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Resumen

En la investigacion se inicid el estudio de diferentes fracciones obtenidas por
procesos cromatograficos en filtracion Gel, ultrafiltracion y diluciones del extracto
acuoso de (boniato) Ipomoea batatas (L) Lam., logrando identificar la presencia
cuali-cuantitativa de los compuestos fendlicos y especificamente flavonoides. Los
efectos alelopaticos de diferentes fracciones, obtenidas a partir del extracto acuoso
de boniato (I. batatas), sobre las especies Phaseolus vulgaris L. (Frijol), Cucumis
sativus L. (Pepino), Sorghum vulgare Pers. (Sorgo), fue evaluado empleando
técnicas de crecimiento posterior la germinacion, en tubos de crecimiento de tejidos.
Los diferentes tratamientos (Extracto acuoso 8100; 162 y 1 mg L™; 150 000; 10 000
y 10 000 Da Np; F1 a F9) fueron administrados en base al valor de los solidos
totales disueltos empleando agua destilada y desionizada como control positivo. A
medida que aumentaron las concentraciones aumento el efecto inhibitorio sobre el
crecimiento del hipocétilo y de la radicula de las plantas de C. sativus. En plantulas
de P. vulgaris., las fracciones 4 y 5 estimularon significativamente al hipocaétilo. En
los tratamientos de ultrafiltracién, el corte de 10 000 Da inhibié el alargamiento del
hipocdtilo, mientras estimuld la radicula, evidenciandose el caracter hormonal del
metabolito separado mediante dicho proceso. Debido a la naturaleza de los agentes
alelopaticos se pudo apreciar una variabilidad, con marcada estimulacion sobre
plantulas de S. vulgare, en las fracciones 4 y 5, mientras que en la 9 hubo una
inhibicion significativa, lo que demuestra la viabilidad del proceso de separacién por

filtracidn Gel con Sephadex G-10.
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Capitulo 1-Introduccién.

Mientras el hombre se dirige hacia su anunciada meta de la conquista de la
naturaleza, ha escrito un deprimente inventario de estragos encauzados no solo
contra la tierra que habita, sino contra las vidas que la comparten con él (Carson,
1964).

El modelo actual de agricultura basado en el monocultivo intensivo es insostenible
ecologicamente, sanitariamente peligroso y financieramente ruinoso. Este modelo,
promovido por la industria petroquimica, se basa en la lucha contra la naturaleza:
rompe el equilibrio de los ecosistemas, reduce su diversidad genética natural,
necesita cantidades ingentes y crecientes de sustancias quimicas, acelera la
erosion del suelo y la pérdida de sus minerales, contamina las aguas subterraneas y
los rios, extermina innumerables especies de organismos vivos del suelo vitales
para el equilibrio y la salud de las cosechas.

A través de los afios se han probado diferentes métodos y estrategias de
preparacion de suelos, quedando confirmado que no solo el clima impide una
produccion adecuada de la tierra, sino el manejo inadecuado de los suelos. El uso
excesivo de fertilizantes quimicos o sintéticos ha traido consigo un significativo
trastorno en la microbiota del suelo, ademas por efecto de acumulaciéon estos
pueden provocar la imposibilidad de absorcion de nutrientes por las plantas. Por
esto, diversos cientificos se empefan en la busqueda de soluciones alternativas
para tal situacion (Artieri et al, 1997).

El conocimiento de los fendmenos alelopaticos es de gran importancia en los
agroecosistemas, pues permite la funcionalidad de numerosas interacciones entre
organismos y asegura la supervivencia de muchas especies en su medio. El término
alelopatia se define como los efectos beneficiosos o perjudiciales resultado de la
accion de compuestos quimicos (Aleloquimicos) liberados por una planta (donadora)
que ejercen su accion sobre otras plantas (receptoras), ademas hongos y otros
microorganismos a través de exudados de sus érganos (Sampietro, 2001).

Los compuestos alelopaticos (aleloquimicos) suelen ser acidos fendlicos, terpenos,
flavonoides, alcaloides y otros compuestos del metabolismo secundario. La

complejidad estructural de estas sustancias es muy variable (desde sencillos como
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Capitulo 1-Introduccion.

el acido fendlico, hasta auténticas exhibiciones de la complejidad). Los compuestos
fendlicos presentes en el tejido vegetal regulan los niveles de auxinas, por influencia
sobre la oxidasa del IAA y la actividad de esta enzima esta correlacionada negativa
o positivamente con el crecimiento de las plantas (Jova, 2006).

El boniato (Ipomoea batatas. (L) Lam) o Sweet potato es un cultivo muy comun en
nuestra region. El mismo tiene una amplia gama de utilidades que van desde el
consumo de su tubérculo en la dieta del hombre y alimentacion de animales
domésticos hasta la produccion de medicamentos y harinas industriales. Diversos
autores han determinado en sus estudios que el boniato presenta actividad
alelopatica. Torres et al., (2003) determinaron que el extracto acuoso de boniato
estimula el crecimiento de la radicula y el tallo en cultivos como: Melon, (Cucumis
melo L); Calabaza, (Cucurbita maxima Duch.); Maiz, (Zea mays L) y Sorgo,
(Sorghum vulgare Pers.)

Hipotesis:

Si los residuos naturales de Boniato (Ipomoea batatas (L) Lam.) producen
estimulacién o inhibicion del crecimiento de algunos cultivos es porque poseen
sustancias aleloquimicas que son las responsables de tales acciones.

Objetivo general:

Probar el efecto alelopatico del extracto acuoso extraido del follaje seco de
Ipomoea batatas (L.) Lam sobre el crecimiento de plantulas de Phaseolus vulgaris L.
(Frijol comun), Cucumis sativus L. (Pepino), Sorghum vulgare Pers. (Sorgo).
Objetivos especificos:

1. Evaluar la actividad alelopatica del extracto acuoso de restos de I. batatas, en
diferentes concentraciones, sobre el crecimiento de plantulas de Frijol, Pepino y

Sorgo en condiciones controladas.

2. Determinar la actividad alelopatica de las fracciones del extracto de Boniato sobre

el crecimiento de plantulas de Frijol, Pepino y Sorgo en condiciones controladas.

3. Determinar las familias de sustancias quimicas implicadas en la actividad biolégica

manifestada por las fracciones procedentes del extracto acuoso de I. batatas.
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Capitulo 2- Revision bibliogrdfica.

2.1- Observaciones generales sobre Ipomoea batatas (L) Lam. (Boniato)
CEMSA 78-354. Ciclo de 120 dias, con hojas de borde dentado, las adultas de color

verde con manchas moradas en la base y las jovenes violaceas por ambas caras. El

PILP (punto de insercion limbo-peciolo) es de color morado tanto en las hojas jovenes
como en las adultas. El tallo es grueso de color verde con ligero tinte violaceo en la
parte apical. Raices tuberosas de color crema y carne blanca de forma alargada,
posee abundante desarrollo foliar, presenta un promedio de 3,1 raices tuberosas por
planta, es el que mejor se adapta a suelos arenosos, puede plantarse todo el afo.
Potencial de rendimiento 43 t ha™.

Denominada camote boniato moniato, (batata dulce) en ltalia, (batate) en Alemania y
(Sweet potato) en Norteamérica. (Martinez, 1979). Responde a la siguiente
clasificacion taxonémica.

Reino: Plantae, Division: Magnophyllophyta, Subdivision: Magnoliophytina, Clase:
Magnoliatea, Orden: Polemoniales, Familia: Convolvulaceae, Género: Ipomoea.
Especie: Ipomoea batatas (L) Lam.

Entre los cultivos de alimentacion del mundo, la batata estd en séptimo lugar en
produccion en peso de acuerdo a documentos recientes de la FAO. En los trépicos,
ocupa el cuarto lugar. Diversos atributos de la batata cuentan para su prominencia y
reciente resurgimiento del interés en el cultivo. En primer lugar este cultivo soporta
condiciones ambientales extremas tales como sequias y vientos huracanados,
condiciones que pocos otros cultivos pueden tolerar, cubre rapidamente la superficie
reduciendo las necesidades de herbicidas y laboreo cultural, el uso de insecticidas y
fungicidas es relativamente bajo, ademas de que la batata se desarrolla bien con
poca suplementacion de nitrégeno y en amplio rango de potenciales hidrogénicos de

suelo sin la adicion de cal (Andrés et al., 2000).

Puerto et al., (2002) determinaron que el extracto acuoso de boniato estimula el
crecimiento de la radicula y el tallo en cultivos como: Melén, (Cucumis melo L);
Calabaza, (Cucurbita maxima Duch.); Maiz, (Zea mays L) y Sorgo, (Sorghum vulgare

Pers.).
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2.2- Naturaleza quimica de los compuestos alelopaticos.

Los organismos vegetales estan expuestos a factores tanto biéticos como abidticos,
con los que han evolucionado. Esto provocd el desarrollo en los vegetales de
numerosas rutas de biosintesis a través de las cuales sintetizan y acumulan en sus
organos una gran variedad de metabolitos secundarios. Entre estos encontramos
compuestos que provocan diversos efectos sobre otros organismos. En virtud de su
estructura, los metabolitos secundarios son quimicamente reactivos, es decir, son
actos para ingresar en los sistemas vivos, interactuar y cambiar las estructuras de los
receptores o blancos moleculares y penetrar en la célula donde pueden afectar varios
procesos fisioldgicos (Anaya y Espinosa, 2006).

En dependencia de la especie vegetal se producen diferentes metabolitos
secundarios, aunque es frecuente encontrar en una misma planta diversas mezclas
de estas sustancias. Estas combinaciones varian en su composicion y abundancia en
las diversas células, tejidos y érganos de la planta, y se modifican con la edad de las
mismas y con las condiciones ambientales (Anaya, 1989 y Olofsdotter, 2001; citado
por Gomez et al, 2003).

