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Resumen

La pérdida global del rendimiento de los cultivos es causada en gran parte por enfermedades de
las plantas provocadas por microorganismos patdgenos. El método mas utilizado para controlar
estos microorganismos es el uso de biocidas; sin embargo, el uso de éstos ha provocado la
aparicidon de patdgenos resistentes, ademds de amenazas para la salud humana y el medio
ambiente. Las plantas sintetizan compuestos quimicos que pueden ser fuente de compuestos
antimicrobianos. Ciertas plantas invasoras, podrian ser una alternativa para obtener los citados
compuestos, debido a sus propiedades toxicas o alelopaticas.

En este trabajo se ha estudiado la capacidad antibacteriana y antifingica de 4 especies
invasoras: Acacia farnesiana, Caesalpinia gilliesii, Carpobrotus edulis y Mirabilis jalapa. Se
prepararon extractos con etanol con cloruro de benzalconio, acetona, metanol y etanol puro, y
se determind su actividad antifungica frente a 4 hongos (Alternaria sp., Botrytis cinerea,
Phytophthora citrophthora y Fusarium sp.) y antibacteriana frente a 3 bacterias (Escherichia coli,
Micrococcus luteus y Staphylococcus epidermidis).

Los resultados fueron variables, seglin la especie, extractante y especie de hongo/bacteria. En
general Acacia farnesiana, Caesalpinia gilliesii y Mirabilis jalapa presentaron actividad
inhibitoria en bastantes casos mientras Carpobrotus edulis mostré una menor actividad
antifungica y antibacteriana.

Abstract

The global loss of crop vyields is largely caused by plant diseases caused by pathogenic
microorganisms. The most commonly used method to manage these microorganisms is the use
of biocides; however, its use has led to the emergence of resistant pathogens, as well as threats
to human health and the environment. Plants synthesize chemical compounds that can be a
source of antimicrobial compounds. Certain invasive plants could be an alternative to obtain
these compounds, due to their toxic or allelopathic properties.

In this study, the antibacterial and antifungal capacity of four plant species, Acacia farnesiana,
Caesalpinia gilliesii, Carpobrotus edulis and Mirabilis jalapa, was studied. Plant extracts were
prepared with Ethanol plus benzalkonium chloride, acetone, methanol and pure ethanol to
evaluate their antifungal activity against 4 fungi (Alternaria sp., Botrytis cinerea, Phytophthora
citrophthora and Fusarium sp.) and antibacterial activity against 3 bacteria (Escherichia coli,
Micrococcus luteus and Staphylococcus epidermidis).

Results varied depending on the plant, extractant and fungus/bacterial species. In general,
Acacia farnesiana, Caesalpinia gilliesii y Mirabilis jalapa exhibited antimicrobial activity in many
cases whereas Carpobrotus edulis showed lower antifungal or antibacterial activity.

Palabras clave / Key words: Patégenos/pathogens, plantas invasoras/invasive plants,
extractos/extracts, hongos/fungi, bacterias/bacteria
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INTRODUCCION

La problematica de los patdgenos vegetales y la busqueda de compuestos
bioactivos

Diferentes patdgenos vegetales amenazan la seguridad alimentaria de todo el mundo, ya que
mas de 800 millones de personas tienen un suministro de alimentos inadecuado vy, al menos, el
10 % de la produccién de alimentos se pierde por culpa de las enfermedades de las plantas
(Strange y Scott, 2005). Los hongos patdgenos de las plantas, en particular, suponen una gran
amenaza, ya que unas 5.000 especies de hongos destruyen cultivos de gran valor econémico
(Prescott et al., 1996). Muchas de las enfermedades vegetales reducen la vida til y el valor de
mercado de los productos alimentarios y los hacen no aptos para el consumo humano. La
aplicacion de productos quimicos sintéticos ha sido durante mucho tiempo la principal opcidn
para controlar diversas enfermedades de las plantas. Sin embargo, el uso extensivo de productos
agroquimicos ha planteado problemas graves, como la aparicién de patdgenos resistentes,
residuo quimicos y amenazas para la salud humana y el medio ambiente. El incremento de la
preocupacioén por estos factores ha aumentado el interés por encontrar alternativas mas seguras
que sustituyan a los agrogquimicos sintéticos. Ha habido un creciente interés en la investigacion
del posible uso de los fungicidas naturales derivados de las plantas, como los extractos de
plantas, que pueden ser relativamente ecoldgicos para el control de enfermedades en la
agricultura. Ademas, desde hace tiempo se reconoce que las plantas o los extractos de plantas
proporcionan una fuente potencial de compuestos quimicos o, mas comunmente, productos
conocidos como fitoquimicos con una potente eficacia antifungica y antibacteriana. (Domingo y
Lépez-Brea, 2003).

Los metabolitos secundarios cuentan con importantes funciones fisioecoldgicas en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, y son responsables de las actividades bioldgicas de las
plantas. Estos resultan de un proceso evolutivo de defensa contra ataques de microorganismos,
insectos y otros animales. Estas sustancias pueden dividirse en dos grandes grupos:
fitoanticipinas, presentes de forma constitutiva en las plantas, y fitoalexinas, cuya presencia
aumenta en respuesta a la invasién 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 téxicos de origen
microbiano. Se ha demostrado ademds que la estructura y composicién de la pared celular
también cambia, tornandose mas rigida (Sepulveda et al., 2003).
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Las plantas invasoras como fuente de nuevos compuestos bioactivos

Segun la Ley 42/2007, de 13 de diciembre, del Patrimonio Natural y de la Biodiversidad, una
especie exdtica invasora se define como “aquella que se introduce o establece en un ecosistema
o habitat natural o seminatural y que es un agente de cambio y amenaza para la diversidad
bioldgica nativa, ya sea por su comportamiento invasor, o por el riesgo de contaminacion
genética”.

Estas especies suelen llegar de la mano del hombre, ya sea de forma intencionada o con fines
agricolas, ganaderos, comercial, ornamental, etc. 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 Vild, 2007). Los impactos
ecolégicos producidos por las invasiones de organismos exdéticos conllevan consecuencias
econdmicas negativas. Como ejemplo, se estima que las pérdidas econdmicas causadas por las
especies invasoras en Europa suponen 12,5 billones de euros, de los cuales 9,6 derivan de los
danos producidos por las especies invasoras y 2,8 constituyen los gastos destinados a las
medidas de control (Kettunen et al., 2008). En Espafia, los costes del manejo de las plantas
invasoras se estiman en mas de 50,5 millones de euros durante un periodo de 10 afios,
incluyendo su erradicacién, control y tratamiento.

Una especie introducida solo se puede establecer en el nuevo entorno si los individuos son
capaces de reproducirse a un ritmo mayor del que mueren, un escenario indispensable para que
la poblacién aumente su numero. Esto depende a su vez de que el organismo encuentre un nicho
ecolégico adecuado en el nuevo entorno, es decir, condiciones climaticas que el organismo
pueda tolerar, recursos que no estén monopolizados por las especies nativas, y una presién de
enemigos que no sea muy intensa. Muchas especies invasoras aprovechan ambientes
perturbados por las actividades humanas. El éxito de estas puede deberse a diversas razones
(Hierro et al.,, 2005) como que exista cierta similitud entre los ambientes de origen e
introducciéon, que el ambiente de introduccidn sea poco exigente, o que las especies exdticas
tengan un nicho ecoldgico amplio. Pero, ademads, otra estrategia de las especies invasoras es el
uso de mecanismos de competencia tales como la alelopatia y/o la produccidén de compuestos
fitotéxicos o antimicrobianas que podrian desplazar a la flora y microflora nativa (Hierro y
Callaway, 2003).

En los ultimos afios, se ha investigado sobre la presencia y naturaleza de los compuestos
bioactivos en diferentes especies invasoras en distintas zonas del mundo (Cohrane, 1999; Dana
et al.,, 2010; Khany Yadav, 2011; Mdaximo et al., 2020; Singh et al., 2021), apuntando al potencial
que presentan como fuente de nuevos compuestos antifungicos o antibacterianos.

Microorganismos patégenos y oportunistas.

