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INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo se sabe que algunas plantas producen gran
cantidad de compuestos organicos que inhiben el desarrollo normal de otras
plantas que compiten con ellas.

La alelopatia ha sido asociada con problemas de malezas en los cultivos,
con fitotoxicidad de los rastrojos de cultivos y con la reforestacion o
replantacion en huertos, existiendo evidencias de que la alelopatia puede
regular los patrones de vegetacion en ecosistemas naturales (Granados, 1989).

El uso actual e indiscriminado, creciente y acumulado de plaguicidas ha
empezado a causar dafios severos a la salud humana, asi como al ambiente que
la rodea, por lo que resulta imperante encontrar alternativas que reduzcan o
sustituyan su uso y sirvan para contrarrestar el efecto de las plagas que
combaten con ellos, de tal forma que se evite la reduccion de la produccion de
los cultivos que dan sustento al hombre (Reséndez, 1992).

Una de las alternativas parece ser la utilizacion de plantas con
propiedades alelopaticas. L.a alelopatia ha sido objeto de investigacion desde el
siglo pasado Rice en 1984, la define como cualquier efecto dafiino o benéfico,
directo o indirecto de una planta (incluyendo microorganismos) sobre otras
mediante la produccion de compuestos quimicos que son liberados al
ambiente.

En el caso de las enfermedades de las plantas, los compuestos
alelopaticos son capaces de afectar el desarrollo y morfogénesis de patdgenos,
el antagonismo de los patdgenos por organismos no dafiinos, el desarrollo de
sintomas y la resistencia vegetal.

Se sabe ademas, que ciertas plantas cuando crecen junto a otras
especies, inhiben su desarrollo al punto de que pueden alterar sus propiedades
organolépticas como sabor, aroma, color de sus frutos. Se puede lograr



proteccion contra las plagas y enfermedades para las plantas cultivadas con la
simple proximidad de ciertas especies. Por ejemplo, cabe recordar que Allium
sativum cuando ¢s plantada en lineas alternas con Fragaria ananassa protege
a este ultimo de ciertas enfermedades de insectos (Granados, 1989).

Es del conocimiento comun entre los campesinos de Tabasco la practica
ventajosa de contar con plantas que por sus propiedades benefician a sus
cultivos y controlan a las poblaciones de plantas indeseables; ademas de
favorecer los suelos como cultivo de cobertera, evitando la erosi6n y
funcionando como barrera para el control de insectos dafiines. Los campesinos
de Nacajuca, en la poda de la vegetacidn natural, acostumbran dejarla
amontonada o apilada formando como especies de pasillos, con la idea que
funcionen como trampas o barreras para librar a las plantas de plagas. También
saben dejar la vegetacidon que consideran pueda beneficiarlos de algun modo.
Lo cual hace pensar en las ventajas que puede generar un mayor conocimiento
de este fendmeno.Otro aspecto digno de hacer notar es que las plantas han
sido, en mas de un modo, benefactoras del hombre puesto que de ellas ha
obtenmdo alimento, vivienda y salud (Comunicacién personal).

El “maguey morado” Rhoeo spathacea (Sw.) Steam. es una planta
originaria de Yucatan, de acuerdo a antiguas referencias mayas. Se distribuye
en México, Centroamérica y las Antillas. Se localiza cominmente en las
paredes de las ruinas, cenotes, las laderas rocosas y en la selva. De manera
cultivada se le encuentra en los patios de las casas de Ia ciudad, jardines y
huertos familiares (Guadarrama, 1987).

Esta planta, pertenece a la familia Commelinaceae con parecido a
algunas lilidceas que se emplean para el adomo de jardines. Es una hierba
erecta de 40 cm. de altura, de hojas imbricadas, variables en mimero ,de color
verde en el haz y morado obscuro en el envés. Sus flores pequefias y
aglomeradas, crecen envueltas en dos bracteas moradas en forma de barquito.
(Pérez, 1956).

Es una planta ampliamente utilizada en la medicina tradicional en
Tabasco, es usada para el tratamiento de heridas infectadas, pustulas,
hinchazoén, gangrena, para contrarrestar el efecto de la mordedura de serpiente
y para acelerar la cicatrizacion, Es también utilizado como infusién para
contrarrestar la tos y problemas bronquiales (Mendieta y del Amo, 1981).



Zebrina pendula Schnizl., también conocida como ‘hoja de plata” en
Hidalgo, “matal” en Chiapas, ‘moradilla”en Veracruz y ‘matali” en Tabasco,
pertenece también a la familia Commelinaceae. Es una planta pequefia de raiz
fibrosa; tallo ramoso, alargado, rojizo; ramas y pedinculos lampifios y muy
poco asperos; hojas oblongo-lanceoladas de 4 a 6 centimetros de largo por 1.5
a 2.5 de ancho, anteras atenuadas en la base, algunas veces redondeadas y
casi cordiformes, lampifias por ambas caras o muy poco asperas,
especialmente en los bordes; vaina manchada de rojo purpura y con algunos
pelos en el borde libre; pedunculos de 3 cm. de largo, espatas acorazonadas a
ovadas, agudas, dobladas asperas o lampiiias, de 2.5 a 3 ¢cm. de largo apenas
estriadas transversalmente; racimos cortos bi o trifloros, los dos sépalos
mteriores oblongos espatulados, unidos en la base y alargados por el
crecimiento, todos persistentes; pétalos azules; cadpsula trilobular,
quinquiesperma, aguda en el apice, lobulo dorsal con semilla incluida,
persistiendo adherida sin hacer la dehiscencia, semillas rugosas y de color
moreno obscuro (Martinez, 1979).

El uso generahzado de esta planta como antihelmintica,contra la diarrea,
disenteria, infecciones del estomago, gastritis, ecbdlico, emenagogo, dolor de
prosparto, mal de orin, diurética, diabetes, sarampidn y para el tratamiento de
de heridas es mencionada por Mendieta y del Amo (1981).

Zamora-Martinez y de Pascual Pola (1992), mencionaron a esta
planta dentro de las especies mas utilizadas por las poblaciones rurales de
Oaxaca, Puebla y Veracruz. Sefialando que toda la planta es molida y ingenida
para curar la diarrea; ademas el jugo extraido de las hojas y ramas se utilizan
para las cataratas.

Como el “‘maguey morado”, esta planta crece evitando que otras
malezas lo hagan a su periferia. Ademas, tiene como inconveniente al ser
usado que es una planta de dificil exterminacion y que el suelo cubierto por
ella no puede orearse bien. Conserva la humedad del terreno sin convertirse en
maleza perjudicial para las mismas plantas cultivadas.



ANTECEDENTES

La alelopatia se demostrd desde principios del siglo pasado por De
Candolle (1832) y ha sido objeto de dmplia investigacion por Molisch (1937),
utiliza el término para referirse a las interacciones bioquimicas entre plantas
incluyendo microorganismos e implica tanto interacciones benéficas como
deletéreas. (Whitaker y Feeny, 1971; Cit. por Babier, 1986), propusieron
el término alelopatia para caracterizar los efectos producidos a distancia
(accion aleloquimica). Trabajos contemporaneos fueron llevados a cabo por
Putnam, 1978; Fisher, 1979 y Rice, 1984 con objeto de definir la alelopatia,
asi como su accion en plantas y microorganismos. En el caso de las
enfermedades de las plantas, los compuestos aleloquimicos son capaces de
afectar el desarrollo y morfogénesis de los patdgenos por organismos no
dailinos, el desarrollo de sintomas y la resistencia vegetal ( Rivas, 1991).

El término alelopatia, lo englobaron Granados et al. (1989), dentro del
significado de interferencia, que es el efecto adverso que la proximidad de
ciertas plantas superiores pueden ejercer en el crecimiento de otras. Indicando
las casusas potenciales de esta interferencia que involucra: competencia,
alelopatia y fuentes indirectas sobre el ambiente fisico o biolégico que
interfiere con el crecimiento de una planta vecina.

Chacén (1978), enfatiz6 en la conceptualizacion, clasificacion y manejé
que campesinos del Estado de Tabasco hacen de algunas malezas como ‘buen
y mal monte” ¢ indica con esto el reconocimiento del papel ecoldgico de las
mismas. Demostré asi que todas las especies de “monte” probadas contienen
sustancias hidrosolubles, las cuales tienen influencia sobre la germinacién de
semillas y crecimiento inicial de cultivos probados en el laboratono.

Al estudiar la alelopatia en un ecosistema boscoso de Taiwan, y
seleccionar 25 especies dominantes en la region septentrional del mismo pais;
Chou y Waller (1982), sciialaron que dentro de las especies seleccionadas ,
las que exhibieron alelopatia fueron: Acacia confusa, Buchinia purpurea,
Eucalyptus robustas, Glochidion fortunei, Sinocalanus oldhami y Yushania
niitakavamensis. Enfatizan, ademas, que la alelopatia juega un papel
importante en agroecosistemas de Taiwan, ya que regula la formaciéon de
dominancia vegetal, sucesion, dinamicas de poblacion y la productividad de
plantaciones agricolas.



