UNTYERSIDADICEN T RATRMART AV EREUSDE{ SIS
MﬂIﬁHDL‘BW

Titulo: Efecto alelopatico inducido por diferentes
fracciones procedentes del extracto acuoso de
orozuz (Phyla strigulosa) sobre la germinacion de

maiz.

Autora: Danelys Jova Saez.
Tutores: MSc. Rafael Sosa Martinez.

Ing. Maykel Hernandez Aro.

2005-2006



Resumen.

En la investigacion se inicio el estudio de diferentes fracciones obtenidas por
procesos cromatograficos en Gel filtracion logrando identificar la presencia

cualitativa de los grupos flavonoides y coumarinas.

Los efectos alelopaticos de diferentes fracciones obtenidas a partir del extracto
acuoso de orozuz (Phyla strugulosa) sobre la especie maiz (Zea mays L.) fue
evaluado empleando técnicas de germinacion in vitro. Las fracciones fueron
administradas en base al valor de los sélidos totales disueltos empleando agua

como control positivo.

Las fracciones evaluadas estimularon el proceso de germinacién con caracter
lineal e inhibieron el desarrollo de las raices y los tallos De esta manera las
fracciones acuosas pueden ser consideradas fracciones bioactivas del extracto.
Todo lo anterior aporta evidencias sustanciales del potencial alelopatico del

orozuz.
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ANEXOS.



Introduccién.

Introduccion.

Las sustancias biolégicamente activas que causan efectos alelopéaticos estan
relacionadas con las plantas a través de diferentes procesos: exudacion,
descomposicion de biomasas. La descomposicién de los residuos procedentes
de las plantas son recursos ricos en aleloquimicos. Uno de los principales
grupos que componen estas sustancias son los compuestos fendlicos y dentro

de ellos los &cidos hidroxifendlicos, derivados del acido cinamico y benzdico.

Los efectos negativos de la influencia de estas sustancias sobre los procesos
fisiologicos de las plantas, aunque sus bases moleculares no estén totalmente
dilucidadas, esta determinado por la inhibicion del crecimiento en determinada
etapa del ciclo biolégico a través de la disminucion de la fotosintesis, la

respiracion Yy la relacion agua — absorcion de iones.

Se conoce que bajo determinadas condiciones de cultivo (casas de cultivos) y
reiteradas etapas de cosechas de la misma especie, disminuye la productividad
de la misma y ello se encuentra relacionado con el incremento de

aleloinhibidores sobre el sustrato.

Los compuestos fendlicos presentes en el tejido vegetal, regulan los niveles de
auxinas por influencia de la oxidasa IAA y esta actividad de la enzima

correlaciona negativamente con el crecimiento de las plantas.

El estudio de las potencialidades alelopaticas ha tenido sus origenes en
practicas comunes, pero en los ultimos afios las plantas con actividad alelopatica
han centrado las expectativas como fuente de nuevas entidades moleculares
con amplia repercusidén en la agricultura. La investigacion basada en sdlidos
conocimientos cientificos se ha dirigido hacia el conocimiento de las bases

moleculares que soportan la accion de estos agentes aleloquimicos.
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Los metabolitos secundarios con actividad alelopatica son de naturaleza quimica
muy variada y variedades de estas especies han sido identificadas en los ultimos
afios como son los &cidos fendlicos y sus derivados coumarinas, flavonoides y

glucésidos entre otros.

Phyla strigulosa u orozuz, como se le conoce en Cuba, es una planta que se
tiene como maleza invasiva. Es muy conocida, por sus propiedades medicinales
y como uno de los ingredientes en la decoccion (betin) con que se rocia el
tabaco destinado a capadura, lo cual a contribuido a estimular las
investigaciones con esta especie en el contexto del proyecto entre la Facultad de
Ciencias Agricolas y Bioldgicas Aplicadas de la Universidad de Gante, Bélgica y
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Central Marta Abreu de

Las Villas.

Teniendo en cuenta lo anteriormente analizado se ha decidido realizar una
evaluacion de los efectos alelopéticos de esta especie sobre la germinacion de

maiz, proponiéndonos los siguientes objetivos:

Objetivo general: Realizar una evaluacion de los efectos alelopéticos inducidos
por diferentes fracciones procedentes del extracto acuoso de orozuz (Phyla
strigulosa) sobre la germinacion de maiz. (Zea mays L.)

Objetivos especificos:

1. Fraccionar y caracterizar cualitativamente los grupos de sustancias
presentes tanto en el extracto acuoso como en las fracciones procedentes
de este extracto.

2. ldentificar las fracciones con actividad alelopatica provenientes del

extracto acuoso. sobre la germinacion de maiz (Zea mays L.)
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1.1 Consideraciones generales de la planta.

Familia: Verbenaceae.
Nombre cientifico: Phyla strigulosa var sericea.
Nombres comunes:

e Revienta caballos.

e Oro azul.

e Mazorquilla.

e Yerba de sapo.

e Yerba dulce.

1.1.1 Distribucion geogréafica.

Se puede localizar en América continental desde México hasta Argentina y
en Las Antillas. En Cuba se localiza en las provincias occidentales: Pinar del
Rio, Habana, Matanzas (nuevo mundo: Los Arabos), en las provincias
centrales: Villa Clara (Caibarién), Cienfuegos (Soledad), Sancti Spiritus
(Sierra de Banao; Topes de Collantes), Camaguey (Paso de Lesca) y en la
zona oriental del pais: Holguin, Santiago de Cuba, Guantanamo (San Antonio
del Sur).

Crece en formaciones herbaceas con humedad permanente o temporal.

1.1.2 Descripcion boténica.

Se considera una hierba perenne, rastrera, radicante en los nudos, de 30 — 90
cm de alto y hasta 30 cm de didmetro. Ramas glabras a estrigiloso-canescentes
por pelos todos o en su mayoria malpighiaceos, al igual que en hojas,
pedunculos y bracteas. Las hojas son opuestas, el peciolo es de 2 - 8 mm de
largo; la lamina de consistencia firme, obovada a espatulaza, a veces subromica,

de 1-7.2x0.6 -2.5 cm., glabra o estriguloso-pubérula en ambas caras,
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redondeada, obtusa o subaguda; base cuneiforme y estrechada en el peciolo,
margen aserrado por encima de la mitad por dientes agudos o acuminados;
nervios por lo general no visibles, raramente algo hundidos en la haz y
prominentes en el envés. Inflorescencias multifloras, globosas a cilindricas, de 1
— 2.5 cm de largo, 2 por nudo; el pedunculo mide de 1 — 11.5 cm. de largo, es
pubérulo a glabra; bracteas no claramente seriadas, obovadas a subrémico-
cuneiformes, glabras o cilindricas, mucronato-acuminadas. Caliz de 2 mm de
largo, 2 — partido, 2 — carinado, con quillas pubérulas. Corola rosado-purpura,
morada o blanca, con garganta amarilla; tubo de 2 — 2.5 mm de largo,

estriguloso por fuera. Fruto ovoide de 1.5 mm de diametro, pubérulo. ™

Variabilidad.

Especie variable en cuanto al tamano e indumento de las hojas, lo cual se ha
utilizado para distinguir taxones intraespecificos. En Cuba estan presentes:
Phyla strigulosa var. Strigulosa (hojas de mayor 1.5 por 1 cm., no
canescentes) y Phyla strigulosa var. Sericea (hojas por lo general de menos

de 1.5 (-2.5) por 1 cm., conspicuamente estriguloso-canescente en el envés.

1.1.3 Estudios realizados sobre la planta.
Usos reportados.

Se usa con fines medicinales contra espasmos, trastornos de los bronquios,
del estomago y de los rifiones, la reuma, el asma, la fiebre, afecciones de la
piel y por sus propiedades carminativas, diuréticas, emenagogas vy
pectorales. Sirve de alimento a los conejos. La planta completa es uno de los
ingredientes de la decoccidn (betun) con que se rocia el tabaco destinado a

capadura.
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1.2. Alelopatia. Concepto y generalidades.

En la naturaleza, las plantas estan expuestas a factores bibticos y abi6ticos con
los cuales han co-evolucionado. La presion de seleccidn ejercida por estos a lo

largo del proceso evolutivo provoco el desarrollo en los vegetales de numerosas
rutas de biosintesis a través de las cuales sintetizan y acumulan en sus érganos
una gran variedad de metabolitos secundarios. Se sabe que muchos de los
mismos juegan un importante rol en interacciones complejas entre organismos
vivos en el entorno natural. Entre ellos existen sustancias que producidas por
una planta le proporcionan beneficios al provocar determinados efectos sobre
otras plantas o animales. Estas sustancias se denominan aleloquimicos y el
fendmeno en el cual estan involucradas se designa con el nombre aleloquimia.

Un tipo de aleloquimia lo constituye la Alelopatia.

El término alelopatia (del griego allelon = uno al otro, del griego pathos = sufrir;
efecto injurioso de uno sobre otro) fue utilizado por primera vez por Molisch
para referirse a los efectos perjudiciales o benéficos que son ya sea directa o
indirectamente el resultado de la accion de compuestos quimicos, que liberados

por una planta, ejercen su accion en otra.

Siguiendo esta definicion, en todo fendmeno alelopatico existe una planta
(donor) que libera al medio ambiente por una determinada via (por e;. lixiviacion,
descomposicion de residuos, etc.) compuestos quimicos los cuales al ser
incorporados por otra planta (receptora) provocan un efecto perjudicial o
benéfico sobre germinacion, crecimiento o desarrollo de esta ultima. Los
compuestos citados que desencadenan el proceso se denominan compuestos,

agentes o sustancias alelopaticas.
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La definicion abarca tanto los efectos perjudiciales como benéficos. Es
necesario puntualizar que muchas sustancias con actividad alelopatica tienen
efectos benéficos a muy bajas concentraciones y, superado un determinado
umbral, actuan negativamente sobre la planta receptora. Aun asi, predomina en
la literatura especializada la descripciéon de efectos negativos. Por otra parte, el
término definido por Molisch @ incluye a hongos y otros microorganismos ,

ademas de las plantas superiores, puesto que en su tiempo todos ellos se
consideraban miembros del reino vegetal. La confusion aumenta si se tiene en
cuenta que muchos agentes alelopaticos, ademas de tener un efecto sobre
plantas, también lo tienen sobre otros tipos de organismos distantes a éstas

tales como herbivoros e insectos fitofagos.

Evolutivamente es légico esperar por seleccion natural la preferencia por
modelos de defensa basados en sustancias que presentan actividad biolégica
sobre un amplio espectro de organismos, lo cual implica para la planta una
mayor eficiencia en el uso de su energia. Esto condujo a ciertos autores a
ampliar el alcance de la alelopatia. Grummer ®) propuso una designacion
especifica para los diferentes agentes alelopaticos basada en el tipo de planta
productora de los mismos y el tipo de planta aceptora. Sin embargo no tuvo

amplia aceptacion.

En opinién de Einhellig “ esto seria consecuencia de que frecuentemente la
fuente emisora de un compuesto alelopatico no se conoce a priori con claridad.
Por ejemplo, compuestos liberados por plantas superiores pueden ser alterados
por microorganismos en el suelo antes de que ejerzan su accion sobre la planta
receptora. A su vez es dificil establecer la fuente de produccion de un
compuesto aislado en el medio edafico. También la terminologia sugerida no
permite aclarar el rol de la sustancia con actividad biolégica cuando ésta tiene

multiples funciones afectando varios tipos de organismos. En base al analisis
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anterior se tendra en cuenta el criterio enunciado por Mduller ® el cual utiliza el
término alelopatia para referirse a los efectos nocivos de un compuesto quimico

producido por una planta superior sobre otra planta superior.

En la literatura a veces al analizar las interacciones entre plantas superiores
existio cierta confusidon en el uso de los términos alelopatia y competencia.

Algunos bidlogos han considerado que la alelopatia es parte de la competencia.

La competencia entre plantas involucra la reduccién en la disponibilidad de algun
factor del entorno, debido a su utilizacién por un individuo vegetal, que es
requerido también por otra planta que comparte el mismo habitat. Entre estos

factores citemos el agua, los nutrientes minerales y la luz.

En cambio la alelopatia implica la liberacion al entorno por parte de una planta
de un compuesto quimico que ocasiona un efecto sobre otra. Por tanto, el efecto
detrimental en crecimiento y desarrollo en la competencia es debido a la
reduccion en la disponibilidad de recursos comunes, mientras que en la
alelopatia tiene su origen en compuestos quimicos liberados por una planta que

afectan a otra.