Las bacterias son microorganismos procariotas que se reproducen por fisién binaria. Son los
organismos mas abundantes del planeta, encontrandose en todos los habitats terrestres y
acudticos. Asi, en este reino, diferenciamos el grupo de las eubacterias y el de las
arqueobacterias. Este Ultimo comprende bacterias sin peptidoglicanos, viviendo estas en el mar,
en las aguas saladas y en las fuentes 4acidas. Las eubacterias, en cambio, viven en el suelo, el
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agua y los organismos vivos, encontrandose entre estas las bacterias de interés médico, las
bacterias verdes fotosintetizadoras, cianobacterias, etc. Las bacterias poseen una pared celular
compuesta por peptidoglicano. El tamafio de las bacterias oscila entre las 0,5 y 3 um, pudiendo
llegar algunos tipos a 10 um (Prescott et al., 1999).

Segun la composicion de su pared celular, las bacterias pueden clasificarse en gram-negativas y
gram-positivas, estando formada la pared celular de estas ultimas principalmente por
peptidoglicano, lo que hace que estas bacterias retengan el cristal violeta de la coloracién de
Gram. En cambio, en la pared celular de las gram-negativas, podemos observar tres zonas: la
membrana plasmatica, el espacio peripldsmico que incluye una ligera capa de peptidoglicano y
la membrana externa (Prescott et al., 1999). Una bacteria gram-positiva, en condiciones
normales, puede dividirse cada 20-30 minutos, en cambio, una gram-negativa, puede dividirse
cada 15-20 minutos.

Algunas de las especies de bacterias mas significativas son:

Escherichia coli, se trata de un bacilo gran-negativo, anaerobio facultativo, que coloniza el
intestino del ser humano pocas horas después de su nacimiento, considerandose de flora
normal, sin embargo, hay diversas cepas de E. coli que pueden ser patdgenas, causando diarrea,
nauseas, vomitos, o infecciones, transmitiéndose a través de alimentos o agua contaminada.
(Rodriguez, 2002). Debido a su velocidad de crecimiento y a sus escasos requerimientos
nutricionales, se tratan de un organismo muy utilizado en laboratorio.

Staphylococcus epidermidis, es una bacteria gram-positiva que se encuentra en la piel de manera
natural, sin causar dafo al organismo. Se considera un agente oportunista, a que puede llegar a
causar enfermedades cuando el sistema inmunolégico esta debilitado (Lemos, 2020).

Micrococcus luteus, se trata de una bacteria gram-positiva, aerobia obligada (ya que necesita
oxigeno para vivir), saproéfita, que puede ser encontrada en la tierra, polvo, agua y aire. Ademas,
forma parte de la microbiota bacteriana de la piel de los mamiferos. Sin embargo, estas pueden
causar diferentes patologias, como endocarditis, infecciones pulmonares, o artritis séptica.

Los hongos son organismos filamentosos en su mayoria, eucariotas y heterétrofos, necesitando
obtener los compuestos carbonados de otras fuentes. La gran mayoria son aerobios estrictos,
ya que necesitan del oxigeno libre como aceptor de electrones para su crecimiento. La pared
celular de estos organismos esta constituida principalmente por polisacdridos, proteinas y
lipidos. El polisacarido caracteristico es la quitina. Respecto a la forma de vida de los hongos, la
mayoria son saprofitos, es decir, se alimentan de materia orgadnica muerta. Otros pueden
realizar asociaciones simbidticas de varios tipos con otros organismos y pueden ser mutualistas
cuando el resultado de la asociacidn es benéfico para los organismos que intervienen en ella.
Cuando se establece un tipo de relacién en la cual el Unico beneficiado es el hongo en
detrimento de su hospedero, se denominan pardsitos. Su distribucion es cosmopolita,
encontrandose en el suelo, en el agua, en madera viva o en descomposicidn, restos vegetales,
excrementos y otros (Cepero et al., 2012). Se denominan hongos oportunistas a los hongos que
normalmente no son patdgenos, pero que pueden producir una infeccién cuando las defensas
del huésped estan disminuidas (Asencio et al., 2021).

Algunas especies fungicas de interés por ser fitopatdgenos son:

Alternaria sp, Importante patdgeno y saproéfito oportunista en plantas y postcosecha. Ademas,
puede causar reacciones alérgicas y problemas respiratorios en humanos por inhalacién.
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Botrytis cinerea, es un hongo ascomiceto fitopatégeno que infecta una amplia variedad de
plantas y que puede hacer uso de diferentes mecanismos de infeccién. Se trata del agente causal
de la “podredumbre gris”’ e infecta mds de 200 especies vegetales distintas (Benito et al., 2000).
Puede darse en flores y frutos al final de la floracién o en la maduracién del fruto.

Phytophthora citrophthora se trata de un hongo oomiceto y se conoce como pobredumbre
parda de los citricos. Se desarrollan principalmente en el suelo, manteniéndose en forma de
micelio e infectando a las raices mediante estructura de supervivencia como las clamidosporas
y oosporas (Vicent y Tuset, 2013).

Fusarium sp. Pertenece a un grupo de hongos oportunistas y filamentosos ampliamente
distribuidos en suelo y plantas. En vegetales, coloniza las partes aéreas y subterraneas,
provocando enfermedades que se manifiestan en forma de podredumbres y marchitamientos.

Justificacion y objetivos

La forma principal de controlar a los microorganismos patégenos de las plantas es mediante el
uso de diferentes pesticidas y biocidas. La problematica aparece con los elevados costes, riesgos
de seguridad vy, principalmente, con el desarrollo de resistencias de bacterias y hongos frente a
estos biocidas y pesticidas. Ademas, el uso extensivo de productos quimicos supone un
incremento de la contaminacién por la acumulacién de residuos en el medio ambiente.

Se conoce desde hace tiempo que las plantas poseen una fuente potencial de compuestos
quimicos, conocidos como fitoquimicos con una potente eficacia antifungica y antibacteriana.
La conciencia publica de los factores comentados ha aumentado el interés por encontrar
alternativas mas seguras que sustituyan a los agroquimicos sintéticos, provocando un creciente
interés en la investigacion del posible uso de biocidas y pesticidas naturales derivados de las
plantas, como los extractos de plantas, que sean mas ecoldgicos para el control de
enfermedades Sin embargo, la seleccién de especies candidatas para este fin debe realizarse
cuidadosamente, para evitar dafios colaterales en la biodiversidad por el uso de especies
escasas, amenazadas o de dificil cultivo.

En relacidn con este tema, el éxito de la habitabilidad de las especies invasoras ha provocado un
interés intenso por estudiar los mecanismos de su éxito El caracter prolifico y el éxito de la
invasiéon en nuevos habitats sugieren que las especies invasoras estan dotadas de una
bioquimica que repele especies autdctonas, debido a la produccién de toxinas o compuestos
alelopdaticos que pueden inhibir el crecimiento no solo de plantas competidoras, sino también
de hongos y bacterias. Ademas, otra de las ventajas de utilizar plantas invasoras como fuente
de pesticidas y biocidas naturales es su abundancia en ciertas zonas y su gran produccién de
biomasa, lo que da lugar a una gran disponibilidad de material vegetal que usualmente requiere
de su eliminacién. En este aspecto, las especies invasoras podrian ser una fuente potencial de
nuevos compuestos activos antimicrobianos y antifungicos.

Con estos precedentes, en este estudio se plantean los siguientes objetivos:
Objetivo principal: evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de plantas invasoras.
Objetivos especificos:

e Objetivo preliminar: seleccionar y localizar las especies invasoras objeto de estudio.

pag. 11



e Elaborar extractos de plantas invasoras con diferentes extractantes y medir su
rendimiento.
e Evaluar la capacidad antimicrobiana (antifiingica y antibacteriana) de los extractos.

METODOLOGIA

Especies vegetales utilizadas

Durante los meses de febrero-mayo y coincidiendo con el periodo de desarrollo vegetativo, se
realizaron varias salidas de campo para localizar las especies invasoras. Para este trabajo se
seleccionaron las especies que se describen a continuacidn y en la tabla 1, basandonos en la
informacién contenida en Sanz-Elorza et al., (2004) su disponibilidad en campo.

Acacia farnesiana (L.) Willd. (Figura 1).

