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Resumen

El Pteridium es considerado la quinta maleza más distribuida en todo el mundo y se ha

propuesto que tan amplia distribución se debe a diferentes estrategias adaptativas como lo es la

defensa química asociada a sus metabolitos secundarios. En este estudio, se tiene como

objetivo determinar si la actividad fitotóxica observada en el Pteridium caudatum podría estar

relacionada con la cumarina presente en sus tejidos, la cual en conjunto con otros metabolitos

secundarios, como las pterosinas A y B, los ácidos fenólicos y taninos, podrían estar

ejerciendo una función alelopática. En este trabajo, se evalúa el contenido de estos

metabolitos, en los extractos acuosos y orgánicos de P. caudatum (frondes en sus diferentes

etapas fenológicas, rizomas y esporas) y en muestras de suelo circundantes a las plantas en

estudio. Así mismo, se estudia la actividad fitotóxica de los macerados acuosos de los frondes

y los efectos de la cumarina patrón sobre el desarrollo de plántulas de Lactuca sativa en medio

hidropónico. Los resultados revelan la presencia de cumarina a nivel de trazas en las esporas,

sugiriendo que pudiera cumplir una función ecológica durante el proceso de dispersión y

germinación de las mismas. El contenido total de cumarina y compuestos fenólicos alcanzan

los valores máximos en los frondes verdes, donde la actividad fotosintética es máxima y el

potencial de compuestos lixiviables disminuye a medida que el fronde avanza hacia su

madurez, 10 cual pudiera ser consecuencia de la mayor lignificación de las paredes celulares

de las células vegetales. En cuanto a la actividad fitotóxica, las pterosinas A y B cuantificadas

en los macerados acuosos de los frondes, no muestran efectos sobre la germinación y el

crecimiento de Lactuca sativa. Por su parte, la fitotoxicidad registrada para la cumarina

demostró que ésta pudiera jugar una función primordial en el potencial alelopático del P.

caudatum, aunque los compuestos fenólicos podrían estar actuando de manera conjunta. Los

bioensayos hidropónicos, sugirieron que la cumarina es absorbida por los tallos y hojas de L.

sativa ejerciendo un efecto fitotóxico en una manera similar a los herbicidas post-emergentes.

Finalmente, la cumarina no fue detectada en el suelo en niveles iguales o mayores a 0,001

mg/Kg de suelo seco. Este resultado podria deberse a varios factores como: metodologia no

óptima para la extracción de cumarina de este tipo de matriz, procesos de retención o

absorción irreversible en el suelo, degradación microbiana ó pérdida por escorrentía debido a

un buen drenaje. Se concluye que, la cumarina en P. caudatum es parte de la defensa química

que esta especie presenta como estrategia competitiva ante las otras especies de plantas

cumpliendo una función alelopática.
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Introducción

Las plantas, debido a su inmovilidad, están muy expuestas tanto a factores bióticos como

abióticos del medio que son los que pueden alejarlas de las condiciones óptimas de

crecimiento, originando estrés (Oliveros, 2006), por lo tanto, deben desarrollar estrategias de

protección o defensa frente a tales condiciones que puedan comprometer su ciclo vital. Existen

dos tipos de defensa que las plantas desarrollan para hacer frente a tales condiciones: la

defensa estructural relacionada con las barreras físicas propias de la morfología de la planta, y

la defensa metabólica asociada con los metabolitos secundarios fabricados por la misma.

Las especies de los helechos del género Pteridiul11 han sido foco de interés en el estudio de

estas estrategias metabólicas de defensa, pues es una maleza con una distribución cosmopolita

y evolutivamente se puede considerar una de las más exitosas, debido a su persistencia a lo

largo de miles de años (Raven et al., 1991; Wieckowska et al., 2012). En Venezuela se han

descrito dos especies de este género de helechos, P. caudatul11 y P. arachnoideum, que han

demostrado tener estrategias de defensa metabólicas bastante efectivas que pueden explicar en

parte el gran éxito invasivo observado.

La actividad fitotóxica observada en el Pteridium, asociada posiblemente con el fenómeno de

la ale/opatía, también pudiera ser atribuida en parte a la cumarina, la cual fue aislada junto con

el ácido 0- cumárico del Pteridium caudatum (Alonso~Amelot et al., 1995). Pese a la gran

cantidad de investigación existente, la dinámica de la cumarina durante el desarrollo

fenológico del fronde, así como su función ecológica en Pteridium caudatum aún está por ser

estudiada.

Ante esta perspectiva, se presentará en una primera parte de este trabajo una revisión general

sobre los metabolitos secundarios, sus rutas principales de biosíntesis, su función como

aleloquímicos en el fenómeno de la alelopatía y las variables que pueden afectar su actividad

biológica, así como también las metodologías comúnmente usadas para el estudio de la

misma. También, se abordara el estudio del género Pteridium y los antecedentes alelopáticos
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realizados así como los metabolitos secundarios presentes en Pteridium caudatum que es la

especie de interés en este trabajo.

Finalmente, se abordará el estudio realizado: el muestreo de los frondes, las metodologías de

obtención de los extractos y de cuantificación, la determinación del contenido de cumarina, de

pterosinas y de fenólicos totales en P. caudatum en las diferentes matrices y la actividad

fitotóxica observada en los diferentes bioensayos.
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CAPÍTULO 1

MARCO TEÓRICO Y PLANTEAlVUENTO DEL PROBLEMA

1.1.- Metabolitos secundarios

El metclbolismp primario comprende una serie de procesos químicos la fotosíntesis y

1(1 respiración.,: IJ)s productos ele estas reacciones son los metaboliws p:·imarios los cuales

tienen funciodes esenciales en el crecimiento. el desarrollo y la reproducción ele las

plantas. Estos comprenden una gran variedad de compuestos orgánicos que incluyen

moléculas ricas en energía tales como sucrosa y almidón, componentes estructurales como

ceiu!osJ. áciclos nucíeicos taíes como AUN (úcido desoxirribonucieico) y ARi'! (ácido

ribonucleico)"y pigmentos tales como clorofila (figura \. ¡). Sc encuentran en todas las

phllltas porque son íos componentes o prod uctos de rutas () cíe los meta bó i icos

Illlldamentales, y además de tener funciones esenciales en 18s plant8s. algunos son

precUl'sores (l1~areri8Ies de partida) p8r(] ¡(] sin tes is de melabo ¡¡tos secu neía]" jos (De\\' ¡el<,

2(02),

C!()rof¡l~ R

Figura 1.1: Estructura quílllica c!e las moléculas
de clorofil(] él y b. <lbunc!alltes en las plantas

verdes (meta bo íitas primarios).

Clorofila A
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Hay cuatro rutas de partida principales (figura 1.2 y 1.3) para el metabolismo secundario

(Mann, 1980; Taiz y Zeiger, 1991):

(a) Ácido shikímico, es el precursor de muchos compuestos aromáticos incluyendo los

aminoácidos aromáticos, ácidos cinámicos, y ciertos polifenoles.

(b) Ácido malónico, que conduce a compuestos fenól icos y también compuestos

nitrogenados, a los alcaloides, antibióticos pectídicos, incluyendo las penicilinas y

cefalosporinas.

(c) Acido mevalónico, que deriva de la ulllon de tres moléculas de acetil-CoA. Este

intermediario clave, de seis carbonos, es luego pirofosforilado, descarboxilado, y

deshidratado para fonnar isopentenil difosfato (lPP). Este último es el bloque de

construcción de cinco carbonos de los terpenos. Es el precursor de poliacetilenos,

prostag!and-inas, antibióticos lnacrocic!os, polifenoJes, y los terpenos isoprenoídes,

esteroides y carotenoides.

(e!) La ruta vía Fosfato de metHeritritol (MEP), está constituida por un grupo de

reacciones que ocurren a través del ciclo de reducción del carbono fotosintético, que opera

en los cloroplastos y que también da origen a terpenos.

Sin embargo, la línea divisora entre el metabolismo primario y secundario es bastante

difusa; hay que tener en cuenta que la diferencia entre metabolitos primarios y secundarios

es sólo funcional, por lo que no pueden ser distinguidos en base a moléculas precursoras,

ni estructura química, ni origen biosintético.

Figura 1.2: Estructura molecular de los precursores de las rutas metabólicas secundarias.
11>.': ~. 11.,'1'11"", "',..., , ,., 1""'. ' _. l. (·"'Ir.. ,1" ~-r.. ', " ,1 r ; "l' 1 .• -1 .' ,1. l ... 1 .... 1. o,' 'lO. _ ..' _ ",1

[,I;umurcs I U'- A-L; IlCUW ,WllIilmICIJ: (lCIUU \-' I",,'+:'I,.JI' )-.','I,.J-LrIII1UrUXI- 1-CICIOIICXCII- I -C(lnJOXIIICU; acuw

malónico: ácido propanodióico; ácido mevalónico: ácido (3R)-3,5-dihidroxi-3-metilpentanoico: MEP: 2,3,4­
Trihidroxi-3-metilbutil dihidrógeno fosfato; IPP: ácido (hidroxi-(3-metilbut-3-enoxi) fosfori I)oxi f()sfónico.
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PRODUCTOS S€CUr'JOARIOS

TERPENOS

FENOUCOS

Figura 1.3: Orígenes biosintéticos de los metabolitos secundarios y su relación con el

metabolismo primario (Taiz y Zeiger, 1991).

Se considera que el potencial que ofrece el reino vegetal como fuente de compuestos no ha

sido suficientemente aprovechado, ya que sólo un ¡imitado porcentaje de las 270.000

especies de plantas superiores conocidas, han sido investigadas en cuanto a sus compuestos

activos y es hecuente el caso en que las plantas son estudiadas solamente por un tipo

específico de actividad biológica (Wink, 2010).

La gran diversidad estructural de metabolitos secundarios que existen se pueden clasificar

en dos grandes grupos: los compuestos basados en carbono y los compuestos nitrogenados.

Entre los compuestos basados en carbono están los terpcnos, los glicósidos cardiacos, los

flavonoides y los compuestos fenólieos como los ácidos fenólicos, taninos y cumarinas.

Dentro de tiene !os alTI inoácidos no proteicos, los

alcaloides, los glicósidos cianogénicos y los glucosinolatos (Mann, 1980; Cseke et al.,

2006).

a) Tcrpcnos: Se conocen unos 30.000 y todos ellos poseen un precursor de 5 carbonos

denominado isopreno. Es el grupo que presenta la mayor diversidad estructural de los

metabolitos secundarios y comprende a los hemiterpenos (C5), los monoterpenos

(el O), los sesquiterpenos (C15), los diterpenos (C20) (se incluyen aquí los
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clerodanos, giberilinas, podolactonas y nigilactonas), los triterpenos (C30) (se incluye

los esteroles y saponinas) y los tetraterpenos (C40) (Cseke et aL, 2006). Solo de los

sesquiterpenos se han descrito más de 3.500 estructuras (Wink, 2008; Wink, 2010).

Son encontrados en aceites esenciales, latex, resinas de plantas, flores y frutos, de

familias como Compositae, Angiospermas, Rutaceae, Meliaceae, Cucurbitaceae,

entre otras. Dentro de este grupo se pueden mencionar el limoneno (presente en los

cítricos) y mentol (presente en la menta). Algunos esteroles tienen funciones

protectoras frente a insectos, como en el caso de la ecdisona presente en el helecho

común (Pteridium spp.) (Figura 1.4) (Ávalos y Pérez, 2009).

