicillium, especie P. allii (Visagie
et al., 2014; Houbraken et al., 2020). Al respecto, se observé un crecimiento rapido de
las colonias en medio CYA (25 * 2 °C), ya que presentaron diametros de
aproximadamente 40 mm luego de 6 dias de incubacién. Cabe mencionar que la
velocidad de crecimiento del hongo fue menor cuando las temperaturas durante su
cultivo superaron los 30 °C. La coloracion de las colonias fue verdosa en las areas
esporuladas y blanquecina en los margenes de crecimiento (no esporulados). La
textura se clasific6 como granular. Se observaron surcos radiales principales y
secundarios en las colonias, y se constaté la presencia de exudados amarillentos
difusivos al medio de cultivo, que en ciertas ocasiones también se encontraron en
forma de gotas milimétricas sobre el hongo. A nivel microscopico se observaron
conidio6foros hialinos, terverticilados, con fialides cilindricas, y conidios globosos y
verdosos, de aproximadamente 2,5 um de didmetro. Todas estas caracteristicas
coincidieron con las reportadas por numerosos autores (Vincent y Pitt, 1989; Valdez et
al., 2006; Galvez-Patén, 2017).
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Figura 3-1. Caracteristicas morfoldgicas de Penicillium allii: (a) colonia cultivada en CYA; (b)
vista bajo microscopio estereoscopico de exudados amarillentos y surcos en una colonia; (c)
conidioforo; (d) conidios sueltos.

En cuanto a la patogenicidad de la cepa en estudio, esta se comprob6 sobre
ajo colorado (Allium sativum): se observaron signos y sintomas de la “mufa del ajo” en
los propagulos de ajo inoculados (Figura 3-2.a). Esto incluy6 la podredumbre de los
bulbillos, con presencia de moho verde-azulado, menor crecimiento y desarrollo de las
plantas, y amarillamiento de sus hojas (Cavagnaro et al., 2005). Asimismo, el
reaislamiento y cultivo in vitro del fitopatdgeno presenté las mismas caracteristicas
morfoldgicas del original. Los bulbillos sin inocular se mantuvieron sanos, y sus plantas

tuvieron un crecimiento y desarrollo normal (Figura 3-2.b).
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Figura 3-2. Ensayo de patogenicidad del aislamiento de Penicillium allii en bulbillos de ajo
colorado, siguiendo los postulados de Koch: (a) bulbillo de ajo inoculado sobre una pequefia
herida, con signos y sintomas de “mufa del ajo”; (b) planta de ajo sana, con una pequefa
herida sin inocular.

La caracterizacion genotipica del fitopatdgeno también demostr6 que el
aislamiento pertenecia a la especie Penicillium allii, con una identidad del 99 %. La
secuencia obtenida se ingres6 con el nimero de acceso OP578409 en la base de
datos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

A partir de estos estudios, se obtuvo un aislamiento de P. allii fitopatégeno de
ajo, que se colecciono en el LabEA de la Universidad Nacional del Sur, Argentina.

3-3.2. Sclerotinia sclerotiorum fitopatdogeno de poroto pallares

Existen en la bibliografia numerosos trabajos que documentan la diversidad de
la poblacién de Sclerotinia sclerotiorum, lo que incluye cepas fitopatdgenas de poroto
(Alban, 2019), girasol (Filippi, 2015) y papa (Chaudhary et al., 2020), entre otros.
Todos ellos han demostrado que es posible caracterizar a esta especie fitopatdgena
por métodos morfolégicos y genéticos, como se realizo en este estudio.
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Las observaciones macro y microscépicas de las colonias fungicas (Figura 3-3)
desarrolladas a partir de esclerocios tomados de vainas de porotos, demostraron que
el fitopatdbgeno pertenecia al género Sclerotinia, especie S. sclerotiorum, tal como
observaron otros autores (Le Tourneau, 1979; Wang et al., 2008; Delhey et al., 2009).
Se observé un crecimiento rapido de las mismas, con un didmetro entre 50 y 70 mm
en dos dias. La velocidad de crecimiento de este hongo se vio significativamente
disminuida cuando las temperaturas de incubacion superaron los 30 °C. El micelio
presentd color blanco y textura algodonosa. A partir de éste, se formaron humerosos
esclerocios (alrededor de 20 por placa), observables a ojo desnudo (aproximadamente
5 mm de diametro), oscuros, firmes y con formas variables, periféricos en su
disposicién. Asimismo, se visualizaron agregados densos de micelio, de los cuales
exudaban gotas brillantes y plateadas, que en pocos dias posteriores completaron su
desarrollo en esclerocios. A nivel microscépico, las hifas se presentaron hialinas y
septadas, sin formacién de esporas. En los esclerocios se observé la corteza externa,

constituida por paredes gruesas y melanizadas.

Figura 3-3. Caracteristicas morfolégicas de S. sclerotiorum: (a) colonia cultivada en APD a 25 +
2 °C; (b) vista bajo microscopio estereoscépico de esclerocios en su etapa final de formacion
(micelio denso y aglomerado, con gotas brillantes); (c) corte de un esclerocio observado bajo
microscopio estereoscopico.
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Las semillas de poroto pallares sembradas en presencia de indculo,
presentaron signos y sintomas de “podredumbre blanca”, incluyendo la formacion de
un abundante micelio blanco algodonoso y la destruccion de sus tejidos (Figuras 3-4.a
y b) (Aban, 2019). El reaislamiento y cultivo in vitro del micelio mostr6é las mismas
caracteristicas morfoldgicas que el original. En las bandejas sin incorporacién de S.
sclerotiorum, las semillas germinaron y las plantulas crecieron normalmente (Figura 3-
4.c). De esta forma se demostro la patogenicidad de la cepa aislada sobre semillas de

poroto pallares (Phaseolus lunatus).

Figura 3-4. Estudio de la patogenicidad del aislamiento de S. sclerotiorum en poroto pallares: (a
y b) semilla de poroto pallares cubierta por micelio blanco algodonoso, luego de ser cultivada
en presencia del fitopatégeno; (c) plantula de poroto pallares sana, cultivada en sustrato estéril
(sin presencia del fitopatdgeno).
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La caracterizacién genotipica confirmd que el hongo aislado pertenecia a la
especie Sclerotinia sclerotiorum, con una identidad del 99 %. La secuencia de este
nuevo aislamiento se ingreso6 con el numero de acceso OP578410 en la base de datos
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

La cepa de S. sclerotiorum aislada y caracterizada se coleccion6 en el LabEA,
de la Universidad Nacional del Sur, Argentina.

3-3.3. Bacterias fitopatdgenas del cultivo de tomate

Actualmente, la caracterizacion de las bacterias fitopatdgenas se concentra en
aspectos morfoldgicos, bioquimicos y, principalmente, en andlisis moleculares. Estos
ultimos son clave para la taxonomia de las especies, ya que esta se actualiza
constantemente debido a nuevas técnicas de secuenciacion genomica (Vidaver y
Lambrecht, 2004).

La coloracion de Gram demostro que todas las bacterias eran Gram-negativas,
a excepcion del género Clavibacter. Por su parte, la caracterizacion morfologica

demostré que todas las colonias presentaban las caracteristicas culturales tipicas de

cada uno de los géneros en estudio (Figura 3-5).

Figura 3-5. Bacterias fitopatdgenas aisladas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum): (a)
Xanthomonas gardneri; (b) Xanthomonas vesicatoria; (c) Pseudomonas corrugata; (d)
Pseudomonas mediterranea; (d) Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
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La caracterizacion genotipica de las bacterias fitopatégenas que se utilizaron
en los ensayos de esta tesis, permiti6 identificarlas como Xanthomonas gardneri
(MT103547), Xanthomonas vesicatoria (MT103548), Pseudomonas corrugata
(MT103549), Pseudomonas mediterranea (MT103550), y Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (OP456082). Asimismo, se confirmé su patogenicidad sobre
plantas de tomate siguiendo los postulados de Koch. Estas bacterias se coleccionaron
en el Departamento de Proteccion Vegetal de la Facultad de Agronomia de la

Universidad de la Republica del Uruguay, Uruguay.

3-4. Conclusiones

» Se aislaron, caracterizaron y coleccionaron los hongos Penicillium allii y
Sclerotinia sclerotiorum, y las bacterias Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Pseudomonas corrugata, P. mediterranea, Xanthomonas gardneri y X.
vesicatoria.

» Se confirmé la patogenicidad de las cepas fungicas y bacterianas sobre
diseminulos de: ajo (Penicillium allii), poroto pallares (Sclerotinia sclerotiorum) vy
tomate (bacterias fitopatdgenas).
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CAPITULO 4 - Estudios in vitro de la actividad antimicrobiana del extracto de

propdleos y del aceite esencial de orégano sobre fitopatdbgenos

4-1. Introduccion

En el proceso de desarrollo de biopesticidas, los productos naturales que
poseen compuestos biolégicamente activos son evaluados in vitro bajo condiciones de
laboratorio para determinar su actividad antimicrobiana. Esto facilita su seleccion en
las etapas iniciales de su estudio (Lengai y Muthomi, 2018).

En los dltimos afios, numerosos investigadores han probado, bajo condiciones
de laboratorio, el efecto antifingico y antibacteriano del extracto de propdleos y del
aceite esencial de orégano sobre diversos fitopatdgenos (Tapwal et al., 2011,
Jiménez-Reyes et al.,, 2019). Los resultados son alentadores, sin embargo, realizar
comparaciones entre éstos suele ser dificultoso, debido a diferencias en los
procedimientos experimentales. Por tal motivo, el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI), organizacion sin fines de
lucro y reconocida a nivel mundial, ha estandarizado técnicas para el estudio de la
susceptibilidad microbiana a diversos agentes. Estas pruebas son conocidas como
antibiogramas o AST, por las siglas en inglés de “Antimicrobial Susceptibility Testing”
(Fothergill, 2012).

En los antibiogramas se enfrentan agentes patdégenos a sustancias que se
aplican al medio de cultivo en determinadas concentraciones (Akualing y Rejeki,
2018). Dentro de las técnicas clasicas, se conocen la bioautografia por cromatografia
en capa fina (Thin Layer Chromatography, TLC), la prueba de gradiente antimicrobiano
o epsilometria (E-test), las pruebas de difusion o cualitativas, que incluyen la difusion
por discos, difusidon por pozo en agar y el envenenamiento del medio de cultivo, v,
finalmente, los métodos de dilucién o cuantitativos, como, por ejemplo, la dilucién en
agar y la dilucion en caldo (Balouiri et al., 2016).

Las técnicas de susceptibilidad antimicrobiana, por lo tanto, se presentan como
procedimientos adecuados para probar inicialmente la eficacia del extracto de
propoleos y del aceite esencial de orégano, sobre fitopatbgenos de especies
horticolas. En consecuencia, se plantearon los siguientes objetivos:

+ Evaluar in vitro las propiedades antifungicas del EP y del AEO, tanto de forma
individual como en combinacion, frente a Penicillium allii y Sclerotinia sclerotiorum;

Determinar la accién antibacteriana in vitro del EP sobre Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), Pseudomonas corrugata, P.

mediterranea, Xanthomonas gardneri y X. vesicatoria.

60



CAPITULO 4
Actividad antimicrobiana in vitro de los PNB

4-2. Materiales y métodos

Se realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana adaptando distintas
técnicas propuestas por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio, tales
como la dilucién en agar (Gallez et al., 2014), la difusion por discos (Sawaya et al.,
2002) y la macrodilucion en caldo (Khosravi et al., 2011).

Los PNB vy los fitopatégenos utilizados en estos ensayos, fueron caracterizados
en los Capitulos 2 y 3, respectivamente. En el estudio de la actividad antifingica se
probaron: EP; (origen Rio Colorado) y AEO: (origen INTA Hilario Ascasubi), frente a P.
allii; EP1y AEO: (origen Azul), frente a S. sclerotiorum. En el estudio sobre la actividad

antibacteriana, se utilizé EP;.

4-2.1. Actividad antifangica in vitro del extracto de propéleos y del aceite

esencial de orégano sobre Penicillium allii

4-2.1.1. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana individuales

a. Dilucién en agar: se evalud el efecto del EP y del AEO sobre el crecimiento
micelial de P. allii. Para esto, se prepararon distintas formulaciones en tubos
Eppendorf estériles que consistieron en los PNB puros (EP! y AEQ?), tres diluciones
dobles de cada uno de ellos (EP? EP3 EP* AEO? AEOQO® AEO? vy el fungicida
comercial sintético Carbendazim (F, SC 50%, Gleba, Argentina, a razén de 2 mL L),
Las diluciones del EP se realizaron en agua destilada estéril (ADE), mientras que las
diluciones del AEO se realizaron en ADE y Tween 20 (Biopack, Argentina) al 50 %
(v/v). Ademas, se dispuso de un control positivo sin agregados (C+) y de dos controles
metodoldgicos, hidroalcohol (HA, extractante del P) y Tween 20 (TW, tensioactivo
utilizado para emulsionar el AEO a la dilucién). En el ensayo, 100 yL de cada
formulado fueron homogeneizados en placas de Petri (90 mm de didmetro), con 20 mL
de HyL (a 40 °C). Una vez solidificado el agar, se coloc6 sobre la superficie de cada
placa un disco de micelio (6 mm de didmetro), tomado con sacabocado estéril del
borde de crecimiento de una colonia inicial. EI ensayo se incub6 en la oscuridad
durante 9 dias a 25 + 2 °C. Diariamente se midié el diametro del micelio de cada

tratamiento y al finalizar se calcul6 el porcentaje de inhibicion (1 %) como:

(Dc - Dt)
1% = 1- _ x 100
Dc
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donde Dc es el didmetro de la colonia del C+ y Dt es el diametro de la colonia del
tratamiento. Se siguid un disefio experimental completamente aletaorizado con tres

repeticiones por tratamiento. El ensayo se repitio dos veces.

b. Difusion por discos: se evaludé el efecto de las mismas formulaciones y
controles utilizados en la técnica de diluciébn en agar (4-2.1.1.a.), excepto por el
fungicida sintético, sobre la germinacion de conidios. Las condiciones de cultivo se
repitieron, y el ensayo se incub6 durante nueve dias. El procedimiento consistid en
incorporar 100 yL de suspensién de conidios sobre la superficie del agar de placas de
Petri. Luego, se colocaron equidistantemente cuatro discos de papel filtro (6 mm de
didmetro) por placa. Los discos se impregnaron con 10 pL de la formulacion
correspondiente. Las zonas de inhibicion alrededor de los discos se midieron en

milimetros cada 72 h. El porcentaje de inhibicion (I %) se calculé como:

(Dm - Dt)
1% = 1- _ x100
Dm

donde Dm es el diametro del mayor halo de inhibicion y Dt es el diametro del halo de
inhibicion del tratamiento. Se sigui® un disefio experimental completamente

aletaorizado con tres repeticiones por tratamiento. El ensayo se repitié dos veces.

c. Bioactividad de compuestos volatiles: la contribucién de los compuestos
volatiles (o fase volatil) al efecto antifungico del EP y del AEO, se evalué utilizando tres
tipos de dispositivos (Figura 4-1): placas de Petri con un disco de papel filtro pegado
en el centro de tapa superior (prueba de volatiles); placas de Petri con un disco de
papel filtro ubicado sobre el centro del agar, cubierto con una pequefia campana de
plastico de 2 cm de didmetro (prueba de limitacién de volatiles) (Figura 4-2); y placas
de Petri con un disco de papel filtro ubicado en el centro del agar (prueba de difusion)
(Inouye et al., 2006). En cada dispositivo se colocaron 20 mL de HyL y se sembraron
sobre la superficie del agar 100 pL de suspension de esporas. Los tratamientos
consistieron en impregnar los discos de papel filtro (6 mm de diametro) de cada
dispositivo, con 10 pyL de EP, AEO, ADE (C+) o hidroalcohol (HA). Las placas de Petri
se sellaron con Parafilm e incubaron por nueve dias a 25 + 2 °C en la oscuridad.
Finalizado el ensayo, se midi6 (en milimetros) el diametro de la zona de inhibicién de
cada dispositivo.

Las proporciones de la actividad de vapor y de difusiébn se estimaron de

acuerdo al indice & propuesto por Inouye et al. (2006). El ensayo se repiti6 tres veces.
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Disco de papel filtro impregnado del tratamiento

Tapa de la Placa de f%
. —
Petri

S Prueba de volatiles

———

Prueba de limitacion de
volatiles

Campana plastica <

— —

Base de la placa de
Petri con cultivo de P.
alli sobre medio
agarificado

Prueba de difusion

Figura 4-1. Esquema de los dispositivos utilizados para evaluar la bioactividad de los
compuestos volatiles del EP y del AEO (vista lateral de las cajas de Petri).

