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RESUMEN. Se estudiaron diferentes fracciones obtenidas por procesos cromatograficos en filtracién Gel y diluciones
del extracto acuoso de (boniato) Ipomoea batatas (L.) Lam., logrando identificar la presencia cuali-cuantitativa de
los compuestos fendlicos, especificamente flavonoides. Los efectos alelopaticos de diferentes fracciones de extracto
acuoso de boniato (l. batatas), fueron probados sobre plantulas de Sorghum bicolor (L.) Moench (Sorgo) en
condiciones in vitro. Las variables medidas fueron: longitud del hipocétilo, longitud de la radicula, peso seco y peso
fresco. Los diferentes tratamientos (Extracto acuoso 8100; 162; 1 mg L*; 10*°mg L*; F1 a F9 fracciones) fueron
administrados en base al valor de los sélidos totales disueltos empleando agua destilada y desionizada como
control. Tanto el hipocétilo como la radicula fueron estimulados por la dilucion 162 mg L' mas que el extracto que
también lo estimul6. El tratamiento (1 mg L) estimul6 el crecimiento de la radicula mientras que no manifesto
diferencia estadisticas con el control en el caso del hipocétilo. La dilucién 10 mg L™ no manifest6 diferencia.
Ninguna de las fracciones estimuld el hipocotilo de S. bicolor, mientras F4 y F5 estimularon el crecimiento de la
radicula, la fraccién 9 inhibié el crecimiento de la misma. Con la excepcion de las fracciones 2 y 4 se produjo
perdida de peso fresco con respecto al control, en el peso seco no hubo variaciones.

Palabrac clave: Alelopatia, Compuestos fendlicos, Gel filtracion, Ipomoea batatas, Sorghum bicolor.

ABSTRACT. It was studied different fractions obtained by gel filtration chromatography processes and dilution of
the aqueous extract (sweet potato) Ipomoea batatas (L.) Lam, identifying the qualitative and quantitative presence
of phenolic compounds, specifically flavonoids. The allelopathic effects of different fractions of aqueous extract of
sweet potato (1. batatas), were tested on seedlings of Sorghum bicolor (L.) Moench (sorghum) in vitro condition.
The variables measured were: length of the hypocotyl, radicle length, dry weight and fresh weight. The different
treatment (aqueous extract 8100, 162, 1 mg L, 10 **mg L 1, F1- F9 fractions) were administrated based on the
value of total dissolved solids using destilled and deionized water as control. The hypocotyl and radicle were
stimulated by diluting 162 mg L' more than the extract that stimulated it, too. The treatment (1 mg L) stimulated
the growth of radicle meanwhile there were no statistical differences with control in the case of hypocotyl. The
dilution of 10*° mg L* did not show differences. No fractions stimulated hypocotyl S. bicolor, although F4 and F5
stimulated the growth of the radicle, the fraction 9 inhibited the growth of it. With the exception of fractions 2 and
4, weight loss occurred with respect to cool control, and there were no variations in the dry weigh.

Keywords: Allelopathy, phenolic compounds, gel filtration, Ipomoea batatas, Sorghum bicolor.

INTRODUCCION

El conocimiento de los fenomenos alelopaticosesde  beneficiosos o perjudiciales resultado de la accion de
gran importancia en los agroecosistemas pues enriquece  compuestos quimicos (Aleloquimicos) liberados poruna
la funcionalidad de las interacciones entre organismosy  planta (donadora) que ejercen su accion sobre otras
asegura lasupervivenciademuchasespeciesensumedio.  plantas (receptoras), ademas microorganismos a través
El término alelopatia se define como los efectos  de exudados de sus 6rganos. (Sampietro, 2001)
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Los compuestos alelopaticos (aleloquimicos) suelen ser
acidos fenolicos, terpenos, flavonoides, alcaloides y otros
compuestos del metabolismo secundario. La
complejidad estructural de estas sustancias es muy
variable (desde sencillos como el 4cido fenolico, 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 comuin en nuestra region. El
mismo tiene una amplia gama de utilidades que van

MATERIALESY METODOS

Nuestro trabajo se realizo en La Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas. (UCLV), en laboratorios
del Centro de Investigaciones Agropecuarias (CIAP),
en el periodo comprendido entre diciembre de 2007 y
mayo de 2008.