I

~
Isopreno

Mentol
Llmoneno

Figura lA: Estructuras del isopreno, precursor de los terpenos y de otras moléculas

conocidas en este grupo de metabolitos secundarios.

b) Glicósidos cardíacos: Se han rcpoliado unas 200 estructuras. Son esteroides de 23

carbonos. Poseen sustituyentes metilos en la posición ¡ ü y ¡ 3, con una ¡aetona de 5

miembros en el carbono 17. Contienen grupos estructurales derivados de azúcares. Se

encuentran principalmente en el género Asclepia (Asclepiadacea), aunque también

los producen algunas especies de las familias Apocynaceae y Sorophulanaceae

(\Vink, 2008; \Vink, 2010). La oleandrina pe¡tenece a este grupo de metabolitos

secundarios (figura 1.5).

c) Compuestos fenólicos: Se conocen unos 8.000 compuestos fenólicos y todos ellos

provienen principatnlente de la ruta del ácido shikímico.Pertenecen a este grupo los
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ácidos fenólicos, las cumarinas, las quinonas y los taninos. Se encuentran en las

hojas, tallos y semillas de plantas (Wink, 2008; Wink, 2010). La cumarina (derivado

de un ácido fenólico), presente en el Pteridium caudatum (Alonso-Amelot et al.,

1995), pertenece a este amplio grupo de compuestos (figura] .6).

Oleandrina
(glicósido cardiaw)

Figura 1.5: Glicósido cardíaco, oleandrina (encontrada en Nerium oleander). (Tomada de

Cseke et al., 2006).

Cumarina
Proantocianidina del sorgo

(Sorghum bicolor).

Tanino condensable

Corilagina.
Tanino hidrolízable

Ácido gálico

Figura 1.6: Algunos compuestos fenólicos (Tomada de Cseke et al., 2006).

d) Flavonoidcs: Dentro de los flavonoides, se agrupan las antocianinas, las catequinas y

los taninos (se clasifican aquí también los taninos condensados). Se han reportado

unas 5.000 estructuras y son heterociclos derivados de la flavona, encontrándose

principalmente como giicósidos, hidróxidos, metóxidos y otros. Estos son comunes

en Angiospermas y helechos (Dewick, 1988; Wink, 2008; Wink, 2010). El flavonol

conocido corno quercetina pertenece a este grupo (figura ¡. 7).
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o.uercetina (flavonol presente en
verduras y frutas)

Esquema de numeración de la
estructura de los flavonoides

Chalconas Flavonas Flavonoles

Flavanonas
Antocianinas Isoflavonas

Figura 1.7: Estructura base y tipos de flavonoides. La quercetina, es ejemplo de un

J1avonol (Tomada de Cseke el al., 2006).

e) Compuestos nitrogenados: Representan a este grupo los alcaloides, glicósidos

cianogénicos, aminoácidos no protéicos y glucosinolatos (figura 1.8). De los

alcaloides se han descrito alrededor de 21.000 compuestos y todos ellos poseen al

menos un átomo de nitrógeno en su estructura. Se sintetizan principalmente a partir

de aminoácidos y algunos de los alcaloides más conocidos son la cafeína y la

nicotina. De los glicósidos cianogénicos hay un reporte de unas 100 estructuras. Son

compuestos con polaridad intermedia, típicamente O-B-glicósidos de (L­

hidroxinitrilos. La prunasina es un glicósido cianogénico que ha sido aislado del

Pteridium spp. Se encuentran usualmente en helechos, gimnospermas, angiospermas,

mono y dicotiíedóneas. Los aminoácidos no protéicos (unas 700 estructuras) están

presentes en las semillas de legumbres y los glucosinolatos (unas 100 estructuras) se

han encontrado en la üunilia Cruciferae entre otras (Wink, 2008; Wink, 2010).
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Cafeína
(alcaloide)

Nicotina
(alcaloide)

T\
I!OC~H) ) J
~O O---{

( ('l!'-! .") \::': N
I'\f" /He) L¡

OH

Prunasina
(glicósido cianogénico)

l-canavanina
(aminoácido no proteico)

Estructura base de los
glucosinolatos

Figura 1.8: Estructuras de algunos compuestos nitrogenados (de los glucosinolatos solo se

muestra la estructura base) Cromada de Cseke et al., 2006).

Los metabolitos secundarios que han sido aislados de las plantas son conocidos como

productos naturales y se les ha atribuido funciones de defensa. De acuerdo con todos los

antecedentes existentes, estos se pueden definir como:

"compuestos químicos producidos por las plantas que no son esenciales en los procesos

¡1Jrinci¡':Jales de las Inislnas) corno crecilniento, desarrollo J' reproducción pero que sin

embargo. tienenfimciones importantes en la delensa y protección de estasfi'ente afactores

biólicos ~V abióticos)J.

Los factores bióticos son las condiciones causadas por otros organismos del ecosistema,

como son ataque de herbívoros, infección por microorganismos, competencia con otras

plantas, entre otros; mientras que los factores abióticos son aquellos debidos a las variables

del medio ambiente como son la radiación solar, la humedad, los nutrientes del suelo, el

viento y la temperatura (Webber y Woodrow, 2009).
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1.2.- Alelopatía

Considerando la amplia investigación existente sobre los metabolitos secundarios de las

plantas y las funciones que cumplen, particularmente en relación a la agricultura, la

fitopatología y los patrones de vegetación, estos son denominados aleloquímicos y el

fenómeno que tiene lugar mediado por ellos es llamado Alelopatía (Rice, 1984).

En 1996, el término Alelopatía, fue definido por la Sociedad Internacional de Alelopatía

como:

"cualquier proceso que involucre metabolitos secundarios producidos por plantas. algas,

bacterias y hongos, que influyan en el crecimiento y desarrollo de sistemas biológicos y

agrícolas".

En términos de las interacciones planta - planta, la acción de los aleloquímicos puede

afectar, entre otras funciones, la respiración, fotosíntesis, actividad enzimática, relación

hídrica, apertura estomatal, niveles hormonales, disponibilidad de minerales, división

celular y elongación, estructura y permeabííidad de las membranas y paredes celulares de

las plantas receptoras alterando su patrón de crecimiento (Chou 1999; Reigosa et al. 1999;

Gatti et aL, 20 i O).

En cuanto a su localización dentro de las plantas que los producen, los aleloquímicos

pueden estar presentes en todos los órganos, incluyendo hojas, flores, frutos, raíces,

rizomas, tallos y semillas, sin embargo, la cantidad y vía de incorporación al entorno varía

de especie a especie de plantas dependiendo también de la naturaleza del aleloquímico

(Putnam y Tang, 1986; Friedman, 1995; Gattí et al., 2010).

1.2.1.- Rutas de liberación de aleloquírnícos

Los aleloquímicos tendrán algún significado ecológico cuando sean incorporados al

ambiente por un mecanismo lo suficientemente efectivo para garantizar una concentración

tóxica a la planta u organismo receptor. Ecoiógicamente, se han propuesto cuatro

mecanismos para la excreción de los aleloquímicos al ambiente, involucrando procesos de

lixiviación, exudación radicular, volatilización y descomposición de partes de la planta en

el suelo (figura J .9) (Whittaker, 1969).
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._)-

"Descomposición

Figura 1.9: Principales rutas de liberación de aleloquímicos al entorno (tomado de

Sampietro 2000).

Esto implica que los aleloquímicos pueden encontrarse en cualquier parte de la planta, y

que la dinámica de su actividad es una función del mecanismo en que estos puedan ser

liberados. Por ejemplo, durante la descomposición de residuos vegetales que implica

material senescente, no hay una función activa de la planta, mientras que la volatilización y

los exudados radiculares son procesos extremadamente activos donde está involucrado el

tejido vivo de la planta (Oliveros, 2008).

1.2.1.1.- Lixiviados

La lixiviación es la remoción de sustancias presentes en la planta por efecto de la lluvia,

nieve, niebla o rocío. El tipo de tejido vegetal, la edad de la planta, la cantidad y naturaleza

de la precipitación determinaran el grado de lixiviación. De esta manera, se liberan Llna

gran variedad de aleloquímicos de diferente naturaleza, tales como, compuestos fenólicos,

terpenos y alcaloides (Tukey, 1970).

Por ejemplo, se ha demostrado que los lixiviados acuosos de plantas como Polygonum

orientale (control de cardenal), Erica vagans (biércol). Calluna vulgaris (brezo) Daboecia

cantábrica (urciona), Vaccinium mytillus (arándano), Pinus densiflora (pino rojo Japonés),
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Pilocarpus goudotianus y Echinacea angustifoli (equínácea) son ricos en compuestos

fenólicos y producen inhibición en la germinación de semillas de diferentes especies de

plantas (Alias, 2006).

Así, se han determinado algunos compuestos en los lixiviados de semillas y hojas de

plantas a los que se les atribuye un posible potencial alelopático sobre plantas silvestres y

cu Itivadas (Tabla 1. 1) (Sampietro, 2000).

Tabla 1.1. Potencial alelopático de los lixiviados de algunos géneros y especies de plantas

(tomada y adaptada de Sampietro, 2000).

Nombre de la
nhlnhl,--------

Datura stramonium
(datura)

Brassica napus
(canola)

Euca~Fptus

globulus
(eucalipto común)

Colmintho oshei

Juglas spp.
(árboles de nueces)

Efecto inhibitorio sobre la

Crecimiento de sorgo
(Sorghum halepense)

Sorghum halapen.~e

Crecimiento de plantas de
cultivo (Lactuca sativa)

Germinación y crecimiento de
Rudberkia hirta y Leptochloo

dubia
Acumulación del peso seco y

elongación del tallo de:
Lonicera maackii.

Lespedeza cuneata, Tr[!olium
incarnatum, Alnus glutinosa, y

Elaeagnus umbeílata.

Aleloquímicos

Escopolamina,
atropina

Alil isotiocianato

Ácidos fenólicos y
terpenoides

(+) Evodona y
desacetil

calaminthona

Juglona

Referencia

Butnari u, 2012

Uremis et al.,
2009

Molina et al.,
1991

Weidenhamer et
al., 1994

Rietveld,1983

1.2.1.2.- Exudados radiculares

Las raíces de las plantas además de servir de sostén y para absorber agua y nutrientes para

el crecimiento dentro del ambiente del suelo también liberan sustancias químicas de interés

(exudados radiculares). La exudación radicular incluye la secreción de iones, oxigeno libre

yagua, enzimas, mucílago y una gran variedad de metabolitos primarios y secundarios que

contiene carbono (Uren, 2000; Bertin et al., 2003; Bais et al., 2006). Los pelos radiculares,

así como las raíces primarias y secundarias en crecimiento activo, por lo general son los

que liberan grandes cantidades de exudados (Rais et al., 200 1; Rertin et al., 2003). El

patrón radicular está determinado principalmente por el tipo de planta, la estructura del

sueio y las interacciones entre íos dos. Estos sistemas radiculares muestran alguna
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plasticidad fenotípica ya que el ambiente en el cual se desarrollan es heterogéneo tanto en

tiempo como en espacio (Bertin et al., 2003; Oliveros et aL, 2009),

Algunas de las mas complejas interacciones químicas, físicas o biológicas que son

experimentadas por las plantas terrestres son las que ocurren entre las raíces y su ambiente

circundante en el suelo (rizósfera) (Bais et aL, 2006). Es en la rizósfera donde se

encontrará toda la carga fitoquímica liberada por la planta y la región donde es de esperar

se encuentre la máxima actividad ejercida por los compuestos, o ejercida sobre ellos como

es el caso de ia biodegradación. Así, esta es la zona que está siendo estudiada en la

búsqueda de los agentes verdaderamente activos (Oliveros et aL, 2009).

