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Resumen

Uno de los principales problemas de salud publica y ambiental es la resistencia que desarrollan
muchos microorganismos frente a los biocidas. Las plantas sintetizan una gran cantidad de
compuestos quimicos que pueden ser fuente de compuestos antimicrobianos. Algunas plantas
invasoras podrian ser una alternativa para la obtencidon de dichos compuestos debido a sus
propiedades téxicas o alelopaticas y la gran biomasa que producen.

En este trabajo se ha evaluado la capacidad antifungica y antibacteriana in vitro de Eucalyptus
globulus, Schinus molle, Schinus terebinthifolius y Zygophyllum fabago, especies invasoras
localizadas en Elche, Espafia. Los extractos se prepararon con etanol, acetonay metanoly se evalud
su actividad antimicrobiana frente a 6 hongos (Alternaria sp., Aspergillus niger, Botrytis cinerea,
Fusarium sp., Phytophthora citrophthora y Sclerotinia sp.) y 3 bacterias (Escherichia coli,
Micrococcus luteus y Staphylococcus epidermidis) mediante la técnica de difusion en disco y por
aplicacion directa de los extractos al medio.

Se observaron excelentes resultados con Eucalyptus globulus frente a todos los hongos, con
inhibicién del 100% de P. citrophthora y las tres bacterias ensayadas. Las especies del género
Schinus mostraron actividad inhibitoria sobre los hongos Botrytis cinerea, Fusarium sp. vy
Phytophthora citrophthora y las bacterias Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli y en menor
medida Micrococcus luteus. Los extractos de Zygophyllum fabago, aunque menos eficaces que los
anteriores, mostraron actividad antifungica frente a Botrytis cinerea y Phytophthora citrophthora
pero Unicamente el extracto preparado con metanol tuvo efecto sobre Micrococcus luteus.

Abstract

One of the main problems of environmental health is the resistance that many microorganisms
develop against biocides. Plants synthesize a large amount of chemical compounds that can be
source of antimicrobial compounds. Some invasive plants could be an alternative to obtain these
compounds due to their toxic or allelopathic properties and the large biomass they produce.

In this study, the in vitro antifungal and antibacterial capacity of the invasive Eucalyptus globulus,
Schinus molle, Schinus terebinthifolius and Zygophyllum fabago located in Elche, Spain, has been
evaluated. The extracts were prepared with ethanol, acetone and methanol and their antimicrobial
activity was evaluated against 6 fungal species (Alternaria sp., Aspergillus niger, Botrytis cinerea,
Fusarium sp. Phytophthora citrophthora and Sclerotinia sp.) and 3 bacteria (Escherichia coli,
Micrococcus luteus and Staphylococcus epidermidis) by means of disk diffusion and direct extracts
application methods.

Excellent results were observed with Eucalyptus globulus against all fungal species, with 100%
inhibition of P. citrophthora and the three bacteria tested. Schinus species showed inhibitory
activity against the fungi Botrytis cinerea, Fusarium sp. and Phytophthora citrophthora and the
bacteria Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli and to a lesser extent, Micrococcus luteus.
Zygophyllum fabago extracts were less effective than the others, showing antifungal activity against
Botrytis cinerea and Phytophthora citrophthora while only the methanol extract had effect on
Micrococcus luteus.

Palabras clave / Key words: Hongos/fungi, bacteria/bacterium, plantas invasoras/invasive plants,
extracto/extract, efecto alelopatico/allelopathic effect.



INTRODUCCION
Las plantas invasoras como fuente de compuestos antimicrobianos

Es ampliamente conocido que las plantas son fuente de compuestos antimicrobianos con mayor o
menor toxicidad, y por ello se han utilizado tradicionalmente para la obtencion de sustancias
medicinales y todxicas. Las plantas producen productos de bajo peso molecular o metabolitos
secundarios, no siendo éstos esenciales para la vida de la planta, a diferencia de los metabolitos
primarios. Estos resultan de un proceso evolutivo de defensa contra ataques de microorganismos,
insectos y otros animales. Estas sustancias se pueden dividir en dos grandes grupos: fitoanticipinas,
presentes de forma constitutiva en las plantas, y fitoalexinas, cuya presencia aumenta en respuesta
a la invasiéon microbiana como se ha comprobado en trabajos anteriores (Domingo y Lopez-Brea,
2003). Para defenderse, las plantas sintetizan enzimas que degradan la pared celular de
microorganismos o tienen la capacidad de inactivar toxicos de origen microbiano. En trabajos
previos se ha demostrado que la estructura y composicion de la pared celular también cambia,
tornandose mas rigida (Sepulveda et al., 2003). Los principales grupos de compuestos generados
por plantas estan relacionados con el fenol y sus derivados. Entre otros destacan compuestos
fendlicos simples, quinonas que son anillos aromaticos con una alta reactividad y un amplio
potencial antimicrobiano, taninos y flavonas, cuya actividad se debe a los complejos que forma con
las proteinas solubles y con las células de la pared bacteriana. También pueden producir
terpenoides, compuestos nitrogenados y alcaloides.

Se definen como plantas invasoras aquellas especies que se establecen en ecosistemas de donde
no son originarias y son causantes de cambios y amenazas para la diversidad biolégica autéctona
(Unidn Internacional para la Conservacidn de la Naturaleza-UICN).

Estas especies suelen llegar de la mano del hombre, ya sea de forma intencionada o con fines
agricolas, ganaderos, comercial, ornamental, etc. Estas pueden llegar a repercutir gravemente
sobre los ecosistemas, son una gran amenaza de contaminacién biolégica ademas de tener efectos
negativos sobre la economia, sociedad y salud humana (Andreu y Vila, 2007).

Los ambientes degradados o alterados suelen ser aprovechados por especies invasoras. Algunos
ejemplos de ambientes degradados son los habitats muy frecuentados por el hombre que suponen
una mayor probabilidad de llegada de semillas o plantas invasoras, los espacios que han sufrido una
degradacién natural o presentan un fuerte dinamismo como grandes pendientes, zonas dunares, o
ambientes fluviales, también los ambientes ligados a condiciones extremas en los que la vegetacion
autdctona tiene poca predisposicidn a la competitividad.

Las plantas exdticas que tienden a comportarse como invasoras poseen algunas caracteristicas que
les confieren una mayor probabilidad de supervivencia, como pueden ser: un crecimiento rapido y
vigoroso tanto de la parte aérea como radicular; la produccidn y exudado de sustancias alelopaticas
con efecto negativo en la flora circundante (Reigosa et al., 1984); facilidad para dispersar sus
semillas o propdgulos; capacidad de dispersion a larga distancia; su plasticidad fenotipica, que le
permite adaptarse a su nuevo espacio (Shi y Ma, 2006); falta de enemigos o competidores
naturales, como pueden ser plagas o enfermedades especificas o consumidores e incluso la
alteracion de la microflora nativa por la produccién de sustancias alelopaticas (Dawson y Schrama,
2016). Se ha sugerido que estas sustancias podrian tener un importante efecto supresor sobre
hongos y bacterias nativos.



Hongos patdgenos y oportunistas

Los hongos son organismos heterotrofos, eucaridticos, generalmente filamentosos, con paredes
celulares con gran plasticidad que sirve de proteccion contra el estrés ambiental, compuestas por
quitina, glucanos y glicoproteinas. Al ser heterdtrofos necesitan obtener los compuestos
carbonados de otras fuentes y por eso muchos son saproéfitos, los descomponedores primarios de
la materia muerta de plantas y de animales en muchos ecosistemas. Otros son parasitos de plantas
0 animales, en muchos casos llegando a producir enfermedades y por tanto patdgenos (Agrios,
2005). Se consideran hongos oportunistas aquellos que son fundamentalmente sapréfitos de vida
libre pero que al desarrollarse de forma extensiva sobre sustratos vegetales pueden producir dafios
y pérdidas econdémicas. Muchas enfermedades de postcosecha y productos alimentarios
almacenados son producidas por hongos oportunistas. Entre estos, destacamos:

Alternaria sp, es un hongo del grupo de los Ascomicetos. Las diferentes especies constituyen uno
de los mayores patdgenos de plantas, causando dafos antes y después de la cosecha de productos
agricolas. Se ha descrito que varias especies pueden producir metabolitos secundarios
considerados como fitotoxinas y micotoxinas (Pavdn et al., 2012). Su inhalacién puede producir
reacciones alérgicas y problemas respiratorios asociados tales como rinitis alérgica o asma en los
humanos.