Figura 4-2. Prueba de limitacion de volatiles: vista (a) lateral y (b) superior de una placa de Petri
al inicio del ensayo; se observa un disco de papel filtro ubicado sobre el centro del agar,
cubierto con una campana de plastico.

d. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CIM) y de la
concentracion fungicida méaxima (CFM): la CIM y la CFM del EP y del AEO se
determinaron por macrodilucién en caldo, utilizado ocho diluciones aritméticas de cada

producto. Las concentraciones del EP estuvieron en el rango del 5,0 % al 0,036 %
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(v/v) y las del AEO del 1,25 % y el 0,009 % (v/v). Se incluy6 un control positivo sin
agregados (C+), un control estéril (C-) y un control metodolégico con hidroalcohol al 5
% (HA). Este ensayo se realizo en erlenmeyers de 25 mL de capacidad, con 20 mL de
caldo tipo HyL (compuesto por 5 g de extracto de levadura, 20 g de glucosa y 0,1 g de
cloranfenicol por litro de agua destilada), en los que se incorporaron 100 pL de
suspension de esporas, seguidamente de los PNB. Posteriormente, los matraces
fueron tapados con un tapén microbioldgico estéril, e incubados a 25 + 2 °C en un
agitador orbital (80 rpm) durante cinco dias.

Inicialmente se registraron los tratamientos con o sin desarrollo fungico visible.
Luego, en los primeros, se determind el peso seco de la biomasa fangica, mientras
que en los segundos se resembraron 10 pyL del medio de incubacién en APD.
Transcurridos siete dias desde la resiembra, se realizé el conteo de los conidios
germinados. La CIM se definié como la concentracion mas baja del EP y del AEO que
inhibié completamente el crecimiento visible del hongo en el medio de cultivo liquido.
La CFM se determin6 como la concentracion mas baja del EP y del AEO que provoco
la muerte del in6culo, después del subcultivo. Este ensayo se realizé tres veces.

4-2.1.2. Prueba de sinergismo antifangico

Se determiné la interaccion antifingica entre el EP y el AEO siguiendo una
matriz del tipo tablero de ajedrez (“Checkerboard Method”) (Orhan et al., 2005). Las
concentraciones evaluadas fueron la CIM y 1/2, 1/4 y 1/8 de sus valores, para cada
producto. Las diluciones del EP se dispusieron horizontalmente y las del AEO
verticalmente. Se incluyeron un control positivo sin agregados (C+) y un control estéril
(C-). Los procedimientos y condiciones del ensayo fueron los mismos que para las
determinaciones de la CIMy CFM (4-2.1.1.d.).

Para evaluar la interaccion entre ambos PNB, se calculé el indice de la

concentracion inhibitoria fraccional (ICIF) como:

ICIF = CIFgp; + ClFago1

donde CIF es la concentracion inhibidora fraccional de cada producto, calculada como
el cociente entre la CIM en la combinacion y la CIM del producto individual. Los
resultados fueron considerados como sinergia (ICIF < 0,5), adicion (0,5 < ICIF < 1),
indiferencia (1 < ICIF < 4) y antagonismo (ICIF > 4). Este ensayo se llevo a cabo tres

veces.
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4-2.1.3. Andlisis estadistico de los datos

Se realizé el ANAVA de los resultados de los ensayos 4-2.1.1.a. (dilucién en
agar), 4-2.1.1.b. (difusion por discos) y 4-2.1.1.d (desarrollo de biomasa fungica en la
determinacion de la CIM y CFM). Cuando se detectaron valores significativos de F, las
medias se compararon mediante la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher (p < 0,05). La fuerza de asociacion entre los porcentajes de inhibicién (I %) de
los métodos de dilucion en agar y de difusién por discos, fueron analizadas con el
coeficiente de correlacion de Spearman.

Se utilizé el software Infostat para los mencionados andlisis (Di Rienzo et al.,
2010).

4-2.2. Actividad antifangica in vitro del extracto de propdleos y del aceite

esencial de orégano sobre Sclerotinia sclerotiorum

4-2.2.1. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana individuales

a. Dilucién en agar: se evaluo el efecto de cuatro concentraciones del EP y del
AEO sobre el crecimiento micelial, utilizando una metodologia similar y las mismas
formulaciones que para P. allii (4-2.1.1.a.), excepto por el control metodologico de TW
ya que en pruebas preliminares se determind que su efecto sobre el crecimiento del
hongo fue nulo. El procedimiento consistido en agregar un disco de micelio (8 mm de
didmetro) sobre la superficie del APD de cada placa de Petri. Las mismas fueron
incubadas en la oscuridad a 25 + 2 °C durante 48 h, momento en el cual el C+ cubri6
la superficie de la placa. Posteriormente se midié el crecimiento de las colonias, se
calculd | % y se realizaron observaciones respecto del nimero y desarrollo de
esclerocios en cada tratamiento. Se siguié un disefio experimental completamente

aletaorizado, con cuatro repeticiones por tratamiento. El ensayo se repitié dos veces.

b. Bioactividad de compuestos volatiles: la contribucion de los compuestos
volétiles en el efecto antifingico del EP y del AEO, se evalué utilizando dispositivos y
tratamientos equivalentes a los dispuestos para P. allii (4-2.1.1.c.). En este ensayo se
incorpor6 un disco de micelio (6 mm de diametro), tomado de colonias iniciales, a la
superficie del APD de cada placa de Petri. En todos los dispositivos, los discos de
micelio se distanciaron 1,5 cm del centro de los discos de papel filtro que contenian los
tratamientos. La zona de inhibicion se midié (en milimetros) luego de nueve dias de

incubacién, haciendo una valoracién completa del formato adoptado por cada colonia
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en el recipiente. Las proporciones de la actividad de vapor y de difusion se estimaron

segun el indice & propuesto por Inouye et al. (2006). El ensayo se realizo tres veces.

c. Determinacion de la CIM y de la CFM: se utilizo la técnica de macrodilucion
en caldo, siguiendo el mismo procedimiento estandar que para P. allii (4-2.1.1.d.). Se
ensayaron siete diluciones aritméticas de cada producto. Las concentraciones del EP
estuvieron en el rango del 4,0 % al 0,06 % (v/v), mientras que las del AEO entre 1,25
% y el 0,01 % (v/v). Se incluy6 un control positivo sin agregados (C+), un control estéril
(C-) y un control metodoldgico con hidroalcohol al 5 % (HA). Este ensayo se realiz6 en
erlenmeyers de 25 mL de capacidad, con 20 mL de caldo tipo HyL, habiéndose
incorporado en cada uno un disco de micelio de 5 mm de didmetro tomado de una
colonia inicial. El ensayo se incub6 a 25 = 2 °C en un agitador orbital (80 rpm) durante
cinco dias. La evaluacién de los resultados se realizé de la misma forma que para P.

allii. Este ensayo se realiz6 tres veces.

4-2.2.2. Prueba de sinergismo antifangico

Se determiné la interaccion antifingica entre el EP y el AEO siguiendo una
matriz del tipo tablero de ajedrez, al igual que para P. alli (4-2.1.2)). Las
concentraciones evaluadas de cada producto incluyeron la CIMy 1/2, 1/4 y 1/8 de sus
valores, junto a un control positivo sin agregados (C+) y un control estéril (C-). Los
procedimientos y condiciones del ensayo fueron los mismos que en las
determinaciones de MIC y MFC (4-2.2.1.c.). Para evaluar la interaccién entre ambos
PNB se calculé el ICIF a partir de la CIF de cada producto. Los criterios para clasificar
el tipo de interaccion fueron los mismos que para P. allii (4-2.1.2.). Este ensayo se

llevé a cabo tres veces.

4-2.2.3. Andlisis estadistico de los datos

Se realizé el ANAVA de los resultados del ensayo 4-2.2.1.a. (dilucién en agar).
Cuando se detectaron valores significativos de F, las medias se compararon mediante
la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher (p <0,05).

Se utilizo6 el software Infostat para los andlisis estadisticos (Di Rienzo et al.,
2010).
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4-2.3. Actividad antimicrobiana in vitro del extracto de propoleos sobre bacterias

fitopatdgenas del tomate

4-2.3.1. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Se utilizdé la técnica de difusion por pozo en agar y se probaron cuatro
formulaciones de EP, que consistieron en el EP puro (EP?) y tres diluciones dobles del
mismo, hechas en ADE (EP?, EP3, EP*). También se incluyeron un control positivo sin
agregados (C+) y un control metodolégico con hidroalcohol (HA). El ensayo consistio
en mezclar 18 mL de AND y 2 mL de suspension bacteriana en placas de Petri. Una
vez solidificado el agar, se hicieron seis pozos equidistantes (6 mm de diametro) por
placa, que se llenaron aleatoriamente con 10 L del formulado correspondiente. El
ensayo se incub6 en la oscuridad a 25 = 2 °C. A las 24, 48 y 72 h de incubacion se

midié el diametro (mm) de los halos en las zonas de inhibicion alrededor de los pozos.

4-2.3.2. Disefio y andlisis estadistico de los datos

El disefio experimental fue en bloques simples, completos y aleatorizados,
considerando como bloque a cada placa de Petri, con cinco repeticiones por bloque. El
ensayo se repitio dos veces y se realiz6 el ANAVA de los resultados. Cuando se
detectaron valores significativos de F, las medias se compararon mediante la prueba
de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher (p < 0,05). Se utilizé el software

Infostat para los mencionados analisis (Di Rienzo et al., 2010).

4-3. Resultados y discusién

4-3.1. Actividad antifangica in vitro del extracto de propoleos y del aceite
esencial de orégano sobre Penicillium allii

En el ensayo de dilucion en agar, el EP y el AEO inhibieron el crecimiento
micelial de este fitopatdgeno, resultando el segundo mas eficaz que el primero y
observandose una relacion de dosis-respuesta en ambos casos (Tabla 4-1 y Figura 4-
3). La bioactividad de los PNB disminuy6 gradualmente a lo largo del tiempo, excepto
por AEO?, que logré detener totalmente el crecimiento del hongo durante 30 dias. Por
otra parte, F se diferencié estadisticamente de los tratamientos a base de EP y de
AEO por presentar menor actividad antifangica (p <0,05). En este ensayo, al igual que
en los restantes, los controles (C+, HA, TW) no mostraron efecto inhibitorio sobre P.

allii, habiendo desarrollado colonias de aspecto conservado.
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Tabla 4-1. Actividad antifingica de distintas concentraciones de EP y de AEO sobre P. allii, evaluadas a través de las pruebas de diluciéon en agar [porcentaje
de inhibicién (I %)] y de difusion por discos [diametro promedio del halo de inhibicion (mm)]. Se incluyé un control positivo sin agregados (C+). Las
concentraciones de cada producto se ordenaron de forma decreciente, siendo las més altas EP' y AEO™.

Tratamiento

Dilucién en agar

| %

Difusién por discos

Diametro del halo de inhibicién (mm)

72 h (3 dias) 144 h (6 dias) 216 h (9 dias) 72 h (3 dias) 144 h (6 dias) 216 h (9 dias)
EP? 71,77 +£0,97 a 62,25+ 1,26 a 56,91+ 0,89 a 16 £ 0,92 ab 13,67 £ 0,56 a 13,50+ 0,62 a
EP? 59,12+1,69b 52,69+1,43b 43,43 +£3,09b 13,83+0,41b 13,75+0,30 a 13,75+0,30 a
EP3 37,72+0,97 c 31,66+1,26¢ 2794+243c 10,08 £ 0,69 ¢ 892+0,31b 8,75+0,43b
EP4 30,90+0,97d 22,10+ 0,95d 18,85+0,89d 9,58 +0,68c 892+0,31b 8,58+0,51b
AEO? 100+0e 100+0e 100+0e 43+0d 38+1,07c 38+1,07c
AEQO? 100+ 0e 100+0e 96,97 + 2,10 f 19,08 £ 2,18 a 1558+ 1,24 a 1467+ 1,14 a
AEQ? 95,13+ 2,58 f 74,19+ 331 f 68,69+3,25¢ 13,92+1,11b 13,75+ 1,14 a 13+0,88 a
AEO* 60,09+1,95b 49,34+0,95b 42,42 +0,58b 10+0,78 ¢ 9,33+0,40 b 2,50+1,10d
C+ 0+0h 0+0h 0+0i 0+0e 0+0d 0+0e

a Cada dato es el promedio de tres repeticiones * desvio estandar. Letras diferentes en la misma columna (tiempo de incubacién), indican diferencias

estadisticamente significativas (p <0,05) segun la prueba LSD de Fisher.
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Figura 4-3. Actividad antimicrobiana de distintas concentraciones de (a) EP y de (b) AEO, sobre
el crecimiento micelial de P. allii, evaluado a través de la prueba de dilucién en agar. Se incluyo
un tratamiento a base del fungicida comercial Carbendazim (F) y tres controles (C+, control
positivo sin agregados; HA, hidroalcohol extractante del P; TW, Tween 20, tensioactivo utilizado
para emulsionar el AEO). Las concentraciones de cada producto se ordenaron de forma
decreciente, siendo las mas altas EP* y AEO?.
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En la prueba de difusion por discos, el EP y el AEO tuvieron accion antifingica
sobre la germinacién de conidios de P. allii (Tabla 4-1). Nuevamente, el tratamiento
mas efectivo fue AEO?, con un | % de 100 a las 72 h. El efecto de las distintas dosis de
EP fue relativamente invariable y homogéneo en el tiempo. Los andlisis de correlacion
entre los | % obtenidos en la prueba de dilucién en agar y de difusién por discos,
presentaron coeficientes de Spearman positivos, de 0,95 a las 72 h, de 0,97 a las 144
hy de 0,93 a las 216 h de incubacién.

Por su parte, en el ensayo de bioactividad de compuestos volatiles, el & fue de
13,85 para el EP y de 50,0 para el AEO. De acuerdo a Inouye et al. (2006) valores del
® entre 100 y 70 indican una contribucién mayoritaria de volatiles, entre 30 y 0 indican
una contribucién mayoritaria de difusion, y entre 69 y 31 indican una contribuciéon mixta
de difusion y volatiles. Esto, por lo tanto, revelé una importante contribucién de la
difusién en el EP, y una contribucién mixta en el AEO. De hecho, en la prueba de
volatiles, no se observd bioactividad del EP, mientras que AEO provoc6 un halo de
inhibicion promedio de 20,67 £ 7,50 mm (Figura 4-4).

En los antibiogramas realizados en medio sélido, los PNB provocaron cambios
en la morfologia de P. alli, respecto del control positivo sin agregados (C+),
principalmente en el caso de los tratamientos con AEO: las colonias de estos
tratamientos presentaron una coloracion blanquecina (Figura 4-4).

Figura 4-4. Cambios observados en la morfologia de P. allii en el ensayo de bioactividad de
compuestos volatiles: (a) tratamiento con AEO (se observa el halo de inhibicién en el centro de
la caja); (b) control positivo sin agregados (C+).
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En relacién a la determinacién de la CIM y de la CFM, ambos PNB resultaron
fuertemente inhibitorios de P. allii, destacandose el AEO, al igual que en ensayos
anteriores, por ser igual de efectivo que el EP en dosis inferiores. La CIM y la CFM del
EP fueron de 12,5 pL mL* (EP al 1,25 % v/v) y de 50 yL mL?* (EP al 5 % v/v),
respectivamente. La CIM y la CFM del AEO fueron del,5 uyL mL* (AEO al 0,15 % v/v)
y de 3,1 yL mL* (AEO al 0,31 % v/v), respectivamente. Se observaron diferencias
estadisticas (p < 0,05) entre la biomasa fungica desarrollada en el C+ y los
tratamientos con EP y con AEO en dosis inferiores a las CIMs.

La bioactividad de extractos de propoleos de distinto origen geografico ha sido
probada sobre P. digitatum, P. italicum (Yang et al., 2010), P. expansum (Silici y
Karaman, 2013) y P. notatum (Xu et al., 2019). En el caso del aceite esencial de
orégano, se ha reportado que controla a P. expansum (Kadoglidou et al., 2011), P.
digitatum (Daferera et al., 2000), P. italicum (Vitoratos et al., 2013) y P. verrucosum
(Jersek et al., 2014). Los estudios realizados en esta tesis, mostraron que tanto el EP
como el AEO, tienen una fuerte actividad antifingica sobre el crecimiento micelial y la
germinacion de conidios de P. allii, habiéndose encontrado diferencias entre su
eficacia (EP versus AEO), su forma de actuar (volatilizacién y/o difusion) y entre la
efectividad de las dosis de cada producto (dosis-respuesta). Ademas, se observo que
estos PNB pueden generar cambios en la morfologia del fitopatbgeno y que sus
efectos disminuyen ligeramente en el tiempo. En conjunto estos resultados,
constituyen el primer reporte respecto de la accién del EP y del AEO frente a P. allii
(Cibanal et al., 2021).