Los diferentes metabolitos secundarios (aleloqu ím icos), en los exudados radiculares,

afectan en las plantas susceptibles la producción de metabolitos, la fotosíntesis, la

respiración, el transporte a través de la membrana, la germ inación, el crecim iento radicular,

el crecimiento del tallo y la mortalidad celular (Einhelling, 1995: Weir et aL, 2004; Bais et

aL, 2006). Así mismo, a través de la exudación de esa amplia variedad de compuestos, las

raíces pueden regular la comunidad microbiana del suelo, afectar funciones fisiológicas de

las plantas vecinas, hacer frente a los herbívoros, estimular la simbiosis benéfica y cambiar

las propiedades físicas y quím icas del suelo (Walker, et. aL, 2003).

"6'"""''-' de los cOn1f¡ues!()s fito(óxieos que han sido identificados en exudados radiculares

de las

tenhIUI'ea nUICli!usa, ccntaurea rnCllc,Kla el

centaurea

1.2.1.3.- Volatilización

et Bais

En los ecosistemas de desierto y mediterráneos, o en zonas de alta radiación solar, la

estrategia de liberación de compuestos alelopáticos utilizada frecuentemente es la

volatilización, debido al predominio de altas temperaturas y fuertes vientos. La liberación

por volatilización de estos aleloquímicos está mayormente restringida a plantas que

producen terpenos (comúnmente aceites esenciales) (Dudareva et aL, 2004) y se obtienen
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fundamentalmente de las partes no lef\osas de la planta, en especial de las hojas. Son una

compleja mezcla, principalmente de terpenoides, en particular monoterpenos (C 10) Y

sesquiterpenos (C 15), y una variedad de compuestos aromáticos, óxidos, éteres, alcoholes,

ésteres, aldehídos y cetonas, que determinan el característico aroma y olor de la planta que

los produce (Batish et al., 2008). Los géneros que comúnmente liberan compuestos

volátiles incluyen Artemisia, Salvia, Parthenum, Eucalyptus y Brassica (Sampietro, 2000).

Entre las funciones reportadas para los aceites volátiles de Thymus capitatus, Satureja

thymbra y Rosmarinus oflicinalis se ha encontrado que estos estimulan la respiración del

suelo, lo cual esta relacionado con una mayor actividad de los microorganismos (Vokou et

ai., 1984). Así también, se ha reportado que los compuestos volátiles de las llores sirven

como atractores de los polinizadores o como defensa frente al ataque de herbívoros

evitando con esto ei daf\o del tejido vegetal (Matsuyama et al. 2000; Dudareva et al., 2004;

Cipollini et al., 2008). En el caso del género Eucalyptus, estudios realizados demuestran

que el mecanismo de bioactividad de los aceites sobre las plantas reduce la supervivencia

de las células y el contenido en clorofila, ARN y carbohidratos (Kohli et al., 1988).

1.2.1.4.- Descomposición vegetal

La descomposición de los residuos de la planta es un proceso central de las funciones del

ecosistema y del ciclo de los nutrientes. Se han estudiado ampliamente los factores que

afectan la velocidad de descomposición y las dinámicas relacionadas con los nutrientes, de

acuerdo a las condiciones ambientales, características químicas y diversidad de residuos

VVorsll,HT1 983" Kobayashi, 2004). Adcnlás, se han reportado tanto inflücncias

positivas como negativas que tienen los residuos sobre el crecimiento y regeneración de las

especies vegetales Estos efectos se han relacionado con diferentes

mecanismos tales como: impedimento físico, penetración reducida de la luz, efectos sobre

la actividad de predación y liberación de eOlnpuestos aleloquÍlnicos durante la

descomposición de los residuos vegetales sometidos a procesos físicos, quím icos y

biológicos en el suelo (Bananomi et a!., 2005; Walker et a!, 2003).

Los estudios indican que la dinámica de liberación de compuestos fitotóxicos durante la

descomposición de los residuos puede potencialmente afectar !a dinám ica de la población

y, consecuentemente, la estructura de las comunidades de plantas, por ejemplo a través de

la alteración de factores eOHficos cnanoo la aCllm!llación oe a le!o(lIlím icns alcanza IIna~ ~- - - ._._. -- .-._- --- -- ._ --- _. . __... - __ . • . ~ .. w._. __

cierta concentración (Bonanomi et al., 2005; Bonanomi et al., 201 1).
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1.2.2.- Va dables en la actividad de los Aleloquímicos

Una vez que un aleloquímico es incorporado al ambiente, su actividad se verá afectada por

variables del entorno, las cuales además afectaran la producción de los aleloquímicos por

la planta donadora. Estas variables o factores de estrés generan reducción de funciones

fisiológicas (como: absorción de agua o nutrientes, fotosíntesis, respiración, crecimiento,

desarrollo y reproducción) haciendo a este fenómeno un proceso dinámico que se

desarrolla en distintas fases el

- Estrés.

- Respuesta al estrés.

- Aciimatación.

- Adaptación (en un tiempo evolutivo).

Entonces, se podría definir el estrés como un estado en el cual las demandas fisiológicas

desestabilizan el correcto funcionamiento de ia planta, seguido por una fase de

normalización y de resistencia. Si la planta es forzada a vivir fuera de estos límites de

tolerancia y su capacidad de aclirnatación es sobrepasada, el resultado es una dernanda

crónica e incluso la muerte. Sin embargo, el efecto de estos factores de estrés no solo

depende de la intensidad y del tiempo de exposición a los mismos, sino también de la

especie, variedad e incluso del individuo, así como de las condiciones de vida previas de la

planta. Los principales factores de estrés que afectan la biosintesis de aleloquimicos y su

actividad son: la ontogenia de la planta (planta donadora y receptora), las condiciones

metereológicas, el suelo)' la concentración de aleloquínlicos en el entorno (¡\Iias, 2006).

] .2.2.1.- Ol1ltogenia de la planta

La ontogeni.a (también llamada morfogénesis u ontogénesis) describe el desarrollo de un

organismo, desde el óvulo fertilizado hasta su senescencia, pasando por la forma adulta.

Esta consiste principalmente de dos procesos: el crecim iento y la diferenciación celular. El

crecimiento involucra la división y ampliación celular que esta relacionada con la biomasa,

el número, tamafío y volumen de las células. La diferenciación involucra por su parte, al

desarrollo de los tejidos como hojas, tallos y raíces. Esta diferenciación regula el desarrollo

fenológico que es evidente a través de la morfología, el desarrollo de las plántulas, la

floración, la maduración fisiológica y la velocidad de desarrollo, y que determinará la

defensa química producida por las plantas. Este desarrolio fenológico y en consecuencia
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las defensas químicas producidas son moduladas por los factores bióticos y abióticos del

entorno (Herms y Mattson, 1992;

Algunos estudios empíricos han examinado las trayectorias ontogénicas en la defensa

química de las plantas, concentrándose generalmente sobre los tej idos aéreos; así, el

conocimiento sobre las tendencias generales de la defensa de la planta (desde el punto de

vista de interacción planta-planta) a lo largo del desarrollo está limitado. De acuerdo a

esto, se han estudiado los cambios en la biomasa de la planta, calidad nutricional y

defensas químicas para los tejidos subterráneos y aéreos a lo largo del crecimiento de

Plantago lanceolata encontrándose un aumento significativo de iridoides glicosídicos que

cumplen funciones de defensa frente al ataque de herbívoros (Quintero y Bowers, 201 1).

Por otro lado, algunas plantas proveen a las semillas de altas concentraciones de

metabolitos secundarios, posiblemente para protegerlas, hasta que germinen y las plántulas

hayan crecido, como es el caso de las semillas de tonka o sarrapia

cuales almacenan cumarina en gran cantidad (Herms y Mattson, ]992).

las

1.2.2.2.- Condiciones meteorológicas

Cuando se trata con los aleloquímicos en plantas, es importante considerar las condiciones

como temperatura, estrés hídrico y radiación solar. Estas condiciones han demostrado

afectar la cantidad de aleloquímicos producidos, pudiendo restringir el crecimiento de las

plantas y reducir la velocidad fotosintética (Khalid et al., 2002). Carbohidratos no

estructurales tienden a ser acumulados, bajo estas condiciones y pueden explicar el

aumento de síntesis de sustancias de defensas basadas en carbono pelienecientes al

metabolismo secundario (Sosa, 2003).

Un ej(;mplc es el uaUdl" de Ongrni3 y colaboradores donde ,.,.."""+.",.",, que en el

campo, condiciones de estrés hú¡".,·n el crecimiento de la flor del Mexicana

se pero una cantidad más de

sl¡sl.allcias a\(~!O!DatIC(lS por peso seco que ausencia de estrés hídrico.

Así mismo. los compuestos fenólicos son de gran importancia en la adaptación de las

plantas frente a las fuerzas evolutivas de selección de naturaleza biótica y climática, en
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paliicular con referencia a la función protectora frente a la excesIva radiación solar.

Estudiando la dinámica de los compuestos fenólicos de bajo peso molecular (FBPM) y de

alto peso molecular (FAPM) en los helechos neotropicales Pteridium caudatum (1180 ­

2140 msnm) y Pteridium arachnoideum (1880 - 3190 msnm) se registró la acumulación

progresiva de ambos tipos de compuestos fenólicos con la expansión del fronde, por el

incremento de la superficie de la lám ina expuesta a la luz del sol. Los niveles de FA PM

correlacionaron positivamente con la elevación en ambas especies de helecho. La respuesta

independiente de ambos tipos de fenólicos a la radiación solar se interpretó como una

protección más efectiva y de costo metabólicamente mas efectivo de los FAPM frente a la

luz UV-B que los FBPM o como una activación diferencial por la luz de los pasos claves

en la biosíntesis de FAPM y FBPM en el helecho (Alonso-Amelot et al., 2004; Alonso­

Amelot et al., 2007).

Para elucidar los efectos de la temperatura y el fotoperiodo sobre la calidad y cantidad de

los exudados radiculares de Cueumis sativus, cv. Shougoin-Aonaga-Fushinari (Pramanik,

2000), los investigadores prepararon cultivos hidropónicos bajo condiciones de

temperatura y fotoperiodo controladas. El crecimiento radicular (y acumulación de peso

seco) se redujo, especialmente a alta temperatura y largo fotoperíodo. Paralelamente, la

velocidad de exudación en las etapas vegetativas y reproductivas de ácido benzóico,

derivados del ácido cinámico y ácidos grasos (que fueron identificados en la solución de

los hidropónicos), incrementó con la elevación de la temperatura y el alargamiento del

foto período, siendo la velocidad media de exudación dos o tres veces más alta que el valor

mínimo obtenido a bqja temperatura y cOl10 fotoperiodo.