Se trata de un faneréfito que puede llegar a vivir varias décadas. Posee un crecimiento inicial
rapido y puede alcanzar hasta 1 m de altura durante su primer afio, creciendo solamente la
mitad si las condiciones son aridas. Fructifica a partir del tercer afio o incluso mas tarde,
dependiendo de las condiciones ambientales, sobre todo en verano. Se reproduce por semillas,
y estas se dispersan de forma abidtica. Es resistente a condiciones aridas, fuerte viento e
insolacion, debido a su capacidad de comportarse como si se tratara de una caducifolia durante
la estacidn seca. Tolera la proximidad al mar, suelos calcareos y aguas ligeramente salobres. No
posee practicamente exigencias edaficas y necesita de plena exposicion solar

La fecha de introduccién en Espafa no se conoce con exactitud, pero probablemente tuvo lugar
en el siglo XIX y XX, de forma ornamental y forrajera de uso limitado.

Sobre el habitat, provoca alteraciones geomorfolédgicas, ademas de dificultar o impedir el
crecimiento de otras plantas, alterando asi la estructura de la vegetacion. Ademas, puede
afectar a la abundancia relativa de especies nativas o endémicas. Se expande y crece muy
rapidamente, y si forma masas compactas préximas a cursos de agua, puede limitar el acceso a
algunas zonas (Sanz-Elorza et al., 2004).

R % A s

Figura 1. Acacia farnesiana. Aspecto del arbol (a) y detalles de frutos y hojas (b). Fuente propi.
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Caesalpinia gilliesii Wall. Ex Hook. (Figura 2)

Arbusto de hasta 1,5 m de altura, pudiendo llegar hasta 3-5 m o incluso mas. El tronco es a
menudo ramificado desde la base. Hojas bipinnadas de hasta 20 x 15 cm, con 6-12 pares de
pinnas provistas de numerosos pequefios foliolos elipticos de 3-4 x 2 mm, densamente
dispuestos y de color verde mate. Parcialmente caducifolia en invierno. Las flores aparecen en
primavera en racimos piramidales erectos de 5-15 c¢cm, de color amarillo y llamativas por sus 10
largos estambres rojos. Fruto en legumbre indehiscente, marrones y duras cuando maduran,
algo aplanadas y ligeramente falcadas, de 6-8 x 1,5-2 cm y color amarillento por fuera con
pubescencia un poco viscosa, y con las semillas bien marcadas. Contiene de 4 a 8 semillas.

Esta especie es endémica de Argentina y fue introducida en Espafia como especie ornamental.

Figura 2. Caésalpinia gilliesii. Aspecto del arbol (a) y detalles de frutos, hojas y flor (b). Fuente propia.
Carpobrotus edulis (L.) N.E.Br. (Figura 3)

Cametofito suculento y reptante, pluriacaule, con los tallos de hasta 2 m, radicantes,
semiamplexicaules, erectas o erecto-patentes, oblongas, subfalcadas o rectas, de seccidn
transversal, verdes, ligeramente adnatas en la base. Flores de 8-10 cm de didametro, de color
amarillo o rosado con cinco tépalos. Androceo con numerosos estambres al principio erectos y
después convergentes hacia los estigmas, con los filamentos amarillentos. Estigmas sésiles,
radiales, subulados, plumosos. Fruto carnoso, drupaceo, indehiscente, subgloboso. Semillas
grandes, obovoides, ligeramente comprimidas, rodeadas de mucilago. Florece de marzo a junio.
Fecundacion alégama y entomdfila. Se reproduce activamente por estolones que enraizan
facilmente en los nudos. Soporta bien la sequia, la salinidad y los substratos arenosos

La via de introduccion en Espafa es desconocida. Se citd por primera vez en Galicia en el afo
1900. Se ha utilizado como planta ornamental y fijadora de suelos en zonas costeras. A partir de
estos cultivos se ha naturalizado ampliamente en arenales, roquedos y acantilados costeros.

Produce un efecto de concentracién y acumulacién de sales en el suelo disminuyendo la
disponibilidad de nutrientes y alterando el pH del sustrato. Dificulta la regeneracidn de especies
nativas y facilita en desarrollo de otras especies invasoras (Sanz-Elorza et al., 2004).
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Mirabilis jalapa L. (Figura 4)

Planta herbacea, perenne, con la raiz tuberosa, de hasta 1 m de altura, glabra o ligeramente
pubescente. Tallos erectos, con ramificacion di o tricotdmica. Hojas ovadas, de 5-10 cm de
longitud, acuminadas en el dpice y truncadas o subcortadas en la base. Inflorescencias minales.
Flores de apertura nocturna, a partir del atardecer, olorosas. Perianto infundibuliforme, con un
largo tubo de 25-35 mm. Androceo con 5 estambres cortamente exertos. Fruto en aquenio de
6-9 mm, elipsoidal u ovoideo, acostillado o verrucoso. Florece de junio a septiembre. Es una
especie termofila, con desarrollo primaveral y reproduccidn en verano y otofio. Habita en zonas
perturbadas, como escombreras, bordes de jardines, ruinas, etc. Produce grandes cantidades de
semilla con alto poder germinativo. Se reproduce también por via vegetativa mediante la
emision de brotes de raiz. Tolera bien la sequia. En sus células acumula diversas sustancias, como
triterpenos, flavonoides, alcaloides y esteroides, que inhiben el crecimiento de numerosos
microorganismos.

Fue introducida en Espafia a comienzos del siglo XVI por los conquistadores espafioles.

Aungue no supone una amenaza para taxones autéctonos con interés geobotanico, su presencia
genera una interferencia sobre el ecosistema nativo, por lo que debe plantearse la conveniencia
de su eliminacién en un contexto general en el que se trata de evitar la expansion de especies
no nativas (Sanz-Elorza et al., 2004).
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Recoleccion y preparacion de material vegetal

Tabla 1. Plantas invasoras usadas para la elaboracién de extractos.

Num. Nombre cientifico® Nombre Familia ® Localidad/ Habitat
registro comun Coordenadas °
1 Acacia farnesiana Espinillo Leguminosas La Nora, Murcia  Terreno
(L.) Willd. blanco 37°59'28.1"N abandonado
1°11'16.2"W
2 Caesalpinia gilliesii Barba de Leguminosas Matola, Elche Jardin
Wall. ex Hook. chivo 38°13'37”N
0°45’33”"W
3 Carpobrotus edulis Hierba de Aizoaceas Guadalupe, Jardin
(L.) N.E.Br. cuchillo Murcia
37°59'34.0"N
1°11'13.6"W
4 Mirabilis jalapa L. Dondiego de Nictagindceas  Guadalupe, Borde de
noche Murcia camino
37°58'52.2"N
1°10'56.4"W

(a) Asignacion taxondmica segun International Plant Names Index (IPNI, 2022)
(b) Localizacion y coordenadas segin Google Maps

Una vez localizadas las ubicaciones con las especies invasoras (tabla 1), se seleccionaron
individuos adultos y sanos de cada especie, y se obtuvieron hojas de tres partes de cada planta
(zona basal, media y superior), que posteriormente se mezclaron para formar una muestra
compuesta que se guardd en bolsas de papel rotuladas. A cada especie vegetal se le asignd un
numero de registro para facilitar el trabajo de laboratorio, utilizando este registro en todos los
ensayos y en la presente memoria.

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

Una vez seco, se separaron y se 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.

Como solventes para obtener los extractos se usé Acetona de la maca TQCHEM, con un 99,5 %
de riqueza, Etanol + cloruro de Benzalconio (en adelante Clor), marca CIDAS al 96 %, Etanol
Applichem PANREAC con un 96 % de pureza, y Metanol Applichem PANREAC para UHPLC al 99,9
%.

El extractante se afiadié una vez la planta estuvo triturada, a una concentracién 1:10 (4 gramos
de planta + 40 ml de extractante) en tubos de plastico tipo falcon de 50 cc de capacidad. Estos
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tubos se taparon y fueron colocados en una gradilla, la cual se cubrié con papel de aluminio, y
se colocaron en un agitador marca OVAN ® (Figura 5) durante 24 ha 110 rpm.

A continuacion, se utilizé la centrifuga Heraeus modelo Labofuge 400 (Figura 6) para centrifugar
los extractos durante 10 minutos a 3500 rpm. El sobrenadante se decanté a otros tubos limpios
y previamente pesados.

