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  RESUMEN

  
    El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Thymus vulgaris L., extraido de plantas cultivadas en Cuba, sobre Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xap) y su efecto en la membrana citoplasmática. Se evaluó la actividad
      antibacteriana por los métodos de difusión en agar con discos y 
      diluciones seriadas, para determinar la concentración mínima inhibitoria
      (CMI) y la concentración mínima bactericida (CMB). Se realizó el ensayo
      de tiempo de muerte celular para evaluar la rapidez del efecto 
      bactericida. Para determinar el efecto sobre la membrana, se realizaron 
      los ensayos de bacteriólisis, pérdida de contenido celular y 
      determinación de proteínas totales liberadas por acción del aceite. El 
      aceite esencial de T. vulgaris posee una actividad antibacteriana fuerte sobre la cepa Xap1, con una CMI de 0,3 mg. ml-1 y una CMB de 0,6 mg. ml-1. Esta esencia, a la CMB, provoca la muerte de 106 UFC. ml-1 de Xap1 en 30 min de exposición. El aceite de T. vulgaris incrementa la permeabilidad de la membrana de Xap1, con la salida de 
      componentes celulares, lo cual desencadena la muerte celular. 

    Palabras claves:  
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  ABSTRACT

  
    The objective of this work was to determine the antibacterial activity of the essential oil of Thymus vulgaris L. plants cultivated in Cuba on Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli and its effect on the cytoplasmic membrane. The antibacterial activity 
      was evaluated by agar diffusion methods, and the minimum inhibitory 
      concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (MBC) 
      were determined by serial dilutions. The cell death time assay was 
      performed to assess the bactericidal effect rapidity. To determine the 
      effect on the membrane, assays for bacteriolysis, loss of cell content, 
      and total proteins release by the action of the oil were carried out. T. vulgaris essential oil showed a strong antibacterial activity on Xap1, with a MIC of 0.3 mg. ml-1 and a MBC of 0,6 mg. ml-1. At the MBC, this essence caused death of 106 UFC. ml-1 of Xap1 in 30 min of exposure. T. vugaris oil increased permeability of the Xap1 membrane with the egress of cellular components, which triggered cell death. 
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      INTRODUCCIÓN

       ⌅
      La producción de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es importante a nivel mundial, debido al valor nutricional del 
        grano. La Bacteriosis común o el Tizón Bacteriano del frijol es una 
        enfermedad que afecta la producción del grano, de ahí que constituye una
        amenaza económica y agrícola para la industria de semillas (1). Esta devastadora infección bacteriana, se propaga a través de semillas infectadas por dos especies: Xanthomonas citri pv. fuscans y Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (2). Esta última, se reconoce como uno de los principales patógenos aislados
        de plantas de frijol, en las regiones productoras en la provincia de 
        Mayabeque, en Cuba (3). 

      El
        uso de semillas libres de contaminación, obtenidas a partir de 
        prácticas de saneamiento y el uso de productos químicos, es una de las 
        principales alternativas para el control de las bacterias que 
        constituyen plagas agrícolas (4).
        La aplicación de antibióticos, sales metálicas con actividad 
        antimicrobiana y plaguicidas químicos son prácticas prohibidas en varios
        países, debido al impacto negativo sobre el medio ambiente, la 
        toxicidad en los seres humanos y animales, así como en la acumulación 
        que estos provocan en la cadena de alimentación (5, 6). 

      Además, el control de bacterias fitopatógenas está limitado por la poca disponibilidad de bactericidas agrícolas (7). En la Unión Europea, la resolución 354/2014, limita el uso de compuestos de cobre (8),
        los cuales se utilizaron para el control de las bacterias 
        fitopatógenas, debido al impacto negativo en el ambiente. 
        Consecuentemente, existe la necesidad de buscar nuevas alternativas de 
        agentes antimicrobianos naturales o bioplaguicidas amigables con el 
        medio ambiente. 

      Los aceites esenciales, constituyen mezclas 
        naturales formadas por numerosos metabolitos secundarios de las plantas,
        que poseen actividad antibacteriana de amplio espectro de acción, 
        incluso, sobre cepas resistentes a antibióticos (9). El aceite esencial de Thymus vulgaris L., planta conocida popularmente como tomillo, se utiliza desde la edad
        antigua, por su aroma, como condimento y preservante de alimentos (10).
        La esencia de tomillo es rica en compuestos fenólicos como timol, 
        ρ-cimeno y γ-terpipeno, los cuales le confieren una potente actividad 
        antibacteriana de amplio espectro de acción (10). Sin embargo, se desconoce la actividad de la esencia de T. vulgaris, obtenida de plantas cultivadas en Cuba, sobre Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli y los posibles efectos sobre la membrana citoplasmática de este fitopatógeno. 