Por lo tanto, las plantas pueden experimentar de manera simultánea diferentes tipos de

estrés, pudiendo responder de una forma aditiva, sinérgica o antagónica. Algunos estudios

revelan que la respuesta de la planta a condiciones de estrés múltiple es diferente a la que

se observa cuando el estrés es impuesto por separado (Cen y Bornman, 1993; Balakumar et

al., 1993). Por ejemplo, en Cistus ladan((er la inducción de tlavonoides depende de la luz

ultravioleta así como del contenido de agua en hojas, siendo la suma de estos factores

especialmente relevante en su producción total (Chaves, 1994; Chaves y Escudero., 1997).
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1.2.2.3.- Suelo

El suelo es un sistema físico, químico y biológico complejo. J cO.!np()n'UTlllenlo de

ieos en el suelo cstú Onhi'i'n,:,rln no solo por las pn:lpleclacles lSli::O':lUllllicas

contenido de humedad) de sino también por la materia los

m IcroormUHsrrlOS Ellos afectan la desoreión de estos

eorn¡:lllcstC)S así eomo su "",'"",, 1.1 11(ICIC'no'o de esto un proceso el inárll ¡co.

sensibilidad dcla

,,1r'lnn!lirnicos liberados desdc donadora y la

es también c1ependlellte de las condiciones

la cantidad deAsí

de crecimiento de ambas nl:'II11:IS (Kobayashi, 2002;

Condiciones meteorológicas

Factores de las plantas

---~ Exudación

Rizomas y raíces muertas

""""" """ #4,~~ ...,:~ Uxiviación

Factores del suelo

Oonadora

t Absorción
!¡__0__• 1

I
Presencia en l.

el agua de!. i

1_. __~l~I~_o_. !

E _
LW: Factores que ai'(.,ctan el la actividad ritotóxica de los

¡',I,vl"i.:nicos en suelo

Entonces, dependiendo del tipo de suelo y de sus características fisicoquímicas, la

producción de toxinas por parte de las plantas así como su actividad se verán afectadas y

son muchos los trabajos que dan evidencia de ello; un ejemplo lo tenemos en el estudio del

efecto que produce el suelo sobre la síntesis de terpenos de la especie Cistus monspeliensis,

realizado por Rivoal y colaboradores (2010). Ellos observaron que las velocidades mús

altas de emisión de terpenos (de compuestos individuales y totales) se obtuvieron en
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sustrato de silicio. Este resultado está de acuerdo con la hipótesis del balance

carbono/nutrientes, ya que el sustrato de silicio tiene más bajo contenido de nutrientes

(bajo nivel de nitrógeno y baja capacidad de intercambio catiónico) que el sustrato

calcáreo. Cuando todos los factores son favorables, los procesos de crecimiento

predominan sobre la producción de los compuestos secundarios, pero cuando un nutriente

tal como el nitrógeno es escaso, la planta asignará proporcionalmente más recursos a los

compuestos secundarios basados en carbono tales como terpenos. Esto se demuestra con la

correlación negativa encontrada entre el contenido de nitrógeno del suelo y la producción

de terpenos en la hoja.

También los aleloquímicos pueden ser transformados por los constituyentes del suelo;

como en el caso de los ácidos fenólicos p-hidroxibenzóico, p-cumárico, ferúiico, siríngico,

y los ácidos vanílico que al ser retenidos en suelos tipo arcilloso, por compuestos no

cristalinos de hidroxiaiuminio y hierro y por otros mineraies, ocurre una polimerización de

los compuestos fenólicos catalizada por estos m inerales de la arcilla (lndeljit, 1996).

Así mismo, se ha reportado que los frijoles de Mucuna pruriens liberan 3-(3',4'­

dihidroxifenil)-L-alanina (L-DOPA) corno un aleloqufmico que inhibe el crecirniento de

otras plantas; se observó que la actividad inhibitoria depende del tipo de suelo,

reduciéndose extremadamente en Andosols (alto contenido de minerales de aluminio y

hierro principalmente). Al adicionar una solución de L-DüPA al suelo, la concentración

del metabolito en la solución disminuyó por la absorción y reacciones dc transformación

(polimerización), observándose una actividad catalítica de los componentes del suelo

(figura 1.11 Y 1.12). /\.sí miS1TIO, e,l efecto inhibitorio deL-DOPP~ sobre el crecimiento de

las plantas receptoras se debilitó, lo que indicó que la actividad alelopática se va perdiendo

(H iradate et a!., 2005).

Por su parte, los procesos de retención retardan el movimiento del aleloquímico en el

ambiente, por ejemplo en el caso de la juglona, 5-hidroxi-1 ,4-naftalenediona (figura 1.12),

la concentración en suelo de este aleloquímico disminuye en un 80% con el aumento de la

distancia a mas de 4 metros de la hilera de árboles de Juglans nigra L. (Jose y Gillespie,

1998).
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Figura 1.B: Comportamiento químico y biológico de L-OüPA en ambientes de suelo

(Hiradate et al., 2005).
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1.12: Estructura

Los microorganismos del suelo, también juegan un papel importante en la determinación

de la persistencia de los aleloquímicos en el suelo, pues consumen moléculas orgánicas y

por lo tanto los aleloquímicos pueden no acumularse a los niveles fítotóxicos, por lo que la

planta donadora puede no exhibir alguna actividad alelopática en situaciones naturales.

Además, en muchas situaciones, un compuesto liberado por las plantas puede ser inocuo,

mientras que su producto de degradación microbiana puede ser tóxico (Inderjit, 2005).

También se debe tener presente que la actividad microbiana dependerá de la temperatura,

materia orgánica, pH del suelo, contenido de nutrientes y contenido de agua en el suelo

(Hanson, 2010). La juglona, ya mencionada anteriormente, ha sido detectada en suelos con

un alto contenido de humedad, lo cual favorece su acumulación, extracción y actividad
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fitotóxica, pues estas son condiciones de reducción anaeróbicas que no favorecen la

degradación biológica y química de la juglona (Rietveld, 1983). Si embargo, un estudio de

degradación microbiana, realizado por Rettenmaier y colaboradores (1983), usando

Pseudomonas pulida, que fue aislada de suelos donde crece Juglas nigra, demostró que se

puede catabolizar lajuglona. Los pasos de degradación son:

hidroxi-J)1ucon

húbÍlat de la las del

condiciones síntesis

actividad el::

cualitativa de los mismos en la yen el suelo

en la eIi5;pC'11lIJl L¡daci cuantitativa :V'

De esta manera, las principales rutas de biotransformación (degradación) de los

aleloquímicos en el suelo citadas por Hanson (2010) son:

y Foloquímica: Ocurre debido a la destrucción de los enlaces químicos por la

radiación UV. Esto estará determinado por la estructura del aleloquímico, el tiempo

de exposición y la época del año.

)r Químico (agua o suelo): Cambia la estructura química debido a los factores

abióticos en el suelo, por ejemplo la hidrólisis de una molécula por el agua presente

en el suelo. Esto dependerá del pH, la temperatura, contenido de materia orgánica y

arcilla, humedad del suelo y por la estructura química del aleloquímico (anillos y

cadenas, grupos funcionales).

)r Microbiano (agua o suelo): Cambia la estructura química debido a la actividad de

los microbios que producen enzimas que degradan los compuestos. Los organismos

usan las moléculas como fuente de alimento.

)r Metabolismo animal/planta: Producen cambios en la estructura química de los

compuestos de acuerdo con su metabolismo.

Los numerosos tipos de reacciones que esencialmente tienen lugar para que se produzca la

degradación de los aleloquímicos en el suelo, de acuerdo con las rutas mencionadas, son:

deshalogenación, desalquilación, descarboxilación, oxidación, reducción, hidrólisis,

conjugación, ruptura de anillos, polimerización, entre otras (Hanson, 2010).
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1.2.2.4.- Concentración de los aleloquímicos y mezclas de estos

La cuantificación de la concentración de los aleloquímicos incorporados al ambiente (en

particular al suelo) es necesaria para estudiar la alelopatía. Williamson y Weidenhamer

(1990) sugirieron que la toxicidad está dada principalmente en función de la concentración

existente de toxinas y de su tasa de renovación por la planta alelopática. Sin embargo, la

concentración de los aleloquímicos en el campo depende de la densidad y crecimiento de la

planta alelopática, hábitat, patrón de cultivo, y prácticas agrícolas. Es por lo tanto muy

difícil determinar los valores de concentración exacta de los aleioquímicos bajo

condiciones de campo.

En principio, la concentración de un aleloquímico se debe determinar por la tasa de entrada

al ambiente (es decir, lixiviados de la hoja, exudados radiculares, o descomposición y

lixiviación de los restos de la planta), absorción y desorción por semillas y raíces, fijación

por los componentes del suelo y degradación microbiana. Todos estos factOl'es revelan que

existe desigual distribución de las sustancias fitotóxicas y además, los efectos inhibitorios

en suelo dependen de la pmbabilidad de la exposición, de las raíces de las plantas afectadas

a los focos de toxinas (Inderjit y Dakshini, 1995).

Así mismo, se debe considerar que los aleloquímicos son liberados al medio ambiente

C0i110 rnezclas de cOinpliestos de diversa naturaleza, y generalnlentc su actividad es üna

consecuencia de la combinación de los mismos. Las interacciones alelopáticas son el

resultado de la actividad sinergfstica, aditiva o antagónica de varios aleloquilnicos, nlás

que de la actividad de uno solo de ellos. Bajo condiciones de campo, estos efectos pueden

Un ejemplo de esto lo muestran Williams y Hoagland (1982), los cuales realizaron estudios

de fitotoxicidad de varios compuestos fenólicos sobre la germinación de nueve especies de

malezas y plantas cultivables. El ácido clorogénico, el p-hidroxibenzaldehido, y el

pirocatecol, cada uno combinado con la cumarina, inhibieron la germinación. La

combinación de cumarina + p-hidroxibenzaldehido tuvo un efecto aditivo sobre Cannabis

sativa y Sida acuta, inhibiendo la germinación en mayor grado que cualquier compuesto

individual.
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1.3.- Estudios alelopáticos. Evaluación de la actividad de los aleloquímicos

1.3.1.- Diseño de ensayos biológicos

En términos generales, el diseño de los ensayos biológicos, para la evaluación del

fenómeno alelopático, se basa en objetivos bien específicos y es dependiente de la dualidad

planta receptora/planta donadora y de las características del agente potencialmente

alelopático. Estos objetivos incluyen algunas de las siguientes características (Inde~jit y

Nilsen, 2003):

,( Presencia y liberación de aleloquímicos en la planta denominada donadora.

,( Inhibición de los parámetros de crecimiento de la planta denominada receptora e

interferencia del aleloquímico con sus procesos fisiológicos.

,( Destino final del aleloquímico en el suelo.

,( Movimiento del aleloquímico en el suelo y su absorción por la planta receptora.

,( Fenómenos de detoxificación del aleloquímico absorbido por la planta receptora.

,( Efecto del aleloquímico sobre la ecología del suelo y dinámica de nutrientes.

,( Interacción con promotores, inhibidores y sustancias neutras en el ambiente suelo.

Bajo estas directrices, se han desarrollado una gran diversidad de bioensayos para el

estudio de los efectos de los aleloquímicos aislados o liberados por plantas, sobre el

crecimiento y distribución poblacional de otras especies en su vecindad. En esta dirección,

la mayoría de los bioensayos se han centrado en la identificación de aleloquímicos

potenciales, evaluación de sus efectos fitotóxicos o sus efectos en el crecimiento de

plantas, asociadas o no a la productora (plantas receptoras estándares o malas hierbas), con

el objetivo de implementar relaciones estructura - actividad, que incluyen aleloquímicos y

análogos sintéticos (Oliveros, 2008).

