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Resumen

Rhizoctonia solani Kiihn. y Sclerotium rolfsii Sacc. se destacan entre las especies
de hongos fitopatdogenos del suelo més importantes en Cuba. Se han reportado
pérdidas entre 25 y 50 % por la accion de dichos hongos en el frijol comdn. Se
determind el efecto alelopatico del extracto acuoso de P. alliaceae a diferentes
altitudes (5, 100 y 450 msnm) y procesos de secado (sol y sombra) y extraccion
(maceracion en agitacion (MA) 24 h y maceracion en reposo (MR) (24, 48 y 72 h))
sobre el crecimiento micelial de estos hongos. Se realizo el tamizaje fitoquimico al
extracto acuoso del anamu, se cuantifico el metabolito de mayor concentracion y
su relacion con la altitud de las plantas, finalmente se evalud in vitro el efecto
alelopético del extracto acuoso del anamu y en condiciones semicontroladas con
tratamientos de inmersion y peletizacion de la semilla sobre los hongos. El secado
a la sombra fue superior al del sol en cuanto a los TDS; no existieron diferencias
estadisticas entre MR 48 y 72 h, y la MA 24 h, los metabolitos presentes:
saponinas, carbohidratos reductores, taninos, alcaloide y fenoles, este fue menor
en las plantas secadas al sol a 450 msnm. En condiciones in vitro el extracto de
plantas a 5 msnm presentd mayor toxicidad y a 450 msnm no presenté efecto
alguno. El tratamiento de peletizacion con polvo presenté los resultados mas
favorables, el extracto de plantas secadas al sol a 5 msnm provoco el menor ISE.

La inmersion provoco las mayores afectaciones al tallo y la raiz.
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1. Introduccién

En la actualidad los problemas ambientales se han convertido en el eje central de
muchas ramas de la ciencia, incluida la agricultura. La busqueda de alternativas
ecologicas que puedan combinar eficiencia y seguridad para garantizar el desarrollo

agrario, constituye una necesaria prioridad para los productores.

La alelopatia es un fenébmeno biolégico por el cual una planta produce uno o0 mas
compuestos quimicos que influyen en el crecimiento, supervivencia o reproduccion
de otros organismos. Estos compuestos pueden conllevar a efectos benéficos

(alelopatia positiva) o a efectos perjudiciales (alelopatia negativa).

En la naturaleza existe un numero significativo de plantas que producen gran
diversidad de agentes alelopéticos con cierto tipo de resistencia ante patdgenos y
plagas, desde el punto de vista biolégico se han logrado resultados promisorios con
alcaloides, terpenoides, carbohidratos reductores, taninos, saponinas, cumarinas y
aceites esenciales (Pino et al.,, 2013), el cual dice que se pueden desarrollar
productos novedosos utilizando metabolitos secundarios en mezclas con otros
productos fitosanitarios y como inductores de resistencia. El uso de extractos
vegetales conocidos y la identificacion de candidatos locales para el desarrollo de
nuevos productos, ofrecen alternativas que pueden combinar eficiencia y seguridad
en el manejo de plagas en la agricultura cubana. Algunos productos naturales
derivados de las plantas han sido ampliamente estudiados por su capacidad para
inhibir el crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos (Castillo et al., 2015). Uno de
los problemas criticos desde el punto de vista sanitario, presente a nivel mundial y en
Cuba, es el control de hongos fitopatdgenos del suelo que atacan a las plantas
cultivadas (Borras, Pérez et al.,1997) entre los que se encuentran R. solani y S.
rolfsii, altamente destructivos en plantas de interés econdomico, pertenecientes
principalmente a las familias Fabaceae y Solanaceae (Herrera,2004), considerados
una de las principales causas del damping-off y de las pudriciones de raices e
hipocotilos en frijol comun (Diaz, 2011). En Cuba, se han desarrollado numerosos

estudios sobre la bioecologia y el control de R. solani y S. rolfsii (Herrera, 2004; Diaz,
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2011; Nerey, 2009); sin embargo, las enfermedades producidas por éstos, contintan
siendo una causa importante de los bajos rendimientos en el frijol comun (Phaseolus
vulgaris L.) (Diaz, 2011). Por la relevancia y alternativas de este cultivo es muy
importante hacer énfasis en la relacion de los factores ambientales, donde Benacchio
et al. (2012) plantean que esta relacion planta-ambiente puede favorecer el
desarrollo de ciertas enfermedades fungicas que atacan el cultivo, afectando su

rendimiento.

Numerosos son los estudios que se han realizado sobre la flora cubana dada su gran
diversidad. Muchas de esas plantas son utilizadas de forma empirica por los
productores cubanos como repelentes o fungicidas (curativos o preventivos),
mediante el uso de extractos preparados de forma artesanal o la aplicacion directa
del residuo vegetal al suelo. Entre las familias botanicas involucradas mas
importantes se encuentran: Meliaceae, Asteraceae, Fabaceae, Solanaceae,

Piperaceae, Lamiaceae, Apiaceae y Myrtacea, (Pino, 2013).

En tal caso se encuentra el anamu que, estudios preliminares sugieren la presencia
de compuestos quimicos en la parte aérea de la planta capaces de controlar el
crecimiento de hongos fitopatégenos del suelo tales como, R. solani y S. rolfsii
(Jimenez, 2004; Robaina, 2004; Puente, 2007).

Gonzalez (1988) refirid que la influencia de estos compuestos quimicos va a estar
determinada por las caracteristicas de los microclimas existentes en cada region. El
estrés producido por diferentes factores en cada zona geografica, puede provocar la
activacion de rutas metabolicas secundarias que estan encaminadas a dar respuesta
ante estas situaciones ambientales, causa por la cual pueden producirse o no ciertas
sustancias en la planta. Ademas, bajo estas condiciones los metabolitos producidos

pueden ser o0 no toxicos a diferentes microorganismos (Sampietro, 2003).

Hasta el momento se desconoce el efecto alelopatico del extracto acuoso de anamu
obtenido a partir de plantas que han desarrollado a diferentes altitudes y sometidas a

diferentes tipos de secado y extraccion sobre R. solaniy S. rolfsii.
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Hipotesis
La influencia de la zona geogréafica de crecimiento, tipo de secado y forma de
obtencion del extracto acuoso de Petiveria alliaceae, puede provocar variaciones en

el contenido de los metabolitos secundarios presentes en sus hojas, tallos e

inflorescencias, y por tanto en el efecto alelopatico sobre R. solaniy S. rolfsii
Objetivo general

Determinar el efecto alelopatico del extracto acuoso de Petiveria alliaceae obtenido a
partir de plantas desarrolladas a diferentes altitudes y sometidas a diferentes

procesos de secado y extraccion sobre el crecimiento micelial de R. solaniy S. rolfsii
Objetivos especificos:

1. Determinar la influencia de la altitud de crecimiento de las plantas, tipo de

secado y forma de extraccion en funcién del TDS.

2. Evaluar, en condiciones in vitro, el efecto alelopatico de los extractos de mayor
contenido de TDS en funcién de su zona geogréfica de crecimiento y tipo de

secado sobre R. solaniy S. rolfsii.

3. Determinar los grupos quimicos de los metabolitos presentes en el extracto

acuoso y cuantificar los mayoritarios.

4. Evaluar en condiciones semicontroladas el efecto alelopatico del extracto
acuoso de P. alliaceae sobre el desarrollo de la enfermedad producida por R.

solaniy S. rolfsii.



2. Revision bibliogréfica

2.1. Alelopatia

Desde el punto de vista etimoldgico el término Alelopatia, significa perjuicio mutuo,
término compuesto por dos palabras, “allelon” (“de uno a otro”) y “pathos” (“sufrir”)
fue utilizado por primera vez en 1937 por Hans Molish. La definicibn més tradicional
del fenobmeno de alelopatia se describe como “cualquier efecto directo o indirecto
causado por una planta (incluyendo microorganismos) sobre otras a través de la

produccion de compuestos quimicos que escapan al medio ambiente”.

Con el espiritu de englobar muchas otras interacciones, una definicion mas amplia,
es la desarrollada por la Sociedad Internacional de Alelopatia en 1996 definiéndola
como: “cualquier proceso que involucre metabolitos secundarios producidos por
plantas, algas, bacterias y hongos, que influyan en el crecimiento y desarrollo de
sistemas bioldgicos y agricolas”. De este modo, el término de alelopatia se refiere al
conjunto de interacciones entre especies de plantas que, en un balance general, se
traduce en un efecto perjudicial a una de ellas para aumentar la prevalencia de la
especie donadora de estos metabolitos (Oliveros et al., 2009).

El potencial de productos naturales que pueden ser usados por sus propiedades
biologicas particulares como herbicidas, plaguicidas, antibioticos, inhibidores o
estimulantes de crecimiento, etc., es practicamente inagotable, estos tiene multiples
efectos como se sefialé en la definicion, efectos que van desde la inhibicion o
estimulacion de los procesos de crecimiento de las plantas vecinas, hasta la
inhibicion de la germinacion de semillas, o bien evitan la accion de insectos y
animales comedores de hojas, asi como los efectos dafiinos de bacterias, hongos y
virus, los cuales conforman una parte muy importante de los sistemas de defensa de

las plantas con la ventaja de ser biodegradables (Nelson, 2004).


zim://A/A/html/H/e/r/b/Herbicida.html
zim://A/A/html/P/l/a/g/Plaguicida.html
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2.2. Efectos y Sistemas alelopéaticos en la Agricultura

Los aleloquimicos en los ecosistemas y agroecosistemas alteran el crecimiento
normal de las plantas, acelerandolos o inhibiéndolos, incluyendo la germinacion vy el

crecimiento de las plantulas.

Los residuos de plantas incorporados al suelo, ya sean dejados en la superficie o
enterrados con la preparacion mecanica del suelo, tienen mas influencia que los
efectos alelopaticos de las plantas vivas, sobre plantas cultivadas. No solamente las
plantas arvenses sino también numerosas especies de plantas cultivadas tienen

efectos alelopaticos (Arévalo, 2011).

Los cultivos de coberturas que se utilizan en agricultura sostenible para manejar

malezas estan basados, principalmente, en la alelopatia.

Para que se produzca un efecto alelopatico, tanto de caracter positivo como
negativo, de accion directa o indirecta, de una especie sobre otra a traves de la
produccion de compuestos quimicos que se escapan al medio ambiente, se requiere
gue la concentracion de estas sustancias sean las suficientes para ejercer su accion.
Ademas, la ocurrencia de todo efecto alelopéatico debe cumplir tres condiciones

fundamentales:

Que exista suficiente cantidad del compuesto alelopatico.

2. El aleloquimico debe estar en contacto directo e interactuar de alguna forma con
una especie susceptible a éste.

3. La sustancia activa debe permanecer en contacto con el microorganismo

susceptible por el tiempo necesario para ejercer su accion.