Estos conceptos son diferentes entre si pero desde un punto de vista
ecofisiolégico se pueden considerar estrechamente ligados y complementarios
en su efecto. Para evitar confusiones se utiliza el término interferencia para
designar al efecto total de una planta sobre otra, es decir, la suma de efectos

debidos a los fendmenos de competencia y alelopatia.
1.2.1. Antecedentes sobre la alelopatia.

El término alelopatia fue acufiado en 1937 por Molisch ®) para indicar cualquier
tipo de interaccion bioquimica entre plantas o microorganismos. La alelopatia
difiere de la competencia en el sentido de que los mecanismos interactivos entre

los microorganismos o plantas, involucra la adicion de algun quimico por una
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especie en el ambiente de otra, en vez de la remocion de un recurso del

ambiente.

La alelopatia es un componente muy importante de la interferencia entre plantas,
por la excrecion de sustancias quimicas producidas por una planta y liberadas
en el ambiente de otras, sufriendo una reduccion o anulacién en su desarrollo

por una inhibicion téxica causada por las secreciones.

Cada vez existen mas pruebas de que las plantas tienen una influencia mutua
desfavorable por otros medios que no son la competencia por los elementos
nutritivos, el agua y la luz. Uno de los medios de ésta, es la produccion de
sustancias toxicas alelopaticas por las raices de las plantas. Hay experimentos
que demuestran que determinados extractos vegetales inhiben la germinacion
de las semillas o disminuyen el crecimiento de otra especie vegetal a la que se

hace crecer en medios nutritivos.

En experimentos hechos en invernaderos con cultivos sucesivos en un mismo
suelo, se ha identificado cierto numero de sustancias toxicas alelopaticas que
son producidas por raices vivas o que son productos de descomposicién de las
raices. En algunos casos, la descomposicién de las raices ha producido mas
compuestos toxicos que las raices vivas. Por ejemplo, las raices de linaza
contienen un glicosido ciandégeno, la linamerina, que durante la descomposicion
excreta pequefas cantidades de acido cianhidrico. Raices de avena han

producido escopoletina, glicdsido de escopoletina, y otras toxinas.

En la alelopatia entre plantas, intervienen toxinas vegetales tanto de las hojas
como de las raices; por ejemplo, Encelia farinosa A. Gray ex Torr., contiene 3-
acetil-6-metoxibenzaldehido en todas las partes de la planta. Este compuesto es
toéxico para ciertas plantas que por lo comun conviven con dicha especie en
habitats desérticos. Otros estudios demostraron que extractos de raices de
Agropyron repens, y mezclas de suelo y raices de A. repens inhiben el

crecimiento vegetal o impiden la germinacion de las semillas de ciertas plantas.
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Debe senalarse también, que la alelopatia tiene la potencialidad para ocasionar

) en su texto

inhibicion o promover el crecimiento de otras especies. Rice (
titulado “Allelopathy” incluye varios ejemplos de ambas interacciones nocivas y

benéficas.
1.2.2. Los aleloquimicos.

Los aleloquimicos estan presentes en casi todos los 6rganos vegetales. Su
concentracion depende de la genética, la edad, el tipo de érgano o tejido, y de
las condiciones del entorno, incluyendo las formas de estrés fisico y bioldgico

que puedan afectar el desarrollo de la planta.

Un mismo compuesto puede aparecer en distintas partes del vegetal y en
diferentes concentraciones, las cuales dependen del 6rgano y de la edad de
la planta. La concentracion de algunos aleloquimicos -tales como los
alcaloides, los terpenos y los glicésidos cianogenéticos- es mayor durante los
estadios tempranos de las plantulas y parecen ser producidos solo durante la

expansion de las hojas.

Como la mayoria de los aleloquimicos son también autotéxicos, las plantas
desarrollan métodos para almacenarlos sin ser afectadas. Muchos estan
localizados dentro de ciertos tejidos, células u organelos, con el fin de aislarlos
de los procesos metabdlicos criticos en el organismo que los produce. En otros
casos las toxinas se acumulan en una forma inactiva, y se transforman

quimicamente antes de su liberacion.
1.2.3. Naturaleza de los compuestos alelopéaticos.

La naturaleza quimica de los agentes alelopaticos es muy variada. A medida que
progresan las investigaciones en el tema se incorporan nuevos grupos de
sustancias a las cuales no se les atribuia esta actividad biolégica. Normalmente

la literatura especializada los ordena en los siguientes grupos:
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¢ Compuestos alifaticos.

e Lactonas saturadas.

e Lipidos y acidos grasos.

e Terpenoides.

e Glicdsidos cianogénicos.

e Compuestos aromaticos (fenoles, derivados del acido benzdico,
derivados del acido cinamico, quinonas, coumarinas, flavonoides,

taninos).

1.2.4 Biosintesis de los agentes alelopaticos.

La mayoria de los agentes alelopaticos son metabolitos secundarios derivados
de las rutas del acetato-mevalato o del Shikimico. Entre los metabolitos que
provienen de la ruta metabdlica del acetato-mevalato se encuentran terpenos,
esteroides, acidos organicos solubles en agua, alcoholes de cadena lineal,
aldehidos alifaticos, cetonas, acidos grasos insaturados simples, acidos grasos
de cadena larga, poliacetilenos, naftoquinonas, antroquinonas, quinonas
complejas y Floroglucinol. De la via metabdlica del acido Shikimico provienen
fenoles simples, derivados del acido benzéico y del acido cinamico, coumarinas,
sulfuros, glicésidos, alcaloides, cianhidrinas, algunos derivados de quinonas y
taninos hidrolizables y condensados. Existen también compuestos como los
flavonoides, en cuya sintesis participan metabolitos de las dos rutas. Como es
previsible, las concentraciones de estos compuestos en los tejidos varian segun
el ritmo de biosintesis, almacenamiento y degradacion. También son afectados
por los balances internos reguladores de crecimiento vegetal y otros factores
bidticos y abidticos. Es importante tener presente que no siempre los detalles de

la biosintesis de estos compuestos son conocidos. 48

10
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1.2.5. Modo de liberacion de las sustancias alelopéticas.

Se puede afirmar que el modo de liberacién de un agente alelopatico depende
de su naturaleza quimica. Las plantas superiores liberan regularmente
compuestos organicos por volatilizacion de sus superficies y a través de
lixiviados de hojas y exudados de raices. Eventualmente, los constituyentes
quimicos de todos los organismos son liberados al entorno a través de procesos
de descomposicion, incorporandose a la matriz del suelo. Por tanto existen 4

vias principales de liberacion al entorno de los aleloquimicos:

e Volatilizacion.
e Lixiviacion.
e Exudacion.

e Biodegradacion.
1.2.6. Mecanismo de accion de agentes alelopaticos.

Existen dos formas fundamentales de accion de los aleloquimicos sobre las
plantas receptoras: directa e indirecta. ® Las alteraciones de las propiedades del
suelo y su efecto sobre la nutricion y actividad de las poblaciones de plantas y
microorganismos respectivamente, constituyen formas indirectas de actuar los
aleloquimicos. En cambio, el efecto que ejercen sobre el crecimiento y el
metabolismo vegetal se considera el modo de accion directa por el cual los

mismos pueden perjudicar o beneficiar a las plantas o microorganismos.
Entre los mecanismos de accion directa mas estudiados se encuentran:
e Alteraciones hormonales.

Los niveles de acido indol acético (AIA) pueden reducirse o incrementarse en

dependencia de las concentraciones de compuestos fendlicos que existan en el

11
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medio. Monohidroxifenoles como el acido p-Hidroxibenzoéico, Vainillico, p-
Cumarico y Siringico pueden reducir la disponibilidad de AIA al promover su
descarboxilacion. Por otra parte di y polifenoles tales como el acido clorogénico,
caféico, felurico y protocatético sinergizan el crecimiento inducido por AlA,
suprimiendo la degradacién de la hormona. Estos efectos sobre los niveles de la
auxina no tienen la misma repercusion en diferentes plantas, ni sobre los
distintos 6rganos de las plantas, pues la sensibilidad de los érganos varia,
siendo las raices las mas susceptibles, seguido de las yemas y luego los
tallos.'?

También algunos de estos mismos compuestos fendlicos inhiben la accion de
otras fitohormonas como las giberelinas y el acido Abscisico (ABA). En el caso
de las giberelinas se puede producir la union a la molécula hormonal como tal o
un bloqueo de los procesos mediados por ella. Respecto al ABA, fitohormona
asociada a condiciones de estrés, pueden ser antagdnicamente inhibidas por la
coumarina y varios flavonoides, los cuales estimulan el crecimiento inducido por
el acido Giberélico. Por todo lo anterior se presupone que en gran parte de los
casos la toxicidad producida por estos acidos seria debida a la interferencia que

provocan en la actividad normal de las auxinas. (""
e Efecto sobre la actividad enzimatica.

Existen muchos compuestos alelopaticos con capacidad de modificar ya sea la
sintesis o la actividad de enzimas tanto in vivo como in Vitro. La mayoria de
estas sustancias han demostrado un efecto dual sobre la regulacion de la
actividad enzimatica. Por ejemplo, plantulas de maiz tratadas con acido felurico
mostraron un incremento en los niveles de enzimas oxidativas (peroxidasas,
catalasas y acido indol acético oxidasa) junto con una elevacion de enzimas de
la ruta del acido Shikimico tales como fenilamina amonio liasa y la cinamil

alcohol deshidrogenada involucrada en la sintesis de compuestos
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fenilpropanoides. También al acido felurico se le atribuye la inhibicion de
enzimas hidroliticas tales como amilasa, maltasa, invertasa, proteasa y fosfatasa

acida involucradas en la movilizacidon de material de alimento.

e Efecto sobre la fotosintesis.

El efecto de los agentes alelopaticos que influyen sobre la inhibicion de la
fotosintesis, no necesariamente acontece en los eventos primarios del proceso
como la captacion de la luz y el transporte de electrones, también resulta de una
modificacion de los niveles de clorofila o por cierre estomatico y la subsecuente
reduccion en la provision de CO, vital para la produccion de fotosintatos. Por
ejemplo en Soya los acidos Felurico, Vainillico y p-Coumarico reducen el
contenido de clorofila, sin embargo sobre Sorgo estas mismas sustancias
igualmente concentradas no provocan esa disminucién. Ciertos flavonoides
parecen interferir en la organizacion funcional o estructural de los cloroplastos;
por ejemplo el Kaenpherol actua aparentemente como un inhibidor de la
transferencia de energia, impidiendo la produccién de ATP. Otras especies
arboreas poseen polifenoles capaces de reducir la produccion de 2.6-

Diclorofenol, inhibiendo las reacciones fotoquimicas en los cloroplastos. '?

e Efecto de la respiracion.

Entre los compuestos fendlicos el orden de mayor a menor actividad esta
formado por quinonas > flavonoides > coumarinas > acidos fendlicos. Las
quinonas Sorgoleone y Juglona son efectivos inhibidores de la respiraciéon a muy
bajas concentraciones, el Sorgoleone afecta a través del transporte de
electrones, mientras que la Juglona afecta la incorporacion mitocondrial de
oxigeno. Flavonoides tales como la Quercetina, Naringenina y Umbeliferota
inhiben la produccion de ATP en las mitocondrias. Otros compuestos como los

fenoles, por el contrario estimulan la fijacién de oxigeno. (')
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e Efecto sobre procesos asociados a membranas.

Los derivados de los acidos benzdico y cinamico tienen profundos efectos sobre
las membranas. Son capaces de provocar cambios en la polaridad lo cual
provocaria alteraciones en la estructura y permeabilidad de las mismas. Otras
sustancias como el acido hidroxibutirico, presente comunmente en rastrojos,
provocan efectos similares. Los acidos fendlicos tienen un efecto directo sobre la
incorporacion de iones. Asi, los acidos benzdicos y cinamicos implicados en
fendmenos alelopaticos inhiben el ritmo de incorporacion de fosforo y potasio en
raices cortadas. También algunos flavonoides inhiben la absorcién mineral. La
inhibicion de las ATPasas de membranas y la alteracion en la permeabilidad de
las mismas es otra de las formas con que se puede contribuir en la incorporacién

mineral. ("4

1.2.7. Influencia de los factores ambientales.

Las reacciones que las toxinas sufren en el suelo son ampliamente controladas
por factores edaficos, asi como por el régimen de composicién, estado
nutricional o contenido de materia organica que influyen en el tipo y cantidad de

exudados.

Se plantea que el régimen de composicién del suelo ayuda a determinar si la
descomposicion que tiene lugar es aerdbica o anaerdbica, lo cual contribuye a
determinar el rango de actividad microbiana, mientras la naturaleza y cantidad
de materia organica del suelo advierte si la adsorcién que ha tenido lugar es

simple o compleja.