Asimismo, Tasistro (Cit. por Azurdia, 1984), menciono la
importancia que tienen algunas plantas para el control de la vegetacion
indeseable. Por otro lado, Beauregard (1983), en su estudio de malezas
tropicales del Estado de Tabasco, sefialé la importancia de realizar estudios
fitoquimicos de estas plantas.

A su vez, Lewis Jr. (1986), discutié las interpretaciones evolutivas de
las interacciones aleloquimicas, € indicé que los aleloquimicos son
significativos para los organismos receptores al originar respuestas fisiologicas
para el mejoramiento o deterioro ambiental.

Mientras tanto, Altieri (Cit. por Azurdia, 1984), Martinez (1982) y
Castro (1989), remarcaron la necesidad de llevar a cabo estudios ecologicos
antes de intentar las llamadas “medidas de control” para la erradicacion de
plantas nocivas.

Asimismo, Castro (1989), mencioné la posibilidad del uso de malezas
en el control de plantas “hocivas” e insectos indeseables en los cultivos
aprovechando su potencial aleloquimico.

Por sus propiedades alelopdticas algunas malezas como la hierba
perenne Cyperus rotundus L. causa severas pérdidas en la produccién en
paises tropicales y subtropicales. Horowitz 1973 (cit. por Meissner y Smit,
1982), sugiri6 que tal efecto detrimental podria deberse tanto al agotamiento de
nutrientes en los suelos como a las sustancias biologicas que se acumulan en
las partes subterraneas del suelo y que actian como inhibidores de crecimiento.
Al probar extractos acuosos de tubérculos de esta planta, redujeron la tasa de
supervivencia de rabano, cebolla y tomate pero no de pepino. Por otro lado,
extractos diluidos estimularon la elongacion radicular de pepino, cebolla y
rabano, pero no de tomate.

Meissner y Beyers (1986), determinaron los efectos de extractos
acuosos de dos de las malezas mds agresivas de Sudafrica Tagetes minuta y
Bidens bipinnata, que una vez liberados al suelo afectan el crecimiento de
varias especies de maiz. Mencionan que las sustancias responsables de la
actividad alelopatica en Cyperus rutundus L. son sustancias fenolicas,
mientras que en estas dos especies, ocurren de manera natural compuestos
poliacetilénicos y sus derivados.



Magallanes (1985), evalu6 los efectos fisiologicos y anatémicos
causados por diferentes extractos de Helietta parvifolia especie alelopdtica: en
el proceso de germinacion y crecimiento de algunas especies de plantas
cultivadas. Dado que esta planta es conocida como ‘barreta” y es dominante
en la comunidad del matorral submontano de Nuevo Le6n, la misma autora
sefiala que por sus antecedentes como una planta medicinal que pertenence a la
familia Rutacea y por la presencia de cumarinas y furanoquinolinas, asi como
sustancias aromaticas, esta un posible efecto antagdnico sobre el crecimiento
de plantas y parasitos de las mismas (hongos y bacterias).

Leather y Eingelling (1986), describieron los bioensayos para evaluar
el potencial alelopatico de especies y los pasos necesario para la extraccion,
purificaciéon e identificacion de compuestos bioactivos. indicando que los
bioensayos son un procedimiento integral en todos los estudios de alelopatia y
que son necesarios para evaluar el potencial alelopatico de las
especies.Asimismo, indicaron la importancia del empleo del disefio de la
clongacion del coledptilo de trigo para la bisqueda de metabolitos con
propiedades reguladora

Segun Waller ef al. (1986), s¢ ha dado poca importancia al ajuste y
mantenimiento de los efectos alelopaticos que son producidos por metabolitos
secundarios, como la cafeina, en el manejo de cultivos extensivos en
ecosistemas semejantes a bosques. Consideran que la autointoxicacion
causada primariamente por cafeina podria dar una explicacion para el
fenémeno mundial de degeneracion temprana de plantaciones de café de 10-25
afios de edad (Wellman, 1961; Cit. por Waller et al, 1986). La cafeina,
compuesto asociado con la produccion de café, parece ser el factor hostil al
ambiente que podria ser también responsable del acortamiento de arboles de
vida madura.

Otras especies han sido estudiadas y cuantificadas en cuanto a la
naturaleza de los constituyentes aleloquimicos de las semillas, como Datura
stramonium, de la cual se aislaron alcaloides que fueron identificados como
escopolamina y hiosciamina. Realizandose ademds bioensayos para probar la
hipétesis de que alcaloides de tipo tropano podran interferir con los
mecanismos por los que enzimas involucradas en la utilizacion de reservas
alimenticias son sintetizadas y hiberadas durante la germinacion de las semillas.
Elio Indica que es inapropiado tratar de explicar el fenémeno alelopatico en



Datura a partir del concepto de efectos primarios y secundarios, destaco
ademas un efecto terciario que podria ser el responsable de un retraso del
metabolismo de la reserva alimenticia (efecto secundario) y la causa de tal
retraso al verdadero efecto primario Lovett y Potts (1987).

En una serie de bioensayos realizados por Nava et al. (1987),
encontraron que los extractos metanolicos de las frondas de Pteridium
aquilinum inhiben la germinacion de ocho especies de plantas cultivadas, cinco
especies de malezas, cuatro especies de hongos y cuatro especies de bacterias.

Bioensayos, basados en evidencias de campo, realizados por
Weidenhamer y Romeo (1989), suministran fuerte evidencia que da soporte
a la hipétesis que aleloquimicos producidos por Polygonella myriophilla,
arbusto perenne endémico de las dunas costeras de Florida, reduce la
germinacién y crecimiento de otras especies. Hacen mencién que una
investigacion fitoquimica de Polygonella, ha revelado la presencia de altas
concentraciones de varios compuestos fenélicos en el follaje.

Rivas (1991), realizd una serie de bioensayos para confirmar la
actividad alelopatica de algunas arvenses y plantas cultivadas y su efecto sobre
la patogenicidad de Pythium altimum en maiz y Xanthosomas campestris p.v.
campestris en col. Aunque los exiractos acuosos de las plantas ensayadas en
general no mostraron ningun efecto adverso a la bacteria, se mantiene la
inquietud de de continuar investigaciones para intentar el control de
enfermedades regionales de las plantas utilizando extractos de plantas con
propiedades bactericidas o bacrteriostaticos.

Por otro lado, Lozane (1992), evalué los efectos causados por extractos
de Helietta parvifolia sobre los componentes del rendimiento de frijol y
enfatizd dentro de sus conclusiones que el extracto de esta planta puede ser

utilizado como pesticida ya que el frijol no es afectado en su crecimiento y
desarrollo.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

Evaluacion in vitro de los efectos de extractos de Rhoeo spathacea
(Sw.) Stearn. y Zebrina pendula Schnizl. en la germinacion de las semillas de
Vigna sinensis, Amaranthus hipocondriacus y Leucaena leucocephala, en la
elongacion del coledptilo de  Triticum vulgare y en esporas del hongo
Aspergillus flavus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Probar extractos obtenidos de solventes de diferente polaridad de Rhoeo
spathacea y Zebrina pendula en la germinacién de las semillas de Vigna
sinensis, Amaranthus hipocondriacus y Leucaena leucocephala.

2.- Probar extractos obtenidos de solventes de diferente polaridad de Rhoeo
spathacea y Zebrina pendula en su accion contra las esporas del hongo
Aspergillus flavus.

3 .- Determinar los extractos causantes de la actividad biolégica.

4.- Mediante Microscopia Electronica de Barrido, determinar los efectos
ocasionados por los diferentes extractos en la germinacion de las semillas de
Vigna sinensis, Amaranthus hipocondriacus y Leucaena leucocephala y en las
esporas del hongo Aspergillus flavus.



HIPOTESIS

Los extractos de Rhoeo spathacea (Sw.) Stearn y Zebrina pendula
Schnizlein, tienen actividad inhibitoria en la germinacion de las semillas de
Vigna sinensis, Amaranthus hipocondriacus y Leucaena leucocephala y de la
elongacion del coleoptilo de Triticum sativum y en las esporas del hongo A.
flavus..
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ORIGINALIDAD

A pesar del beneficio de las plantas en la medicina tradicional, no ha
sido explorado el uso de las mismas en cuanto a sus propiedades alelopaticas.
Acciones como éstas van en pro del desarrollo de una agricultura menos
dependiente de plaguicidas sintéticos y en la busqueda de mejores
posibilidades para el control de organismos patdgenos de cultivos agricolas.
De las investigaciones realizadas a la fecha en estas dos comelinaceas es la
primera vez que se plantea un trabajo de esta naturaleza.
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MATERIALES Y METODOS

1.- COLECTA DEL MATERIAL VEGETAL

S¢ colectaron plantas de Rhoeo spathacea (maguey morado) y Zebrina
pendula (matali) en la Ciudad de Villahermosa, Tabasco; en los meses de
julio-agosto de 1995, la primera especie en etapa de floracion, los cuales
algunos fueron donados al herbario de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon. Otros ejemplares fueron secados a
temperatura ambiente para la obtencidn posterior de los extractos.