Muchos de los bioensayos para tales estudios alelopáticos incluyen: germinación de

semillas, pruebas de crecimiento de coleóptilo, pruebas de plantas completas, efectos sobre

las membranas celulares y otros (Hoagland y Williams, 2003). Estos bioensayos permiten

determinar que compuestos muestran actividad alelopática y determinar esa actividad

cualitativa y cuantitativamente. Desde el punto de vista metodológico (en el laboratorio),

se pueden mencionar los bioensayos en placas de Petri (usando como soporte agar, papel
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filtro, perlas de vidrio y suelo entre otros), bioensayos hidropónicos y bioensayos en

materos con suelo (Pisula y Meiners, 20]0).

Un tipo de bioensayo relacionado es el diseño de cocultivo (un tipo de hidropónico), el

cual se fundamenta en la importancia del destino de los aleloquímicos en el suelo,

permitiendo determinar los niveles de exudados radiculares y el potencial alelopático de

manera simultánea de una especie donadora sobre una receptora (lndel:jit y Dakshini,

1995). En este tipo de bioensayo se deben considerar diferentes variables como: la especie

donadora y la especie receptora (velocidad de crecimiento, los niveles de aleloquímicos

liberados a través del exudado de la raíz y densidad de plantas) y la naturaleza química de

los compuestos exudados (Belz y Hurle, 2004; Oliveros, 2008).

Uno de los aspectos que deben tomarse en cuenta al momento de diseñar un ensayo para

probar la existencia de la alelopatía, es el grupo al cual pertenece la planta, sospechosa de

ser alelopática, pues el proceso alelopático en los cultivos y sus residuos es diferente al de

las malezas y el de las malezas perennes es diferente del de las malezas anuales, debido a

la naturaleza siempre verde. Por lo tanto, el hábitat de la planta debería ser considerado

cuando se disefian los bioensayos alelopáticos (Inderjit y Dakshini, ]995).

En cuanto al tratamiento del material vegetal, en muchos estudios éste es molido para

valorar la actividad alelopática o para identificar y aislar los aleloquímicos. Esta molienda

produce la liberación de ciertas enzimas, sales, aminoácidos, y compuestos que pueden no

ser liberados bajo circunstancias naturales. Los bioensayos realizados con material vegetal

macerado de esta manera son de poca relevancia ecológica, pues el procedimiento de

extracción causa cambios cualitativos y cuantitativos en el perfil fítoquímico. Algunos de

esos compuestos no pueden ser naturalmente lixiviados o exudados, y por lo tanto, no son

fisiológicamente importantes aun cuando puedan ser significativos en los bioensayos de

laboratorio. Por lo tanto, la molienda del material vegetal en los estudios alelopáticos

debería evitarse (Inderjit y Dakshini, 1995).

Por otro lado, la metodología de extracción de los aleloquímicos es esencial en los

bioensayos alelopáticos. La selección del material a extraer (partes vegetales de la planta

de sospechada actividad alelopática o su suelo asociado) y del solvente a usar debe
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realizarse con criterio. Es necesario establecer no solamente la presencia de estos químicos,

en concentraciones biológicamente activas, sino también el nivel de persistencia capaz de

afectar a otras plantas en su vecindad. Por lo tanto, el aislamiento e identificación de los

aleloquímicos presentes en el ambiente es de gran importancia para poder establecer la

presencia de la alelopatía (Indel:jit y Dakshini, 1995).

Entre los solventes más usados en los procesos de extracción están agua fría, agua caliente

y solventes orgánicos tales como metanol, cloroformo, e hidróxido de sodio. Sin embargo,

debe evitarse el uso de agua caliente o de solventes orgánicos o inorgánicos, debido a que

hay diferencias cualitativas y cuantitativas entre los aleloquímicos extraídos en los

bioensayos del laboratorio y los que se transfieren al ambiente en condiciones naturales

(Inderjit y Dakshini, 1995).

En resumen, las siguientes consideraciones pueden reducir la diferencia entre los

bioensayos de laboratorio y las interacciones en campo, durante el estudio de la alelopatía:

1.- Prestar atención al hábitat y al patrón de ciclo de vida de las plantas alelopáticas.

2.- No moler el material vegetal y evitar la extracción con solventes orgánicos.

3.- Seleccionar un tipo de suelo similar al de residencia de la planta alelopática.

4.- Realizar un análisis químico de los suelos modificados para así seleccionar un suelo

cuyas características químicas simulen lo mas cercanamente posible a esas de residencia de

la planta alelopática.

El reto que hoy día se presenta es estudiar este sistema con el objetivo de seguir el

aleloquímico desde la especie donadora hasta la receptora, de una manera dinámica; es

decir, durante el tiempo en que las dos especies estén enfrentadas. Lograr determinar toda

la ruta del aleloquímico, significaría dar una evidencia contundente de la translocación de

un aleloquímico sintetizado por una especie, liberado al ambiente, detectado en los tejidos

de la especie receptora, donde además se registren efectos anormales en sus parámetros de

crecimiento. Todo ello representaría una evidencia del fenómeno alelopático, hoy día

pendiente de ser demostrado (Oliveros, 2008).
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1.3.2.- Medidas cuantitativas de respuestas biológicas

Las técnicas de bioensayos son ampliamente usadas para la determinación cuantitativa de

las respuestas biológicas a los aleloquímicos. Leather y Einhellig (1986, 1988) han

revisado exhaustivamente la naturaleza y tipos de técnicas de bioensayo usados en

alelopatía y se ha demostrado que la respuesta de un organismo a un químico depende,

entre otras cosas, de la dosis. Se ha descrito en muchos casos, una respuesta de

estimulación del crecimiento a bajas concentraciones del aleloquímico y de inhibición a

altas concentraciones (Lovett et al., 1989). La respuesta de las plantas a los aleloquímicos

como las fitotoxinas, se relaciona de manera no-lineal, por lo que, los efectos alelopáticos

pueden ser adecuadamente cuantificados por modelos matemáticos no-iineajes (Beiz et aL,

2005).

De acuerdo con esos antecedentes y resuitados experimentales, Hiradate (2006, 20 i O),

propone que el potencial alelopático de una planta se evalúa sobre las bases de dos

ind icadores:

1) La actividad específica (actividad biológica por unidad de peso del compuesto).

Altos valores de este indicador conducen al descubrimiento de los compuestos más

activos con un bajo ECso (concentración específica del aleloqu ím ico que ejerce la

mitad del efecto máximo sobre la planta receptora).

2) La actividad total (actividad biológica por unidad de peso del organismo que

produce el compuesto), es una función del producto entre la actividad específica y el

contenido en el organismo.

1.4.- Pterülium

El género Pteridium está constituido por plantas vasculares sin semilla, conocidas

popularmente en Venezuela como el helecho macho. En general, los helechos son un grupo

de plantas que aparecieron desde antes del Carbonífero y poseen representantes aun en la

actualidad (Raven et al., 1991; Wieckowska et al., 2012).

Este es uno de los géneros de plantas cosmopolitas más exitosas en el mundo (figura 1.13).

Al menos tres de sus características pueden expl icar este hecho: (1) tiene una remarcada

plasticidad morfológica que facilita su adaptación a varios hábitat, (2) esta químicamente

26

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



bien defendido frente a herbívoros y otras plantas con un arreglo de toxinas de amplio

espectro estructural y (3) invade nuevos territorios tanto por su reproducción sexual, a

través de la dispersión de un gran número de esporas microscópicas (figura 1.14), las

cuales son llevadas por el viento viajando largas distancias (Tryon 1941; Alonso-Amelot,

2002), como por la extensión de su red de rizomas, los cuales son capaces de mantener

repetidos cortes de sus frondes que hayan sido aclarados por el fuego o por aplicaciones de

pesticidas (Alonso-Amelot y Rodulfo-Baechler, 1996).

1.4.1.- Clasificación y distribución del helecho macho

Reino: Plantae

División: Pteridophyta

Clase: Filicopsida

Orden: Polypodiales

Familia: Dennstaedtiaceae

Género: Pteridium

FÍ!!U1'a 1.13: Fronde de Pteridium.

Figura 1.14: Esporas en un fronde maduro

de Pteridium caudatum (Fotografía tomada

por Jorge Luis Ávila).

El Pteridium afecta profundamente los ecosistemas intervenidos por la actividad

agropecuaria en los cinco continentes, y hasta islas remotas del océano Pacífico (ver tabla

1.2). Crece en regiones templadas y subtropicales en gran parte del mundo, incluyendo la

mayoría de Europa, Asia y Norte América en el Hemisferio Norte y Australia, Nueva

Zelanda y el norte de Sur América en el Hemisferio Sur.
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1.4.2.- Especies del Pteridium presentes en Venezuela

El Pteridiu111, helecho macho, helecho de montafía, helecho común, o helecho águila, crece

profusamente en las zonas montafíosas húmedas y semi húmedas de toda Venezuela

(Ortega, 1991), quedando exentos de su abundante presencia algunos lugares como las

zonas desérticas, el espinar xerofítico, las selvas húmedas tropicales, las selvas nubladas de

montaña (mientras no se les elimine pues cuando esto ocurre crece explosivamente), y las

sabanas húmedas bajas hipertérmicas del trópico en las que no puede competir con otras

especies vegetales que están mejor adaptadas para sopoJiar los meses de sequía extendida

(A lonso-Amelot, 1999),

En Venezuela, el helecho macho se extiende a lo largo de toda la Cordillera Andina, que

comienza desde ei Táchira y Bega a la Península de Paria a través de ia Cordiiiera de ia

Costa y el Macizo de Turumiquire. Esto incluye las ramificaciones hacia el norte, por la

cordillera de Perijá y la Serranía de Coro. Se le ha detectado en varios puntos de Guayana

como Los Pijiguaos y la Gran Sabana y algunos tepuyes en el Estado Bolívar, y la Sierra

de lrnataca (Ortega, 1991).

Los pies de monte se ven igualmente afectados desde los 300 a 500 m sobre el nivel del

mar, como se pueden observar a ambos lados de la Cordillera Andina. Montafías

geológicamente aisladas y recientes, tales como el cerro Santa Ana en la península de

Paraguaná, posee macizos de helecho macho, a pesar de estar rodeado por todas partes de

bosque xerofítico en el que no hay estos helechos, y que las montaJlas más cercanas -la

Sierra de Coro- se encuentran a más de cien kilómetros de distancia. Ello demuestra la

capacidad invasiva de esta planta por intermedio de sus esporas (Alonso-Amelot, 1999).

En Venezuela se han descrito dos especies neotropicales del helecho macho, Pteridiu111

caudatum y Pteridium arachnoideum.

A lo largo de los años ha habido discrepancias en cuanto al rango taxonómico que se debía

dar a estos helechos que ahora son considerados especies; de modo que en 1976, Cooper­

Driver expresó que el considerar al Pteridium como un género monospecífico era

demasiado conservador, puesto que, por ejemplo, el Pteridium arachnoideum es lo

suficientemente distinto para ser considerado una especie separada.
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Tabla 1.2: Algunas de las especies de Pteridium que han sido reportadas y clasificadas

taxonómicamente de acuerdo con estudios morfogénicos.