El conjunto de sustancias liberadas por la planta donadora es generalmente una
mezcla de compuestos osmoéticamente activos como azucares, sales, aminoacidos,
proteinas, polimeros, taninos y ligninas, los cuales son almacenados en estructuras

vacuolares dentro del citoplasma (Narwal, 1996).
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2.3. Naturaleza quimica de los agentes alelopéticos

Las células vegetales son capaces de producir millones de moléculas diferentes,

divididas en grupos segun su funcion (Stryer, 2004; Lehninger, 2005; Voet, 2005).

1. Metabolitos Primarios: Son todas aquellas moléculas implicadas en la estructura y
funcién de la célula, entre ellas estan los glucidos, lipidos, aminoacidos y acidos
nucléicos.

2. Metabolitos Secundarios: Son compuestos derivados de rutas secundarias mas
complejas del metabolismo celular. Se sintetizan a partir de moléculas

intermediarias o “bisagras” como el acetato y mevalonato.

Gracias al avance cientifico- técnico en las ciencias quimicas y farmacéuticas se han
podido descubrir y dilucidar compuestos que, segun ensayos biolégicos, poseen

efectos de interés.

Los compuestos alelopaticos alteran una gran cantidad de procesos fisiolégicos,
como: division y diferenciacién celular, traslado de iones y agua, metabolismo de
fitohormonas, respiracion, fotosintesis, funciones de enzimas, traduccién de
expresion de genes. Ellos pueden ser liberados al ambiente a través de la
volatilizacion, lixiviacion, exudacion radicular y descomposicion de residuos de

plantas incorporados al suelo.

Entre los grupos quimicos de mayor relevancia por sus propiedades alelopaticas, se
encuentran: fenoles y derivados del &cido benzoico, flavonoides y taninos, alcaloides,
terpenoides y esteroides, glucosidos cianogenéticos, aminoacidos no proteicos,
lactonas no saturadas, acidos organicos, alcoholes alifaticos, aldehidos y cetonas,
acidos grasos y el complejos de quinonas (Arévalo, 2011).

Mandal et al. (2010), refiere que los fenoles, asi como los flavonoides, antocianinas y
taninos, cumplen importantes funciones en las plantas, entre las que se encuentran
formar parte de los mecanismos de defensa contra organismos patogenos, mediante
la sintesis de fitoalexinas, ademas, Nelson, (2010) sefiala que los alcaloides proveen

en forma directa fuentes de carbono y nitrdgeno rapidamente asequibles para el
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crecimiento de los hongos del suelo, y que luego de mineralizados, sirven como
nutrientes para aprovechamiento de los mismos vegetales.

Se llama metabolitos secundarios de las plantas a los compuestos quimicos
sintetizados por las plantas que cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma
gue su ausencia no es fatal para la planta, ya que no intervienen en el metabolismo
primario de las plantas. Los metabolitos secundarios de las plantas intervienen en las
interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente. También se diferencian de los
metabolitos primarios en que cada uno de ellos tiene una distribucion restringida en
el Reino de las plantas, a veces a sélo una especie o un grupo de ellas, por lo que
muchos de ellos son utiles en Botanica Sistematica.

En estudios biol6gicos mas recientes se determind que la mayoria de los metabolitos
secundarios cumplen funciones de defensa contra predadores y patdégenos, actlan
como agentes alelopéticos (que son liberados para ejercer efectos sobre otras
plantas), o para atraer a los polinizadores o a los dispersores de las semillas. El
reconocimiento de propiedades biolégicas de muchos metabolitos secundarios ha
alentado el desarrollo de este campo, por ejemplo en la busqueda de nuevas drogas,
antibiéticos, insecticidas y herbicidas. Ademas, la creciente apreciacion de los
altamente diversos efectos bioldgicos de los metabolitos secundarios ha llevado a
reevaluar los diferentes roles que poseen en las plantas, especialmente en el
contexto de las interacciones ecologicas.

Los metabolitos secundarios de las plantas pueden ser divididos en 3 grandes
grupos, en base a sus origenes biosintéticos:

1. Terpenoides. Todos los terpenoides, tanto los que participan del metabolismo
primario como los mas de 25.000 metabolitos secundarios, son derivados del
compuesto IPP (Isopentenildifosfato o "5-carbono isopentenildifosfato™) que se
forman en la via del acido mevalénico. Es un grupo grande de metabolitos con
actividad biologica importante. Estan distribuidos ampliamente en las plantas y
muchos de ellos tienen funciones fisiolégicas primarias. Unos pocos, como los que

forman los aceites esenciales, estan restringidos a solo algunas plantas.


zim://A/A/html/M/e/t/a/Metabolismo_primario_de_las_plantas.html
zim://A/A/html/M/e/t/a/Metabolismo_primario_de_las_plantas.html
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2. Compuestos fendlicos y sus derivados. Los mas de 8.000 compuestos fendlicos
gue se conocen estan formados o por la via del acido shikimico o por la via del

malonato/acetato.

3. Compuestos nitrogenados o alcaloides. Los alrededor de 12.000 alcaloides que se
conocen, que contienen uno 0 mas atomos de nitrdgeno, son biosintetizados
principalmente a partir de aminoacidos. Los alcaloides poseen una gran diversidad

de estructuras quimicas.

Los metabolitos secundarios de las plantas también se pueden dividir en mas
categorias menos abarcativas, clasificados segun su via biosintética y estructura
quimica, ademas de los terpenoides y los alcaloides encontramos: Betalainas,
Glucosinolatos, Glucosidos cianogenéticos, Poliacetilenos, Antocianinas y otros

Flavonoides.

2.4. Mecanismo de accion de los agentes alelopéticos

Los aleloquimicos, tienen dos formas fundamentales de accion (Blum y Kogan,
1992):

Accién indirecta: Alteraciones de las propiedades del suelo y su efecto nutricional
para las poblaciones de plantas adyacentes y sobre la actividad de microorganismos

beneficiosos o patégenos.

Accion directa: Efecto del aleloquimico en el crecimiento y el metabolismo del
organismo diana. Por ejemplo, en la estructura celular, balance de reguladores del
crecimiento, permeabilidad de la membrana, germinacién, fotosintesis, actividad

enzimatica y otros.

e Efecto sobre la actividad enzimatica
La mayoria de los compuestos alelopaticos presentan la capacidad de modificar la
sintesis o actividad de enzimas tanto in vitro como in vivo. Por ejemplo, plantulas de
maiz tratadas con acido felurico mostraron un incremento en los niveles de enzimas
oxidativas (peroxidasas, catalasas y &cido indolacéticoxidasa) junto con una
8
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elevacion de enzimas de la ruta del &cido shikimico tales como fenilalanina-
amonioliasa y cinamilalcohol-deshidrogenasa involucradas en la sintesis de
compuestos fenilpropanoides. También al &cido feldrico se le atribuye la inhibicion de
enzimas hidroliticas tales como la amilasa, maltasa, invertasa, proteasa y fosfatasa

acida presente en la movilizacién del material alimenticio (Sampietro, 2003).

e Efecto sobre la permeabilidad de la membrana
Los compuestos fendlicos aumentan la permeabilidad de las membranas a los iones,
particularmente a los de potasio. Los acidos fendlicos provocan pérdidas
considerables de este mineral en los tejidos de las raices de las plantas (Sampietro,
2003).

Efecto sobre la respiracion

Algunos compuestos quimicos reducen la respiracién radicular, flavonoides tales
como la quercetina, naringenina y umbeliferona inhiben la produccion de ATP en la
mitocondria (Madhu et al., 2011).

Los compuestos fendlicos, en especial los tanicos, pueden combinarse con
componentes de la cadena respiratoria. Estos reaccionan con las ferro-proteinas por
sitios donde ocurre el bombeo de los H" al espacio intermembranal, ademas influyen
fuertemente en la eficiencia de la actividad de la ATPasa; esta enzima es la
encargada durante el proceso respiratorio de sintetizar el ATP a partir del ADP y P;,
bajo la accion de ciertos taninos este proceso respiratorio se ve interrumpido, las
mitocondrias dejan de funcionar correctamente y por tanto la célula muere (Stryer
2004; Lehninger 2005).

2.5. Factores que influyen en los efectos alelopéticos

El efecto alelopéatico se puede ver afectado por varios factores, entre estos, las
condiciones de recoleccion de plantas son de gran importancia para el desarrollo de
las investigaciones. Por tal razon es necesario tener en cuenta el momento y lugar
donde se realiza la toma de muestras, pues, en funcion de esto la composicion

guimica de las plantas, en algunos casos, puede variar. El estrés producido por

9
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diferentes factores en cada zona geografica, puede provocar la activacién de rutas
metabdlicas secundarias que estan encaminadas a dar respuesta ante estas
situaciones ambientales, causa por la cual pueden producirse o no ciertas sustancias
en la planta. Ademas, bajo estas condiciones los metabolitos producidos pueden ser
toxicos o no, a diferentes microorganismos (Narwal, 1996; Sampietro, 2003; Finar y
Jergo, 2006).

El secado de las plantas es otro aspecto a tener en cuenta en los estudios
alelopéticos. La temperatura a la cual se someten las plantas para extraerle el agua 'y
lograr su deshidratacion es capaz de provocar pérdidas totales o parciales de
metabolitos. Muchos de estos compuestos comienzan a experimentar pérdida de
radicales, cadenas laterales y componentes de su estructura cuando se incrementa

la temperatura por encima de 30 °C (Stryer, 2004; Lehninger, 2005).

2.6. Alelopatia sobre hongos fitopatogenos del suelo

En el reino Plantae son conocidas alrededor de 10.000 sustancias alelopéticas

capaces de incidir sobre los hongos del suelo (Pupo, 2010).

En este sentido, los productos naturales derivados de las plantas representan una
fuente atractiva de productos potenciales quimico-bioldégicos, no sélo por su
diversidad en estructuras quimicas sino por su accion biologica especifica y su
caracter inocuo para el ambiente. Dentro de este contexto, en los Ultimos afios se ha
incrementado el interés por la extraccion y purificacién de metabolitos secundarios de
origen vegetal con la intencibn de conocer su potencial de aplicacion en la
agricultura. En el caso de microorganismos fitopatdogenos, existe informacién sobre
cerca de 400 especies de plantas con propiedad fungicida, y se estima que esta
propiedad es una caracteristica que se presenta frecuentemente en algunos

metabolitos secundarios (Grainge y Ahmed, 1988).