La accién antifangica superior del AEO respecto del EP, podria deberse a que
P. allii es mas susceptible a los compuestos bioactivos del primero que del segundo.
Fenoles como la crisina, galangina, pinocembrina y pinobanksina han sido descriptos
como los principales responsables de la actividad antimicrobiana del propéleos
(Ghisalberti 1979; Suran et al., 2021). Estas moléculas, que poseen nula o escasa
actividad volatil (Bankova et al., 2014), se encontraron en EP; (Capitulo 2). Por otro
lado, los terpenos timol, carvacrol, y-terpineno y p-cimeno, entre otros, le confieren
bioactividad al AEO. Estos presentan una elevada volatilidad, evaporandose
facilmente en contacto con el aire (Quiroga et al., 2013; Olmedo et al., 2014; Sakkas y
Papadopoulou, 2017) y fueron detectados en AEO; (Capitulo 2). Las mencionadas
diferencias de composicion quimica permitirian explicar las diferentes formas de actuar
de estos PNB. Cabe mencionar que el & del AEO fue equivalente al de otros aceites
esenciales, tal como el de Salvia officinalis, en los cuales se da una contribucién mixta
de la difusion y de la volatilizacién, con mayor tendencia a la segunda (Bouaziz et al.,
2009).
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El efecto dosis-respuesta que presentaron los PNB fue analogo al informado
por Yang et al. (2010) y Vitoratos et al. (2013), quienes probaron distintas
concentraciones de EP y de AEO sobre fitopatogenos del género Penicillium,
respectivamente. Da Silva et al. (2006), encontraron una fuerte correlacion entre el
contenido de fenoles del extracto de propdleos y su actividad antimicrobiana, siendo
esperable que, al diluir su concentracion, su efecto fuera menor. Por otro lado, la
disminucién paulatina de la bioactividad en la mayoria de los tratamientos evaluados,
podria atribuirse a que su accién es fungistética, es decir que son capaces de
suspender el crecimiento y el desarrollo del hongo sin matarlo. En consecuencia,
debido a la degradaciéon que sufren algunos de sus componentes por el oxigeno y la
humedad (Chouhan et al., 2017), con el paso del tiempo su efecto se ve disminuido. Al
contrario, en los tratamientos fungicidas, dada su eficaz accion, se elimina por
completo al fitopatdgeno en etapas iniciales, permaneciendo el | % constante, tal como
sucedié con AEO! en el ensayo de dilucién en agar.

Los cambios morfolégicos en las colonias podrian deberse a alteraciones en
las hifas y a una reduccién en la esporulacion del hongo, la que le otorga su tipica
coloracién verdosa. Yang et al. (2010) observaron que las hifas de P. italicum y de P.
digitatum tratadas con propdleos, eran mas delgadas respecto de las originales,
poseian vacuolas aumentadas y carecian de nucleos celulares condensados, lo cual
es indicativo de apoptosis celular. Por otro lado, Ghosh et al. (2017), reportaron que el
propoleos puede deformar completamente las esporas fungicas (conidios). Retamoso
et al. (2019) mencionaron que inhibe la esporulacion de los hongos. En cuanto al AEO,
Daferera et al. (2000) demostraron en ensayos in vitro que la germinacion y
esporulacion de conidios de P. digitatum, fueron altamente sensibles al AEO, incluso
en mayor medida que el crecimiento micelial.

La combinacion de EP con AEO resulté favorable para su efecto antifingico
sobre P. allii (Tabla 4-2, Figura 4-5). Al respecto, se encontré que una concentracion
de 3,12 uL mL* de EP, sumada a 0,375 puL mL* de AEO, tuvo efecto sinérgico (ICIF =
0,5) lo que permitié reducir cuatro veces la concentracién necesaria de cada producto
para inhibir el crecimiento del fitopatégeno. Otras cuatro combinaciones mostraron
efecto aditivo, y controlaron al hongo en dosis inferiores a las requeridas
individualmente. La biomasa fangica desarrollada en los tratamientos con las
concentraciones mas bajas de EP y de AEO, cuyos ICIF se encontraron entre 1y 4
(mezclas indiferentes), fue inferior a la del C+. Ninguna de las combinaciones
evaluadas presentd antagonismo.

La sumatoria de mecanismos y modos de accion en la combinacion de EP vy

AEO, dada por los distintos compuestos bioactivos que poseen, explicaria los
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resultados de este estudio. Xu et al. (2019) documentaron que el propdleos desregula
el metabolismo de los aminoacidos fungicos, al comprometer enzimas como la
triptéfano sintasa, glutamina sintetasa y metionina sintasa. Asimismo, demostraron que
este producto interfiere con procesos del metabolismo energético, ya que reduce la
actividad de las enzimas malato deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa, entre
otras. También de acuerdo a estos autores, el prop6leos afecta genes implicados en
las rutas biosintéticas del ergosterol, un esteroide sintetizado por los hongos que suele
ser blanco de productos antifingicos ampliamente utilizados como el fluconazole
(Zhang et al., 2010). Por su parte, las propiedades lipofilicas de los aceites esenciales
les permiten interferir y desorganizar la membrana celular. Esto conlleva a su
expansion, al aumento de su fluidez y permeabilidad, a la perturbacion de las
proteinas incrustadas en ella, a la alteracién de los procesos de transporte de iones y
a la fuga del contenido celular (Lambert et al., 2001; Burt, 2004; Tao et al., 2014). De
esta forma, al combinar EP y AEO se conjugan distintos efectos que comprometen la
homeostasis del hongo. Cabe mencionar que los mecanismos subyacentes a la
actividad antifungica de estos PNB contintan siendo objeto de estudio.

Por ultimo, el menor efecto antifingico de F podria deberse a la aparicion de
cepas resistentes de Penicillium sp., asi como de otras especies de hongos
fitopatégenos, a ciertos fungicidas del grupo de los bencimidazoles, como lo es el
Carbendazim (Tashiro et al., 2012; Malandrakis et al., 2013). Cabe mencionar que
Baleix (2014), obtuvo resultados analogos a los de este trabajo al probar el efecto del

Carbendazim frente a Penicillium sp. causante de la mufa del ajo.

Tabla 4-2. Actividad antifingica de distintas combinaciones de EP con AEO sobre P. allii,
evaluada a través de macrodilucién en caldo, siguiendo una matriz del tipo tablero de ajedrez.

N° de EP AEO CIFep?® CIF a0 ICIF ® Interpretacion

combinacién (UL mLY) (UL mL™)

1 6,25 0,75 0,50 0,50 1,00 Aditividad
2 6,25 0,375 0,50 0,25 0,75 Aditividad
3 6,25 0,18 0,50 0,13 0,63 Aditividad
4 3,12 0,75 0,25 0,50 0,75 Aditividad
5 3,12 0,375 0,25 0,25 0,50 Sinergia

& CIF: concentracion inhibitoria fraccional de cada PNB, calculada como el cociente de la
concentracién inhibitoria minima (CIM) del producto natural en la combinacién y su CIM
individual. Las CIMs del EP y del AEO fueron de 12,5 uyL mL* y 1,5 pL mL, respectivamente.

b ICIF: indice de concentracion inhibitoria fraccional (CIFer+CIFaeo0).
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Figura 4-5. Prueba de sinergismo antifiingico entre el EP y el AEO, frente a P. allii. Se utilizé la
técnica de macrodilucién en caldo. Cada matraz corresponde a un tratamiento. Las distintas
coloraciones de los medios de cultivo (caldo HyL), se debieron al agregado de diferentes
concentraciones de los PNB. Se sefialo con flechas el desarrollo fungico visible a ojo desnudo
en algunos de los tratamientos.

4-3.2. Actividad antifungica in vitro del extracto de propdleos y del aceite
esencial de orégano sobre Sclerotinia sclerotiorum

De forma analoga a lo observado en los estudios con P. allii, el EP y el AEO
tuvieron una fuerte accion antifingica sobre S. sclerotiorum, actuando el primero de
ellos por difusion (& = 8,99) y el segundo por difusién y volatilizaciéon (6 = 52,3). En el
ensayo de dilucion en agar, se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p <0,05) entre productos y entre estos y el C+ (Figuras 4-6 y 4-7). El AEO se destaco,
ya que sus cuatro tratamientos inhibieron totalmente el crecimiento del hongo (I % de
100), al igual que F, y sus dos concentraciones superiores (AEO! y AEO?),
mantuvieron el efecto durante al menos 30 dias, considerandose fungicidas. El EP
mostré actividad fungistatica dosis-dependiente, siendo las mayores concentraciones
las mas eficaces. Adicionalmente, luego de siete dias de incubacién, en los
tratamientos con PNB solo se desarroll6 micelio, a diferencia de lo que ocurrié en los
controles (C+ e HA) y en F, que presentaron esclerocios completamente formados.
Los resultados de la determinacion de la CIM y la CFM guardaron relacion con el
ensayo mencionado anteriormente: la CIM y la CFM del EP fueron de 5 uL mL* (EP al
0,5 % v/v) y de 40 pL mL* (EP al 4 % v/v), respectivamente; la CIM y la CFM del AEO
fueron de 0,39 puL mL?* (AEO al 0,039 % v/v) y 0,78 uL mL? (AEO al 0,078 % v/v),
respectivamente. En cuanto a la actividad antifungica combinada del EP y del AEO
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sobre S. sclerotiorum (Tabla 4-3), se comprob6 su accion sinérgica en la combinacion
compuesta por 1,25 pyL mL* de EP y 0,05 uL mL* de AEO (ICIF = 0.38). Asimismo,
otras cinco combinaciones de EP con AEO mostraron efecto aditivo. Por ultimo, no se
observé antagonismo en las combinaciones evaluadas.

La accion individual del EP y del AEO sobre S. sclerotiorum ha sido investigada
previamente por otros autores, que obtuvieron resultados alentadores y semejantes a
los de este estudio (Matny et al., 2014; Portella et al., 2021; Soylu et al., 2007; Loc et
al., 2018; Turkmen et al., 2021). No obstante, este trabajo constituye el primer reporte
de la accion sinérgica entre ambos productos para el fitopatdégeno en cuestion (Cibanal
et al., 2022). Por su parte, Matny et al. (2014) determinaron que extractos de
propéleos realizados con etanol y cloroformo tuvieron efecto antifingico sobre S.
sclerotiorum en concentraciones del 5 % y del 3 %, respectivamente. En el presente
trabajo, el extracto de propoéleos, preparado con hidroalcohol al 70 % (v/v), tuvo
actividad antifungica al 0,5 %. Estas diferencias se relacionan, en parte, con la
capacidad de los extractantes para solubilizar los compuestos bioactivos presentes en
el propéleos, mostrando que el hidroalcohol (70 % v/v) es efectivo, tal como se postuld
en el Capitulo 2 (Woisky y Salatino, 1998; Da Silva Frozza et al., 2013). Por otro lado,
Tarkmen et al. (2021) reportaron que concentraciones de aproximadamente 0,015 %
de aceite esencial de Origanum dubidum, lograron inhibir totalmente el crecimiento
micelial de S. sclerotiorum, lo cual se correlaciond positivamente con el contenido de
carvacrol y de p-cimeno. Estos compuestos son altamente volatiles (Gorostiague,
2016) y se encontraban presentes en el AEO, (Capitulo 2).

Los resultados de la inhibicién del crecimiento y desarrollo de esclerocios de S.
sclerotiorum debido a la accién del EP y del AEO, mostraron una fuerte reduccion de
la fuente de inéculo y propagacién del fitopatdgeno. En relacién a esto, Abd-El-Kareem
et al. (2017), reportaron que el extracto etandlico de propéleos al 15 % reduce
totalmente la formacion y germinacién de esclerocios. Segun Soylu et al. (2007), el
AEO reduce el didmetro de las hifas del micelio, genera la lisis de las paredes
celulares, y afecta las células globulares de la corteza de los esclerocios, lo que
explicaria la ausencia de dichas estructuras en los tratamientos en los cuales se aplica

este producto.
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Figura 4-6. Actividad antifangica de distintas concentraciones de EP y de AEO evaluadas con
la prueba de dilucién en agar sobre el crecimiento micelial de S. sclerotiorum. Los resultados se
expresaron como porcentajes de inhibicién. Se incluy6é un control positivo sin agregados (C+),
un control metodoldgico con hidroalcohol (HA) y un fungicida comercial (F). Las
concentraciones de cada producto se ordenaron de forma decreciente, siendo las mas altas
EP! y AEOL. Cada dato es la media el promedio de 4 repeticiones + desvio estandar. Letras
diferentes sobre la barra, indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun la
prueba LSD de Fisher.
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Figura 4-7. Actividad antifiingica de distintas concentraciones de EP y de AEO evaluadas con la prueba de dilucién en agar sobre el crecimiento micelial de
S. sclerotiorum. Se incluyé un control positivo sin agregados (C+). En la imagen se observa el tamafio del hongo al finalizar el ensayo, en los distintos
tratamientos. Las concentraciones de cada producto se ordenaron de forma decreciente, siendo las mas altas EP! y AEO™.
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Tabla 4-3. Actividad antifingica de distintas combinaciones de EP y AEO sobre S. sclerotiorum,
evaluada a través de macrodilucion en caldo y siguiendo una matriz del tipo tablero de ajedrez.

N° de EP AEO CIF pe® CIF oeo ICIF P Interpretacion

combinacion (UL mLY)  (uL mLY)

1 2,5 0,20 0,50 0,50 1,00 Aditividad
2 2,5 0,10 0,50 0,25 0,75 Aditividad
3 2,5 0,05 0,50 0,125 0,625 Aditividad
4 1,25 0,2 0,25 0,50 0,75 Aditividad
5 1,25 0,10 0,25 0,25 0,50 Aditividad
6 1,25 0,05 0,25 0,125 0,38 Sinergia

a CIF: concentracion inhibitoria fraccional de cada PNB, calculada como el cociente de la
concentraciéon inhibitoria minima (CIM) del producto natural en la combinacién y su CIM
individual. La CIM del EP y del AEO fueron de 5 uL mL* y 0,39 uL mL, respectivamente.

b ICIF: indice de concentracion inhibitoria fraccional (CIFep+CIFaEo).

4-3.3. Actividad antimicrobiana in vitro del extracto de propoleos sobre bacterias
fitopatégenas del tomate

La actividad antibacteriana del propoleos ha sido probada sobre numerosas
especies, incluyendo bacterias fitopatégenas (Kujumgiev et al., 1999; Rabelino et al.,
2009; Zignano, 2011; Smith, 2019; Zampini et al., 2021). De acuerdo a Almuhayawi
(2020), el propdleos puede alterar la permeabilidad y las funciones de la membrana
celular de este tipo de microorganismos, e inhibe su metabolismo energético, la
sintesis de acidos nucleicos y la produccién de biopeliculas.

En el estudio sobre la actividad antibacteriana del EP, se encontraron
diferencias significativas (p < 0,05) entre la susceptibilidad de las bacterias a dicho
producto (Tabla 4-4). Dentro de las afectadas, la secuencia de sensibilidad fue: Cmm
> X. gardneri > X. vesicatoria > P. corrugata. El EP tuvo actividad antibacteriana dosis-
dependiente, siendo los tratamientos mas concentrados los mas efectivos: en EP?! se
observaron halos de inhibicibn mayores que en las concentraciones restantes, y su
accion se mantuvo aproximadamente constante hasta las 72 h de incubacion. Ninguno
de los controles (C+ y HA) mostr6 efectos sobre las bacterias.

La accion antimicrobiana del extracto de propéleos sobre Cmm (Figura 4-8),
sugiere que podria utilizarse en el manejo del cancro bacteriano del tomate,
enfermedad que provoca severas pérdidas en el mencionado cultivo, y para la que

actualmente son escasos los tratamientos disponibles (De Ledn et al., 2008). Dado
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que las fuentes de inoculo suelen ser las semillas, que transportan a la bacteria en
forma epifita o como infeccion latente, y los plantines infectados (Chang et al., 1991),
tratar a dichos propagulos horticolas con este producto podria contribuir al control de
la enfermedad. Sera necesario realizar estudios mas profundos, incluyendo ensayos in
vivo, sobre esta potencial aplicacion del EP.

Numerosas investigaciones indican que el propdleos es méas efectivo sobre
bacterias Gram-positivas que Gram-negativas, y que las especies del género
Pseudomonas son frecuentemente insensibles, tal como se observd en este ensayo.
Al respecto, Tosi et al. (1996) encontraron que soluciones de propdleos fueron
inactivas contra fitopatdgenos de bacterias del género Pseudomonas. Por su parte,
Sampietro et al. (2020), demostraron que extractos etandlicos de propdleos de la
provincia de Santiago del Estero inhibieron completamente bacterias Gram positivas,
en concentraciones que tuvieron efectos nulos sobre bacterias Gram-negativas, tales
como Erwinia carotovora. Distintos autores coinciden en que podria deberse a que las
enzimas hidroliticas producidas en la membrana externa de las bacterias Gram-
negativas, son capaces de comprometer los mecanismos de accion de los compuestos

bioactivos del propodleos (Sforcin y Bankova, 2011; Smith, 2019).