Las estrategias para el descubrimiento de aleloquimicos de plantas, para la
determinacién del modo de accion de estos compuestos en cultivos se replantean.
Las ventajas de estrategias guiadas en ensayo biolégico modernas de descubrimiento
son provistas. Un acercamiento integral para la determinacion de sitio molecular del
blanco de aleloquimicos se discute. Finalmente, las estrategias para el realce de
produccion de aleloquimicos en cultivos por la tecnologia del transgén son detalladas
(Reigosa et al, 2002). La identificacion de unos aleloquimicos prepara el camino para
fomentar estudios, el cual incluye determinacién de su biosintesis y una manipulacién
genética eventual de su biosintesis. Es esto por consiguiente un método apropiado
utilizado en su aislamiento del cultivo alelopatico. Una variedad de avances puede ser
usada en identificar aleloquimicos. (Duke et al. 2000).

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
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a las cuales no se les atribuia esta actividad biologica. Generalmente los autores la
organizan de esta forma:

Compuestos alifaticos: Pocos de estos compuestos son conocidos por su actividad
inhibitoria de la germinacién de semillas y el crecimiento de plantas. Comprenden
varios acidos por ejemplo; a. oxalico, a. crotonico, a. formico, a. butirico, a. acético, a.
lactico y a. succinico) y alcoholes (tales como metanol, etanol, n-propanol y butanol)
solubles en agua, que son constituyentes comunes presentes en plantas y suelo. Bajo
condiciones aerdbicas los acidos alifaticos son rapidamente metabolizados en el
suelo, por lo cual no pueden considerarse una importante fuente de actividad
alelopatica.

Lactonas no saturadas: La psilotina y psilotinina son producidas por Psilotum
nudum y Twesiperis tannensis, respectivamente. La protoanemonina es producida por
varias ranunculaceas. Son poderosos inhibidores de crecimiento aunque el rol de
estos compuestos en alelopatia no se conoce completamente.

Lipidos y acidos grasos: Existen varios acidos grasos tanto de plantas terrestres
como acuaticas que son inhibitorios de crecimiento vegetal. Se pueden citar entre
otros los acidos linoleico, miristico, palmitico, laurico e hidroxiestearico. Su roll en
alelopatia no esta completamente investigado.

Terpenoides: Las plantas superiores producen una gran variedad de terpenoides,
pero de ellos sbélo unos pocos parecen estar involucrados en alelopatia.
Frecuentemente estas sustancias se aislaron de plantas que crecen en zonas aridas
y semiaridas. Los monoterpenos son los principales componentes de los aceites
esenciales de los vegetales y son los terpenoides inhibidores de crecimiento mas
abundantes que han sido identificados en las plantas superiores. Son conocidos por
su potencial alelopatico contra malezas y plantas de cultivo. Entre los mas frecuentes
con actividad alelopatica se pueden citar el alcanfor, o y B pineno, 1,8-cineol, y
dipenteno.

Glicosidos cianogénicos: Entre ellos se encuentran la durrina y amigdalina (o su
forma reducida prunasina) de reconocida actividad alelopatica. La hidrdlisis de estos
compuestos da lugar no solo a cianhidrico sino también a hidroxibenzaldehido que al

oxidarse origina el acido p-hidroxibenzoico, el cual posee por si mismo actividad
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alelopatica. La durrina es frecuente entre especies tanto cultivadas como silvestres
del genero Sorghum. La mayoria de los miembros de la familia Brassicaceae
producen grandes cantidades de estos glicésidos, los que por hidrélisis producen
isotiocianato con igual actividad biolégica (Swain et al., 1992).

Compuestos aromaticos: Estos comprenden la mas extensa cantidad de agentes
alelopaticos. Incluye fenoles, derivados del acido benzoico, y del acido cinamico,
quinonas, cumarinas, flavonoides y taninos.

Fenoles simples: Entre ellos las hidroxiquinonas y la arbutina, se aislaron de
lixiviados de Arctostaphylos e inhiben el crecimiento de varias plantas.

Acido benzoico y derivado: Derivados del acido benzoico tales como los acidos
hidroxibenzoico y vainillico, estan comunmente involucrados en fenémenos
alelopaticos. Dentro de las especies que los contienen se pueden citar el pepino, la
avena (Avena sativa L.) y el sorgo (Sorghum vulgare Pers.)

Acido cinamico y sus derivados: La mayoria de estos compuestos son derivados
de la ruta metabdlica del acido shikimico y estan ampliamente distribuidos en las
plantas. Se identificé la presencia de los mismos en pepino, girasol (Helianthus
annuus L.) y guayule (Parthenium argentatum). Otros derivados de los acidos
cinamicos tales como clorogénico, cafeico, p-cumarico, y ferulico estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y son inhibitorios de una gran variedad de cultivos y
malezas. Los efectos toxicos de estos compuestos son pronunciados debido a su
larga persistencia en el suelo y muchos derivados del acido cinamico han sido
identificados como inhibidores de la germinacion.

Quinonas y derivados: varias de las quinonas y sus derivados provienen de la ruta
metabdlica del acido shikimico. El ejemplo clasico de estos compuestos es la Juglona
y naftoquinonas relacionadas.

Cumarinas: Las cumarinas estan presentes en muchas plantas. La metil esculina fue
identificada en Ruta, Avena e Imperata. Compuestos tales como escopolina,
escopoletina y furanocumarinas tienen capacidad inhibitoria del crecimiento vegetal
(Osorio, 2006).
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Flavonoides: Una amplia variedad de flavonoides tales como floridzina (producida
por Malus y algunas ericaceas) y sus productos de degradacién tales como glicésidos
de quempferol, quercetina y myrcetina son agentes alelopaticos bien conocidos.
Taninos: Los taninos, tanto los hidrolizables como los condensados, tienen efectos
inhibitorios debido a su capacidad para unirse a proteinas (Hernandez et al., 2003;
Otero et al., 2004; Carson, 2007).

Taninos hidrolizables comunes tales como los acidos galico, elagico, trigalico,
tetragalico y quebulico estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal. La mayoria
estan presentes en suelos de bosques en concentraciones suficientes para inhibir
nitrificacion. Los taninos condensados, los cuales se originan de la polimerizacion
oxidativa de las catequinas, inhiben las bacterias nitrificantes en suelos forestales y
reducen el ritmo de descomposicion de la materia organica el cual es importante para
los ciclos de circulacion de minerales en el suelo. Los mecanismos de accion de estos
compuestos estan relacionados con la oxidacion de enzimas, la posible reaccion con
los grupos — SH (sufidrilico) e inactivacion de proteinas a nivel de membrana,
propiedad llamada astringencia ( Gonzalez et al., 2001; Rukhsan et al., 2005; Geron,
2007 ).

Alcaloides: Pocos alcaloides se conocen con actividad alelopatica. Algunos como la
cocaina, cafeina, cinconina, fisostigmina, quinina, cinconidina, estricnina son
reconocidos inhibidores de la germinacion. La cebada exuda por sus raices la
gramina que inhibe el crecimiento de Stellaria media. La cafeina mata ciertas hierbas

sin afectar algunas especies cultivadas (Sampietro 2002).

2.3. Modo de liberacion de los aleloquimicos.

Segun Rice (1984); Harborne (1999); Narwal (1999) comentan que los aleloquimicos
pueden ser liberados al ambiente por difusiéon a través de las membranas, por
exudacion activa de los tricomas glandulares que son estructuras especializadas
ubicadas en las hojas o bien por degradacion de tejidos muertos. La forma de
liberacion depende de la estructura quimica del compuesto; puede ocurrir por
volatilizacion, lixiviacion o sea lavado, exudaciéon de raices y descomposicion de

restos vegetales.
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Lixiviacion: Es la remocion de sustancias presentes en las plantas por efecto de la
lluvia, nieve, niebla o rocio. El grado de lixiabilidad depende del tipo de tejido
vegetal, la edad de la planta y la cantidad y naturaleza de la precipitacion. De esta
manera se liberan una gran variedad de agentes alelopaticos de diferente
naturaleza tales como compuestos fenolitos, terpenos y hojas sobre plantas
silvestres y cultivadas.

Volatilizacion: La liberacion de agentes alelopaticos por volatilizacion esta

frecuentemente confinada a plantas que producen terpenoides. Los géneros que
comunmente liberan compuestos volatiles incluyen Artemisia ssp, Salvia ssp,
Parthenium ssp, Eucalyptus ssp. y Brassica ssp. Estas sustancias han demostrado
también actividad insecticida y como disuasivos alimenticios. La toxicidad de los
compuestos volatiles es prolongada, debido a su adsorcion a las particulas del
suelo, lo cual les permite permanecer varios meses en él. En ecosistemas de
desierto y mediterraneos, la liberacion de compuestos alelopaticos a través de
volatilizacion es frecuentemente observada, debido al predominio de altas
temperaturas, e influencia la distribuciéon de las especies vegetales. Ejemplo de
esto se observa en la germinacion de semilla de pepino al aplicarle aceite esencial
de Minthostachys mollis se presenta un efecto volatil, debido a la composicion
quimica de aceite esencial de la misma, la cual produce efectos inhibitorio en la
germinacioén y elongacion de radicula en pepino.

Alonso et al, 2006, plantea que el aceite esencial de Minthostachys mollis
presenta efecto volatiles sobre la germinacion de semilla de pepino, debido a la
composicién quimica de aceite esencial de la misma, la cual produce efectos

inhibitorio en la germinacién y elongacion de radicula en pepino.

Exudados radicales: La reduccion en rendimiento observada en algunos cultivos

en varios casos se ha atribuido a toxinas liberadas por otros y malezas adyacentes.
Los exudados radiculares comprenden unicamente entre el 2-12% del total de
fotosintatos de la planta. La gran parte de los agentes alelopaticos conocidos son
exudados radiculares. Factores tales como la edad del vegetal, nutricion, luz y

humedad influencian cualitativa y cuantitativamente la liberacion de sustancias por
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las raices. Ademas que exudados de raices de Lantana camara inhibieron la
germinaciéon, el peso de plantulas y de raices se soya, rabano, tomate y
quimbombo (Ambika et al, 2003).