En la busqueda de estrategias para el control de hongos patdgenos, las plantas
representan una opcion por contener sustancias téxicas en sus raices y hojas,

conocidos como metabolitos secundarios, que inhiben el crecimiento de estos.
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Como una forma de explorar nuestros recursos vegetales y animales en la blusqueda
de compuestos bioactivos, que representen una alternativa en el control de
organismos fitopatégenos se ha profundizado en el estudio de las plantas aromaticas
y muchos constituyentes de aceites esenciales, debido a su actividad biolégica, entre
las que se destacan propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antimutagénicas.
Resultados positivos encontraron Vaillant et al. (2008) con aceites esenciales de
Laurusnobilis, Menthapiperitay Ruta graveolaens contra R. solani y Sclerotinia
sclerotiorum y al evaluar el efecto inhibitorio de cinco monoterpenos sobre un aislado
de R. solani en papa: timol, alcanfor, citronelal (Cymbo pogonnardus L.) y 1,8 cineol
encontrados en aceites esenciales. Zamora-Natera et al. (2005) en estudios
realizados en México, encontraron actividad antifangica in vitro del extracto crudo de
semilla de Lupinusex altatus contra S. Rolfsii y Alternaria. solani (Ellis & G. Martin)
L.R. Jones & Grout, R. solani y F. oxysporum.

Resultados similares fueron obtenidos por Puente, (2007) encontrando efecto
antifangico in vitro de extractos acuosos de Bixa Orellana L., Euphorbia lactea Haw.,
Petiveria alliaceae L., Phylas trigulosa Mart y Gal. y Wedelia trilobata Hitchc. frente a
R. solani y S. rolfsii. En condiciones de campo, Robaina et al. (2008) encontraron,
con el empleo del extracto de Wedelia trilobata (L.) Hitchc aplicado a la semilla,
efecto fungico sobre S. rolfsii.

Existe gran cantidad de extractos acuosos de plantas con actividad antifingica, por
ejemplo, el extracto de ajo (Allium sativum) ha tenido efecto inhibitorio sobre
Penicillium italicum, Aspergillus flavus, Fusarium spp, Rhizoctonia solani y Pythium
spp. Dentro de ese mismo género, la cebolla (Allium cepa) y el puerro (Allium porrum
L.) logran inhibir el crecimiento del micelio de Fusarium spp, Rhizoctonia solani y
Sclerotium rolfsii (Argtello et al., 2009).

Se destacé el extracto acuoso de Terminalia.catappa L. por inducir mayor inhibicién
en el crecimiento micelial sobre S. rolfsii con respecto a los extractos etéreos y
etandlicos. Este efecto puede estar asociado, de forma general, a la presencia de

metabolitos secundarios como taninos y flavonoides (Espinosa et al., 2012).
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Existen numerosas especies forestales capaces de inhibir el crecimiento de
diferentes hongos, la teca (Tectona grandis) por ejemplo, es una planta oriunda del
Asia, esta distribuida ampliamente por todo el pais, su uso fundamental es para la
obtencion de madera. También se ha reportado el uso de sus hojas para controlar
hongos del suelo. El extracto acuoso de esta planta posee un importante valor
alelopético negativo contra hongos fitopatdgenos del suelo como Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii (Jimenez 2004;Robaina 2004;
Espinosa 2007),

2.7. Descripcion botanica del anamu (Petiveria alliaceae L.)

Petiveria alliaceae L. (anamu) fue descrita por Carlos Linneo, en el afio 1753, es una
planta medicinal, introducida en Cuba en 1848 y que procede de América Tropical.
Esta especie tiene una distribucion geografica muy amplia: la Florida, América
Central, desde Colombia hasta la Argentina y en Africa.

En paises como Argentina, Cuba, Brasil, Guatemala, Haiti, México, Puerto Rico y
Venezuela, se le atribuyen a esta planta propiedades antifingicas.

Un rasgo distintivo en la identificacidn de esta especie es su intenso olor alidceo
atribuido a compuestos sulfurados Unicos de la planta entre los que se encuentran: el
acido fenilmetanosulfinico, el S-(2-hidroxietil) fenilmetanotiosulfinato, el S-bencil-2-
(hidroxietano) tiosulfinato, el S-(2-hidroxietil) -2-hidroxietano tiosulfinato y el S- bencil-

fenilmetanotiosulfinato, 2.3 (Sariego, 2015).

Petiveria es un género monotipico de plantas fanerégamas perteneciente a la familia
de las Phytolacaceae. Su Unica especie: Petiveria alliaceae, es originaria de

Norteamérica.

Tiene los tallos erectos, pubescentes a glabros. Las hojas: con estipulas de 2 mm,;
peciolo 0.4-2 cm, las hojas elipticas a oblongas u obovadas, de 20 x 7 cm, base
aguda a cuneada, apice acuminado o agudo a obtuso o redondeado. Las
inflorescencias a menudo caidas, de 0.8-4 dm; pedunculo 1-4 cm, pedicelo 0.5-2

mm. Flores de color blanco o verde a rosado, linear-lanceoladas a linear-oblongas,
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de 3.5-6 mm; tomentoso ovario. Los frutos son aquenios estriados. Las hojas de

Petiveria tienen un olor alidceo cuando se aplastan.

2.8. Generalidades del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo de gran importancia econémica
que se encuentra distribuido a nivel mundial. Tiene alto valor nutritivo para el
consumo humano y amplia aceptaciéon, a la vez se considera un componente
indispensable de la dieta en Centroamérica y Suramérica (Ulloa et al., 2011). Entre
los paises mayores productores se destacan en orden de importancia, expresados
en porcentaje de produccion mundial: India 19 %, Brasil 17 %, Myanmar 12 %,
Estados Unidos 6 % y México 6 %. Estos paises contribuyen con el 66 % del total
producido (FAO, 2010).

En Cuba la produccion de frijol no satisface la demanda de la poblacion por lo que se
hace necesario la importacién de este alimento, obligando a importar mas de 30.000
toneladas del grano (FAO, 2012), lo cual convierte al pais en el mayor importador de
frijol seco de toda América Latina.

En muchos lugares donde se cultiva el frijol las enfermedades son el factor mas
importante en la reduccién de los rendimientos (Garcia, 2014). Entre los organismos
causantes de enfermedades se encuentran los hongos del suelo. En nuestro pais, de
clima subtropical, existen condiciones favorables para el desarrollo y proliferacion de
una vasta y heterogénea microbiota del suelo. Se destacan entre las especies mas
importantes Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii, los que ocasionan pérdidas en el

rendimiento del cultivo entre 25 y 50 % en Cuba (Diaz, 2011).

2.9. Caracteristicas generales de Sclerotium rolfsii Sacc.

El hongo se clasifica dentro de la Clase Deuteromycetes u hongos imperfectos,
Orden Mycelia Sterilia. En su fase telomorfica es un basidiomiceto denominado
primeramente Corticium rolfsii Curzi, después Pellicularia rolfsii (Curzi) West y
actualmente conocida como Athelia rolfsii (Curzi) C.C. Tu y Kimbrough, Familia

Atheliaceae, Orden Atheliales, Subclase Agaricomycetidae, Clase Agaricomycetes,
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Division Basidiomycota, Reino Fungi (Index Fungorum, 2016). En cuanto a los
hospedantes, el hongo afecta mas de 200 géneros de plantas, entre ellos se
destacan las familias Solanaceae y Fabaceae (Herrera, 2004; Mardec, 2007; Diaz,
2011).

El hongo ataca las posturas en los semilleros durante la germinacion o
posteriormente, causando lesiones en la base de los hipocotilos de las plantulas,
caracterizada por hundimiento, ablandamiento y decoloracibn de la corteza,
justamente en la linea del suelo, donde aparece una mancha oscura en la base del
tallo, que aumenta hasta que se forma un anillo a su alrededor. Cuando llega a esta
fase, la planta queda debilitada en la base del tallo que termina por caer. Los

sintomas de la parte aérea son: clorosis, lenta defoliacién y marchitez permanente.

Los sintomas y signos del patdégeno facilitan bastante la identificacion de la
enfermedad en el campo. Mediante la observacion de las plantulas una vez
cosechadas se determina la afectacion producida por este hongo. En frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) este patdgeno ocasiona amarillamiento, marchitez, caida de
las hojas y finalmente la muerte de la planta. En el cuello de la raiz se observa una
lesion necroética y, sobre los tejidos afectados, un crecimiento micelial blanco
conteniendo los esclerocios del hongo, inicialmente blancos que se tornan color

marrén oscuro posteriormente (Hernandez et al., 2012).

Este hongo puede vivir como micelio en tejidos infectados o en desechos de plantas,
se disemina por suelos infectados o herramientas contaminadas, plantulas
infectadas, agua de irrigacién, vientos y semillas. Ataca las plantas en la base del
tallo o cuerno de la raiz. ElI patdogeno penetra el tejido y produce una masa
considerable de micelio en la superficie de la planta, este proceso dura de 2 a 10
dias (SENASA, 2012).

Arnold, (1986) reporta entre las principales especies hospedantes del patogeno las
siguientes: Ipomoea batatas (L.) Lam., Solanum tuberosum L., Phaseolus vulgaris L.

y Helianthus annus L.
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Los factores ambientales importantes en el desarrollo y patogenicidad de S. rolfsii lo
constituyen la humedad del suelo, las precipitaciones y la sequia. Segun Herrera,
(2004) el micelio en condiciones de alta humedad desaparece rapidamente. En suelo
seco la supervivencia del micelio fue de 100 % hasta los 35 dias, disminuyendo a un
80 % a los 49 dias. En condiciones naturales del suelo no hubo cambios hasta los 35
dias, soOlo a los 49 dias se noté una caida de la supervivencia debido a las fuertes
precipitaciones. Las condiciones de sequia agravadas por los cambios climatolégicos,
inducen el agrietamiento y recogimiento de la corteza de las plantas facilitando la
penetracion del hongo, favoreciendo las afectaciones por esta especie (Diaz et al.,
2005).

Las pérdidas debidas a enfermedades causadas por hongos del suelo han sido
estimadas entre 14. 000 000 y 18. 000 000 de dodlares por afio, siendo el
marchitamiento causado por Sclerotium rolfsii Sacc, una de las enfermedades mas

importantes en Argentina, (March y Marinelli., 1995).

2.10. Caracteristicas generales de Rhizoctonia solani Kiihn,

Los patégenos fungosos trasmitidos a través de las semillas son una de los
principales problemas a los que se enfrentan los productores, tanto privados como

estatales.

El hongo se clasifica dentro de la Clase Deuteromycetes u hongos imperfectos,
orden Myceliasterilia. En su etapa perfecta se corresponde con Thanatephorus
cucumeris (A. B. Frank) Donk, Familia Ceratobasidiaceae, Orden Cantharellales,
Subclase Incertaesedis, Clase Agaricomycetes, Division Basidiomycota, Reino Fungi

(Index Fungorum, 2016).

Segun Diaz, (2011) el agente patdégeno presenta amplia distribucion mundial, siendo
reportado en numerosos paises entre los que podemos citar: México; Colombia;

Cuba, (Mayea et al., 1983); Costa Rica; Trinidad y Tobago; India; Espafia y Egipto.