Figuras 5 y 6. Agitador de movimiento marca OVAN (5) y Centrifuga Heraeus modelo Labofuge 400 (6).
Fuente propia.

Para eliminar el extractante, se dispusieron en campana extractora a temperatura ambiente
bajo flujo de aire hasta su evaporacién. Una vez finalizado el proceso de evaporacion, se pesaron
de nuevo los extractos y se calculd el peso del extracto seco por diferencia entre el peso inicial
y el peso final.

Con los datos obtenidos, se obtuvo el rendimiento de la extraccidn, segun la férmula:
Rendimiento= (Peso residuo/peso seco original material vegetal) x 100

Los extractos fueron reconstruidos con el solvente original, es decir etanol + Clor, acetona y
etanol puro, utilizando dimetilsulfoxido (DMSO marca SIGMA-ALDRICH, pureza 99%) para los
extractos en metanol, preparando una solucidn stock a 50 mg/ml que se conservé a 4°C hasta
Su uso.

Medios de cultivo utilizados

e AN marca CONDA® (por las siglas de Agar nutritivo)
El AN se utilizé como medio de cultivo para las bacterias (mantenimiento de cepas y ensayos).

Como indican las instrucciones del fabricante, se afiaden 23 g de medio de cultivo a 1 litro de
agua destilada. Mediante un agitador magnético, se mezclan hasta su completa disolucién. Los
frascos se autoclavan a 120°C durante 20 minutos para su correcta esterilizacion.

e PDA marca CONDA® (por las siglas en inglés de Potato Dextrosa Agar)

Se utilizd este medio de cultivo para el cultivo de los hongos (mantenimiento de cepas vy
ensayos).
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Se anadieron 39 g de PDA en un litro de agua destilada, y se mezclé mediante un agitador
magnético hasta su total disolucién. A continuacidn, se esterilizd, llenando frascos de vidrio que
se autoclavaron a 120° durante 20 minutos.

En ambos casos, una vez autoclavado, se dejo enfriar el medio a una temperatura de 45°C. Por
ultimo, se llenaron las placas de Petri de 9 cm de diametro en la cabina de flujo laminar.

Aislamiento y cultivo de los microorganismos utilizados

Tabla 2. Hongos empleados como organismos diana en los ensayos del estudio

Hongos Procedencia Caracteristicas

Alternaria sp. Fruto de Citrus x limon Saprofito

UMH 18007 (limon) Patdgeno oportunista

Botrytis cinerea Frutos de Fragaria virginiana Saprofito

UMH 21005 (fresa) Patdogeno oportunista

Phytophthora citrophthora | Coleccion Espafiola de Parasito vascular

CETC2353 Cultivos Tipo (CECT), Valencia

Fusarium sp. Coleccién del CEBAS-CSIC, Parasito vascular
Murcia, Dr. J.A. Pascual

Tabla 3. Bacterias utilizadas como organismos diana en los ensayos del estudio

Bacterias Procedencia Caracteristicas
Escherichia coli Coleccidn de cultivos del area Enterobacteria
de Microbiologia de la UMH Gram negativo
Micrococcus luteus Coleccidn de cultivos del 4rea Saprofito
de Microbiologia de la UMH Gram positivo
Staphylococcus epidermilis Coleccidn de cultivos del area Piel y mucosas
de Microbiologia de la UMH Gram positivo
Hongos

Se utilizaron especies de hongos que fueran patdgenas de vegetales o, en todo caso, saprofitos
oportunistas que suelen provocar dafos en diversos alimentos, tal como se ha comentado en la
introduccion (pagina 6y 7), pero de nula patogenicidad para los humanos. Las cepas fungicas se
aislaron de alimentos de origen vegetal deteriorados y con signos de colonizacidn fungica. Se
sembraron pequenos fragmentos de hifas con ayuda de asas de siembra en placas Petri con PDA.
A continuacidn, se incubaron en oscuridad unos 3-5 dias, y se reaislaron y pasaron a medio fresco
(4°C). En cambio, en cuanto a los hongos patégenos vasculares se obtuvieron de colecciones de
cultivo. Se han utilizado los hongos Fusarium sp., el cual fue proporcionado por el Dr. J.A. Pascual
a partir de la coleccidn de cultivos del CEBAS-CSIC, Murcia y Phytophthora citrophthora,
procedente de la Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), Valencia. (Tabla 2)
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Bacterias

Se utilizaron cepas no patogénicas de coleccion, utilizadas en docencia y testadas en
experimentos similares (Valera, R.com.pers.), proporcionadas por el Area de Microbiologia de la
UMH. (Tabla 3).

A partir del material proporcionado, las cepas se conservaron a 4°C en medio de cultivo agar
nutritivo, repicandose a medio fresco peridédicamente.

ENSAYOS

Determinacion de la actividad antibacteriana mediante la técnica de difusion
en disco

El propdsito de este ensayo es medir la posible formacidn de un halo de inhibicion del
crecimiento de bacterias debido a los extractos elaborados, los cuales se impregnan en un disco
colocado sobre el medio de cultivo. Se utilizé la técnica de difusidn en disco o método de Kirby-
Bauer (Bauer, 1996), segun el protocolo M02-A12 descrito por el Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI, 2015).

Se evaluaron los 4 extractos de plantas (Acacia farnesiana, Caesalpinia gilliesii, Carpobrotus
edulis, y Mirabilis jalapa) con 4 extractantes (acetona, metanol, etanol con cloruro belzanconio
y etanol puro) frente a 3 bacterias (Escherichia coli, Micrococcus luteus, Staphylococcus
epidermidis).

Como controles negativos se utilizé etanol + Clor, etanol puro, acetona y DMSO, y como
controles positivos Ampicilina, Amoxicilina y Cloranfenicol. Se establecieron 3 repeticiones por
tratamiento.

El proceso se realiza con todo el material esterilizado previamente (discos 6 mm de didmetro,
agua, puntas de pipeta, hisopos, placas Petri vacias y placas con medio AN, pinzas, etc.) y en
condiciones estériles en la cabina de flujo descendente.

Para preparar los indculos, se tomd una porcion de la placa Petri con un cultivo stock de la
bacteria con ayuda de un asa de Kolle, pasandolo a continuacidn a un tubo estéril con 5 ml de
agua destilada. Durante unos 10-15 segundos, se agité con en un agitador tipo vortex marca
Heidolph Reax y se ajusta la turbidez en un densitémetro Biosan DEN-1 a 0,5 unidades
McFarland, afiadiendo agua destilada o cultivo de la bacteria, correspondiendo a un indculo de
105-10% unidades formadoras de colonias. Se prepararon los indculos justamente antes de su
uso. Para inocular las placas Petri, se impregnd un hisopo estéril en el inéculo, se elimind el
exceso contra la pared del tubo y se sembrd cada placa en césped en tres direcciones, dejandolas
secar a continuacion durante unos minutos.

Los extractos de los diferentes tratamientos se aplicaron sobre discos de papel Whatman, tipo
AA, de 6 mm de didmetro a razdn de 25 pl por disco, Ademads, se impregnaron discos con 25 pl
de los extractantes etanol + Clor, etanol, acetona y DMSO.
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Se utilizaron discos estériles de BioRAD ® precargados con 10 pg de Ampicilina, 25 pg de
Amoxicilina y 30 pg de Cloranfenicol para los controles positivos.

Los discos se colocaron sobre las placas ya inoculadas mediante pinzas estériles a razén de 4
discos por placa de forma equidistante, y se rotularon con los distintos tratamientos.

Tras un choque de frio durante 2 horas, con el fin de favorecer la difusiéon de los compuestos,
estas placas se incubaron en una estufa a 37°C y al cabo de 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.

Figuras 7, 8 y 9. Cultivos de Micrococcus luteus (7) Escherichia coli (8) y Staphylococcus epideridis (9),
sembrados en césped y con los discos colocados. Fuente: Elaboracidn propia.