2.- OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Esta etapa fue llevada a cabo en el laboratorio de Fitoquimica de la
misma facultad.

2.1.- Métodos de Extraccién

El material vegetal seco fue molido en una licuadora marca Ostenzer
para obtener particulas mas finas y asi los solventes penetren con mayor
facilidad. Se pesaron 60 gramos en una balanza granataria y se maceraron por
24 horas en solventes de polaridad creciente (hexano, cloroformo y metanol),
evaporandose posteriormente a temperatura ambiente. El mismo procedimiento
se llevo a cabo para la maceracion por 48 horas.

Para la extraccion exhaustiva en Soxhlet también se pesaron 60 gramos
refluyjar por 20 horas y se evaporaron los solventes en un rota vapor Buchi 461

Water Bath. Los extractos obtenidos se pesaron.

2.2.- Preparacion de los Extractos

Se peso en una balanza analitica 100 mg de los diferentes extractos y se
disolvieron en 1 ml de los solventes con los cuales fueron extraidos
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obteniéndose extractos con una concentracion de 100 mg/ml. Esto se llevo a
cabo para el caso del bioensayo con las esporas del hongo A. flavus.

También se pesaron 20 mg de los extractos y se disolvieron en 10 ml de
agua destilada obteniéndose una concentracion de 2 mg./ml. Esto se llevo a
cabo para los extractos metandlicos. Para el caso de los extractos
cloroformicos y hexanicos por su dificil dilucién en agua, se le agregd 1 ml de
Tween-20. Estos extractos fueron utilizados para el ensayo de la germinacién
de las semillas y coleoptilo de trigo.

3.- BIOENSAYOS

Se llevaron a cabo en ¢l laboratorio de Micologia Médica de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad auténoma de nuevo Leon.

3.1.- Bioensayo del hongo Aspergillus flavus

La cepa del hongo, que corresponde a Maiz de Aguascalientes, fue
proporcionado por el Laboratorio de Patologia Vegetal..

Se realizaron dos ensayos; en €l primero se utiliz6 la técnica de placas
de microtitulacién, para lo cudl se tomé con un asa esporas del hongo y fueron
colocadas en un tubo de ensayo con agua destilada, se midi6 la absorbancia y
se colocaron 50 pl en cada pozo de la micro placa. Posteriormente, se
agregaron 50 pl de los extractos y los solventes utilizindose como un control,
seleccionando al mismo tiempo, una muestra de esporas que quedaron

Intactas, esto es sin solventes mi extractos. Se observo la coloracion que
tomaban .

Para el segundo ensayo, se utilizo la técnica de microdilusion en cajas de
Petri, disolviendo 38 gr del medio de cultivo agar-papa-dextrosa en 1 1 de
agua destilada y esterilizandolo a 15 lbs x 15 min. Posteriormente, Se
colocaron aproximadamente 20 ml del medio de cuitivo en cada caja Petri, se
dejaron sohdificar y se realizo la perforacion en forma radial de los pozos con
un diametro d¢ 5 mm con una pipeta Pasteur, en cada uno de los pozos se
depositd 50 pl de cada uno de los extractos, y en el pozo testigo se deposito el
solvente sin extracto. El indculo fue de 25 ul de una suspension de esporas de
A. flavus, previamente calibrada a 1x10° células /ml, con una micropipeta
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eppendorf de volumen fijo y se distribuyd con una asa en condiciones de
estenilidad. El sistema de lectura se basé en la medicion del halo de inhibicidn.

3.2.-Bioensayo de la germinacion de las semillas

Se realizaron en el laboratorto de Fisiologia Vegetal de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Se utilizaron
semillas Vigna sinensis, Amaranthus hipocondriacus y Leucaena
leucocephala. Las dos primeras especies s¢ mantuvieron en agua destilada por
un ticmpo de 2 y 4 horas respectivamente para romper su latencia, las otras dos
especies fueron tratadas con agua caliente por 30 minutos y posteriormente se
colocaron por 6 horas en agua destilada.

Las semillas se colocaron en un recipiente estéril y se les agregd 10 ml
con cada extracto para mantenerlas inmersas durante 30 minutos. Transcurrido
este tiempo se pasaron a cajas petri que contenian papel Whatman previamente
humedecido con 5 ml de agua destilada. Cada tratamiento se realizé cuatro
veces y para V. sinensis y L. leucocephala se pusieron 10 semillas por cajas y
para A. hipocondriacus 15 semillas por caja. Se compararon con los testigos
de los cuales también algunos contenian Tween-20. Se tomo porcentaje de
germinacion y longitud radicular. Todas las cajas fueron colocadas en una
camara bioclimatica proporcinada por el laboratorio de Genética.

3.3.- Bioensayo de la elongacion del coledptilo de trigo

Semillas de Triticum sativum se mantuvieron por 3 horas en agua
destilada para romper latencia.

En dos charolas de plastico cubiertas con papel secante impregnados
con agua destilada se colocaron 600 semillas de trigo, s¢ mantuvieron en un
cuarto obscuro a temperatura ambiente por un periodo de tres dias para que
creciera el coledptilo poco mas de 1 cm. Después estos fueron cortados
exactamente de 1 cm de longitud y se les di6 el mismo tratamiento que con las

semillas. Se distribuyeron 10 coledptilos por caja con su respectivo control.
(Larqué-Saavedra, 1993).
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3.4.- Microscopia Electronica de Barrido

Se llevo a cabo en el laboratorio de microscopia Electronica de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo ledn.

Con un asa s¢ tomaron muestras de las esporas inmersas en los
diferentes extractos probados asi como los de los testigos.Se pasaron a bases
cilindricas de 1 ¢m de alto por 1.4 cm de didmetro que contenian pegamento

resistol en la parte superior, para que las esporas s¢ pudicran adherir
perfectamente.

Posteriormente, se colocaron las muestras en cajas Petn, fueron fijadas
aplicandoles vapores de Osmio y permanecieron asi durante 1 hora. Se
retiraron las muestras, dejandose secar durante 24 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo fueron recubiertas en oro puro en un
recubridor i6nico Balzers para poder ser observadas bajo un microscopio
electronico de barrido ISI mini-SEM. Finalmente, se¢ toman impresiones
fotograficas empleando pelicula Polaroid Polapan Pro-100.

Las semillas que mostraron ihibicion por los diferentes extractos asi
como los testigo, fueron colocadas en bases. Para 1a toma de muestras del
bioensayo de la elongacién del coledptilo, se cortd la radicula y se siguio el
mismo procedimiento de fijacién con vapores de Osmio y preparacion de las
muestras para su observacion microscopica.

3.5.-Analisis de Resultados Estadisticos

Para las semillas germinadas se midi6 la longitud de la radicula con una
regla graduada en mm y el porcentaje de germinacién. A los resultados
obtenidos se les determinaron las estadisticas descriptivas (medias, desviacion
estandar y varianza). Para establecer diferencias entre el control y los
tratamientos, se¢ realizo un analisis de vananza ONE WAY con los porcentajes
transformados vy una prueba de Tukey a nivel de significancia de 0.05 (Steel y
Torrie 1985; Quiroz y Fournier, 1988: programa estadistico SPSS). Todo este
proceso se esquematiza en la Fig 1)
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DIAGRAMA DE FLUJO

COLECTA DE MATERIAL
VEGETAL
SECADO Y MOLIDO
HERBARIO EXTRACCION 60 GRS.
MACERACION
24 Y 48 HORAS
SOXHLET
20 HORAS
BIOENSAYOS DE
INHIBICION
EXT. HEXANICO
EXT. CLOROFORMICO
EXT. METANOLICO
Aspergillus flavus SEMILLAS COLEOPTILO DE
TRIGO
MICROSCOPIA DE BARRIDO
l

ANALISIS ESTADISTICO

FIG.. 1.- Procedimiento general seguide durante la realizacion del presente trabajo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1).- Bioensayo del hongo Aspergillus flavus

En la Fig. 2, se pueden apreciar los resultados obtenidos por el método
de microdilusién en cajas Petri, en el cual los extractos cloroférmicos a una
concentracién de 100 mg/ml, obtenidos a partir de extraccién exhaustiva o
Soxhlet de Z. pendula, fueron los que inhibieron la germinacion de las esporas
del hongo A. flavus en contraste con lo ocurrido con el testigo.