Entre los principales hospedantes del agente patégeno se destacan: Allium cepa L.,
Brassica oleraceae L., Capsicum annum L., Coffea arabica L., Daucus carota L.,
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Lactuca sativa L., Lycopersicum esculentum (Mill.), Nicotiana tabacum L., Saccharum
officinarum L., Solanum tuberosum L., Phaseolus vulgaris L. y Glicine max (L.) Merril.
(Seidel, 1976).

El hongo afecta mucho mas las plantulas jovenes que el tejido de las plantas adultas,
causando la enfermedad conocida como Damping-off o marchitez de las posturas.
Con frecuencia se presenta clorosis del follaje, las plantas pueden marchitarse e
incluso morir. Por lo general la enfermedad se encuentra localizada y en sus ultimas
fases pueden observarse facilmente dentro de las parcelas pequefios parches en los
que han muerto las plantas. Los sintomas aéreos no sirven para diferenciar la
enfermedad en el campo (Gonzélez - Avila, 1988).

Mayea et al. (1983) sefialan que en plantas pequefias aparecen en el tallo e
hipocaotilo, Ulceras de color pardo-rojizo, de varios tamafios, delimitados usualmente
por un borde oscuro, las que luego se vuelven asperas, se secan y destruyen la
médula.

Ataca ademas las raices causando pudriciones en la base de la planta (Gonzélez
Avila, 1988). Aunque se ha informado sobre la aparicion de los esclerocios en las
lesiones, éstos no son siempre faciles de ver, contrario a lo que ocurre con S. rolfsii,
el cual es facil de diagnosticar, por la presencia de abundantes esclerocios de color
crema a pardo oscuro.

En cuanto a las pérdidas ocasionadas por este agente patdégeno Goulart (1986)
reporta en Minas Gerais, Brasil, pérdidas del 36 % de los campos por pudricién
radical. En Cuba, Gonzéalez Avila, (1988) destaca pérdidas en el rendimiento entre 25
y 50 % y Meléndez et al. (2002) reportan pérdidas del 80 % en campos de cebolla en
la zona de Banao, provincia Sancti Spiritus.

El CIAT (1988) sefiala pérdidas en América Latina de hasta un 90 %. Barnes et al.
(1990) estiman en 44. 000 000 de ddlares, alrededor de un 85 %, las pérdidas por
pudricion del vastago en mani (Arachis hipogaea L.), en Georgia, USA. Macnish y
Neate (1996) sefalan pérdidas del 8 al 35 % en campos individuales.

El hongo, segun Pupo y Heredia (1998), se transmite por las semillas infectadas.
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Herrera et al. (1988) sefialan que la actividad saprofitica de R. solani permanece
inalterable durante los primeros 6 meses de establecerse en el suelo, mientras que a
partir de este periodo la supervivencia decrece a 25 cm de profundidad hasta un 60 %
y a 15 cm a 90 %, manteniéndose el 100 % en la superficie del suelo, lo que
evidencia que la actividad saprofitica del patdgeno disminuye a medida que aumenta
la profundidad. El efecto de la temperatura ha sido estudiado por numerosos
investigadores. Herrera et al. (1988) encontraron rangos de temperatura Optimos
entre 24 y 32 °C para el crecimiento micelial y 24 °C para la germinacion de

esclerocios.

La humedad del suelo constituye un factor determinante para la actividad biologica
de R. solani. En este sentido Beute et al. (1981) sefalan que el hongo es capaz de
sobrevivir durante muchos afos tanto en periodos de humedad como de sequia y
Gonzalez, (2012), plantea que se debe evitar la siembra en época lluviosa, donde es

mayor la incidencia del patdgeno.
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3. Materiales y Métodos

El presente trabajo se desarroll6 en el laboratorio del Grupo de Investigaciones
Alelopaticas (GIA) de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de conjunto con el
laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Quimica Farmacia y el Instituto de
Biotecnologia de las plantas (IBP); todas pertenecientes a la Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas en el periodo comprendido de octubre de 2014 - junio
2016.

3.1. Influencia de la altitud de crecimiento de las plantas, tipo de
secado y forma de extraccion en funcion del TDS
e Colecta del Material Vegetal

El material vegetal utilizado fue colectado en tres localidades de la provincia Villa
Clara (zona central del pais; 22°24'19"N 79°57'15"0) (Tabla 1).

Tabla 1. Localidades de colecta de las plantas

Localidad Municipio Ubicacion geogréfica  Altitud (msnm)

Carahatas Quemado de Glines Zona de costa norte 5

Esperanza Ranchuelo Zona de llanura 100
Jibacoa Manicaragua Zona de montafa 450

Se realizd la prospeccion en linea recta del anamu a partir del punto de origen
completando una distancia de 25 m. Cada 5 m se colectaron las partes aéreas
(hojas, tallos e inflorescencias); de cinco plantas expuestas al sol, en horario entre
las 12:00 pm y 4:00 pm, previendo que tuvieran el menor contenido de agua posible,
en los meses de noviembre y diciembre de 2013. Todas estas se unificaron para
formar el material vegetal en estudio obtenido de las muestras de las zonas de

colecta (Anexo 2).

Se utilizaron 2 tipos de secado al Sol a temperatura ambiente por 72 hy a la Sombra

en condiciones controladas a 25 °C, escasa iluminacion, humedad relativa del 40 %,

18


geo:22.4053,-79.9542

en un periodo de 6 dias. Luego se molinaron en un molino de cuchillas (Nossen-
8255, RDA) con un tamafio de tamiz de 0,5 mm. Su almacenamiento hasta el
momento de uso fue en frascos plasticos herméticos con tapas, bajo condiciones de

oscuridad y baja humedad.

e Obtencion de extractos por diferentes métodos de extraccion
Se empled extraccion por Maceracion en Reposo (MR) durante 24, 48 y 72 h con
recambio del solvente y Maceracién por Agitacion (MA) durante 24 h en la Zaranda
Orbital (Gerhardt, Alemania)

Para ello se tomdé 1 g de cada material vegetal, se le afiadié 40 ml de agua destilada
y se sometid al proceso de extraccion por maceracién segun el correspondiente

tratamiento.

Cada 24 h se realiz6 un filtrado a vacio para obtener el extracto. En los tratamientos
de 48 y 72 h se preservaron los residuos vegetales y se les adicionaron,
nuevamente, 40 ml del solvente para mantenerlos en maceracion hasta completar su

tiempo de extraccion. La extraccion se realizo por triplicado.
Los tratamientos se relacionan en la (Tabla 2).

Tabla 2. Tratamientos para la determinacion del TDS

Altitud Tipo de Tipo de Tiempo de
Secado extraccion extraccion
5 msnm Sol Sombra MR 24,48y 72 h
100 msnm Sol Sombra
450 msnm Sol Sombra
5 msnm Sol Sombra MA 24 h
100 msnm Sol Sombra
450 msnm Sol Sombra

Determinacion del TDS
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Se tomaron 5 muestras de diferentes réplicas del proceso de extraccion
determindndose el peso (mg) del TDS empleando un Electrodo (InoLab) acoplado a

un pHmetro (Hanna) utilizando 3 mediciones.
Los mejores resultados de este analisis se utilizaron para el ensayo bioldgico.

Los resultados fueron analizados mediante el paquete estadistico SPSS, version
16.0 para Windows, a traves de la prueba de Kruskal — Wallis para comparaciones

de medias y Mann-Whitney para detectar diferencias entre pares.

3.2. Efecto alelopatico de P. alliaceae sobre R. solani y S. rolfsii bajo

condiciones controladas

El ensayo se realiz6 con los extractos obtenidos mediante el método de extraccion
de mejores resultados segun el TDS. A partir de 15 g del material vegetal se
obtuvieron los extractos en funcién del método de secado y altura de desarrollo de la
planta. Posteriormente se llevaron a sequedad en rotoevaporador Heidolph,
Alemania) a presién reducida, 30 rpm y 40 °C, luego cada uno se resuspendi6 en 15
ml de agua destilada para obtener un extracto inicial con una concentracién de 1 g

ml™. Su conservacion hasta el momento de uso fue en congelacion a -4 °C.
e Seleccion de las concentraciones de trabajo

Se tomaron las concentraciones de 0 % (testigo) 10 %, 25 %, 50 % y 95 % de esta
forma se cubre un mayor rango de efecto del extracto pues, es primera vez que se

trabaja con este sobre R. solaniy S. rolfsii.
e Preparacion del medio de cultivo

Se utilizo el medio liquido de Caldo Dextrosa Saboraud, preparado a 30 g/L de H,0,
luego se esterilizé en autoclave (Raypa) a 121 °C y 1,2 atm. de presion, durante 15

min. Una vez concluido este proceso se dejo enfriar hasta aproximadamente 60 °C.

e Preparacion del inoculo de R. solani y S. rolfsii
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Se prepard un Caldo a base de miel proteica (30 g), levadura Torula (3 g), agua
destilada a un pH (5.5 - 6.0), se esteriliz6 en autoclave (Raypa) a 121 °C, se
inocul6 el medio y se coloco en Zarando Orbital (Gerhardt) a una temperatura de

30 °C con un crecimiento por 48 h.

Se utilizaron en el estudio las especies fungosas R. solani y S. rolfsii, de la
micoteca de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Central
“‘Marta Abreu” de Las Villas. La titulacion de los cultivos de las especies en
estudio fueron de 5,5 x 10° unidades formadoras de colonia (UFC) y 6 x10° UFC
respectivamente, ya que a estos valores segun estudios realizados se producen
las mayores inhibiciones.

e Microensayo de actividad bioldégica de P. alliaceae sobre R. solani y S.

rolfsii

Para probar la actividad biologica de los extractos de la planta sobre los hongos,
se filtraron por membranas miliporos de acetato de celulosa, de 0.2 um de
diametro MINISART® (Sartorius), para la eliminacion de bacterias y/o esporas de
hongos causantes de contaminacion. Se utilizd una placa estéril de poliestireno
para microtitulacion de 96 pocillos con fondo redondo, y volumen total de 200 pl
(Fernandez et al., 1998). En cada una de estas se adicion6 con una micropipeta,
el volumen del medio de cultivo, el in6culo y el extracto tomado de diferentes
zonas geogréficas, en funcion del tipo de secado y la forma de extraccidén con las

diferentes concentraciones empleadas (Tabla 3)

Tabla 3. Composicion de los pocillos en funcién de las concentraciones

Concentracion (%) V. Extracto (ul) V. Medio (ul) V. In6culo (ul)
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10 20 170 10

25 50 140 10
50 100 90 10
95 190 0 10
Testigo 0 190 10

Para cada microorganismo se realizaron 3 réplicas de cada tratamiento segun las

concentraciones (10 %, 25 %, 50 % y 95 %), ademas del testigo.