Determinacion de la actividad antifungica mediante la técnica de difusion en
disco

El propdsito de este ensayo es observar y medir la posible formacién de una zona de inhibiciéon
en el crecimiento de los hongos bajo la acciéon de los diferentes extractos elaborados,
impregnados sobre un disco colocado sobre el medio de cultivo. Al igual que en el ensayo
anterior, se utilizdé la técnica de difusién en disco o método de Kirby-Bauer (Bauer, 1996),
adaptada en este caso para hongos filamentosos segun el protocolo M51-A descrito por el
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2010).

Se evaluaron los 4 extractos de plantas (Acacia farnesiana, Caesalpinia gilliesii, Carpobrotus
edulis, y Mirabilis jalapa) con 4 extractantes (etanol + Clor, acetona, metanol y etanol puro),
frente a 3 hongos (Phytophthora citrophthora, Botrytis cinerea y Alternaria).

En cuanto a los controles, se utilizd nistatina como control positivo, y etanol + Clor acetona,
DMSO y etanol puro como controles negativos. Se dispusieron 3 repeticiones por tratamiento.

El proceso se realiza con todo el material esterilizado (discos de 6 mm de didmetro, agua, puntas
de pipeta, placas Petri vacias y placas con medio PDA, pinzas, hisopos, pinzas, bisturis, etc), en
condiciones estériles en la cabina de flujo descendente. Tanto los extractos como los controles
negativos se esterilizaron por filtracion.

Para la preparacién de los indculos, se siguio el protocolo M38 A del CLSI (Cantdn et al., 2007)
para hongos filamentosos, modificado. Para ellos, se utilizan cultivos de 7 dias crecidos a una
temperatura de unos 25°C. Con la ayuda de un asa de Kolle, se toman pequefias muestras del
cultivo del hongo y se introdujeron en un tubo de cristal con 5 ml de agua estéril, el cual se agitd
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durante unos 10-15 segundos en un agitador tipo vortex marca Heidolph Reax, y posteriormente
se ajusto la turbidez en un densimetro Biosan DEN-1 a 0,5 unidades McFarland. Segun estudios
previos (Cantdn et al., 2007), se comprobd que la turbidez de 0,5 unidades McFarland equivale
a un rango de 70-80% de transmitancia medida a 530 nm, y a una densidad del inéculo de 10°-
10% unidades formadoras de colonias por mL, suficiente para garantizar un crecimiento
homogéneo en el medio de cultivo (Martos et al.,, 2012). En el caso de Phytpophthora
citrophthora, y segun pruebas previas, la turbidez se ajustd a 0.9 unidades McFarland.

Previamente a la siembra, se organizaron las placas en tandas de 12 y se rotularon. Para realizar
la siembra, se impregnd un hisopo estéril en el indculo previamente preparado, eliminando el
exceso contra la pared del tubo. A continuacidn, se inoculé cada placa en tres direcciones, y se
dejaron abiertas durante unos minutos para dejarlas secar.

Se utilizaron filtros de papel Whatman tipo AA, de 6 mm de didmetro para aplicar los extractos
de los diferentes tratamientos y de los controles negativos etanol + Clor, etanol, acetona y
DMSO. a razén de 25 pul por disco, Ademas, se usaron discos de 6,5 mm de didmetro estériles
impregnados con 100 IU de producto, de la marca Biorad ® para el control con nistatina.

Con pinzas estériles, se colocaron los discos (4 por placa de forma equidistante) en la superficie
del medio de cultivo.

Una vez sembradas las placas y colocados los discos, se sometieron a un choque de frio durante
1-2 horas para favorecer la difusidn de los compuestos Posteriormente se incubaron las placas
en oscuridad, a unos 28°C, realizando observaciones sobre distintos fondos (negro y blanco), y
a los tres dias se realizé la medida de las zonas de inhibiciéon con una regla milimetrada.

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

En este ensayo se evalud la capacidad antiflingica de los extractos vegetales sobre el crecimiento
de micelio fungico mediante contacto directo.

Se evaluaron los extractos de 4 plantas (Acacia farnesiana, Caesalpinia gilliesii, Carpobrotus
edulis, y Mirabilis jalapa) con 4 extractantes (etanol+ Clor, acetona, metanol y etanol puro),
frente a 3 hongos (Botrytis cinerea, Fusarium sp.y Phytophthora citrophthora).

Como controles negativos, se utilizé etanol + Clor, acetona, DMSO y etanol puro, como control
positivo, se utilizod el hongo sembrado en la placa sin ningun tipo de aditivo. El ensayo se realiz
por duplicado.

Se prepararon placas de Petri con medio PDA. En cada una de las placas de Petri se anadieron
600 ul de los extractos correspondientes o de los controles, extendiéndolos desde el centro de
la placa hacia los bordes con ayuda de un asa de Drigalski.

Las placas se dejaron abiertas hasta que se secaron los extractos, y a continuacién, se coloco
una porcién de cada hongo de 8 mm de diametro, obtenido de un cultivo de minimo 7 dias,
gracias a un sacabocados y un bisturi. Una vez colocadas las porciones de hongo, se cerraron las
placas.
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El ensayo se realizé en condiciones estériles en una cabina de flujo descendente (Figuras 10 y
11).

Posteriormente, se incubaron en oscuridad a 28°C y se evalué el crecimiento con una regla
milimetrada cada 2-3 dias sobre un fondo claro y otro fondo oscuro, hasta que la colonia alcanzé
su tamafio maximo.

(T
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Figuras 10y 11. Disposicion del material en la cabina de flujo descendente (11), y placas Petri con extracto
y hongo sembrado (12).

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de los extractos

30
25
20
15
10
: ln. .
Ny S ™ N oY D NV D > N YD ™
éog}oéoéooo'bo'bo'z’o\&o\&\o\o\o\o\
VOt g P P E S E S
O O O O
ST &

Figura 12. Rendimiento de los extractos obtenidos, expresado en porcentaje respecto del material original
La especie vegetal se corresponde con el niumero: 1- Acacia farnesiana, 2- Caesalpinia gilliesii, 3-
Carpobrotus edulis, 4- Mirabilis jalapa.
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Los rendimientos obtenidos abarcan un rango de entre 1 a 25 %, segln la especie vegetal y el
solvente utilizado. Estos datos estan dentro de los valores de cosecha de extracto obtenidos por
Mdee et al. (2009), Diaz et al. (2011), Mostafa et al. (2018).

Como se observa en la figura 12, el metanol es el solvente que ha producido los mayores
rendimientos, lo que coincide con datos previos de experimentos realizados en similares
condiciones (Garcia, 2019; Pérez, 2019). De hecho, a pesar de su toxicidad, el metanol es uno de
los extractantes mas utilizados para hacer extractos vegetales debido a su gran eficiencia para
extraer metabolitos como fenoles y flavonoides (Kothari et al., 2012). Dicha toxicidad puede
solventarse con el uso de compuestos como dimetilsulféxido para diluir los extractos

También se obtuvieron rendimientos altos con etanol (tanto puro como con cloruro de
benzalconio) en Carpobrotus edulis, o cual era esperable debido a la biomasa producida por
esta especie.

Actividad antifungica de los extractos de plantas

Analizando los resultados obtenidos (Figuras 13 y 14 y tabla 4), se observa que Alternaria
presentd inhibicién por parte de todos los extractos. En cuanto a Botrytis cinerea, tuvo lugar
inhibicién con todos los extractos exceptuando los extractos de acetona, y en el extracto de
Mirabilis jalapa de metanol. Phytophthora no crecié de forma homogénea, incluso en algunos
€asos no presentd crecimiento, por lo que los datos no son validos. Esto puede atribuirse a
alguna deficiencia en la preparacion del inéculo, lo cual parece ser uno de los problemas
habituales de este tipo de ensayos con hongos filamentosos (Cantdn et al., 2007).

Figuras 13 y 14. Cultivos de Alternaria sp. (13) y Botrytis cinerea (14) con extractos de etanol con cloruro
de benzalconio y controles.
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Tabla 4. Didmetro de inhibicién a las 72 horas del inicio del cultivo. Los datos son la media de tres
repeticiones * desviacién estdndar. La letra de los extractos corresponde con el extractante utilizado:
etanol con cloruro de benzalconio (E + Clor), acetona (A), metanol (M) y etanol puro (ET). El niUmero
corresponde con la especie vegetal: 1-Acacia farnesiana, 2-Caesalpinia gilliesii, 3-Carpobrotus edulis, 4-
Mirabilis jalapa.