Aspergillus niger es un hongo que produce un moho negro en vegetales, muy comun en lechuga,
acelga, tomate o limén. Suele estar presente en el aire, de manera abundante en sitios cerrados,
conductos de aire acondicionado, hospitales, etc. y aunque no produce tantas enfermedades en
humanos como en otras especies de este género, en elevadas concentraciones puede provocar
enfermedades respiratorias y patologias alérgicas por inhalacién.

Botrytis cinerea es un hongo patdégeno de muchas especies vegetales, también conocido como
moho gris o podredumbre gris. Puede darse en flores y frutos particularmente al final de la floracién
o en la maduracién del fruto.

Sclerotinia sp. También conocido como moho blanco o moho algodonoso. Puede causar pudricion
en la raiz, tallo y peciolos en las hojas de numerosas especies vegetales. Las ascosporas que se
liberan de los apotecios pueden viajar largas distancias. Necesita una alta humedad o superficies
mojadas para proliferar y temperaturas de 15 a 21°C.

Fusarium sp. Grupo muy diverso de hongos filamentosos que colonizan las partes aéreas y
subterrdneas de las plantas, residuos y otros sustratos organicos. Provocan enfermedades que se
manifiestan como podredumbres y marchitamientos. Sin embargo, algunas especies son
beneficiosas en agricultura ecolégica.

Phytophthora citrophthora es también conocida como podredumbre parda de los citricos. Es un
hongo que crece en el sistema vascular de la planta.



Bacterias patdgenas y oportunistas

Las bacterias son microorganismos procariotas, unicelulares, sin un nucleo bien definido ni
presentan organulos membranosos internos. Poseen una pared celular formada por
peptidoglicano.

Son los organismos mas abundantes del planeta, se encuentran en todos los habitats terrestres y
acuadticos. Estas crecen hasta un tamanio fijo y después se reproducen por fisién binaria, una forma
de reproduccion asexual. En condiciones apropiadas una bacteria gram-positiva puede dividirse
cada 20-30 minutos, mientras que una gram-negativa cada 15-20 minutos, lo que significa que en
16 horas su nimero puede ascender a 5000 millones. Algunas de las especies mas significativas son:

Escherichia coli, es una bacteria de la familia de las enterobacterias, que vive en el intestino. Es un
bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo, con una temperatura de crecimiento éptima de 37°C.
Es un organismo modelo utilizado frecuentemente en el laboratorio, por su velocidad de
crecimiento y pocos requerimientos nutricionales, ademas de tener un genoma altamente flexible.
Algunas cepas de E. coli, pueden producir diarrea, nauseas, vomitos o infecciones al transmitirse a
través de los alimentos.

Staphylococcus epidermidis es una especie bacteriana gram-positiva. Se presenta frecuentemente
en la piel de humanos y de animales y en membranas mucosas, pero puede producir diversas
infecciones intrahospitalarias oportunistas.

Micrococcus luteus es una especie de bacteria gram-positiva, saproéfita, aerobia obligada que puede
encontrarse en tierra, polvo, agua, aire y formando parte de la microbiota bacteriana de la piel de
los mamiferos. Sin embargo, puede originar patologias como artritis séptica, endocarditis, o
infecciones pulmonares.

Justificacion y objetivos

Uno de los principales problemas de salud publica y ambiental de la actualidad es la resistencia que
desarrollan muchos microorganismos (hongos y bacterias fundamentalmente) frente a los biocidas
o pesticidas que se utilizan para tratar las enfermedades que producen, tanto en vegetales y
cultivos como en humanos. Esto da lugar a la inefectividad de estos productos y en consecuencia a
la mayor prevalencia de los agentes patdgenos. Ademds, estos biocidas de origen sintético
producen efectos de acumulacién de residuos en el medio ambiente y pueden ser perjudiciales para
la salud.

Por ello, en los ultimos afios se ha desencadenado un creciente interés por la busqueda de nuevos
compuestos que sean mads eficaces frente a estos microorganismos resistentes. Muchas
investigaciones se han centrado en las propiedades antimicrobianas de compuestos de origen
vegetal, por considerarlas mas respetuosas con el medio ambiente y menos perjudiciales para el
ser humano.

Se ha demostrado en trabajos previos que las plantas generan numerosos compuestos
antimicrobianos, como por ejemplo Zygophyllum fabago con efecto antifungico (Dana et al., 2010)
utilizando extractos acuosos. Otros trabajos (Anzlovar y Dolenc, 2013) también han investigado la



inhibicién producida por extractos acuosos y organicos de género Solidago sp., tanto en hongos
(Phytophtora) como bacterias (Staphylococcus aureus y E. coli).

En gran parte, la fuente de investigacidon de estos compuestos son las plantas medicinales, que se
han utilizado tradicionalmente por sus propiedades terapeuticas y antimicrobianas. Sin embargo,
un campo de estudio sin explotar son las plantas invasoras. Muchas de estas especies deben su
capacidad de invasion a la produccidn de toxinas o compuestos alelopaticos que podrian inhibir el
crecimiento de hongos y bacterias. Otra ventaja de la potencial utilizacion de plantas invasoras
como fuente de compuestos bioactivos es su abundancia en determinadas dreas y la gran
produccién de biomasa, lo que facilitaria la obtencién de materia vegetal, todo ello sin alterar la
flora autdctona o poner en riesgo a especies vulnerables.

Por ello, se plantean los siguientes objetivos:
Como objetivo principal: evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de plantas invasoras.
Como objetivos especificos se plantea:

- Objetivo preliminar: Seleccionar y localizar las especies invasoras objeto de estudio, en
funcién de su potencial antimicrobiano.

- Elaborar extractos de plantas invasoras con diferentes extractantes y medir su rendimiento.

- Evaluar la capacidad antimicrobiana (antiflingica y antibacteriana) de los extractos.



METODOLOGIA
Especies vegetales utilizadas

Como paso previo, se realizd una busqueda bibliografica para identificar especies invasoras que
estuvieran presentes en zonas cercanas a Elche y sobre las que se hubiera destacado algun tipo de
capacidad toxica o alelopatica, fundamentalmente a partir de la informacidn contenida en el Atlas
de las Plantas Aléctonas Invasoras en Espanfia, publicado por el Ministerio de Medio Ambiente (Sanz-
Elorza et al., 2004; www.miteco.gob.es). Para este estudio, se seleccionaron las siguientes especies:

e FEucalyptus globulus Labill. (Figura 1)

Arbol de mediano o de gran porte que puede llegar a los 40 o 50 m de altura. Mantiene las hojas
durante todo el afio. Estas son opuestas, de contorno ovado, ensanchadas y redondeadas en la
base, gruesas y correosas, sin pelo, con borde entero y de color verde mas acusado por el haz. Las
flores nacen en la axila de las hojas, solitarias, ocasionalmente en grupos de a 3, tienen la forma
caracteristica de una urna cubierta de una cera blanco-azulada. El fruto es una capsula pétrea que
se abre apicalmente por 3-6 valvas triangulares que quedan al nivel del disco. Florece de octubre a
enero. Se reproduce por semilla y por brotes de cepa.

Introducido en Espaia, sobre todo en el contorno del mar Mediterraneo, como arbol forestal para
cultivos madereros destinados a la obtencidn de pasta de celulosa.

Produce efectos muy negativos sobre el paisaje, desfigurandolo por completo al invadir bosques y
matorrales y sustituir sus plantaciones a la vegetacidon autdctona. En cuanto a la biodiversidad, los
efectos alelopaticos producidos por la hojarasca impiden el desarrollo del resto de la flora, y
esterilizan casi completamente el suelo incluso mucho tiempo después de haber desaparecido los
eucaliptos.