En cada caso se evalu6 el crecimiento micelial a las 24 h y 48 h de las
concentraciones en estudio. De forma visual se constatd la aparicion de turbidez

debido al crecimiento del microorganismo en estudio.

Se llevé a las condiciones semicontroladas aquellos tratamientos de resultado
inhibitorio: plantas colectadas a 5 y 100 msnm secadas al sol y a la sombra a las
concentraciones de 10, 50 y 95 %. Esto permiti6 comprobar el efecto del extracto
sobre R. solani y S. rolfsii en la interaccion con la planta.

3.3. Tamizaje Fitoquimico y cuantificacibn de metabolitos

mayoritarios

La composicion quimica del extracto acuoso se determin6 mediante el tamizaje
fitoquimico segun la Norma Ramal de Salud Pudblica 311/98 (MINSAP, 1998). Se
tomaron 5 g del material vegetal seco y triturado y se dejé en maceracion por 24 h en
50 ml de agua destilada (1:20 p/v) en oscuridad. Posteriormente se filtraron al vacio
con papel de filtro Whatman # 1. Se tomaron alicuotas de 1 ml para la realizacion de

las reacciones de identificacion.
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Reacciones de identificacion:
e Ensayo de Espuma (Saponinas).
e Ensayo de Fehling (Carbohidratos reductores).
e Ensayo de Shinode (Aminoé&cidos Libres).
¢ Ensayo de Dragendorff y Mayer (Alcaloides).
e Ensayo de Cloruro férrico (Fenoles y/o Taninos).

Los resultados se valoraron de forma cualitativa estableciendo varias categorias de
acuerdo a la evidencia en las reacciones: (—) ausencia del metabolito, (+) presencia
del metabolito en bajas concentraciones, (++) presencia del metabolito en
concentraciones moderadas, (+++) presencia del metabolito en altas

concentraciones.

3.3.1. Cuantificaciéon de compuestos fendlicos en el extracto acuoso de P.

alliaceae

Para la cuantificacion de los fenoles totales se empled el método colorimétrico con el
reactivo de Folin-Ciocalteu. Los resultados se expresaron a partir de una curva de

calibracion. Se prepararon diluciones 1:20 (extracto: agua).

A 1 ml de cada extracto vegetal se adicion6 80 uL de Folin-Cioalteau (1N), se dejé
reposar durante 5 min y se adicionaron 800 pL de carbonato de sodio (Na,CO3; 20 %
p/v), se llevé a un volumen final de 2 ml con agua destilada y se dej6 reposar la
mezcla por 90 minutos a una temperatura de 23 °C. También se prepar6 un blanco

con todos los componentes excepto la disolucion de acido galico.

Finalmente, se realiz6 la lectura a 750 nm en un espectrofotometro UV-VIS (Rayleigh
1601, China). El contenido de fenoles totales de cada extracto se expresd en mg de
acido galico/ml de extracto, mediante extrapolacion en una curva de calibracién
empleando como patron acido galico a diferentes concentraciones. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.
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Se determind, ademas, la linealidad de la curva de calibracion; este parametro
expresa la capacidad de un método de analisis de dar una respuesta o resultados
instrumentales linealmente proporcionales a la cantidad del analito a analizar, dentro
de un determinado intervalo (CECMED, 2007).

Para ello se hall6 la significacion de la regresion expresada a través del coeficiente
de correlacion (r) y el de determinacion (r?) segin la expresién matematica:
o DXy
D a0 e N 2=
X — X)? —y)? Q- x)? Q_y)?
\/Z( ) Z(y y) \/(sz _ Zn )(Zyz _ Zn )

Criterio de medida: r= 0,990 y r* 20,98

Para verificar la linealidad se determiné el coeficiente de variacion de los factores de

respuesta (CVf) asi como la desviacidon estandar relativa de la pendiente (Sbrel)

_Abs
X))

S

~

Sbrel = %* 100

CVf= f

|

CVf < 5%; Sbrel <2
Donde:
Sb - Desviacion estandar de la pendiente

Sf - Desviacion estandar de los factores de respuesta (f)
Abs - Absorbancia

C(X) - Concentracion

Para determinar relacion entre la altura de los sitios de colecta de las plantas y el
contenido de compuestos fendlicos se determind la altura de crecimiento del material
vegetal. Para ello se empled un cartografico geo-referenciado de la provincia de Villa

Clara Escala 1:10 000) y el programa Maplinfo ver 8.5 para Windws.
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3.4. Efecto alelopético del extracto acuoso de P. alliaceae sobre el
desarrollo de la enfermedad producida por R. solani y S. rolfsii en

condiciones semicontroladas

El experimento permiti6 conocer el efecto del extracto sobre los hongos en
condiciones semicontroladas. Se utilizd el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
variedad Gtuira 89, registrada en el listado oficial de variedades comerciales
(MINAGRI, 2011) como planta indicadora de la severidad de la enfermedad. La
utilizacion de esta variedad forma parte de una estrategia de trabajos colaterales en
funcién de su susceptibilidad ante hongos fitopatdégenos; segun Gonzalez, (1988) la
resistencia del frijol al atague de hongos del suelo esta asociada a la presencia de
antocianinas en los hipocotilos. De acuerdo con sus estudios las variedades de testa
negra tienen mayor contenido de antocianinas que las de testa roja y blanca.

Para el desarrollo del experimento el suelo empleado es del tipo Pardo Mullido
medianamente lavado (Hernandez et al., 1999), el sustrato procedié de la Estacion
Experimental “Alvaro Barba Machado” de la Universidad Central “Marta Abreu” de
Las Villas del Campo 3 que se encontraba en barbecho durante un afo, este se
esterilizd en autoclave por 1 h a 1,2 atm de presion. El proceso se realizd 2 veces

con intervalo de 3 dias.

En cada recipiente plastico se sembraron tres semillas, y en el suelo el in6culo de los
hongos fitopatégenos al 2 %. El mantenimiento de las condiciones de humedad del
suelo se realiz6 a través de riegos cada tres dias. El volumen de agua destilada
dependid del crecimiento del cultivo y las condiciones de evapotranspiracion segun
las condiciones climéticas bajo las cuales se desarroll6 el experimento. Para
determinar el volumen de agua a agregar en cada réplica se pesaron 15 de estos
potes con suelo llevado hasta capacidad de campo, posteriormente cada tres dias se
pesaron estos mismos. Por diferencia de pesada se determiné la cantidad de agua a

regar que fue a partir de la adicion de 30 ml de agua por vaso.
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Con el objetivo de lograr un mayor numero de raices por plantas se humedecio el
sustrato para extraer la raiz lo mas completa posible, posteriormente se lavaron para

eliminar todos los residuos del sustrato y fueron secadas al sol durante 72 h.
e Preparacion del in6culo de R. solani y S. rolfsii

Se procedi6 a esterilizar en autoclave dos erlenmeyers, cada uno con 200 g de arroz
con cascara. Se le adicionaron 5 discos del hongo proveniente de las margenes de
colonias de cuatro dias de edad y se dejaron en incubacion a 28 £ 1 °C en oscuridad
por 10 dias (Leicach, 2005).

3.4.1. Efecto del tratamiento a la semilla por inmersion en el extracto acuoso de

P. alliaceae sobre R. solani y S. rolfsii en condiciones semicontroladas

Para determinar el efecto del extracto acuoso de P. alliaceae sobre el crecimiento
micelial de R. solani y S. rolfsii bajo condiciones semicontroladas se trat6 la semilla
por inmersion en las concentraciones de los tratamientos de mejores resultados del

experimento de laboratorio (10 %, 50 %), ademas del testigo.

El extracto de cada una de estas variantes se desarrollé a partir de 50 g del material
vegetal macerados en 1000 ml de agua destilada durante 48 h en condiciones de
oscuridad. Posteriormente se redujo el volumen hasta 50 ml para obtener un extracto
inicial a la concentracién de 1 g ml™. A partir de este se prepararon diluciones en
concordancia con los resultados del ensayo de laboratorio teniendo en cuenta la
zona geogréfica y el tipo de secado. Se emplearon en total 180 semillas de frijol
(previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1 %).

La inmersion de las semillas tuvo un tiempo de duracion de una y dos horas,
posteriormente se sembraron las semillas de frijol en recipientes plasticos con

capacidad para 200 g de suelo.
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3.4.2. Efecto del tratamiento por peletizaciéon de la semilla con el extracto
acuoso de P. alliaceae sobre R. solani y S. rolfsii en condiciones

semicontroladas

Se empleo una disolucion de almidén de yuca al 8 % del volumen total de material
peletizante (10 ml) (Cupull et al., 2003). Se calent6 el almidon con un volumen de
agua destilada hasta que comenzd a aglutinarse, después se dejé enfriar por 3
minutos y se le agregd una cantidad de extracto en dependencia de la concentracion
final (Tabla 4). Se mezclé hasta que alcanzé una consistencia viscosa. Se
adicionaron 100 semillas en la mezcla segun la concentracion y se depositaron en

una placa Petri expuesta al aire para que se seque el producto sobre la semilla.

Tabla 4. Proporciones de los componentes de las mezclas para la Peletizacion

Concentracion Almidon Agua Extracto
(g mL™h (9) destilada (ml)
(ml)
0.10 0,8 18 2
0.50 0,8 10 10
0.95 0,8 8 12

3.4.3. Efecto del tratamiento por peletizacion de la semilla con el material
pulverulento de P. alliaceae sobre R. solani y S. rolfsii en condiciones

semicontroladas

Para peletizar la semilla con polvo vegetal se prepararon 50 ml de la disolucién de
almidon de yuca al 8 % (Cupull et al., 2003). Se realizé su coccion con 25 ml de agua
y posteriormente se adiciono el resto. En la mezcla fria se depositaron 114 semillas
en total y se agitaron con una varilla de vidrio para que todas se cubrieran con el

almidon.

Seguidamente se depositaron sobre una malla fina expuestas al aire durante unos

minutos para eliminar el exceso de almidon.
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En una placa de Petri se adicion6 el material pulverulento segun la concentracion

(Tabla 5) y se colocaron 18 semillas, se cubri6 con la tapa y se removieron

vigorosamente para que el material vegetal se fijara a la semilla. Se dejaron

expuestas al aire por 24 h para su secado.

Tabla 5. Proporciones de los componentes de las mezclas para la peletizacion.

Concentracion Almidon Cantidad de material
(g mL™) (9) vegetal (g)
0.10 0.8 0.5
0.50 0.8 1.0
0.95 0.8 15

Evaluacién de resultados

Para determinar las afectaciones producidas por los hongos en la raiz y el tallo a los

quince dias de iniciado el experimento se evaluaron las plantas de frijol a través de

las escalas propuestas por Keijer et al. (1997) y Bradley et al. (2001) (Tabla 6).