Las toxinas que son liberadas al suelo estan disponibles para ser tomadas por la
planta receptora, la mayoria de los aleloquimicos pueden ser tomados por las
plantas, pero estas pueden discriminar ciertas toxinas sobre la base de su

tamano (peso molecular) y/o otros factores como son:
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e Efecto de la radiacion luminosa.

e Deficiencia mineral.

e Estrés hidrico.

e Cambios de temperatura.

e Influencia de agentes externos (plantas, animales, plagas,
enfermedades).

e Edad de la planta (Estados fisioldgicos de la planta).

e Factores genéticos.

Una vez absorbidas las toxinas, pueden ser trasladadas al sitio donde sea capaz
de interferir al metabolismo. Si la traslacion es bloqueada las toxinas pueden ser
inefectivas. Si las toxinas son absorbidas y trasladadas, pero no destoxificadas
dentro de la planta, las mismas pueden interferir en la planta hospedera

metabolismo.

1.2.8. Otros factores que influyen en el fendmeno alelopatico.

Bowen (" | citado por Puente (*¥

, plantea que para que se produzcan efectos
alelopaticos ya sean de caracter positivo o negativo, directos o indirectos, la
concentracion de las sustancias aleloquimicas es de gran importancia. Las
actividades biolégicas en plantas receptoras de aleloquimicos constituyen una
respuesta dependiente de la concentracion de entrada. La respuesta es de
estimulacién o atraccion, con bajas concentraciones de aleloquimicos y de

inhibicidn o rechazo al incrementarse estas. (1% 18

Blum © citado por Pazmifio ("' sefiala tres factores fundamentales que influyen

directamente en el fendmeno:

1. Sensibilidad de la especie.

2. Liberacioén de la toxina al medio.
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3. Actividad e interacciones bidticas y abidticas que ocurren en el suelo con

la toxina (microorganismos, temperatura, pH, etc.).

No obstante a todo esto, para que todo fendmeno alelopatico, de cualquier

naturaleza ejerza su efecto como tal debe cumplir dos condiciones:

1. Que exista en el suelo suficiente cantidad o concentracion del compuesto
alelopatico.
2. Que el aleloquimico entre en contacto directo o interactue de alguna

forma con una planta susceptible.'* '®

1.2.9. La alelopatia en la agricultura.

En las ultimas décadas la produccion agricola ha dependido de un amplio
conjunto de productos agroquimicos, creados para controlar un complejo
sistema de plagas integrado por arvenses, insectos y organismos patdgenos.
El uso de estos compuestos quimicos son frecuentemente evaluados desde el
punto de vista de su eficacia en el control de plagas y enfermedades, con la
finalidad de aumentar o sostener los rendimientos de cosecha. Sin embargo,
en los ultimos afnos, las evidencias acumuladas estan demostrando que el uso
intenso de estos quimicos a largo plazo, amenaza la capacidad de mantener
la produccion de la agricultura en el futuro préximo. ?® Sumado a lo anterior,
el uso inadecuado y excesivo de agroquimicos esta asociado con los

problemas siguientes:
e Contaminacion de fuentes de agua.
e Desarrollo de resistencia de los organismos a los pesticidas.
e Pérdida de eficacia de los agroquimicos.

e Desarrollo de pestes secundarias.
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e Contaminacioén por residuos en los alimentos.

e Problemas de salud en los agricultores que realizan las

aplicaciones.
e Aumento en el costo de produccién de los cultivos.
e Contaminacion en general del ambiente.

La conciencia creciente de estos problemas ha estimulado la busqueda de
maneras para reducir o eliminar el uso de agroquimicos sintéticos. Esto ha
originado que recientemente se centre la atencidn en la alelopatia,
especialmente donde los impactos de los aleloquimicos son positivos y han
contribuido al desarrollo de estrategias alternativas de control de plagas y

enfermedades. ) Estas estrategias se han categorizado como:
1. Prevencion de impactos negativos.
2. Explotacion de impactos positivos.
3. Manejo y desarrollo de plantas alelopaticas para suprimir arvenses.

4. Desarrollo de aleloquimicos como reguladores de crecimiento o

herbicidas.
5. Combinaciones de los enfoques anteriores.

El reemplazo de los costosos y dafinos agroquimicos sintéticos es
seguramente una meta de la agricultura sostenible; por lo que, para que la
alelopatia pueda funcionar como una herramienta efectiva en el desarrollo de
los agroecosistemas, debe evaluarse en un contexto mas amplio de la

sostenibilidad agricola.
1.2.10. Investigaciones para evaluar el efecto alelopatico en plantas.

Segun Sampietro ® a investigacion en alelopatia comprende dos fases

fundamentales:
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1. Fase bioldgica — ecoldgica: Durante esta primera fase se selecciona la
planta que manifiesta alguna interaccidén especifica con otra. Esto puede
realizarse a través de la observacion de algunos sucesos como: zonas de
suelo desnudo alrededor de una vegetacion arbustiva, cobertura vegetal
rala bajo un grupo de arboles, persistencia de un estado particular dentro
de la asociacion vegetal o reduccion del rendimiento en un cultivo
infestado con una maleza agresiva en particular. El siguiente paso es
determinar si la causa del suceso manifestado es debido a la
competencia, a la alelopatia o a otros procesos (patégeno vegetal, plaga,
etc.). normalmente si el efecto observado no puede atribuirse a variables
fisicas ambientales (pH, temperatura, nutrientes minerales y contenido de
agua), ni a los procesos indicados anteriormente, se considera como
fendmeno causante a la alelopatia.

2. Fase quimica — analitica: Si un efecto fitotoxico puede demostrarse a
través de los bioensayos, se procede al aislamiento e identificacion de los
aleloquimicos responsables. La disponibilidad de técnicas tales como las
cromatografias en capa fina, en papel, liquida de alta presion (HPLC) y
gaseosa acoplada a espectrometro de masas, permiten la identificacion
de la mayoria de los compuestos aislados. Debe detectarse su presencia
en la parte del entorno (aire, suelo, solucion del suelo) a través de la cual
estaria ejerciendo su accion en la concentracion adecuada para causar la
inhibicion de la planta receptora. Esto es especialmente problematico, ya
que los compuestos biologicamente activos frecuentemente se
encuentran en concentraciones muy bajas en el suelo, lo cual dificulta la

extraccion y deteccion de los mismos.

También Xuan @V en sus trabajos metodologicos mas actuales aborda mas
profundamente las formas de proceder metodolégicamente para obtener
resultados adecuados segun los objetivos propuestos. En las mismas puntualiza

por ejemplo, el por ciento de germinacion (> 70 %) adecuado que deben tener
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las semillas que se vayan a utilizar como blanco para detectar el efecto
alelopatico. En este mismo sentido plantea las caracteristicas que debe
presentar la planta blanco, siendo plantas como Lechuga (Lactuca sativa L.),
Réabano (Raphanus sativus L.) o Lepidium sativum L. son especies muy
sensibles a los efectos alelopaticos y por tanto pueden servir eficazmente como

blanco en los bioensayos normales.

1.3. Proceso de germinacion.

Las semillas son la unidad de reproduccién sexual de las plantas y tienen la
funcién de multiplicar y perpetuar la especie a la que pertenecen. Ademas, es
uno de los elementos mas eficaces para que la especie se disperse, tanto en el
tiempo como en el espacio. Para que la semilla cumpla con su objetivo es
necesario que el embrion se transforme en una plantula, que sea capaz de
valerse por si misma vy, finalmente convertirse en una planta adulta. Todo ello
comprende una serie de procesos metabdlicos y morfogenéticos cuyo resultado

final es la germinacion de las semillas.

Para que el proceso de germinacion, es decir, la recuperacién de la actividad
biolégica por parte de la semilla, tenga lugar, es necesario que se den una serie
de condiciones ambientales favorables como son: un sustrato humedo,
suficiente disponibilidad de oxigeno que permita la respiracién aerobia y, una
temperatura adecuada para los distintos procesos metabdlicos y para el

desarrollo de la plantula.

La absorciéon de agua por la semilla desencadena una secuencia de cambios
metabdlicos, que incluyen la respiracion, la sintesis proteica y la movilizacién de
reservas. A su vez la division y el alargamiento celular en el embrion provoca la
rotura de las cubiertas seminales, que generalmente se produce por la

emergencia de la radicula.
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Sin embargo, las semillas de muchas especies son incapaces de germinar,
incluso cuando se encuentran en condiciones favorables. Esto es debido a que
las semillas se encuentran en estado de latencia. Por ello, mientras no se den
las condiciones adecuadas para la germinacion, la semilla se mantendra latente
durante un tiempo variable, dependiendo de la especie, hasta que llegado un

momento, pierda su capacidad de germinar.

Cuando una semilla germina, la primera estructura que emerge de la mayoria de
las especies, después de la rehidratacion de los diferentes tejidos es la radicula.
En aquellas semillas, en las que la radicula no es el primer acontecimiento
morfolégico, se consideran otros criterios para definir la germinacién como: la
emergencia del coleoptilo en granos de cereales; la obtencidn de plantas
normales; o el aumento de la actividad enzimatica, tras la rehidratacion de los

tejidos.

1.3.1. Fases del proceso de germinacion.

En el proceso de germinacion podemos distinguir tres fases:

e Fase de hidratacion:

La absorcion de agua es el primer paso de la germinacion, sin el cual el proceso
no puede darse. Durante esta fase se produce una intensa absorciéon de agua
por parte de los distintos tejidos que forman la semilla. Dicho incremento va

acompanado de un aumento proporcional en la actividad respiratoria.

e Fase de germinacion:

Representa el verdadero proceso de la germinacion. En ella se producen las
transformaciones metabdlicas, necesarias para el correcto desarrollo de la
plantula. En esta fase la absorcibn de agua se reduce considerablemente,

llegando incluso a detenerse.
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e Fase de crecimiento:

Es la ultima fase de la germinacién y se asocia con la emergencia de la radicula
(cambio morfologico visible). Esta fase se caracteriza porque la absorcion de

agua vuelve a aumentar, asi como la actividad respiratoria.

La duracion de cada una de estas fases depende de ciertas propiedades de las
semillas, como su contenido en compuestos hidratables y la permeabilidad de
las cubiertas al agua y al oxigeno. Estas fases también estan afectadas por las
condiciones del medio, como el nivel de humedad, las caracteristicas y
composicion del sustrato, la temperatura, etc. Otro aspecto interesante es la
relacion de estas fases con el metabolismo de la semilla. La primera fase se
produce tanto en semillas vivas y muertas y, por tanto, es independiente de la
actividad metabdlica de la semilla. Sin embargo, en las semillas viables, su
metabolismo se activa por la hidratacion. La segunda fase constituye un periodo
de metabolismo activo previo a la germinacion en las semillas viables o de inicio
en las semillas muertas. La tercera fase se produce solo en las semillas que
germinan y obviamente se asocia a una fuerte actividad metabdlica que
comprende el inicio del crecimiento de la plantula y la movilizacion de las
reservas. Por tanto los factores externos que activan el metabolismo, como la

temperatura, tienen un efecto estimulante en la ultima fase.

En las dos primeras fases de la germinacion los procesos son reversibles, a
partir de la fase de crecimiento se entra en una situacion fisiologica irreversible.
La semilla que haya superado la fase de germinacion tendra que pasar a la fase

de crecimiento y originar una plantula, o por el contrario morir.

21



Revision bibliografica.

1.3.2. Factores que afectan a la germinacion.
Los factores que afectan a la germinacion los podemos dividir en dos tipos:

Factores internos (intrinsecos): propios de la semilla; madurez y viabilidad de las

semillas.

Factores externos (extrinsecos): dependen del ambiente; agua, temperatura y

gases.
1.3.2.1 Factores internos.

Entre los factores internos que afectan a la germinacién estudiaremos la

madurez que presentan las semillas y la viabilidad de las mismas.

e Madurez de las semillas.

Decimos que una semilla es madura cuando ha alcanzado su completo

desarrollo tanto desde el punto de vista morfolégico como fisiolégico.

La madurez morfolégica se consigue cuando las distintas estructuras de la
semilla han completado su desarrollo, dandose por finalizada cuando el embridn
ha alcanzado su maximo desarrollo. También, se la relaciona con la
deshidratacion de los diferentes tejidos que forman la semilla. La madurez se
suele alcanzar sobre la misma planta, sin embargo, existen algunas especies
que diseminan sus semillas antes de que se alcance, como ocurre en las
semillas de Ginkgo biloba o de muchas orquideas, que presentan embriones

muy rudimentarios, apenas diferenciados.