Especie

P. aqllifinllm

P. arachnoidellm

P. calldatllm

P. esclllentum

P. semihastatllm

Sub-especie

aquilinum

capense

centrali-africanum

decol11posifwn

*feei

japonicum

latisculum

pinetorum

pinetorul11

pseudocaudatum

pubescem'

wighlianul11

Variedad

fulvum

osl11undaceum

Distribución
geográfica

Oeste de Europa
y Norte de
África
Sub-Saharan en
Africa
Sub-Saharan en
Africa

Hawaii

Centro América

Norte y Este de
Asia

Norte América

Norte, Centro y
Este de Europa

Norte y Centro
de Europa

Norte América

Norte América

Sur y Este de
Asia
Centro América
y Suramérica

Centro América
y Suramérica

Centro América
y Suramérica

Asia y
Australasia

Referencias

Marrs y Watt,
2006; Thomson,
2004
Thomson et al.,
2005
Thomson et al.,
2005
Thomson et al.,
2008
Thomson et al.,
2008
Thomson et al.,
2008
Thomson et al.,
2008
Thomson et al.,
2008
Marrs y Watt.
2006; Thomson,
2004
Thomson et al.,
2008
Thomsol1 et aL,
2008
Thomson et al.,
2008
Thomson et al.,
2008
Thomson y
Alonso-Amelot
2002
Marrs y Watt,
2006; Thomson,
2004
Thomson et al.,
2008

*Este taxón tiene estrictamente dos nombres válidos, P. /eeí y P. aquílinul11 vaL/ecí. Sin embargo recientes
trabajos moleculares sugieren que este taxón es cercano a las sub-especies de P. aquilínul11 y es probable que
sea rediseñado como se muestra provisionalmente aquÍ.

Por otra parte, criterios morfológicos, ecológicos, bioquímicos y genéticos apoyaron

plenamente el rango específico y el nombre P. caudatum (L.) Maxon, para esta otra

especie y se argumentó en contra del estatus de variedad denominada P. aquilinum var.

caudatum.Además la var. caudatum no fue una nominación apropiada al taxón para las
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subespecies P. aquilinum ssp. caudatum (L.) Bonap., que fue mantenido por Tryon (1941)

para agrupar predominantemente a las variedades de helecho del Hemisferio Sur en

contraste con las variedades predominantes del Hemisferio Norte que comprenden P.

aquilinum ssp. aquilinum (Thomson, 2000; Thomson y Alonso-Amelot, 2002).

1.4.3.- Morfología comparativa

Una remarcable plasticidad genética asiste al helecho en su habilidad por invadir nuevos

territorios (Parks y Werth, 1993). Esta flexibilidad es reflejada en rasgos morfológicos que

son claramente diferenciados en las dos especies neotropicales (Alonso-Amelot, et al.,

1995). Este helecho posee frondes de hasta 2 metros, con un rizoma subterráneo

desarrollado y con pelos pardos oscuros. Normalmente los frondes son compuestos, es

decir la lámina está dividida en foliolos o pinas, que están unidas al raquis (figura 1.15)

(Alonso-Amelot y Rodulfo-Baechler, 1996).

Las especies P. caudatum y P. arachnoideum pueden ser claramente distinguidas por la

forma y el color de las pínulas en el fronde maduro. Mientras la lámina foliar del fronde

del P. arachnoideum muestra generalmente una superficie más oscura con segmentos muy

duros y una separación dada por pequeños lóbulos opuestos a la mayoria de los segmentos,

el P. caudatum posee una coloración verde más ligera con segmentos menos duros y mas

espaciados sin lóbulos opuestos; en éste los segmentos y lóbulos parecen fundidos (figura

1.16) (Alonso-Amelot y Rodulfo -Baechler, 1996).

El P. arachnoideum desarrolla mucha más densidad que el P. caudatum con gran cantidad

de biomasa aérea y subterránea. Si estas plantas desarrollan diferentes morfologías es de

esperarse que sus estrategias invasivas puedan variar cualitativa y cuantitativamente

también. Esto está ejemplificado por la distribución aititudinai de las dos especies. El P.

caudatum ocupa preferiblemente las altitudes más bajas variando desde el nivel del mar

(ocasionalmente) hasta cerca de ¡os 2100 msnm y elP. arachnoideul11 prefiere niveles

superiores desde 1300 m hasta 2800 msnm con ocurrencias ocasionales sobre los 3200

mSnm (A ¡ollso-Amelot et al., 1995).

El helecho macho se caracteriza por su crecimiento rápido y la facilidad con la que se

extiende a nuevos territorios por su 1110do de reproducción, sexual y asexual y su sistema

subterráneo de rizomas. Produce un número prodigioso de esporas microscópicas que

30

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



pueden alcanzar los 10 g por fronde en el caso del P. arachnoideul11, o más de un billón de

paltículas. Aunque la tasa de germinación de estas esporas es baja, esto es suficiente para

colonizar efectivamente nuevos territorios desnudos (Alonso-Amelot et al., 2(01).

Figura 1.15:

Características morfológicas del

Pteridium en forma generalizada;

(a) lámina del fronde; (b) raquis;

(e) pina; (d) stipe; (e) nectario; (f)

cayados con pelos; (g) primorclio

foliar referido al pequef'ío retof'ío;

(h)ápice del retofio; (i) 1inea

lateral; (j) raíces petiolares ­

encontradas en variedad

esculentum; (k) raíces; (1) rizoma;

(m - p) pina mostrando: (m)

pínula;(n) nervadura de la pina;

(o) pinu leta o segmento; (p)

nervadura de la pínula (Marrs y

Watt, 2006).

P. cal/da/um P. arachl1oidel/m
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Figura 1.16: Comparación

de la morfología de las pinas

de las dos especies de

Pteridium encontradas en

Venezuela (Tomada de

Alonso - Amelot y Rodulfo

-Baechler, 1996).
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1.4.4.- Etapas fenológicas

El desarrollo de los frondes de Pteridium puede dividirse en cuatro etapas fenológicas (ver

figura 1.17) (Alonso-Amelot, et al., 1995).

~ Primera etapa: Aparece el cayado en la superficie del suelo; es un tejido muy

tierno que crece verticalmente (O - 9 días).

~ Segunda etapa: Aparece desplegado el primer par de láminas foliares a ambos

lados del raquis. Las otras láminas se encuentran todavía expandiéndose en forma

de cayados secundarios (10 - 17 días).

~ Tercera etapa: Aquí ya se encuentra desplegada el segundo par de láminas foliares

(20 - 30 días).

~ Cuarta etapa: Se desarrollan todas las pinnas y se observa toda la fronda

completamente extendida a lo largo del raquis (35 días hasta senescencia)

lera etapa 2da etapa 3era etapa 4ta etapa

Figura 1.17. Pteridium caudatw11 en las cuatro etapas fenológicas de desarrollo (Tomada

de Alonso-Amelot, 1999).

1.4.5.- Toxicidad del Pteridillm spp.

El helecho macho no es solamente una maleza que crece profusamente, ahogando pastos y

algunos cultivos, sino que también al ser ingerido por los animales de cría, P. aquilinum

produce una variedad de afecciones graves: avitaminosis B 1, afecciones hematológicas,

ceguera de las ovejas, hemorragia interna, hematuria enzoótica bovina (HEB), entre otras

(Alonso-Amelot, 1999).

Esta estrategia de defensa del Pteridium está relacionada directamente con los metabolitos

secundarios producidos y esto se demuestra con los estudios realizados sobre la toxicidad

de este helecho.
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1.4.5.1.- IIudaDos

Estudios realizados por Niwa y colaboradores (1983) demostraron la presencia del

ptaquilósido en el helecho macho (figura l. l 8), el cual parece ser el responsable de toda la

sintomatología de la Hematuria Enzootica Bovina (HEB), pues al suministrarlo

experimentalmente a bovinos por vía oral indujeron tanto lesiones vasculares como los

carcinomas (Hirono et al., 1984).

OH

Figura 1.18: Estructura química del ptaquilósido.

1.4.5.2.- Ácidos fenólicos

El PleriJium sintetiza un gran nllmero de rnetabolitos secundarios derivados de las rutas

del ácido shikímico y ácido mevalónico, y de la derivatización de ciertos aminoácidos.

Varios de los ácidos fenólicos son notorios entrc los metabolitos sccundarios aromáticos,

algunos de los cuales muestran actividad anti-microbiana (Levin, 1971). De especial

interés es el ácido clorogénico (figura l. l 9), un éster qUIl11CO del ácido cafelco,

ampliamente distribuido. Este compuesto inhibe el crecimiento de larvas de Lepidoptera

cuando es incorporado a las dietas artificiales (Stevenson et al., ] 993).

Acido clorogénico Ácido Q-cumárico

Figura 1.19: Algunos compuestos fenólicos encontrados en Pteridium.
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El ácido o-cumárico y su producto de ciclización, la cumarina, han sido reconocidos

también entre la fracción fenólica de P. aquilinum en una muestra de la especie neotropical

Pteridium caudatum (Alonso-Amelot et al., 1995). Ambos grupos, ácidos carboxílicos

aromáticos y cumarinas, son conocidas por actuar como fitotoxinas frente a otras plantas

(Alonso-Amelot, 2002).

1.4.5.3.- Flavonoides

Por otra parte, los flavonoides son comunes en helechos (Wollenweber, 1989), y el helecho

macho no es la excepción en la síntesis de series limitadas de tlavonoles (Swain y Cooper­

Driver, 1973; Imperato, 1995; Imperato, 1996; Imperato y M inutielío, 1997; Imperato,

1998). Estos compuestos son posiblemente bioactivos frente a microorganismos. En

particular, la quercetina, considerada un inductor de tumores de la vejiga iieal urinaria en

ratas, antineoplásico y un mutágeno para células procariotas y eucariotas, provoca la

ruptura de ia hebra de ADN en presencia de compuestos de cobre y de oxigeno, rearregios

de ADN y aberraciones cromosómicas (Alonso-Amelot, 2002).

1.4.5.4.- Taninos

En el entendimiento de los compuestos fenól¡cos, particularmente los polifenoles o taninos,

se ha invertido considerable esfuerzo, debido a que las características de estos compuestos

sustentan teorías de defensa, síntesis y acumulación preferencial de metabolitos

secundarios. Estos compuestos son modelos dentro de la defensa cuantitativa siendo uno

de los 111ás observados en el cstüdio de la dinánlica de defensa basada en carbono (Oliveros

et al., 1999). Los taninos condensados derivados de la procianidina y de la prodelfinidina

son de gran inlportancia para la defensa quünica del helecho l11ucho, debido a la gran

cantidad almacenada en los frondes. Estos han sido un componente sustancial en las teorías

de defensa de las plantas fundarnentadas qUÍlnicalll.cnte, ya que ellos se unen fuertelnente a

las proteínas de la dieta, y reducen la digestibilidad y el valor nutritivo de los tejidos de las

plantas devorados por los insectos y vertebrados (Alonso-,A.melot, 2002).