Tabla 6. Escala para determinar los dafios producidos por los hongos

Organo afectado Escala Descripcion del dafio
0 Plantulas saludables, ausencia de sintomas
1 Decoloracién amarilla - marrén cerca del
hipocotilo
2 Decoloracion amarillo - marrén cerca del
Raiz hipocaotilo, lesiones o puntos marrén en la

Keijer et al. (1997)

zona
Superficie completamente marron o lesiones
cubriendo mas del 75% de la superficie
radicular
Damping off pre-emergente, plantulas
muertas o en estado de marchitez
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0 Plantulas saludables, ausencia de sintomas
en el hipocotilo
Tallo 1 Lesiones superficiales en el hipocotilo
Bradley et al. (2001) (decoloracion amarillo — marrén)
Lesiones moderadas (= 2,5 mm)
Lesiones profundas en el tejido

Plantulas muertas o en estado de marchitez

Los resultados de las evaluaciones mediante la escala fueron procesados a través de
la formula propuesta por Townsend, G. y Heuberger, J. (1943) y expresado como

indice de severidad de la enfermedad (ISE).

ISE=(3 [(nv)] )(nk))
Donde:
n- Numero de plantas afectadas en cada nivel de la escala.
v- Valor numérico del nivel de la escala
N- NUumero total de plantas evaluadas por tratamiento

k- Ultimo nivel de la escala

En cada experimento se determind la eficiencia o eficacia del tratamiento (ET)
(porcentaje de proteccion contra el ataque del hongo) (Mahdy et al., 2006).

(Xtest.—Xtratam.)
ET =
(Xtest.)

* 100

Posteriormente los resultados obtenidos de ISE y ET se procesaron a través de las
pruebas no paramétricas de Kruskal — Wallis y Mann-Whitney en el programa
estadistico SPSS 16.0 para Windows.
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El disefio experimental fue completamente aleatorio con 5 réplicas por tratamiento
(Tabla 7).

Tabla 7. Tratamientos

Tratamientos

Aplicacién del extracto a la semilla

Inmersién de la semilla en el extracto durante 1 h'y 2 h a la concentracion
(0,1 g/mL, 0,5 g/mL); a 5, 100 msnm con material secado a la sombra y al
sol, suelo + inéculo (R. solani o S. rolfsii).

Testigo: Inmersion de la semilla en agua destilada, suelo + in6culo (R.
solani o S. rolfsii).

Testigo: Inmersion de la semilla en agua destilada, suelo sin inocular.
Testigo: Inmersion de la semilla en el extracto a diferentes
concentraciones (0,1 g/mL; 0,5 g/mL y 0,95 g/mL), a (5, 100 msnm),
secado a la sombra y al sol, suelo + inéculo (R. solani 0 S. rolfsii).
Peletizacion de la semilla con polvo a diferentes concentraciones (0,5
g/mL; 1.0 g/mL); a 5, 100 msnm con material secado a la sombra y al sol,
suelo + indculo (R. solani o S. rolfsii).

Peletizacion de la semilla con extracto a diferentes concentraciones (0,1
g/mL, 0,5 g/mL); a 5, 100 msnm con material secado a la sombra y al sol,
suelo + indculo

Testigo: Semilla en agua destilada + suelo sin inocular.

Testigos: Peletizacién de la semilla en agua destilada + almidén, suelo sin
inocular.

Testigo: Peletizacion de la semilla en el extracto a diferentes
concentraciones (0,1 g/mL, 0,5 g/mL), suelo sin inocular.

Testigo: Peletizacion de la semilla con polvo a (0,5 g/mL; 1.0 g/mL), suelo

sin inocular.

30



4. Resultados y Discusion

4.1. Influencia de la altitud de crecimiento de las plantas, tipo

de secado y forma de extraccion en funcién del TDS

Tipo de secado: Las cantidades de sélidos disueltos fueron mayores en el

meétodo de secado a la sombra con respecto al secado al sol (Figura 1).

Método de extraccion: no existieron diferencias significativas entre el método
de maceracion en reposo durante 48 y 72 h y maceracion en agitacion por 24 h
en ninguna de las muestras estudiadas. Estos valores fueron diferentes
estadisticamente a los obtenidos con el método de maceracion en reposo
durante 24 h (Figura 1). Este método de extraccion constituye un paso de
avance importante desde el punto de vista practico, pues permite obtener altos
niveles de concentracion de sustancias, en tiempos muy cortos y a bajos
costos, teniendo en cuenta que el anamu crece por lo general en cualquier
lugar con facilidad y con una inversion de 45 CUP/ ha sembrada de frijol
(Phaseolus vulgarisL.); ademas es factible para una produccién local o
especificamente para el productor agricola, el cual no necesitaria comprar
productos quimicos (altos precios en el mercado mundial), si hay un producto

natural con la misma efectividad.

El secado de las plantas es un aspecto a tener en cuenta en los estudios
alelopaticos y fitoquimicos en general. La temperatura a la cual se someten las
plantas para extraerle el agua y lograr su deshidratacion nunca debe exceder
los 60°C (Narwal, 1996) y puede provocar pérdidas totales o parciales de
metabolitos. Muchos de estos compuestos comienzan a experimentar pérdida
de radicales, cadenas laterales y componentes de su estructura cuando se
incrementa la temperatura por encima de este valor (Stryer, 2004; Lehninger,
2005)

Por otro lado la iluminacion durante el secado también puede ser otra causa de
variacion en la composicién quimica final de los extractos obtenidos de las
plantas. Las radiaciones solares pueden interferir en la estructura de las

sustancias.
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Figura 1. Cuantificacion del Total de Soélidos Disueltos en los extractos acuosos

del anamu segun la altitud, tipo de secado y forma de extraccion

Letras mindsculas desiguales representan diferencias estadisticas significativas

entre los extractos.

En condiciones normales estos compuestos pueden ser reemplazados por
otros que realicen la accién para la cual estan destinados, pero después de
cortadas las plantas se deteriora paulatinamente el sistema fotosintético, razén
por la cual no pueden ser sustituidos los compuestos afectados por la
iluminacién.

También la radiacion solar puede desencadenar reacciones que generen la
aparicion de metabolitos que inicialmente no se encontraban en la planta,
puede provocar rupturas en las estructuras quimicas, llevando la sustancia a
sillares de construccion o a compuestos raros en la planta. Todo esto redunda
finalmente en la pérdida o aparicién de nuevas sustancias y por ende en la
composicién alterada de los extractos obtenidos de los tejidos de las plantas
(Espinosa, 2007).
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4.2. Efecto alelopatico de P. alliaceae sobre R. solani y S. rolfsii

bajo condiciones controladas

El analisis del efecto alelopatico in vitro de los extractos acuosos del anamu
sobre el crecimiento micelial de R. solani y S. rolfsii, mostr6 que el método de
secado a la sombra para ambas especies se inhibié el crecimiento a todas las
concentraciones estudiadas de los extractos obtenidos de plantas colectadas
en la zona costera (5 msnm) y los extractos obtenidos de plantas colectadas en
la zona Illana (100 msnm) lograron inhibicion de los hongos a las
concentraciones de 50 y 95 %. Las menores inhibiciones se obtuvieron en los
extractos obtenidos de la zona montafiosa donde en todas las concentraciones

existio el crecimiento micelial de los hongos; excepto en el 95 % para R.solani.

El extracto obtenido de plantas colectadas en zonas costeras (5 msnm)
presentaron, independientemente de la concentracion y forma de secado, un
fuerte efecto inhibidor sobre el crecimiento de ambos hongos (Figura 2), esto
demuestra que en este extracto se encuentran metabolitos suficientemente
toxicos como para ejercer una accion inhibitoria, aun cuando se encuentre en

bajas concentraciones.

Las plantas colectadas a esta misma altitud pero secadas al sol permitieron el
crecimiento de ambas especies a las concentraciones mas bajas (10 y 25 %).
Todo lo contrario ocurrié a 450 msnm donde el extracto provocé crecimientos
en todas sus concentraciones. De esta forma se puede afirmar que la minima
concentracion inhibitoria se puede encontrar en el rango entre 50 y 95 %.

De manera general queddé demostrado que los metabolitos presentes en los
extractos obtenidos de plantas de anamu que crecieron a la sombra mostraron
una mayor inhibicidon del crecimiento ante las especies estudiadas respecto a
los extractos obtenidos de plantas de anamu con crecimiento al sol, este
método provoca pérdidas totales o parciales de metabolitos. Muchos de estos
compuestos comienzan a experimentar pérdida de radicales, cadenas laterales

y componentes de su estructura (Stryer, 2004; Lehninger, 2005).
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Figura 2. Efecto alelopético del material secado al sol y a la sombra sobre el
crecimiento micelial de R. solani y S. rolfsii (A- Material secado a la sombra, B -

Material secado al sol)
Leyenda:
Circulos con bordes verdes representan la presencia del crecimiento micelial.

Circulos con bordes rojos representan la ausencia del crecimiento micelial.
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Puente, (2007) encontrd efecto antifingico in vitro de extractos acuosos de
Bixa Orellana L., Euphorbia lactea Haw., Petiveria alliaceae L., Phylastrigulosa

Mart y Gal. y Wedelia trilobata Hitchc. sobre R. solani y S. rolfsii.

En condiciones de campo, Robaina et al. (2008) encontraron, con el empleo del
extracto de Wedelia trilobata (L.) Hitchc aplicado a la semilla, efecto fangico

sobre S. rolfsii.

An (2005), demuestra a través de hipotesis basadas en modelos mateméaticos
desarrollados a partir de curvas de dosis-respuesta, que el fendémeno
alelopatico depende del aleloquimico en especifico, de las caracteristicas
genéticas del organismo donador y la fase de desarrollo en que se encuentre,
de las condiciones ambientales en que los aleloquimicos son producidos y
liberados, asi como de la sensibilidad dado el genotipo de la especie receptora
gue se trate. EI mismo autor enfatiza la importancia de la concentracion de los
aleloquimicos en el efecto alelopatico. Observdndose en general una
estimulacion de los mismos a bajas concentraciones, mientras a altas

concentraciones el efecto se mueve hacia la inhibicion (Hernandez et al., 2010).

Pupo et al. (2007) con el extracto acuoso de Tagetes a diferentes dosis,
demostraron efectividad en el control del crecimiento micelial de A. porri, A.
solani, C. fulvum y, C. beticola en condiciones “in vitro”. En relaciéon con el
efecto producido por el extracto de Tagetes frente a R. solani a la
concentracion 0,50 g/mL, produjo una mayor inhibicion en el crecimiento del
hongo en relacién con el resto de las concentraciones empleadas en las que se
aprecia una diferencia significativa, se logré6 una mayor inhibicion sobre R.
solani con la concentracion de 0,50 g/mL del extracto tanto de Tagetes erecta L.

como de Terminalia catappa L.