El material vegetal fue colectado en el Jardin de
variedades perteneciente al Instituto Nacional de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT),enel
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.

Una vez troceado el material se introdujo en una estufa
Memmert (modelo 100) a 45°C por un periodo de 72
horas. El molinado del material seco se realizd con un
molino de martillo marca VEB NOSSER 8225
NOSSEN con un tamiz acoplado de 0.5 mm de
didgmetro.

Lamaceracion serealizd conuna proporcionde 1/10

(p/v)utilizando agua destilada y desionizada (Tabla. 1).

Colocamos el extracto en una zaranda (Heidolph
UNIMAX 1010) a 115 rpm durante 24 horas en
condiciones de oscuridad.
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desde el consumo de su tubéreulo 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 etal.,
(2003) determinaron que el extracto acuoso de boniato
estimula el crecimiento de laradiculay el tallo en cultivos
como: Melon, (Cucumis melo L.); Calabaza,
(Cucurbita maxima Duch.); Maiz, (ZeamaysL.)y
Sorgo, (Sorghum vulgare Pers.). Con estos
antecedentes nos dimos a la tarea de profundizar los
estudios del extracto acuoso y sus respectivas diluciones
de |. batatas sobre plantulas de S. bicolor y el efecto
de las fracciones del mismo obtenidas por Filtracion
Gel yultrafiltracion.

La filtracion se realizo con papel del filtro Whatman
No. 40 colocado en un Quita zato 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.
Posteriormente se le realizaron analisis quimico-
fisicos con el pH/conductimetro Inolab Level 1.
(Tabla 2)

A partir del pool inicial se realizaron 3 diluciones
en base al Total de Solidos Disueltos (TDS).
(Tabla 2)

Meétodos para la obtencion de las fracciones por
Filtracion Gel.

Se prepar6 una columna de Sephadex G-10 (
Amersham Pharmacia Biotech, Upsala, Sweden )
con didmetro de 16 mm y altura de 40 cm y tamafio
de particula de 13-15 pm capaz de separar
sustancias cuyo peso molecular se encuentra por
debajo de 700 Da. Se utiliz6 como eluyente agua
destilada y desionizada, no solo para disminuir en
lo posible, las interacciones entre la matriz y los
componentes activos del pool meTabladlico, sino
también para simular las caracteristicas naturales
de lixiviacion (Gel filtration 1997). Richard, (1998).

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

Conductividad i DS Temp.

pH (mS cmr) Salinidad (mgL" | (C)

H,0 Destilada | ¢ 5,88 3.1 30 | 26.1
y desionizada
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Volumen de la muestra 300 pL.

Fase movil: Agua destilada y desionizada.
Flujo: ImL/min.

Volumen colectado por fraccion: 2.0 mL.

Una vez que se colectan las fracciones en tubos de
ensayo (alrededor de 48 a 57 tubos) se le realiza un
andlisis de las caracteristicas fisico-quimicas de las
mismas. (Tabla 3)

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

pH | Conductividad | Salinidad TDS Temperatura
(mS cm1) (%) | (mg L) (°C)
Ext. acuoso (8100 ppm) | 5.5 2300 0.0 8100 26,1
162 ppm 6,3 188.6 0.0 162 26,1
1 ppm B.1 E.0 0.0 1 261
10-¥ ppm 6.5 3.5 0.0 10-20 261
Tabla 3. Caracteristicas fisico-quimicas de las fracciones del extracto
acuoso de I. batatas. obtenidas con cromatografia de gel
pH | Conductividad | Salinidad TDS Temperatura
(mS cm) (%) (mg L) (°C}
F1 | 65 131 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 | 64 17.1 0.0 15 26,3
F6 | 64 10,7 0.0 10 26,3
F7 | 65 8.9 0.0 8 26,3
F& | 6.5 9.4 0.0 8 26,3
F9 | 6,0 16 0.0 14 26,3