      El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de T. vulgaris extraída de plantas cultivadas en Cuba, sobre Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli y su efecto en la membrana citoplasmática de este fitopatógeno.

    
    
      MATERIALES Y MÉTODOS

       ⌅
      
        Aceite esencial y cepa bacteriana

         ⌅
        El aceite esencial de T. vulgaris se obtuvo en el laboratorio de Ecología Química del Centro Nacional de 
          Sanidad Agropecuaria (CENSA) por el método de hidrodestilación, durante 3
          h con equipo Clevenger (11). Se utilizó la cepa de Xanthomona phaseoli pv. phaseoli (Xap1), procedente de una muestra de campo, que pertenece a la 
          colección del laboratorio de Bacteriología Vegetal del CENSA, 
          caracterizado por métodos bioquímicos y moleculares (3, 12). 

      
      
        Actividad antibacteriana

         ⌅
        La actividad antimicrobiana se determinó por los métodos de difusión en agar con discos (DAD) (13) y diluciones seriadas (14). Se prepararon suspensiones bacterianas de Xap1 a 108 UFC. ml-1,
          en solución salina estéril (SS), según escala de McFarland, a partir de
          un cultivo en medio Agar Nutriente (AN, Biocen) incubado durante 24 h a
          28°C. La concentración de inóculo, en las suspensiones, se verificó por
          conteo de colonias viables en unidades formadoras de colonia (UFC. ml-1) en placas de AN. 

        Para
          el método de difusión en agar con discos, se tomaron alícuotas de 100 
          μl de la suspensión bacteriana y se sembraron con espátulas de Drigalsky
          en placas Petri estériles de 9 cm de diámetro, con 20 ml de AN. Se 
          colocaron cuatro discos de papel de filtro estériles (Whatman No. 1) de 6
          mm de diámetro, de forma equidistante, sobre el medio inoculado con las
          suspensiones bacterianas. 

        En cada placa se aplicaron 10 μl del 
          aceite esencial puro en dos discos, y otros dos discos se utilizaron 
          como control negativo (sin aceite). Como control positivo se utilizaron 
          discos de estreptomicina (10 μg/disco; Liofilchem) y discos impregnados 
          con 10 µg de sulfato de cobre (Merck), a partir de una solución de 
          sulfato de cobre a 1 µg. µl-1. Las placas se incubaron a 28°C
          (24 h) y se midió el diámetro del halo de inhibición del crecimiento 
          alrededor de los discos. La evaluación se realizó por cuatriplicado para
          cada tratamiento. 

        Para la determinación de la CMI y CMB se 
          utilizó método de disoluciones seriadas en el medio caldo nutriente (CN,
          Biocen) con dimetilsulfóxido (DMSO, Merck) a 1 µl. ml-1 para facilitar la solubilidad del aceite. El aceite esencial de T. vulgaris se aplicó en el rango de concentraciones de 0,150 a 2,4 mg. ml-1, con diluciones en base 2. Se distribuyó 1 ml por tubo y se le adicionó 1 ml de medio con DMSO y la suspensión bacteriana (106 UFC. ml-1), que se preparó, previamente, a partir de un cultivo en medio AN incubado durante 24 h a 28°C.

        Se incluyeron, como controles del ensayo, sin suspensión bacteriana: medio de cultivo CN, medio de cultivo NC con DMSO (1 µl. ml-1), medio CN con DMSO (1 µl. ml-1) y aceite a la máxima concentración de los tratamientos (2,41 mg. ml-1). Como control negativo, se utilizó medio de cultivo CN con DMSO (1 µl. ml-1)
          inoculado con la suspensión de Xap1 a la misma concentración de los 
          tratamientos. El ensayo se realizó por triplicado y todos los tubos se 
          incubaron a 28°C con agitación a 17,8 rad/s. 