Fjg. 2 . Método de microdilusion en cajas Petri, donde se muestran los efectos oc
diferentes extractos cloroformicos de Z. pendula en A. flavus

asionados por los
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En cuanto a los resultados obtenidos al aplicar extractos metandlicos de
R. spathacea y Z. pendula, en el hongo A. flavus fueron muy similares a los
hallados por Nava y del Amo (1987), en los que extractos polares de
frondas de Preridium aguilinum fomentaron el crecimiento de los hongos
Helminthosporium sativum, Rizoctonia solani, Alternanteria tenuis y
Fusarium sp. Esto, se pudo haber debidio al hecho de que los hongo son
capaces de degradar compuestos extraidos de vegetales con solventes como
etanol y metanol, después de un periodo de incubacidén y adaptacion..
Henderson y Farmer 1955 (Opus Cit,, 1987), aseguran que varios hongos
aislados del suelo, pueden oxidar acidos fendlicos y después usar los
compuestos resultantes para la biosintesis y como un recurso de energia.

Segin los resultados obtenidos durante la Microscopia electronica de
barrido, se pudo observar que al utilizar el extracto cloroférmico de Z. pendula
en el hongo A. flavus, se presentd una variacion en la superficie de la espora.
Ya que la espora fue cubterta por el extracto, inhibiendo totalmente su
germinacion ( Fig. 3). Mientras que, para el testigo y en el pozo en que
unicamente se depositd cloroformo, las esporas del hongo A. flavus, se
observo germinacion normal (Figs. 4y 5).

Aspergillus flavus/Extracto

Fig 3 Fotos de Microscopia Elecironica de Barndo a 2000X que muestra una espora de
Aspergillus flavus cubierta por el extracto cloroformico de Z. pendula

18



Aspergillus flavus

Figs. 4 v 5 Fotos de Microscopia Electronica de Barrido a 2000X en donde se muestran las esporas
intactas de 4. flavus (Testigos).
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2).- Bioensayo de la germinacion de las semillas

El porcentaje de germinacién de V. sinensis para los diferentes
tratamientos, demuestra que son los extractos metanodlicos de Z. pendula 24
hrs. y de Soxhlet con un 30% y metanolicos soxhlet de R. spathacea de un
32.50% los que presentaron un menor porcentaje de germinacidn, asimismo,
extractos de R. spathacea oblenidos a las 48 horas con el mismo solvente y los
hexanicos de Z. pendula, mostraron un 45% y 55% de germinacion
respectivamente. Seguidos, de los cloroférmicos de Z. pendula con 57.50%,
mientras que los demdas extractos mantuvieron un porcentaje de germinacion

entre los 60-65%, en contraste con lo ocurrido para el testigo que fue del 100
%. (del Apéndice).

Los porcentaje de germinacion para A. hipocondriacus para los
diferentes tratamientos se muestran en el Apéndice. Siendo los extractos
metandlicos obtenidos por extraccidon exhaustiva o Soxhlet de R spathacea y
Z. pendula con un 28.33% y un 30% respectivamente, asi como Z. pendula 24
horas de 35% los que mostraron mayor inhibicion. También los extractos
hexanicos obtenidos en soxhlet de Z. pendula mostraron un bajo porcentaje de
germinacion del 26.67%. Los porcentajes de germinacion fueron también bajos
en los extractos cloroférmicos obtenidos en soxhlet 38.33% para el caso de
ambas comelinaceas en comparacion con el testigo que fue de un 88.89%

En L. leucocephala, se observd el menor porcentaje de germinacion en
los extractos metandlicos de 24 horas y soxhlet de R. spathacea que fueron
ambos del 0.0% . Al igual que para los extractos de Z. pendula de 48 horas y
soxhlet que fueron del 0.0%. También se observd un bajo porcentaje de
germinacion para los extractos cloroformicos en soxhlet de Z. pendula de
2.50% y R. spathacea 22.50% ; hexanicos de Z pendula 17.50% ; R.

spathacea 32.50% en comparacion con los testigos que fue del 73.33% (del
Apéndice).

Segun los resultados obtemidos se observd que eran compuestos polares
los que inhibieron la germinacién de las tres especies. Resultados que se
sustentan en ensayos realizados por Horowitz. 1973 (Cit. por Meissner y

Smit, 1982); Chacdn, 1978; Meissner y Beyers (1986); Nava et al., (1982);
Nava y del Amo (1987) y Rivas (1991).
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El porcentaje de germinacion, no se vidé muy afectado por la accion de
los extractos hexanicos y cloroférmicos de ambas comelianaceas a las 24 y 48
hrs. y de los testigos en semillas de L. leucocephala, A. hipocondriacus y V.
sinensis. La implementacion de algunos bioensayos podria ser apropiado para
dilucidar el uso futuro de los compuestos de estos extractos como pesticidas.
Como dejan entrever, los resultados obtenidos con estos extractos en el caso
particular de V. sinensis. En los casos especiales de la accion de extractos
metanoélicos de 24 hrs. de Z. pendula para V. sinensis y A. hipocondriacus y
extractos de 48 hrs. en L. leucocephala esto nos hace pensar en los
potenciales alcances de estos compuestos y a la diversidad de su accion y
efecto que estos tienen dependiendo de las especies vegetales. Esto es mas
notable en los casos de los extractos obtenidos por extraccion exhaustiva de
ambas Comelinaceas, en donde se pueden apreciar valores bajos de
germinacion. Es posible que el métedo de extraccion sea un factor influyente.
Sin embargo, fueron los extractos metandlicos de Z. pendula obtenidos a
partir de extraccion exhaustiva, los que mostraron mejores resultados.

La estadistica descriptiva, muestra los valores obtenidos al medir la
longitud radicular de las tres especies de semillas. Observandose valores
inferiores para las medias de los diversos tratamientos con respecto al testigo.
Cabe mencionar que varias de las medias de los diversos tratamientos se
mantuvieron abajo de los valores de los testigos. El valor promedio mas bajo

corresponde a la de los extractos polares de Z. pendula obtenidos por
extraccion exhaustiva ( del Apéndice).

3).- Bioensayo de la elongacion del coleéptilo de trigo (Triticum sativum)

El valor promedio mas bajo de la media observada, corresponde a los
extractos metanolicos de 48 horas de Z. pendula (media= 0.4250) y de
Soxhlet de R. spathacea (media=0.3250) y de extractos de 24 hrs. y Soxhlet
de Z. pendula (media= 0.3300). Siendo los extractos metandlicos los que

mostraron mayor inhibicion. Como lo muestran los valores estadisticos
descriptivos (del Apéndice).

4).- Microscopia Electrénica de Barrido

La microscopia electronica de barrido efectuada en las semillas indica
que los extractos metandlicos obtenidos por extraccion exhaustiva que
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afectaron alelopaticamente fueron los de ambas especies de Comelinaceas que
causaron variacion en la superficie alisandola para el caso de V. sinensis
(Figs. SA y 5B) y para A. hipocondriacus y L. leucocephala produciendo
ligeras protuberancias ( Figs. 6A, 6B; 7A y 7B), en comparacién con lo
ocurrido con los testigos (Figs. 5C, 6C y 7C).

Figs. 6A. Foto de Microscopia Electrénica de Barrido de semilla de V. sinensis a 700X. En donde
se muestran los efectos del extracto metandlico obtenidos por extraccion exhaustiva de Z. pendila.
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Vigna sinensis / Ext. MeOH R. spathacea / Soxhlet

Figs. 6B y 6C. Fotos de Microscopia Electronica de Bamdo de semillas de V. sinensis a 70°X. En
donde se muestran los efectos del extracto metandlico obtenidos en Soxhlet de R spahacea
(superior) y el Testigo (inferior).
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A. hipcndiacusleOH Z. pendula 1000X

Figs. 7A y 7B: Fotos de Microscopia Electronica de Barmido de semillas de A. hipocondriacus a
l000X. Se observa los efectos de los extractos metanolico obtenide por Soxhlet de Z pendula
(superior) y R. spathacea (inferior)
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Fig. 7C Foto Microscopia Electronica de Barrido de semillas de A. Aipocondriacus a 1000X.

ff‘}:'.’ e UL S i

OX Z. pendula 1000X

L. leucocephala/ MeOH S
Figs. 8A Microscopia Electronica de Barrido de semillas de L. leucocephala a 1000X en
donde muestran los efectos del extracto metanolicos obtenidos en Soxhlet de Z. pendula
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L. leucocephala /MeOH SOX R. sphatacea

Figs. 8B y 8C Fotos de Microscopia Electronica de Barrido de semillas de L. leucocephala a
1000X que muestra los efectos del extracto metanolico obtenidos en Soxhlet de R. spthacea
(superior) y el Testigo (inferior)
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5.- Analisis Estadistico de resultados

Los valores medios para la longitud radicular de V. sinensis entre los
diferentes tratamientos nos indica que los extractos metandlicos de Z. pendula,
24 horas ( media= 0.7625) y Soxhlet (media= 0.5700) estuvieron muy por
debajo con respecto al testigo (media= 3.1000). Los extractos metanodlicos de
R. spathacea 48 horas (media= 1.2350) y Z. pendula (media= 1.2350)
estuvieron también muy por debajo de los valores del testigo (media= 3.1000).
Los extractos hexanicos y metanolicos de 24 horas de R. spathacea, fueron
muy similares (media= 1.7100) y (media= 1.895) respectivamente
encontrandose por debajo de los valores del testigo (media= 3.1000).