Descomposicién de residuos vegetales: Los residuos en descomposicion de la

planta liberan una gran cantidad de agentes alelopaticos. Los factores que
influencian este proceso incluyen la naturaleza del residuo, el tipo de suelo, y las
condiciones de descomposicion. Eventualmente las sustancias alelopaticas
liberadas por los residuos vegetales en el suelo entran en contacto con las raices
de plantas presentes en el mismo ejerciendo su accion. Los compuestos liberados
por la planta al suelo sufren frecuentemente transformaciones realizadas por la
microflora del mismo, que pueden originar productos con actividad biolégica mayor
que sus precursores. Investigaciones utilizando extractos acuosos vegetales han
demostrado que los inhibidores solubles en agua presentes en la planta de cultivo

pueden ser rapidamente liberados durante el proceso de descomposicion.

2.4. Concentracion de aleloquimicos.

No todas las sustancias liberadas por las plantas son inhibidoras por el contrario
algunas manifiestan efectos estimulantes, mas aun ciertos metabolitos pueden
provocar reacciones de estimulo o de inhibicion dependiendo de su concentracion.
Por ello cualquier clasificacion de los productos téxicos como las plantas que la
generan resultarian arbitraria asi la totoxicidad no solo depende de las sustancia
en si sino que también de la concentracién en las mismas en el sitio de accién y
de al especie sobre la cual se ejerce (Kogan, 1992). En diferentes especies de
plantas se producen diferentes metabolitos secundarios, aunque es frecuente
encontrar en una misma planta diversas mezclas de estas sustancias. Estas
combinaciones varian en su composicion y abundancia en las diversas células,
tejidos y 6rganos de la planta, y se modifican con la edad de los mismos y con las
condiciones ambientales (Anaya, 1989; Olofsdotter, 2001). Citado por (Gémez et
al., 2003).

Por otra parte Gongalves et al., (2001), al probar extractos de la maleza Rottboelia

cohinchinensis (Lour.) Clayton (Poaceae) sobre la cebolla encontré6 que los
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extractos de raices no afectaron la germinacién de la cebolla, mientras los de

-1
follaje la estimularon en todas las concentraciones (0.1-1.0 g-L ). Los extractos de

raices inhibieron la radicula en todas las concentraciones y el follaje solo inhibié a

concentraciones por encima de 0.5 g-L_1. Los extractos de radicula y follaje
inhibieron el crecimiento del tallo en todas las concentraciones. Esto evidencia la
influencia de los 6rganos y también la sensibilidad de estos en el efecto alelopatico.
Esta misma evidencia se pudo constatar por Dos Santos et al. (2001) al probar
extractos de Thelypteris scabra Presl. sobre lechuga y cebolla. Una inhibicion de
de la germinacion de las cebolla se percibié bajo todos los niveles aplicados,

mientras no hubo afectacion en el caso de la lechuga. En cambio a la

-1
concentracion de 1 g-L los lixiviados inhibieron en un 14.7% la elongacién

radicular de la lechuga y en un 28.1% a la cebolla, no observandose afectacion del

crecimiento caulinar a por debajo de 1g-L-1. La estimulacion a bajas
concentraciones, asi como la inhibicibn a mas altas concentraciones es un
fendmeno ampliamente observado en respuesta a los aleloquimicos liberados por
las plantas, desde los niveles morfolégicos hasta los bioquimicos (Calabrese y
Baldwin, 2003).

2.5. Sensibilidad de las especies receptoras

Es importante acotar también que la sensibilidad diferencial (inhibicion o
estimulacién) entre dos especies receptoras puede deberse fundamentalmente a
dos cuestiones importantes en el fendmenos alelopatico, a las altas
concentraciones de los aleloquimicos en los tejidos secos de la planta donadora o
a la mayor sensibilidad de la especie receptora a los aleloquimicos presentes en la
especie donadora (Nava et al., 2005).

An (2005), comenta que el fendmeno 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 que se trate. Ejemplo de esto se observa en los
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estudios de laboratorio realizado por (Ambika et al., 2003), ha revelado el efecto
alelopatico de estas especies, inhibiendo diferentes partes o promoviendo el
crecimiento de plantas como pepino, maiz, etc. Sin embargo se aclaran que el
grado de inhibicidn o estimulacion depende de la concentraciéon empleada y de la

especie blanco.

2.6. Mecanismo de accion de los agentes alelopatico.

Segun Blum and Kogan (1992), existen dos formas fundamentales de accion de
los aleloquimicos sobre plantas receptoras; directa e indirecta. Existen dos formas
fundamentales de accién de los aleloquimicos sobre las plantas receptoras,
directa e indirecta. Las alteraciones de las propiedades del suelo y su efecto sobre
la nutricibn 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 accién

directa mas estudiados se encuentran:

2.6.1 Alteraciones hormonales provocadas por agentes alelopaticos.

Los compuestos fendlicos pueden reducir o incrementar la concentracion de Acido
Indol Acético (AIA), una fitohormona del grupo de las auxinas. Otros compuestos
fendlicos inhiben la accién de otra fitohormonas, la giberelina y el acido abscisico
(ABA), es una hormona vegetal cuyo incremento en la planta esta asociado a una
concentracion de stress fisioldgico. Por todo lo anterior se presupone que en gran
parte de los casos la actividad alelopatica producida por estos acidos es debido a

la interferencia que provocan en la actividad normal de las auxinas.

2.6.2 Efectos 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 sobre la regulacion de la actividad
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enzimatica. Por ejemplo, plantulas de maiz tratadas con acido ferulico mostraron
un incremento en los niveles de enzimas oxidativas (peroxidasas, catalasa y acido
indol acético oxidasa) junto con una elevacion de enzimas de la ruta del acido
shikimico tales como fenil alanina amonio liasa y la cinamil alcohol

deshidrogenasa involucrada en la sintesis de compuestos fenilpropanoides.

2.6.3. Efectos sobre la fotosintesis.

En los experimentos realizado con plantas enteras, suspensiones de células y
cloroplastos para averiguar si los agentes alelopaticos eran capaces de inhibir el
proceso fotosintético. Es necesario aclarar que el efecto inhibitorio del agente
alelopatico sobre la fotosintesis no necesariamente acontece en los eventos
primarios del proceso, sino como resultado de una modificacion en los niveles de
clorofila o por cierre de los estomas y la subsecuente reduccién en la provision de
CO, vital para la produccion de fotosintatos. Ciertos flavonoides parecen interferir
en la organizacién funcional o estructural del cloroplasto. EI quempferol, por
ejemplo, aparentemente actia como un inhibidor de transferencia de energia,

impidiendo la sintesis de ATP.

2.6.4. Efectos sobre respiracion.

Los efectos de los aleloquimicos sobre la respiracion, se ensayan normalmente
los mismos sobres suspensiones mitocondiales. Dentro de los compuestos
fenolicos el orden de mayor a menor actividad es quinonas > flavonoides >
cumarinas > acidos fenolicos. Las p-benzoquinonas (sorgoleone y juglona) son
efectivos inhibidores a muy baja concentracion. Nuevamente el sorgoleone afecta
el transporte de electrones, mientras que la juglona afecta la incorporacion
mitocondrial de oxigeno. Dado asi flavonoides tales como la quercetina,

naringenina y umbeliferona inhiben la produccion de ATP en la mitocondria.

2.6.5. Efectos sobre procesos asociados a membranas.
Los derivados de los acidos benzoico y cinamico tienen profundos efectos sobre

las membranas. Son capaces de provocar cambios en la polaridad, provocando
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alteraciones en la estructura y permeabilidad de las mismas. Los efectos aditivos
son conocidos por la incorporacién de minerales. Ejemplo de esto se observa en
plantas de pepino (C. sativus) cuando hay presencia de incorporacion de fésforo
al mezclarse los acidos ferulico, vainillico y p-cumarico. Los acidos fendlicos y las
cumarinas alelopaticas también provocan alteraciones en el contenido de agua en
la planta. Por ejemplo, el acido ferulico reduce la incorporacion de agua por las

raices. Paralelamente, eleva los niveles endégenos de ABA.

2.7. Factores que influyen en las relaciones alelopaticas.

La actividad alelopatica depende de diversos factores, como son:

e Factores abidticos (radiacién UV, temperatura, precipitaciones, pH de
suelo). Blum and Kogan (1992), citado por (Pazmifio 1999).

e Sensibilidad de la especie receptora.

e La naturaleza quimica de las sustancias alelopaticas
¢ ElImodo de liberacion de los aleloquimicos al medio.
¢ Actividad de los microorganismos del suelo.

e Concentracién de los aleloquimicos en el medio

Pazmifio (1999), menciona que es necesario establecer cuatro condiciones para
que una interaccion pueda considerarse como alelopatia, una demostrar la
existencia de interferencias, describir los sintomas y cuantificar el grado de
interferencia, aislando, ensayando y caracterizando los aleloquimicos. Por otra
parte los sintomas de interferencia previamente diagnosticados, deben ser
repetidos por la aplicacién de toxinas a dosis presentes en la naturaleza. Y por
ultimo la liberacion de las toxinas, su movimiento y captacion por parte de la planta
receptora debe ser monitoriada y demostrar que las dosis es suficiente para
explicar la interferencia observada.

Otros factores que afectan a la alelopatia son: Los cambios en la composicién de

las plantas, otra fuente de interferencia de las plantas con el crecimiento y
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rendimiento de otras plantas y las herramientas en la reduccion de pérdidas en
los cultivos frente a la invasidn de otras especies. Aldrich (1984) citado por Puente
(1998).

Bower (1991) citado por Puente (1998) sefiala como para se produzca estos
efectos ya sean de caracter positivo o negativo, directos o indirectos, la
concentracion de las sustancias aleloquimicas es de gran importancia. Las
actividades biologicas en plantas receptoras de aleloquimicos son conocidas por
ser una respuesta dependiente de la concentracion de entrada. La respuesta es
de estimulacién o atraccion, con bajas concentraciones de aleloquimicos y de
inhibicion o rechazo al incrementarse estas. Lovetl (1989) citado por An et al.,
(2000).