Figura 1: Eucalyptus globulus. A: aspecto del arbol; B: detalle de hojas y frutos.



e Schinus molle L. (Figura 2)

Arbol perennifolio de hasta 10 m de altura pudiendo llegar a los 25 m, ramas colgantes de aspecto
llorén. Hojas divididas, imparipinnadas de 10-30 cm de longitud, con foliolos opuestos o alternos.
Flores unisexuales o hermafroditas, a veces existen inflorescencias axilares mas cortas en la axila
de las hojas superiores. Fruto en drupa globosa de 4—7 mm de didmetro.

Con un crecimiento bastante rapido, se adapta a un amplio espectro de suelos, aunque aparece
mas en suelos calcareos. Planta termdfila pero sensible a heladas.

Introducida como ornamental. Se cultiva con frecuencia en parques y calles de la costa
mediterranea. Puede formar masas monoespecificas que desplazan a la vegetacién autdctona.

Las hojas pueden producir dermatitis en personas sensibles, debido a la presencia de una resina
muy olorosa. Semillas toxicas.

Figura 2: Schinus molle. A: aspecto del arbol; B: detalle de hojas.
e Schinus terebinthifolius Raddi (Figura 3)

Arbol de 5-7 m de altura, copa densa y redondeada. Hojas compuestas, pecioladas, de color verde
claro, imparipinnadas, de 8-20 cm de longitud peciolo incluido. Las flores son normalmente
unisexuales y se agrupan en paniculas axilares, poco densas. Son pequefias, blanco amarillentas,
con 5 pétalos y 10 estambres. Frutos en drupa globosas de color rojo intenso y muy numerosas.

Introducida como ornamental. Se trata de un arbol rustico que tolera suelos calcareos y algo acidos,
resiste muy bien la sequia, siendo muy sensible a las heladas.

Puede ser toxica y alergégena para el ser humano. Produce sustancias alelopaticas que pueden
impedir el crecimiento de la vegetacidén herbacea.



Figura 3: Schinus terebinthifolius A: aspecto del arbol; B: detalle de hojas.
e Zygophyllum fabago L. (Figura 4)

Planta herbacea de hasta 75 cm de altura, ramas articuladas, hojas con peciolo estrechamente
alado y flores solitarias o pareadas en la axila de las hojas de la parte final de las ramillas, zigomorfas
debido al desarrollo desigual de los estambres.

Se trata de una especie nitroéfila, propia de terrenos sometidos a fuerte influencia de hombre como
cunetas, orillas de caminos, cultivos agricolas, caminos etc. Resiste la sequia y las altas
temperaturas y es sensible a frios intensos. Prefiere suelos arcillosos o margosos, algo salobres y
Secos.

Parece ser que su introduccion fue accidental, asociada a cultivos agricolas. Puede encontrarse
ampliamente naturalizada en todo el sudeste de la Peninsula ibérica, puntualmente aparece en
algunos enclaves de la mitad oriental.

Las hojas de esta planta son tdxicas para el hombre y el ganado debido a la presencia de alcaloides.

Figura 4: Zygophyllum fabago. A: aspecto de la planta; B: detalle de hojas y frutos.



Recoleccion y preparacion de material vegetal

Se realizaron varias salidas previas para localizar las zonas de crecimiento de las especies
seleccionadas. Eucalyptus globulus, Schinus molle y Schinus terebenthifolius se localizan en el
campus de la Universidad Miguel Hernandez de Elche, mientras que Zygophyllum fabago, se
encontraba en el camino al pantano de Elche (Tabla 1).

Para cada especie se seleccionaron tres individuos adultos y sanos y se recogieron hojas de tres
partes de cada planta (zona basal, media y superior), que se mezclaron para formar una muestra
compuesta que se guardd en bolsas de papel convenientemente rotuladas. Las hojas dafiadas, en
mal estado o con sintomas de enfermedad se eliminaron. Con la intencidn de facilitar el trabajo de
laboratorio, a cada especie vegetal seleccionada para el proyecto se le asignd un nimero de registro
que se uso en todos los ensayos.

Tabla 1: Especies vegetales utilizadas en el estudio para la obtencidn de extractos.

Numero de Nombre Nombre Familia Localidad de Descripcion del
registro cientifico comun recogida lugar
8 Eucalyptus Eucalipto Mirtaceas Elche Jardin
globulus comun 38°16' 38.96N
0°41'39.66"W
9 Schinus molle Falso Anacardiaceas Elche Jardin
pimentero 38°16' 23.50"N
0°41'26.92"W
10 Schinus Turbinto Anacardiaceas Elche Jardin
terebenthifolius 38°16'31.52"N
0°41'31.78"W
11 Zygophyllum Morsana, mata Zigofilaceas Elche Borde de
fabago acostada 38°16'52.95"'N camino
0°41'52.12"W

Las muestras se procesaron en un tiempo no superior a 24 h. En el laboratorio se lavé el material
vegetal con aguay se enjuagd con agua destilada, quitdndose el exceso de agua con papel secante,
se extendid y dejo secar en la oscuridad.

Una vez seco se separaron y desecharon los tallos. Las hojas se trituraron en un molinillo de café
marca Braun ® y se guardaron en botes cerrados e identificados en oscuridad.

Preparacion de los extractos vegetales

Para obtener los extractos se utiliz6 Acetona marca TQCHEM con una riqueza del 99,5%, Etanol
Applichem con una pureza del 96% y Metanol Applichem para UHPLC al 99,9% como extractantes.

Una vez que se tuvo la planta triturada se procedid a afiadir el extractante, a una concentracién
1:10 (3 gramos de planta + 30 ml extractante) en tubos de pldstico de 50 cc de capacidad.

Los tubos se taparon, se colocaron en una gradilla cubierta con papel de aluminio y se dispusieron
en un agitador marca OVAN® (Figura 5) durante 24 horas.



Posteriormente se centrifugaron en una centrifuga Heraeus modelo Labofuge 400 (Figura 6)
durante 10 minutos a 3500 rpm. Se decantd el sobrenadante a otros tubos limpios y pesados
previamente.

Figuras 5y 6: Agitador de movimiento marca OVAN y Centrifuga Heraeus modelo Labofuge 400.

Para eliminar totalmente el extractante se siguieron distintos procedimientos segln la naturaleza
de éste.

En el caso de acetona, se dejaron evaporar en los tubos a temperatura ambiente bajo chorro de
aire en campana extractora, obteniéndose una evaporacién rapida.

Con los extractos con etanol no se consiguid la evaporacidon necesaria en un tiempo aceptable, por
lo que se traspasaron a placas Petri de cristal pesadas previamente, con el fin de aumentar la
superficie de evaporacidn y se colocaron bajo chorro de aire en la campana extractora.

Los extractos con metanol se evaporaron bajo presién de vacio en un rotavapor Heidolph® (figura
7) a 39°C. Para ello, cada extracto se coloca en un balén de cristal de 250 ml de capacidad, pesado
previamente, que se introduce en un bafio de agua a la temperatura indicada, haciéndolo girar. Se
cierran las llaves de paso para conseguir el vacio y se mantiene asi hasta que el vapor ha condensado
completamente en el serpentin de destilacidon y ya no evapora mas.

Finalizado el proceso de evaporacidn, los extractos se pesaron de nuevo y se calculd el peso del
extracto seco por diferencia entre el peso inicial y el final. Con los datos obtenidos se determind el
rendimiento de la extraccién, dividiendo el peso del residuo o extracto entre el peso de la muestra
original y multiplicandolo por 100.

Rendimiento = (Peso residuo/peso seco original material vegetal) x 100

Los extractos fueron reconstituidos con etanol (en el caso del extractante etanol), acetona (en el
caso del extractante acetona) y dimetilsulféxido (DMSO marca SIGMA-ALDRICH 299%) (en el caso
del extractante metanol), preparando una solucién stock a 100 mg/ml que se conservo a 4 °C hasta
su uso. A partir de la solucién stock se prepararon diluciones a 20 mg/ml para etanol y acetonay 50
mg/ml para metanol-DMSO.
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Figura 7: Rotavapor marca Heidolph utilizado para evaporar metanol de los extractos.