        La CMI se determinó 
          después de 24 h de incubación, y se estableció como la mínima 
          concentración del aceite que inhibió el crecimiento visible del 
          microorganismo, después de la incubación. Para la CMB se tomó una asada 
          de cada tubo y se sembró en una placa de medio AN, y se incubaron a 28°C
          (24 h). La CMB fue la concentración más baja del aceite, que resultó en
          un subcultivo negativo. Este ensayo se repitió en tres experimentos 
          independientes.

      
      
        Tiempo de muerte celular

         ⌅
        El tiempo de muerte celular de Xap1, ante la exposición al aceite esencial de T. vulgaris se determinó por conteo de células viables (15). Una suspensión de células de 106 UFC. ml-1 se preparó en solución salina estéril (SS) según escala de McFarland, y
          se mezcló 1:1 con caldo nutriente (CN) que contenía el aceite esencial 
          de T. vulgaris a las CMI y CMB en tubos eppendorff de 1,5 ml, para una concentración final de 5×105 UFC. ml-1. La concentración final del aceite en los tratamientos fue de 0,3 mg. ml-1 para la CMI y de 0,6 mg. ml-1 para la CMB. Se aplicó Tween 80 (0,1 %) para mejorar la solubilidad del
          aceite en el medio de cultivo. Como control, se utilizó la suspensión 
          de células bacterianas en CN con el disolvente. Las muestras se agitaron
          e incubaron a 28oC, con agitación en zaranda termorefrigerada (IKA® KS 4000 i control). 

        Se
          tomaron muestras a tiempo 0, 1, 4, 8, 12, 16, y 24 h de incubación. Las
          muestras se centrifugaron a 524 rad/s por 10 min (centrífuga, Eppendorf
          5424R), se lavaron con 1 ml de SS, y resuspendieron en 100 µl de SS. Se
          sembraron 20 µl de las diluciones seriadas en base 10, de cada muestra,
          en dos placas de agar nutriente, y se incubaron a 28oC (24 h). Se contaron las unidades formadoras de colonias después de la incubación. Este experimento se realizó por triplicado. 

        Para determinar, con mayor precisión, el tiempo de muerte celular por acción de la esencia de T. vulgaris a la CMB sobre Xap1, se realizó un estudio a intervalos más cortos de 
          tiempo (0, 15, 30, 45 y 60 min). Para esto se utilizó el procedimiento 
          descrito anteriormente, con el control y el tratamiento con el aceite a 
          la CMB. 

      
      
        Bacteriólisis

         ⌅
        El ensayo de bacteriólisis se realizó siguiendo el método estándar de Carson et al. (16), con algunas modificaciones. Se preparó una suspensión bacteriana en SS de 1,2 x 109 UFC. ml-1, según escala de McFarland, de un cultivo de Xap1 de 24 h de incubación en AN a 280C.
          Posteriormente, este inóculo se centrifugó a 524 rad/s por 10 min 
          (centrífuga, Eppendorf 5424R), se lavó dos veces con SS (SS) y 
          finalmente, se resuspendió en SS con Tween 80 (0,1 %; v/v). La 
          suspensión bacteriana se ajustó a 9 x 108 UFC. ml-1 McFarland, y se mezcló 1:1 con SS que contenía el aceite esencial de T. vulgaris a las CMI y CMB, en tubos eppendorff de 1,5 ml para una densidad final de 5 × 108 UFC. mL-1. Por la poca solubilidad del aceite en el medio, se empleó como disolvente Tween 80 (0,1%). 

        Como
          control, se empleó la suspensión de células bacteriana en SS, con el 
          disolvente empleado. Las muestras se agitaron e incubaron a 28oC, con agitación en zaranda termorefrigerada (IKA® KS 4000 i control). Se tomaron muestras a tiempo 0, 1, 2, 4 h de 
          incubación. Las muestras se centrifugaron a 524 rad/s por 10 min 
          (centrífuga, Eppendorf 5424R), se eliminó el sobrenadante y se 
          resuspendió el precipitado formado en SS, y se agitó por 20 s en 
          agitador de tubos (Vortex mixer). Luego, se midió la absorbancia (Abs) a
          620 nm en un espectrofotómetro (Ray Light UV-2601). Cada muestra se 
          preparó por triplicado y se realizaron tres experimentos independientes.
          Los resultados se expresaron como la relación (en %) de la Abs620 de cada tiempo, contra la Abs620 en t0.