Figura 4-8. Actividad antifungica de distintas concentraciones de EP sobre Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis aislada de plantas de tomate. Se incluyé un control
positivo sin agregados (C+) y un control metodolégico con hidroalcohol (HA). Las
concentraciones del EP se ordenaron de forma decreciente, siendo la mas alta EP?.
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Tabla 4-4. Actividad antibacteriana de distintas dosis de EP evaluadas con la técnica de pozo en agar sobre bacterias fitopatdgenas. Los resultados se
expresan como el diametro promedio de las zonas de inhibicion alrededor de los pozos (mm). El control positivo sin agregados (C+) y el control metodoldgico
con hidroalcohol (HA) no se muestran en la tabla, ya que no presentaron inhibicién. Las concentraciones del EP se ordenaron de forma decreciente, siendo
la méas alta EP?.

. 24 h 48 h 72 h
Bacterias

fitopatdégenas

EP! EP2 EP3 EP* EP? EP2 EP3 EP* EP? EP2 EP3 EP*

Clavibacter 1550 a2 11,25a 9,50a 9,00 a 1525a 9,75b 9,75b 8,00 b 15,00a 7,75hbc 9,50 b 6,50 c
michiganensis
subsp.
michiganensis

Xanthomonas 4,00 a 2,75ab 2,00b 0,50c 400a 2,75ab 0,50b 0,50 c 2,50 a 1,25 b 1,25b -
gardneri

Xanthomonas 1,50 a 0,50 b 0,25b -b 1,00 - - - 1,00 - - -
vesicatoria

Pseudomonas 0,50 - - - 0,50 - - - 0,50 - - -
corrugata

Pseudomonas - = > - - - - - R - - .
mediterranea

a | etras diferentes en la misma linea (tiempo de incubacién), difieren significativamente en p < 0,05 segun la prueba LSD de Fisher.
b La ausencia de halo de inhibicién se indicé con el simbolo (-).
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4-3.4. Propiedades antimicrobianas del extracto de propdéleos y del aceite
esencial de orégano: andlisis integrador de los resultados in vitro

Los resultados obtenidos en los ensayos in vitro sobre propiedades
antimicrobianas del EP y del AEO mostraron que todas las muestras fueron altamente
efectivas, pese a las diferencias en su origen y composicion quimica (Capitulo 2). La
bibliografia indica que, si bien existe una fuerte correlacion entre el contenido de
metabolitos secundarios vegetales y el efecto de estos productos (Da Silva et al.,
2006; Leyva-Lopez et al., 2017; Chimshirova et al., 2022), es la combinacién de todos
sus componentes lo que determina sus propiedades bioldgicas (Suran et al., 2021). De
hecho, se ha documentado que existen interacciones sinérgicas entre los compuestos
mayoritarios y minoritarios de un mismo producto, debidas a la sumatoria de
mecanismos de accion y a la combinacion favorable de aspectos fisico-quimicos, tales
como mejoras en la solubilidad y en la biodisponibilidad (Bouaziz et al., 2009; Chouhan
et al., 2017). Por tal motivo, muestras de distinto origen, procedencia geografica y
perfil quimico, pueden presentar efectos similares (Kujumgiev et al., 1999). En un
estudio in vitro realizado por Cibanal et al. (2019), se comprob6 que extractos de
propoleos provenientes de diversas regiones de Argentina inhibieron en un 100 % la
germinacion de conidios de P. allii durante 72 h la accion, independientemente de las
diferencias en sus caracteristicas.

Las interacciones entre compuestos quimicos pueden darse entonces, entre los
propios de cada producto, y en el caso de combinarlos, entre los presentes en la
mezcla. La combinacién de agentes antimicrobianos es frecuente en la medicina
humana para el control de patégenos resistentes a los antibioticos disponibles.
Actualmente se ha comenzado a investigar la combinaciébn de medicamentos
sintéticos con PNB y los resultados son alentadores (Probst et al., 2011; Rodriguez-
Garcia et al., 2015; Almuhayawi, 2020). En el &mbito agricola, los estudios de este tipo
son escasos. Ali et al. (2014) demostraron que la aplicaciéon de extracto de propdleos
en conjunto con aceite esencial de canela, protegié a los frutos de pimientos
(Capsicum annuum L.) de Colletotrichum capsici. Combinar PNB de diferente origen
para el control de enfermedades vegetales resulta novedoso y prometedor, no solo por
la considerable disminucion de las CIM, sino también por efectos positivos tales como
mayor eficiencia en el tiempo y menor probabilidad de generar microorganismos
resistentes (Chanda y Rakholiya, 2011). En el caso puntual de la combinacion de EP
con AEOQ, el primero ofreceria una accién de contacto dada principalmente por fenoles,
mientras que los compuestos altamente volatiles del segundo causarian un efecto

agudo e inmediato en el area cercana a su aplicacion.
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Otro aspecto a considerar en los ensayos realizados, es el referido a las
técnicas de susceptibilidad antimicrobiana utilizadas. En los estudios realizados en
esta tesis, todas fueron factibles de adaptar, requiriendo materiales y equipamiento de
laboratorio accesibles. Ademas, permitieron obtener resultados en periodos de tiempo
breves. Se destaca que, en la dilucién en agar, el registro de los resultados (medicién
del didmetro micelial) fue sencillo, a diferencia de lo que ocurri6 en la difusiobn por
discos y por pozo en agar, en las que resulté dificultoso determinar con precisién los
halos de inhibicion. En la macrodilucion en caldo, la turbidez de algunos tratamientos
impidio la rapida deteccion visual del crecimiento de los hongos; sin embargo, en esta
técnica, considerada la principal para la determinacién de la CIM y de la CFM (Balouri
et al., 2016), se observd que la solubilizacién de los PNB en el medio de cultivo fue
mas homogénea que en la dilucién en agar, asegurando asi un mayor contacto entre
los fitopatdgenos y los agentes antifingicos. Por Ultimo, la correlacion favorable entre
el método de dilucion en agar y de difusién por discos, podria contribuir a simplificar el
namero de estudios necesarios para estimar la actividad antimicrobiana de este tipo de

productos.

4-4. Conclusiones

+ El extracto de propdleos y el aceite esencial de orégano, ambos productos
naturales de distinto origen y composicion quimica, presentaron propiedades
antifingicas in vitro sobre P. allii y S. sclerotiorum, tanto de forma individual como
combinada.

+ El extracto de propdleos tuvo actividad antibacteriana sobre Cmm, X.
gardneri, X. vesicatoria y P. corrugata.

+ En términos generales, el extracto de propéleos actué por difusién, mientras
que el aceite esencial de orégano presenté una importante actividad volatil. Esta
diferencia estaria asociada a las moléculas bioactivas presentes en cada producto.
Asimismo, se observd un efecto de dosis-respuesta en su actividad antimicrobiana,
principalmente por parte del extracto de propéleos.

+ El hallazgo mas novedoso y destacado de estos estudios fue que la
combinacién de extracto de propdleos con aceite esencial de orégano tuvo un efecto
antifingico sinérgico frente a P. allii y S. sclerotiorum. Dosis de 3,12 uyL mL* de EP
con 0,375 puL mL* de AEO inhibieron el crecimiento del primer hongo, mientras que
1,25 yL mL* de EP con 0,05 pL mL* lo hicieron con el segundo. Esto permitié reducir
considerablemente las cantidades necesarias de cada producto por separado para

controlar a los mencionados fitopatégenos.
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+ Las técnicas de susceptibilidad antimicrobiana adaptadas en esta tesis para
estudios sobre fitopatdégenos, resultaron adecuadas para conocer las propiedades
antimicrobianas in vitro de estos productos en la etapa de cribado en el laboratorio.

+ Ambos productos naturales resultaron promisorios para avanzar en las

evaluaciones in vivo sobre sus propiedades fitoinhibitorias y antifingicas.
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CAPITULO 5 — Actividad fitoinhibitoria del extracto de propoleos y del aceite

esencial de orégano sobre propagulos horticolas

5-1. Introduccion

Los metabolitos secundarios presentan diversas propiedades, dentro de las
que se incluye la capacidad de inhibir el crecimiento y el desarrollo vegetal (Waterman,
2007). Esto se relaciona con su rol en la adaptacion de las plantas a su entorno, ya
que median, en gran parte, las relaciones de éstas con distintos organismos, lo que
incluye a otras plantas de igual o distinta especie (Tiwari y Rana, 2015).

En los ambientes naturales, dicha respuesta se ha vinculado al fenémeno de
alelopatia, por el cual una planta (donante) libera al medio sustancias producto de su
metabolismo secundario, que pueden actuar de forma perjudicial sobre otra planta
(receptora) a la que se incorporan. La forma de liberacion de esas sustancias varia
entre especies (volatilizacion, lixiviacién, exudacion y/o biodegradacién) (Sampietro,
2003). En los PNB, que son obtenidos o derivados de especies botanicas, tales como
el propdleos y los aceites esenciales, la presencia de metabolitos secundarios en su
composicion se ha asociado a efectos fitoinhibitorios sobre procesos fisioldgicos
vegetales, incluyendo la germinacién de propagulos y el crecimiento y el desarrollo de
plantulas (Verdeguer et al., 2020).

Respecto de las propiedades fitoinhibitorias del propdleos, Fernandes-Silva et
al. (2014) encontraron que su fraccion volatil afecta negativamente la germinacion de
las semillas de lechuga y el crecimiento de sus plantulas. De acuerdo a Stikar (2008),
soluciones acuosas y alcohdlicas de propdleos de la Region Pampeana Argentina,
inhiben la germinacion y de semillas de girasol (Helianthus annuus), en forma dosis-
dependiente. También ha sido probado que los extractos de propdleos inhiben la
germinacion de la cebada silvestre (Hordeum spontaneum), de la avena (Avena sativa)
y del algodén forrajero (Abutilon striatum), cuando son aplicados junto con el riego
(Dadgostar y Nozari, 2020).

En cuanto a los aceites esenciales, Ramezani et al. (2008) encontraron que
muestras obtenidas de eucaliptus, ciprés, romero y cedro afectaron severamente la
germinacion de numerosas especies de malezas, lo que dej6é en evidencia su
capacidad fitoinhibitoria. Zanellato et al. (2009) investigaron el efecto de aceites
extraidos de plantas aromaticas sobre la germinacién y el crecimiento de plantulas de
vicia (Vicia faba). Los resultados mostraron efectos fitoinhibitorios sobre los
mencionados procesos fisioldgicos y también accion antimicrobiana sobre las

comunidades bacterianas asociadas a esta especie.
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En este contexto, las propiedades fitoinhibitorias de los propdleos y de los
aceites esenciales deben ser evaluadas a fin de evitar efectos indeseables en su
utilizacion, como podria ocurrir al aplicarlos sobre propagulos horticolas que se desean
proteger de fitopatdbgenos. Para esto, los bioensayos con propagulos de lechuga
(Lactuca sativa) se presentan como una herramienta de cribado inicial adecuada dada
la alta sensibilidad de esta especie a diversos compuestos, y a su rapido crecimiento y
desarrollo (Sobrero y Ronco, 2004). Por consiguiente, los objetivos propuestos para
este capitulo fueron:

+ Realizar una evaluacion de las propiedades fitoinhibitorias del EP y del AEO
sobre propagulos de lechuga (Lactuca sativa);

+ Evaluar los efectos fitoinhibitorios de tratamientos formulados a base de EP y
de AEOQ, sobre la brotacion de bulbillos de ajo (Allium sativum) y la germinacién de

semillas de poroto pallares (Phaseolus lunatus).

5-2. Materiales y métodos

Las propiedades fitoinhibitorias del EP y del AEO se evaluaron sobre distintos
propagulos horticolas. Inicialmente, se realiz6 un estudio sobre diseminulos de
lechuga (botanicamente frutos del tipo cipsela, que habitualmente y en lo sucesivo se
mencionaran como “semillas”). Seguidamente, se evaluaron los efectos de los
mencionados PNB sobre bulbillos de ajo y semillas de poroto pallares.

En estas pruebas se probaron: EP, (origen Rio Colorado) y AEO3 (origen Gral.
Fernandez Oro) sobre lechuga; EP; y AEO, (origen Azul), sobre ajo y poroto pallares.

Las caracteristicas de estos PNB se encuentran descriptas en el Capitulo 2.

5-2.1. Actividad fitoinhibitoria del extracto de propéleos y del aceite esencial de
orégano sobre la germinacion de lechuga

Se realizaron dos bioensayos consecutivos, bajo las mismas condiciones
experimentales, en los que se utilizaron semillas de lechuga de la variedad Prizehead,
clase identificada, con 85 % de poder germinativo y un peso de mil semillas (P1000)
de 1,05 g (AmsaSeed, Estados Unidos).

Las semillas fueron tratadas por el método de inmersidén con dosis crecientes
de EP y de AEO (Sharma et al., 2015). Para esto se prepararon 3 mL de soluciones
acuosas (Tabla 5-1) en tubos Falcon (15 mL de capacidad), que se agitaron en un
vortex a 2.500 rpm hasta homogeneizar la mezcla. Las semillas se remojaron por
completo en los tratamientos durante 2’ 30”, se sembraron e incubaron segun indican
las Normas ISTA (ISTA, 2004). Como germinadores se utilizaron placas de Petri

estériles, con seis ldminas circulares de papel absorbente previamente humedecido.
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Los ensayos se incubaron en una camara a 20 °C y en oscuridad, durante siete dias.
Como controles metodolégicos se incluyeron tratamientos con: ADE (Ci, control de
inmersion), HA (hidroalcohol, extractante del P), TW20 (Tween 20, emulsionante del
AEOQ; Biopack, Argentina) y semillas sin remojar (Csi).

Tabla 5-1. Tratamientos utilizados para evaluar las propiedades fitoinhibitorias del EP y del
AEO sobre la germinacion de semillas de lechuga (Lactuca sativa) y el crecimiento y desarrollo
de las plantulas. En ambos bioensayos se incluyeron controles con hidroalcohol (HA,
extractante del P) y Tween 20 (TW20, emulsionante del AEO).

TRATAMIENTO FORMULACION

1ERBIOENSAYO

EP 2,5% 2,5 % EP + 97,5 % ADE?
EP 5% 5% EP + 95 % ADE

EP 10% 10 % EP + 90 % ADE
EP 20% 20 % EP + 80 % ADE

AEO 0,75% 0,75 % AEO + 0,75 % TW20 + 98,5 % ADE

AEO 1,5% 1,5% AEO + 1,5 % TW20 +97 % ADE

AEO 3% 3 % AEO + 3 % TW20 + 94 % ADE
AEO 6% 6 % AEO + 6,72% TW20 + 87,28 % ADE
HA 20% 20 % HA + 80 % ADE

TW20 6,72% 6,72 % TW20 + ADE

2POBIOENSAYO

EP 40% 40 % EP + 60 % ADE
EP 60% 60 % EP + 40 % ADE
EP 80% 80 % EP + 10 % ADE
EP 100% 100 % EP
AEO 12% 12 % AEO + 12 % TW20 + 76 % ADE
AEO 24% 24 % AEO + 24 % TW20 + 52 % ADE
AEO 48% 48 % AEO + 26 % TW20 + 26 % ADE
AEO 96% 96 % AEO + 2 % TW20 + 2 % ADE
HA 100% 100 % HA
TW20 26% 26 % TW20 + 74 % ADE

a ADE: agua destilada estéril.
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Una vez finalizado el periodo de incubacion, se registraron los resultados de
acuerdo a una clasificacion ad hoc que fue adaptada de las Normas ISTA (ISTA, 2004)
para evaluar efectos inhibitorios (Figura 5-1). La misma distingue seis categorias de
semillas y plantulas. Dentro de las clasificadas como plantulas normales, se incluyeron
aquellas con las estructuras morfoldégicas bien desarrolladas, cotiledones con
coloracién verdosa homogénea, longitud mayor a 2 cm (desde el 4pice radical hasta el
extremo caulinar), y capacidad de continuar creciendo normalmente. Las plantulas
anormales, por el contrario, presentaron defectos severos que afectaron su
crecimiento y/o desarrollo, tales como: crecimiento desequilibrado y alteraciones
morfolégicas (plantulas deformes); al menos una estructura esencial afectada por
microorganismos (plantulas putrefactas); y una longitud inferior a 2 cm (plantulas con
menor crecimiento). Entre las semillas no germinadas, considerando como tales
aguellas sin la radicula visible, se distinguieron: semillas muertas, que permanecieron
sin germinar al finalizar el ensayo, e incluso luego de ser lavadas, resembradas y
cultivadas nuevamente por siete dias, bajo las mismas condiciones experimentales de
los bioensayos; y las semillas putrefactas, que fueron afectadas total o parcialmente

por microorganismos.

Flantulas normales — Plantulas deformes

—1  Semillas germinadas

Plantulas anormales Plantulas putrefactas

Plantulas con menor
crecimiento

Semillas muertas

lasificacion de resultados

— Semillas no germinadas

c

Semillas putrefactas

Figura 5-1. Esquema de clasificacion para los resultados de los bioensayos de evaluacion de la
actividad fitoinhibitoria del EP y del AEO sobre semillas y plantulas de lechuga.