Todo esto nos indica que los extractos polares de ambas comelinaceas

fucron los que presentaron mayor inhibicion de la longitud radicular de V.
sinensis (del Apéndice)

En cuanto a los valores medios para la longitud radicular de A.
hipocondriacus entre los diferentes tratamientos, se encontraron resultados
muy semejantes a los encontrados para V. sinensis. Siendo los extractos
metanodlicos obtenidos en Soxhlet de R. spathacea (media= 0.3250) y Z
pendula (media= 0.3300) los que presentaron mayor inhibicién en contraste
con los testigos (media= 3.1000) (del Apéndice).

En cuanto a los resultados encontrados para los valores medios de la
longitud radicular de L. leucocephala entre los diferentes tratamientos, se hallo
que los extractos metandlicos obtenidos mediante extraccion exhaustiva 0
Soxhlet de ambas comelinaceas (media= 0.0000) mostraron inhibicién en
comparaciéon con los testigos (media= 1.1933). Ademas, los extractos
hexanicos y metanolicos de R. spathacea y Z. pendula fueron muy semejantes
(media= 0.0000) y (0.9525) respectivamente, hallandose también debajo de
los valores de los testigos (media= 1.1933). Siendo los extractos metanolicos

obtenidos en soxhlet de R. spathacea y Z. pendula los que mostraron
inhibicion (del Apéndice).

Los valores estadisticos de la longitud del coledptilo de trigo (7.
sativum) para los diferentes ftratamientos, se resumen en el Apéndice.
Encontrandose que los extractos metanolicos en Soxhlet de R. spathacea 'y Z.
pendula (media= 0.0000) mostraron inhibiciéon en comparaciéon con los
testigos (media= 0.7767). Aunque también se hallaron buenos resultados con
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extractos metandlicos de 48 horas de R. spathacea y 24 horas de Z. pendula
(media= 0.0000)con respecto a los testigos (media= 0.7767).

6.- Anilisis de varianza (One way) y prueba de Tukey

Al realizar el analisis de vananza (ONEWAY) para el porcentaje
de germinacién de las semillas de las tres especies (V. sinensis, A.
hipocondriacus 'y L. leucocephala) entre los diferentes tratamientos, se
encontrd que existe una alta diferencia significativa (p< 0.05) puesto que se
encontro que estos valores son menores de (p< 0.01) (del Apéndice).

Se realizé un analisis de varianza (ONEWAY) de la longitud promedio
de la radicula de las tres especies con respecto a los diferentes tratamientos. En
el cual se encontrd que existe una alta diferencia significativa (p< 0.05) puesto
que los valores observados son menores de (p< 0.01) (del Apéndice).

En cuanto al analisis de varianza para la longitud del coledptilo del trigo
(7. sativum), los resultados hallados fueron semejantes. Encontrandose
también una alta diferencia significativa (p< 0.05) puesto que los valores
observados son menores de (p< 0.01) (del Apéndice).

Al llevar a cabo la prueba de Tukey para el porcentaje de germinacion
entre los diferentes tratamientos para V. sinensis, a un nivel de significancia de
(p< 0.05), se encontrd que los tratamientos metandlicos 24, 48 horas y Soxhlet,
hexanico 48 horas y Soxhlet asi como cloroférmico 48 horas de Z. pendula y
metanolicos de 24 horas y Soxhlet de R. spathacea difieren significativamente
de los demas extractos. La microscopia electronica de barrido efectuada

confirma la variacion en la superficie de la semilla ocasionado por los extractos
metanolicos en Soxhlet (del Apéndice).

La prueba de Tukey, para el porcentaje de germinacién entre los
diferentes tratamientos para A. hipocondriacus, a un nivel de significancia de
(p< 0.05), encontré que los extractos metanolicos 24 horas y Soxhlet,
cloroformico y hexanico en Soxhlet de Z. pendula y metanolicos 24 horas y
Soxhlet, hexanico y cloroformico en Soxhlet de R. spathacea difieren
significativamente de los demas tratamientos. La microscopia electrénica de
barrido efectuada confirma la produccidn de ligeras protuberancias en la
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superficie de las semillas ocasionada por los extractos metanélicos en Soxhlet.
(del Apéndice)

Al realizar la prueba de Tukey para el porcentaje de germinacion entre
los diferentes tratamientos para L. leucocephala, a un nivel de significancia de
(p< 0.05), se encontr6é que los extractos metanélicos 24 horas y Soxhlet de R.
spathacea y metandlicos 48 horas y Soxhlet, hexanico y cloroférmico en
Soxhlet de Z. pendula difirieron significativamente de los demas tratamientos.
La microscopia electronica de barrido demostr6 también para este caso, la
produccién de ligeras protuberancias ocasionadas por la accidén de extractos
metanolicos (del Apéndice).

Al realizar la prucba de Tukey para la longitud radicular de V. sinensis
con respecto a los tratamicntos, a un nivel de significancia de (p< 0.05), se
encontrdé que los extractos cloroformicos de 24 y 48 horas y Soxhlet de R.
spathacea y extractos de Z. pendula hexanicos de soxhlet y cloroférmicos 48
horas y testigos, difieren significativamente del extracto metanolico obtenido a
partir de Soxhlet de Z. pendula. Mientras que los extractos cloroférmicos 48
horas de ambas comelinaceas y hexanico de Soxhlet de Z. pendula y el testigo
difieren significativamente de los extractos metanolicos 48 horas de R.
spathacea (del Apéndice).

Los resultados de la prueba de Tukey para la longitud radicular de A.
hipocondriacus con respecto a 10s tratamientos, a un nivel de significancia de
(p< 0.05), se hallé que los extractos hexanicos 24 horas de Z. pendula y
metandlicos 48 horas de .R. spathacea difieren significativamente de los
tratamientos metanolico soxhlet de Z. pendula y R. spathacea y hexanico
Soxhlet de Z. pendula (del Apéndice).

Al realizar la prueba de Tukey para la longitud radicular de L.
leucocephala con respecto a los tratamientos, a un nivel de significancia de (p<
0.05), se encontr6 que los extractos metandlicos 24 horas y Soxhlet de R.
spathacea,metanolicos 48 horas y Soxhlet y cloroformico Soxhlet de Z
pendula difiricron significativamente de los demas extractos (del Apéndice).

Al realizar la prueba de Tukey de la longitud del coledptilo de trigo (7.

sativum) para los diferentes tratamientos, a un nivel de significancia de (p<
0.05), se hallé que los extractos metandlicos y cloroférmico Soxhlet de Z.

29



pendula 'y metandlicos 48 horas y Soxhlet de R. spathacea difieren
significativamente del resto de los extractos (del Apéndice).

En cafetales a la sombra en Coatepec, Veracruz, los campesinos
utilizan como cultivos de cobertera a diversas especies de la familia de las
comelinaceas que con su presencia y gracias al potencial alelopatico que
poseen, inhibe el crecimiento de cualquier otra maleza dentro del cafetal
(Lang, 1989).

Muchas plantas como Chenopodium album ,que es una arvense muy
comun pueden exudar cantidades toxicas de de dcido oxalico en la época de
floracion e inhibir con ello la germinacién y crecimiento de otras plantas y
organismos diversos. Los tarahumaras cultivan a esta arvense combinindola en
rotacion con ¢} maiz para tener menor incidencia de malezas en sus milpas.
Ello sugiere que las secresiones y residuos de esta planta tienen efecto
alelopatico que se manifiesta inhibiendo el crecimiento de varias plantas en sus
cultivos {(Comunicacion personal).

Lo que nos hace pensar, que en los Huertos familiares y suclos
cultivados de Tabasco, plantas como R. spathacea y Z. pendula, ademas de ser
apreciadas como plantas medicinales, alimenticias o de ornato pudieran ser un
recurso potencial para la solucién de problemas ecologicos.

Basandose en los resuitados obtenidos, es posible proponer que algunas
combinaciones de estas especies en los cultivos pudiera ser una buena solucion
con el objeto de limitar el crecimiento de ciertas malezas o bien que el efecto
repelente e inhibidor de plantas como las estudiadas, pudiera utilizarse para
combatir ciertas plagas, sin dafiar el cultivo.

Por otro lado, los cultivos de maiz podrian ser protegidos alternandolos
con el cultivo de Z. pendula que ademas de mantener bien la humedad de los
suelos, inhibe el crecimiento del hongo A. flavus. Asimismo, la combinacion
de diversos cultivos y variedades, puede retardar el inicio de una enfermedad,
reduciendo la diseminacion de esporas o modificando las condiciones
microambientales como 1a humedad, la luz, temperatura y los movimientos de
las corrientes de aire. Ciertas asociaciones vegetales pueden funcionar ademas,
como repelentes, interruptoras del crectmiento o toxinas, sobre diversos
hongos o microorganismos. En el caso de los patogenos del suelo o de las
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sernillas, algunos compuestos de origen vegetal podrian favorecer la
fungistasis y antibiosis en los suelos. Estas sustancias y sus analogos
quimucos constituyen una fuente valiosa para la sintesis de nuevos
herbicidas y pesticidas. Y particularmente en el presente trabajo, de ser un
recurso prometedor, para la futura produccién de un fungicida util para el

control de A. flavus.