4.3. Tamizaje Fitoquimico y cuantificacion de metabolitos

mayoritarios

Los resultados del Tamizaje Fitoquimico, mostraron la presencia del extracto
acuoso, de alcaloides, saponinas, carbohidratos reductores y fenoles, este
altimo en mucha abundancia (Anexo 2). No se detecté la presencia de

aminoacidos libres (Tabla 8).
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Tabla 8. Resultados del tamizaje fitoquimico

Metabolitos Secundarios Extracto acuoso de P. alliaceae
Taninos o Fenoles +++
Alcaloides ++
Carbohidratos Reductores +
Saponinas +

Aminoacidos Libres -

Leyenda: - ausencia + presencia ++ abundancia +++ mucha abundancia

Entre los grupos quimicos de mayor relevancia por sus propiedades
alelopaticas, se encuentran: fenoles y derivados del &cido benzoico,
flavonoides y taninos, alcaloides, terpenoides, glucésidos cianogenéticos,
aminoacidos no proteicos, lactonas no saturadas, acidos organicos, alcoholes
alifaticos, aldehidos y cetonas, &cidos grasos y el complejos de quinonas
(Arévalo, 2011).

Al igual que los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico, numerosos
estudios confirman la abundancia de fenoles, taninos, carbohidratos

reductores, alcaloides y saponinas en la especie de P. alliaceae (Mufioz, 2011).

La importancia de los fenoles radica en que producen soporte mecanico a la
planta, contribuyen en la coloracion de las flores y frutos, protegen contra
patdgenos y herbivoros y tienen una gran efectividad protegiendo los tejidos

frente a la radiacion UV (Valares, 2011).

Mandal et al. (2010), refiere que los fenoles, asi como los flavonoides,
antocianinas y taninos, cumplen importantes funciones en las plantas, entre las
que se encuentran formar parte de los mecanismos de defensa contra
organismos patdgenos, mediante la sintesis de fitoalexinas, ademas, Nelson,
(2010) sefiala que los alcaloides proveen en forma directa fuentes de carbono y
nitrogeno rapidamente asequibles para el crecimiento de los hongos del suelo,
y que luego de mineralizados, sirven como nutrientes para aprovechamiento de

los mismos vegetales.

Gran cantidad de compuestos alelopaticos de origen fendlico se comportan

como fitoalexinas (Valares, 2011), su funcion, esencialmente, es la de defensa

36



de la planta. Durante el atague de microorganismos patdégenos se activan rutas

metabdlicas especificas que rinde n este tipo de compuesto.

4.3.1. Cuantificacion de compuestos fendlicos en el extracto acuoso de P.

alliaceae.

La curva de calibracién desarrollada con el patrén (acido galico) mostré un
coeficiente de correlacion por encima de 0,99, lo que demuestra que existe una
buena relacion entre las absorbancias obtenidas y la concentracion del patron

en el intervalo de 5 — 25 mg L™ (Figura 3).
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Concentracion del Patrén (mg/L)

Absorbancia

Figura 3. Curva de calibracion para la cuantificacion de fenoles totales

Para verificar la linealidad se determind el coeficiente de variacion de los
factores de respuesta (CVf) (Anexo 3), la desviacién estandar relativa de la
pendiente (Sbrel (%)) y el intervalo de confianza del intercepto (i). Segun las
normas establecidas para este tipo de estudio, el primero de estos parametros
debe ser inferior al 5 %, el segundo no debe sobrepasar el 2 % y dentro del
intervalo de i debe encontrarse el cero (ICH, 1996; CECMED, 2007). En este
caso se obtuvieron los siguientes valores: CVf= 2.89 %; Sbrel= 1,56 %; i= -
0,004 + 0,0199. Se demuestra que la curva es lineal y cumple de modo
apropiado con la Ley de Bouguer-Lambert-Beer, lo cual indica que se puede
usar la absorbancia como magnitud adecuada para determinar a partir de ella

la concentracion de metabolito presente en las muestras.
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En el estudio, la concentracion de fenoles en la planta disminuye a medida que
se gana en altitud, en la zona costera (5 msnm) las plantas de anamu son més

toxicas, siendo esta la altitud de mayor contenido de fenoles (Figura 4).
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Figura 4. Influencia de la altitud de las plantas en la produccién de metabolitos

secundarios
Leyenda
Linea azul: fenoles al sol Linea naranja: fenoles a la sombra

Esto se debe a la respuesta de adaptacion en cada una de las zonas
geograficas, pues las plantas se adaptan al habitat particular en el cual crecen
(Valares, 2011) y produce cantidades diferentes de metabolitos secundarios:
fenoles, segun el estrés producido por diferentes factores en cada zona, estos
provocan la activacion de rutas metabdlicas secundarias que estan
encaminadas a dar respuesta ante estas situaciones ambientales, causa por la
cual pueden producirse o no ciertas sustancias en la planta. Ademas, bajo
estas condiciones los metabolitos producidos pueden ser o no toxicos a

diferentes microorganismos (Sampietro, 2003).
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Los tratamientos de salinidad aumenta significativamente el contenido de
fenoles. El tratamiento con elevada salinidad aumentd significativamente el
contenido de fenoles y la capacidad antioxidante de Ganeria, pero no afecté a
Faradia (Nifiirola et al., 2015). Similares resultados se han obtenido en cultivos
sometidos a tratamientos salinos, como alcachofa y cardo (Colla et al., 2012;
Borgononeet al., 2013), y verdolaga (Teixeira y Carvalho, 2008). Se ha
demostrado que el contenido de estos compuestos fitoquimicos puede
incrementarse por factores que induzcan estrés en la planta (Pandino et al.,

2010), como el aumento de la salinidad en la solucion nutritiva.

En presencia de altas concentraciones de cloruro de sodio (NaCl), incrementa
la actividad de enzimas antioxidantes y sintetiza fenoles, para contrarrestar los
efectos negativos del estrés oxidativo (Meloni et al., 2008).

Los valores mas elevados de concentracion se han localizado en las zonas
costeras en el area proxima a las descargas de rios y decrecen hacia mar
abierto; esta distribucién se ha observado tanto en la columna de agua como
en los sedimentos. La sintesis de los acidos fenilcarboxilicos se produce en los
cloroplastos, por lo que se puede afirmar que la biosintesis de los fenoles esta
estrechamente vinculada con el proceso de la fotosintesis y por ende con el
grado de exposicion a la luz solar de las plantas (Camacho, 2010).

Cuando se analizan los fenoles totales de las hojas de los ejemplares de
Smilax Campestris Griseb, que crecen expuestos a una alta radiacion solar
presentan niveles que practicamente duplican los hallados para las hojas de
aguellos que se desarrollan en ambientes muy poco iluminados (27,00 £ 4,72
mg é&cido tanico/ g material seco y 15,09 + 3,27 mg &cidotanico / g material
seco, respectivamente) (Rugna, 2011).

La produccion y liberacion de los aleloquimicos por la planta estd grandemente
afectada por el medio ambiente (Kong et al., 2002). Bajo condiciones
aparentemente normales los aleloquimicos en las plantas pueden estar
inactivos y las concentraciones pueden ser mas o menos estables. Cuando las
condiciones ambientales se convierten en estresantes para el desarrollo de la
planta (déficit hidrico, radiaciones no optimas UV, deficiencias minerales,
salinidad excesiva, temperaturas extremas, etc.), se modifican los niveles de

aleloguimicos, no solo aumentando estos, sino también, el grado de
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fitotoxicidad (potencialidad) de los mismos. Ademas de esto, el estrés aumenta
la susceptibilidad de las especies mas sensibles a los aleloquimicos (Reigosa
et al., 1999; Zobel et al., 2002; An, 2005; Leicach, 2005).

4.4. Efecto alelopético del extracto acuoso de P. alliaceae sobre
el desarrollo de la enfermedad producida por R. solani y S.

rolfsii en condiciones semicontroladas

4.4.1. Efecto del tratamiento a la semilla por inmersién en el extracto
acuoso de P. alliaceae sobre R. solani y S. rolfsii en condiciones

semicontroladas

El andlisis del efecto del tratamiento a la semilla por inmersion (Figura 5)
mostr6 para ambos hongos un crecimiento del microorganismo, con una
Intensidad de Severidad de la Enfermedad (ISE) del 80 %, en el secado a la

sombra.

Para ambos hongos el material colectado a 5 msnm fue el de mejor resultados
sin diferencias significativas entre los tiempos de extraccion 1 hy 2 h.

Con S. rolfsii se obtuvieron resultados similares con el material colectado a 100

msnm a igual concentracién, forma de secado y a 1 h de extraccion.

De manera general R.solani presenté mayor sobrevivencia llegando a provocar
damping-off pre-emergente en los tratamientos donde se aplico la inmersion de
la semilla con el material colectado a 100 msnm; no siendo asi para el material
colectado a 5 msnm donde la diferencia en cuanto a la severidad de la

enfermedad fue significativa disminuyendo de 1 hasta 0,78 en el tallo.

Figura 5. indice de severidad de la enfermedad en funcion de las afectaciones

alaraiz y al tallo en el tratamiento de la semilla por inmersion

Entre las afectaciones de la raiz y el tallo no existieron diferencias

significativas.
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La eficiencia de los tratamientos se encontré en un rango entre 34 y 44 %,(

Anexo 4), este se considera un valor medio.

Este resultado evidencia las diferencias que se pueden encontrar en la
composicidon de los extractos segun el lugar de crecimiento de las plantas. Bajo
condiciones de alta salinidad y radiacion solar se pueden generar una serie de
metabolitos activos con el objetivo de preservar la integridad de las plantas
ante dicho estrés, cuestion que no ocurre asi en las plantas que se
desarrollaron a mayor altura sobre el nivel del mar, las cuales estimularon el
crecimiento de ambos hongos y por tanto las afectaciones al tallo y a la raiz

fueron significativas.

El extracto de plantas colectadas a 100 msnm y secado a la sombra provoco
afectaciones al tallo y a la raiz aunque en menor cuantia respecto de aquellas
secadas al sol. Cabrera et al., (2011) plantean que el secado a la sombra tiene
una tendencia mas conservativa respecto de la composicion quimica original
solo induce mecanismos de destruccion de sustancia mucho mas violentos que
conllevan a la formacion de otras sustancias que originalmente no se

encontraban en la planta.

Los aleloquimicos ingresan al suelo por diferentes vias, de modo que su
toxicidad puede ser modulada por las caracteristicas de este (textura,
composicion, cantidad de materia organica, fertilidad, pH, aireacion y la
microflora). Asi, por ejemplo la aireacién del suelo determina el nivel de
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oxigeno en estos, lo cual influye en la cantidad y naturaleza de las toxinas
producidas. En este caso, es posible que el tratamiento a la semilla por
inmersion haya provocado modificaciones importantes en la estructura de las
sustancias que se encuentran en el extracto, razon por la cual los resultados no
fueron muy satisfactorios, principalmente para aquellos tratamientos de plantas

secadas a la sombra.