El disefio experimental de los bioensayos fue completamente aleatorizado, con
cinco repeticiones por tratamiento, considerando como réplicas a los germinadores,
cada uno de los cuales contenia 50 semillas. En el andlisis estadistico, los datos

fueron transformados para satisfacer los requerimientos de normalidad vy
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homocedasticidad del ANAVA, mediante la férmula y=arcoseno \/x_, donde x fue la
proporcion de la categoria. Cuando se detectaron valores significativos de F, las
medias se compararon mediante la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher (p < 0,05). Por ultimo, se realiz6 un analisis multivariado de componentes
principales (ACP) con los resultados del segundo bioensayo. Se utilizd el software

Infostat para los mencionados analisis (Di Rienzo et al., 2010).

5-2.2. Actividad fitoinhibitoria del extracto de prop6leos y del aceite esencial de
orégano sobre la brotacion de ajo

Se realizd un ensayo a campo, en el que se estudio la accién de tratamientos
con EP y AEO sobre la brotacién de propagulos de ajo (botdnicamente bulbillos, que
coloquialmente se conocen como “ajo-semilla” o “dientes”). Estos pertenecian al tipo
comercial colorado (grupo fisiolégico IV). En los dias previos a comenzar el ensayo,
los bulbos se desgranaron manualmente, se seleccionaron los bulbillos de tamafio
mediano y de buen aspecto general, y se determiné el indice Visual de Dormicion
(IVD) del lote de acuerdo a Burba (2013).

El procedimiento consisti6 en sumergir los bulbillos de ajo, en soluciones
acuosas formuladas a base de los PNB, durante distintos tiempos de exposicion
(Tabla 5-2, Figura 5-2). A modo de control metodolégico se dispusieron tratamientos
con ADE (Ci, control del efecto de la inmersién). Cabe mencionar que en estudios
preliminares se determin6 que el EP, el AEO, el HA (extractante del P) y el TW20
(Tween 20, emulsionante del AEO), no tuvieron efectos fitoinhibitorios individuales
sobre bulbillos de ajo para las dosis y tiempos de exposicion utilizados en este ensayo.

Luego de ser tratados, los bulbillos fueron plantados en tres parcelas (1 m x 2
m cada una), previamente laboreadas (libres de malezas, con el suelo refinado y
buena humedad), ubicadas en un establecimiento rural del Partido de Saavedra
(Provincia de Buenos Aires, Argentina). Se dispusieron seis bulbillos de un mismo
tratamiento por linea de siembra, ubicandolos en posicién normal, a una profundidad
promedio de 5 cm y a una distancia lineal de 10 cm entre ellos (Burba, 2003). El riego
se suministré cada siete dias de forma homogénea. El ensayo se realizé durante la
temporada de invierno (meses de junio y julio del afio 2020). Un mes después de la
plantacion, se cuantific6 para cada tratamiento el nimero de plantulas emergidas y se
registrd el estado fenoldgico de las plantas segun la escala de codificacion BBCH para
hortalizas de plantas bulbosas (L6pez-Bellido et al., 2016).

El disefio experimental fue en bloques completos y aleatorizados, considerando
a cada parcela como un blogque y a cada linea de plantacion como una unidad

experimental. Se realiz6 el ANAVA de los resultados y cuando se detectaron valores
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significativos de F, las medias se compararon mediante la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher (p < 0,05). Se utilizé el software Infostat para los

mencionados analisis (Di Rienzo et al., 2010).

Tabla 5-2. Tratamientos utilizados para evaluar los efectos fitoinhibitorios del EP y del AEO
sobre la brotacion de bulbillos de ajo (Allium sativum). Como controles se incluyeron
tratamientos formulados a base de ADE (agua destilada estéril) (Ci). En algunas formulaciones
se agregd Tween 20 (TW20) para facilitar la emulsién del AEO.

TIEMPO DE INMERSION Y

' 5 15° 30’

FORMULACION DE LOS TRATAMIENTOS
59% EP + 0,6 % AEO + 0,6 % TW20 + 93,8 % ADE T1 T2 T3
59% EP + 1,2 % AEO + 1,2 % TW20 + 92,6 % ADE T4 5 T6
10 % EP + 0,6 % AEO + 0,6 % TW20 + 88,8 % ADE T7 T8 T9
10 % EP + 1,2 % AEO + 1,2 % TW20* +87,6 % ADE T10 T11 T12
100 % ADE (Ci) T13 T14 T15

89



CAPITULO 5
Actividad fitoinhibitoria de los PNB

Figura 5-2. Ensayo para evaluar la actividad fitoinhibitoria del EP y del AEO sobre la brotacién de ajo: (a) formulacién de los tratamientos; (b) bulbillos de ajo
siendo tratados por inmersion en una solucién acuosa con los PNB; (c) bulbillos de ajo siendo escurridos luego de la inmersién; (d) y (e) bulbillos tratados con
soluciones de EP y AEO, en los que se observa un tenue cambio en la coloracién de la hoja de proteccion, otorgada principalmente por el EP.
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5-2.3. Actividad fitoinhibitoria del extracto de prop6leos y del aceite esencial de
orégano sobre la germinacion de poroto pallares

Se evaluaron los efectos fitoinhibitorios del EP y del AEO sobre la germinacion
de poroto pallares variedad macrocarpus. La viabilidad, poder germinativo y P1000 del
lote de semillas, se determinaron siguiendo la metodologia propuesta por Nascimento
(2020).

El ensayo consistié en nueve tratamientos: tres dosis de cada uno de los PNB y
tres controles (Tabla 5-3). Para esto, se formularon 24 mL de cada tratamiento en
tubos Falcon (50 mL de capacidad), los cuales se agitaron durante varios minutos en
un vortex a 2.500 rpm. Las soluciones acuosas obtenidas fueron dispuestas en vasos
plasticos (180 mL de capacidad), en los que luego se remojaron las semillas durante
5'. Posteriormente, se procedié a realizar la siembra en macetas de plastico soplado
(tamafio n°12), que contenian sustrato multipropésito compuesto por turba y perlita
(Grow Mix Multipro, Terrafertil, Argentina).

Las macetas se incubaron durante 25 dias bajo condiciones controladas, en un
invernaculo con riego automatizado por aspersién y temperaturas entre 20 y 25 °C.
Nueve dias después de haber comenzado el ensayo, se realiz6 el conteo del niUmero
de semillas germinadas (aquellas con la radicula visible) de cada tratamiento. Al
finalizar el ensayo se realiz6 una descripcién cualitativa de las plantas.

El disefio experimental fue completamente aleatorizado, con tres repeticiones
por tratamiento, considerando como réplicas a las macetas, cada una de las cuales
contenia cuatro semillas. Se realiz6 el ANAVA de los resultados y cuando se
detectaron valores significativos de F, las medias se compararon mediante la prueba
de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher (p < 0,05). Se utiliz6 el software

Infostat para los mencionados analisis (Di Rienzo et al., 2010).
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Tabla 5-3. Tratamientos utilizados para evaluar los efectos fitoinhibitorios del EP y del AEO
sobre la germinacion de semillas de poroto pallares (Phaseolus lunatus). Se incluyeron
controles con hidroalcohol (HA, extractante del P), Tween 20 (TW20, emulsionante del AEQO) y
un control sin agregados (Ci). Todas las formulaciones se realizaron con ADE (agua destilada
esteéril).

TRATAMIENTO FORMULACION

EP 30 % 30 % EP + 70 % ADE

EP 40 % 40 % EP + 60 % ADE

EP 50 % 50 % EP + 50 % ADE

AEO 3% 3 % AEO + 3 % TW20* +94 % ADE
AEO 6 % 6 % AEO + 6 % TW20 + 88 % ADE
AEO 12 % 12 % AEO+ 12 % TW20 + 76 % ADE
TW20 12 % 12 % TW20 + 88 % ADE

HA 50 % 50 % HA+ 50 % ADE

Ci 100 % ADE

5-3. Resultados y discusion

5-3.1. Actividad fitoinhibitoria del extracto de prop6leos y del aceite esencial de
orégano sobre la germinacion de lechuga

En la Figura 5-3 se muestran las seis categorias de semillas y plantulas
observadas al finalizar los bioensayos que se describen a continuacion, clasificadas de
acuerdo al criterio establecido en la Figura 5-1.

En el primer bioensayo (Figura 5-4), todos los tratamientos presentaron una
alta proporcion (superior a 0,5) de plantulas normales. De hecho, no se detectaron
diferencias significativas (p > 0,05) entre estos para la variable en cuestién. Por tal
motivo, se considerd que las dosis de EP y de AEO evaluadas no generaron efectos
fitoinhibitorios sobre la germinacion de semillas de lechuga, y el crecimiento y el
desarrollo de sus plantulas. Por otro lado, se observé que la cantidad de semillas
putrefactas tendié a disminuir conforme aumenté la concentracion de los PNB en la
solucion de inmersion. En cuanto a esto, las semillas contienen una gran variedad de
microorganismos en sus estructuras externas e internas, que pueden causar su
deterioro y descomposicion. Fitopatégenos de los géneros Aspergillus, Fusarium y

Penicillium suelen asociarse a dichos procesos (Sinclair, 1979; Nelson, 2018). Las
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propiedades antimicrobianas del EP y del AEO, que han sido ampliamente probadas
sobre este tipo de microorganismos (Deleanu et al., 2018; Hussain y Hassan, 2020), y
gue fueron evaluadas en el Capitulo 4, podrian explicar dicha observacion.

Figura 5-3. Resultados de la evaluacion de la actividad fitoinhibitoria del EP y del AEO sobre la
germinacion de lechuga: (a) plantulas normales; (b) plantula normal; (c) plantula deforme; (d)
plantula putrefacta; (e) plantula con menor crecimiento; (f) semilla muerta; (g) semilla
putrefacta.
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1,04
0.0
5%

EP&% EP10% EP20% AEQOTS%AEQ15% AEO 3% AEOE%  HAZ20% TW206T%

Proporciones acumuladas

TRATAMIENTO
. pléntulas normales . plantulas deformes . pléntulas puirafactas
. pléntulas con menor erecimiento . zemillas muertas . semillas putrefactas

Figura 5-4. Resultados del primer bioensayo de actividad fitoinhibitoria del EP y del AEO sobre la germinacion de semillas de lechuga. Se incluyé un control
de inmersioén (Ci), un control sin inmersién (Csi), un control con TW20 (Tween 20, emulsionante del AEO) y un control con HA (hidroalcohol, extractante del
P).

94



CAPITULO 5
Actividad fitoinhibitoria de los PNB

En el segundo bioensayo, todos los tratamientos mostraron una alta proporcion
de plantulas normales (superior a 0,5), excepto por EP 100 %, HA 100 %, AEO 96 % y
AEO 48 %. En tal sentido, los tres primeros tratamientos se diferenciaron
estadisticamente del resto (p < 0,05) por presentar un mayor nimero de plantulas
anormales, mientras que el ultimo lo hizo debido a una cantidad significativamente
superior (p < 0,05) de semillas muertas. Asimismo, y de forma similar al primer
bioensayo, se observé que la cantidad de semillas y plantulas putrefactas tendié a
disminuir conforme aumentd la concentracion de los PNB y de HA en la solucion de
inmersion.

En el analisis multivariado (Figura 5-5), las dos componentes principales (CP1
y CP2) explicaron un 78 % de la variabilidad total en las observaciones. Al incluir la
tercera componente, dicho valor alcanzé un 91 %. Todas las variables, excepto por
plantulas deformes, presentaron un porcentaje de su variabilidad total reconstruida por
las dos primeras componentes superior a 76,4 %. La variable plantulas deformes,
logré un porcentaje de reconstruccion del 92 % al considerar la primer y la tercera
componente. La CP1 se correlacioné positivamente con la proporcién de plantulas
normales, plantulas putrefactas y semillas putrefactas, mientras que se correlacioné
negativamente con el resto de las variables. La CP2 mostré una correlacion positiva
con la proporcién de plantulas con menor crecimiento, plantulas putrefactas, semillas
muertas y semillas putrefactas, mientras que la CP3 se correlacion6 positivamente con
plantulas deformes. De acuerdo al biplot de las CP1 y CP2, los tratamientos AEO 96 %
y AEO 48 % se asociaron a plantulas con menor crecimiento y deformes, y a semillas
muertas. Por su parte, Csi, TW20 26 % y Ci, lo hicieron con las categorias de plantulas
y semillas afectadas por fitopatégenos. En el biplot de las CP1 y CP3, se observé que
HA 100 %, EP 100 % y, en menor medida, AEO 96 % y AEO 48 %, se vincularon con
plantulas deformes.

En el caso de EP 100 % y de HA 100% (control metodoldgico del extractante
de P, formulado con 70 % etanol y 30 % ADE), las plantulas deformes presentaban
hipocétiles cortos y gruesos, y una leve epinastia en los cotiledones. Dado que los
resultados de ambos tratamientos fueron similares, los efectos en cuestion podrian
atribuirse al HA por si solo, 0 a éste y al propéleos, siendo necesarios mas estudios
para determinar la incidencia de cada producto. El etanol es un compuesto que
naturalmente se produce en las plantas, en especial bajo condiciones de anoxia, y que
en altas concentraciones afecta sus procesos metabdlicos esenciales (Janeczko,
2011). De hecho, ha sido ampliamente documentado que el etanol altera la estructura

y funcionamiento de la membrana celular, entre otros procesos, lo que conlleva a
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dafos y estrés fisioldgico (Elvir, 1993), que podrian contribuir a explicar los resultados

obtenidos.
a
4.00
pl. menor crecimiento
200" ’ semillas muertas
’ AEO 48% <& ©
= AEO 96% ¢
x
©
2 0.00
& ' EP 100% n
S HA 100% © o
pl. deformes
-2.00
-4.00 ,
-4.00 -2.00
b
400 pl. deformes
2.00- HA 100%
o
= EP 100% o,
X
@ AEO 96%
~N N
= 0.00
E pl. menor crecimiento®
© AEO 48% &
200 semillas muertas
-4.00 -
-4.00 -2.00

pl. putrefactas
semillas putrefactas

& Csi
& TW20 26%
@ Ci
" ~ AEO 24%
EP 80% OCEP 40%
EP 60%9™ AEO 12%
pl. normales
0.00 2.00
CP 1 (58.4%)
pl. putrefactas
o semillas putrefactas
Csi
QTW20 26% ®
< AEO 24% .
SEP 40% b
% &5
EP-80'id AEO 12%
EP 60%
pl. normales
0.00 2.00

CP 1 (58.4%)

Figura 5-5. Andlisis multivariado de componentes principales (CP) del segundo bioensayo
realizado para evaluar la actividad fitoinhibitoria del EP y del AEO sobre la germinacién de
lechuga: (a) biplot de las CP1 y CP2; (b) biplot de las CP1 y CP3. En este estudio se incluyeron
un control de inmersion (Ci), un control sin inmersion (Csi), un control con TW20 (Tween 20,
emulsionante del AEO) y un control con HA (hidroalcohol, extractante del P).
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En cuanto a los estudios sobre las propiedades fitoinhibitorias del propéleos en
la germinacion de la lechuga, estos son escasos y dificiles de comparar, ya que las
metodologias de evaluacion difieren notablemente. Gonnet (1968) postulé que el
propoleos posee propiedades fitoinhibitorias por si mismo, ya que tanto los extractos
acuosos como etanolicos afectaron el crecimiento de esta especie. Por el contrario,
Ordofiez et al. (2011) reportaron que extractos etandlicos de propoéleos diluidos en el
agua de riego no provocan efectos adversos en la germinacion de la lechuga. Podria
considerarse entonces que la formulacion y forma de aplicar el propdleos
determinarian sus efectos fitoinhibitorios. Si este fuera el caso, seria conveniente
desolventizar parcial o totalmente el etanol presente en los extractos si se desea evitar
sus efectos nocivos en las plantas a tratar.

Con respecto a los efectos de las dosis superiores de AEO, que consistieron en
plantulas con menor crecimiento y deformes, y en semillas muertas, estos serian
indicativos de efectos fitoinhibitorios propios de los componentes de este PNB. De
acuerdo a Mirmostafaee et al. (2020), el aceite esencial de Origanum vulgare,
dependiendo de la dosis aplicada, inhibe la germinacion de la lechuga, ya que afecta
la viabilidad del embridn, o provoca una reduccion del crecimiento del hipocétile y de la
radicula en sus plantulas. Aragao et al. (2015), observaron resultados similares a los
obtenidos en este bioensayo, en semillas de lechuga expuestas a compuestos
aislados de aceite esencial de Eucalyptus sp., tales como a-pineno, y-terpineno y p-
cimeno, los cuales se encontraban presentes en el AEO; utilizado en este caso
(Capitulo 2). Se ha reportado, ademas, que los aceites esenciales generan estrés
oxidativo en las semillas, lo que conduce a alteraciones en la membrana celular, a
dafos en las proteinas y en los nlcleos celulares. Esto afecta directamente el nUmero
de divisiones celulares, de células viables y la tasa de crecimiento celular (Mutlu et al.,
2011; Ricci et al., 2017).