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos se comprobé la hipotesis enunciada y se
cumplieron los objetivos generales y particulares. Ya que se logré demostrar
experimentalmente que los extractos cloroformicos en Soxhlet de Zebrina
pendula nhibieron a las esporas del hongo Aspergillus flavus, a una
concentracion de 100 mg / ml. En contraste con lo anterior, los extractos
metandlicos de ambas especies de comelmaceas promovieron el crecimiento
de A. flavus. Asimismo, los extractos hexanicos y cloroformicos de Rheoeo
spathacea obtenidos por el mismo procedimiento, afectaron a las especies de
semillas de Amaranthus hipocondriacus y Leucaena leucocephala. En los
bioensayos de la germinacion de las semsllas v crecimiento de [a radicula de
Vigna sinensis, A. hipocondiacus v L. leucocephala fueron los extractos
polares de ambas comelinaceas los que mhibieron. En el bioensayo de la
clongacion del coleoptilo de trigo (Triticum sativum), se encontro que fueron
los extractos metanoOlicos de ambas especies de comelinaceas los que
presentaron efecto inhibitorio. Siendo el método de extraccion Soxhlet con

solventes polares el mas efectivo.



SUGERENCIAS

En base a los resultados obtenidos, derivados de la realizacion de los
bicensayos, se plantea lo siguiente:

1).- Determinar la concentracidn mimima inhibrtoria para los extractos que
mhibieron al hongo A. flavus v a las semullas de V. sinensis . A.
hipocondriacus y L. leucocephala asi como en el bioensayo de la elongacion
del coledptilo de trigo (I sativum).

2).- Realizar expeénimentos en mvernadero v campo con semillas sometidas a
los mismos tratamientos para observar el efecto de estos extractos.

3).- Asslamiento e identificacion de los compuestos causantes de la actividad

alelopatica con el objeto de conocer el tipo de estructuras quimicas
involucradas en el proceso.

4).- Desarrollar técmcas apropiadas para la sintesis de los compuestos
causantes de la actividad alelopatica.

5).- Probar la accion de estos compuestos en olros organismaos.
6).- Realizar estudios de Microscopia electrénica de tramsmision para
determunar su accion. Esto implica. su modo de accidn a mivel membrana

celular, division celular, mitocondrias, fotosintesis entre otros aspectos.

7).- Estimular la investigacion de estos compuestos que ofrecen ventajas para
la adopcidn de estrategias bio-ambientales,
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CUADRO 1.- PORCENTAJE DE GERMINACION DE Vigna sinensis PARA LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS

METODO DE EXTRACCION
EXTRACTO 24 HORAS | 48 HORAS | SOXHLET | TESTIGO
R. spathacea HEX 65.00 65.00 62.50 100
Z. pendula HEX 67.50 55.00 60.00 100
R. spathacea CLO 65.00 62.50 62.50 100
Z. pendula CLO 67.50 57.50 65.00 100
R. spathacea MeOH 65.00 45.00 32.50 100
Z. pendula MeOH 30.00 60.00 30.00 100
FIG. 9.- PORCENTAJE DE GERMINACION DE Vigna
sinensis
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1) MAGUEY 24 HORAS, 2) MAGUEY 48 HORAS, 3) MAGUEY SOXHLET
4) MATALI 24 HORAS, 5) MATALI 48 HORAS, 6) MATALI SOXHLET



CUADRO 2.- PORCENTAJE DE GERMINACION DE Amaranthus
hipocondriacus PARA LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS

METODO DE EXTRACCION
EXTRACTO 24 HORAS | 48 HORAS | SOXHLET | TESTIGO
R. spathacea HEX 61.67 55.00 33.33 88.89
Z. pendula HEX 66.67 65.00 26.67 88.89
R. spathacea CLO 73.33 73.33 38.33 88.89
Z. pendula CLO 80.00 83.33 38.33 88.89
R. spathacea MeQOH 48.67 64.48 28.33 88.89
Z. pendula MeOH 35.00 63.33 30.00 88.89
FIG. 10.- PORCENTAJE DE GERMINACION DEmaranthus
hipocondriacus
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90
80
70
60
o0 24 HORAS
40 W 48 HORAS
30 OSOXHLET
20 BTESTIGO

10

3 4 5
EXTRACTOS




CUADRO 3.- PORCENTAJE DE GERMINACION DE Leucaena leucocephala
PARA LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS

METODO DE EXTRACCION
EXTRACTO 24 HORAS | 48 HORAS | SOXHLET | TESTIGO
R. spathacea HEX 67.50 60.00 32.50 73.33
Z. pendula HEX 55.00 60.00 17.50 73.33
R. spathacea CLO 65.00 67.50 22.50 73.33
Z. pendula CLO 77.50 67.50 2.50 73.33
R. spathacea MeOH 0.0 62.50 0.0 73.33
Z. pendula MeOH 65.00 0.0 0.0 73.33

FIG. 11.- PORCENTAJE DE GERMINACION DEeucaena jeucocephala

% DE 8((E):i?ERMINIl\CION
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CUADRO 4.- ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA LONGITUD

RADICULAR* DE V. sinensis
SOLVENTES
ESPECIE METODO |[[ESTADISTICOS [| HEXANO [[CLOROFORMO|| METANOL [| TESTIGO
MEDIA 1.7100 2.4375 1.7100 3.1000
24 H D. ESTANDAR || 0.2586 0.7640 0.2831 0.4359
VARIANZA 0.0669 0.5838 0.0801 0.1900
MEDIA 1.803 2.8575 1.1275 3.1000
R. SPATHACEA 48 H D. ESTANDAR || 0.2586 0.8719 0.2632 0.4359
VARIANZA 0.6669 01,7603 0.0693 0.1900
= —
MEDIA 1.8975 2.3425 1.8975 3.1000
SOXHLET || D. ESTANDAR || 0.4562 0.2210 1.8420 0.4359
VARIANZA 0.0488 0.0488 3.3928 0.1900
MEDIA 1.8700 2.2050 0.7625 3,1000
24 H D. ESTANDAR || 0.1922 0.4793 0.3739 0.4359
VARIANZA 0.0369 0.2297 0.1428 0.1900
MEDIA 1.9850 2,9750 “ 1.2350 3.1000
Z. PENDULA 48 H D. ESTANDAR || 0.2768 0.7468 0.1493 0.4359
VARIANZA 0.0766 0.5577 0.0223 0.1900
MEDIA 2.9375 1.7175 0.5700 3.1000
SOXHLET || D. ESTANDAR || 0.6093 1.5560 0.3682 0.4359
VARIANZA 0.3712 2.4217 0.1356 0.1900

* Longitud en Cm




CUADRO 5. ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA LONGITUD
RADICULAR* DE A. hipocondriacus
SOLVENTES

ESPECIE METODO | ESTADISTICOS | HEXANO | CLOROFORMO | METANOL | TESTIGO
MEDIA 0.3800 0.4375 0.3800 3.1000
24H D. ESTANDAR 0.0222 0.7640 0.0216 0.4359
VARIANZA 0.0005 0.5838 0.0005 0.1900
MEDIA 0.4075 2.8578 0.4450 3.1000
R. SPATHACEA 48 H D. ESTANDAR 0.0562 0.8719 0.0705 0.4359
VARIANZA 0.0032 0.7603 0.0050 0.1900
MEDIA 0.4000 2.3425 0.3250 3.1000
SOXHLET D. ESTANDAR 0.0935 0.2210 0.0238 0.4359
VARIANZA 0.0087 0.0488 0.0006 0.1900
MEDIA 0.4425 2.2050 0.3425 3.1000
24 H D. ESTANDAR 0.035% 0.4793 0.0443 0.4359
VARIANZA 0.0013 0.2297 0.0020 0.1900
MEDIA 0.4000 29750 0,4250 3.1000
Z.PENDULA 48 H D. ESTANDAR 0.0392 0.7468 0.0473 0.4359
VARIANZA 0.0018 0.5577 0.0022 0.1900
MEDIA 0.3325 1,7178 0.3300 3.1000
SOXHLET D. ESTANDAR 0.0222 1.5560 0,0183 0.435%
VARIANZA 0.0005 2.4217 0,0003 0.1900
*Longitud en Cm
CUADRO 6.- ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA LONGITUD
RADICULAR * DE L. leucocephala
SOLVENTES
ESPECIE METODO | ESTADISTICOS | HEXANO | CLOROFORMO | METANOL | TESTIGO
MEDIA 0.0000 0.9050 0.0000 1.1933
24 H D. ESTANDAR 0.0777 0.1303 0.0000 0.1387
VARIANZA 0.0060 0.0170 0.0000 0.0192
MEDITA 1.0150 0.8900 1.0000 1.1933
R. SPATHACEA 48 H D. ESTANDAR 0.1425 0.0860 0.1414 0,1387
VARIANZA 0.0203 0.0074 0.0200 0.0192
MEDIA 0.9250 0.5300 0.0000 1.1933
SOXHLET D. ESTANDAR 0.1576 0.1954 0.0000 0.1387
VARIANZA 0.0248 0.0384 0.0000 0.0192
MEDIA 0.9525 1.1050 0.9825 1.1933
24 H D. ESTANDAR 0.0618 1.1489% 0.0340 0.1387
VARIANZA 0.0038 0.0222 0.0012 0.0192
MEDIA 1.0075 0.9275 0.0000 1.1933
Z. PENDULA 48 H D. ESTANDAR | 0.0150 0.0925 0.0000 0.1387
VARIANZA 0.00112 0.0089 0.0000 0.0192
MEDIA 0.5400 0.0950 0.0000 1.1933
SOXHLET | D. ESTANDAR | 0.2035 0.1900 0.0000 0.1387
VARIANZA 0.0414 0.0361 0.0000 0.0192

* Longitud en Cm.