Aunque la semilla sea morfolégicamente madura, muchas de ellas pueden
seguir siendo incapaces de germinar porque necesitan experimentar aun una

serie de transformaciones fisiolégicas. Lo normal es que requieran la pérdida de
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sustancias inhibidoras de la germinaciéon o la acumulacion de sustancias
promotoras. En general, necesitan reajustes en el equilibrio hormonal de la

semilla y/o en la sensibilidad de sus tejidos para las distintas sustancias activas.

La madurez fisioldgica se alcanza al mismo tiempo que la morfolégica, como en
la mayoria de las especies cultivadas; o bien puede haber una diferencia de

semanas, meses Yy hasta afios entre ambas.

e Viabilidad de las semillas.

La viabilidad de las semillas es el periodo de tiempo durante el cual las semillas
conservan su capacidad para germinar. Es un periodo variable y depende del

tipo de semilla y de las condiciones de almacenamiento.

Atendiendo a la longevidad de las semillas, es decir, el tiempo que las semillas
permanecen viables, pueden haber semillas que germinan, todavia, después de
decenas o centenas de afnos; se da en semillas con una cubierta seminal dura
como las leguminosas. El caso mas extremo de retencidon de viabilidad es el de
las semillas de Nelumbo nucifera encontradas en Manchuria con una antigiedad

de unos 250 a 400 anos.

En el extremo opuesto tenemos las que no sobreviven mas que algunos dias o
meses, como es el caso de las semillas de arce (Acer), sauces (Salix) y chopos
(Populus) que pierden su viabilidad en unas semanas; o los olmos (Ulmus) que

permanecen viables 6 meses.

En general, la vida media de una semilla se situa entre 5 y 25 afos.

Las semillas pierden su viabilidad por causas muy diversas. Podriamos pensar
que mueren porque agotan sus reservas nutritivas, pero no es asi, sino que
conservan la mayor parte de las mismas cuando ya han perdido su capacidad

germinativa.
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Una semilla sera mas longeva cuanto menos activo sea su metabolismo. Esto, a
su vez, origina una serie de productos toxicos que al acumularse en las semillas
produce a la larga efectos letales para el embrion. Para evitar la acumulacion de
esas sustancias bastara disminuir aun mas su metabolismo, con lo cual
habremos incrementado la longevidad de la semilla. Ralentizar el metabolismo
puede conseguirse bajando la temperatura y/o deshidratando la semilla. Las
bajas temperaturas dan lugar a un metabolismo mucho mas lento, por lo que las
semillas conservadas en esas condiciones viven mas tiempo que las
conservadas a temperatura ambiente. La deshidratacién, también alarga la vida
de las semillas, mas que si se conservan con su humedad normal. Pero la
desecacion tiene unos limites; por debajo del 2%-5% en humedad se ve

afectada el agua de constitucidon de la semilla, siendo perjudicial para la misma.

En resumen podemos decir que, para alargar mas tiempo la vida de una semilla,
ésta debe conservarse en las siguientes condiciones: mantenerla seca, dentro
de unos limites; temperaturas bajas y, reducir al minimo la presencia de oxigeno

en el medio de conservacion.

1.3.2.2. Factores externos.

Entre los factores ambientales mas importantes que inciden en el proceso de

germinacion destacamos: humedad, temperatura y gases.

e Humedad.

La absorcién de agua es el primer paso, y el mas importante, que tiene lugar
durante la germinacion; porque para que la semilla recupere su metabolismo es

necesaria la rehidratacion de sus tejidos.

La entrada de agua en el interior de la semilla se debe exclusivamente a una

diferencia de potencial hidrico entre la semilla y el medio que le rodea. En
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condiciones normales, este potencial hidrico es menor en las semillas secas que
en el medio exterior. Por ello, hasta que emerge la radicula, el agua llega al
embrion a través de las paredes celulares de la cubierta seminal; siempre a

favor de un gradiente de potencial hidrico.

Aunque es necesaria el agua para la rehidratacion de las semillas, un exceso de
la misma actuaria desfavorablemente para la germinacion, pues dificultaria la

llegada de oxigeno al embridn.

e Temperatura.

La temperatura es un factor decisivo en el proceso de la germinacion, ya que
influye sobre las enzimas que regulan la velocidad de las reacciones
bioquimicas que ocurren en la semilla después de la rehidrataciéon. La actividad
de cada enzima tiene lugar entre un maximo y un minimo de temperatura,
existiendo un optimo intermedio. Del mismo modo, en el proceso de germinacion
pueden establecerse unos limites similares. Por ello, las semillas s6lo germinan
dentro de un cierto margen de temperatura. Si la temperatura es muy alta o muy
baja, la geminacién no tiene lugar aunque las demas condiciones sean

favorables.

La temperatura minima seria aquella por debajo de la cual la germinacion no se
produce, y la maxima aquella por encima de la cual se anula igualmente el
proceso. La temperatura 6ptima, intermedia entre ambas, puede definirse como
la mas adecuada para conseguir el mayor porcentaje de germinacion en el

menor tiempo posible

Las temperaturas compatibles con la germinacion varian mucho de unas
especies a otras. Sus limites suelen ser muy estrechos en semillas de especies
adaptadas a habitats muy concretos, y mas amplios en semillas de especies de

amplia distribucion.
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Las semillas de especies tropicales suelen germinar mejor a temperaturas
elevadas, superiores a 25 °C. Las maximas temperaturas estan entre 40 °C y 50
°C (Cucumis sativus, pepino, 48 °C). Sin embargo, las semillas de las especies

de las zonas frias germinan mejor a temperaturas bajas, entre 5 °C y 15 °C.

Ejemplo de ello son Fagus sylvatica (haya), Trifolium repens (trébol), y las
especies alpinas, que pueden germinar a 0 °C. En la regién mediterranea, las

temperaturas mas adecuadas para la germinacién son entre 15 °C y 20 °C.

Por otra parte, se sabe que la alternancia de las temperaturas entre el dia-noche
actuan positivamente sobre las etapas de la germinacién. Por lo que el 6ptimo
térmico de la fase de germinacion y el de la fase de crecimiento no tienen por
que coincidir. Asi, unas temperaturas estimularian la fase de germinacién y otras

la fase de crecimiento.

e (Gases.

La mayor parte de las semillas requieren para su germinacion un medio
suficientemente aireado que permita una adecuada disponibilidad de O, y CO..
De esta forma el embrién obtiene la energia imprescindible para mantener sus

actividades metabdlicas.

La mayoria de las semillas germinan bien en atmosfera normal con 21% de O, y
un 0.03% de CO,. Sin embargo, existen algunas semillas que aumentan su
porcentaje de germinacion al disminuir el contenido de O, por debajo del 20%.
Los casos mejor conocidos son: Typha latifolia (espadana) y Cynodon dactylon
(grama), que germinan mejor en presencia de un 8% de O,. Se trata de especies
que viven en medios acuaticos o encharcados, donde la concentracion de este
gas es baja. El efecto del CO; es el contrario del O,, es decir, las semillas no

pueden germinar se aumenta la concentracion de CO,.
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Para que la germinacion tenga éxito, el O, disuelto en el agua de imbibicion
debe poder llegar hasta el embrion. A veces, algunos elementos presentes en la
cubierta seminal como compuestos fendlicos, capas de mucilago,
macroesclereidas, etc. pueden obstaculizar la germinacion de la semilla por que

reducen la difusion del O, desde el exterior hacia el embriodn.

Ademas, hay que tener en cuenta que, la cantidad de O, que llega al embrion

disminuye a medida que aumenta disponibilidad de agua en la semilla.

A todo lo anterior hay que afiadir que la temperatura modifica la solubilidad del
O, en el agua que absorbe la semilla, siendo menor la solubilidad a medida que

aumenta la temperatura.

1.4. Aspectos moleculares relacionados con efectos alelopaticos de

compuestos fendlicos.

1.4.1 Peroxidacion lipidica y cambios en la permeabilidad de la membrana
plasmatica.

Diferentes factores de stress como la temperatura, infeccion por agentes
patdgenos y/o presencia de metales pesados, inducen cambios sobre la
membrana plasmatica. %% 2 2% 2) Estos factores incrementan el intercambio de
sustancias de la célula por modificaciéon de las propiedades de la membrana a
través de los cambios en sus componentes estructurales. Un similar efecto es
observado cuando semillas de pepino son tratadas con diferentes
concentraciones de acidos fendlicos 0.1 — 0.5 mM . Los efectos sobre la
permeabilidad de la membrana plasmatica de los derivados del acido cinamico
(acido telurico y p — coumarico) fueron mas acentuados que los producidos por
los derivados del acido benzdico (p — hidroxibenzodico y vanilico) y ademas estos

cambios son proporcionales a la peroxidacion lipidica. ")
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1.4.2. Oxidacioén de poliaminas.

Bajo condiciones de stress se produce modificacion en los niveles de
polimerasas, las cuales protegen a las membranas plasmaticas de la
peroxidacion lipidica; accion protectora demostrada por la presencia de
espermidina y espermita y en grado menor por putrescina % 2%3%3Y En estas

condiciones de stress, tanto el incremento como la disminucién de los niveles de
poliaminas son reportados y ello depende de los niveles de los factores

stresantes, su duracién y tolerancia de la planta. (3% 33 34 35:36:37: 38)

En estudios realizados sobre la raiz de pepino solamente fueron detectados: la
putrescina y espermidina. ®® Ademas al afadirle acidos fendlicos a estas raices
se ha encontrado que disminuyen drasticamente los niveles de ambas
poliaminas en las primeras horas de stress, y simultdaneamente ocurre un
incremento en la actividad de la enzima di- y poliamina oxidasa responsable de
la oxidacion de las poliaminas. Considerando de hecho que la putrescina
generalmente ocurre en el protoplasto mientras la poliamina oxidasa y

espermidina son localizadas en la pared celular, 40 41: 42 43; 44 36)

La putrescina ha sido transportada por el apoplasto por oxidacion enzimatica, la

i ®® quienes

posibilidad de tal transporte es analizado por Bagni y Pistocch
demostraron que el transporte de la putrescina ocurre a través del proceso
plasmolema sobre el principio de un mecanismo de intercambio y su

acoplamiento con iones Ca**

Un incremento del contenido de iones Ca?* es observado en el citoplasma bajo
la influencia de varios factores de stress como efecto de su traslacion a través
de los canales de calcio en la membrana plasmatica. La permeabilidad de estos

canales puede ser regulada por cambios en el potencial eléctrico de la
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membrana “®. Tales cambios en los potenciales eléctricos de la membrana
plasmatica, también fueron observados bajo la influencia de &cidos fendlicos. “
“8) En otro sentido Lieberman “ encontré Ca?* acumulado en células de raices
para el caso de guisantes, bajo el efecto de acido coumarico, p -
hidroxibenzdico y vainillico aplicado a 0.5 mM. Simultaneamente, ellos
observaron la filtracion de otros iones de la raiz, concluyendo que dicha
afectacion esta relacionada con danos sobre la membrana plasmatica. De lo que
se puede inferir que los cambios de potencial del plasmolema, asi como la
localizacion de iones Ca?* y la putrescina pueden también ocurrir en la raiz de

pepino, aunque este problema no ha sido estudiado.

Por otra parte, la rapidez con la cual ocurre la oxidacion de la putrescina en la
raiz de pepino (en las primeras horas de stress), hace suponer que esta amina
no se origina en la vacuola sino en el citoplasma, resultados que se sustentan

por los resultados obtenidos por Di Tomaso ©?

, quien encontré que los niveles
de putrescina en la raiz de cultivos de maiz, fue transportada del citoplasto al
apoplasto en pocos minutos. Sin embargo el transporte de la putrescina desde la
vacuola ocurre posterior a las 7 horas después de comenzar el experimento. Ya
en las 3 primeras horas de stress, una cierta cantidad de putrescina se mantiene

sin oxidar.

Como se menciona al principio, los incrementos observados sobre la
permeabilidad de la membrana plasmatica en cultivos de pepino tratados con

compuestos fendlicos fue proporcional a la Peroxidacion lipidica. ¢”

La accion degradante sobre los fosfolipidos podria ser iniciada por la presencia
de los radicales libres producidos durante la oxidacion de los compuestos
fendlicos, por otro lado Appel ", demostré que la actividad de los compuestos

fendlicos sobre células depende de su grado de oxidacion.
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Durante el traslado de compuestos fendlicos exdgenos en células de plantas,
puede ocurrir la oxidacion de estos compuestos durante su paso a traveés de las
paredes celulares, donde numerosas enzimas demuestran afinidad por estos

compuestos, tal como peroxidasas lacasas o tirosinasas.