Esterilizacion de los extractos

Los extractos diluidos a la concentracién deseada se esterilizaron por filtracion inmediatamente
antes de su uso mediante filtros de membrana de acetato de celulosa estériles SCA grade, CHM®
de 2,5 cm de diametro y 0,45 um de tamaiio de poro.

Se pasaron a un tubo de cristal estéril y conservaron entre 2 y 5 °C durante el proceso.

Medios de cultivo utilizados

e PDA (por las siglas en inglés Potato Dextrosa Agar)

Este medio se utilizé para el cultivo de los hongos, tanto para el mantenimiento de las cepas como
en los ensayos (Figura 8).

El procedimiento para prepararlo consiste en afiadir 39 g del medio de cultivo en un litro de agua
destilada, y mezclar con ayuda de un agitador magnético hasta su completa disolucion.
Posteriormente se esteriliza, para lo cual se llenan frascos de vidrio, que se autoclavan a 120 °C
durante 20 minutos. Una vez autoclavado el medio se deja enfriar a una temperatura aproximada
de 45 °C. Después se procede al llenado de placas de 9 cm de didmetro en la cabina de flujo laminar.

Se utilizado PDA marca CONDA®.
e AN (Agar nutritivo)

Este medio se utilizd para el cultivo de bacterias, tanto para el mantenimiento de las cepas como
en los ensayos (Figura 9).

Segun las instrucciones del fabricante, se afiaden 23g de medio de cultivo a 1 litro de agua destilada.
Con ayuda de un agitador magnético, se mezcla hasta su correcta disolucién. Para su esterilizacion,
los frascos se autoclavan a 120 °C durante un tiempo de 20 minutos.
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Finalizado el paso anterior, se dejan enfriar a una temperatura aproximada de 45°C y se procede al
llenado de placas de 9 cm de diametro en el interior de la cabina de flujo laminar.

Se utilizd AN marca CONDAZ®.

Figuras 8 y 9: PDA y AN, medios de cultivo empleados para los ensayos con hongos y bacterias,

respetivamente.

Aislamiento y cultivo de los microorganismos utilizados

Los hongos y bacterias utilizados en este estudio se muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Hongos y bacterias utilizados para evaluar la capacidad antimicrobiana de los extractos

de plantas.

Hor;gos

Alternaria sp.
UMH18007

Aspergillus niger
UMH18005

Botrytis cinérea
UMH18008

Sclerotinia sp.
UMH18009

Fusarium sp.

Phytophthora citrophthora

Procedencia
Frutos de Citrus x limon (limén)
Bulbos de Allium cepa (cebolla)
Frutos de Fragaria virginiana (fresa)
Frutos de Fragaria virginiana (fresa)

Coleccion del CEBAS-CSIC, Murcia.
Proporcionado por Dr. JA. Pascual

Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT), Valencia.

Caracteristicas

Saprofito
Patdgeno oportunista

Saprofito
Patdgeno oportunista

Saprofito
Patégeno oportunista
Saprofito
Patégeno oportunista

Parasito vascular

Parasito vascular
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Bacterias Procedencia Caracteristicas

Escherichia coli Coleccidn de cultivos del Area de Enterobacteria
Microbiologia de la UMH Gram negativa
Micrococcus luteus Coleccidn de cultivos del Area de Saprofito
Microbiologia de la UMH Gram positivo
Staphylococcus epidermidis Coleccidn de cultivos del Area de Piel y mucosas
Microbiologia de la UMH Gram positivo
Hongos

Los hongos utilizados en este trabajo se aislaron a partir de alimentos de origen vegetal con indicios
visibles de dafios fisicos o colonizacidn fungica. Previa incubacién en oscuridad y a temperatura
ambiente durante 24 horas, en condiciones estériles, se tomaron con asa de siembra pequefias
porciones de hifas o esporas visibles en el material, y se colocaron en placas Petri con medio de
cultivo PDA. Las placas se incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente durante 3-7 dias.
Posteriormente se seleccionaron porciones de las colonias iniciales sin signos de contaminacién y
se repicaron en nuevas placas Petri con medio PDA.

Ademas, se han utilizado los hongos Fusarium sp., proporcionado por el Dr. J.A. Pascual a partir de
la coleccidn de cultivos del CEBAS-CSIC, Murcia y Phytophthora citrophthora, proporcionado por la
Coleccidn Espariola de Cultivos Tipo (CECT), Valencia.

Los hongos se conservaron a 4°C para su posterior utilizacién, pasandose a medio fresco PDA
periddicamente.

Bacterias

Las bacterias utilizadas en este estudio han sido proporcionadas por R. Valera y la Dra. M.
Torreblanca, del drea de Microbiologia del Departamento de Produccién Vegetal y Microbiologia
de la Universidad Miguel Hernandez. Por cuestiones de bioseguridad, se trata de cepas no
patogénicas de uso docente (figura 10).

Estas cepas se han conservado a 42C en medio de cultivo agar nutritivo, repicandose a medio fresco
periddicamente.

Figura 10: (De izquierda a derecha): Cultivos stock de Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis y
Micrococcus luteus.
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ENSAYOS

Evaluacién de la capacidad antifungica mediante la técnica de
difusion en disco

En este ensayo se pretende comprobar la posible formacidon de una zona de inhibicidon en el
crecimiento de los hongos frente a los diferentes extractos seleccionados impregnados sobre un
disco que se coloca sobre el medio de cultivo. Para ello se utilizé la técnica de difusion en disco o
método Kirby-Bauer (Bauer, 1996) adaptada para hongos filamentosos segun el protocolo M51-A
descrito por el Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2010).

El disefio experimental consistio en: Se evaluaron los extractos de 4 plantas (Eucalyptus globulus,
Schinus molle, Schinus terebenthifolius, Zygophyllum fabago) con 3 extractantes (etanol, acetonay
metanol) frente a 6 hongos (Alternaria sp, Aspergillus niger, Botrytis cinérea, Sclerotinia sp.,
Fusarium sp., Phytophthora citrophthora).

Como control positivo se utilizé nistatina y como controles negativos etanol, acetona y DMSO.
Esto supone un total de 16 tratamientos, con 3 repeticiones por tratamiento.

Todo el proceso se realiza en condiciones estériles en cabina de flujo descendente y con todo el
material autoclavado previamente (agua, puntas de pipeta, tubos Eppendorf, discos de 6,5 mm de
didmetro, placas Petri vacias y placas con medio (PDA), discos de control (nistatina), bastoncillos de
siembra o hisopo, pinzas, bisturi, etc.). (Figura 11). Los extractos de las plantas y los controles
negativos se esterilizaron por filtracion, segin el método descrito anteriormente (pag. 11).

Para preparar los indculos fungicos que se utilizaran para sembrar las placas se siguiod el protocolo
para hongos filamentosos M38 A, del CLSI (Cantén et al., 2007) modificado. Para ello se parte de
cultivos de 7 dias crecidos a una temperatura de 25°C. Con un asa bacterioldgica se toman pequefias
porciones del cultivo del hongo y se introduce en un tubo de cristal con 5 ml de agua estéril. Se
agita vigorosamente durante 10-15 segundos en un agitador tipo vortex marca Heidolph Reax, se
ajusta la turbidez en un densimetro Biosan DEN-1 a 0,5 unidades McFarland, afiadiendo agua
destilada y hongo hasta lograr la turbidez adecuada. Para Phytophthora de ajusté una densidad de
0,6.

En trabajos previos (Cantdn et al., 2007) se ha comprobado que una turbidez de 0,5 unidades
McFarland corresponde a un rango de 70-80% de transmitancia medida a 530 nm, y a una densidad
del indculo de 10°-10° unidades formadoras de colonias por ml, suficiente para garantizar un
crecimiento homogéneo en el medio de cultivo (Martos et al., 2012).

