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Resumen. La alelopatia es el fendmeno basado en la liberacién de diferentes compuestos al medio,
gue ejercen su efecto sobre plantas y microorganismos. Bajo este principio se realizé el trabajo con el
objetivo de demostrar la presencia de metabolitos secundarios en la planta Terminalia catappa L. con
efecto alelopatico sobre Rhizoctonia solani. Para ello se obtuvieron los extractos mediante extraccion
asistida por ultrasonido en disolventes de diferentes polaridades (eter dietilico, etanol y agua destilada).
Através de la determinacion del indice de Respuesta Alelopatica (IRA) se comprob6 el efecto de cada
una de las concentraciones sobre el crecimiento micelial. En el extracto etéreo y alcohdlico a
concentraciones de 0,50 g/mL y 0,65 g/mL se observaron menores inhibiciones que en la concentracién
de 0,80 g/mL. El extracto acuoso indujo una inhibicion total. El tamizaje fitoquimico arrojé la presencia

de taninos pirogalotanicos en este extracto
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Abstract.

INTRODUCCION

En la actualidad resulta imprescindible
desarrollar variantes que conduzcan a reduccion y
sustitucion paulatina del uso de agrogquimicos,
dirigidasa laimplantacion de una agricultura organica
que utilice las fuerzas de la naturalezay con ello
recupere el equilibrio natural. (Nelson, 2004)

Siguiendo esta linea el objetivo del trabajo fue
demostrar la presencia de metabolitos secundarios

con efecto alelopético sobre el hongo Rhizoctonia
solani Kuhn en las planta almendro de la India
(Teminalia catappalL.).

MATERIALESY METODOS

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio
del Grupo de Investigaciones Alelopéticas (GIA)
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de
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conjunto con el laboratorio de Fitoquimica de la
Facultad de Quimica Farmacia; ambos
pertenecientes a la Universidad Central “Marta
Abreu” de Las Villas.

El material vegetal utilizado fue colectado en la
Facultad de Ciencias Agropecuarias ubicada en la
Universidad. La colecta se desarroll6 entre las 9:00
amy las 10:00 am, entre los meses de diciembre de
2005y enero de 2006. Se tomaron hojas de plantas
adultas.

Las plantas se secaron en estufa a 35 °C con
recirculacion de aire durante 5 dias y luego se
molinaron a un tamafio de particula méximo de
0,5 mm. (Macias et al., 2005)

Para obtener los extractos etéreo, etandlico y
acuoso se tomaron muestras de 140 g del material
vegetal seco y triturado (cantidad suficiente de
producto para el desarrollo completo del
experimento). Al material vegetal se le afiadieron
500 mL de disolvente en sendos balonesde 1 L; se
colocaron en un bafio ultrasonico durante 30 min a
una frecuencia de 72 Hz, y fueron filtrados conel
objetivo de eliminar los restos de tejidos vasculares
de las plantas. (Palma et al., 2006)

En los extractos etéreo y etanolico fue necesario
eliminar el disolvente, pues los mismos tienen
propiedad biocidal. Para esto se llevaron ambos
asequedad y luego se resuspendieron en 140 mL
de agua destilada utilizandose 3 g de Polisorbato
80 (tween 80). Esta sustancia es inerte ante la
actividad microbiana. (Osorio, 2006)

Por otro lado, el extracto acuoso fue concentrado
en evaporador rotatorio hasta llegar al volumen
de 140 mL. Asi todos los extractos quedaron con
una concentracion de 1 g/mL, como solucion
madre para obtener las concentraciones de
trabajo.

La seleccién de las concentraciones utilizadas
se bas6 en experimentos anteriores (Puente,
2007), donde el extracto acuoso de esta planta a
concentraciones mas bajas (0,25 g/mL) no
demostrd tener resultados inhibitorios importantes,
por lo cual se tomaron concentraciones superiores
(0,50 g/mL, 0,65g/mL y 0,80 g/mL).
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Para probar la actividad alelopética de la planta
sobre los hongos se utilizé el método de
envenenamiento del medio de cultivo (Marcano
et al., 2005), procediéndose a disolver 4,5 g de
Agar Dextrosa Sabouraud en tres erlenmeyers con
15; 10,5y 6 mL de agua destilada (correspondiente
a cada concentracion) y se llevé a esterilidad en
autoclave a 121 °Cy 1,2 atm. de presion, durante
15 min. Una vez concluido este proceso se dejo
enfriar hasta 60 °C para adicionarle 15mL, 19.5
mL y 24 mL de extracto (previamente esterilizado
por una membrana miliporo de acetato de celulosa
de 0,2 im de poro) respectivamente. (Narwal, 1996)

Posteriormente, se uniformo el medio de cultivo
por agitacién manual y se repartieron 10 mL en tres
placas de Petri estériles. Se sembro en el centro
de cada placa un disco de 10 mm de diametro
del patdgeno y se incubd a 29 °C en condiciones
de oscuridad. Se midio el diametro de la colonia
cada 24 h hasta que el testigo cubriera totalmente
la placa.

Se calculd el indice de Respuesta Alelopéatica (IRA).
(Wang et al., 2006; Zhang et al., 2005)

T

Si: Te” Centonces IRA = 1—(6] Si:

IRA > 0! Estimulacion.

C
C > T entonces IRA = (—j -1

T IRA

<07l Inhibicion

Este indice muestra como se desarroll6 el hongo
al aplicar el extracto en el medio de cultivo.
Cuando el crecimiento del testigo (T) es mayor
o igual al de la muestra en estudio (C), se aplica
la primera formula, en el caso contrario se
aplicara la segunda.