4.4.2. Efecto del tratamiento por peletizacion de la semilla con el extracto
acuoso de P. alliaceae sobre R. solani y S. rolfsii en condiciones

semicontroladas

El analisis del efecto del tratamiento a la semilla por peletizacién con el extracto
(Figura 6) revel6 resultados significativos a la concentracién de 0,5 g mL™ a

partir del material secado al sol y colectados a 5 msnm.

La severidad de la enfermedad no presentd diferencias significativas entre los
hongos y se encontr6 en un rango entre 0,5 — 0,55. La eficiencia del

tratamiento varié entre 42 al 44 % (Anexo 4).

Al comparar estos resultados con el tratamiento de inmersion se evidencia que
la peletizacion de la semilla con el extracto presenta mejores resultados con

una eficiencia mayor y un menor ISE.

De forma similar a la inmersion R. solani obtuvo los mayores resultados en
cuanto a la severidad de la enfermedad con el material secado a la sombra
principalmente, o sea sobrevivio méas, provocando mayores afectaciones al tallo
y la raiz. En el caso de S. rolfsii la severidad de la enfermedad no sobrepasé
del valor 0,8, por tanto lo eficiencia del tratamiento sobre este hongo fue mayor

que sobre R. solani con valores entre 22y 40 % (Anexo 4) .
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Figura 6. indice de severidad de la enfermedad en funcion de las afectaciones

alaraiz y al tallo en el tratamiento de la semilla por peletizacién con extracto

Segun lo expuesto en el experimento anterior, se evidencia que la forma de
entrada del aleloquimico al sistema es de vital importancia. En este caso la
peletizacion surti6 mejores efecto sobre los hongos, los ISE, en algunos casos
no excedian de 0,6.

En relaciobn a esto existen autores que sefalan que la concentracion y
disponibilidad de aleloquimicos depende del equilibrio entre las velocidades
con que estos son adsorbidos y liberados de las particulas de suelo u otros
materiales. Este proceso, que ocurre en la superficie de esas particulas,
depende del tamafio de ellas, de la acidez, de la cantidad de agua y del

contenido de materia organica, entre otros (Leicach, 2005).

4.4.3. Efecto del tratamiento por peletizacién de la semilla con el material
pulverulento de P. alliaceae sobre R. solani y S. rolfsii en condiciones

semicontroladas

El analisis del efecto del tratamiento a la semilla por peletizacion con polvo
(Figura 7) mostro resultados de similitud respecto a la peletizacion con el
extracto
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De forma general, al peletizar la semilla con el material secado a la sombra se
produce un ISE alto con una eficiencia baja para ambos hongos, con
independencia de la zona de colecta. Sin embargo el material secado al sol,
provoco diferencias significativas con los ISE mas bajos del estudio, (cercano a

0,4) y altas eficiencias.

Entre ambos hongos R. solani tuvo mayor resistencia al provocar de forma mas
severa la enfermedad respecto a S. rolfsii, aunque en algunos casos no

existieron diferencias significativas entre ellos.

Con el material secado a la sombra las afectaciones a la raiz fueron
estadisticamente similares, no hubo diferencias significativas entre las dosis de
material vegetal en estudio (0,5gy 1,0 g).

1,00
0,80 cc fo
¢ cc € ¢ v CC g cc
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Tratamientos
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Figura 7. indice de severidad de la enfermedad en funcion de las afectaciones
a la raiz y al tallo en el tratamiento de la semilla por peletizacién con material

pulverulento

La peletizacién de las semillas de frijol, una practica ampliamente extendida en
la provincia de Villa Clara, refuerza la accion e inhibe el desarrollo de hongos
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patogenos del suelo, disminuye la mortalidad y estimula la germinacion y el

crecimiento de la planta (Hernandez et al., 2006).

Para que se produzca un efecto alelopatico, tanto de caracter positivo como
negativo, de accion directa o indirecta, de una especie sobre otra a través de la
produccion de compuestos quimicos que se escapan al medio ambiente, se
requiere que exista suficiente cantidad del compuesto alelopéatico (Espinosa,
2012). En tal caso la peletizacion con el material pulverulento permite una
mayor persistencia de sustancias en el suelo, en concordancia, el
aleloguimicos se encuentra en contacto directo y puede interactuar de alguna
forma con la especie susceptible ademés por el tiempo necesario para ejercer

Su accion

Por otro lado, se reducen las modificaciones estructurales que puedan ocurrir al
obtener los extractos de esta planta para el tratamiento de la semilla, en el caso
de la Inmersion y peletizacion con el extracto. En este sentido es de
importancia que las sustancias biolégicamente activa queden de la forma mas
conservada respecto a su momento de sintesis en la planta, pues de tener
efectos de interés se hace n ecesaria su identificacion, mecanismos de accion

y rutas de sintesis.
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5. Conclusiones

1. Los niveles de TDS obtenidos mediante el método de secado a la
sombra fueron superiores a los obtenidos en el secado al sol. Los
mejores métodos de extraccion fueron maceracion en reposo 48 h, 72 h

y con agitacion a las 24 h.

2. El extracto acuoso de anamu inhibié in vitro el crecimiento micelial de R.
solani y S. rolfsii, las mayores inhibiciones se obtuvieron con los
extractos obtenidos de plantas secadas a la sombra a 5 msnm a las

concentraciones a 50 % y 95 %.

3. El contenido de fenoles fue mayor en el material secado a la sombra. De
igual forma las plantas colectadas a 450 msnm presentaron menor
cantidad de este metabolito en comparaciéon con las colectadas a 5

msnm.

4. El tratamiento de peletizacidon con polvo present6 los resultados mas

favorables, con menores valores del ISE.
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6. Recomendaciones

1. Para posteriores estudios no usar el secado al Sol debido a la

disminucion significativa de los metabolitos secundarios.

7

2. Utilizar la maceracion en reposo durante 48 6 72 h, pues en las

condiciones de un productor agricola estos métodos son mas factibles.

3. Utilizar la concentracion de 50 %, donde existieron las mayores

inhibiciones de las especies en estudio.

4. Utilizar el tratamiento de la semilla con material pulverulento de P.

alliaceae.
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8. Anexos

Anexo 1. Fotografia de P. alliaceae (anamu) en su colecta.

Anexo 2. Tamizaje Fitoquimico del extracto acuoso de P. alliaceae.

A. Ensayo de Dragendorff y Mayer (Alcaloides); B. Ensayo de Espuma
(Saponinas), C. Ensayo de Fehling (Carbohidratos reductores) y D. Ensayo de

Cloruro férrico (Fenoles y/o Taninos).




Anexo 3. Cuantificacion de fenoles totales

Tabla 1. Curva de calibracion

C(x)

mg/L Repl
5 0.206
10 0.419
15 0.654
20 0.839

Rep2
0.201
0.425
0.632
0.856

Rep3
0.199
0.413
0.641
0.819

Rep4
0.209
0.450
0.657
0.861

Rep5
0.215
0.446
0.620
0.875

Media
0.206
0.419
0.642
0.838

Coeficiente de determinacion (r) 0.9996

Coeficiente de correlacion (r2) 0.9993

Tabla 2. Coeficiente de variacion de los factores de respuesta

C(P) f-Repl f-Rep2 f-Rep3 f-Rep4 f-Rep5
5 0.041 0.040 0.040 0.042 0.043
10 0.042 0.043 0.041 0.045 0.045
15 0.044 0.042 0.043 0.044 0.041
20 0.042 0.043 0.041 0.043 0.044
Media 0.042 0.042 0.041 0.043 0.043
desvEst 0.0010  0.0012  0.0012 0.0013  0.0014
CVf 2.414 2.794 2.934 3.091 3.216
media 2.890 <5% ok

Tabla 3. Desviacion estandar relativa de la pendiente

C(P) Repl Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 media
5 0.206 0.201 0.199 0.209 0.215 0.206
10 0.419 0.425 0413 0450 0.446 0431
15 0.654 0.632 0.641 0.657 0.620 0.641
20 0.839 0.856 0.819 0.861 0.875 0.850
Pendiente 0.0427 0.0434 0.0418 0.0433 0.0431 0.0428
Desvstd b 0.0007
Sbrel (%) 1.5596 <2% ok



Anexo 4 Eficiencia de los tratamientos

Eficiencia del tratamiento a la semilla por inmersién

Tallo Raiz
5 msnm 100 msnm 5 msnm 100 msnm
TE S. Sombra S. Sol S. Sombra S. Sol E E § S. Sombra S. Sol S. Sombra S. Sol g E
& 0,1gmL? 0,5gmL* 0,1gmL? 0,5gmL* 0,1gmL* 05gmL? 01gmL? 05gmL?
1h 2h 1h 2h 1h 2h lh 2h Agua 1h 2h 1h 2h 1h 2h 1h 2h Agua Sc
R.s 0.00 21.67 38.33 |40.00 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 100.00 |0.00( R.s 6.78 5.08 | 38.98 37.29 508 | 2034 | 169 | 11.86 | 100.00 | 0.00
S.r 11.54 3.85 34.62 |44.23 0.00 34.62 | 28.85 | 36.54 100.00 |0.00( S.r 4.17 -4.17 | 29.17 39.58 -8.33 | 29.17 | 31.25 | 31.25 | 100.00 | 0.00
Eficiencia del tratamiento a la semilla por peletizacion con el extracto
Tallo Raiz
- 5 msnm 100 msnm g o 5 msnm 100 msnm g N
g S. Sombra S. Sol S. Sombra S. Sol < é § S. Sombra S. Sol S. Sombra S. Sol < é
“ 01gmL? 05gmL? 01gmL? 05gmL? ke “ 01gmL? 05gmL? 01gmL* 05gmL? K
R.s 3.51 42.11 5.26 12.28 100.00 0.00 R.s 1.69 44.07 8.47 35.59 100.00 | 0.00
S.r 22.00 40.00 20.00 4.00 100.00 0.00 S.r 16.95 28.81 5.08 3.39 81.36 | 0.00
Eficiencia del tratamiento a la semilla con polvo
Tallo Raiz
5 msnm 100 msnm = 5 msnm 100 msnm 2
< D = < ® =
g S. Sol S. Sombra S. Sol S. Sombra = 8 g S. Sol S. Sombra S. Sol S.Sombra | ™ 8
059 19 059 19 059 19 059 19 Agua 059 19 059 19 059 19 059 19 Agua
R.s 56.60 54.72 18.87 20.75 37.74 | 47.17 | 15.09 22.64 100.00 0.00 R.s 56.60 54.72 18.87 20.75 | 37.74 | 47.17 | 15.09 | 22.64 | 100.00 | 0.00
S.r 60.34 58.62 25.86 27.59 43.10 | 51.72 | 22.41 29.31 100.00 0.00 S.r 60.34 55.17 25.86 39.66 | 41.38 | 36.21 | 32.76 | 29.31 | 100.00 | 0.00