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 sefiales de
absorbancia a 254 nm, 260 nm y 280 nm en el
espectro ultravioleta- visible modelo “génesis-6,
acoplado auna Pentium-4 y utilizando el software
“Vison lite” version 2.1 de la firma Termo,
perteneciente a la compania Electron Corporation.
Estas sefiales se encuentran relacionadas con grupos
funcionales y la proporcion de los mismos en las
fracciones obtenidas. (Gel Filtration, 1997)

El disefio del experimento fue al azar completamente
aleatorio. Después de logrado el 50% de
germinacion en las semillas de sorgo se procedio al
transplante hacia tubos de crecimiento de tejido
conun didmetro de 1.5 cmy 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 pl cada 24 h. Cada
plantula se tom6 como una réplica y se utilizaron 10

por cada tratamiento. Las variables medidas fueron:
largo del hipocotilo en cm (LH), largo de la radicula
en cm (LR), peso fresco en mg (PF), peso seco en
mg (PS) de las plantulas. Los tratamientos para su
aplicacion se subdividieron en tres categorias para
facilitar el procesado de la informacion

Diluciones:

-Extracto acuoso (8100 mg L"), extracto acuoso
diluido 162mg L', ImgL'y 10*mg L.
-Fracciones obtenidas mediante filtracion Gel (9
fracciones)

-Ultrafiltracion con las fracciones no convencionales
10000, 150 000 Day 10 000 Da Np (no permeado
o de rechazo)

El tiempo de realizacion 6 dias, exposicion luz/
oscuridad 12 h en cdmara 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
aplic analisis de varianza simple, pruebas de Duncan,
Tukey y Dunnett ¢ segun correspondieron.
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Las semillas de sorgo (especie blanco) de la variedad
CIAP 132-Rojo se obtuvieron del Centro de
Investigaciones Agropecuarias (CIAP) de la
Universidad Central “Marta Abreu’ de Las Villas, Cuba.

El analisis completo de un pool metabolico es dificil
debido a la naturaleza heterogénea de sus
componentes. La cromatografia filtracion 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 lamuestra,
se realizd mediante diferentes métodos
(espectrofotométricos enlaregion U.V, ademas analisis
de parametros como conductividad, pH, solidos totales
disueltos. Dependiendo del proceso de maceracion de
la muestra, conservacion, tipo de especie, época de
colecta, estado fisioldgico de la planta, partes de tejido
vegetal, los componentes del pool metabolicos se
encontraran en diferentes relaciones cuali-cuantitativas y
se determinaron los parametros siguientes:

Determinacion de compuestos fendlicos
totales: fueron determinados por método descrito
por (Sigleton and Rossi, 1965) con algunas
modificaciones.

Determinacion de compuestos flavonoides
totales: La presencia de flavonoides totales se
determind por ensayo reportado por (Zhishen,
Menbcheng and Jianming,1999).

Solidos Totales Disueltos (TDS): Es un valor muy
significativo desde el punto de vista cuantitativo ya
que cuantifica la presencia de s6lidos disueltos en
las muestras de andlisis y mediante el mismo se puede
calcular las dosis aplicar en los ensayos biologicos.
Se determin6 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
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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 metabolico.

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 metabolico.

RESULTADOSY DISCUSION

Con la excepcion del tratamiento 10*°ppmy 1 ppm
el extracto acuoso estimul6 el crecimiento tanto del
hipocétilo como de la radicula de 1a plantula de frijol.
La maxima actividad alelopatica se alcanzé con la
mayor concentracion probada (8100 ppm)
creciendo 2.5 veces mas que el control. A medida
que disminuyeron las concentraciones el efecto
alelopatico a su vez también fue disminuyendo en el
caso del hipocétilo. Mientras que la mayor
estimulacion en el caso de la radicula se expreso a
la concentracion de 162 ppm, entre los demas
tratamientos hubo diferencia significativa con
respecto al testigo pero no entre ellos. An et al.,
(2005) encontraron 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 logro
un punto de concentracion de los aleloquimicos,
cercano al maximo de actividad estimulante (punto
maximo en el drea 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. El peso seco y peso
fresco de las plantulas de frijol no se alter6 lo que
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evidencia que el extracto y sus diluciones no
producen danos en el proceso de respiracion. Con
respecto a la formacion de raices secundarias el

tratamiento extracto acuoso fue capaz de
incrementar el valor de estimulacion enun 10% por
encima del control. (Figura 1)