      
      
        Pérdida de contenido celular

         ⌅
        La
          pérdida de contenido celular se determinó por medición de Abs a 260 nm.
          La preparación del inóculo y de las muestras se realizaron de igual 
          manera que en el ensayo anterior. Las muestras se agitaron (Zaranda 
          termorefrigerada (IKA® KS 4000 i control)) e incubaron a 28oC.
          Se tomaron muestras a tiempo 0, 1, 2 y 4 h de incubación. Las muestras 
          se centrifugaron a 524 rad/s por 10 min (centrífuga, Eppendorf 5424R), 
          se tomó el sobrenadante y se agitó por 20 s en agitador de tubos (Vortex
          mixer). Luego, se midió la absorbancia a 260 y 280 nm en un 
          espectrofotómetro (Ray Light UV-2601). 

        Cada muestra se preparó 
          por triplicado y se realizaron tres experimentos independientes. Los 
          resultados se expresaron como la relación (en %) de la Abs de cada 
          tiempo contra la Abs en t0, para 260 y 280 nm.

      
      
        Determinación de proteínas totales liberadas

         ⌅
        Las proteínas se determinaron por el método de Lowry (17).
          La preparación del inóculo y las muestras se realizó de igual modo que 
          en el ensayo de pérdida de contenido celular. Las muestras se agitaron e
          incubaron por 2 h a 28°C, con agitación en zaranda termorefrigerada 
          (IKA® KS 4000 i control). Se centrifugaron a 524 rad/s por 10 min 
          (centrífuga, Eppendorf 5424R), se tomó el sobrenadante y se agitó por 
          20s en agitador de tubos (Vortex mixer). 100 µl de cada muestra fueron 
          disueltos en 100 µl de agua destilada (1:1), y se les añadió 1 ml de 
          solución de Lowry; se incubaron por 15 min a temperatura ambiente y se 
          le añadieron 100 µl del reactivo de Folin (Sigma) para incubarse por 30 
          min. Se utilizó además, el lauril sulfato sódico al 1 % (Sigma) y la 
          albúmina bovina sérica (Sigma) se empleó como patrón. 

        Se midió la
          absorbancia a 730 nm en un espectrofotómetro (Ray Light UV-2601). Cada 
          muestra se preparó por triplicado y se realizaron tres experimentos 
          independientes. Los resultados se expresaron en la media ± error 
          estándar. Este ensayo se realizó por triplicado en experimentos 
          independientes.

      
      
        Análisis estadístico

         ⌅
        Los
          datos experimentales obtenidos se procesaron mediante un análisis de 
          varianza simple, y las medias se compararon mediante la prueba de 
          comparación de rangos múltiples de Duncan, a una probabilidad de error 
          al 5 % (p <0,05), usando el paquete estadístico InfoStat/L 
          versión de 2018. Además, los resultados del ensayo de pérdida de 
          contenido celular se analizaron por comparación de medias, por 
          intervalos de confianza. 

      
    
    
      RESULTADOS Y DISCUSIÓN

       ⌅
      
        Actividad Antibacteriana

         ⌅
        El aceite esencial de T. vulgaris posee actividad antibacteriana fuerte sobre Xap1 (Tabla 1).
          Los diámetros de inhibición del crecimiento, obtenidos por la esencia, 
          son significativamente superiores a los valores obtenidos con los 
          controles estreptomicina y sulfato de cobre. Además, para este último 
          compuesto metálico, no se observó inhibición del crecimiento. 

        Tabla 1.  Actividad antibacteriana del aceite esencial de Thymus vulgaris sobre Xhantomonas phaseoli pv. phaseoli/ Antibacterial activity of the essential oil of Thymus vulgaris on Xhantomonas phaseoli pv. phaseoli.
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                    	T. vulgaris (10 µl)
                    	89,5 ± 0,5 a
                    	0,3 mg.ml-1
                    	0,6 mg.ml-1
                  

                  
                    	Estreptomicina (10 µg)
                    	19,5 ± 1,8 b
                    	-
                    	-
                  

                  
                    	CuSO4 (10 µg)
                    	6,5 ± 0,3 c
                    	-
                    	-
                  

                
              

            

          

        

        

        
          Letras minúsculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). Datos representados: Media ± Error estándar, n=4.