El inéculo para cada hongo se prepard inmediatamente antes de su uso.

Para sembrar las placas se impregna un hisopo estéril en el indculo preparado y se elimina el exceso
contra la pared del tubo; luego se inocula cada placa Petri, siguiendo el método de siembra en
césped en tres direcciones. Las placas se dejaron secar unos minutos.

Los extractos correspondientes a los diferentes tratamientos se aplicaron sobre discos de papel
Whatman, tipo AA, de 6 mm de didmetro a razén de 25 pl por disco, lo que corresponde a 500 pg
por disco para los extractos de etanol y acetona y 1250 pg/disco para los extractos de metanol-
DMSO. Asimismo, se impregnaron discos con 25 ul de los extractantes etanol y acetona.
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Para el control con nistatina se utilizaron discos de 6,5 mm de didmetro impregnados con 100 U
de producto, de la marca Biorad®.

Los discos se colocan en la superficie de las placas previamente sembradas mediante la ayuda de
pinzas estériles. Se colocaron 4 discos por placa, debidamente rotuladas.

Las placas se incubaron en oscuridad, a 28 °C, realizdndose observaciones diariamente, con luz
directa y por ambos lados de la placa, sobre fondo claro y fondo negro con el fin de distinguirlos
mejor. A los tres dias se midieron las zonas de inhibicién con una regla milimetrada.

-

Figura 11: Cabina de flujo descendente con placas Petri antes la inoculacion del hongo

Evaluacién de la inhibicion del crecimiento de los hongos por
contacto directo con el extracto

En este ensayo se evalud el efecto de la aplicacion de los extractos al medio de cultivo sobre el
crecimiento de micelio fungico.

El disefio experimental consistid en: Se evaluaron los extractos de 4 plantas (Eucalyptus globulus,
Schinus molle, Schinus terebenthifolius, Zygophyllum fabago) frente a los hongos Botrytis cinerea,
Fusarium sp., Phytophthora citrophthora. Se utilizaron extractos vegetales obtenidos con etanol y
acetona; como controles negativos se utilizé etanol y acetona, el control positivo consistia en placas
sin ningun aditivo.

Se prepararon placas de Petri con medio PDA, a razén de 14 placas por hongo. En cada placa se
afiadié 600 pl de los extractos correspondientes o los controles etanol y acetona extendiéndose por
la placa mediante movimientos circulares hasta conseguir una distribucién homogénea.

Una vez que el extracto se seco, se colocd una porcién de cada hongo en la placa de 8 mm de
didmetro obtenido de un cultivo de al menos 7 dias, con la ayuda de un sacabocados y un bisturi.

Todo el ensayo se realizd en condiciones estériles en una cabina de flujo descendente (figura 11).

Las placas se incubaron a 28 °C en oscuridad y se evalud su crecimiento mediante regla milimetrada
a lo largo de seis dias con luz directa, fondo claro y fondo oscuro, hasta que la colonia alcanzé su
tamafio maximo.
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Técnica de difusiéon en disco para evaluacion de la capacidad
antibacteriana

En este ensayo se pretende comprobar la posible formacidon de una zona de inhibicidon en el
crecimiento de las bacterias frente a los extractos seleccionados impregnados sobre un disco que
se coloca sobre el medio de cultivo. Para ello se utilizé la técnica de difusidn en disco o método
Kirby-Bauer (Bauer, 1996), segun el protocolo M02-A12 descrito por el Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI, 2015).

El disefio experimental consistio en: Se evaluaron los extractos de 4 plantas (Eucalyptus globulus,
Schinus molle, Schinus terebenthifolius, Zygophyllum fabago) con 3 extractantes (etanol, acetonay
metanol) frente a 3 bacterias (Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis y Micrococcus luteus).

Como controles positivos se utilizé Ampicilina, Amoxicilina y Cloramfenicol y como controles
negativos etanol, acetona y DMSO.

Esto supone un total de 18 tratamientos, con 3 repeticiones para cada uno.

Todo el proceso se realiza en condiciones estériles en cabina de flujo descendente y con todo el
material autoclavado previamente (agua, puntas de pipeta, tubos Eppendorf, discos de 6,5 mm de
diametro, placas Petri vacias y placas con medio (AN), bastoncillos de siembra o hisopo, pinzas,
bisturi, etc). Tanto los extractos de las plantas como los controles negativos se esterilizaron por
filtracidn segun el método descrito anteriormente (pag. 11).

Para preparar los inéculos de las tres bacterias, con un asa de siembra se toma una porcién de la
placa Petri con un cultivo stock de la bacteria en cuestidn, y se pasa a un tubo estéril con 5 ml de
agua destilada. Se agita vigorosamente durante 10-15 segundos en un agitador tipo vortex marca
Heidolph Reax y se ajusta la turbidez en un densimetro Biosan DEN-1 a 0,5 unidades McFarland,
anadiendo agua destilada o bacteria hasta que su densidad 6ptica sea de 0,5 unidades McFarland,
lo que corresponde a un indculo de 105-10% unidades formadoras de colonias (Figuras 12y 13).

Los indculos bacterianos se prepararon inmediatamente antes de su uso.

Parainocular las placas Petri se impregna un hisopo estéril en el inéculo, se elimina el exceso contra
la pared del tubo y se siembra cada placa en césped en tres direcciones. Las placas se dejaron secar
unos minutos.

Los extractos correspondientes a los diferentes tratamientos se aplicaron sobre discos de papel
Whatman, tipo AA, de 6mm de didmetro a razén de 25 pl por disco, lo que corresponde a 500 pg
por disco para los extractos de etanol y acetona y 1250 pg/disco para los extractos de metanol-
DMSO. Asimismo, se impregnaron discos con 25 ul de los extractantes etanol, acetona y DMSO.

Para los controles positivos se utilizaron discos estériles de BioRAD ® precargados con 10 pg de
Ampicilina, 25 pg de Amoxicilina y 30 pg de Cloranfenicol.

Los discos se colocan en la superficie de las placas previamente sembradas mediante la ayuda de
pinzas estériles. Se colocaron 4 discos por placa, debidamente rotuladas.

Las placas se incubaron en una estufa a 37 °C y a las 24 horas se midié la zona de inhibicién de
crecimiento bacteriano con una regla milimetrada, realizandose otra medida a las 48 horas en los
casos de crecimiento bacteriano mas lento.

16



Figuras 12 y 13: Densitometro Biosan DEN-1 y agitador tipo vortex marca Heidolph Reax

RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento de los extractos

Como se observa en la figura 14, los extractos obtenidos con metanol han obtenido un rendimiento
mucho mayor que los obtenidos con etanol y acetona, siendo los pertenecientes al género Schinus
sp. los que han obtenido mayor porcentaje, seguido de Z. fabago y por ultimo el perteneciente a E.
globulus.

Los extractos de acetona son los siguientes en cuanto a rendimiento, con unos porcentajes entre
10y 11,67 %.

Por ultimo, los extractos con etanol son los que han tenido un menor rendimiento con valores entre
8vy2,3%.

Estos datos concuerdan con la bibliografia existente al respecto, donde se indica de forma general
gue el metanol es uno de los mejores solventes en cuanto a cantidad de producto extraido o
eficiencia, ademas de mejorar la extraccidn de determinados metabolitos como los flavonoides,
fenoles y otros compuestos antioxidantes (Kothari et al., 2012). Tanto etanol como metanol o
acetona son disolventes orgdnicos que extraen los compuestos con un amplio rango de polaridades.
Sin embargo, debido a la mayor eficiencia del metanol comparado con etanol se ha utilizado de
forma mads amplia para la evaluacién de la actividad antimicrobiana.

Aunque existe mucha variacidon en el rendimiento obtenido seglin el método de extraccion, la
especie vegetal y otros factores, se puede afirmar que el rango de valores de rendimiento en este
estudio (2,3-33,7 %) se encuentra dentro de los valores obtenidos en otros trabajos. Asi, Diaz et al.,
obtienen un rendimiento de 34,5 % con Schinus molle.