OContrel @ Extracto acucso B Pool 2400 01 ppm @ 1E-29 ppm

10 a

Longitud (cm)

o Control w Extracto acuose g Pool 21400 o1 ppm m 1E-2% ppm

0.07 1
0.06

Pasa (g)

0.05
0.0 {
0.03 1
0.02
0.0

0.00

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

Figura 1. Efectos de las diferentes concentraciones del extracto acuoso de I. batatas sobre el crecimiento
longitudinal del hipocétiloy la radicula (A), peso fresco y seco (B), de plantulas de S. bicolor.

Peterson et al. (2002), obtuvieron al menos 8
fracciones de extractos de cortex de Ipomoea
batatas (boniato) detectando la presencia de acidos
fenodlicos como caféico, clorogénico, p-cumarico,
trans-cinamico e isémeros 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 glucosido, la
escopolina. De las 9 fracciones obtenidas mediante
filtracion Gel, solamente dos F6 y F5 manifestaron
actividad estimulante frente al hipocotilo, estimulando
su crecimiento 2.0 y 1.5 veces mas que el control
mientras las restantes fracciones no expresaron
diferencias estadisticamente significativas para esta
variable (Fig. 2). Estos resultados se ajustan a los
modelos y consideraciones tedricas expresadas por
(Anetal.,2005) en cuanto a que la disminucion de
la concentracion 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.

La formacion de raices secundarias se vio afectada
enun 22 % por las fracciones 1, 2, 8 y 9 por debajo
del control. El resto de las fracciones no modificaron
significativamente el proceso inhibicién/estimulacion,

en la misma medida tampoco se afectaron el peso
fresco y el peso seco.

En la realizacion 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 y ello
tributard a incrementar en parte la complejidad del
sistema por ello en nuestro caso resulta dificil
explicar un comportamiento de estimulacion/
inhibicion frente al hipocoétilo sin que el mismo este
vinculado de forma directa o indirecta con alguna
transformacion en la ridicula, hipoc6tilo o nimero
de raices secundarias maxime cuando nuestros
tratamientos son de hecho heterogéneos en
composicion (Johnetal., 2006).

Se puede apreciar el contenido de compuestos
fenodlicos y especificamente dentro de estos los
flavonoides (figura 4) encontrandose que en la
fraccion 1 el 90% aproximadamente son
flavonoides, en la fracciones 2, 3,4, 5,6y 7 el
contenido de éstos 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 al. (2002), obtuvieron
al menos 8 fracciones de extractos de cortex de
Boniato que inhibian la germinacion de Panicum
milliaceum L. (Millo), detectando la presencia de
acidos fenodlicos como caféico, clorogénico, p-
cumarico, trans-cinamico ¢ isomeros del acido
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OControl mF1 @F2 ®EF3
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Para hipocotilo, radicula, peso fresco y seco, medias con letras desiguales difieren por Tukey para p< 0.05.

Figura 2. Efectos de las fracciones procedentes del extracto acuoso de I. batatas obtenidas mediante
la técnica filtracion Gel sobre el crecimiento longitudinal del hipocétiloy la radicula (A),

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
glucdsido, la escopolina.

e COMpUesios fendlicos Toldles
30 -

—m— Flawandides fatales

mayor crecimiento en la radicula no siendo asi en el
hipocétilo.

3. Se constato que el método de filtracion gel con
Sephadex G-10 resulta muy eficiente para obtener
fracciones de pequefios volumenes.

4. Se logro identificar la presencia cuali-
cuantitativa de compuestos fenolicos y en
especifico flavonoides entre un 60y 90%.
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CONCLUSIONES

1. El extracto acuoso estimula el crecimiento tanto
del hipocotilo como de la radicula de las plantulas
de S. bicolor.

2. Se evidenci6 que las plantulas tratadas con las
fracciones 4 y 5 fueron las que manifestaron un
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