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RESUMEN: El estudio serealiz6 con € objetivo de determinar € efecto alelopético de extractos obtenidos
de las hojas de Terminalia catappa L. sobre € crecimiento micdial de Sclerotium rolfsii Sacc. Para dlo
se obtuvieron los extractos con disolventes de diferentes polaridades (éter dietilico, etanol y agua destilada)
y se probaron a varias concentraciones (0,50g.mL"1, 0,65g.mL*y 0,80g.mL?). A través de la determinacion
del indice de Respuesta Alelopatica (IRA) se comprobd que los extractos etéreo y alcohdlico a
concentraciones de 0,50g.mL* y 0,65g.mL"* provocaron inhibiciones menores que la observada en la
concentracion de 0,80g.mLt. El extracto acuoso indujo inhibiciones mayores en las tres concentraciones
probadas. El tamizaje fitoquimico revel6 la presencia de acidos grasos, cumarinas, flavonoides y taninos.

Palabras claves: alelopatia, Terminalia catappa, Sclerotium rolfsii.

Allelopathic effect of Indian almond (Terminalia catappa L .) on Sclerotium rolfsii Sacc

ABSTRACT: The objective of this study was to determine the aldopathic effect of Terminalia catappa L.
leaf extracts on Sclerotium rolfsii Sacc mycdia growth. With this purpose, different concentrations (0.50gmL %,
0.65g.mL*and 0.80g.mL 1) of extracts obtained with solvents of different polarities (ether, ethanol and distilled
water) were tested. By determining the Allellopathic Response Index (ARI), the ethereal and ethanolic extracts
(0.50gmL* and 0.65g.mL1) were shown to induce less inhibition than that observed with 0.80g.mL. The
agueous extracts induced higher inhibition with the three concentrations tested. The phytochemical screening
revealed the presence of fatty acids, coumarins, flavonoids and tannins.
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El empleo de fungicidas quimicos para el control de
hongos fitopatdgenos del suelo ha permitido el incre-
mento de la produccion, debido a la reduccion de las
enfermedades provocadas por estos microorganismos.
Sin embargo, sus efectos adversos sobre la biota del
suelo, el hombre y el medio ambiente, plantean la nece-
sidad de buscar alternativas sostenibles, dirigidas a la
implementacion de una agricultura organica.

Entre los hongos fitopatdgenos del suelo se desta-
ca Sclerotuim rolfsii Sacc como uno de los agentes
causales de pudricion en collar (damping off) de mayor
importancia, afecta a mas de 200 géneros de plantas,
principalmente de las familias Solanaceae y Fabaceae.

Los principios alelopéticos pueden ser una alterna-
tiva importante en el manejo integrado de diferentes
cultivos para minimizar los dafios provocados por hon-
gos del suelo. El género Terminalia, de forma general,
posee una serie de compuestos quimicos que han mos-
trado efectos inhibitorios del crecimiento de bacterias
y hongos (12,3). Especificamente, Terminalia catappa
L. ha demostrado efectos inhibitorios sobre Bacillus
subtilis (4) y algunos hongos del suelo como
Rhizonctonia solani Kuhn (5), Phytophthora nicotianae
var parasitica y Fusarium oxisporum (6).

El objetivo del trabajo fue determinar el efecto
alelopatico de extractos obtenidos de las hojas de T.
catappa sobre el crecimiento micelial de S. rolfsii.
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Las hojas verdes de plantas adultas de T. catappa
se recolectaron en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias ubicada en la Universidad Central «Marta
Abreu» de Las Villas, entre los meses de noviembre y
diciembre de 2011. Se secaron en estufa a 35°C
(Memmert, Alemania) con recirculacion de aire duran-
te 5 dias, luego se molinaron a un tamafio de particula
maximo de 0,5mm (7).

Se trabaj6 con tres tipos de extractos obtenidos en
los disolventes: éter dietilico (MerK, Alemania), etanol
(MerK, Alemania) y agua destilada, para ello se toma-
ron muestras de 140g del material vegetal y se le afia-
dieron 500mL de disolvente en sendos balones de 1L.
La extraccion fue asistida por ultrasonido en un bafio
ultrasoénico (Branson1500, México) durante 30 min. a
una frecuencia de 72Hz, posteriormente fueron filtra-
dos por papel de filtro (Watman 3) (8).