        

        El halo de inhibición obtenido por el aceite esencial de T. vulgaris sobre Xap1, se extendió en la superficie del agar, ocupando casi su 
          totalidad, aunque solo se ubicaron 2 discos de la esencia y dos discos 
          controles sin ella. Esto sugiere que la esencia actúa por difusión en el
          agar y que, además, sus vapores también poseen actividad sobre Xap1. 
          Según la escala de actividad antibacteriana de aceites esenciales 
          propuesta por Mazzarino, el aceite esencial de T. vulgaris posee una actividad antibacteriana fuerte sobre Xap1, que se denota con diámetros de halos superiores a los 20 mm (18).
          Este resultado concuerda con lo informado para esta esencia cubana 
          sobre otras bacterias Gram negativas; incluso, sobre fitopatógenas como Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (20). 

        En
          cuanto a los controles del ensayo, Xap1 es sensible a discos del 
          antibiótico estreptomicina (10 µg), y no se mostraron halos de 
          inhibición significativos con el sulfato de cobre (10 µg). El 
          antibiótico estreptomicina es uno de los de mayor uso para la 
          desinfección de semillas, aunque esta práctica se prohibió en varios 
          países ante el incremento de la concentración de este compuesto químico 
          en el suelo y en productos agrícolas, lo que incide en un aumento de la 
          resistencia de los microorganismos a antibióticos (21).
          En cuanto a la no inhibición del crecimiento de Xap1 con el sulfato de 
          cobre, esto puede estar relacionado con el uso extensivo de este 
          producto para la desinfección y protección de semillas. Otros autores 
          refirieron la resistencia del género Xanthomonas a este compuesto metálico, utilizado como ingrediente activo en diversos productos para la agricultura (22). 

        Por otra parte, el valor de CMB del aceite esencial de T. vulgaris sobre Xap1 resultó dos veces la CMI (Tabla 1).
          Esta relación entre los valores, es común para los aceites esenciales y
          coincide con lo informado para el quimiotipo timol de esta esencia 
          sobre X. vesicatoria (23). La esencia de T. vulgaris, a nivel mundial, se reconoce por su actividad sobre varias especies del género Xanthomonas (24, 25, 26). Sin embargo, en la literatura no se informa su acción sobre la especie X. phaseoli, lo cual demuestra la importancia de los resultados obtenidos en este trabajo. 

        La
          actividad antimicrobiana de un aceite esencial depende de la 
          composición química del aceite esencial y de las características 
          genéticas del microorganismo evaluado. En función de la composición 
          química de la esencia, la actividad puede variar según el quimiotipo de 
          la planta, las condiciones de edafoclimáticas del cultivo y el proceso 
          de obtención (27).
          Por ello, es importante evaluar la actividad de un aceite esencial 
          obtenido en condiciones diferentes a las informadas en la literatura. La
          actividad de la esencia varía según el microorganismo, sus 
          características genéticas intrínsecas y aquellas adquiridas mediante el 
          contacto con el medio ambiente; esto ocurre entre un mismo género, 
          especie y hasta nivel de aislados (27). 

      
      
        Tiempo de muerte celular

         ⌅
        La viabilidad celular de Xap1 se afecta por acción del aceite esencial de T. vulgaris (Fig 1). Desde el tiempo 0 se muestra una pendiente negativa, tanto para el tratamiento con la CMI (0,3 mg. ml-1) como para la CMB (0,6 mg. ml-1),
          indicando la reducción de la carga bacteriana. Este fenómeno se acentúa
          en la suspensión bacteriana de Xap1 tratada con la CMB, después de 1 h 
          de contacto, con reducción de 6 Log de UFC. ml-1, y a partir 
          de este tiempo el daño es irreversible a esta concentración. Para la 
          CMI, la reducción de la carga bacteriana ocurre con una cinética de 
          pendiente más prolongada, con una muerte celular total a las 24 h de 
          tratadas las células de Xap1 a esta concentración. El tratamiento 
          control se mantuvo con una cinética de pendiente positiva, indicando el 
          crecimiento celular, lo que sugiere que el comportamiento en los grupos 
          tratados fue por la acción del aceite esencial de T. vulgaris.

        En
          un estudio de la CMB con intervalos de tiempos más cortos, se observó 
          que en 15 min ocurre la eliminación del 98 % de la población bacteriana,
          lo que se enmarca como el tiempo de muerte celular. Además, se 
          evidenció el daño irreversible a partir de los 30 min de tratamiento (Fig 1-B).