CUADRO 7- ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA LONGITUD DEL
COLEOPTILO* DE TRIGO (7. sativum) PARA LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS

ESPECIES METODQ | ESTADISTICOS | HEXANO | CLOROFORMO | METANOL | TESTIGO
MEDIA 0.4525 0.3750 0.6675 0.7767
24 H D. ESTANDAR 0.1427 0.0208 0.1247 0.1595
MEDIA 0.4675 0.4175 0.0000 0.7767
R. SPATHACEA 48 H D. ESTANDAR 0.1609 0.0954 0.0000 0.1595
MEDIA 0.3425 0.4025 0.0000 0.7767
SOXHLET | D. ESTANDAR 0.0714 0.1014 0.00:00 0.1595
MEDIA 0.4050 0.5450 0.0000 0.7767
24 H D. ESTANDAR 0.0666 0.1320 0.000 0.1595
Z. PENDULA MEDIA 0.4275 0.5725 0.5200 0.7767
48 H D. ESTANDAR 0.1269 0.0685 0.1374 0.1595
MEDIA 0.4628 0.0000 0.0000 0.7767
SOXHLET | D. ESTANDAR 0.0479 0.0000 0.0000 0.1595

* Longitude en Cm.




INHIBICION DE LA GERMINACION

CUADRO 8.- ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA LONGITUD
RADICULAR* DE LAS TRES ESPECIES CON LOS EXTRACTOS
METANOLICOS

ESPECIES

EXTRACTO __ [ESTADISTICOS | V. sinensis ) A. hipocondriacus | L. leucocephala

MEDIA 1.7100 0.3800 0.0000

1 D. ESTANDAR .2586 0.0222 0.0777

VARIANZA 0.0669 0.0005 0.0060

MEDIA 1.8300 0.4075 1.0150

2 D. ESTANDAR 0.2586 0.0562 0.1425
VARIANZA 0.6669 0.0032 0.0203

MEDIA 1.8975 0.4000 0.9250

3 D. ESTANDAR 0.4562 0.0935 0.1576
VARIANZA 0.2082 0.00870. 0248

MEDIA 1.8700 0.4425 0.9525

4 D. ESTANDAR 0.1922 0.0359 0.0618
VARIANZA 0.0369 0.0013 0.0038

MEDIA 1.9850 0.4000 1.0075

5 D. ESTANDAR 0.2768 0.0392 0.0150

VARIANZA 0.0766 0.0015 0.0002

MEDIA 2.9375 0.3325 0.5400

6 D. ESTANDAR 0.6093 0.0222 0.2035
VARIANZA 0.3712 0.0005 0.0414

*Lengitud radicular en Cm

1) MAGUEY HEX 24 HORAS, 2) 48 HORAS, 3) SOXHLET
4) MATALI HEX 24 HORAS, 5) 48 HORAS Y 6) SOXHLET




CUADRO 8.- ANALISIS DE VARIANZA ({ ONEWAY ) PARA EL % DE
GERMINACION ENTRE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS PARA
TRES ESPECIES.

ESPECIES
ANALISIS 1 2 3
F 8.27 16.62 43.56
p 0000** 0000** L0000**

** ALTAMENTE SIGNIFICATIVO

ESPECIE 1= V. sinensis
ESPECIE 2= A hipocondriacus
ESPECIE 3 = L. leucacephala

CUADRO 9.- ANALISIS DE VARIANZA ( ONEWAY ) DE LA
LONGITUD PROMEDIO DE LA RADICULA* CON RESPECTO A
LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS PARA TRES ESPECIES.

ESPECIES
ANALISIS 1 2 3
F 5.09 17.09 48.37
p 0000** 0000** 0000**

** ALTAMENTE SIGNIFICATIVO

ESPECIE 1= V. sinensis

ESPECIE 2 = A. hipocondriacus

ESPECIE 3= L. leucacephala

fLongitud promedio de 1a radicula en Cm.




CUADRO 10.- ANALISI DE VARIANZA { ONEWAY ) PARA LA
LONGITUD DEL COLEOPTILO DE TRIGO (T. sativum)

ANALISIS VALORES

F 24.90

D 0000**

** ALTAMENTE SIGNIFICATIVO




CUADRO 11.- PRUEBA DE TUKEY* PARA EL % DE
GERMINACION ENTRE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS
PARA V., sinensis.

EXTRACTOS

16118 15 J1a |s|1t [s]r7 3|89l 2]7)12]13 4|11

16 | MATALI MEQOH 24 H.

18 | MATALI MEOH SOXHLET

15 | MAGUEY MEOH SOXHLET
14 | MAGUEY MEOH 48 H.

5 | MATALI HEXANQ 48 H.

11 [ MATALI CLOROFORMO 48 H
6 | MATALI HENANO SOXHLET
17 | MATALI MEOH 48 H.

3 | MAGUEY HEXANO SOXHLET i B
8 | MAGULEY CLOROFORMO 48 H. * |

9 | MAGUEY CLOROFORMO * |
SOXHLET

1 | MAGUEY HEXANO 24 H, * *

2 | MAGUEY HEXANO 48 H. i B

7 | MAGUEY CLOROFORMO 24 H. i

12 | MATALI CLOROFORMO |
SOXHLET

13 | MAGUEY MEOH 24 H. * *

4 | MATALI HEXANOQ 24 H. . £ )*

10 § MATALI CLOROFORMO 24 H. b N

19 TEST]GO * L * » » | = x| * » LN N x| *x ¥ * LA R

* NIVEL DE SIGNIFICANCIA { P<0.05)



CUADRO 12.-PRUEBA DE TUKEY* PARA EL % DE GERMINACION ENTRE
LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS PARA A. hipocondriacus

EXTRACTOS

§ [MATAL] HEXANO SOXHLET
15 [ MAGUEY MEOH SOXHLET

18 | MATALI MEOH SOXHLET.

3 | MAGUEY HEXANO SOXHLET.
16 | MATALIMEOH 24 H.

9 | MATALICLOROFORMO
SOXHLET

12 | MATALI CLOROFORMO
SOXHLET

13 | MAGUEY MEQH 24 H.

2 | MAGUEY HEXANCO 48 H.

1 MAGUEY HEXANOO 24 H.
17 | MATAL] MEQH 24 H.

14 | MAGUEY MECH 24 H.

5 [MATAL]I HEXANO 24 H.

4 | MATALI HEXANO 24 H.

| | ]| w]| w] | = w] u]|
w| w| w]| wj o] #) w]| ¥| 5] »
MEEIEIEIEIEIR] BN
w| ] w]| #]| w| o] =] =] »

.
*
*
7 | MAGUEY CLOROFORMO 24 H, * * |
8 | MAGUEY CLOROFORMO 48 H. * *
10 [ MATALI CLOROFORMO 24 H. * il I
11 | MATALI CLOROFORMO 48 H. * x| *
1% | TESTIGO * M B N s

* NIVEL DE SIGNIFICANCIA { P< 0.05)



CUADRO 13.-PRUEBA DE TUKEY* PARA EL % DE GERMINACION ENTRE
LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS PARA L. leucocephala.

EXTRACTOS

1IB|15]17]|18 |12 |[20]6 |9]3 |4

13 | MAGUEY MEOH 24 H.

15 | MAGUEY MEOH SOXHLET.

17 | MATALI MEOIL 48 H.

18 | MATALI MEQH SOXHLET,

12 | MATAL]I CLOROFORMO
SOXHLET

=

MATALI HEXANO SOXHLET

-]

MAGUEY CLOROCFORMO * . . .
SOXHLET

MAGUEY HEXANG SOXHLET

MATAL] HEXANO 24 H.
MAGUEY HEXANO 48 H.

MATALI HEXAND 48 H.

=

MAGUEY MEOH 48 H.

MAGUEY CLOROFORMO 24 H.

o

MATAL] MEOH 24 H.

e it |y [ | 2D | |

MAGUEY HEXAN( 24 H.