Por dltimo, y de forma analoga al primer bioensayo, los controles
metodoldgicos, a excepcion de HA 100 %, presentaron un mayor nimero de semillas y
plantulas putrefactas. Esto contribuye a reforzar el potencial antimicrobiano de los PNB
evaluados, ya que reducirian la carga microbiana asociada a las semillas y plantulas
preservandolas de procesos degradativos. Esta observacion, en conjunto con las
anteriores, indican que concentraciones iguales o inferiores a 80 % y 24 % de EP y
AEO, respectivamente, no generan efectos fitoinhibitorios sobre las semillas y
plantulas de lechuga, contribuyendo ademas a disminuir la carga microbiana asociada

a estas.
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5-3.2. Actividad fitoinhibitoria del extracto de propoleos y del aceite esencial de
orégano sobre la brotacion de ajo

El IVD del lote de bulbillos utilizados en el estudio, que se determiné antes de
tratarlos, fue de 99,25 % (Figura 5-6). De acuerdo a Burba (2013), esto indica que los
propagulos de ajo se encontraban fisiol6gicamente aptos para ser plantados y
proximos a brotar. Con respecto a los resultados del ensayo, en el conteo realizado 30
dias luego de su inicio, se observaron, en promedio, mas de 5 bulbillos brotados en
todos los tratamientos, no difiriendo estadisticamente (p < 0,5) entre si (Figura 5-7). La
fenologia de las plantas, en dicho momento, se correspondi6 a la etapa de crecimiento
principal 1 (desarrollo de hojas en el brote principal) de la escala BBCH (L6pez-Bellido
et al., 2016), siendo su desarrollo normal. En conjunto, estos resultados indicaron que
los tratamientos no tuvieron efectos adversos sobre los bulbillos de ajo y sus plantulas,
lo que constituye un resultado promisorio, ya que podrian utilizarse para proteger
dichas estructuras frente a fitopatégenos.

En estudios preliminares, en los que se trataron bulbillos de ajo con dosis de
hasta 100 % de EP y de HA, por 60 minutos, tampoco se observaron efectos
fitoinhibitorios (Figura 5-8). Esto difiere notablemente de las observaciones del
segundo bioensayo realizado con semillas de lechuga (5-3.1.), en el que las mismas
concentraciones aplicadas durante un tiempo menor (2° 30”), se asociaron con
alteraciones en el crecimiento y desarrollo de las plantulas (plantulas deformes).
Podria considerarse que los bulbillos de ajo, al tener sus hojas verdaderas cubiertas
por una hoja de proteccién, una gruesa hoja de reserva y una hoja de brotacién
(Burba, 2003), toleran la aplicacion de dosis elevadas de PNB con potencial
fitoinhibitorio.

Figura 5-6. Corte longitudinal de un bulbillo de ajo evidenciando un alto valor de IVD previo a
realizar el ensayo.
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Plantulas emergidas a los 30 dias

™M T2 T3 T4 15 716 T7 T8 T9 Ti0 TH1 Ti2 Ti3 Ti4 Ti5
Tratamiento

Tiempo de Tiempo de Tiempo de
inmersionde 5 inmersiénde 15’ inmersion de 30’

Figura 5-7. Promedios (barras coloreadas) y desvio estandar (lineas) del nimero de plantulas
emergidas en los tratamientos aplicados a bulbillos de ajo para evaluar los efectos
fitoinhibitorios del EP combinado con el AEO sobre su brotacion.

Figura 5-8. Evaluacion de la actividad fitoinhibitoria del EP sobre la brotacién de ajo: ensayo
preliminar en el cual los bulbillos brotaron sin alteraciones y las plantas crecieron y se
desarrollaron normalmente con dosis de hasta EP al 100 %.
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5-3.3. Actividad fitoinhibitoria del extracto de propdleos y del aceite esencial de
orégano sobre la germinacion de poroto pallares

En el estudio de la actividad fitoinhibitoria del extracto de propdleos y del aceite
esencial de orégano sobre la germinacién de poroto pallares, el analisis inicial de la
muestra de semillas mostr6é un porcentaje de viabilidad del 90 %, un PG del 86,60 % y
un P1000 de 1226 g. Al tratar las semillas, se observaron cambios notables en su
apariencia (Figura 5-9). En los tratamientos con EP, éstas adquirieron una coloracién
amarillenta, probablemente debido a pigmentos del propdleos como la crisina
(Kuropatnicki et al., 2013), y el tegumento seminal se torné rugoso. Por otro lado, las
semillas remojadas en soluciones con AEO presentaron una apariencia aceitosa, un
fuerte olor a orégano y un tegumento seminal arrugado. Todas las semillas (incluso las
del Ci), aumentaron notablemente su volumen al ser remojadas en las distintas

formulaciones, lo cual fue indicativo de una fuerte imbibicién (Swanson et al., 1985).

Figura 5-9. Semillas de poroto pallares tratadas por el método de inmersiéon durante 5 en
soluciones a base de: (a) ADE (control de inmersion); (b) extracto de propdleos al 50 %; (c)
aceite esencial de orégano al 12 %.

Con respecto a los resultados del ensayo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre tratamientos, y en todos ellos germiné
un porcentaje de semillas igual o superior al 50 %. No obstante, se observé una sutil
tendencia en la que, al aumentar la dosis de EP, disminuy6 el poder germinativo de las
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mismas. De hecho, el EP al 50 %, junto con el HA al 50 %, mostraron los valores mas
bajos de este parametro (58,3 % y 50 %, respectivamente). Esta observacion sugiere
la ocurrencia de cierto efecto fitoinhibitorio en la germinacion del poroto, ya sea
producto del HA por si solo, o de éste y del propdleos. Por otro lado, las plantas
obtenidas al finalizar el ensayo (Figura 5-10), presentaron un aspecto vigoroso, sin

anormalidades en su crecimiento y desarrollo, en todos los tratamientos.

Figura 5-10. Evaluacién de la actividad fitoinhibitoria del EP sobre la germinacién de poroto
pallares. Plantas emergidas a los 30 dias, con crecimiento y desarrollo normal.

En relacién a los efectos de estos PNB reportados en la bibliografia, resulta
interesante sefialar que Semida y Rady (2014), encontraron que el extracto de
propéleos desolventizado favorece la germinacion del poroto comun (Phaseolus
vulgaris L.). Esto es debido a que actiia como un bioestimulante que mejora el nivel de
antioxidantes, de osmoprotectores, como la prolina y los azlUcares solubles, y de
fitohormonas incluyendo al acido indol-3-acético y al acido giberélico, tanto en
condiciones con y sin estrés salino. En base a esto, podria suponerse que los ligeros
efectos fitoinhibitorios observados en este estudio, podrian deberse a la accion del
extractante, mas que a la accion del EP, pudiendo incluso este ultimo haber
aumentado la tolerancia de las semillas a dicha sustancia.

Acerca del AEO, Ascrizzi et al. (2021) encontraron que dosis bajas (inferiores a
1,250 g mL?) del aceite esencial de la especie aromatica Ferulago campestris, que es
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rico en a-pineno y y-terpineno, ambos compuestos que se encontraban en AEO;
(Capitulo 2), no afectaron la capacidad germinativa del poroto, mientras que si lo hizo
en especies arvenses. Por su parte, Lo Cantore et al. (2009), encontraron que la forma
de aplicacion, la concentracion y el tiempo de exposicién de semillas de poroto al
eugenol, sustancia presente en los aceites esenciales de numerosas especies, como
el clavo de olor, la nuez moscada y la canela, pueden afectar el poder germinativo de
esta especie. Por tal motivo, estos investigadores sugirieron el desarrollo de
formulaciones especificas para una mayor eficiencia, evitando los efectos negativos de
este tipo de productos en las semillas.

Adicionalmente, y en referencia al estudio de la actividad fitoinhibitoria del EP y
del AEO sobre la germinacion de poroto pallares, cabe mencionar que se probé de
manera preliminar la accion del EP al 40 % combinado con AEO al 12 %, bajo
condiciones analogas a las del presente ensayo. Los resultados de esta prueba fueron
alentadores, ya que germind un porcentaje promedio de semillas de 83,3 % y las

plantas presentaron un crecimiento y desarrollo normal.

5-3.4. Propiedad fitoinhibitoria del extracto de prop6leos y del aceite esencial de
orégano: un aspecto clave a evaluar en aplicaciones fitosanitarias

La aplicacion de PNB para el control de fitopatdgenos en semillas esta sujeta a
un aspecto clave: dado que poseen metabolitos secundarios asociados con actividad
alelopatica, pueden presentar propiedades fitoinhibitorias sobre la germinacion,
afectando negativamente el establecimiento de nuevas plantulas. De hecho, los
aceites esenciales mas efectivos en el control de plagas, suelen ser los mas
fitoinhibitorios, por lo que es conveniente tomar ciertas precauciones al respecto, a
menos que el objetivo de su utilizacion sea la accién herbicida (Werrie et al., 2020).
Estos efectos explican cambios inducidos en las estructuras subcelulares debido,
principalmente, a dafio oxidativo, lo que conduce directamente a la produccion de
especies reactivas al oxigeno (ROS) (Khaliq et al., 2013).

En el presente estudio, se observé que los efectos del EP y del AEO sobre
propagulos horticolas, variaron entre especies vegetales y dosis probadas. Con
respecto a lo primero, Ascrizzi et al. (2021) y Pereira et al. (2021) reportaron que
existen diferencias entre la sensibilidad de semillas de distintas especies a estos
productos. Esto se ha relacionado, entre otras cosas, con aspectos morfolégicas de
los propégulos y, principalmente, con mecanismos fisiolégicos de bioconversion de
agentes alelopéticos en compuestos sin efectos nocivos, tales como la oxidacion y
reduccion de terpenos por accion de deshidrogenasas y de enzimas del Citocromo

P450 (Ben-Ami et al., 2002). Por otro lado, y en relacion a la segunda premisa, Azirak
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y Karaman (2008) y Dadgostar y Nozari (2020), encontraron que los PNB suelen
presentar un efecto de dosis-respuesta en sus propiedades fitoinhibitorias, siendo las
concentraciones superiores las que disminuyen en mayor medida la germinacion.

En su revision, Werrie et al. (2020) plantean que son varios los parametros que
determinan el impacto fitoinhibitorio de los PNB. Esto incluye, por un lado, el modo de
aplicacion del producto (inmersion, riego de raices, aspersion aérea o inyeccion en el
sistema vascular) y su formulacién (dosis, coadyuvantes, etc.); por el otro, pardmetros
asociados a las plantas a tratar, tales como la especie, la etapa fenoldgica (semilla,
plantula o planta madura) y el estado fisiol6gico. En otro sentido, y al igual que ocurre
con las propiedades antimicrobianas, a menudo se estudian los efectos fitoinhibitorios
individuales de los constituyentes de los PNB. Sin embargo, esta propiedad resulta de
la interaccion entre todos los compuestos del producto, o en el caso de mezclas de
productos, entre todos los componentes presentes en ella (Arminante et al., 2006; De
Brito et al., 2021). Sin lugar a dudas, la actividad fitoinhibitoria de los PNB aun tiene
varios aspectos por dilucidar, especialmente en cuanto a los mecanismos y modos de

accion, siendo necesario continuar realizando ensayos para determinarlos.

5-4. Conclusiones

« ElI EP al 100 %, preparado con etanol al 70 %, inhibié la germinacion y el
crecimiento de plantulas de lechuga.

+ El AEO tuvo efectos fitoinhibitorios sobre la germinacion y el crecimiento de
plantulas de lechuga en dosis superiores al 48 %.

+ Los controles metodoldgicos de los solventes y/o extractantes presentes en
las formulaciones fueron fundamentales al analizar los resultados. Al respecto, se
encontré que el hidroalcohol (extractante del propdleos), inhibié la germinacion de
semillas de lechuga de igual forma que el extracto de propéleos.

+ Los tratamientos con PNB evidenciaron actividad antimicrobiana en semillas
de lechuga, reforzando los resultados presentados en el Capitulo 4 sobre la actividad
antimicrobiana del EP y del AEO.

+ Se descarto6 la accion fitoinhibitoria de numerosas formulaciones a base de
extracto de propéleos y de aceite esencial de orégano sobre propagulos de ajo y de
poroto pallares, resultando promisorias para realizar ensayos in vivo respecto de sus

propiedades antifingicas.
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CAPITULO 6 — Actividad antimicrobiana in vivo del extracto de propdleos y del

aceite esencial de orégano sobre fitopatégenos de propagulos horticolas

6-1. Introduccion

La implantacién de los cultivos es una etapa critica en el ciclo agricola, ya que
los propagulos utilizados son vulnerables al ataque de microorganismos,
especialmente de hongos fitopatégenos (Hartmann et al., 1997; Rajjou et al., 2012).
Asimismo, las semillas (sensu lato) son una de las vias mas importantes de
diseminacion de enfermedades, favoreciendo su introduccion en nuevas areas
geograficas (Kumar y Gupta, 2020; Denancé y Grimault, 2022).

La mufa del ajo afecta los bulbillos durante su implantacién y postcosecha
(Dugan et al.,, 2011; Galvez y Palmero, 2021). P. allii sobrevive en el suelo, en
residuos de cultivos anteriores, en elementos y maquinarias utilizadas para el
acondicionamiento de los ajos, y en bulbos infectados. La enfermedad se establece a
través de heridas, incluso en las que se generan durante la emergencia de la plantula.
Las plantas infectadas crecen a un ritmo lento y son débiles, pudiendo morir. La
incidencia de esta enfermedad depende de factores tales como el genotipo de ajo, las
condiciones climaticas y las practicas agronémicas durante el cultivo y postcosecha
(Salinas y Cavagnaro, 2020). La forma de control de la mufa del ajo es tratar a los
bulbillos, previo a la plantacion, con fungicidas sintéticos de accién preventiva y/o
curativa, como el procloraz, carboxim, tiram, carbendazim y benomil, mediante el
método de inmersion o embarrado (Burba, 2003). En Argentina, estimaciones de
FAOSTAT para la campafia 2020/21 indican que se cultivaron 15.493 hectareas de ajo
con una produccién de 149.326 toneladas (SAGyP, 2023). En dicho pais, P. allii se
aislé y reportd por primera vez en 2006, y se ha estimado que ocasiona pérdidas
cercanas al 15 % de la produccion (Valdez et al., 2006).

Por su parte, el moho blanco de los porotos causado por Sclerotinia
sclerotiorum, genera graves pérdidas productivas a nivel mundial (Schwartz y Singh,
2013; Aban et al., 2019; SINAVIMO, 2022). Este fitopatdgeno puede afectar varios
organos de la mencionada especie vegetal. En las semillas o plantulas recién
emergidas, el ciclo de la enfermedad se inicia cuando los esclerocios presentes en el
suelo germinan miceliogénicamente, y las hifas del hongo penetran en los tejidos
seminales ocasionando su debilitamiento y podredumbre (Abawi y Grogan, 1979). El
moho blanco también puede originarse a partir de semillas infectadas, ya que S.
sclerotiorum es capaz de sobrevivir por un periodo de hasta tres afios como micelio
latente en la testa y en los cotiledones, afectando la calidad sanitaria y fisiolégica de

dichas estructuras (Tu, 1988). Todo esto, conlleva a una disminucién notable del
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namero inicial de plantas en el cultivo. EI manejo de esta enfermedad incluye la
seleccién de lotes libres del fitopatdgeno, ajustes en la densidad y la disposicion del
cultivo, y principalmente, el control con productos quimicos sintéticos aplicados a las
semillas y/o plantas (Tu, 1997; Schwartz y Singh, 2013; Aban, 2019; Teixeira et al.,
2019; Willbur et al., 2019). La selecciéon de cultivares resistentes podria contribuir a
disminuir el uso de fungicidas; no obstante, son muy pocos aquellos que exhiben algin
nivel de resistencia a esta enfermedad (Miorini et al., 2019). En Argentina la
produccion de esta legumbre asciende a 753 mil toneladas anuales sobre una
superficie de 521.713 hectareas (MAGyP, 2021).

De lo expuesto anteriormente se destaca que el manejo de las enfermedades
vegetales en la actualidad, se realiza pricipalmente mediante la aplicacién de
productos sintéticos (Wang et al., 2022). En este contexto, los PNB se presentan como
potenciales agentes antimicrobianos que, durante el desarrollo de biopesticidas, deben
ser evaluados bajo condiciones similares a las que ocurren durante el cultivo (Lengai y
Muthomi, 2018). Al respecto, este capitulo tuvo como objetivo probar in vivo la
actividad antifungica del extracto de propdleos y del aceite esencial de orégano, tanto
de forma individual como combinada, frente a:

+ Penicillium allii, agente etiol6gico de la mufa del ajo;

+ Sclerotinia sclerotiorum, agente etiol6gico del moho blanco en semillas de

poroto pallares.