No obstante para que todo fendmeno alelopatico, de cualquier naturaleza, ejerza
su efecto cono tal, debe cumplir las siguientes condiciones: (Alderéz, 1996 citado
por Puente 1998).

1. Que exista en el suelo suficiente cantidad o concentracién del compuesto
alelopatico.

2. Que el aleloquimico debe entrar en contacto directo o interactuar de alguna
forma con una planta susceptible.

2.8. Factores que influyen en los resultados experimentales.

La utilizacion de los bioensayos en semillas y plantas como modelos
experimentales ha sido una de las principales vias mediante la cual se contribuye
a los actuales conocimientos de los fendmenos alelopaticos. La investigacion en
condiciones de laboratorio permite conocer y avanzar en cuanto a las tecnologias
para la produccion y el mantenimiento de nuevos compuestos moleculares con
actividad alelopatica necesarias para estudios posteriores. Las mejoras en las
instalaciones y manipulacion de los modelos biolégicos y sustancias permiten
disminuir la incidencia de contaminacion durante los ensayos. Cada vez es mas
importante la influencia que los factores ambientales sobre la experimentacion y

por tanto se hace necesario la realizacion de experimentos en condiciones y
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variables definidas para asegurar una correcta correlacion entre los resultados

obtenidos a nivel de laboratorios y/o condiciones de campo (Morgan, 1978 ).

Mientras los bioensayos a nivel de laboratorio sirven como herramienta importante
en el descubrimiento de la actividad alelopatica en particular, los estudios de
campo tienen como finalidad, comprobar si la actividad biologica de los diferentes
componentes de un extracto vegetal determinado bajo condiciones controladas se

comporta como unidad bajo la influencia de factores tanto biéticos como abidticos.

El suelo es un sistema dinamico, donde la actividad biolégica de las sustancias
depositadas puede ser transitoria y su disponibilidad verse afectada por factores
tales como disminucion de la velocidad de difusién, sorcién de los agentes
aleloquimicos por las particulas de suelo, interacciones con materia organica,

microorganismos, efectos enzimaticos derivadas de microorganismos.

An (2005), penso conceptualmente en las herramientas fundamentales necesarias
que en condiciones de campo permitan formular un modelo que pueda describir el
comportamiento esperado del sistema bajo condiciones definidas e identificar y
modelar las fuentes de variabilidad propias del proceso de interaccién alelopatica y
variabilidad atribuible al medio ambiente. Por tanto es necesario proponer una
designacion especifica basada en la interaccion entre planta donadora y receptora
tomando en cuenta (a) liberacidon de los agentes con actividad bioldgica desde la
radicula al medio ambiente (suelo), (b) transporte de los agentes con actividad
biologica desde la planta donador hasta la radicula de la planta hospedera donde
se encuentran los target moleculares, (c) Exposicion de los target moleculares en
la planta hospedera. Sin embargo, es necesario considerar que aunque los
procesos a y b necesitan ser estudiados, el modelo debe hacer énfasis en (b)
donde se encuentra involucrado la presencia del aleloquimico en el suelo y su
transporte hasta los target en la planta hospedera. En este sentido, también son
considerados la naturaleza de las interacciones entre los procesos de retencion,
transformacion, transporte y la influencia de la especie quimica, suelo, clima y

factores tanto biéticos como abidticos.
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2.9. Aspectos moleculares relacionados con efectos alelopaticos de

compuestos fendlicos.

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

Diferentes factores de stress como la temperatura, infeccibn por agentes
patdgenos y/o presencia de metales pesados, inducen cambios sobre la
membrana plasmatica. Estos factores incrementan el intercambio de sustancias
de la célula por modificacion 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—cumarico)
fueron mas acentuados que los producidos por los derivados del acido benzadico
(p—hidroxibenzdico y vanilico) y ademas estos cambios son proporcionales a la

peroxidacion lipidica (Politica y Wojcik-Wojtkowiak, 1988).

2.9.2. Oxidacion 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 (Blum and Ebercon, 1981; Czech -Kozlowska y
Krzywanski1983; Chowdhury y Choudhuri, 1985; Stroinski y Floryszak-Wieczorek
1990). 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 duracidn y tolerancia de la planta (Erdei et al., 1990; Aziz et
al., 1998; Santa-Cruz et al., 1999).

En estudios realizados sobre la raiz de pepino solamente fueron detectados: la
putrescina y espermidina (Politica y Kubis, 2000). Ademas al afadirle acidos

fendlicos a estas raices se ha encontrado que disminuyen drasticamente los
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niveles de ambas poliaminas en las primeras horas de stress, y simultaneamente
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 (Angelini y Federico, 1989;
Federico et al., 1992).

La putrescina ha sido transportada por el apoplasto por oxidacion enzimatica, la
posibilidad de tal transporte es analizado por Bagni y Pistocchi (1988), quienes
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 membrana (Tretyn,
1994). Tales cambios en los potenciales eléctricos de la membrana plasmatica,
también fueron observados bajo la influencia de acidos fendlicos. En otro sentido
Lieberman (1979) encontré Ca®* acumulado en células de raices para el caso de
guisantes, bajo el efecto de acido cumarico, p—hidroxibenzaoico y vanillico aplicado
a 0.5 mM. Simultaneamente, ellos observaron la filtracién de otros iones de la raiz,
concluyendo que dicha afectaciéon esta relacionada con dafios sobre la membrana
plasmatica. De lo que se puede inferir que los cambios de potencial del
plasmalema, Asi como la localizacién 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 oxidacién 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 le citoplasma, resultados que se sustentan por los
resultados obtenidos por Di Tomaso et al., (1992) 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
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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. (Politica y
Wojcik-Wojtkowiak, 1988).

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 (1993), demostré que la actividad de los compuestos fendlicos
sobre células depende de su grado de oxidacion.

Durante el traslado de compuestos fendlicos exdgenos en células de plantas,
puede ocurrir la oxidacion de estos compuestos durante su paso a través de las
paredes celulares, donde numerosas enzimas demuestran afinidad por estos
compuestos, tal como peroxidasas lacasas o tirosinasas.

Bartosz (1995) describid la presencia de un intermediario durante el estado de
transicion 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 superdxido dismutasa convierte el
radical superoxido en peréxido 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 et al., (1984)
reportan que el incremento de la cantidad de compuestos fendlicos sobre el
sustrato en cultivo de pepino, pudiera iniciar un incremento de la peroxidacion
lipidica en el plasmolema precedido por unas transformaciones oxidativas del fenol
via oxidacion 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
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disociacion del proton hidrégeno del grupo hidroxilo del fenol reportado por (Appel,
1993).

2.9.3. Senales 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 peroxido de hidrégeno como los productos de la peroxidacion
lipidica son indicadoras de sefales sobre efectos stresantes. Como reporta Foyer
et al., (1997), el peroxido de hidrégeno puede actuar tanto como agente oxidante o
reductor, sin embargo ausencia de catalisis metdlica o enzimas oxidoreductasas
evidencian una pequefa 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
plantean la hipétesis de que el perdxido de hidrégeno puede ser una senal
indicadora, el modelo hipotético de activacion por etapas inducido por peréxido de
hidrogeno y presentado por Eshdat et al., (1997) lidera a través de la peroxidacién
lipidica activada por lipogenasas , esta enzima puede ademas participar en el
proceso de reaccion 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 ocurrid un ligero incremento de la actividad de la
lipogenasa (Kacperska, 1995). En estudios sobre la influencia del etileno y el
stress en plantas informan que la produccion de etileno genera cambios 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 desestabilizacion funcional de transicién de la
membrana cuyo resultado tributa a pequefias fugas de iones y por otro lado
incrementos del factor stress han demostrado perceptibles e irreversibles danos

sobra la membrana plasmatica y disminuye la produccién de etileno y estos
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cambios producidos guardan una estrecha correlacion con la actividad enzimatica
de la lipogenasa (Kacperska, 1995). Segun Lynch y Thompson (1985), la
lipogenasa puede participar. 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
poliaminas (Li et al., 1993). También Yang y Hoffman (1984) planteé que el etileno
es producido a través de la oxidacion de ACC mediada tanto por reacciones
enzimaticas como monoenzimaticas ocurridas bajo condiciones de stress las
cuales son concomitantes con la produccién de especies reactivas de oxigeno

(radical superoxido e hidroxilo).

2.9.4. 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 (Politica y Wojcik-
Wojtkowiak 1994a).

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 (Dutta y Biggs, 1991; Hyodo y Yang, 1991).

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-cumarico sobre la actividad PAL y sintesis de lignina, estos resultados también
evidencian una participacion de la influencia del acido p-cumarico exdégeno en la
sintesis de lignina, ya que existen pequefos incrementos en el contenido de

ligninas en las raices tratadas con este acido, a pesar de la no induccion de la
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actividad PAL del glucosido 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 (Tan et al., 1992).

Algunos autores destacan que la prevalencia de las ligninas ocurren
exclusivamente en la pared celular secundaria y plantean que la reposicién de
pequefas cantidades de lignina en la pared primaria pueden limitar
extensivamente la pared celular y en consecuencia inhibir el alargamiento celular
(Boudet, 1998).

2.9.5. Inhibicion del crecimiento.

La aplicacion de acido felurico y p-cumarico en la raiz de pepino, origina
incrementos tanto de la actividad PAL y el contenido de lignina, pero inhiben el
crecimiento (Li et al., 1993). Mientras que la aplicacién de acido p-hidroxibenzdico
y vanilico producen diferentes efectos.