1.4.5.5.- Glicósidos cianogénicos

Otra línea de defensa química que hace frente a la herbivoría en el helecho es la actividad

cianogénica, la cual es considerada fundamental en algunas plantas y artrópodos. Esta

actividad deriva del glicósido mandelonitrilo prunasina, el cual está presente desde las
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etapas tempranas de su desarrollo (Kofod y Eyjolfsson, ]966; Berti y Bottari, 1968;

Hadfield y Oyer, 1988). La evolución de HeN ha sido probada en gametófitos y

esporófitos jóvenes y la capacidad para liberar HCN por simple mordida del tejido del

helecho, como ocurriría durante el masticado, es una clara indicación de que los genotipos

cianogénicos también contienen prunasinasa, esto es una enzima ~-glucosidasa, que es

almacenada en un compartimiento celular diferente, la cual cuando entra en contacto con la

prunasína, consume la porción de glucosa produciendo la inestable mandelonitrilo (1­

cíanohidrina. Este compuesto es luego transformado por la acción de una segunda enzima,

oxinitriJasa, en HCN y benzaldehído por ~-eliminación (figura 1.20). El aldehído es

también tóxico para algunos organismos (Alonso-Amelot y Oliveros, 2000; Alonso-

Amelot, 2002).

I:Lglucosidasa
l-'v ) o

) 0-1 + HCN
~

J:

l- ---'
Figura 1.20: Secuencia de reacciones que conducen a la formación de ácido cianhídrico a

partir de prunasína.

1.4.5.6.- Fitoecdisteroides

Entre Jos metabolitos secundarios en Pteridium producidos por la ruta del ácido

mevalónico están Jos fitoecdisteroides (figura 1.21) (Takemoto et al., 1968; Takemoto et

al., 1973). Estos compuestos son considerados hormonas de muda de artrópodos. Por lo

tanto, las larvas de insectos fitófagos que son expuestas a cantidades críticas de

ecdisteroides durante la alímentación en principio pueden estar en riesgo de mudar

prematuramente y así poner en peligro su desarrollo hasta adultos exitosamente

reproductivos. Han sido descubiertos en el Pteridium varios fitoecdisteroides: (1-ecdisona,

pterosterona, ponasterona A, y su glucósido, ponasterósido, estos covielien al Pteridiul11 en

la única planta vascular conocida que contiene tantos ecdisteroides (Alonso-Amelot, 2002).
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Figura 1.21: Estructura química de la a-ecdisona (2B,3B,5B,22R)2,3, 14,22,25­

Pentahidroxicolest-7-en-6-ona), un fitoecdisteroide encontrado en las pinas de Pteridium

aquilinum (L.) Kuhn (Kaplanis et aL, 1967).

1.4.5.7.- lndanonas

Otra clase de terpenoides aislados del helecho macho está representado por un grupo de

sesquiterpenil indanonas llamadas pterosinas y sus glicósidos, los pterosidos (Yoshihira et

aL, 1978; Fukuoka et aL, 1978; Kuroyanagi et aL, 1979).

Estos tienen estructuras moleculares relativamente simples, pero pueden guardar una

relación cercana con la carcinogénesis del helecho. Tales compuestos no son exclusivos de

las especies de helecho macho sino que están ampliamente distribuidas entre los helechos

de la familia polypodiaceae (helechos epifitos). El hecho de que las pterosinas sLII:jan de los

iludanos reactivos, también presentes en Pteridium, aumenta la posibilidad de que algunas

de eiias puedan ser artefactos. Sin embargo, las pterosinas del helecho macho han

mostrado ser moderadamente citotóxicas y no hubo evidencia de que actúen como agentes

alquilantes frente a compuestos citopiasmáticos o nucleares, un prerrequisito de

carcinogénesis. Por lo tanto, no se puede mostrar que los extractos del helecho que

contienen pterosinas (Pterosina A y 8, ver figura i .22) inducen ia toxicidad observada en

el ganado cuando los animales comen el helecho. Contrariamente a los taninos que se

acumulan en las vacuolas celulares y otras partes de las plantas, las pterosinas en el

helecho aparecen en altas concentraciones en los cayados jóvenes y declinan rápidamente

con el crecimiento de los frondes hasta la madurez (Alonso-Amelot et aL, ¡992). Tal

reducción vertical en la concentración de pterosinas en relación a la etapa fenológica puede

indicar que son producidas temporalmente y desviadas a destinos todavía desconocidos

dentro de la planta. Las pterosinas son posiblemente una fuente de carbono que es
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consumida con el crecimiento del fronde en lugar de ser acumuladas junto con otros

metabolitos secundarios en las vacuo las de las células. Posteriores pruebas bioecológicas

de estas indanonas deberían arrojar luz sobre las funciones que cumplen las pterosinas en

los helechos (Alonso-Amelot, 2002).

Pterosina A Pterosina B

Figura 1.22: Indanonas que han sido reportadas en Pteridium spp.

1.5.- Metabolitos secundarios presentes en Pteridium spp., asociados a una actividad

alelopática

El Pteridium spp., aun en climas que varían desde calientes hasta fríos y desde húmedos

hasta secos, produce supresión del crecimiento de otras plantas lo cual no puede estar

relacionado a la competencia por la luz, humedad del suelo, u otras formas de interferencia

física. Su toxicidad, demostrada por experimentos de laboratorio, sugiere fuertemente la

hipótesis que la alelopatía es el mecanismo que induce a esta planta al patrón tan

extensivamente inhibitorio (Gliessman y Muller, 1972 y 1978).

En la Tabla 1.3 se muestra un resumen de algunos estudios realizados sobre alelopatía del

Pteridium spp., demostrando que el efecto inhibitorio de los metabolitos secundarios está

presente como parte de la detensa metabólíca de este helecho.

De esta manera, Stewar (1975) en estudios realizados con los extractos acuosos de frondes

senescentes de Pteridium aquilinum [L.] Kuhn var. pubescens Underw., encontró una

reducción en la germinación de Rubus parvlflorus Nutt. y R. ,spectabilis Pursh.. En los

estudios de invernadero, la hojarasca del helecho también redujo la emergencia de las

especies receptoras.
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Tabla 1.3: Resumen de algunos estudios realizados sobre alelopatía de Pteria'ium spp.

Especie de
Pteridium
Pteridium

aquilinum (L.)
Kuhn.

Pteridium
aquilinu/11 [L.]

Kuhn varpubescens
Underw.

Pteridium
aquilinu/11 (L.)

Kuhn.

Pteridium
aquilil1um

Pteridium
aquilil1l1/11 (L.)

Kuhn

Pteridium
esculentum (forst.

f.) c:ockaync

Pteridiwl1
aquilinu/11 (L.)

Kuhn.

Pteridium
arachnoideum
(Kaulf) Maxon

Pteridium
aquilinum (L.)

Kuhn.

Pteridium aquilinum
(L.) Kuhn.

Parle del helel:ho

Frondes verdl~s,
amarillos y
sl~nescentes

Frondes
Si~nescentes

Suelo asociado
con el helecho

(zona de la
rizósfera)

Frondes en
hojarasca

Frondes verdes

Frondes verdes

Frondes verdes

Frondes verdes

Frondes verdes y
rizomas, y

hojarasca y sudo.

Extractos acuosos
de helecho

Especie(s) receptora(s)

Bromus rigidus y Avenafatua
(gramíneas)

Rubus parvUlorus Nutt. (Rosaceae), R.
spectabilis Pursh. (Rosacea) y

Pseudotsuga menziesii [Mirb.] Franco
(Pinaceae)

HordeUll1 vulgare (gramíneas)

Hierbas en el campo

Plantas cultivadas: Zea maíz, Arachis
h)pogaea, Sesamum orientale, Capsicum
annwl1 val'. gro,mm, Licopersicum
esculenturn, Brassica nigra.
Maliezas: Portulaca o/eracea, Momordica
charantia, Sida rhombilolia, l{eurolaena
lo bata, Mikania cardllo/ia.

Eucalyptus ohliqua o Eucalyptus radiata

PO{Julus tremu/a 1,. y Pinus sylvestris L.

Guazuma ulmifolia, Schinus
terebinthifólici A'¡¡conia cinnamomi/ólia,
Tabebuia heptaphylla and Entel'olobium
contortisiliquum, entre otras.

Vegetales

Festuca Cll'undinacea (gramínea) y
hifolium pratense L. (Leguminoseae)

Actividad alelopática observada

Efecto tóxico - se sugiere la
hipótesis de la alelopatía.

Reducción de la germinación de
las ¡:species re:ceptoras

Actividad fitotóxica, inhibición
crecimiento de la raíz

Inhibición y exclusión severa

Efectos inhibitorios sobre la
germinación (de los extractos

metanólicos).

Redujo la supervivencia de [as
plántulas a la edad ele [O meses en
un 50% (observaciones hechas en

campo)
Efectos inhibitorios de los frondes

verdes sobre la radícula, e
incremento de la inhibición en los

frondes senescentes.
Efecto inhibitorio de la

germinación de semillas y
morfología de las plantas.

Inhibición germinación de
semillas y de la elongación del
hipocótilo y radícula (por los
frondes verdes)

Efecto inhibitorio sobre
germinación de las semillas
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Extracto "elacionado con
la actividad

Extractos acuosos

Extractos acuosos

Solución patrón de ácidos
fenólicos (según

':omposición en suelo)

Lixiviados producidos en
el campo luego de las
primeras lluvias de la
estación de invierno
(ácidos fenólicos)

Extractos acuosos y
metanólicos.

Competitividad del helecho
(observaciones luego de
chaguado y quema de la

parcela estudiada)
Compuestos volátiles de

1m: frondes, material fresco
e1el helecho, y extractos

acuosos.

Lixiviados (acuosos).

Extractos acuosos.

Extracto acuoso.

País de
~;tudio

Estados
Unidos

Estados
Unidos

Nueva
Zelanda.

Costa
Rica

México

Australia

Norte y
Sur de
Suecia

Brasil

Taiwan

Cmacia

Referencia

Ohessma:n
and Muller,

1972

S te \\"-art
( 1975)

Olass.1976

(,líesSlnan v
f\/luJler .

Nava, et al.,
1987

Tolhllrst y

( 1

Dolling, el
al.,1994.

Silva y
Belinato,

2010..

Wang et al.,
2011

Kutnjak el
al., 201
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Por su parte, el análisis químico de varios tipos de suelo realizado por Whitehead (1964),

reveló la presencia de ácidos fenólicos (ácido p-hidroxibenzoico, vanílico, p­

hidroxicinámico, ferúlico, en concentraciones de 10-5 M) en la solución del suelo asociado

con Pteridum aquilinum (L. Kuhn). Posteriores estudios hidropónicos usando la

composición de ácidos fenólicos reportadas previamente en solución de CaS04, sobre

cebada (Hordeum vulgare), mostraron una severa inhibición del crecimiento radicular

(Glass, 1976).

Nava y colaboradores (1987), encontraron que los extractos acuosos de frondes verdes no

tuvieron efectos significativos sobre las especies receptoras (plantas cultivadas y malezas),

mientras que los extractos metanólicos inhibieron fuertemente la germinación en mostaza

(Brassica nigra) y tomate (Licopersicum esculentum). Sin embargo, con Pteridium

esculentum (forst. f.) las observaciones hechas en campo, demostraron que esta especie es

competitiva con las especies de eucalipto, ya que luego de 10 meses de edad, la

superpevivencia de estas plantas fue de un 50% (Tolhurst y Turvey, 1992). Los autores

indican que la competencia del helecho fue predominantemente por la iuz,lo cual

consideran redujo el vigor de las plántulas de eucalipto haciéndolas más susceptibles a la

sequía, heladas, insectos y hongos. Así mismo, dernostraron con experirnenlos in vilro, que

los lixiviados (de los frondes verdes) colectados en campo, no afectaron la germinación de

las semillas de estas especies de eucalipto.