Bartosz ©? describio la presencia de un intermediario durante el estado de
transicién de la forma reducida del fenol a la forma oxidada quinona, dado por la
semiquinona, la cual dona un electrén a la molécula de oxigeno formando el

radical anion superoxido, paralelamente la superoxido dismutasa convierte el
radical superdxido en perdxido de hidrégeno y un radical hidroxilo responsable
mas tarde de iniciar la peroxidacion lipidica sobre los fosfolipidos presentes en la
pared celular de la membrana plasmatica. Por su parte Politycka, Wojcik-
Wojtkowiak y Pudelski ®3) reportan que el incremento de la cantidad de
compuestos fendlicos sobre el sustrato en cultivo de pepino, pudiera iniciar un
incremento de la peroxidacién lipidica en el plasmolema, precedido por unas
transformaciones oxidativas del fenol via oxidaciéon enzimatica en las paredes
celulares y que ademas de peroxido de hidrégeno mediados por peroxidasas
oxidativas durante la oxidacion del fenol pudiera estar dado por poliaminas en

las paredes celulares catalizadas por di- y poliamina oxidasas.

Los agentes inductores de estas oxidasas pueden tener sus origenes fundados
en la presencia del ion fenolato enlazados a especies metalicas generados por
la disociacion del proton hidrogeno del grupo hidroxilo del fenol reportado por

Appel. ©V

Posteriormente Yanagisawa ®4) " como resultado de sus investigaciones sobre

poliaminas oxidasas plantea que especies metdlicas divalentes tales como Zn?*,

Fe?* y Cu** muestran efectos inhibidores de poliamina oxidasa.
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Sin embargo, Chaudhuri ©°

, describe como resultado de la purificacion y
caracterizacion de diamina oxidasa procedentes de embriones de arroz iones
metalicos divalentes tales como Mg®*, Ca®* y Hg®* poseen efectos inhibidores

sobre la actividad enzimatica de la diamina oxidasa.
1.4.3. Sefales indicadoras.

La produccion de especies reactivas de oxigenos (radicales libres) asi como la
peroxidacién de membranas bajo condiciones de stress pueden causar efectos
de deterioros. Tanto el peréxido de hidrogeno como los productos de la

peroxidacion lipidica son indicadoras de sefales sobre efectos stresantes. Como

reporta Foyer ©®

, el peréxido de hidrégeno puede actuar tanto como agente
oxidante o reductor, sin embargo ausencia de catalisis metalica o enzimas
oxidoreductasas evidencian una pequefia reactividad y pueden facilmente

moverse en las células e infiltrarse a través de la membrana plasmatica.

Considerando de hecho que varios factores stresantes, incrementan los niveles
de peréxido de hidrogeno y que su presencia induce cambios climatéricos, se
plantea la hipdtesis de que el peroxido de hidrégeno puede ser una sefal
indicadora, el modelo hipotético de activacion por etapas inducido por peréxido
de hidrégeno y presentado por Eshdat ©”) liderea a través de la peroxidacion
lipidica activada por lipogenasas , esta enzima puede ademas participar en el
proceso de reaccién en la sintesis de etileno. Sin embargo no fueron
determinadas la actividad enzimatica de los niveles de etileno en raiz de pepino
tratados con acidos fendlicos, pero se pudiera tomar como un indicador del
efecto inducido por esta via sobre las membranas plasmaticas observado en las
primeras 5 horas de stress donde ocurrié un ligero incremento de la actividad de

la lipogenasa. %27
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En estudios sobre la influencia del etileno y los stress en plantas reportados por

© v Yang ©® informan que la produccién de etileno genera cambios

Morgan
parecidos en las propiedades de la membrana plasmatica y es también
responsable del stress en plantas. La produccion de etileno ocurre en la célula,
la cual responde al factor stress mediado por una desestabilizaciéon funcional de
transicion de la membrana cuyo resultado tributa a pequenas fugas de iones y
por otro lado incrementos del factor stress han demostrado perceptibles e
irreversibles dafios sobra la membrana plasmatica y disminuye la produccién de
etileno y estos cambios producidos guardan una estrecha correlacién con la

actividad enzimatica de la lipogenasa. ¥

Resultados obtenidos por Lieberman “?y Yang ©?, también consideran que el
etileno es un compuesto con caracteristicas de senales, el cual bajo condiciones

de stress es responsable de mucho de los procesos climatéricos.

También Lieberman “?y Yang ©® reportan que su sintesis puede ocurrir debido
a la descomposicidon espontanea de acidos grasos generando peroxidos
durante la reaccion de radicales libres en los cuales segun Kacperska (60) y

©2) |a lipogenasa puede participar.

Lynch
La produccién de etileno es precedida por la sintesis de su precursor acido 1-
aminociclopropano-1- carboxil (AAC) y/o el incremento en la actividad de la

enzima responsable para la produccién de ese precursor, (AAC) sintetasa,
ocurriendo bajo condiciones de stress a través de la sintesis de Novo. Bajo
condiciones de stress libre, el mMRNA del ACC sintetasa es bloqueado por

€9 planted que el etileno es producido a través de

poliaminas. ®® También Yang
la oxidacion de ACC mediada tanto por reacciones enzimaticas como
monoenzimaticas ocurridas bajo condiciones de stress las cuales son
concomitantes con la produccion de especies reactivas de oxigeno (radical

superoéxido e hidroxilo).
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1.4.4. Induccion de fenilamina amonioliasa (PAL) y sintesis de lignina.
En raiz de pepino, una disminucion en los niveles de poliamina puede contribuir

sobre factores de la trascripcion del RNA o de ACC sintetasa. %

Sin embargo, en raices de pepinos tratadas con derivados del acido cinamico,
se reportan evidencias de la accion del llamado sindrome de stress por etileno,
detectandose incrementos en la actividad de la fenilalanina amonioliasa (PAL) e

intensificacion en la sintesis de lignina. (¢ 66 67 59:68)

Las evidencias de la fenilalanina amonioliasa en la raiz de pepino pueden estar
determinadas por la accion del etileno. Su presencia fue demostrada por los
resultados del estudio conducido usando inhibidores de la sintesis de etileno,
acido aminooxiacético, el cual elimina el efecto estimulador de los acidos felurico
y p-coumarico sobre la actividad PAL y sintesis de lignina, estos resultados
también evidencian una participacion de la influencia del acido p-coumarico
exdgeno en la sintesis de lignina, ya que existen pequefios incrementos en el
contenido de ligninas en las raices tratadas con este acido, a pesar de la no
induccion de la actividad PAL del glucésido fenilpropanoide en las diferentes
etapas que precede a la sintesis de numerosos derivados del acido cinamico, los
cuales pueden ser incorporados en las estructuras macromoleculares de la

pared del polisacaridos y la lignina causando una rigidez de las paredes y por

tanto limitando el crecimiento celular. ©% 7% 71:72)

Algunos autores destacan que la prevalencia de las ligninas ocurren
exclusivamente en la pared celular secundaria y plantean que la reposicion de
pequeias cantidades de lignina en la pared primaria pueden limitar
extensivamente la pared celular y en consecuencia inhibir el alargamiento

celular.
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1.4.5. Inhibicion del crecimiento

La aplicacién de acido felurico y p-coumarico en la raiz de pepino, origina
incrementos tanto de la actividad PAL y el contenido de lignina, pero inhiben el
crecimiento (63). Mientras que la aplicacion de acido p-Hidroxibenzdico vy

vainillico producen diferentes efectos.

La diferencia en cuanto al efecto de los derivados del acido cinamico y benzoico
indican que la inhibicién del crecimiento puede ser causada por la induccion de

la sintesis de lignina, aspecto que es confirmado por el hecho de que la raiz de
pepino tratada con acido felurico y p-coumarico reducen la actividad de
interaccidn ionica de la enzima siringaldazina peroxidasa, la cual participa en la
lignificacion. Esta enzima se encuentra principalmente en la pared celular pero
también es localizada en el citoplasma (37, 43, 47). Las macromoléculas de
lignina son originadas a partir del alcohol cinamico y los ultimos estadios de
lignificacion son iniciados por la enzima peroxidasafenoxil radical dependiente. A
pesar de que la procedencia del peroxido de hidrégeno durante la reaccion de
oxidacion del fenol por peroxidasas no es bien conocido, parece que la NADH
oxidacion puede ser catalizada por enzimas de la pared celular. La generacién
de perdéxido de hidrogeno en la pared celular por intermedio de peroxidasa
NADH-dependiente fue estimulada por acidos fendlicos y Mn?* Esta reaccién de
caracter complejo libera radical anion superoxido, cuya dismutacion produce

peréxido de hidrégeno.

Los resultados también revelaron que el acido fendlico y p- coumarico
incrementan la actividad de peroxidasa NADH dependiente comparado con la

influencia de los acidos p-hidroxibenzéico y vainillico.
En raiz de pepino, la procedencia del peréxido de hidrogeno por siringaldazina

peroxidasa pudiera ser peroxidasa NADH dependiente. Un significativo

incremento en la actividad de la siringaldazina peroxidasa fue reportado en
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raices tratadas con acido felurico y p-coumarico mientras que en raices tratadas
con acido benzéico y vainillico se produjeron insignificantes incrementos en la

actividad de la enzima estudiada. "

Similares resultados fueron observados para peroxidasas procedentes de tejido
de tabaco, las cuales despliegan una alta afinidad por los acidos fendlico y p-
coumarico y no por los acidos p-hidroxibenzdico y vainillico. Y ademas sefiala
que las raices de pepino bajo la influencia de acido p-hidroxibenzoico

demostraron fenoxidacion lipidica y dafios en la membrana sefalando que estos
dafos ocurren en menor escala pero los mismos estan precedidos por la

oxidacioén fendlica.
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2.1. Fase Experimental

El trabajo fue realizado en los laboratorios de Fisiologia Vegetal y Alelopatia
pertenecientes a la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Facultad de Quimica-

Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas.

2.2. Procesamiento de la Planta

El material vegetal de Orozuz, se obtuvo a partir del material fresco colectados
en terrenos del municipio de Santa Clara, en horas de la mafana.
Posteriormente fue secado a la sombra, para luego ser triturado mediante un
molino desfoliador marca VEB NOSSER 8225 NOSSEN hasta obtener un polvo

fino de tamafio de particula adecuado.

2.3. Tamizaje fitoquimico

Para la realizacion del tamizaje fitoquimico se informan en la literatura variados
esquemas de trabajo que comprenden a su vez el uso de diferentes solventes

de extraccion.

Es importante sefalar que los resultados obtenidos mediante estas técnicas
ofrecen solo una visién de la composicion quimica de la planta a estudiar y que
no puede tomarse en ningln caso como un resultado concluyente ya que en la

presencia o ausencia de un metabolito pueden influir de forma determinante:

1. La época de recoleccion.

2. El estado vegetativo de la planta.

3. Las variaciones ocurridas por una deficiente recoleccién, secado y/o
conservacion.

4. La concentracion de los metabolitos.
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5. La solubilidad en el solvente empleado.

6. Las interferencias de otros metabolitos.

El esquema que proponemos utiliza la extraccion sucesiva con solventes de
polaridad creciente, con la finalidad de lograr el mayor agotamiento de la droga,
ensayandose en cada extracto los metabolitos que de acuerdo a su solubilidad

pueden ser extraidos en estos solventes.

Generalmente pueden partirse de 10 a 20 gramos de droga fresca o seca y

emplear un volumen de solvente equivalente a 10 veces el peso de la droga.

La extraccion se realiz6 por maceracion de la droga pulverizada, por un tiempo
de 24 h, a cada uno de los extractos obtenidos se le realizan los ensayos

reflejados a continuacion:

Extracto etéreo

e Ensayo de Dragendorff y Mayer (alcaloides)
e Ensayo de Baljet (coumarinas)

e Ensayo de Sudan Ill (acidos grasos).

Extracto etandlico

e Ensayo de Resinas

e Ensayo de Liebermann- Burchard (triterpenos y/o esteroides)
e Ensayo de Espuma (saponinas)

e Ensayo de Nihidrina (aminoacidos libres)

e Ensayo de Dragendorff y Mayer (alcaloides)

e Ensayo de Baljet (coumarinas)

e Ensayo de Kedde (glicsidos cardiotnicos)
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Ensayo de Fehling (carbohidratos reductores)
Ensayo de Cloruro férrico (fenoles y/o taninos)
Ensayo de Borntrager (quinonas)
Ensayo de Shinoda (flavonoides)

Ensayo de antocianidinas

Extracto acuoso

Ensayo de Espuma (saponinas)

Ensayo de Fehling (carbohidratos reductores)
Ensayo de Shinoda (flavonoides)

Ensayo de Cloruro férrico (fenoles y/o taninos)
Ensayo de Dragendorff y Mayer (alcaloides)
Ensayo de Principios amargos

Ensayo de mucilagos.