La diferencia en cuanto al efecto de los derivados del acido cinamico y benzdico
indican que la inhibicion 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-cumarico reducen la actividad de interaccién
idnica 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. 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
perdéxido 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 generacion de peroxido de hidrogeno en la pared
celular por intermedio de peroxidasa NADH-dependiente fue estimulada por acidos
fendlicos y Mn?" Esta reaccion de caracter complejo libera radical anién

superoéxido, cuya dismutacién produce peroxido de hidrégeno.
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Los resultados también revelaron que el acido fendlico y p- cumarico incrementan
la actividad de peroxidasa NADH dependiente comparado con la influencia de los
acidos p-hidroxibenzadico y vanilico.

En raiz de pepino, la procedencia del perdxido de hidrogeno por siringaldazina
peroxidasa pudiera ser peroxidasa NADH dependiente. Un significativo incremento
en la actividad de la siringaldazina peroxidasa fue reportado en raices tratadas con
acido felurico y p-cumarico mientras que en raices tratadas con acido benzdico y
vanilico se produjeron insignificantes incrementos en la actividad de la enzima
estudiada (Politica y Wojcik-Wojtkowiak, 1988).

Similares resultados fueron observados para peroxidasas procedentes de tejido de
tabaco, las cuales despliegan una alta afinidad por los acidos fendlico y p-
cumarico y no por los acidos p-hidroxibenzdico y vanilico. Y ademas sefala que
las raices de pepino bajo la influencia de acido p-hidroxibenzoico demostraron
fenoxidacion lipidica y dafios en la membrana sefialando que estos dafos ocurren

en menor escala pero los mismos estan precedidos por la oxidacion fendlica.
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Nuestro trabajo se realizé en La Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas.
(UCLV), en el laboratorio de alelopatia del Centro de Investigaciones
Agropecuarias (CIAP), en el periodo comprendido entre diciembre de 2007 y mayo
de 2008.

3.1. Efecto de diferentes concentraciones de extracto acuoso I. batatas sobre
el crecimiento de plantulas de Frijol, Pepino y Sorgo en condiciones
controladas.

El material vegetal fue colectado en el Jardin de Variedades perteneciente al

Instituto Nacional de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), en el

municipio de Santo Domingo, provincia de Villa Clara. Se colectaron hoja, tallo y

flor de I. batatas, var. CEMSA 78-354 en el periodo de cosecha.

El material vegetal una vez troceado se introdujo en una estufa (memmert modell

100) a 45°C por un periodo de 72 horas.

El molinado del material seco se realiz6 en un molino de martillo marca VEB

NOSSER 8225 NOSSEN con un tamiz acoplado de 0.5 mm de diametro.

La maceracion se realizd con una proporcion de 1/10 (p/v) utilizando agua

destilada y desionizasa (Tabla 1).

Tabla 1: Caracteristicas fisico-quimicas del agua destilada y desionizada.

pH | Cond (mS cm™) | Sald. | TDS (mgL™) | Temp. (°C)

H,O Destilada y

6.9 5,88 3.1 3.0 26.1
Desionizada

Colocandolo en una zaranda (Heidolph UNIMAX 1010) a 115 rpm durante 24
horas.

La filtracion se realizé con papel del filtro Watman 40 colocado en un quitazato
acoplado a una bomba de vacio. El extracto acuoso (Pool) obtenido fue sometido

a centrifugacion con una centrifuga MiniSpin a 13000 rpm por 10 min. Al mismo se
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le realizaron analisis quimico-fisico con el pH/conductimetro Inolab Level 1. (Tabla
2).

A partir del pool inicial se realizaron 3 diluciones en base al Total de Sdlidos
Solubles (Tabla 2).

El disefio del experimento fue al azar completamente aleatorio. Después de
logrado el 50% de germinacién en las semillas de los cultivos a tratar se procedio
al transplante de las mismas hacia tubos de crecimiento de tejido con un diametro
de 1.5 cm y 15 cm de altura cada uno con un disco de papel de filtro en su interior
para la retencion de extracto acuoso y/o sus diluciones y fracciones, con una
plantula por tubo y se aplicaron 200 pl del tratamiento correspondiente y
posteriormente se le aplico 50 yl cada 24 h. Cada plantula se tomé como una
réplica y se utilizaron 10 por cada tratamiento. Las variables medidas fueron: largo
del hipocétilo (LH), largo de la radicula (LR), numero de raices (NR), peso fresco
(PF), peso seco (PS). Los tratamientos para su aplicacion se sub dividieron en tres
categorias para facilitar el procesado de la informacién Diluciones:
- Extracto acuoso (8100 mg L"), extracto acuoso diluido 162 mg L™, 1 mg L™y
10mg L™
- Fracciones obtenidas mediante filtracion Gel (9 fracciones)
- Ultrafiltracion con las fracciones no convencionales 10 000, 150 000 Da y 10
000 Da Np (no permeado o de rechazo).
El tiempo de realizacion 6 dias, exposicion luz/oscuridad 12 h en camara de flujo
laminar con luz fluorecente de intensidad luminosa 564,4 Lux. Los datos fueron
procesados con paquete estadistico Statgraphics 5.0 y SPSS 8.0 para Windows.
Se aplico analisis de varianza simple, pruebas de Duncan, Tukey y Dunnett c
segun correspondieron.
Las semillas de las especies de blanco se obtuvieron de la Empresa de Semillas
del municipio de Santa Clara.

- Pepino var. Hatuey-1.
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- Sorgo var. CIAP 132R.

- Frijol var. ICA-Pijao.

3.2. Actividad alelopatica de las fracciones de extracto de Boniato sobre el
crecimiento de plantulas de Frijol, Pepino y Sorgo en condiciones

controladas.

3.2.1. Obtencién del perfil cromatografico por la técnica de filtracion Gel.

Se prepardé una columna de Sephadex G-10 ( Amersham Pharmacia Biotech,
Upsala, Sweden ) con diametro de 16 mm y altura de 40 cm y tamano de particula
de 13-15 um. con resolucion capaz de separar sustancias cuyo peso molecular se
encuentra por debajo de 700 Da. Se utilizé como eluyente agua destilada y
desionizada, no solo para disminuir en lo posible, las interacciones entre la matriz
y los componentes activos del pool metabdlico, sino también para simular las
caracteristicas naturales de lixiviacion y. (Gel filtration 1997). Richard, (1998).
Volumen de la muestra 300 uL.

Fase movil: Agua destilada y desionizada.

Flujo: 1mL/min.

Volumen colectado por fraccion: 2.0 mL.

Una vez que se colectan las fracciones (alrededor de 48 a 57 tubos de ensayo) se
le realiza un analisis de las caracteristicas fisico-quimicas de las fracciones (Tabla
3).
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Posteriormente se lee en espectrofotometro donde los resultados de la separacion
mediante filtracion Gel son tipicamente expresados en forma de diagrama de
elusion caracterizado por sefales de absorbancia a 254 nm, 260 nm y 280 nm en
el espectro ultravioleta- visible modelo “génesis-6, acoplado a una Pentium-4 y
utilizando el software “Vison lite” version 2.1 de la firma Termo, perteneciente a la
compainiia Electron Corporation (EAU). Estas sefales se encuentran relacionadas
con grupos funcionales y la proporcion de los mismos en las fracciones obtenidas.
(Gel Filtration, 1997).

3.2.2. Obtencion del perfil cromatografico para el pool ultrafiltrado.

La ultrafiltracion es una operacion basica de la industria quimica que permite la
separacion y/o concentracion de las sustancias contenidas en una disolucion
mediante la utilizacién de una membrana semipermeable y bajo la accién de un
gradiente de presién (Alvarez y Andrés 1991), (Pérez et al,. 1993).

A las fracciones obtenidas por ultrafiltracion se re realizé analisis fisico-quimico

con resultados contempladosen (Tabla 4).

En el Laboratorio de Operaciones Unitarias de La Universidad Central de Las
Villas se construy6é un banco de pruebas con un micromédulo de ultrafiltracion
para evaluar la factibilidad de utilizar las membranas en el proceso de purificacién
de extractos acuosos. Las longitudes entre los accesorios del sistema se
determinaron siguiendo el criterio de disefo sobre la "Relacion de longitudes de
influencias y las especificaciones para condiciones de turbulencia" y por tanto las
mismas pueden estimarse como 20 veces el didametro interior de la tuberia
(Rosabal y Puyans, 1988; Henley y Seader, 2000). El material de la carcaza que
conforma el médulo es de acero inoxidable y los materiales y el sistema de
bombeo utilizado fueron seleccionados de forma tal que en el modulo se evitan

posibles contaminaciones del producto a procesar (Fig. 1).
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Concentrado o Retenido

Manometro

Alimentacid

Bomba de alta
Figura 1: Esquema del médulo de ultrafiltracion

Bomba-motor: compuesto por un motor eléctrico de 1 700 RPM y 0,8 KW de
potencia acoplado a una bomba de desplazamiento positivo dosificadora-
mezcladora Milton Roy modelo CEGA10P1T9 la cual es capaz de bombear 12
L/min y permite trabajar con flujos variables segun se requiera. Este arreglo
posibilita operar con presiones de hasta 5 atm (506,5 KPa) propias de este tipo de
proceso.

Médulo de alimentacién: Permite mantener la alimentacién a la bomba cuya
capacidad puede ser variable en dependencia de los requerimientos de la
experimentacion. En este caso se utilizé un recipiente de 5 L de capacidad para su
alimentacion.

Médulo de membranas: Se dispone de un mddulo tubular que utiliza membranas
de 6xido de zirconio soportadas en carbén (grafito) de la firma CARBOSEP y se
dispone de juegos de membranas con umbral de corte de 10 000 Da, 50 000 Da y
150 000 Da para el rango de ultrafiltracion y de 0,14 ym (M-14) y 0,45 ym (M-45)
para el rango de microfiltracién. El mddulo opera con una sola membrana de 0,299
m de longitud, 0,01 m de diametro exterior y 0,006 m de diametro interior que le
confiere un area de 0,0051 m?.

Valvulas auxiliares: Permiten mantener los flujos y presiones deseadas dentro

del sistema. La valvula 1 permite hacer desvios del caudal en caso de que la
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presion exceda los limites del tipo de filtracion que se realiza y las valvulas 2 'y 3
permiten controlar la presidn antes y después del modulo de la membrana
respectivamente.