Para el andlisis de los resultados obtenidos del
IRA se utilizo el paquete estadistico SPSS,
version 11.5 para Windows, a través de la prueba
de Kruskal-Wallis para comparaciones de medias.

RESULTADOSY DISCUSION

Efecto del extracto etéreo de Terminalia catappa
L. sobre Rhizoctonia solani Kiihn
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En la figura 1 se puede observar el efecto del
extracto etéreo de la planta en estudio sobre
Rhizoctonia solani. Letras diferentes indican
diferencias significativas segun el andlisis estadistico

Para el caso del extracto etanolico las
concentraciones de 0,50 g/mL y 0,65g/mL tuvieron
el mismo efecto, no se encontraron diferencias
significativas entre ellas. Sin embargo, a la
concentracion de
0,80 g/mL se
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Figura 1. Indice de Respuesta alelopatica de Rhizoctonia solani frente al extracto etéreo de

Terminalia catappa

de Kruscal-Wallis con un nivel se significacion del
5 %.

El extracto etéreo de T. catappa produjo la mayor
inhibicion del crecimiento del hongo, siendo lade 0,80
g/mL lamasalta, referidaen elevado IRA (valor
absoluto). El tamizaje fitoquimico revel la presencia
de cumarinas en este extracto, segun los estudios
realizados por Marcano et al. (2005) este tipo de
metabolito secundario, de forma general, posee
accion fungicida. Las cumarinas son capaces de inhibir
el crecimiento micelial de hongos del suelo como
Sclerotium rolfsii. (Marcano et al., 2005)

Se puede apreciar que entre las tres concentraciones
de cada extracto existe una dependencia, a medida
que aumenta la concentracion se hace mas marcada
lainhibicion Segun los estudios de Ruhuaet al. (2005)
la concentracion es un factor de importanciaen los
sistemas alelopaticos, pues muchos de estos agentes
provocan diferentes efectos en funcion de la
concentracion.

Efecto del extracto etandlico de Terminalia catappa
L. sobre Rhizoctonia solani Kiihn

Enlafigura 2 se puede observar el efecto del extracto
etandlico de la planta en estudio sobre Rhizoctonia
solani. Letras diferentes indican diferencias
significativas segun el analisis estadistico de Kruscal—
Wallis con un nivel se significacion del 5 %.

aumentarla
concentracion del
extracto crudo por
encima de 0,659/
mL. Estudios realizados por Huang and Chou
(2006) y Utkhede (2006) muestran como al
aumentar o disminuir en pocas unidades las
concentraciones, el grado de afectacion varia en
funcion de este cambio.

El tamizaje fitoquimico evidencio la presencia de
saponinas, taninos, flavonoides y cumarinas.

Efecto del extracto acuoso de Terminalia catappa
L. sobre Rhizoctonia solani Kiihn

En la figura 3 se puede observar el efecto del
extracto acuoso de la planta en estudio sobre
Rhizoctonia solani. Letras diferentes indican
diferencias significativas segun el analisis estadistico
de Kruscal-Wallis con un nivel se significacion del
5 %.

El extracto acuoso de T. catappa indujo a las tres
concentraciones unainhibicion total en el crecimiento
micelial, los compuestos encontrados en este extracto
fueron los taninos y flavonas. Segun Hernandez et al.
(2003) los taninos se encuentran en mayor cuantiaen
las hojas de T. catappa identificando a la Punicalinay
Punicalaginacomo las predominantes dentro del grupo
tanico.

En estudios con taninos sobre sistemas fungosos se
determind que estos son los responsables de la
inactivacion de enzimas, su accion podia ser directa, asi
como encontrarse involucrados en la formacion de
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complejos coniones metalicos, comoel hierro, necesarios
enel metabolismo microbiano. (Yamaguchi and Okuda,
2006). La inactivacion enzimética esta relacionada con
laastringencia (capacidad de hacer precipitar proteinas)
que poseen los taninos (Hernandez etal., 2003). En las
membranas existen gran cantidad de enzimas y proteinas
que permiten laentrada de diferentes sustancias asi como

su salida al espacio intercelular; otras sirven como
antenas capaces de captar estimulos externos (Lehninger,
2005). Los taninos pueden formar enlaces con los
aminoacidos de estas proteinas e inactivarlas. La
formacion de estos enlaces de tipo covalente se establece
através de los grupos — SH que poseen aminoacidos
como la Serina. (Rukhsanand Naz, 2005)
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Figura 2. Indice de Respuesta alelopatica de Rhizoctonia solani frente al extracto etanélico de

Terminalia catappa
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Figura 3. Indice de Respuesta alelopatica de Rhizoctonia solani frente al extracto acuoso de Terminalia catappa

CONCLUSIONES

1.En el extracto etéreo de T. catappa se
encontraron cumarinas, en el etanolico
saponinas, taninos, flavonoides y cumarinas mientras
que en el acuoso taninos pirogalotanicos y
flavonoides.

2.Existe una dependencia entre la concentracion
y el efecto alelopatico provocado por el extracto.

3.Laconcentracion més alta (0,80 g/mL) en todos
los casos indujo las mayores inhibiciones.

4.L.os metabolitos secundarios que se encuentran
86

en el extracto acuoso afectaron en mayor cuantia,
evidenciandose en una inhibicion total del crecimiento
de R. solani.
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