17



40

3 33,67
29
30
<
S 2 23,33
9
o
g 20 17
£
T 15
S 11,67 10,6710,67 19
“ 10 8
6,67 733
5 I I 2,33
0
KN S R R IR
N A S T & S &S R
¢ ¢ EX &S & ’b" %(g',” & & &Q’} &é‘

Figura 14: Rendimiento de los extractos obtenidos con los diferentes extractantes. El nimero corresponde

con la especie vegetal: 8-Eucalyptus globulus, 9-Schinus molle, 10 -Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum
fabago.

Capacidad antifungica de los extractos de plantas

Se observé un crecimiento total de los hongos por todas las placas. Unicamente alrededor de los
discos de nistatina colocados en las placas control se produjo un claro efecto inhibitorio, lo que
valida el ensayo (figura 15).

Figura 15: De izquierda a derecha: cultivos de Phytophthora citrophthora, Aspergillus niger, Fusarium sp.,
Sclerotinia sp., Botrytis cinerea y Alternaria sp. con extractos en etanol y acetona de 8-Eucalyptus globulus,

9-Schinus molle, 10 -Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago. Las flechas sefialan los discos con el
antibidtico nistatina.

Sin embargo, cabe destacar la formacion de pequefios halos de inhibicién en los hongos Fusarium
sp y Phytophthora citrophthora por parte de los extractos de E. globulus (entre 1 y 1,4 cm de
didmetro). También el extracto de Z. fabago con etanol tubo efecto inhibitorio en Fusarium sp. y S.
molle con etanol y acetona sobre Phytophthora citrophthora. Se observd también un efecto
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inhibitorio del extracto de S. terebinthifolius sobre Sclerotinia, aunque este fue muy reducido (1,1
cm de diametro) (Tabla 3).

Tabla 3: Didmetro de la zona de inhibicién a las 72 horas del inicio del cultivo. Los datos obtenidos son el
resultado de la media de tres repeticiones + la desviacidn tipica. La letra de los extractos corresponde al
extractante utilizado: etanol (E) y acetona (A). El nimero corresponde con la especie vegetal: 8-Eucalyptus
globulus, 9-Schinus molle, 10 -Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago.

Zonade Altenaria Aspergillus Botrytis Fusarium | Phytophthora Sclerotinia
inhibicion sp. niger cinerea sp. citrophthora sp.
72 h
E8 00 00 00 1,4+0,08 1,30 00
E9 010 010 0+0 010 110 010
E10 010 010 0+0 010 0+0 010
E11l 00 00 00 1,2+0,22 00 00
A8 00 00 00 1,4+0,33 110 00
A9 010 010 0+0 010 1,1+0,08 010
Al10 010 010 0+0 010 0+0 1,1+0,08
All 00 00 00 00 00 00
Etanol 00 00 0+0 00 0+0 00
Acetona 00 00 00 010 010 010
Nistatina = 3,07+0,15 2,0710,42 3,2+0,42 210,2 2,73%0,25 2,25+0,2

Con los extractos con metanol no se produjo efecto inhibitorio sobre ninguno de los hongos (tabla
4), a pesar que éstos tenian una concentracién del 50 mg/ml frente a los 20 mg/ml de los extractos
en etanol y acetona. Sin embargo, se observaron zonas de inhibicién alrededor de los discos control
nistatina, al igual que ocurrid con los extractos en etanol y acetona (Figura 16).

Es posible que los hongos utilizados sean especialmente resistentes a los posibles compuestos
antimicrobianos presentes en las plantas, o que sea necesaria una mayor concentracién del
extracto para observar los efectos. De forma similar a nuestros resultados, Rahua et al. (2000) no
observaron inhibicidon de Aspergillus niger con extractos de 29 especies de plantas. Sin embargo,
los resultados de otros trabajos previos son poco homogéneos y contradictorios. Asi por ejemplo,
Singh et al. (2014) y Diaz et al. (2009) encontraron inhibicién del crecimiento de Alternaria por
extractos de Eucalyptus camaldulensis y Schinus molle respectivamente, utilizando estos ultimos
extractos sin diluir; esto hace pensar que la inhibicion depende de la cantidad de extracto utilizado.
Tambien Gakuubi et al. (2017) demostraron actividad antifingica de aceite esencial de Eucalyptus
camaldulensis frente a Fusarium sp.

Ante estos resultados, nos planteamos hacer otro ensayo aumentando la cantidad de extracto y
facilitando el contacto del mismo con los hongos.
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Tabla 4: Didmetro de la zona de inhibicién a las 72 horas del inicio del cultivo. Los datos obtenidos son el
resultado de la media de tres repeticiones + la desviacidn tipica. La letra de los extractos corresponde al
extractante utilizado metanol (M). El numero corresponde con la especie vegetal: 8-Eucalyptus globulus, 9-
Schinus molle, 10 -Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago.

Zonade  Alternaria Aspergillus Botrytis Fusarium = Phytophthora Sclerotinia

inhibicion sp. niger cinerea sp. citrophthora sp.
M8 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
M9 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
M10 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
M11 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
DMSO 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Nistatina 3,02+0,1 2+0 2,810,24 1,5+0,16 1,3+0,94 310

Figura 16 A, B y C: Cultivos de Aspergillus niger (A), Sclerotinia sp. (B) y Botrytis cinerea (C) con extractos en
metanol de 8-Eucalyptus globulus, 9-Schinus molle, 10 -Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago.

Inhibicion del crecimiento del micelio por contacto directo con los
extractos

En el caso de Botrytis cinerea (figuras 17 y 18) se puede observar que con los extractos con etanol
se produce una inhibicidon clara por parte de E. globulus, S. molle y S. terebentifolius pero no con Z
fabago. Los extractos con acetona de todas las especies también produjeron una inhibiciéon
importante del crecimiento del micelio con respecto a la placa control. Con los controles etanol y
acetona se obtuvieron resultados muy similares o incluso superiores al control.
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Figura 17 A y B: Crecimiento del micelio de Botrytis cinerea en medio PDA adicionado con extractos de
plantas a lo largo del tiempo. La letra de los extractos corresponde al extractante utilizado: etanol (E) y
acetona (A). El numero corresponde con la especie vegetal: 8-Eucalyptus globulus, 9-Schinus molle, 10 -
Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago.

Figura 18 A y B: Crecimiento del hongo Botrytis cinerea en medio PDA con diferentes extractos de plantas y
diferentes extractantes. E etanol, A acetona. El nUmero corresponde con la especie vegetal: 8-Eucalyptus
globulus, 9-Schinus molle, 10-Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago.

En el caso de Phytophthora citrophthora (figuras 19 y 20) se produjo una disminucion del
crecimiento en todas las placas donde se afiadié extracto al medio de cultivo. Tanto en los extraidos
con etanol como en acetona se han producido resultados similares. El extracto con mayor efecto
antifungico fue E. globulus no produciéndose ningln crecimiento por parte del hongo. Los extractos
de S. molle también mostraron gran poder inhibitorio, retrasando el inicio del crecimiento de la
colonia hasta 5 dias y 2 dias con etanol y acetona respectivamente.

S. terebinthifolius y Z. fabago también impidieron el crecimiento del hongo hasta 2 dias en los
extractos obtenidos con etanol reduciendo su crecimiento en los dias posteriores. En el caso de los
obtenidos con acetona, aunque el micelio de P. citrophthora crecié a las 24 horas su crecimiento
fue inferior a las placas control.

Tanto en las placas control como las placas con los extractantes etanol y acetona (controles
negativos) el hongo ha tenido un crecimiento similar, lo que confirma el poder antifliingico de los
extractos y da validez al ensayo.
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Figura 19 A y B: Crecimiento del micelio de Phytophthora citrophthora en medio PDA adicionado con
extractos de plantas a lo largo del tiempo. La letra de los extractos corresponde al extractante utilizado:
etanol (E) y acetona (A). El nimero corresponde con la especie vegetal: 8-Eucalyptus globulus, 9-Schinus
molle, 10 -Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago.