Manémetros: Se utilizan 2 mandmetros que indican al operador los valores de
presion que rigen la operacion y permiten registrar la diferencia de presién en el

sistema.

3.3. Anadlisis y caracterizacion de las fracciones obtenidas del extracto
acuoso de |. batatas.

El analisis completo de un pool metabdlico es dificil debido a la naturaleza
heterogénea de sus componentes. La cromatografia filtracidon gel no conlleva a
una separacion total de las moléculas presentes sino que permite obtener
separaciones parciales que contienen metabolitos secundarios con actividad
bioldgica especifica que varia segun su masa molecular.

La determinacion de la presencia de grupos de compuestos para caracterizar
parcialmente de la muestra, se realiz6 mediante diferentes métodos
(espectrofotométricos en la region U.V, ademas analisis de parametros como
conductividad, pH, sélidos totales disueltos. Dependiendo del proceso de
maceracion de la muestra, conservacién, tipo de especie, época de colecta,
estado fisiolégico de la planta, partes de tejido vegetal, los componentes del pool
metabdlicos se encontraran en diferentes relaciones cuali-cuantitativas.

Por consiguiente, en el analisis clasico del pool metabdlico se determinaron los

siguientes parametros.

Determinaciéon de compuestos fenolicos totales:

La determinacion de la concentracion de compuestos fenolitos totales, fue
realizada por el método descrito Singleton y Rossi (1965) con algunas
modificaciones. Se toma 1 ml de muestra o soluciones Standard de acido galico
(20, 40, 60, 80 y 100 mg L"), se transfiere a un volumétrico de 25 ml conteniendo
9 ml de ddH,0. Se anade 1 ml de solucion Folin & Ciocalteu’s, se agita la solucion.

A los 5 minutos, se afnaden 10 ml de solucién 7 % de Na;HCOs3, se agita y se
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completa el volumétrico con ddH,O, se mezcla. Se incuba la a 23 °C durante 90
min. Se lee la absorbancia a 750 nm. Los compuestos fenolitos totales son
expresados en mg equivalentes de acido galico AGE/100 g de muestra fresca.
Las muestras se realizan por triplicado. Las concentraciones se calculan mediante

la funcidn matematica obtenida en el ajuste de la curva de calibracion.

Determinacion de compuestos flavonoides totales: La determinacion de la
concentracion de compuestos fenolitos totales, fue determinada por el método
calorimétrico descrito por Zhishen et al., (1999). Se toma 1 ml de muestra o
soluciones Standard de luteolina (20, 40, 60, 80 y 100 mg/L), se transfiere a un
volumétrico de 10 ml conteniendo 4 ml de ddH;0., a tiempo 0, se afiaden 0.3 ml
de Na NO25 %, se agita la solucién. A los 5 minutos, se afiaden 0.3 ml de ALCL;
10 %. Pasado 6 minutos, se adicionan 2 ml de N,OH 1N, finalmente se completa
el volumen con ddH,O. Se lee la absorbancia a 510 nm. Los compuestos fenolitos
totales son expresados en mg equivalentes de luteolina LUE/100 g de muestra
fresca. Las muestras se realizan por triplicado. Las concentraciones se calculan

mediante la funcion matematica obtenida en el ajuste de la curva de calibracion.

Sélidos Totales Disueltos (TDS): Es un valor muy significativo desde el punto de
vista cuantitativo ya que cuantifica la presencia de sodlidos disueltos en las
muestras de analisis y mediante el mismo se puede calcular las dosis aplicar en
los ensayos bioldgicos. Se determiné utilizando el pH- metro/conductimetro (Inolab
level 1)

Conductividad: El flujo de corriente eléctrica involucra el trasporte de cargas
eléctricas, por lo tanto, el hecho de que las fracciones acuosas conduzcan la
corriente eléctrica, implica la presencia de especies disociadas que generan iones
relacionados con la disociacion de acidos organicos como cinnamico, cafeico,
benzoico, p-hidroxibenzoico y otros también de naturaleza organica responsables
de actividades alelopaticas. Por otro lado permite el seguimiento, control y

caracterizacion del pool metabdlico.
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Potencial hidrogénico (pH): En los extractos vegetales pueden encontrarse
varios tipos de compuestos, los cuales confieren a cada extracto en particular,
diferentes pH. A nivel molecular las diferencias estan dadas por la naturaleza de
las especies quimicas, distribucion y numero de grupos carbonilo e hidroxilos
presentes. Ademas, puede asociarse con la ocurrencia de procesos fermentativos
durante el almacenamiento. Permite al igual que la conductividad el seguimiento,

control y caracterizacion del pool metabdlico.
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4.1. Efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de plantulas de pepino.

El extracto acuoso de |. batatas manifesté una estimulacion en el cultivo del
pepino en las variables longitud del hipocétilo y longitud de la radicula alcanzando
un 72 y 37% de estimulacion respectivamente, mientras que no afectd al numero
de raices secundarias, peso fresco y peso seco de las plantulas de pepino. Las
diluciones del mismo no arrojaron diferencias estadisticamente significativas en

ninguna de las variables medidas. (Fig. 2).

L Hipocétilo Radicula )L B Peso fresco Peso seco

Control Extracto 1ppm 1,00E-29

L C acuoso Tratamientos )

Para hipocotilo, radicula, peso fresco y seco y numero de raices secundarias, medias con letras desiguales
difieren por Duncan para p< 0.05.

Figura 2: Efectos de las diferentes concentraciones del extracto acuoso de I.
batatas sobre el crecimiento longitudinal del hipocdtilo y la radicula (A),
peso fresco y seco (B), numero de raices secundarias (C) de plantulas

de C. sativus.
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Las fracciones obtenidas por el método de fraccionamiento filtraciéon Gel con
Sephadex G-10 afectaron el crecimiento del hipocétilo de las plantulas de pepino,
pero significativamente solo las fracciones 3, 5, 7 y 9 con 20, 21, 28 y 75% de
inhibicion, mientras se evidencié que no surtié efecto alguno sobre el peso seco y
fresco. La formacién de raices secundarias se vio afectada por las fracciones 2, 4,
5 6, 7y 9 pero la que mas afectd fue la fraccion 5 con 24% de respuesta
inhibitoria. (Fig. 3)

Hipocétilo Radicula B Peso fresco Peso seco
J

O=_NWhOON®O©

Para hipocodtilo, radicula, peso fresco y seco y nimero de raices secundarias, medias con letras desiguales
difieren por Tukey para p< 0.05.

Figura 3: Efectos de las fracciones procedentes del extracto acuoso de |. batatas
obtenidas mediante la técnica filtracion Gel sobre el crecimiento
longitudinal del hipocétilo y la radicula (A), peso fresco y seco (B),

numero de raices secundarias (C) de plantulas de C. sativus.
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Los tratamientos obtenidos por el método no convencional de fraccionamiento
Ultrafiltracion (10 000 Da, 150 000 Da y 10 000 Da Np) no afectaron la longitud del
hipocétilo, mientras el tratamiento de 150 000 Da redujo al 50% el crecimiento de
la radicula. EI numero de raices secundarias también fue afectado en los tres
tratamientos siendo el mas significativo 10 000 Da Np con 53% de respuesta
inhibitoria. Con respecto a las a variable peso fresco y peso seco no se produjeron

alteraciones (Fig. 4).

Hipocétilo Radicula Peso fresco Peso seco

c
4 c
‘AR NE
0 \ \ \ \

C Control 10 000 Da 150 000 Da 10 000 Da Np
\

J/

Para hipocodtilo, radicula, peso fresco y seco y niumero de raices secundarias, medias con letras desiguales

difieren por Duncan para p< 0.05.

Figura 4: Efectos de las fracciones procedentes del extracto acuoso de |. batatas
obtenidas mediante la técnica de Ultrafiltracién sobre el crecimiento
longitudinal del hipocétilo y la radicula (A), peso fresco y seco (B),

numero de raices secundarias (C) de plantulas de C. sativus.
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Al respecto, An et al., (2005) encontré un modelo dosis respuesta para el estudio
de los efectos alelopaticos, del cual se deduce que la actividad estimulante del
extracto acuoso puede ser debida a que en la proporcion de macerado
(peso/volumen) de la muestra se logré un punto de concentracion de los
aleloquimicos, cercano al maximo de actividad estimulante (punto maximo en el
area de estimulacion). Basados en este mismo modelo se explica que el efecto
inhibitorio de las disoluciones del extracto acuoso, con la disminucion de la
concentracion, puede ser debido a que en esa misma medida la concentracion de
los aleloquimicos disminuye y el punto de maxima actividad se corre hacia la
izquierda de la curva, acercandose al efecto logrado por el control, pues la
diferencia no es significativa. En tanto, el efecto inhibidor sobre la longitud de la
radicula, expresada por las fracciones F3, F5, F7 y F9, obtenidas mediante
cromatografia filtracién Gel, primeramente permitié aislar fracciones mas puras en
las cuales se refuerzan los efectos inhibitorios y en segundo, advierte las
potencialidades de esta técnica en la separacion y purificacion de entidades
moleculares con actividad alelopatica. Es significativo destacar que en estas
fracciones se detectd presencia de compuestos fendlicos en general y flavonoides
en especifico, compuestos relacionados con los efectos inhibidores en el
desarrollo de plantulas de pepino. Politycka (2004) y expresan que este efecto
inhibitorio sobre el cultivo de pepino, podria ser consecuencia de la altas
concentraciones de compuestos fendlicos en el sustrato, los cuales pueden iniciar
un incremento de la peroxidacidon lipidica en el plasmalema, precedido por
transformaciones oxidativas de los compuestos fendlicos, via oxidacion enzimatica
(peroxidadas) en las paredes celulares, liberando peroxido de hidrégeno, agente
desencadenante de especies reactivas (radicales libres) que pueden causar
efectos de deterioro en los tejidos del cultivo.