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 1.  Tiempo de muerte celular de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xap1) por acción del aceite esencial de Thymus vulgaris.
          A) en intervalo de tiempos hasta 24 h, B) con intervalos de tiempos 
          cortos en 4 h. Datos representados: Media ± Error estándar, n=6. / Cell
          death time of Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xap1) by action of the
          essential oil of Thymus vulgaris. A) in time intervals up to 24 h, B) 
          with short time intervals in 4 h. Represented data: Mean ± Standard 
          error, n=6.

        En la literatura no se encontraron 
          estudios de muerte celular de esta especie fitopatógena y del aceite 
          esencial, referido en este artículo. No obstante, el componente 
          mayoritario de esta esencia es el timol (28), terpenoide que afecta el conteo de células viables de S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, después de 40 min de tratamiento a una CMI 0,75 mg. ml-1 (29).
          Por lo general, los estudios de aceites esenciales sobre bacterias 
          fitopatógenas son menos abundantes que los estudios sobre bacterias 
          patógenos de animales y humanos, razón por la cual se utilizan con 
          frecuencia las cepas de Salmonella spp., Escherichia coli o Pseudomonas spp. como modelos de bacterias Gram negativas.

        La
          principal actividad de los aceites esenciales, por lo general, se debe a
          sus componentes mayoritarios, aunque existen componentes minoritarios 
          en el aceite esencial que pueden potenciar la acción de los mayoritarios
          (30, 31). Cada componente puede actuar en más de un sitio y por diferentes mecanismos (32),
          de ahí la importancia del estudio del aceite esencial como un producto 
          con un análisis integral de su modo de acción y con los componentes que 
          se encuentran en la esencia a las concentraciones reales, como el 
          mostrado en este trabajo.

      
      
        Integridad celular

         ⌅
        El aceite esencial de T. vulgaris a la CMB, induce cambios en la absorbancia de la suspensión de células bacterianas de Xap1, a 620 nm (Fig 2).
          Las células tratadas con la esencia poseen menor porcentaje de 
          absorbancia que las del tratamiento control en los tiempos evaluados, lo
          cual demuestra el efecto del aceite esencial. Además, se observó una 
          reducción del porcentaje de absorbancia dependiente del tiempo, inferior
          al 80 %, después de 90 min de tratamiento, lo que sugiere que el aceite
          esencial de T. vulgaris induce la lisis celular a partir de este
          tiempo. El tratamiento control se mantuvo sin mostrar diferencias, con 
          leve crecimiento en el tiempo, que se ajusta a las condiciones de 
          incubación en un medio que no contiene nutrientes, utilizado para 
          establecer las comparaciones con los grupos tratados. 

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 2.  Integridad celular de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xap1) por acción del aceite esencial de Thymus vulgaris a la CMB. Datos representados: % de la media de DO ± Error estándar, 
          n=6. Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas 
          entre las absorbancias de los tratamientos en un mismo tiempo (p< 0,05). Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre las absorbancias de los tiempos de un tratamiento (p< 0,05). / Cell
          integrity of Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xap1) by the action of 
          the essential oil of Thymus vulgaris at the MBC. Data represented: % of 
          mean OD ± Standard error, n=6. Different capital letters indicate 
          significant differences between the absorbance of the treatments at the 
          same time (p< 0.05). Different lower-case letters indicate 
          significant differences between the absorbance of the times of a 
          treatment (p< 0.05).

        El ensayo de bacteriólisis 
          está diseñado para deducir el daño en la integridad celular, basado en 
          las alteraciones o ruptura en la membrana celular de las bacterias. La 
          absorbancia inferior al 80 % con respecto a la inicial de una suspensión
          bacteriana, sugiere la lisis de las células tratadas(15), efecto observado en las suspensiones bacteriana de Xap1 después de 90 min de tratados con la esencia de T. vulgaris. 

        Sin
          embargo, la actividad antibacteriana no siempre implica una disminución
          de la absorbancia celular, como muestran los resultados obtenidos para 
          los primeros 60 min. En este tiempo no se muestran cambios en el 
          porcentaje de absorbancia significativos con el control, pero ya había 
          ocurrido la muerte celular de la población bacteriana a la CMB del 
          aceite esencial. Este resultado sugiere que, antes de los 30 min de 
          tratamiento, la esencia de T. vulgaris puede provocar cambios en 
          la permeabilidad de la membrana, que permiten la entrada a nivel celular
          con modificaciones del proceso metabólico hasta desencadenar la muerte 
          celular (16). 