El estudio fitoquimico se realizo utilizando las técnicas de tamizaje fitoquimico

establecidas por el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y

Alimentos de la Universidad de la Habana.

2.3.1. Preparacién del extracto acuoso y métodos de fraccionamiento.

Se tomaron 10 gramos del polvo obtenido en (2.1.) y se afiadié en 200 ml de

solucion hidroalcohdlica al 70 % para realizar la extraccion durante 24 horas. El

extracto hidroalcohélico obtenido, se rotoevapora a sequedad en equipo

Heidolph (Laborota 4000) bajo las siguientes condiciones.

— Temperatura del bafio 50 °C
— Frecuencia de giro del balon 50 rpm
— Vacio 0.6 I/h
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El residuo obtenido se redisuelve en 30 ml de agua destilada y desionizada con
las siguientes caracteristicas: pH = 4.60, TDS = 16 mg/L, conductividad = 17.64
pS/cm, Salinidad = 0 %, potencial REDOX= 174 mV

2.4. Andlisis cromatografico.

Todo proceso de separacion involucra la division de una mezcla compleja en un
ndmero de fracciones discretas, a través de elusiones continuas de una columna
cromatografica, las fracciones colectadas dependen de la muestra en particular y
los objetivos de la separacion. ElI esquema de fraccionamiento se baso en la
cromatografia de gel filtracion sobre Sephadex G-10 fino (Pharmacia Fine
Chemicals). El soporte fue equilibrado a temperatura ambiente con agua
desionizada pH = 4.60, TDS = 16 mg/L, conductividad = 17.64 uS/cm, Salinidad
= 0 %, potencial REDOX= 174 mV durante 3 horas.

Las fracciones son eluidas mediante régimen isocratico, se colectaron
fracciones de 3 ml a una velocidad de flujo de 1 ml/min. A las fracciones se le
determinaron pH, TDS, Conductividad, Salinidad y registro espectrofotométrico
UV- visible, para determinar en cuales fracciones existen sefiales indicativas de
la presencia de compuestos y poder correlacionar estas con las posibles
respuestas bioldgicas obtenidas en los bioensayos.

2.4.1 Cuantificacion.

Durante el aislamiento de productos naturales conocidos, es posible obtener
algunos estimados del recobrado en cada proceso a través de técnicas
analiticas de rutina que involucran el uso de estandares pero en el caso de
principios activos desconocidos como el nuestro, es necesario realizar alguna
medida cuantitativa de las caracteristicas fisico- quimico indicadoras de la

composicion del medio, por ello se determinaron: pH, TDS, conductividad,
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potencial redox y salinidad, usando un equipo pH- metro marca inoLab, mientras
gue los registros ultravioleta-visibles se determinaron en un espectrofotometro

marca Pye Unicam SP8-400.
2.5. Ensayos de germinacién

Partiendo de los resultados previos obtenidos por Hernandez ” del extracto
acuoso de la especie Orozus (Phyla strigulosa var sericea) sobre la germinacion
de maiz, decidimos utilizar como modelo de especie vegetal a evaluar semillas
de Maiz (Zea mays L.), seleccionadas mediante ensayos de germinacion, con un

88% de germinacidn, y tratadas con cloro al 1% para su desinfeccion.

Se tomaron 10 semillas desinfectadas, se colocaron sobre papel de filtro en
camara humeda, utilizando placas Petri (DI =150 mm, h= 25 mm) previamente

esterilizadas.

Las placas durante el experimento fueron mantenidas a temperatura ambiente
(26 -28 °C) y luz natural. Diariamente se realizaron observaciones por un
periodo de siete dias, finalmente se realiz6 un conteo general de la
germinacion, longitud de los tallos y raices y ademas se evalu6 masa seca total.

2.6. Sustancia de referencia

Como sustancia de referencia (testigo) se utiliz6 el agua, indicadora de la
incidencia de germinaciones espontaneas Yy viabilidad.
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2.7. Disefio de experimento.
El disefio experimental completamente aleatorio estuvo formado por 5 grupos
de tratamiento, conformados por un testigo (agua) y 4 fracciones. Se utilizaron

300 semillas en total, usando 60 semillas por tratamiento.

2.8. Esquema de tratamiento y fracciones empleadas en el ensayo.

Grupos de tratamiento:
Grupol: Testigo (agua)
Grupo 2: Fraccion 1.
Grupo 3: Fraccion 2.
Grupo 4: Fraccion 3.
Grupo 5: Fraccion 4

Sustancia de | Grupo de | TDS (mg/L) Cantidad de
ensayo. tratamiento. semillas.

H»0 1 16 15

F1 2 1512 15

F2 3 170 15

F3 4 53 15

F4 5 16 15

Tabla # 1. Grupos de tratamientos.

Las semillas fueron colocadas en placas Petri sobre papel de filtro y las
sustancias de ensayo fueron administradas en volumen de 5 ml sobre el papel
para lograr que el mismo este totalmente humedecido y lograr un contacto

eficiente (semilla- sustancia).
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2.9. Procedimiento experimental.
La conduccion de la parte experimental del ensayo se realiz6 en 1 semana. Las
semillas fueron depositadas sobre los papeles de filtro humedecidos con la
sustancia de ensayo y se comenzd la observacion de signos cada 24 horas, con
vista a tabular los datos.
El procedimiento empleado para obtener los resultados del ensayo consiste en:

e Medicion del por ciento de germinacion.

e Medicion de la longitud del tallo.

e Medicion de la longitud de la raiz.

e Mediciéon de la materia fresca.

e Medicion de la materia seca.
2.10. Registro.
Medicion del % de germinacién: a los 7 dias se desmonta el experimento y se
cuenta el numero de semillas germinadas y se le haya el % de germinacion total

y para cada tratamiento.

Medicion de la longitud del tallo: se toma una regla y se mide desde la base del

tallo hasta la punta de este.

Medicion de la longitud de la raiz: para ello se mide la longitud de la raiz mas

larga, considerada como la raiz principal.

Medicidn de la materia fresca: después de separados los tallos y las raices de la

semilla, se pesan cada uno de los grupos por separado.

Medicidn de la materia seca: se ponen a secar los tallos, raices y semillas en

una estufa por 3 dias a 65 °C, luego se procede al pesado de las muestras.
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Materiales y métodos.

2.11. Criterios de evaluacion. .

Se comparan los indices medidos anteriormente en la germinacion del maiz bajo
la influencia de las diferentes fracciones y se comparan con los valores
obtenidos en el grupo control.

2.12. Procesamiento estadistico.

Se utilizé el paquete estadistico STATGRAPHICS Plus 4.1 para la determinacion

de los resultados.
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Resultados y discusion.

3.1. Tamizaje fitoquimico

Segun los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico mediante la extraccion
con tres solventes: hexano, etanol, agua y la realizacion de 15 ensayos para
igual numero de metabolitos diferentes, solo se encontré resultados positivos

para:

Alcaloides.

Coumarinas.

Acidos grasos.
Triterpenos y/o esteroides.
Flavonoides.
Carbohidratos reductores.

Fenoles y/o taninos.

Por lo que de acuerdo con estos resultados se puede pensar que la
potencialidad alelopatica este relacionada con alguno de los miembros que

componen estos 7 grupos de familia de compuestos.

3.2. Resultados del fraccionamiento

Teniendo en cuenta que los posibles efectos alelopaticos reportados por

Hernandez "

, pueden estar relacionados con algunos de los miembros que
conforman los 7 grupos de familia de compuestos detectados. Se sometio el
extracto acuoso a un proceso de fraccionamiento mediante Gel filtracion sobre
Sephadex G-10. Durante el desarrollo cromatografico se pudo observar la
formacion de una banda de color amarillo no intenso. La evaluacion
cromatografica a través de la caracterizacion quimico-fisica de las alicuotas
permitié agrupar en 4 fracciones las 30 alicotas obtenidas, cuyos valores se

muestran en la Tabla 1.
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Resultados y discusion.

Tabla 1. Valores de los parametros quimico-fisicos calculados para las

fracciones obtenidas sobre Gel filtracion.

Potencial
# de pH | REDOX | Conductividad | TDS Salinidad | Composicion
fraccion (mV) (uS/cm) (mg/L) (%)

I 3.52 240 1699 1512 0.7
I 4.42 181.3 190.8 170 0 Flavonoides
Coumarinas
Il 4.32 194.7 59.6 53 0 Flavonoides
Coumarinas
v 4.34 184.3 17.6 16 0 Flavonoides
Coumarinas

De estos resultados podemos inferir que existe una disminuciéon con caracter
lineal en cuanto a los valores de las conductividades eléctricas y solidos totales
disueltos (TDS) para las cuatro fracciones y un marcado efecto en la
disminucién del pH para la fraccion | con respecto a las restantes, por otra lado
podemos hablar a favor de una composiciéon comun en cuanto a composicion

para las fracciones I, Il y IV (Flavonoides y coumarinas)

3.3. Analisis Espectrofotométrico UV- visible de las fracciones individuales.

Como los compuestos descritos con actividad alelopatica presentan
caracteristicas estructurales que les permiten desarrollar bandas mas o menos
intensas, comprendidas entre 200 - 400 nm, estas fueron analizadas en la regién
comprendida con el fin de compararlas, poder seleccionarlas y agrupar las de
senales similares. En los espectros obtenidos se observan bandas intensas en el

intervalo de 280- 320 nm con maximos de absorbancia en 320 nm y 290
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Resultados y discusion.

nm; pero esta segunda de menor intensidad, que a partir de la fraccién 27 se
invierte esta relacion (Figura 1. Anexo 3), las fracciones con espectros UV-
visibles y parametros quimico-fisicos similares se reunen en fracciones (cuatro

fracciones) para futuros ensayos bioldgicos. (Ver Anexo 3.)

3.4. Andlisis Espectrofotométrico UV- visible de las fracciones agrupadas.

En los espectros correspondientes a las fracciones agrupadas se observan 3
bandas, dos comprendidas en la region entre 280 y 320 nm y una no intensa en
240 nm. (Figura 2 Anexo 3)

3.5. Evaluacién del ensayo de germinacion

3.5.1. Analisis del peso fresco de semillas germinadas y % de germinacién

La absorcién de agua es el primer paso, y el mas importante, que tiene lugar
durante la germinacién; porque para que la semilla inicie su metabolismo es
necesaria la rehidratacion de sus tejidos. La semilla seca muestra una escasa
actividad metabdlica, aumentando después de iniciada la imbibicién, Ila
respiracion y la movilizacion de las sustancias de reserva que son los procesos
metabdlicos mas importantes relacionados con la germinacion en nuestro caso,

como se muestra en el Grafico 1.
Peso fresco de semillas

3752  3.647

41 3.17425
3.54 27655 2.88025

Agua F1 F2 F3 F4

Fracciones.
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Gréfico 1. Peso fresco de semillas germinadas.

Las fracciones de mayor masa fresca y por tanto mas embebidas fueron la F2 y
F3, sin que exista entre ellas significacion estadistica y si con el testigo (Grafico
4 Anexo 2 ) lo que denota una posible activacién de las actividades respiratorias
funcionales (glucdlisis, ciclo de la pentosa fosfato y ciclo de Krebs) en las
semillas embebidas.

Esta activacion producira una serie de compuestos intermediarios del

metabolismo vegetal, necesarios para la intensa actividad metabdlica que tiene

lugar durante la germinacion. %

3.5.2. Analisis de la germinacion.

Estos resultados demuestran que existe una correlacion practicamente lineal
entre la proporcion de agua embebida con el por ciento de semillas germinadas
inducidas por las fracciones, con valores comprendidos entre 98.30 y 100 %
respectivamente (Grafico 2), mostrando una estimulacion de la germinacién que

comparadas con el testigo, muestran diferencias que resultan significativas.

98.30%  100%  95%
88.30% b b

100% - X

90% 1 75%
80% -
70%
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0%

Agua F1 F2 F3 F4

Fracciones.

Gréfico 2. % de germinacion de las semillas.

47



Resultados y discusion.