Es significativo destacar que las técnicas de fraccionamiento utilizadas, en gran
medida, producen una separacion de los aleloquimicos en base a las diferentes
masas moleculares, y que en nuestro caso, a medida que aumentd la
concentracion y la separacion de los activos biologicos se incremetd el efecto

inhibidor (Figuras 2, 3 y 4), aspecto que advierte las potencialidades de una
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operacion basica de la industria quimica que permite la separacion y/o
concentracion de las sustancias contenidas en un extracto, mediante la utilizacion
de membranas semipermeables bajo la accién de un gradiente de presién (Alvarez
y Andrés 1991; Pérez, 1993). Estas operaciones pueden complementar o
reemplazar los métodos tradicionales de laboratorio, pudiendo reducir los costos,
los problemas de equipamiento y el peligro de contaminacién de los extractos,
incrementandose a otra escala la recuperacién del producto con igual o mayor

pureza, entre otras (Sullivan y Espetien, 1984).

Pazmifo (1999) ha reportado que compuestos fendlicos de diferentes naturaleza
(cumarinas y flavonoides) estimulan la actividad del sistema oxidasico de la auxina
(Oxidasa del AIA), disminuyendo por tanto los niveles de AIA, que puede estimular
el crecimiento de la raiz, por lo que es de esperar el incremento producido en la
longitud de las mismas tratadas con las diferentes fracciones (Figura 3).

Contrario a estos resultados, Li et al., (1993) demostré que la aplicacién de
diferentes compuestos fendlicos de caracter acido (acido ferulico y p-cumarico) en
el sustrato inhiben el crecimiento de la raiz en plantulas de pepino, fendmeno
observado para las fracciones F5, F6 y F7.

Aunque el contenido de compuestos fendlicos son medidos al inicio del
experimento, y no durante la conduccion del mismo, para revelar una curva de
fluctuaciones durante el desarrollo radicular y asociar la perturbacion enzimatica
con estos indicadores (Blilou et al., 2000; Volpin et al., 1994.), podemos decir que
su naturaleza y concentracion son los responsables de este efecto.

Por otro lado, en la (Figura 4) se aprecia el potencial alelopatico de las fracciones
F3, F5 F7 y F9 obtenidas mediante cromatografia filtracion Gel, las que
produjeron magnitudes cuantitativamente menores de la longitud del hipdcotilo en
el pepino, lo que evidencian el caracter significativamente inhibidor de las
entidades moleculares (aleloquimicos) responsables de esta efecto con respecto

al testigo.

4.2. Efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de plantulas de frijol.
Con la excepcién del tratamiento 10°° ppm el extracto acuoso estimuld el

crecimiento tanto del hipocotilo como de la radicula de la plantula de frijol. El
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tratamiento (Extracto acuoso) 8100 mg L™, crecié 2.5 veces mas que el control y
fue el de contribucion al efecto estimulante del hipocétilo seguido por dilucion (162
mg L™ la cual estimulé 1.9 veces mas que el testigo. En el caso de la radicula los
diferentes tratamientos estimularon pero la concentracion de 162 mg L™ manifesté
el mayor potencial triplicando el valor con respecto al control a continuacion, 1; 10
%y 8100 mg L™ duplicaron el crecimiento del control (Fig. 5). Los cambios
fisiologicos en plantas expuestas a la accion de los aleloquimicos son
dependientes de la naturaleza y concentracion de entrada; la respuesta es de
estimulaciéon o atracciéon, con bajas concentraciones de aleloquimicos y de
inhibicion o rechazo al incrementarse el nivel de los mismos (Lovett, 1989, citado
por (An et al., 2000)

Con respecto a la formacién de raices secundarias los tratamientos 1 y 8100 (mg
L™") fueron capaces de incrementar el valor de estimulacion en 16 y 10%
respectivamente por encima del control. Por el contrario los pesos frescos y secos

no se afectaron con los tratamientos aplicados (Fig. 6).
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A Hipocétilo Radicula B Peso fresco Peso seco

10,0

C

-

Control  Extracto Pool 2/100 1 ppm 1E-29
L C acuoso ppm

Para hipocodtilo, radicula, peso fresco y seco y nimero de raices secundarias, medias con letras desiguales
difieren por Duncan para p< 0.05.

Figura 6: Efectos de las diferentes concentraciones del extracto acuoso de I. batatas
sobre el crecimiento longitudinal del hipocétilo y la radicula (A), peso fresco y

seco (B), numero de raices secundarias (C) de plantulas de P. vulgaris.

Por otro lado de las 9 fracciones obtenidas mediante filtraciéon Gel, solamente dos
F6 y F5 manifestaron actividad estimulante frente al hipocétilo, estimulando su
crecimiento 2 y 1.5 veces mas que el control mientras las restantes fracciones no
expresaron diferencias estadisticamente significativas para esta variable (Fig. 7).
Estos resultados se ajustan a los modelos y consideraciones teodricas expresadas
por (An et al., 2005) en cuanto a que la disminucién de la concentracién puede
originar incrementos en los efectos alelopaticos especificamente los relacionados
con la estimulacion.

Los resultados para la longitud de la radicula expresan caracter estimulante
solamente para la fraccion 7 duplicando la longitud con respecto al control. El resto

de las fracciones no manifestaron diferencias estadisticamente significativas.
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La formacion de raices secundarias se vio afectada en un 22 % por las fracciones
1, 2, 8 y 9 por debajo del control. El resto de las fracciones no modificaron
significativamente el proceso inhibicion/estimulacion, en la misma medida tampoco
se afectaron el peso fresco y el peso seco.

Es necesario puntualizar que el desarrollo de estudios alelopatico de efectos
interactivos entre factores de competencia, es necesario aumentar y/o disminuir
los niveles de ese factor en el sustrato. Sin embargo, en la realizacién de estudios
no pueden ser separados los efectos de competencia por las dianas moleculares
en las diferentes partes de la planta ya que los mismos ocurren de forma
simultanea vy ello tributara a incrementar en parte la complejidad del sistema por
ello en nuestro caso resulta dificili explicar un comportamiento de
estimulacién/inhibicion frente al hipocdtilo sin que el mismo este vinculado de
forma directa o indirecta con alguna transformacién en la ridicula, hipocétilo o
numero de raices secundarias maxime cuando nuestros tratamientos son de
hecho heterogéneos en composicion (John et al., 2006). Chon y Boo (2005)
comprobd un efecto inhibitorio de extractos de partes del boniato sobre el
crecimiento radicular de Alfalfa (Medicago sativa L.), efecto que fue mayor para los
extractos de hojas, seguidos por los de tallos y los de raices. De lo cual sugirid
que la planta de boniato es potencialmente alelopatica, dependiendo su actividad

de la parte de la planta que se utilizara y del color de la peridermis.
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Para hipocodtilo, radicula, peso fresco y seco y niumero de raices secundarias, medias con letras desiguales
difieren por Tukey para p< 0.05.

Figura 7: Efectos de las fracciones procedentes del extracto acuoso de |. batatas
obtenidas mediante la técnica filtracién Gel sobre el crecimiento longitudinal
del hipocétilo y la radicula (A), peso fresco y seco (B), numero de raices

secundarias (C) de plantulas de P. vulgaris.

De los tratamientos relacionados con la ultrafiltracion, 10000 Da inhibi6 el
crecimiento del hipocétilo con un 9% de respuesta por debajo del control, los
demas tratamientos no tuvieron diferencias con el control. Estos resultados se
justifican por la accién estimulante que sobre las AlA-oxidasas pueden ejercer
determinados compuestos fendlicos dentro de los que cabe senalar dentro de los
diy polifenoles: acidos clorogénico, cafeico, ferulico y protocatéquico.

Sin embargo la longitud de la radicula se vio estimulada con 10 000 Da y 10 000
Da Np 3 y 2 veces respectivamente mas que el control, 150 000 Da no tuvo
diferencias con el control. Cabe sefalar que en dependencia del érgano de la
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planta y los niveles hormonales inducidos por la naturaleza y niveles de
compuestos monofenoles inductores dentro de lo que cabe mencionar acidos p-
hidroxibenzoico, vanilico, p-cumarico y siringico que estimulan la AlA-oxidasas
induciendo a una disminucion de la hormona AIlA libre. Peterson et al. (2002),
obtuvo al menos 8 fracciones de extractos de cortex de Boniato que inhibian la
germinacion de Panicum milliaceum L. (Millo), detectando la presencia de acidos
fendlicos como caféico, clorogénico, p-cumarico, trans-cinamico e isomeros del
acido dicafeoil quinico, los cuales se hallaban hasta en un 96% del total de los
fenoles, asi como niveles elevados de cumarinas como la escopoletina y su
glucésido, la escopolina.

El numero de raices secundarias estuvo influenciada negativamente por los
tratamientos 10 000 Da y 10 000 Da con un 16% de inhibicién. El tratamiento
de150 000 Da no tuvo diferencias con el control (Fig. 8). Las variables peso fresco
y peso seco no arrojaron diferencias estadisticamente significativas entre el control

y los tratamientos.
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difieren por Duncan para p< 0.05.
Figura 8: Efectos de las fracciones procedentes del extracto acuoso de I. batatas
obtenidas mediante la técnica de Ultrafiltracion sobre el crecimiento
longitudinal del hipocoétilo y la radicula (A), peso fresco y seco (B), numero de

raices secundarias (C) de plantulas de P. vulgaris.

4.3. Efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de plantulas de sorgo.
La dilucion 162 mg L™ del extracto acuoso de | batatas estimuld el crecimiento del
hipocotilo y la radicula en plantulas de sorgo, aunque el extracto acuoso tuvo
menor estimulacion del crecimiento, en ambos érganos, con valores por debajo
de la diluciéon 162 mg L. El peso fresco fue afectado en todos los casos con un
19% de afectacioén (Fig. 9).
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Figura 9: Efectos de las diferentes concentraciones del extracto acuoso de
Ipomoea batatas (L) Lam. Sobre el crecimiento longitudinal del
hipocétilo y la radicula (A), peso fresco y seco (B), numero de raices

secundarias (C) de plantulas S. vulgare.