        El timol, componente mayoritario de esta esencia, provoca la destrucción de la membrana externa e interna de S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium a 0,75 mg/mL (29).
          El ρ-cimeno, otro componente de esta esencia, es reconocido por 
          expandir las membranas, lo que facilita el paso de terpenoides (timol y 
          carvacrol) al interior celular en E. coli a 2,5 mg. ml-1 (33). Estos datos sugieren que la acción de la esencia de T. vulgaris sobre Xap1 puede estar relacionada con su componente mayoritario y con 
          compuestos minoritarios que logren potenciar la acción de dicha esencia. 

        En la literatura consultada no se encontraron estudios de bacteriólisis del aceite esencial de T. vulgaris sobre Xanthomonas.
          No obstante, se conoce que los aceites esenciales provocan cambios en 
          la fluidez, estabilidad y curvatura de la membrana, con la consecuente 
          salida de iones y componentes celulares sin dañar la estructura externa (10). Esto debilita la membrana, lo cual influye en la pérdida de la resistencia ante la presión osmótica (9). 

      
      
        Pérdida de contenido celular

         ⌅
        El aceite esencial de T. vulgaris a la CMB provoca cambios en la permeabilidad de la membrana de Xap1, lo
          que se refleja ante la salida de material citoplasmático absorbente a 
          260 y 280 nm (Fig 3). La 
          salida de material absorbente a 260 y 280 nm de células de Xap1, depende
          del tiempo de exposición a la esencia, siendo significativo con 
          respecto al control a partir de una 1 h de tratadas las células. La 
          absorbancia a 260 y 280 nm de material citoplasmático se reconoce como 
          señal para ácidos nucleicos y proteínas (34). Este resultado confirma los cambios en la permeabilidad de la membrana bacteriana de Xap1.

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 3.  Cinética de pérdida de contenido celular de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xap1) por acción del aceite esencial de Thymus vulgaris a la CMB, en porciento de material citoplasmático, liberado al medio 
          extracelular, absorbente a 260 nm (A) y 280 nm (B). Datos representados:
          Media del % ± Error estándar, n=4. / Cell content loss kinetics of 
          Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xap1) by the action of the essential 
          oil of Thymus vulgaris at the MBC in percentage of (A) 260- and (B) 
          280-absorbing cytoplasmic material released to the extracellular medium.
          Represented data: Mean % ± Standard Error, n=4

        Los 
          cambios en las propiedades de la membrana externa provocan la salida de 
          compuestos intracelulares, como iones, aminoácidos, ácidos nucleicos y 
          proteínas (32).
          La salida de estos compuestos es considerada una medida del daño en la 
          barrera selectiva al intercambio con el medio, y puede reflejarse con 
          mayor proporción en la muerte celular (9).

        Un
          factor importante en la erradicación de los patógenos bacterianos es el
          deterioro de la integridad de la membrana celular. Serán necesarias 
          futuras investigaciones con la utilización de métodos más sensibles, 
          para determinar el sitio o los sitios dianas de acción de este aceite 
          sobre la membrana externa de Xap1, ya sea por daño en la estructura del 
          lipopolisacárido o en las proteínas de membrana. 

      
      
        Determinación de proteínas totales liberadas

         ⌅
        Las células planctónicas de Xap1, después de 2 h de tratamiento con el aceite esencial de T. vulgaris a la CMB, liberaron proteínas totales al medio de forma significativa, con respecto al control (Tabla 2).
          La medición se realizó a las 2 h de tratado, debido a la señal de mayor
          absorbancia del ensayo de pérdida de contenido celular a 280 nm. Se 
          observaron diferencias significativas en la cuantificación de proteínas 
          totales liberadas de Xap1 tratadas con el aceite esencial de T. vulgaris después de 2 h de tratadas, ratificando la acción de la esencia cubana.

        Tabla 2.  Determinación de proteínas extracelulares método de Lowry, después de la acción del aceite esencial de T. vulgaris sobre Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xap1). / Determination of extracellular proteins by Lowry method after the action of AeTv on Xa p1.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                  
                    	Tiempo (h)
                    	Proteínas totales (mg. ml-1) 
                  

                  
                    	Control
                    	 T. vulgaris a la CMB
                  

                
                
                  
                    	0
                    	8,34 ± 0,41 B a
                    	193,28 ± 2,83 A b
                  

                  
                    	2
                    	9,41 ± 0,17 B a
                    	207,24 ± 3,07 A a
                  

                
              

            

          

        

        

        
          Letras mayúsculas distintas en la misma fila implica medias significativamente diferentes (p < 0,05). Letras minúsculas distintas en la misma columna implica medias significativamente diferentes (p< 0,05).