3.6. Analisis del crecimiento radicular.

Estos resultados (Grafico 3) muestran el efecto que sobre el desarrollo radicular
tiene la aplicacion de diferentes fracciones F1, F2, F3, F4 de orozuz. En las
cuales se observd un efecto inhibitorio de caracter lineal decreciente del
desarrollo radicular en maiz, con diferencias significativas respecto al testigo y
de magnitud inversa con respecto a los valores de solidos totales disueltos,
resultados que no concuerdan con los reportados por Hernandez ") ; pero si

('8 al aplicar restos de tabaco a parcelas de

con los reportados por Aguilar
pepino y cuyos resultados mostraron un efecto inhibidor del crecimiento radicular
de un 25 %. Por otro lado Anaya y Pelayo ) al aplicar extractos de hojas de M.
Jalapa L. sobre pepino, muestran que la inhibicién del crecimiento radicular fue
de un 74 %. Debemos senalar que ademas de ser especies diferentes (Pepino y
Maiz) estos efectos son dependientes de la naturaleza y concentracion de los
agentes alelopaticos presentes.

Por otro lado podemos inferir que como en la raiz se produce mayor cantidad de
oxidasas, el efecto inhibitorio pueda estar estrechamente relacionado con esta

enzima.

Crecimiento longitudinal de la raiz.

’é\ 8.245
T:’/ 10 a 4588 5186  5.506 6.21
3 . b b
o 5
c
3
0 \ \ \ |
Agua F1 F2 F3 F4

Fracciones.

Grafico 3. Crecimiento longitudinal de la raiz.
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3.6.1. Analisis del peso fresco y seco de la raiz.

La aplicacion de las diferentes fracciones no mostré efectos marcados sobre el

peso fresco y seco de laraiz. (Graficos 4y 5)

Peso fresco de raices

0.221

a 0.216
0.225, (213 a

0.22- a 0.209
0.215- a
0.214
0.205+
0.2
0.195
0.19-
0.185+
0.18

0.196

Peso (g9)
<3

Agua F1 F2 F3 F4

Fracciones

Grafico 4. Peso fresco de las raices.

Peso seco de las raices.
025, 0.187 0.188 0.192
a 0.166  0.177 a a

0.2 a a

0.15-

0.1

Peso (g).

0.05+

Agua F1 F2 F3 F4

Fracciones.

Grafico 5. Peso seco de las raices.
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3.7. Analisis del crecimiento longitudinal del tallo.

El efecto alelopatico de algunas especies como estimuladores del crecimiento ha
sido también explicado por la presencia de altos niveles de compuestos
fendlicos como, el acido Caféico, Felurico, Protocatéico, y dentro de los
flavonoides la Quercetina ?. Sin embargo, las inhibiciones producidas en otros
cultivos mas sensibles, en especies receptoras, han sido reportados por Blum
®)citado por Pazmifio '"). Se especifica que algunos érganos son mas sensibles

que otros, como son las raices respecto a las yemas y tallos. (10)

Dentro de las sustancias biolégicamente activas que causan efectos
alelopaticos se encuentran, como mencionabamos anteriormente, los
compuestos fendlicos, acidos hidroxifendlicos, derivados del acido cinamico vy
benzdico. Las influencias negativas de estos compuestos sobre los procesos
fisiologicos en las plantas, aunque no estén totalmente investigadas sus bases
moleculares, estan vinculadas con la inhibicion del crecimiento a través de
modificaciones en los niveles de hormonas del crecimiento, asi como la
presencia de especies reactivas que pueden originar daios en las membranas

plasmaticas.

En este sentido, en los estudios realizados con metodologia experimental y
modelos biolégicos diferentes que los reportados por Politycka @) se observé
una disminucion en la elongacion del tallo en las plantas que germinaron en
contacto con las fracciones y marcadamente para la fraccion |. (Grafico 6) Este
aspecto es interesante y concuerda con lo reportado en la literatura. Pues se
plantea por varios autores (Gerig ®”, Vaughan ®"y zhu ®2) que los fenoles y
derivados de acidos benzdico y cinamico son inhibidores del crecimiento de las
plantas. En nuestro caso aunque no se identificaron las entidades moleculares

responsables de la disminucion de la actividad bioldgica, se considerd que el
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valor de pH 3.52 reportado para la fraccion F1 (Tabla 5 Anexo 2), es un
indicador de la presencia de especies idnicas moleculares de caracter acido,

responsables de la disminucién del pH respecto al testigo.

Por otro lado el hecho de que el valor de la conductividad eléctrica de 1699
pNS/cm reportado sea el mayor de todos, corrobord el comportamiento de estas

especies.

Crecimiento longitudinal de los tallos.

4+ 3149 3042 3.146
3.5 a 2.622 ab a

3] b
2.5 1.743

Long. tallos (cm).
n

Agua F1 F2 F3 F4
Fracciones.

Grafico 6. Crecimiento longitudinal de los tallos.
3.8. Analisis del peso fresco y seco de semillas germinadas.

La aplicacion de las diferentes fracciones mostré incrementos sobre el peso
fresco y peso seco de las semillas germinadas con respecto al testigo, siendo

significativo para las fracciones F2 y F3 en ambos casos. (Graficos 7 y 8)

Peso fresco de semillas
3.752 3.647

] 317425 bc
41 o7ess 2.88025

a a

Peso (g)
n

Agua F1 F2 F3 F4

Fracciones.
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Grafico 7. Efecto de diferentes fracciones sobre el peso fresco de semillas

germinadas

Peso seco de semillas.
3.27725 3.165

35 274075 _© be
24415  ab 24825
a

Peso (g).

0 ‘
Agua F1 F2 F3 F4

Fracciones.

Gréfico 8. Efecto de diferentes fracciones sobre el peso seco de semillas

germinadas.

3.9. Andlisis de la biomasa.

En el Grafico 9 se muestra el comportamiento del por ciento de materia seca en
raices. Aqui es necesario destacar que se produjo un efecto inhibitorio del
crecimiento radicular descrito anteriormente para las cuatro fracciones utilizadas
en el ensayo y que este por ciento de materia seca se correlaciona con este
efecto, pues existe una ligera disminucion de este indice sin ser significativa. Por
otro lado en el Grafico 10 con respecto al por ciento de materia seca en tallos se

aprecia un incremento no significante.

Del analisis de estos resultados podemos concluir que la presencia de
compuestos fendlicos de caracter aromatico en las diferentes fracciones, pueden
ser los precursores de la formacion de especies idnicas reactivas ( radicales

libres) como el radical 2,6-di-terc-butil-4-amino fenoxilo, molécula presente
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Valor promedio (%).

Resultados y discusion.

durante procesos de estrés y que a su vez este mismo proceso sea el
responsable de tal variacidén, aspecto muy importante a tener en cuenta a la hora

de trabajar con plantas en la obtencion de metabolitos secundarios con
actividad biologica.

%de materiasecaen raices.

88.96% % de materiasecaen tallos.
891 87.53%
%8 509 ) g, 438 30.04% 40.05% 39.03%
87- & 40
85.39% S
86 84.76% 84.73% S 30
851 =
o 201
o S 10
83 s 107
=0
82 : ‘
Agua F1 F2 F3 F4 Agua F1 F2 F3 F4
Fracciones. Fracciones.
Grafico 9. % de materia seca en Grafico 10. % de materia seca
raices. en tallos.
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Conclusiones.

Se demostro la potencialidad alelopatica de diferentes fracciones de
orozuz (Phyla strigulosa) sobre la germinacion de semillas de maiz (Zea

mays L.).

Se observo que el uso de diferentes fracciones procedentes del extracto
acuoso de orozuz (Phyla strigulosa) mostro efectos estimulantes sobre el
proceso de germinacion en semillas de maiz. (Zea mays L.) durante los 7

dias del tratamiento.

Se expreso un efecto inhibitorio de caracter lineal decreciente del
desarrollo del sistema radicular de las semillas germinadas ante la
presencia de las diferentes fracciones del extracto acuoso de orozuz, con

diferencias significativas respecto al testigo.

Se observé una disminucion de la elongacion de los tallos en las plantas
gue germinaron en contacto con las diferentes fracciones y

marcadamente para la Fraccion I.

La expresion de los efectos alelopéticos observados nos hace pensar que
la accion de las fracciones estudiadas pueden ser asociaciones de
algunos toxicos alelopaticos en orozuz (Phyla strigulosa) las cuales

pudieran ser analizadas e identificadas.
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Recomendaciones.

Obtener fracciones enriquecidas en componentes puros y evaluar su

actividad biologica a través de bioensayos.

Realizar procesos de separacion mediante técnicas cromatograficas que
nos permitan caracterizar estructuralmente los componentes

responsables de la accion alelopatica.

Evaluar mediante nuevos ensayos bioldgicos la accion alelopatica de las

entidades moleculares obtenidas.

Incorporar las entidades moleculares obtenidas del extracto acuoso de

orozuz (Phyla strigulosa) en estudios farmacolégicos y toxicolégicos

preclinicos.
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Anexo 1

TIPO DE ENSAYO | METABOLITOS A | APRECIA | ENSAYO ENSAYO
EXTRACTO IDENTIFICAR CION POSITIVO | NEGATI
VO
Organico Dragendorf | Alcaloides Turbidez +
Hexano f definida
Baljet Coumarinas Coloracién +
amarilla
Sudan Il Acidos grasos Manchas +
rojas en las
paredes del
tubo de
ensayo
Lieberman | Triterpenos y/o Color verde +
n- esteroides
Burchard
H,SO4 (c) | Flavonoides Coloracién | +
carmelita.
Etandlico Resinas Resinas No produjo +
nada
Lieberman | Triterpenos y/o Coloracién +
n- esteroides verde
Burchard 0scuro
Espuma Saponinas No produjo +
nada
Nihidrina | Aminoacidos libres | No produjo +
0 aminas en general | nada
Dragendorf | Alcaloides Turbidez +
f definida
Baljet Coumarinas Coloracién +
amarilla
Kedde Glicosidos Coloracion +
cardiotonicos naranja
Fehling Carbohidratos Precipitado +
reductores rojo
Cloruro Fenoles y/o taninos | Color verde +
ferrico intenso
(taninos del
tipo
pirocatecoli
COS)
Borntrager | Quinonas Fase +
superior de
color
naranja
H,SO, (c) | Flavonoides Coloracion | +
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carmelita
Antiociani Aparicion
dinas de color
amarillo.
Acuo0so Espuma Saponinas No hubo
espuma
Fehling Carbohidratos Precipitado +
reductores rojo
H,SO4 (c) | Flavonoides Coloracién
carmelita
oscuro
Cloruro Fenoles y/o taninos | Color
férrico carmelita-
verdoso
0scuro
Dragendorf | Alcaloides Precipitado +
f y turbidez
Principios | Sabor poco dulce
amargos
Mucilagos No
aparicion de
consistencia
gelatinosa.
Tabla 1. Resultados del tamizaje fitoquimico.
# de pH Potencial Conductividad | TDS Salinidad
fraccion REDOX (mg/L) (%)
(mV)
I 3.74 232 2.37 mS/cm OFL 1.1
I 4.05 216 77.0 uS/cm 69 0
11| 3.96 219 19.6 pS/cm 17 0
v 3.91 221 17.2 uS/cm 15 0

Tabla 2. Valores de los parametros quimico-fisicos medidos para el

fraccionamiento |.
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#de pH Potencial Conductividad | TDS Salinidad

fraccion REDOX (mg/L) (%)
(mV)

| 3.24 236 1542 pS/cm 1477 0.7

I 3.46 244 1392 uS/cm 1235 0.5

Il 4.35 190.8 137.4 uS/cm 122 0

v 4.43 181.2 20.5 uS/cm 18 0

Tabla 3. Valores de los parametros quimico-fisicos medidos para el

fraccionamiento II.

#de pH Potencial Conductividad | TDS Salinidad

fraccion REDOX (mg/L) (%)
(mV)

| 3.24 254.0 1628 pS/cm 1477 0.7

I 4.95 148.4 100.9 pS/cm 90 0

i 4.52 167.0 18.4 uS/cm 16 0

v 4.47 179.5 13.4 uS/cm 12 0

Tabla 4. Valores de los parametros quimico-fisicos medidos para el

fraccionamiento lll.

#de pH Potencial Conductividad | TDS Salinidad

fraccion REDOX (mg/L) (%)
(mV)

I 3.52 240 1699 uS/cm 1512 0.7

I 4.42 181.3 190.8 uS/cm 170 0

Il 4.32 194.7 59.6 uS/cm 53 0

v 4.34 184.3 17.6 pS/cm 16 0

Tabla 5. Valores de los parametros quimico-fisicos medidos para las fracciones

unidas.
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# de muestra Peso fresco Peso seco
1 2.9086 ¢ 2.6627
2 2.5661 g 2.3504
3 2.7981 g 2.5642
Promedio 2.7576 2.5257

* Cada muestra se compone de 10 semillas.

Tabla 6. Valores del peso promedio de las semillas antes del experimento.