Figura 20 Ay B: Crecimiento del hongo Phytophthora citrophthora en PDA con diferentes extractos de plantas
y diferentes extractantes. E etanol, A acetona. El numero corresponde con la especie vegetal: 8-Eucalyptus
globulus, 9-Schinus molle, 10 -Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago.

Con respecto a Fusarium (Figuras 21 y 22) se observé una ligera disminucién en el crecimiento por
en las placas con el extracto de las especies del género Schinus sp., 1a mayor inhibicidn la produjo
sin embargo E. globulus. En cambio, el extracto de Z fabago no dio lugar a inhibicidn alguna,
llegando incluso a superar en crecimiento a la placa de control en algunos casos y/o la placa con el
extractante.

Es también interesante mencionar que se observé una clara variacién en la morfologia de la colonia
especialmente en el caso de los extractos obtenido con etanol, con un color mas claro y una menor
densidad de hifas que el control.
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Figura 21 A y B: Crecimiento del micelio de Fusarium sp. en medio PDA adicionado con extractos de plantas
a lo largo del tiempo. La letra de los extractos corresponde al extractante utilizado: etanol (E) y acetona (A).
El ndimero corresponde con la especie vegetal: 8-Eucalyptus globulus, 9-Schinus molle, 10-Schinus
terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago.

Figura 22 A y B: Crecimiento del hongo Fusarium sp en PDA con diferentes extractos de plantas y diferentes
extractantes. E etanol, A acetona. El nUmero corresponde con la especie vegetal: 8-Eucalyptus globulus, 9-
Schinus molle, 10 -Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago.

Con los datos obtenidos se calculo el porcentaje de inhibicidn, que se muestra en las tablas 5y 6.

Para calcular el porcentaje de inhibicion de utilizé la siguiente férmula:

Diametro placa control—Diametro placa tratamiento

Porcentaje de inhibicion = x 100

Diametro placa control

El mayor porcentaje de inhibicidn se produjo sobre Phytophthora citrophthora. Todos los extractos
etandlicos produjeron porcentajes de inhibicién de 100% en las primeras 48 horas. E. globulus
mantuvo un 100% en los 6 dias que duro el ensayo, S. molle también tuvo una inhibicidn del 100%
hasta el sexto dia que bajo al 78,6 %. Con S. terebinthifolius y Z. fabago también bajé la inhibicién
alos 5 dias del 100% al 60,7 y 57,1 % respectivamente.
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El segundo hongo con mayor porcentaje de inhibicidn fue Botrytis cinerea. En el caso de E. globulus
se produjo un porcentaje de inhibicidén notable disminuyendo a lo largo de los dias llegando al 66,9
% en el dia 6. En cambio, el extracto etandlico de Z. fabago no produjo inhibicidn.

En el caso de Fusarium, todos los extractos excepto el de Z. fabago inhibieron en menor medida el

crecimiento del micelio.

Tabla 5: Porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio con los extractos de 8-Eucalyptus globulus, 9-
Schinus molle, 10-Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago obtenidos con etanol, a lo largo de 6 dias.

Tiempo Extractos

Dia 2 E8
E9
E10
E11
ETANOL
Dia 5 E8
E9
E10
E11
ETANOL
Dia 6 E8
E9
E10
E11
ETANOL

Botrytis
cinerea

72,7
75,5
72,7

69,6
28,7
21,7

66,9
30,8
23,1

Fusarium sp.

36,4
31,8
18,36
36,4
46,4
16,7
10,7
28,6
55,2
44,8
34,5

37,9

Phytophthora
citrophthora

100
100
100
100
36,7
100
100
69,8
67,2
31
100
78,6
60,7
57,1
28,6

Tabla 6: Porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio con los extractos de 8-Eucalyptus globulus, 9-
Schinus molle, 10-Schinus terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago obtenidos con acetona, a lo largo de 6

dias.

Tiempo Extractos

Dia2 A8
A9
A10
Al1
ACETONA
Dia 5 A8
A9
A10
Al1l
ACETONA
Dia 6 A8
A9
A10
Al1
ACETONA

Botrytis
cinerea

78,2
59,1
60,9
36,4
65,2
34,8
43,5
26,1
69,2
34,6
42,3
15,4

Fusarium sp.

38,7
26,5
22,4
37,8
26,2
19

34,5
55,2
44,8
44,8
31,1

Phytophthora
citrophthora

100
100
33,3
50
100
62,9
39,7
48,3

100
60,7
32,1
39,3

24



Los extractos obtenidos con acetona produjeron valores de inhibicidn similares a los obtenidos con
etanol. Phytophthora citrophthora fue el hongo mas sensible al contacto directo con los extractos
seguido de Botrytis cinerea y por Ultimo Fusarium sp. Todos los extractos tuvieron algun efecto
inhibitorio. El extracto de E. globulus, al igual que en los extractos obtenidos con etanol, fue el que
produjo mayor inhibicidn.

Las placas que contenian Unicamente el medio de cultivo con acetona tuvieron un crecimiento muy
similar a las placas control, por lo que se puede concluir que la acetona no posee capacidad
antifungica, aunque no puede decirse lo mismo del etanol, que si produjo inhibicién.

Con los datos obtenidos (tablas 5 y 6) se puede afirmar que la aplicacién directa de los extractos
permite detectar una actividad antifungica que no se vié por el método de difusién.

Los extractos de E. globulus tanto los obtenidos con etanol como con acetona poseen la mayor
capacidad antifungica, siendo Phytophthora citrophthora el hongo mas sensible. Los extractos de
S. molle y S. terebinthifolius tuvieron gran poder inhibitorio sobre Phytophthora citrophthora,
Botrytis cinerea y Fusarium sp. Los extractos de Z. fabago y mas concretamente en el obtenido con
etanol solo mostraron propiedades antifingicas frente a Phytophthora citrophthora.

Capacidad antibacteriana de extractos de plantas

La mayoria de los extractos ensayados produjeron halos de inhibiciéon patentes en los cultivos de
bacterias.

En el caso de la bacteria E. coli (figuras 23 y 24) se observo halo de inhibicidn con los extractos de
E. globulus y S. terebinthifolius independientemente del extractante con el que se obtuvieron.

Entre los controles positivos, cloranfenicol fue el que generd el mayor halo de inhibicion. Como
controles negativos se utiliz6 DMSO, etanol y acetona. Ninguno de ellos produjo halo de inhibicidn,
lo que confirma el poder antibacteriano de los extractos, debidos exclusivamente a la planta.

Los resultados obtenidos con nuestras cepas de Escherichia coli, coinciden con los trabajos previos
de Bachir y Benali (2012) y Mota et al. (2014) donde se demostré que las hojas de Eucalyptus
globulus tienen capacidad antimicrobiana. También se ha demostrado previamente en el trabajo
Deveci et al. (2010) la actividad antibacteriana de Schinus molle.
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Figura 23: Diametro de la zona de inhibicidn de Escherichia coli a las 24 horas del inicio del cultivo. La letra
de los extractos corresponde al extractante utilizado: etanol (E), acetona (A), metanol (M). El nimero
corresponde con la especie vegetal: 8-Eucalyptus globulus, 9-Schinus molle, 10-Schinus terebinthifolius y 11-
Zygophyllum fabago. Como control positivo se ha utilizado ampicilina (AMP), amoxicilina (AMOX) vy
cloranfenicol.

Figura 24: Cultivos de Escherichia coli en medio AN a las 24 horas de la siembra con extractos en etanol (E),
acetona (A) y metanol (M) de 8-Eucalyptus globulus, 9-Schinus molle, 10 -Schinus terebinthifolius y 11-
Zygophyllum fabago.

Para Micrococcus luteus, los resultados pueden observarse en las figuras 25 y 26. Los controles
positivos produjeron un gran halo de inhibicién, siendo el de cloranfenicol el que ha tenido mayor
didametro (6 cm). Esto pone de manifiesto la gran sensibilidad de esta especie. Por otra parte,
ninguno de los controles negativos produjo halo de inhibicidn.