Planta Extractante
Num Alternaria Botrytis Phytophthora
regist cinerea
Acacia 1 Etanol+clor 2,3+1,53 0,96+0,90 -
farnesiana
Acetona 241,80 0+0 -
Metanol 0,83%0,76 010 -
Etanol 0,93+0,81 0,63+0,55 -
Caesalpinea 2 Etanol+clor 1,53+0,25 0,73%0,40 -
gilliesii
Acetona 2,23%0,40 0+0 -
Metanol 0,33#0,57 040 -
Etanol 0,2740,46 0,87+0,11 -
Carpobrotus 3 Etanol+clor 2,83+1,01 010 -
edulis
Acetona 2,5+0,5 040 -
Metanol 0,3740,63 1,37+0,056 -
Etanol 0,7+0,88 1,13+0,21 -
Mirabilis 4 Etanol+clor 1,33+1,15 1,57+0,06 -
jalapa
Acetona 1,63+1,41 040 -
Metanol 0,83+1,19 040 -
Etanol 1,13+1,02 0,56%0,5 -
Control E+Clor 00 010 -
Control A 00 010 -
Control M 00 010 -
Control ET 00 010 -
NISTATINA 3,410 3,110 -

Los halos de inhibicion de mayor tamafio en Alternaria aparecen con los extractos de etanol con
cloruro de benzalconio, destacando especialmente los extractos de Acacia farnesiana y
Carpobrotus edulis (2,3 y 2,83 cm respectivamente). Los halos de inhibicion de los extractos de
acetona también son de buen tamafio, siendo mayores en los extractos de Carpobrotus,
Caesalpiniia gilliesii y Acacia farnesiana (2,5, 2,23 y 2 cm). Es de resaltar que estos valores son
proximos a los producidos por el control nistatina. Los halos formados por los extractos de
metanol y de etanol puro son de menor tamario, siendo los mas pequenos los formados por los
extractos de Caesalpinia gilliesii y Carpobrotus con metanol, con 0,33 y 0,37 cm de didmetro, y
los formados por los extractos de Caesalpinia gillliesii y Carpobrotus con etanol puro, los fueron
de 0,27 y 0,7 cm de didmetro. Los extractantes no produjeron zona de inhibicién en ningln caso,
mientras que el control nistatina produjo zonas de inhibicién patentes, de algo mas de 3 cm de
didmetro, lo que valida el ensayo.
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Si observamos los resultados obtenidos, parece que Alternaria es algo mas sensible a los
compuestos antimicrobianos presentes en las plantas que Botrytis cinerea, donde se observaron
zonas de inhibicién de menor tamafio

Inhibicién del crecimiento del micelio por contacto directo con los extractos

Como se puede observar en las figuras 15-18, correspondientes al crecimiento de Botrytis
cinerea, con los extractos de etanol + Clor se produjo una inhibicién bastante clara por parte de
Acacia farnesiana, Caesalpinia gilliesii y Mirabilis jalapa; en cambio, no hubo inhibicion con
Carpobrotus edulis, donde se obtuvieron valores similares al del control de etanol + Clor. No
podemos descartar cierta actividad inhibitoria de este extractante. En los extractos de acetona
no hubo inhibicién ninguna, practicamente igualando todos los resultados al control. Con los
extractos metandlicos, disueltos en DMSO, se obtuvo una inhibicidn completa del crecimiento
del micelio. Por ultimo, en los extractos de etanol puro, se produjo una pequefia inhibicién al
principio del crecimiento con todas las plantas.

17

E -
Figuras 15, 16 y 17. Crecimiento del micelio del hongo Botrytis cinerea con diferentes extractantes y
extractos de plantas. A-acetona (15), E-etanol+clor (16) y Et-etanol puro (17). La especie vegetal se

corresponde con el niumero: 1- Acacia farnesiana, 2- Caesalpinia gilliesii, 3- Carpobrotus edulis, 4- Mirabilis
jalapa, C -control sin extracto.
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Diametro colonia (cm)
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Figuras 18 A, B, Cy D. Crecimiento del micelio de Botrytis cinerea en medio PDA con extractos de plantas
a lo largo del tiempo. El extractante utilizado se corresponde con la letra: etanol con cloruro de
benzalconio (E + Clor), acetona (A), metanol (M), etanol puro (ET). 1-Acacia farnesiana, 2-Caesalpinia
gilliesii, 3-Carpobrotus edulis, 4-Mirabilis jalapa.

En cuanto a Phytopthora citrophthora (figuras 19-22) en los extractos con metanol no se observé
crecimiento del micelio; sin embargo, en la placa control sin aditivo si se produjo crecimiento,
por lo que la inhibicién se puede atribuir al propio DMSO utilizado como solvente. El etanol +
Clor parece que también inhibe el crecimiento de Phytophthora. En los extractos de acetona, el
crecimiento de las colonias llega a igualar e incluso a superar al crecimiento de la placa control,
siendo los extractos de Acacia farnesiana y Carpobrotus edulis los Unicos con un crecimiento
inferior al de la placa control.

Con los extractos etandlicos si se detectd inhibicién del crecimiento, sobre todo con Caesalpinia
giliesii y Acacia farnesiana.
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Figuras 19, 20 y 21. Crecimiento del hongo Phytophthora citrophthora en PDA con diferentes extractos
de plantas y diferentes extractantes. E- Etanol+clor (19), ET- Etanol puro (20), A-Acetona (21). El nimero
corresponde con la especie vegetal: 1-Acacia farnesiana, 2- Caesalpinia gilliesii, 3- Carpobrotus edulis, 4-
Mirabilis jalapa.
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Figuras 22 A, B, C y D. 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 con cloruro de benzalconio (E + Clor), acetona (A), metanol (M) y etanol puro (ET). El
numero corresponde con la especie vegetal: 1-Acacia farnesiana, 2-Caesalpinia gilliesii, 3-Carpobrotus
edulis, 4-Mirabilis jalapa.
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Observando los resultados del ensayo con Fusarium, (figuras 23-25) podemos deducir que tanto
el etanol + Clor y el DMSO como extractantes, inhiben completamente el crecimiento de este
hongo, ya que no existe crecimiento en las placas control con estos extractantes. Conviene
resaltar ademads que el hongo presentd un crecimiento muy lento, con medidas de diametro de
la colonia en torno a tan solo 3-4 cm a los 14 dias, a pesar de que anteriormente habia mostrado
un crecimiento mas rapido. Esto puede deberse a la pérdida de vitalidad como sapréfito tras
repetidos subcultivos en medio axénico, y que sea necesario activarlo pasando por planta, ya
que se trata de un patdgeno vascular. Este comportamiento dificulta la interpretacién de
resultados. Sin embargo, se puede apuntar que con acetona como extractante, se observé un
crecimiento similar en la placa control y en el resto hasta el sexto dia, siendo el extracto que
mas inhibicion ha producido el de Caesalpinia gilliesii.

Con etanol puro no se observé tampoco efecto inhibitorio.

Figuras 23 y 24. Crecimiento del hongo Fusarium sp en medio PDA con diferentes extractantes y extractos
de plantas. Las letras corresponden con los extractantes utilizados: E-Etanol con cloruro de benzalconio
(24), A-Acetona (23). El numero corresponde con la especie vegetal utilizada: 1-Acacia farnesiana, 2-
Caesalpinia gilliesii, 3-Carpobrotus edulis, 4-Mirabilis jalapa.
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Figuras 25 A, B, C y D. Crecimiento del micelio de Fusarium en medio PDA adicionado con extractos de
plantas a lo largo del tiempo. La letra de los extractos corresponde al extractante utilizado: etanol con
cloruro de benzalconio (E+Clor), acetona (A), metanol (M) y etanol puro (ET). El nimero corresponde con
la especie vegetal: 1-Acacia farnesiana, 2-Caesalpinia gilliesii, 3-Carpobrotus edulis, 4-Mirabilis jalapa.

Con los datos obtenidos en estos ensayos, se calculé el porcentaje de inhibicién, que se muestra
en la tabla 5.