@0

MAGUEY CLOROFORMO 48 H.

11 | MATALI CLOROFORMQ 48 H.

19 [ TESTIGO
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10 | MATAL] CLOROFORMO 24 H.

* NIVEL DE SIGNIFICANCIA { P< 0.05 )



CUADRO 14.-PRUEBA DE TUKEY* PARA LA LONGITUD RADICULAR DE V.
sinensis CON RESPECTO A LOS TRATAMIENTOS

EXTRACTOS

18

18

MATALI MEOH SOXHLET

16

MATALL MEOH 24 H.

14

MAGUEY MEOH 48 H.

17

MATALI MEOH 48 H.

MAGUEY MEOH 24 H.

12

MATALI CLOROFORMO SOXHLET

MAGUEY HEXANOQ 48 H.

MAGUEY HEXANO 24 H.

MATALI HEXANO 24 H.

MAGUEY HEXANO SOXHLET

MAGUEY MEOH SWOXHLET

MATALT HEXANO 48 H.

MATALI CLOROFORMO 24 H.

MAGUEY CLOROFORMO SOXHLET

-

MAGUEY CLOROFORMO 24 H.

MAGUEY CLOROFORMO 48 H,

MATALI HEXANO SOXHLET

MATALI CLOROFORMO 48 H.

TESTIGO

* NIVEL DE SIGNIFICANCIA [ P<0Q.05)




CUADRO 15.-PRUEBA DE TUKEY* PARA LO LONGITUD RADICULAR DE A.
hipocondriacus CON RESPECTO A LOS TRATAMIENTOS

EXTRACTOS
15118 |6
15 | MAGUEY MEOH SOXNHLET
18 | MATALI MECH SOXHLET
6 | MATALI HEXANO SOXHLET
16 | MATALI MEOH 24 H.
9 | MAGUEY CLOROFORMO
SOXHLET.
11 | MATALI CLOROFORMO 48 H.
13 | MAGUEY MEOH 24 H
1 MAGUEY HEXANO 24 H.
3 | MAGUEY HEXANO SOXMLET
5 | MATAL! HEXANO 48 H.
8 | MAGUEY CLOROFORMO 48 H.
2 | MAGUEY HEXANO 48 H.
7 | MAGUEY CLOROFORMO 24 H
19 | TESTIGC
17 | MATAL] MEOH 48 H.
10 | MATALI CLOROFORMO 24 H
12 | MATALI CLOROFORMO
SOXHLET
MATALI HEXANO 24 H. ha i s
14 [ MAGUEY MEQH 48 H. ) Il s

* NIVEL DE SIGNIFICANCIA { P< 0.0§ )



CUADRO 16.-PRUEBA DE TUKEY* PARA LA LONGITUD RADICULAR DE L.
leucocephala CON RESPECTO A LOS TRATAMIENTOS

EXTRACTOS

Blis|17i1g]12]9 |6
13 | MAGUEY MEOH 24 H.
15 | MAGUEY MECH SOXHLET
17 | MATALI MEOH 48 H.
18 [ MATAL] MEOH SOXHLET
12 | MATALI CLOROFORMQ

SOXHLET
9 | MAGUEY CLOROFORMO = fs e [ [=
SOXHLET

6 | MATALI HEXANO SOXHLET N EEEREEE
8 MAGUEY CLOROFORMO 48 H. * * . . * ] .
7 | MAGUEY CLOROFORMO 24 H. = T+ T+ 1 1 |*
3 | MAGUEY HEXANQ SOXHLET * |* |*= 1*= [*= [* [*
11 | MATALI HEXANO SOXHLET « |+ |= [~ ||+ |+
4 | MATALIHEXANO 24 H, * [* [* |* |* [* [+
16 | MATALI MEOH 24 H. * |+ [+ |* |* [* |+
14 | MAGUEY MEOIT 48 H. * » b * * = .
1 | MAGUEY HEXANO 24 H. > |+ [+ 1+ [* [+ |+
5 | MATALIHENANO 48 H. + [+ [+ [* [* [* [*
2 | MAGUEY HEXANO 48 H. * ¢ |» = [+ [*= |*
10 | MATALI CLOROFORMO 24 H. « [+ [* [* [* [* [*
19 | TESTIGO * [+ [+ [+ |+ |+ |+

* NIWVEL DE SIGNIFICANCIA (P< 0.05)



CUADRO 17.-PRUEBA DE TUKEY* DE LA LONGITUD DEL
COLEQPTILO DE TRIGO (T. sativum) PARA LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS

EXTRACTOS

12 114 115 |16 |18 3|7 |9]a [s|s[t]6]2]17]10

12 | MATALI CLOROFORMO
SOXHLET

14 | MAGUEY MECGH 48 H.

15 | MAGUEY MEOH SOXHLET

16 | MATALI MEOH 24 H.

18 | MATALI MECH SOXHLET
3 MAGUEY HEXANOQ SOXHLET * * * * .

7 | MAGUEY CLOROFORMO 24 H. * | | . .

*
-
-
»
-

9 | MAGUEY CLORCFORMO
SOXHLET

MATALI HEXANO 24 H.

MAGUEY CLORQFORMO 48 H.

MATALI HEXANO 48 H.

MAGUEY HEXANO 24 H.

Y el BT LT B

MATAL] HEXANQ SOXHLET

2 | MAGUEY HEXANO48 H.

17 | MATALI MEOH 48 H.

10 | MATALI CLOROFORMO 24 H.

11 | MATALI CLOROFORMO 48 H.

13 | MAGUEY MEOH 24 H.

UBRIBIEIBIBIRI IR EIRS
LR R E R I 2 BRI
wl ] #) & 8 w] k] B #] &
LIRJERJIERIEIEIE IR IEIRIR |
LRI BRIRIERIRI R I IR

19 | TESTIGO

* NIVEL DE SIGNIFICANCIA ( P<0.05)
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semillas, algunos compuestos de origen vegetal podrian favorecer la
fungistasis y antibiosis en los suelos. Estas sustancias y sus andlogos
quimicos constituyen una fuente valiosa para la sintesis de nuevos herbicidas
y pesticidas. Y particularmente en el presente trabajo, de ser un recurso
prometedor, para la futura produccion de un fungicida util para ¢l control de
A. flavus.

Conclusiones

Si fué aprobada la hipdtesis enunciada y si se cumplieron los objetivos
generales y particulares. De este modo, se logré demostrar experimentalmente
la presencia de agentes alelopaticos, en extractos de Zebrina pendula y Roheo
spathacea, con los cuales se obtuvo un mayor o menor efecto inhibitorio segiin
el método de extraccién utilizado. Siendo el método de extraccion Soxhlet con
solventes polares mas efectivos.

Resumen de conclusiones

1) El extracto que inhibid a las esporas del hongo A. flavus fué el
cloroformico en extraccion exhaustiva obtenido de Z. pendula Scnizl. a una
concentracion de 100 mg / ml.

2) ‘En contraste con lo anterior, los extractos metanglicos de ambas especies
de comelinaceas promovieron el crecimiento de A. . flavus.

3) En los bioensayos de germinacion de las semillas y crecimiento de la
radicula de V. sinensis, A. hipocondriacus y L. leucocephala fueron los
extractos polares de ambas comelinaceas los que inhibieron.

4)Los extractos hexanicos y cloroformicos obtenidos en el extractor tipo
Soxhlet afectaron a las especies de semillas de 4. hipocondriacus y L.
leucocephala.

5) En el bioensayo de la elongacion del coledptilo de trigo (7. sativum ), se
observo que los extractos metandlicos de ambas especies de comelinaceas
tuvieron efecto inhibitorio.



Sugerencias

En base a los resultados obtenidos durante los bioensayos realizados se
plantea lo siguiente:

1). Determinar la concentracion minima inhibitoria para los extractos que
inhibieron al hongo A. flavus y a las semillas de V. sinensis, A.
hipocondriacus y L. leucocephala asi como en ¢l bioensayo de la elongacion
del coleoptilo de trigo (7. sativum).

2). Realizar experimentos en invernadero y campo con semillas sometidas a los
mismos tratamientos para observar el efecto de estos extractos.

3). Aislamiento e identificacion de los compuestos causantes de la actividad
alelopatica con el objeto de conocer el tipo de estructuras quimicas
mvolucradas en el proceso.

4). Desarrollar técnicas apropiadas para la sintesis de los compuestos
causantes de la actividad alelopatica.

5). Probar la accion de estos compuestos en otros organismos.
6) Realizar estudios de Microscopia electronica de trasmision para determinar
su accion. Esto implica su modo de accién a nivel membrana celular, division

celular, mitocondrias, fotosintesis entre otros aspectos.

7). Estimular la investigacion de estos compuestos que ofrecen ventajas para la
adopcién de estrategias bio-ambientales.



Fig. 7C: Foto de Microscopia Electronica de Barrido de semilla de A. hipocondriacus a 1000X.
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