Con relacién a los extractos ensayado, los mas efectivos fueron los de E. globulus, aunque también
se observo un pequefio halo en los extractos de S. molle con acetona y DMSO y S. terebinthifolius
con etanol y acetona. Con los extractos de Z. fabago Unicamente se aprecié inhibicidn en el extracto
de DMSO.

Los resultados obtenidos con nuestras cepas de M. luteus coinciden con el trabajo de Scopel et al.
(2015) donde se demuestra la capacidad de Schinus molle para inhibir el crecimiento de Micococcus
luteus.
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Figura 25: Diametro de la zona de inhibicidon de Micrococcus luteus a las 24 horas del inicio del cultivo. La
letra de los extractos corresponde al extractante utilizado: etanol (E), acetona (A), metanol (M). El nimero
corresponde con la especie vegetal: 8-Eucalyptus globulus, 9-Schinus molle, 10-Schinus terebinthifolius y 11-
Zygophyllum fabago. Como control positivo se ha utilizado ampicilina (AMP), amoxicilina (AMOX) vy
cloranfenicol.

Figura 26: Cultivos de Micrococcus luteus en medio AN a las 24 horas de la siembra con extractos en etanol
(E), acetona (A) y metanol (M) de 8-Eucalyptus globulus, 9-Schinus molle, 10 -Schinus terebinthifolius y 11-
Zygophyllum fabago.

Los resultados relativos a Staphylococcus epidermis se muestran en las figuras 27 y 28.

Se puede observar los halos de inhibicién formados por los controles positivos (amoxicilina,
ampicilina y cloranfenicol), de hasta 4 cm en el caso de cloranfenicol mientas que los controles
negativos empleados (DMSO, etanol y acetona) no han producido ninguno.
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En cuanto a los extractos ensayados, E. globulus formd halo de inhibicién con los tres extractantes
empleados; S. molle y S. terebinthifolius también han formado halo, pero de tamano claramente
inferior salvo en el caso de S. terebinthifolius con DMSO. La actividad de S. terebenthifolius frente a
Staphylococcous epidermidis se ha puesto de manifiesto con anterioridad (Cohrane et al. 1999)

En cambio, en el caso de Zygophyllum fabago no se ha producido inhibicién con ninguno de los
extractantes.
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Figura 27: Diametro de la zona de inhibicidon de Staphylococcus epidermidis a las 24 horas del inicio del
cultivo. La letra de los extractos corresponde al extractante utilizado: etanol (E), acetona (A), metanol (M). El
numero corresponde con la especie vegetal: 8-Eucalyptus globulus, 9-Schinus molle, 10-Schinus
terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago. Como control positivo se ha utilizado ampicilina (AMP), amoxicilina
(AMOX) y cloranfenicol.

Figura 28: : Cultivos de Staphylococcus epidermidis en medio AN a las 24 horas de la siembra con extractos
en etanol (E), acetona (A) y metanol (M) de 8-Eucalyptus globulus, 9-Schinus molle, 10 -Schinus
terebinthifolius y 11-Zygophyllum fabago.
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En este trabajo se ha puesto de manifiesto que algunas especies de plantas invasoras pueden
presentar propiedades antifungicas y antibacterianas y por tanto se ha confirmado la hipotesis de
partida. Las especies con las que se ha ensayado en este trabajo se han seleccionado en funcién de
su referenciada capacidad alelopatica y/o tdxica. Se ha sugerido que estas especies invasoras
poseen metabolitos secundarios con una funcién ecoldgica que les permite prosperar en medios
de donde no proceden. Puede ser una funcidn antibiética, antiflingica o incluso de modificacién de
las comunidades microbianas nativas (Capuccino y Arnason, 2006; Dawson y Schrama, 2016).

Sin embargo, reproducir esta actividad en condiciones experimentales in vitro requiere una
optimizacion metodoldgica.

En nuestro caso, conforme a lo esperado segun datos previos (Subramaian et al., 2006; Kothari et
al., 2010) hemos comprobado que el metanol es el solvente con mayor eficiencia de extraccién, es
decir, con el que se obtiene mayor cantidad de producto, lo que puede resultar muy interesante a
la hora de plantear extracciones a mayor escala con plantas invasoras. Sin embargo, no hay que
dejar de lado la posible toxicidad de este compuesto. Ademas de la eficiencia hay que tener en
cuenta la eficacia. Se sabe que el metanol extrae una gran cantidad de compuestos polares y no
polares, entre los que estan los fenoles. Efectivamente, hemos observado una mayor eficacia de los
extractos metandlicos frente a Staphylococcus epidermidis y en algunos casos con Escherichia coli
y Micrococcus luteus. Sin embargo, habria que comprobarlo también frente a hongos.

La técnica estandarizada de difusién sobre disco es comoda y permite ensayar una cantidad elevada
de extractos con relativamente poco esfuerzo (Cantén et al., 2007). Aunque con bacterias las dosis
ensayadas han sido suficientes para visualizar los efectos, no ha ocurrido igual con hongos.
Posiblemente sea necesario aumentar la dosis de aplicacién, trabajando con extractos mas
concentrados o ajustar la cantidad de indculo fungico a la minima cantidad necesaria. Para medir
el efecto antifungico de los extractos, el método de inhibicidon por contacto directo ha resultado
mas eficaz que la técnica de difusién en disco. Aunque este método ha sido utilizado también por
otros autores con Zygophyllum fabago (Dana et al., 2010), es mucho mas costoso y laborioso en
términos de extracto necesario, placas, tiempo empleado, etc.

Ha quedado patente que, en las condiciones ensayadas, las bacterias son mads sensibles que los
hongos. Incluso con los antibidticos control, las zonas de inhibicién han sido mucho mayores en
bacterias que en hongos. Se da la circunstancia que los hongos utilizados son patégenos o saprofitos
de amplio espectro, con gran capacidad de crecimiento y muy resistentes a diversos pesticidas
(Agrios, 2005), lo que posiblemente explique los resultados obtenidos.

Hay que considerar también que la cantidad y calidad de fitoalexinas en las plantas puede variar
segln su estado fenolégico y fisiolégico, el lugar donde crece la planta, la poblacién a la que
pertenecen los individuos o incluso la fecha y hora de recoleccién pueden variar la capacidad
antimicrobiana de los extractos.
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CONCLUSIONES

Dados los objetivos propuestos y con los resultados obtenidos se puede concluir que:

Se ha demostrado la actividad antimicrobiana de algunas especies de plantas invasoras:

Los extractos de Eucalyptus globulus han mostrado excelentes resultados para los hongos
Botrytis cinerea, Phytophthora citrophthora y Fusarium sp., mediante el método de
inhibicidn por contacto directo. Ha mostrado también actividad antibacteriana sobre
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis y Micrococcus luteus.

Los extractos de Schinus molle han mostrado actividad antifingica frente a los hongos
Botrytis cinerea, Phytophthora citrophthora y Fusarium sp., y actividad antibacteriana para
Staphylococcus epidermidis.

Los extractos de Schinus terebinthifolius han mostrado actividad antifdngica para Botrytis
cinerea, Phytophthora citrophthora y Fusarium sp. y actividad antibacteriana para
Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli, y en menor medida Micrococcus luteus.

Los extractos de Zygophyllum fabago mostraron actividad antifungica frente a
Phytophthora citrophthora y, con los extractos preparados con acetona, Botrytis cinerea.
Unicamente el extracto preparado con metanol tubo efecto antibacteriano sobre
Microcccus luteus.

Se sugiere como perspectivas futuras:

Determinar la naturaleza de los metabolitos secundarios de los extractos responsables de
la actividad antimicrobiana mediante la realizacidn de andlisis fitoquimicos.

Optimizar el método de extraccién del material vegetal mediante la incorporaciéon de
distintas variables (extractantes, temperatura de extraccidon, tiempo de extraccién,
concentracidn, reconstitucion).

Utilizar otros métodos para comprobar la capacidad antimicrobiana de los extractos, en
particular frente a hongos (difusidn en pozillo, minima concentracidn inhibitoria).
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