Para calcular dicho porcentaje de inhibicidn, se utilizé la siguiente férmula:

Diametro placa control-Didmetro placa tratamiento

Porcentaje de inhibicion = x 100

Diametro placa control

En el caso de Fusarium se observaron porcentajes de inhibicidn elevados, aunque debido a que
la colonia no llegd a ocupar toda la placa, los resultados deben interpretarse con precaucion.
Los extractos de etanol + Clor, asi como los de metanol con DMSO produjeron, en su totalidad,
incluyendo el control, un 100 % de inhibicién, por lo que se puede afirmar que son estos
compuestos los que inhiben el crecimiento de Fusarium. Con los extractos de acetona, la especie
vegetal que presenta mayor capacidad de inhibicion frente a Fusarium es Caesalpinia gilliesii,
seguido de Acacia farnesiana. Con etanol puro como extractante, se observa que la placa control
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supera levemente el crecimiento de la placa control sin extractante. Las especies vegetales que
inhiben el crecimiento de este hongo son Caesalpinia gilliesii y Carpobrotus edulis.

El hongo mas sensible a los extractos de plantas parece ser Phytophthora citrophthora. En este
caso, también los solventes el etanol + Clor y metanol con DMSO produjeron una inhibicidn casi
total en todos los casos. Hay que puntualizar que los valores de inhibicion del 88 % se deben a
un crecimiento muy incipiente del micelio sobre la porcién original del cultivo stock, no llegando
en ningun caso a colonizar el medio, por lo que lo consideramos inhibicién total. En cuanto a los
extractos acetdnicos, el de Carpobrotus edulis fue el Unico produjo una pequefia inhibicién, del
24,13 %. En las placas con etanol puro como extractante, la especie vegetal que mayor
porcentaje de inhibicién produjo, fue Acacia farnesiana, seguido de Caesalpinia gilliesii.

Esta mayor sensibilidad de Phytophthora citrophtora se ha observado previamente en
experimentos similares por Garcia (2019) y podria deberse a su naturaleza como hongo
Oomiceto, con hifas de paredes delgadas, a diferencia de Botrytis o Fusarium, que son especies
anamorfas de hongos Ascomicetos, con paredes gruesas y/o pigmentadas que podrian
posiblemente conferir mayor resistencia a los compuestos toxicos.

Botrytis parece ser el hongo mas resistente, ya que presentd los menores porcentajes de
inhibicién. A pesar de que el control etanol + Clor produjo también inhibicidn, ésta fue menor
que en los otros hongos ensayados. Ademas, con las especies Acacia farnesiana, Caesalpinia
gilliesii y Mirabilis jalapa se observaron mayores reducciones del didmetro de la colonia que las
debidas al solvente (entre 60-70 %). Los extractos de acetona produjeron una inhibicidn casi
imperceptible, siendo Mirabilis jalapa la especie mds inhibitoria. EI DMSO inhibid
completamente el crecimiento de Botrytis. En los extractos con etanol puro, no se observé
practicamente inhibicién, siendo Mirabilis jalapa la Unica especie vegetal que ocasiond algo de
inhibicion

El dimetilsulféxido (DMSO) es un disolvente utilizado habitualmente en la preparacion de
extractos metandlicos de plantas (Khany Yadav, 2011; Mostafa et al., 2018; Bajpai et al., 2012).
Aungque en la mayoria de los estudios no se aporta informacidn de su posible efecto fungitdxico,
algunos autores apuntan cierto efecto inhibitorio sobre algunos hongos filamentosos
(Randhawa, 2006; Petrucelli et al., 2020), lo que confirmaria nuestros resultados. En cambio, al
ser poco difusible en el medio de cultivo, no parece presentar este efecto fungitdxico en los
ensayos de difusion en disco.

El test de difusién en disco es mds sencillo de ejecutar y permite evaluar mayor nimero de
tratamientos que los ensayos por contacto con el extracto, con menos costo y esfuerzo. Sin
embargo, en el caso de los hongos filamentosos habria que solventar ciertos problemas
metodoldgicos como la preparacion de inéculos ajustados, para cada especie o cepa fungica,
como apuntan también otros autores (Cantdn et al., 2007; Durand et al., 2021).
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Tabla 5. Porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio de los hongos en contacto directo con los
extractos de 1-Acacia farnesiana, 2-Caesalpinia gilliesii, 3-Carpobrotus edulis y 4-Mirabilis jalapa,
calculado a partir de los datos del ultimo dia de medicién. La letra corresponde al extractante utilizado:
etanol con cloruro de benzalconio (E+Clor), acetona (A), metanol (M) y etanol puro (ET). Los guiones
indican que dicho cultivo ha crecido mas que en la placa control.

Extracto Botrytis Fusarium Phytophthora
E+Clor 1 70 100 72,41
E+Clor 2 68,125 100 59,31
E+Clor 3 31,25 100 51,72
E+Clor 4 62,5 100 85,51
Control E+Clor 39,37 100 88,96
Al 3,75 20,83 -
A2 3,12 37,5 -
A3 0 8,33 24,13
A4 6,25 8,33 -
Control Acetona 0 0 6,89
M1 100 100 100
M2 90 100 100
M3 86,25 100 100
M4 100 100 100
Control DMSO 100 100 88,27
ET1 0 4,16 32,41
ET2 6,25 8,33 29,65
ET3 0 8,33 17,24
ET4 0 - 4,82
Control ETANOL 0 - -

Actividad antibacteriana de los extractos de plantas

En general, el efecto antibacteriano de los extractos ensayados fue algo mas generalizado que
el efecto antifungico.

Si analizamos los resultados obtenidos en los ensayos con Escherichia coli (Figuras 26-28) se
observa que Mirabilis jalapa fue la Unica especie vegetal que produjo inhibicién en, al menos,
dos extractantes (etanol + Clor, Etanol puro y en menor medida metanol), aunque atribuible, al
menos en parte, a los extractantes utilizados a base de etanol, que también produjeron zonas
de inhibicion.
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Figura 26. Didmetro del halo de inhibicién producido en Escherichia coli a las 24 horas del inicio del cultivo.
El nimero se corresponde con la especie vegetal utilizada: 1- Acacia farnesiana, 2- Caesalpinia gilliesii, 3-
Carpobrotus edulis, 4- Mirabilis jalapa. La letra corresponde al extractante utilizado: etanol con cloruro
de benzalconio (E+clor), acetona (A), metanol (M), etanol puro (ET). Controles positivos: ampicilina (Amp),
amoxicilina (Amox), cloranfenicol (Cloran).

: i el
Figura 27 y 28. Ejemplos de Escherichia coli en medio de cultivo AN a las 24 horas de la siembra, con los

extractos en etanol con cloruro de benzalconio (E), y metanol (M) de 1- Acacia farnesiana, 2- Caesalpinia
gilliesii, 3- Carpobrotus edulis, 4- Mirabilis jalapa.

Para Micrococcus luteus, (figuras 29-32) las cuatro especies vegetales produjeron la mayor
inhibicion en los extractos de etanol + Clor.

En cuanto a los demas extractantes, Caesalpinia gilliesii produjo halos de inhibicién con acetona
y etanol puro como extractantes, Acacia farnesiana con metanol y etanol puro, y Mirabilis jalapa
con acetona y etanol puro.

Los controles positivos de antibidticos originaron zonas de inhibicién patentes, lo que pone de
manifiesto la sensibilidad de esta especie.: Cloranfenicol fue el control positivo que menos
didametro de inhibicion produjo (4 cm), en cambio, amoxicilina y ampilicina produjeron una
inhibicion mayor (7 cm).
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Micrococcus luteus
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Figura 29. Didmetro del halo de inhibicion producido en Micrococcus luteus a las 24 horas del inicio del
cultivo. El nimero se corresponde con la especie vegetal utilizada: 1- Acacia farnesiana, 2- Caesalpinia
gilliesii, 3- Carpobrotus edulis, 4- Mirabilis jalapa. La letra corresponde al extractante utilizado: etanol con
cloruro de benzalconio (E+clor), acetona (A), metanol (M), etanol puro (ET). Controles positivos: ampicilina
(Amp), amoxicilina (Amox), cloranfenicol (Cloran).