6-2. Materiales y métodos
En los estudios in vivo, se probaron EP; (origen Rio Colorado) y AEO; (origen
Azul), frente a P. allii y S. sclerotiorum. Los PNB y los hongos fitopatégenos fueron

caracterizados en los Capitulos 2 y 3, respectivamente.

6-2.1. Actividad antifungica in vivo del extracto de propéleos y del aceite
esencial de orégano frente a la mufa del ajo

En este estudio se utilizaron bulbillos de ajo (Allium sativum) del tipo colorado,
aptos para la implantacion del cultivo (IVD superior al 70 %, tamafio mediano y buen
aspecto general). Estos fueron acondicionados, previo a comenzar la experiencia, de
la siguiente manera: se desinfectaron por inmersion en etanol al 70 % (v/v) durante 4
min, y en hipoclorito de sodio al 1 % (v/v) durante 20 min; se enjuagaron con ADE; y
se secaron en un flujo laminar (Salinas y Cavagnaro, 2020).

El ensayo (Figura 6-1) consistio en realizar una pequefia lesiéon (5 mm de
diametro y 3 mm de profundidad aproximadamente) sobre el lateral convexo de cada

bulbillo, utilizando un sacabocados estéril. Luego, estos se sumergieron durante 30
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min en soluciones acuosas con EP y/o AEO, o en ADE en el caso de los controles (C+
y C-) (Tabla 6-1). A continuacion, los bulbillos se inocularon con un disco de micelio (5
mm de diametro) de P. allii, tomado de una colonia inicial, que fue colocado sobre la
herida. Los dientes de ajo correspondientes al control negativo (C-), recibieron un
disco de agar estéril (Galvez y Palmero, 2021). Posteriormente, los bulbillos fueron
plantados en macetas de plastico soplado (tamafio n°12), que contenian sustrato
multipropdsito compuesto por turba y perlita (Grow Mix Multipro, Terrafertil, Argentina).
El ensayo se realizé bajo condiciones controladas de invernaculo, con riego

automatizado por aspersion y temperatura entre 20 °C y 25 °C, durante 21 dias.

Figura 6-1. Ensayo para evaluar in vivo la actividad antifingica del EP y del AEO frente a P.
allii: (a) lesion de bulbillos de ajo; (b) tratamiento de los bulbillos lesionados por inmersién; (c)
inoculacién con Penicillium allii; (d) ensayo bajo condiciones controladas en invernaculo.
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Al finalizar, se evalud la incidencia de la mufa del ajo, expresada como el
porcentaje de plantas enfermas en cada tratamiento, y el peso seco de la biomasa
aérea (PS). Asimismo, se determind la severidad de la enfermedad, mediante una
escala visual cualitativa (Figura 6-2). Se le asigno: 0, a las plantas asintométicas con
excelente aspecto general; 1, a las plantas asintomaticas con buen aspecto general; 2,
a las plantas con ligeros signos y/o sintomas de la enfermedad, y aspecto general
regular; 3, a las plantas con notables signos y/o sintomas de la enfermedad; 4, a los
bulbillos muertos con podredumbre total. Por dltimo, se confirmd la identidad del
fitopatdbgeno mediante el cultivo in vitro de tejidos obtenidos de bulbillos con moho
verde, siguiendo los procedimientos descriptos en el Capitulo 3 (3-2.1.a.).

Figura 6-2. Escala visual cualitativa para evaluar la severidad de la mufa del ajo causada por P.
allii, en bulbillos tratados con extracto de propdleos y aceite esencial de orégano. Se le asigno
(0) a plantas asintomaticas con excelente aspecto general, (1) a plantas asintomaticas con
buen aspecto general, (2) a plantas con ligeros signos y/o sintomas de la enfermedad y
aspecto regular, (3) a plantas con notables signos y/o sintomas de la enfermedad, y (4) a los
bulbillos muertos con podredumbre total.
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El disefio experimental fue completamente aleatorizado, con 15 repeticiones
por tratamiento, considerando como réplicas a las macetas con un bulbillo cada una.
Se realizé el ANAVA de los resultados del PS de las plantas; cuando se detectaron
valores significativos de F, las medias se compararon mediante la prueba de diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher (p < 0,05). La fuerza de asociacion entre los
valores de severidad de la enfermedad y el PS de las plantas, fueron analizadas con el
coeficiente de correlacion de Spearman. Se utilizd el software Infostat para los

mencionados analisis (Di Rienzo et al., 2010).

6-2.2. Actividad antifungica in vivo del extracto de propéleos y del aceite
esencial de orégano frente al moho blanco en semillas de poroto pallares

En este estudio se utilizaron semillas de poroto pallares (Phaseolus lunatus var.
macrocarpus), tomadas del mismo lote caracterizado en el Capitulo 5 (5-2.3.).

El ensayo (Figura 6-3) consisti6 en rellenar vasos de plastico (200 mL de
capacidad) con sustrato multipropésito, compuesto por turba y perlita (Grow Mix
Multipro, Terrafertil, Argentina), que se humedecid a capacidad de campo. A
continuacién, se dispusieron seis discos de micelio de S. sclerotiorum (5 mm de
didmetro) en cada vaso, excepto en los correspondientes al control negativo (C-). Los
vasos se incubaron en oscuridad durante 48 h a 22 + 2 °C, y luego se sembraron
semillas de poroto pallares previamente tratadas. Las mismas se sumergieron en
soluciones acuosas con EP y/o AEO, o en ADE en el caso de los controles (C+ y C-),
durante 5 min (Tabla 6-2). Los vasos se colocaron en una camara de crecimiento, a 22
+ 2 °C, durante 14 dias y se regaron diariamente.

Al finalizar el ensayo, se evalud la incidencia de la enfermedad, expresada
como el porcentaje de plantas enfermas en cada tratamiento, y se determiné la
severidad con una escala visual cualitativa adaptada de Aysan y Demir (2009). La
escala incluy6 valores de 0 a 3, asignando: 0, a semillas o plantulas sanas; 1, a las
plantulas con sintomas; 2, a las semillas putrefactas con escaso micelio visible; y 3, a
semillas enmohecidas con abundante micelio blanco algodonoso. La identidad del
fitopatdégeno se confirmé mediante el cultivo in vitro de micelio tomado de réplicas con
presencia de moho blanco, siguiendo los procedimientos del Capitulo 3 (3-2.2.).

El disefio experimental fue completamente aletaorizado, con cinco repeticiones
por tratamiento, considerando como réplicas a las macetas con una semilla cada una.
Se realiz6 el ANAVA de los resultados de la severidad; cuando se detectaron valores
significativos de F, las medias se compararon mediante la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher (p < 0,05). Se utilizé el software Infostat para los

mencionados analisis (Di Rienzo et al., 2010).
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Figura 6-3. Ensayo para evaluar in vivo la actividad antifingica del EP y del AEO frente a S.
sclerotiorum: (a) colonias iniciales de S. sclerotiorum; (b) dispositivos en los que se incorporo el
fitopatdégeno y se sembraron las semillas; (c) tratamiento de semillas; (d) incubacion del ensayo
bajo condiciones controladas en camara de cultivo.

6-3. Resultados y discusion

6-3.1. Actividad antifungica in vivo del extracto de propdéleos y del aceite
esencial de orégano frente a la mufa del ajo

El estudio realizado para determinar in vivo la actividad antifingica del EP y del
AEO frente a P. allii (Figura 6-4), mostré una reduccion en la incidencia y en la
severidad de los tratamientos T2, T3 y T4, respecto del C+ (Tabla 6-1). El analisis
estadistico del PS de las plantas mostro diferencias (p < 0,05) entre los controles
metodolégicos (C+ y C-), entre T4 y C+, y entre T1 y C-. De hecho, las plantas de T4
se destacaron por presentar un PS elevado y cercano al del C-. Por el contrario, T1 fue
el tratamiento con plantas de menor PS, donde la incidencia y la severidad fueron
equivalentes al C+. Por otro lado, el coeficiente de correlacion entre los valores de
severidad de la enfermedad y el PS de las plantas fue de -0,87. Esto indica una

correlacion negativa, es decir, una relacion en sentido inverso entre las variables
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evaluadas, a partir de lo que se puede inferir que a medida que aumenta la severidad
de la enfermedad, disminuye el peso seco de las plantas. Con lo cual, también se
demostré que la escala cualitativa utilizada para evaluar la severidad de la mufa del
ajo fue adecuada. Al respecto, Cavagnaro et al. (2005) probaron que el incremento en
la severidad de esta enfermedad causa un fuerte descenso en el peso de la materia
seca de las plantas, siendo este componente del crecimiento vegetal el mas afectado
por la mufa del ajo. Estas observaciones también fueron explicadas por Kehr (2002),
dado que P. allii descompone los bulbillos, afectando generalmente el tejido de la hoja
de reserva. Este ultimo es fundamental durante la brotacion, ya que provee los
carbohidratos necesarios para el crecimiento y el desarrollo de la nueva plantula.

)1.

/. ’:s,sé

Figura 6-4. Ensayo para evaluar la actividad antifingica del EP y del AEO frente a la mufa del
ajo causada por P. allii.
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Tabla 6-1. Estudio in vivo sobre las propiedades antifingicas del EP y del AEO sobre la mufa
del ajo causada por P. allii. Se incluyeron controles con (C+) y sin in6culo (C-).

Tratamiento PNB? Incidencia (%) Severidad PS (g)®
T1 10 % EP 46 1,53+0,99¢ 0,33+0,14 a¢
T2 1,2 % AEO 20 0,93+ 1,09 0,46 + 0,18 bc
T3 10 % EP + 1,2 % AEO 20 0,86 + 0,91 0,43 + 0,14 abc
T4 5% EP + 0,6 % AEO 0 0,6 £ 0,50 0,49+0,17 c
Ci: - 46 1,33+ 1,11 0,36 £ 0,14 ab
C- - 0 0,46 £ 0,74 0,50+0,12c

aConcentracion de los productos naturales bioactivos en la solucién acuosa.

bPeso seco de la biomasa aérea.

¢ Cada dato es el promedio de 15 repeticiones * desvio estandar.

d Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) segun la prueba LSD de Fisher.

Los resultados de este ensayo mostraron cierta concordancia con los estudios
realizados in vitro para el mismo fitopatégeno (Capitulo 4). EI AEO presentd mayor
efecto antifingico que el EP, lo cual refuerza el supuesto de que P. alli es mas
susceptible a los compuestos bioactivos del primero (monoterpenos), que del segundo
(fenoles). Asimismo, la mezcla de ambos productos en dosis reducidas (T4) resulto
promisoria, al disminuir considerablemente las cantidades de EP y de AEO necesarias
para prevenir la enfermedad. Cabe mencionar que la combinaciéon de distintos PNB
permite no solo aumentar la eficacia antifiingica de cada uno, sino también combinar
diferentes mecanismos y modos de accién, lo que evita el desarrollo de resistencia a
los tratamientos en los fitopatégenos (Chanda y Rakholiya, 2011).

La ausencia de actividad antifungica individual en el tratamiento con EP podria
deberse, en una primera instancia, a que la concentracién utilizada fue inferior a la
necesaria para inhibir in vivo al fitopatégeno, ya que el efecto de este producto es
altamente dependiente de la dosis (Da Silva et al., 2006), tal como se observé en el
Capitulo 4 de esta tesis. Por otro lado, es también probable que la accion antifiungica
del propdleos haya sido afectada por las condiciones in vivo. Al respecto, los
compuestos fendlicos presentes en este producto, son sensibles a factores tales como
el pH, la luz y el oxigeno del medio ambiente (Jia et al., 2016). Formulaciones mas
complejas de este producto podrian mejorar su biodisponibilidad y efectividad in vivo,
tal como demostraron en sus estudios Drago et al. (2007) y Sosa et al. (2007). Estos
investigadores probaron que el propéleos actiquelado (Actichelated® propolis), posee

una accién antifungica significativamente superior a la del extracto de propoleos por si
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solo. La tecnologia de produccion comprende un proceso mecanico y uno quimico que
incorporan a este producto un portador, un biocatalizador y un agente quelante.

Los estudios referidos a la accion antimicrobiana in vivo del EP y del AEO
sobre especies del género Penicillium son escasos, pero alentadores. Con respecto al
primero, Pereira et al. (2022) reportaron que el extracto hidroalcohdlico de propoéleos
redujo en un 66,5 % el tamafo de las lesiones causadas por P. expansum en frutos de
manzana, sin causar efectos adversos sobre el tejido vegetal. Con respecto al
segundo, Pérez-Alfonso et al. (2012) demostraron que el timol y el carvacrol, ambos
compuestos tipicamente presentes en el AEO, fueron altamente efectivos para control
P. digitatum y P. italicum en frutos de limén. También, segun estos autores, el
agregado de ceras a las mencionadas sustancias contribuyé a optimizar sus
propiedades, lo que refuerza que la formulacion influye notablemente en la efectividad

de este tipo de productos, siendo necesario avanzar en tal sentido a futuro.

6-3.2. Actividad antifungica in vivo del extracto de propéleos y del aceite
esencial de orégano frente al moho blanco en semillas de poroto pallares

Los resultados del estudio in vivo realizado para evaluar la accién antifingica
del extracto de propoéleos y del aceite esencial de orégano frente a S. sclerotiorum, se
muestran en la Tabla 6-2 y en la Figura 6-5. Se determiné que la mezcla de ambos
productos (T3 y T4), redujo la incidencia y la severidad de la enfermedad
significativamente (p < 0,05) respecto del C+. Asimismo, y de forma analoga a lo
observado en el estudio in vivo con P. allii, la combinacién del EP y del AEO en bajas
dosis (T4) presenté valores de severidad estadisticamente similares a los del C-. Estos
resultados contribuyen a reforzar el potencial antimicrobiano que tienen las mezclas de
diferentes PNB, discutido en el Capitulo 4 de esta tesis en base a estudios in vitro.

Los tratamientos individuales a base de EP y de AEO carecieron de efectos
significativos frente a S. sclerotiorum; sin embargo, su aplicacion ocasioné cierta
disminucién en el crecimiento visible del hongo. Al respecto, se observé que en Tl y
en T2 el micelio presente sobre las semillas y el sustrato fue menos denso que en el
C+. En los estudios in vitro realizados en el Capitulo 4 frente a este fitopatégeno (4-
3.2.), tanto el EP como el AEO inhibieron significativamente su crecimiento. La
diferencia sustancial entre los resultados de ambas experiencias (in vitro versus in
vivo), podria deberse a que en el patosistema hubo mayor degradacion y volatilizacion
de los componentes bioactivos de los productos que en las placas de Petri. Tal como
han descripto otros investigadores, la exposicion de compuestos fendlicos y de
terpenos a la humedad, oxigeno, y otros agentes presentes en medio in vivo, puede

ocasionar la degradacion de estas moléculas, disminuyendo la eficacia de sus
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propiedades (Jia et al., 2016; Chouhan et al., 2017). En este sentido, Ferreira Borges
et al. (2018) destacan la importancia de avanzar en el desarrollo de formulaciones mas
complejas de los PNB, que permitan una liberacion controlada de sus componentes
bioactivos, a la vez que éstos son protegidos de las condiciones desfavorables
imperantes a campo.

Tabla 6-2. Estudio in vivo sobre las propiedades antifingicas del extracto de propéleos (EP1) y
del aceite esencial de orégano (AEO:2), sobre la podredumbre blanca causada por S.
sclerotiorum en semillas de poroto pallares (P. lunatus). Se incluyeron un control positivo con
indculo (C+) y un control negativo sin inéculo (C-).

Tratamiento PNB 2 Incidencia (%) Severidad
T1 40 % EP 100 2,6+055bab¢
T2 12 % AEO 100 1,8+ 0,84 bc
T3 40 % EP + 12 % AEO 60 12+1,1cd
T4 20 % EP + 6 % AEO 40 0,8+1,1de
C+ - 100 3x0a
C- - 0 0+0e

aConcentracion de los PNB en la solucion acuosa.
b Cada dato es el promedio de 5 repeticiones * desvio estandar.
¢ Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) segun la prueba LSD de Fisher.

Por otro lado, al finalizar el ensayo, se encontraron, en todos los tratamientos,
algunas pocas semillas sin germinar y plantulas con bajo vigor, probablemente debido
a cuestiones fisioldgicas propias de las semillas, o a ligeros efectos fitoinhibitorios de
los tratamientos a base de los PNB. Es destacable que en los tratamientos T3 y T4,
estas unidades no presentaban signos y sintomas de la enfermedad, a diferencia de lo
que ocurri6 en C+. En base a estos resultados, se puede afirmar que los PNB

evaluados reducen la carga microbiana asociada a semillas y plantulas.
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Figura 6-5. Estudio in vivo de las propiedades antifingicas del extracto de propéleos (EP1) y del
aceite esencial de orégano (AEO2), sobre la podredumbre blanca causada por S. sclerotiorum
en semillas de poroto pallares (P. lunatus). Se incluyeron un control positivo con indculo (C+) y
un control negativo sin indculo (C-). Las imagenes de la derecha muestran: (T1) semilla tratada
con EP sobre la que se desarrolld6 escaso micelio de S. sclerotiorum, (T3) semilla germinada
asintomatica y (C+) semilla con abundante micelio algodonoso.