Tratamiento Réplicas

Agua

F1

F2

F3

F4

A WwWDN PP A WDN P A wWDNPRP A wWDNBE

A wWDNBE

1 2
0 5
0 2
0 7
0 3
0 7
0 5
0 6
0 6
0 5
0 5
0 7
0 11
0 6
0 4
0 9
0 8
0 6
0 9
0 9
0 11

10

12

11
12
10
13

14
13
14
15

15
15
14
12

13
13
15
13

12

13
10

12
13
12
14

14
14
15
15

15
15
14
15

15
14
15
13

12

13
11

12
14
13
14

14
15
15
15

15
15
15
15

15
14
15
13

12

13
11

12
14
13
14

14
15
15
15

15
15
15
15

15
14
15
13

Tabla 7. Numero de semillas germinadas en los 7 dias del experimento.

12

13
11
45
12
14
13
14
53
14
15
15
15
59
15
15
15
15
60
15
14
15
13
57
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Tratamien|P.F sem |P.S sem % Mat. (% de
tos germ germ % Mat. S |P.F raices|P.S raices|% Mat. S |P.F tallos |P.S tallos |S germ
2.848 2.554 89.67 0.231 0.224 96.96 0.52 0.208 40 75%
Aguaj 2.216 1.991 89.84 0.155 0.137 88.38 0.45 0.156| 34.66
3.215 2.868 89.2 0.265 0.235 88.67 0.693 0.266| 18.43
2.783 2.353 84.54 0.201 0.153 76.11 0.486 0.177] 36.41
2.7655] 2.4415 88.31 0.213| 0.18725 87.53| 0.53725| 0.20175] 32.37
2.504 2.243 89.57 0.177 0.162 91.52 0.381 0.172| 45.14|88.30%
F1 3.58 3.051 85.22 0.224 0.188 83.92 0.287 0.122] 425
3.495 2.964 84.8 0.211 0.168 79.62 0.303 0.13] 42.9
3.118 2.705 86.75 0.175 0.147 84 0.411 0.181] 44.03
3.17425| 2.74075 86.58] 0.19675| 0.16625 84.76] 0.3455| 0.15125| 43.64
3.5 3.112 88.91 0.197 0.18 91.37 0.531 0.2| 37.66|98.30%
F2 4.029 3.578 88.8 0.204 0.181 88.72 0.505 0.19] 37.62
3.87 3.327 85.96 0.174 0.143 82.18 0.54 0.203] 37.59
3.609 3.092 85.67 0.261 0.207 79.31 0.679 0.267| 39.32
3.752| 3.27725 87.33 0.209| 0.17775 85.39] 0.56375 0.215] 38.04
3.463 3.033 87.58 0.232 0.201 86.63 0.697 0.303] 43.47| 100%
F3 3.66 3.165 86.47 0.251 0.219 87.25 0.744 0.3] 40.32
3.414 2.877 84.27 0.217 0.176 81.1 0.76 0.287| 37.76
4.159 3.585 86.19 0.187 0.157 83.95 0.547 0.229] 41.86
3.674 3.165 86.12| 0.22175| 0.18825 84.73 0.687| 0.27975| 40.85
3.256 2.882 88.51 0.2 0.186 93 0.531 0.238| 44.82 95%
F4 2.485 2.133 85.83 0.198 0.174 87.87 0.641 0.239] 37.28
3.134 2.654 84.68 0.221 0.19 85.97 0.729 0.276| 37.86
2.646 2.261 85.44 0.246 0.219 89.02 0.734 0.289| 39.37
2.88025 2.4825 86.11] 0.21625| 0.19225 88.96 0.65875] 0.2605] 39.83

Tabla 8. Valores del peso y del % de germinacion de los tratamientos.
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Tratamiento Largo | Largo | Largo | Largo | Largo | Largo | Largo | Largo
raiz tallo |raiz tallo |raiz tallo |raiz tallo
R1 R1 R2 R2 R3 R3 R4 R4
Agua 1 19.0 2.2 4.3 3.2 9.1 3.5 1.4 0.5
2 |84 1.7 12.5 8 14.2 4.1 11 2.5
3 6.2 1 7.8 35 6.6 2.3 5.5 1.4
4 110.2 4 8.6 2 10.4 4 7.6 1.8
5 112.8 5.5 75 3 5 2.1 7.6 3.8
6 |6.6 2.4 8 3 13.6 3.6 9.4 3.3
7 1113 4.2 6.2 2.2 7 2.3 3.8 3.3
8 |46 1.2 7 2.7 9 4 4.5 3.1
9 |91 35 9 2 8.7 3.8 5.9 5.2
10 | 9.7 4.5 75 3.9 4 2.7
11 111.2 3 13.5 3 12.3 4.7
12 | 12 4.4 8.8 4.3
13 6.3 1.2
14
15
3.7 0.8 6.2 1.8 5 2 3.2 1.2
5.3 3 5.8 1.6 2.3 1.8 3.1 0.7
3.5 3.8 3.4 1.6 4.2 1.7 1.4 2
3.8 1.2 7.6 1.4 6 0.5 2.9 1.5
45 3.3 9 15 7.4 15 4.6 3
4.2 0.6 5.6 2 5 1.1 4 2.3
2.8 2.5 3.6 0.4 4.5 1 5.6 3.3
3.4 0.5 4.2 0.3 1.8 0.8 7.5 1.5
5.2 2.6 5.3 2 35 1.6 2.5 1
4 3 51 2.1 6.5 2 2.5 2.5
3.2 3.1 4.8 0.5 6.2 1.5 7 2.4
2.3 1 6.4 1.1 7 1.7 0.7 2.8
2.5 0.5 6.8 3.6 35 1
4 1.6 4.1 2
F 2 1 |34 2.6 4.7 0.6 55 3 12.5 5.1
2 |88 5.8 4.5 2 3.2 3 7.4 3.4
3 |51 3.5 11.6 4.5 4.5 2 3.2 2.1
4 |10.1 4.8 8.4 4 2 2 8.3 3.7
5 14.8 3.1 7.9 4 5 3 3.2 1.5
6 |4.1 1.8 11.1 3.8 2.8 1.8 4.1 1.5
7 123 2.7 8.6 4.1 3.9 2.8 5.7 3.7
8 |26 1.4 12.6 4.1 1.5 2 5 3.8




Anexo 1

9 |36 14 8.6 5 2.1 1.5 8.3 3.5
1025 1.3 4.7 1.7 2.7 3 4.5 3.3
113 2.5 4.8 1.8 4.2 2 6.7 3.5
12 1 4.7 11 2.3 0.5 5.2 2 7.6 3.4
1314 2.3 4 1.6 6.5 3.8 6.4 1.3
14 1 3.8 2.6 3.8 0.3 3 1.2 3.2 2.4
15 4.8 1.9 1 0.6 2.3 2
F3 1 ]51 3.8 6.7 3.5 6.5 3.1 3.1 0.9
2 |55 2.7 8 4 2.4 2.8 4 3.6
3 |5 2.3 9.5 3.5 7.6 5.9 15 3.6
4 |7 3.5 7 5 5.5 4.6 6.1 2.3
5 |65 4.4 8 5 4 1.5 5.2 2.5
6 |53 2.6 4.3 3.3 2 1.5 7 4.1
7 |6.6 4.2 6.5 4.1 4.8 3.7 0.4 0.4
8 1.2 2.5 4.5 1.6 2.4 3.2 0.6 0.3
9 |5 1.7 8.2 2.9 5 3.4 4.6 2.1
10 | 8.6 5.2 5.7 1.7 5.4 2.6 5.5 1.5
1 193 5 13.6 4.1 4.5 3.1 6.2 5.4
12 1 4.8 5.2 4.2 5 4.8 3 8.2 2.8
13 14.8 2.7 4.5 1 5.7 2.7 4 4.1
14125 1.2 6.3 2.6 4.0 3.2 6.9 3.8
151 3.6 0.8 5.8 1.6 1.2 1.5 4.2 2.6
F4 111 1.6 6.4 4.1 4.5 2.6 8 4.1
2 |3 1.8 74 4.6 11 4 6.4 4.7
3 |27 0.5 4.3 4.8 7 1.7 11 3.2
4 13 0.3 6.4 3 10.4 3.5 6.3 4.3
5 |51 3.2 8.3 0.3 7.5 3.5 9 3
6 |11 2 6 2.7 5 2.5 6.8 3.5
7 123 1 3 1.4 5 4.1 6 5.2
8 (4.1 2.1 4 2 111 4.1 7.2 2.6
9 |4 2.5 4.1 4 2 3 5.1 3.4
10 | 2.7 1.2 9.1 3.5 5.1 3.5 3.8 2.7
11 ]10.7 4.5 8.1 4.4 4.1 2.9 8.1 3.5
12 |11 5 4 3.6 8.7 4.2 5 4.2
131135 4.7 2.6 2.4 10.5 3.8 8.5 4
14 19.9 3.5 3.2 2.7 10.2 4
15182 3.1 0.6 1.9

Tabla 9. Valores de las longitudes de los tallos y raices.
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Cantidad de semillas germinadas por tratamiento.
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Gréafico 1. Cantidad de semillas germinadas por tratamiento a los 7 dias.
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Gréfico 2. % de germinacién de las semillas a los 7 dias.
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Peso (g).

Peso seco de semillas.
3.27725 3.165

Peso fresco de semillas
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Grafico 3. Peso seco de semillas Grafico 4. Peso fresco de
germinadas. semillas germinadas.
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Grafico 5. % de materia seca de las semillas.
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Peso (g9)
Q

Long. raiz (cm)

Peso fresco de raices
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Gréafico 6. Peso fresco de raices.
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Gréfico 8. Comportamiento del
crecimiento longitudinal de la raiz
ante la aplicacion de las
fracciones acuosas de orozuz.
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Long. tallos (cm).

Long. tallos (cm).

Peso fresco de los tallos.

a
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Gréafico 10. Peso fresco de los tallos.
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Gréafico 12. Comportamiento del
crecimiento longitudinal de los tallos
ante la aplicacion de las fracciones
acuosas de orozuz.
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Gréfico 11. Peso seco de los tallos.
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Control F1 F2 F3 F4

(H20)
Germinacion | 75% (b) 88.3% (a) |98.3% (a) | 100% (a) 95% (a)
L. raiz (cm) 8.24 (a) 4.58 (b) 5.18 (b) 5.50 (b) 6.21 (b)
L. tallo (cm) 3.15 (a) 1.74 (c) 2.62 (b) 3.04 (ab) 3.15 (a)
P.F.R. (9) 0.213 (a) 0.196 (a) 0.209 (a) 0.221 (a) 0.216 (a)
P.S.R (9) 0.187 (a) 0.166 (a) 0.177 (a) 0.188 (a) 0.192 (a)
P.F.T (9) 0.537 (b) 0.345 (¢) 0.563 (ab) | 0.687 (a) 0.658 (ab)
P.S.T (9) 0.201 (c) 0.151 (d) 0.215 (bc) | 0.279 (a) 0.260 (ab)
P.F.S.G (g) 2.765 (a) 3.1742 3.752 (c) 3.674 (bc) | 2.88085

(ab) C))
P.S.S.G (9) 2.4415 (a) | 2.7407 3.2772 3.165 (bc) | 2.4825 (a)
(ab) (be)
P.S Planta (g) | 0.389 (ab) | 0.3175 (b) | 0.3927 0.468 (a) 0.4527 (a)
(ab)

% M.S.T 32.37 43.64 39.04 40.05 39.03
% M.S.R 85.53 84.75 85.39 84.73 88.96
pH 4.60 3.52 4.42 4.32 4.34
Potencial 174 240 181.3 194.7 184.3
REDOX (mV)
Conductividad | 17.64 1699 190.8 59.6 17.6
TDS (mg/L) 16 1512 170 53 16
Salinidad (%) |0 0.7 0 0 0

Tabla 10. Tabla resumen.

Leyenda:

L. raiz: longitud de la raiz.
L. tallo: longitud del tallo.
P.F.R: peso fresco de las raices.
P.S.R: peso seco de las raices.
P.F.T: peso fresco de los tallos.
P.S.T: peso seco de los tallos.
P.F.S.G: peso fresco de semillas germinadas.
P.S.S.G: peso seco de semillas germinadas.
P.S Planta: peso seco de la planta.

% M.S.T: % de materia seca en tallos.
% M.S.R: % de materia seca en raices.




Anexo 2

Peso seco de la planta.
0.468  0.4527

0.5 0389 03927 @ a
' ab 03175 ab
0.4+ b

0.3
0.2

Peso (g)

0.1

Agua F1 F2 F3 F4

Fracciones.

Grafico 14. Peso fresco de la planta (raices y
tallos)
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