Figuras 30y 31. Ejemplos de Micrcoccus luteus en medio de cultivo AN a las 24 horas de la siembra, con
los extractos en acetona (A) y etanol+clor(E) de 1- Acacia farnesiana, 2- Caesalpinia gilliesii, 3- Carpobrotus
edulis, 4- Mirabilis jalapa.

En el caso de Staphylococcus epidermidis (Figuras 33-36), todos los extractos en etanol + Clor
produjeron zonas de inhibicidn, aunque debidas en gran parte al extractante. Caesalpinia
gilliesii produjo halos de inhibicién con acetona como extractante; Acacia farnesiana produjo
halos de inhibicion con metanol y etanol puro como extractante, Carpobrotus edulis solamente
produjo halos de inhibicién con metanol, y Mirabilis jalapa con el extractante etanol puro.

Los tres controles positivos produjeron halos de inhibicién de hasta 3,3 cm, lo que sefiala
también la sensibilidad de esta especie.
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Staphylococcus epidermidis
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Figura 32. Diametro del halo de inhibicién producido en Staphylococcus epidermidi a las 48 horas del inicio
del cultivo. El nimero se corresponde con la especie vegetal utilizada: 1- Acacia farnesiana, 2- Caesalpinia
gilliesii, 3- Carpobrotus edulis, 4- Mirabilis jalapa. La letra corresponde al extractante utilizado: etanol con
cloruro de benzalconio (E+clor), acetona (A), metanol (M), etanol puro (ET). Controles positivos: ampicilina
(Amp), amoxicilina (Amox), cloranfenicol (Cloran).

Figuras 33, 34 y 35. Ejemplos de Staphylococcus epidermidis en medio de cultivo AN a las 48 horas de la
siembra, con los extractos en etanol con cloruro de benzalconio (E), acetona (A) y metanol (M) de 1- Acacia
farnesiana, 2- Caesalpinia gilliesii, 3- Carpobrotus edulis, 4- Mirabilis jalapa.

En este estudio hemos observado que las especies Staphylococcus epidermidis y Micrococcus
luteus son mas sensibles que Escherichia coli a los extractos de las plantas invasoras ensayadas,
con 9-10 tratamientos que mostraron actividad antibacteriana en las primeras frente a los 6, y
de menor extension, de la segunda. Estos resultados confirman datos similares de anteriores
trabajos con estas especies de bacterias (Mostafa et al., 2018), lo que puede atribuirse a que se
trata de bacterias Gram +, con una pared mas simple (Wong et al., 2015).

pag. 33



Aunque los resultados han sido muy variables, dependiendo de la planta, el extractante
utilizado, el método de evaluacion y el organismo diana, se puede afirmar que las plantas
invasoras ensayadas presentan cierta actividad antimicrobiana.

Acacia farnesiana ha mostrado actividad antimicrobiana en un gran nimero de casos. Se trata
de una especie abundante, de distribucién pantropical y distintas partes de la planta,
mayoritariamente los frutos, se han usado ampliamente en medicina tradicional como
broncodilatador, contra venenos de serpientes, contra la indigestiéon, como antiinflamatorio,
destacando ademas su utilizacion en el tratamiento de enfermedades como la tuberculosis, la
disenteria o el cdlera (Hernandez-Garcia et al., 2019). Se han identificado compuestos bioactivos
del grupo de los fenoles (acido galico, metil-galato, desoxyhexdsido de quercetina), flavonoides
(glicosidos y galoglicésidos), taninos, terpenos y saponinas entre otros, que podrian explicar su
efecto antimicrobiano. Ademas, se ha comprobado previamente la actividad antimicrobiana
frente a bacterias causantes de las enfermedades mencionadas (Reddy et al., 2008; Ramli et al.,
2011; Sanchez et al., 2013; Hernandez-Garcia et al., 2019), lo que justifica su uso
etnofarmaceultico. Aunque son mucho mds escasos los estudios sobre su potencial accidn
contra hongos en general y organismos fitopatégenos en particular, algunos autores han
comprobado actividad antifungica de extractos hidroalcohdlicos frente a Fusarium oxysporum f.
lycopersici in vitro (Rodriguez et al., 2012), aunque adicionados al medio de cultivo en una
cantidad mucho mayor que la utilizada en nuestro estudio.

Caesalpinia gilliesii ha presentado también actividad antimicrobiana en muchos casos, lo cual es
novedoso, ya que no conocemos datos previos sobre esta especie.

Mirabilis jalapa se ha usado tradicionalmente para el tratamiento de la disenteria, diarrea,
dolores musculares, para tratar afecciones dermatoldgicas, como cicatrizante y como
antiinflamatorio en los lugares de donde es originaria (Poovendran et al., 2011), por lo que
cabria esperar actividad antiséptica. Es de destacar el efecto observado con los extractos
etandlicos, superando el efecto antibacteriano influido por el extractante, ademas de actividad
antifungica de algunos extractos etandlicos y aceténicos. Nuestros resultados estan en linea con
los obtenidos por otros autores relativos a la actividad antimicrobiana de extractos etandlicos
de esta especie frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida (Oska y Sari, 2007;
Poovendran et al., 2011; Castillo et al., 2012; Naveed et al., 2010;) atribuible a la presencia de
metabolitos secundarios como quinonas, cumarinas y flavonoides (Castillo et al., 2012), aunque
se afirma que la intensidad de la actividad antibacteriana puede estar influenciada por factores
ambientales o genéticos (Naveed et al., 2010).

Carpobrotus edulis mostrd sin embargo una actividad antimicrobiana mas limitada. Hasta
nuestro conocimiento, no existen apenas datos previos de actividad antimicrobiana de esta
especie, a excepcion de cierta actividad de extractos metandlicos, variable segin concentracidn
sobre Staphylococcus aureus o Mycobacterium tuberculosis (Martins et al., 2005). A pesar de
que esta especie debe su capacidad de invasién en gran medida a los efectos alelopaticos que
producen sus hojas secas sobre la flora circundante, esto parece explicarse por causas diferentes
a la presencia de metabolitos secundarios con actividad antiflingica o antibacteriana, como
cambios en el pH y la disponibilidad de nutrientes en el suelo (Sanz-Elorza et al., 2004).
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos propuestos, se puede concluir que:

El extractante metanol, seguido de etanol produjeron los mayores rendimientos en los
extractos.

Los solventes alcohol con cloruro de benzalconio y dimetilsulféxido manifestaron
actividad antifungica cuando se aplicaron directamente a los hongos, mientras que
alcohol con cloruro de benzalconio presenté ademas actividad antibacteriana, por lo
que no resultan adecuados.

Los extractos de Acacia farnesiana produjeron excelentes resultados mediante el
método de difusién en disco frente a Alternaria y en menor medida, Botrytis cinerea. En
los ensayos por contacto directo, se observaron resultados inhibitorios para Fusarium
sp., Phytopthora citrophthora y Botrytis cinerea. Ademas, se produjo inhibicidn de
Escherichia coli, Micrococcus luteus y Staphylococcus epidermidis.

Con los extractos de Caesalpinia gilliesii se observaron resultados notorios en Alternaria
y Botrytis mediante el método de difusion en disco, y para Fusarium sp. y Botrytis cinerea
mediante contacto directo. También actividad antibacteriana para Escherichia coli,
Micrococcus luteus y Staphylococcus epidermidis.

Los extractos de Carpobrotus edulis mostraron actividad antifingica con el método de
difusién en disco para Alternaria y Botrytis cinerea, y con el método de contacto directo
para Phytophthora citrophthora. Esta especie vegetal solamente produjo actividad
antibacteriana en Staphylococcus epidermidis con los extractos preparados con
metanol.

Los extractos de Mirabilis jalapa mostraron actividad inhibitoria mediante el método de
difusién en disco para Alternaria y Botrytis cinerea y mediante el método por contacto
para Botrytis cinerea. También se observo actividad antibacteriana para Escherichia coli,
Micrococcus luteus y Staphylococcus epidermidis

Como perspectivas futuras planteamos:

Mejorar los métodos para determinar la actividad antimicrobiana (basados en la pureza
e idoneidad del extractante y preparacion de los indculos).

Profundizar en el conocimiento y caracterizacién de los componentes bioactivos de las
plantas invasoras con actividad antimicrobiana.
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