        

        La
          cuantificación de proteínas totales en el exterior del medio 
          extracelular sugiere la presencia de proteínas citoplasmáticas y de 
          membranas, lo que ratifica el daño a esta barrera. El resultado obtenido
          demuestra la potente acción de esta esencia sobre la membrana de Xap1, 
          aunque para mayor especificidad se requieren otros ensayos que 
          comprueben la actividad de complejos enzimáticos claves para la vida 
          celular.

        Por otra parte, la hidrofobicidad de los componentes de 
          los aceites esenciales pueden inhibir inespecíficamente estructuras de 
          las membranas o proteínas embebidas, como las ATPasas, involucradas en 
          la generación de ATP en la generación de pH intracelular o sobre enzimas
          involucradas en la regulación del proceso energético celular (15). Se conoce que, componentes como el timol, modifican la expresión y la composición de proteínas en la membrana externa de Erwinia amylovora (ATCC 29850) aislada de pera y de Erwinea carotovora subsp. carotovora (ICMP 9017) aislada de papa (35). 

        Los resultados de este estudio demuestran que el aceite esencial de T. vulgaris, de plantas cultivadas en Cuba, posee actividad antibacteriana fuerte sobre X. phaseoli pv phaseoli.
          provocando cambios en la permeabilidad de membrana, sin lisis de la 
          estructura, con la salida de componentes celulares al medio 
          extracelular, afectación de procesos metabólicos ante la salida de 
          ácidos nucleicos y proteínas, hasta provocar la muerte celular. Esta 
          investigación tiene significación en el marco de los productos naturales
          contra plagas bacterianas. Según la literatura consultada, existen muy 
          pocos estudios de modos de acción de productos botánicos sobre bacterias
          fitopatógenas, las cuales provocan enormes daños económicos y 
          alimentarios. 

        Los estudios de modos de acción son herramientas 
          claves para el registro de un producto, combinarlo con otros y/o 
          alternarlo con otros componentes que pudieran tener efecto sinérgico, 
          aditivo o por diferentes mecanismos. De ahí, que son fundamentales para 
          incorporar este tipo de productos en el manejo integrado de plagas y así
          evitar la creciente resistencia a productos plaguicidas. 

        Los 
          aceites esenciales, como plaguicidas botánicos, son biodegradables, de 
          baja toxicidad, no dañan el medio ambiente y su costo de producción es 
          bajo (36).
          Sin embargo, pocos productos basados en aceites esenciales han llegado 
          al mercado internacional debido a las grandes exigencias de organismos 
          reguladores (37),
          que demandan la demostración del modo o loa mecanismos de acción de 
          estos compuestos empleados, como ingredientes activos de formulaciones. 

        Los
          estudios de modo de acción de un aceite esencial son complejos, debido a
          que estas esencias están formadas por múltiples componentes que pueden 
          actuar por diferentes vías, o incluso compuestos minoritarios pueden 
          potenciar la actividad de los que se encuentran en mayor proporción y 
          unido a que un mismo compuesto puede actuar sobre diferentes sitios 
          dianas. No obstante, deducir cuales son las principales vías que 
          desencadenan el daño celular son imprescindibles el registro de un 
          producto y en la lucha contra la resistencia a plaguicidas.

      
    
    
      CONCLUSIONES

       ⌅
      Con este trabajo se demuestra la actividad antibacteriana fuerte del aceite esencial obtenido a partir de Thymus vulgaris cultivado en Cuba sobre Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli.
        El efecto bactericida se asocia con el incremento de la permeabilidad 
        de la membrana citoplasmática, que induce a la salida de componentes 
        celulares que comprometen la vida celular.

      A pesar de ser 
        un trabajo preliminar, constituye el primer estudio de modo de acción de
        un aceite esencial de origen cubano sobre una bacteria fitopatógena y 
        el primero de Thymus vulgaris sobre Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli. Se requieren investigaciones de mayor profundidad para descubrir qué 
        otros componentes interactúan con la membrana externa o con proteínas de
        membrana, cuáles pueden ser las rutas proteicas afectadas a nivel 
        celular, o si existen modificaciones en proteínas, lípidos o ácidos 
        nucleicos.
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