Existen pocos estudios in vivo sobre la aplicacion de extracto de prop6leos o
aceites esenciales en cultivos de interés agrondmico, con el fin de controlar de manera
sustentable al fitopatdgeno S. sclerotiorum. Con respecto al primero, Matny et al.
(2014) observaron que el extracto etandlico de propéleos al 2 y 5 % protegié durante
cuatro semanas a vainas de poroto inoculadas con este fitopatdgeno, que fueron
tratadas por inmersion en dichas soluciones durante un minuto. Estos tratamientos
lograron reducir significativamente la severidad de la enfermedad durante todo el
ensayo.

En cuanto al segundo PNB, Soylu et al. (2007) probaron que el agregado de
aceite esencial de orégano al suelo, reduce la viabilidad de los esclerocios de S.
sclerotiorum presentes en el mismo, e inhibe el crecimiento micelial de este hongo, lo

que permite un aumento significativo de la supervivencia de plantines de tomate
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respecto de aquellos que crecen en suelos sin tratar. Por su parte, Hassanin et al.
(2017) determinaron que el aceite esencial de tomillo, el cual presenta compuestos
bioactivos de la misma familia que el orégano, disminuyé notablemente la severidad
de S. sclerotiorum en propagulos de hinojo. En este estudio, los investigadores
trataron a las semillas por inmersion durante 15’ en soluciones a base del aceite
nanoemulsionado, y luego las sembraron sobre sustrato infectado con el fitopatégeno,
de forma similar a lo realizado en este ensayo. De acuerdo a estos autores, la
formulacion de los productos naturales influye notablemente en sus propiedades
antifingicas. Esto es clave, ya que, tal como se menciond anteriormente resulta
fundamental mejorar la biodisponibilidad del EP y del AEO para alcanzar una mayor

eficiencia, similar a la obtenida en estudios in vitro.

6-3.3. Perspectivas sobre la aplicacién del extracto de propdleos y el aceite
esencial de orégano para la proteccion de propagulos frente a fitopatégenos
Actualmente el control de la mayoria de las enfermedades que afectan a los
propagulos horticolas se realiza mediante la aplicacibn de productos sintéticos
(Nazarov et al., 2020). Sin embargo, esta estrategia no es apta en planteos organicos
(Jiménez-Reyes et al., 2019) y se asocia a efectos indeseables sobre la salud humana
(Singh et al., 2018) y el medioambiente (EPA, 2010). Asimismo, se han reportado
numerosos casos de resistencia a los fungicidas tradicionalmente utilizados (Vallad y
Goodman, 2004; FRAC, 2019), como por ejemplo en especies del género Penicillium
al benomilo (también conocido como Benomil o Benomyl) (Brammall, 1989), lo que
podria poner en riesgo la eficacia de éstos en un futuro (Samaras et al., 2020). Por tal
motivo, resulta de interés evaluar alternativas que permitan prevenir, controlar y/o
erradicar a las enfermedades de manera sustentable, como, por ejemplo, con los PNB.
En este contexto, la mayoria de los trabajos referidos a biopesticidas se
concentran en la actividad antimicrobiana in vitro de productos naturales. Gracias a
ellos se ha demostrado el alto potencial de diversos extractos y de aceites esenciales
frente a fitopatdgenos. Sin embargo, los resultados prometedores obtenidos en
laboratorio, por lo general difieren de aquellos obtenidos in vivo, registrando en esta
etapa una menor eficiencia de los PNB, tal como ocurrid en esta tesis. Esto se ha
asociado a que las condiciones del medio, tales como la humedad, el oxigeno y el pH,
favorecen la degradacion de los componentes bioactivos de los productos naturales
(Jia et al., 2016). En el caso de los aceites esenciales, la volatilizacién de sus
componentes ha sido citada como la principal causa de la disminucibn de su

efectividad en sistemas agricolas (Raveau et al., 2020). Esto plantea desafios
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relacionados con la via de aplicacion y la formulacion de los PNB para ser utilizados
como tratamientos sanitarios en semillas. Como es bien sabido, durante el cultivo de
las especies horticolas en los sistemas agricolas intervienen factores climéticos,
edéficos, bidticos, de manejo, entre otros, que, de forma analoga a los estudios in vivo,
seguramente afecten su eficacia.

En la revisién realizada por Rocha et al. (2019), se sefiala que la técnica
conocida como ‘“recubrimiento de semillas” (en inglés “seed coating”), es una
alternativa eficiente para agregar tratamientos antifingicos a base de PNB a dichas
estructuras vegetales. Esta tecnologia consiste en formar una capa continua sobre la
superficie de las semillas, utilizando materiales exdgenos que contienen, disueltos en
su formulacién o suspendidos, los principios activos de interés. Generalmente, en las
mezclas se agregan aglutinantes, estabilizantes y antioxidantes, que permiten la
adherencia y la disponibilidad uniforme y prolongada de los PNB. Asimismo, la
aplicacion de polvos secos (“dry coating”), de suspensiones liquidas (“seed
dreassing”) y de finas peliculas protectoras (“film coating”) a las semillas, asi como el
incrustado y el pelletizado de las mismas, son variantes de recubrimiento que podrian
ser utilizadas con el mismo fin (Sharma et al., 2015; Afzal et al., 2020). Por otro lado,
se ha propuesto utilizar potenciadores de la actividad antimicrobiana en la formulacion
de los PNB, lo que aumentaria considerablemente su eficacia. Esto incluye el uso de
nanomateriales a base de lipidos, polimeros, metales y productos naturales, como el
chitosan (o quitosano) (Ferreira Borges et al., 2018; Skwarczynski et al., 2022).

De manera que es posible considerar el uso del EP y del AEO como
estrategias sustentables para el control de enfermedades en semillas causadas por
fitopatégenos de importancia agricola tales como Penicillium sp. y Sclerotinia sp.
Seran necesarios nuevos estudios respecto de la formulacion y forma de aplicacion de
los mismos, para aumentar su eficacia y continuar avanzando en el desarrollo de

biofungicidas para uso agricola.

6-4. Conclusiones

+ El extracto de propdleos y el aceite esencial de orégano, aplicados de forma
individual, carecieron de actividad antifungica in vivo sobre P. alliiy S. sclerotiorum.

+ La combinacion de extracto de propoéleos con aceite esencial de orégano,
disminuyé la incidencia y la severidad de la mufa del ajo causada por P. allii, y del
moho blanco causado por S. sclerotiorum en semillas de poroto pallares.

+ Los resultados obtenidos demostraron el potencial antifingico que posee la

mezcla de ambos PNB para el tratamiento de enfermedades en las semillas.

116



CAPITULO 6
Actividad antimicrobiana in vivo de los PNB

+ La accion antifungica de los PNB podria mejorarse mediante la formulacién y
la técnica de aplicacion, en pos de lograr alternativas sustentables altamente efectivas

para el control de fitopatégenos en semillas.
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CAPITULO 7 - Consideraciones finales

Las etapas de evaluacion del extracto de propéleos y del aceite esencial de
orégano llevadas a cabo en esta tesis, permitieron determinar sus potenciales como
tratamientos antifungicos para propégulos horticolas (Figura 7-1). Al respecto, durante
la bioprospeccion, se comprobd que, a pesar de las diferencias existentes entre las
caracteristicas fisicas y quimicas de las muestras analizadas, todas ellas presentaron
una abundante cantidad de metabolitos secundarios vegetales con potencial bioactivo.
Estos pertenecieron al grupo de los fenoles en los extractos de propéleos y al grupo de
los terpenos en los aceites esenciales de orégano. De esta forma, ambos tipos de
productos se consideraron promisorios para ser evaluados respecto de sus
propiedades antimicrobianas y fitoinhibitorias.

En los ensayos in vitro, realizados durante el cribado en laboratorio, el extracto
de propodleos y el aceite esencial de orégano fueron efectivos en el control de los
fitopatogenos Penicillium allii y Sclerotinia sclerotiorum, y mostraron diferencias en su
efectividad y forma de actuar. Asimismo, al combinar ambos productos, se observaron
efectos antifingicos aditivos y sinérgicos, que muy probablemente se debieron a la
conjuncion de los modos y mecanismos de accion de las diversas moléculas
bioactivas presentes en la mezcla. En esta instancia, también se comprobd el
potencial antibacteriano del extracto de propoleos frente a Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Pseudomonas corrugata, Xanthomonas gardneri y X.
vesicatoria.

Por otro lado, en la primera etapa de los ensayos in vivo, se observé que
ambos productos tuvieron efectos fitoinhibitorios sobre semillas horticolas (sensu lato).
Esto se asoci6 a los metabolitos secundarios que contienen y, en el caso puntual del
propdleos, a la accién de su extractante (etanol al 70 %). Cabe mencionar que la
accion del extracto de propéleos y del aceite esencial de orégano sobre los propagulos
horticolas analizados, dependié de la dosis aplicada y de las estructuras morfolégicas
estudiadas en cada especie. Esta instancia de evaluacion resultd clave para
seleccionar tratamientos sin efectos adversos sobre la calidad fisiolégica de bulbillos
de ajo y semillas de poroto pallares, que luego fueron probados in vivo respecto de sus
propiedades antifingicas.

En la dltima parte de este trabajo, tal como se mencion6 anteriormente, se
probé que ciertas formulaciones de extracto de propdleos combinado con aceite
esencial de orégano, disminuyeron la incidencia y la severidad de la mufa del ajo

causada por P. allii, y del moho blanco causado por S. sclerotiorum en semillas de
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poroto pallares. Esto permiti6 destacar la accion antifungica sinérgica de ambos
productos. Sin embargo, los efectos observados in vivo sobre los fitopatégenos fueron
menores que en los ensayos in vitro. Muy probablemente, las condiciones del medio
de los patosistemas influyeron negativamente en la bioactividad de los compuestos
que contienen. De esta forma, quedd en evidencia la necesidad de desarrollar
formulaciones mas complejas que las utilizadas en estos estudios, y/o de emplear
otras formas de aplicacién, como podria ser el pelletizado de las semillas, ya que en
los sistemas agricolas las condiciones ambientales y las practicas de manejo
modificardn alin més la efectividad de estos PNB a campo.

Considerando todos los resultados obtenidos, se acepta la hipotesis planteada
al inicio de esta tesis respecto de que el extracto de propéleos y el aceite esencial de
orégano contienen metabolitos secundarios vegetales, presentan actividad
antimicrobiana frente a fitopatégenos y tienen efectos fitoinhibitorios sobre propagulos
horticolas. A su vez, se puede afirmar que las caracteristicas de estos productos son
variables y complejas, existiendo numerosos factores que determinan su composicion
guimica. Dado que esto ultimo influye directamente en sus propiedades bioactivas, es
fundamental realizar un estudio detallado de los mismos, siguiendo un esquema de
trabajo integrador y empleando técnicas analiticas estandarizadas.

A futuro, y en base a las premisas planteadas en este trabajo, sera necesario
continuar investigando sobre la posible utilizacién del extracto de propéleos y del
aceite esencial de orégano como biofungicidas. Puntualmente, se sugiere avanzar en
el estudio de:

e los modos y mecanismos de accibn que subyacen a sus propiedades
antimicrobianas, que actualmente no se han terminado de dilucidar y resultan de
interés para comprender el porqué de sus efectos;

e la actividad fitoinhibitoria, ya que constituye una posible restriccion a su
aplicacion sobre las semillas;

¢ el desarrollo de formulaciones y de formas de aplicacion, que permitan lograr
una mayor biodisponibilidad y eficiencia in vivo y a campo;

e el impacto de su aplicacion sobre el ecosistema, ya que, a pesar de ser
considerados extremadamente seguros, para su registro y aplicacion sera necesario
contar con estudios especificos al respecto.

Para finalizar, se destaca que esta tesis aporta informacion novedosa sobre las
caracteristicas y propiedades del extracto de propoleos y del aceite esencial de
orégano. De hecho, los resultados obtenidos constituyeron el primer reporte sobre la

accion antifingica sinérgica que se logra al combinarlos. Sin dudas, ambos productos
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resultaron promisorios para proteger a las semillas horticolas frente a fitopatégenos.
Continuar con investigaciones en esta temética permitira desarrollar alternativas
sustentables para la produccién vegetal y agregar valor en origen a la produccién de

propoleos y de especies aromaticas.
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‘
PROPOLEOS EN BRUTOY  ACEITE ESENCIAL
SU EXTRACTO (EP) DE OREGANO (AEO)

PRESENCIA DE COMPUESTOS BIOACTIVOS
DERIVADOS DEL METABOLISMO SECUNDARIO
VEGETAL BIOPROSPECCION
. EP: fenoles
. AEO: terpenos

ALTA EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA FRENTE A

FITOPATOGENOS
ACTIVIDAD . EP y AEO: actividad antifiingica_individual,
ANTIMICROBIANA aditiva y sinérgica frente a Penicillium allii y
IN VITRO Sclerotinia sclerotiorum

. EP: actividad antibacteriana frente a cuatro
bacterias fitopatogenas aisladas de tomate

EFECTOS FITOINHIBITORIOS VARIABLES SOBRE PROPAGULOS
. Inhibicién de la germinacion y crecimiento anormal de ACTIVIDAD
plantulas de lechuga con dosis de EP al 100 % y superiores al FITOINHIBITORIA
48 % de AEO IN VIVO
. Seleccion de tratamientos sin efectos adversos sobre
propagulos de ajo (bulbillos) y semillas de poroto pallares

ACCION ANTIFUNGICA SINERGICA FRENTE A FITOPATOGENOS
ACTIVIDAD Disminucién de la severidad y de la incidencia de:
ANTIMICROBIANA . mufa del ajo causada por P. allii
IN VIVO . moho blanco causado por S. sclerotiorum en semillas de
poroto pallares

PRODUCTOS PROMISORIOS PARA

PROTEGER PROPAGULOS
HORTICOLAS FRENTE
A FITOPATOGENOS
ALTERNATIVAS AGREGADO DE
SUSTENTABLES VALOR EN ORIGEN
PARA LA SANIDAD A PRODUCTOS
VEGETAL NATURALES

Figura 7-1. Estudio del extracto de propdleos y del aceite esencial de orégano para determinar
su potencial como tratamientos sanitarios para propagulos horticolas.
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ANEXO

ANEXO - Publicaciones cientificas

A continuacion, se describe la productividad en términos de publicaciones
cientificas durante el desarrollo de esta tesis:

« Cibanal I. L, Krepper G., Garcia Paoloni M. S., Pistonesi M. F. (2023). Propolis
extract significantly reduces microbial load in fresh bee pollen for human consumption.
EUNK Revista cientifica de Abejas y  Apicultores, 2(1), 13-18.
https://doi.org/10.52559/eunk.v2i1.32

+ Cibanal, I. L., Ferndndez, L. A., Rodriguez S. A., Pellegrini, C. N., Gallez, L.

M. (2022). Propolis extract combined with oregano essential oil applied to lima bean

seeds against Sclerotinia sclerotiorum. European Journal of Plant Pathology, 164(1),
33-43. https://doi.org/10.1007/s10658-022-02536-4
+ Cibanal, I. L., Fernandez, L. A., Murray, A. P., Pellegrini, C. N., Gallez, L. M.

(2021). Propolis extract and oregano essential oil as biofungicides for garlic seed

cloves: in vitro assays and synergistic interaction against Penicillium allii. Journal of
Applied Microbiology, 131(4), 1909-1918. https://doi.org/10.1111/jam.15081
- Cibanal I. L., Fernandez L. A., Galietta Positano G., Boffano Chebataroff L.,

Garayalde A. F., Gallez L. M., Silvera Pérez E. (2020). Chemical characterization and
in vitro antimicrobial activity of honeybee propolis and Scaptotrigona jujuyensis
geopropolis against tomato pathogenic bacteria. Semina: Ciéncias Agrarias, 41(5),
1799-1808. https://doi.org/10.5433/1679-0359.2020v41n5p1799

+ Cibanal I. L., Fernandez L. A., Krepper G., Pellegrini C. N., Gallez L. M.

(2019). Avances en el desarrollo de un biofungicida: caracterizacién fisico-quimica y
actividad antifungica de propdleos. Agrociencia Uruguay, 23(2), 1-10.
https://doi.org/10.31285/AGR0O.23.83

+ Fernandez L. A., Cibanal I. L., Livia Paraluppi A., Freitas C., Gallez L. M.

(2019). Propolis as a potential alternative for the control of Dekkera bruxellensis in
bioethanol fermentation. Semina: Ciéncias Agrarias, 40(5), 2071-2078.
https://doi.org/10.5433/1679-0359.2019v40n5p20716
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