Las fracciones obtenidas por métodos convencionales no se diferenciaron del
control con respecto a la longitud del hipocétilo. Para la longitud de la radicula las
fracciones 4 y 5 manifestaron una estimulacién de 1.5 y 2 veces mas que el
control, lo que se atribuye a la presencia en éstas de Flavonoides como
Epigenina y Narigenina, las cuales estimulan las AIA oxidasas (Sampietro, 2001),
lo cual produce disminucion de la concentracion de acido indolacético que
favorece el desarrollo radicular (Einhelling, 2004). Evidentemente, los principales
cambios en el crecimiento y desarrollo de las plantas se dan como respuestas a
proporciones hormonales que pueden inducir el crecimiento, el rejuvenecimiento y
en fin el desarrollo de la planta en general. Podria ser que las variadas respuestas
en el crecimiento de tallos y raices se debiera a la diferente sensibilidad que
muestran los distintos d6érganos a las concentraciones de hormonas,
especificamente AlA, siendo las raices las mas sensibles, seguidas por las yemas
y los tallos (Acosta et al., 2001).

Sin embargo la fraccion 9 manifesté un 61% de inhibicién por debajo del control.
El resto de las fracciones se comportaron similares al control. El peso fresco se

redujo con todas las fracciones, excepto las 2 y 4 que se comportaron similares al
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control. La fraccion 1 produjo la afectacion mas marcada, con un 49% de inhibicion.

El peso seco no sufrié alteraciones (Fig. 10).

20,05
o

10,04
0,03
0,02
0,01
0,00

LA Hipocétilo Radicula ) B Peso fresco Peso seco

J

Para hipocotilo, radicula, peso fresco y seco, medias con letras desiguales difieren por Tukey para p< 0.05.

Figura 10: Efectos de las fracciones procedentes del extracto acuoso de I. batatas
obtenidas mediante la técnica filtracion Gel sobre el crecimiento
longitudinal del hipocétilo y la radicula (A), peso fresco y seco (B),

numero de raices secundarias (C) de plantulas de S. vulgare.

Los tratamientos de ultrafiltracion no produjeron efecto alguno en la variables
longitud del hipocétilo y de la radicula, excepto el tratamiento de 10 000 Da Np, el
cual produjo una inhibicion del 30% en la longitud de la radicula de las plantulas
de sorgo. Chon y Boo (2005) comprobé un efecto inhibitorio de extractos de partes
del boniato sobre el crecimiento radicular de Alfalfa (Medicago sativa L.), efecto
que fue mayor para los extractos de hojas, seguidos por los de tallos y los de
raices. De lo cual sugiridé que la planta de boniato es potencialmente alelopatica,
dependiendo su actividad de la parte de la planta que se utilizara y del color de la
peridermis.

Todas afectaron negativamente el peso fresco de plantulas de sorgo en un 35%.
El peso seco no sufrio alteraciones (Fig. 11). El planteamiento anterior podria estar

influenciado por el tiempo de muestro.
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Figura 11: Efectos de las fracciones procedentes del extracto acuoso de I. batatas
obtenidas mediante la técnica de Ultrafiltradon sobre el crecimiento
longitudinal del hipocétilo y la radicula (A), peso fresco y seco (B), de

plantulas de S. vulgare.

4.4. Caracterizacion de las fracciones obtenidas por filtracion Gel.

A partir del analisis cromatografico del extracto acuoso de |.batatas se obtuvieron
57 alicuotas de 2 ml que posteriormente se agrupan en 9 fracciones bien
definidas segun su perfil cromatografico (Fig.12). Las diferentes fracciones se
caracterizaron mediante los parametros quimico-fisicos sélidos totales disueltos,
conductividad, pH, salinidad (Tabla 2 y 3).
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Figura 12. Perfil cromatografico de las fracciones obtenidas a través de gel

filtracion.

Los resultados del fraccionamiento sobre Sephadex G-10 no coinciden en
numeros y de fracciones y magnitud de los parametros quimicos-fisicos con los
reportados por Puente (2007), aspecto que no se contradice en principio por
cuanto la naturaleza y concentracion de los compuestos fendlicos presentes en
los tejidos dependen del tipo de especie, variedad, fenologia, latitud geografia,
estacion; ademas de otros factores externos tales como temperatura ambiente,

luz, predacion, stress (Yao et al. 2007).

En la (Fig.13) se puede apreciar el contenido de compuestos fendlicos y
especificamente dentro de estos los flavonoides arrojando que en la fraccién 1 el
90% aproximadamente son flavonoides, en la fracciones 2, 3, 4, 5, 6 y 7 el
contenido de flavonoides oscila entre 60 y 62%, mientras que en las fracciones 8 y
9 el nivel de flavonoides disminuye hasta 57 y 59% respectivamente. Peterson et
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al. (2002), obtuvo al menos 8 fracciones de extractos de cortex de Boniato que
inhibian la germinacién de Panicum milliaceum L. (Millo), detectando la presencia
de &acidos fendlicos como caféico, clorogénico, p-cumarico, trans-cinamico e
isdmeros del acido dicafeoil quinico, los cuales se hallaban hasta en un 96% del
total de los fenoles, asi como niveles elevados de cumarinas como la escopoletina

y su glucésido, la escopolina.

Figura 12. Contenido de Compuestos fenoles totales y Flavonoides totales de las

fracciones.
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Tabla 2: Caracteristicas fisico-quimicas del extracto acuoso de I. batatas., y las

diluciones del mismo.

pH Cond (mScm™) | Sald. | TDS (mgL™) | Temp (°C)
Ext. acuoso
5,5 2300 0,0 8100 26,1
(8100 ppm)
162 ppm 6.3 188.6 0,0 162 26,1
1 ppm 6.1 6.0 0,0 1 26,1
10" ppm 6.5 3.5 0,0 107 26,1

Tabla 3: Caracteristicas Fisico-quimicas de las fracciones del extracto acuoso de I.

batatas. Obtenidas con cromatografia de Gel.

pH Cond (mS cm™) | Sald. TDS (mg L") | Temp (°C)
F1 6.5 131 0,0 117 26.3
F2 6.3 22 0,0 20 26.3
F3 6.3 13 0,0 12 26.3
F4 6.6 14,4 0,0 13 26.3
F5 6.4 171 0,0 15 26.3
F6 6.4 10,7 0,0 10 26.3
F7 6.5 8.9 0,0 8 26.3
F8 6.5 9.4 0,0 8 26.3
F9 6.0 16 0,0 14 26.3
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4.5. Caracteristicas de las fracciones obtenidas con ultrafiltracion.

En la (Fig. 13) se puede apreciar los cromatogramas de las fracciones 150 000 y
10 000 Da respectivamente donde se puede apreciar las caracteristicas del
método, concentrando y purificando los metabolitos secundarios. Mediante esta
técnica se pueden aislar las fracciones que manifiestan actividad bioldgica

marcada y realizar obtenciones a mediana y gran escala.

Figura 13. Perfil cromatografico de las fracciones 150 000 y 10 000 Da obtenidas
por ultrafiltracion.

Tabla 4: Caracteristicas Fisico-quimicas de las fracciones del extracto acuoso de I.

batatas. Obtenidas con ultrafiltracion.

10 000 Da 5.4 4.89 2.6 6500 26.3
150 000 Da 53 4.35 2.2 5200 26.3
10000 DaNp | 54 4.70 24 5700 26.3
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Capitulo 5-Conclusiones.

El extracto acuoso de |. batatas, sin diluir, estimuld el crecimiento tanto del
hipocoétilo como de la radicula de las plantulas de C. sativus.

De las nueve fracciones obtenidas por filtracion Gel, ninguna afecté el
crecimiento longitudinal de radicula, aunque las fracciones 2, 4, 5,6, 7y 9
disminuyeron el numero de raices secundarias y las 3, 5, 7 y 9 inhibieron el
crecimiento del hipocétilo del pepino.

De las tres fracciones obtenidas por ultrafiltracion ninguna manifesté actividad
sobre el crecimiento longitudinal del hipocdtilo, mientras que 150 000 Da,
inhibié el crecimiento de la radicula, y todas afectaron negativamente la
formacion de raices secundarias.

El extracto acuoso de |. batatas estimul6 el crecimiento longitudinal del
hipocdtilo y la radicula de plantulas de P. vulgaris.

Se logré identificar la presencia cuali-cuantitativa de compuestos fendlicos y
en especifico flavonoides entre un 60 y 90%.

Las fracciones 4 y 5 obtenidas mediante la técnica de filtracion gel

estimularon significativamente al hipocétilo en plantulas de P. vulgaris.

La aplicacién del concentrado obtenido por ultrafiltracion con corte de 10 000
Da, inhibié el alargamiento del hipocoétilo, mientras estimul6 la radicula en
plantulas de P. vulgaris, evidenciandose el caracter hormonal de los
metabolitos separados mediante dichos procesos.

Debido a la naturaleza y niveles de los agentes alelopaticos se pudo apreciar
una variabilidad en funcion de la estructura quimica la cual permite una
multitud de patrones de sustitucion, con marcada estimulacién sobre plantulas
de S. vulgare, en las fracciones 4 y 5, mientras que en la 9 hubo una inhibicién
significativa, lo que demuestra la viabilidad del proceso de separacion por

filtracion Gel con Sephadex G-10.
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6. Recomendaciones.

1. Profundizar en el estudio de la constitucién fenoldgica de las fracciones del
extracto acuoso de Ipomoea batatas (L). Lam mediante otros tamizajes
fitoquimicos y la corrida en placa delgada de patrones conocidos para
determinar los compuestos fendlicos y flavonoides presentes en cuestion.

2. Probar las fracciones del extracto acuoso en otras especies de interés
agricola.

3. Probar en condiciones de campo este experimento.
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