Los extractos etéreo y etandlico se llevaron a se-
guedad en rotoevaporador (Heidolph, Alemania) para
eliminar el disolvente y evitar interferencias debido a
su actividad biocida, luego se resuspendieron en 140mL
de agua destilada con 3g de Polisorbato 80 (MerK,
Alemania) (9). El extracto acuoso fue concentrado en
rotoevaporador hasta llegar a 140mL. Todos los ex-
tractos quedaron con una concentracion de 1g.mL*
como solucién inicial para obtener las concentracio-
nes de trabajo (0,50 g.mL*; 0,65 g.mL*y 0,80 g.mL™).

Para evaluar la actividad alelopatica de la planta
sobre los hongos se utilizo el método de envenena-
miento del medio de cultivo (10). El experimento se
realiz6 a través de un disefio completamente
aleatorizado con tres placas Petri como réplicas para
cada una de las concentraciones por extracto.

Se prepararon para cada extracto tres erlenmeyery
se colocaron en cada uno 15; 10,5 y 6 mL de agua
destilada y 4,5 g de Agar Dextrosa Sabouraud (BioCen,
Cuba). Se esterilizaron en autoclave (RayPa, Espafia).
Una vez concluido este proceso se dejo enfriar hasta
60°C para adicionarle a cada uno, en funcién de la con-
centracion, 15mL, 19,5mL y 24mL de extracto previa-
mente esterilizado por una membrana miliporo (0,2um)
de acetato de celulosa (Sartorius, Alemania). Se unifor-
mo manualmente el medio de cultivoy se repartieron 10
mL en placas Petri estériles de 100mm de diametro y
20mm de altura. Se sembro en el centro de cada placa
un disco de 10mm de diametro, obtenido de las méarge-
nes de un cultivo puro de S. rolfsii (micoteca de la Fa-
cultad de Ciencias Agropecuarias) en Agar Dextrosa
Sabouraud de cuatro dias de edad, se incubd a 28 +
1°C en condiciones de oscuridad. Se midi6 el didmetro
de la colonia cada 24h con una regla milimetrada, en
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forma de cruz y se promediaron los valores. El experi-
mento terminé cuando en el tratamiento testigo la co-
lonia cubri6 totalmente la placa (96h).

Se calculé el indice de Respuesta Alelopatica (IRA)
1.

SiT>M, IRA=(M/T)-1
SiT=M,IRA=0
SiT<M,IRA=1—(T/M)
Donde:

T —Diametro de crecimiento del micelio del patdgeno
en el testigo

M - Didmetro de crecimiento del micelio del patégeno
en el medio de cultivo envenenado con el extracto.

Si: IRA > 0 — Estimulacion.

IRA < 0 — Inhibicién

Para comparar los tratamientos se empled la prue-
ba no paramétrica de Kruskal-Wallis y se utiliz6 el
paquete estadistico SPSS, versién 11.5.

Se realiz6 un tamizaje fitoquimico segun la Norma
Ramal de Salud Publica N° 311/98 (12) para determi-
nar los grupos quimicos de las sustancias que compo-
nian cada extracto. Para comprobar la presencia o no
de estos compuestos se desarrollaron en el extracto
etéreo reacciones para: alcaloides, cumarinas y aci-
dos grasos. En el etandlico: resinas triterpenos o
esteroides, saponinas, aminoacidos libres, cumarinas,
carbohidratos reductores, quinonas, flavonoides,
alcaloides, glucdsidos cardioténicos y fenoles o taninos.
En el acuoso: saponinas, carbohidratos reductores,
flavonoides y fenoles o taninos.

Durante los dias de evaluacion se observaron dife-
rentes niveles de inhibicién en funcion de las concen-
traciones de cada extracto. En las placas envenena-
das con el extracto etéreo (Fig. 1), a las 24h el creci-
miento fue nulo, a partir de las 48h comenzé a obser-
varse el micelio en la placa que contenia el extracto a
la concentracion de 0,5g/mL™2. Al finalizar el experi-
mento (96h) en esta misma concentracion el IRA fue
de -0,6. En las concentraciones de 0,8 g/mLy 0,65
g/mL?* el efecto inhibitorio fue mayor (-0,8 y -0,7 res-
pectivamente). En el caso del extracto etandlico (Fig.
2) se aprecian resultados similares en cuanto a los
niveles de inhibicion micelial en los diferentes mo-
mentos de evaluacién. Para ambos extractos a medi-
da que se aumentd la concentracion se evidenciaron
mayores inhibiciones.
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FIGURAL. indice de RespuestaAl el opéti ca provocado por
d extractoetéreo de T. catappa sobred crecimientomicelial
de S rolfsii. Barras con letras desiguales indican diferen-
ciasdgnificativasparaun mismodia(p< 0,05)./ Allelopathyc
Response Index of T. catappa ethereal extract on S. rolfsii
mycelial growth. Bars with different letters indicate
statistically significant differences for the same day
(p<0,05).
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FIGURA 2. indice de RespuestaAl el opética provocado por
e extracto etandlico de T. catappa sobre € crecimiento
micelial de S rolfsii Barras con letras desiguales indican
diferencias significativas para un mismo dia (p<0,05)./
Allelopathic Response Index of T. catappa ethanolic extract
on S. rolfsii mycelial growth. Bars with different letters
indicate statistically significant differences for the same
day (p<0,05).

IRA

El factor concentracion es de vital importancia para
este tipo de estudios. Se ha determinado que en mu-
chos casos existe una dependencia entre la concen-
tracion de los extractos y su actividad biolégica, a
medida que aumenta la concentracién pueden
obtenerse inhibiciones mas elevadas (13). Varios es-
tudios demostraron que al aumentar o disminuir en
pocas unidades las concentraciones, vari6 el grado de
afectacion que producen los compuestos alelopéticos
sobre el desarrollo fungoso (6, 14).
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El extracto acuoso, a todas las concentraciones,
indujo inhibicién total en cada momento de evaluacion.
No se observé crecimiento micelial en las placas. Al-
gunos autores sugieren, en tal caso, que se relaciona
con la accién de una o varias sustancias alelopéticas
dentro del extracto, las que actdan como inhibidor no
competitivo de alguna enzima (15). Es posible que por
tal razon en las tres concentraciones probadas del
extracto acuoso se aprecie el mismo resultado. Se-
gun las reacciones de identificacion para los diferen-
tes metabolitos, en el extracto etéreo se encontraron
cumarinasy acidos grasos, mientras en los extractos
etandlico y acuoso se hallaron solamente taninos
hidrolizables y flavonoides. La actividad biolégica pro-
ducida por los extractos de la planta sin dudas estara
relacionada con la presencia de algunas o todas estas
sustancias. Asi por ejemplo, compuestos del tipo
cumarina, tales como: metil-esculina, escopolina,
escopoletina y furanocumarinas tienen capacidad
inhibitoria en diferentes sistemas fungosos (16).

Entre los &cidos grasos de mayor importancia des-
de el punto de vista alelopatico se encuentran: aci-
dos linoleico, miristico, palmitico, laurico e
hidroxiestearico (14). Los taninos hidrolizables son
conocidos por su alta toxicidad debido a su propie-
dad de precipitar proteinas (astringencia) y formar
guelatos con metales (17, 18). En estudios con taninos
sobre sistemas fungosos se determiné que estos son
los responsables de la inactivacion de varias enzimas
y que se encuentran involucrados en la formacion de
complejos con iones metélicos, como el hierro (19).
En hojas y frutos de T. catappa se identificaron la
punicalinay punicalagina como compuestos mayori-
tarios, estos poseen efectos inhibitorios sobre el com-
plejo de la succinato deshidrogenasa y ATPasa, ade-
mas afectan la integridad de las membranas debido a
su astringencia (20).

Los flavonoides poseen propiedades antioxidantes
importantes; sin embargo en altas concentraciones ac-
tlan como prooxidantes (21), dentro de este grupo se
identificaron algunos compuestos capaces de afectar
procesos bioquimicos a nivel mitocondrial, entre ellos
se puede mencionar al kaempferol, mircetina,
quercetina, naringenina y umbeliferona que inhiben la
produccion de ATP en la mitocondria (22).

Los extractos etéreo, etandlico y acuoso de T.
catappa poseen efecto alelopatico sobre S. rolfsii. Se
destacé el acuoso por inducir mayor inhibicién en el
crecimiento micelial del hongo. Este efecto puede es-
tar asociado, de forma general, a la presencia de
metabolitos secundarios como &Acidos grasos,
cumarinas, taninos y flavonoides.
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