Nuevamente, se reportó que los frondes en descomposición (senescentes y hojarascas)

parecen ejercer un efecto inhibitorio mayor que Jos macerados acuosos de frondes verdes

de Pteridium aquilinum (Dolling et al., 1994). Se observó efecto inhibitorio durante la

estación de crecimiento del helecho, cuando éste todavía es inmaduro y vulnerable a la

interferencia de otras especies. Un incremento posterior de esta inhibición, durante la etapa

de senescencia y descomposición del helecho, sugirió que hay una trasformación de los

productos naturales o una acumulación de compuestos inhibitorios.

Recientemente, en estudios de campo realizados en Brasil por Silva y Belinato (2010),

evaluando el efecto de los lixiviados del Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon, sobre la

germinación y morfología de las plántulas de 11 especies de árboles nativas (unas pioneras

y otras secundarias en proyectos de reforestación), así como de la supervivencia y
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crecim iento después de 12 meses, se reveló que estos lixiviados ejercieron un efecto

inhibitorio sobre la germinación de semillas y morfología de las plántulas, siendo las

pioneras aparentemente más resistentes que las especies secundarias.

Finalmente, también los estudios recientes de Wang y colaboradores (2011) Yde Kutnjak y

colaboradores (2011) con los extractos acuosos de frondes verdes de Pteridiul11 aquilinul11

(L.) Kuhn, demostraron los efectos inhibitorios sobre la germinación de semillas y la

elongación de la radícula. Esta actividad observada en todas las especies de Pteridium que

han sido reportadas por diferentes autores, se ha asociado principalmente a la presencia de

taninos, ácidos fenólicos y sus derivados, en los lixiviados y tejidos internos de los frondes

de PteridiUlIl spp.

1.5.1.- Fenólicos y taninos

Los fenólicos son unos de los muchos metabolitos secundarios implicados en la aleloparía.

Los fenólicos y sus parientes oligoméricos y poliméricos, los taninos, son muy estudiados

ya que su presencia y concentración en los tejidos de las plantas han sido relacionadas con

la reducción en las preferencias de herbivoría, susceptibilidad a la herbivoría por

patógenos, bloqueo selectivo de infecciones y alelopatía (Alonso-Amelot eí al., 2004).

1.5.1.1.- Ocurrencia

Los metabolitos fenólicos son ubicuos en las briófitas, helechos, gimnospermas y

angiospermas. Ellos tienden a acumularse dentro de las células de las plantas de madera y

cOlieza, parénquima y epidermis de la hoja, cutícula, flores, frutos, semillas y exudados

(A lonso-Amelot, 2011).

1.5.1.2.- Estructura química y biosíntesis

Los fenólicos en general pueden existir como unidades monoméricas de peso molecular

moderado, en agregaciones de unidades monoméricas repetitivas alrededor de una

molécula de carbohidrato central, auto ensambíadas a través de enlaces c-o y C-C en

arreglos oligoméricos, o aun como polímeros de alto peso molecular. El término fenólicos

deriva del compuesto base: el fenal (hidroxibenceno). Todos los fenólicos contienen este

fragmento molecular al cual varios grupos oxigenados y carbonados pueden unirse,

suministrando considerable complejidad, figura] .23 (Alonso-Amelot, 20 ¡ ¡).
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Epicatequina galato

(tanino hidrolízablel

Acído gálico
(fenólico)

Proantocianídina

(tanino condensable)

Figura 1.23: Algunos fenólicos y taninos comunes.

Ácido p-cumarico

(fenólico)

1.5.1.3.- Actividad fitotóxica descrita para los fenólicos y taninos

En cuanto a la actividad fitotóxica de los fenólicos y taninos, se ha descrito que los

compuestos fenólicos ácido protocatecuico, vanilina, ácido fúúlico y ácido p-cumárico

están presentes en gran cantidad en los tallos de Lesf'7cdeza cuneala.Estos c.olnpuestos

demostraron afectar el crecimiento de maíz, mostrando efectividad en la inhibición de la

actividad de la auxina (Langda!e, ]970). Así mismo, el trabajo de Whitehead (l964) Y

Glass (1976), citado al inicio de este apartado, demuestra el efecto de algunos ácidos

fenó!!cos (ácido p-hidroxibenzóico, vanílico, p-hidroxicinámico, ferú!ico) lixiviados y

encontrados en el suelo de la rizósfera, asociado con el Pteridium. sobre el crecimiento

radicular de gramíneas.

Oliveros (1998) le atribuye a los taninos y fenólicos propiedades inhibitorias de la

germinación de las semillas y crecimiento de tallo y raíz en varias especies de plantas de
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importancia agrícola en la región de los Andes Venezolanos, lo cual se confirmó con los

experimentos de laboratorio llevados a cabo en Pteridium caudatum (Jiménez, et al.,

2008).

1.5.2.- CumaD'ina

La actividad fitotóxica observada en el Pteridium, asociada con un potencial alelopático

también pudíera ser atribuida en parte a la cumarina, la cual fue aislada junto con el ácido

0- cumárico en el Pteridíum caudatum (Alonso-Amelot et al., 1995).

1.5.2.1.- Ocurrencia

La cumarina fue aislada por primera vez por Vogel en 1820 mediante la extracción de

semillas de la tonka o sarrapia (Dipterix odorata Wild., Fabaceae) y es reconocida por su

aroma dulce de heno. Ha sido identificada en un gran número de plantas pertenecientes a

diferentes familias, de esta manera es bien conocida en trébol dulce (Melilotus alba y M

olflcinaZis), asperilla (A.sperula odorata), hojas de vainilla (Trilisa odoratissima), granos

de vainilla (Vanilla planifolia), aceites esenciales de casia (Cinnamorum cassia) y lavanda

(Lavendula off/cinalis), y en bálsamo del Perú (Myroxylon pereirae) (lA RC 77, 2000).

En la familia Dennstaedtiaceae, además de haber sido aislada en P. caudatum, también ha

sido observada en el helecho Dennstaedtia punctilobula (80hm y Tryon, 1967; Dustin y

Cooper-Driver, 1990; Alonso-Amelot et al., 1995). Un análisis por Cromatografía Líquida

de Alta Resolución (HPLC, High Performance Liquid Chromatography) del agua colectada

bajo frondes, del helecho verde de la especie P. caudatum, revela la presencia de cumarina

como el componente mayoritario (Alonso-Amelot, M. E. et al,; Observaciones no

publicadas).

Recientemente seis cumarinas secundarias han sido aisladas de las frutas y la corteza de los

taHas de Calophylium dispar (Ciusiaceae). El género Calophyllum, el cual comprende 200

especies, esta ampliamente distribuido en el bosque húmedo tropical donde varias especies

son usadas en la medicina popular. Algunos miembros importantes de las cumarinas han

sido aislados de fuentes microbianas, por ejemplo, novobiocina y cumermycina de

Slreptomyces, y aJlatoxinas de las especies de A.\pergillus (Lacy y O'Kennedy, 2üü4).
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1.5.2.2.- Estructura química y biosíntesis

La estructura de la cumarina (1 ,2-benzopirona) consiste de una anillo aromático unido a un

anillo de lactona condensada (figura 1.24) (Mirunalini y Krishnaveni, 201 1).

fe:.

Figura 1.24: Estructura de la cumarina (1,2-benzopirona).

Murray y colaboradores (1982) propusieron que la forma cís del ácido o-hidroxicinámico

lactan iza espontáneamente para fonnar la cumarina. Además se sugirió que la forma trans

del mismo ácido, puede ser también precursor de la cumarina. Esto se cree que ocurra a

través de la glueosilación del hidroxilo en el ácido o-cumárico. Ahora bicn la glucosilación

de ese ácido ha sido demostrada en los extractos libres de células de la Molilotus alba

(Dustin y Cooper-Driver, 1990).

Además, existen datos convincentes de que el ácido trans- 2- glucosiloxicinámico es un

intermediario en la formación de la cumarina en la Hirochloe odorata (Brown, 1981). Así

se propone que la conversión se llevaría a efecto en la forma planteada en la figura 1.25

(Murray, et al., ]982).

Hidroxilación
) Glucosilación

)

."cido tmm - cinámico

Cumarina

1) Glicólisis
(

2) Lactonización

Acido trons - 0- curnárico

Ácido cis 0- glucosiicumarínico

!\cido trons - 0- glucosilcurnarínico

Isomerización

Figura 1.25: Lactonización de ácido o-clImárico a clImarína (Murray et aL, 1982).
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Está bien establecido que las cumarinas derivan de la vía de la L-fenilalanina por la ruta de

los fenilpropanoides (como el ácido trans-cinámico) y que su síntesis involucra los

primeros tres pasos catalíticos de la ruta conduciendo a el 4-cumaroyl CoA activado

(figura 1.26). Esto incluye la 4-hidroxilación del ácido cinámico catalizado por un

citocromo P450, la trans-cinamato 4-hidroxilasa, lo cual constituye posiblemente el paso

limitante de la velocidad en la primera parte de la ruta. A pesar de la intensiva

investigación casi nada es conocido acerca de los genes y enzimas específicamente

involucrados en la biosíntesis de cumarinas (Sher, 2009).

/\ H2)-COOH
\\ JI Fenilalanina amonio-liasa
~ )O

Fenilalanina ~
NH3 Acido trans­

cinámico

-
Compuestos

fenólicos

complejos.

Figura 1.26: Desaminación de fenilalanina a ácido trans-cinámico (tomado de Taiz y

Zeiger, 1991).

] .5.2.3.- Derivados cumarínicos

Un amplio espectro de derivados cumarínicos (presentes en forma libre o como glucósidos)

han sido encontrados en muchas plantas principalmente como metabolitos secundarios

(lA RC 77, 2000).

Algunos de estos incluyen (figura 1.27): la umbelliferona (7-hidroxicumarina), esculetina

(6)-dihidroxicumarina), herniarina (7-metoxicumarina), psoraleno e imperatorina,

bradifacouma, fumarina, difencouma, aurapteno, ensaculina, escopoletina, warfarina

(Mirunalini y Krishnaveni, 2011).

Desde el descubrimiento de la cumarina, más de 1000 derivados han sido investigados

como derivados cumarínicos de ocurrencia natural aislados de más de 800 especies de

plantas. Estos deben sus nombres al "coumarou", el nombre típico de las semillas de tonka

(Lacy y ü'Kennedy, 2004).
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UmbellifNona

lmperatorina

Escu!eUna

Bradifacourna

Herniarina

Furnarina

Psoraleno

Escopoletina

Aurapteno

Vvarfadna

Ensaculina

Figura 1.27: Algunos derivados cumarínicos comunes.

Las cumarinas pueden ser categorizadas como sigue (tabla 1.4):

Simples: Estos son los derivados hidroxilados, alcoxilados o alquiladas sobre el

anillo bencénico del compuesto base de la cumarinajunto con sus glicósidos.

Furanocumarinas: Estos compuestos consisten de un anillo furano de cinco

miembros unido al núcleo cumarínico, dividido en los tipos lineal y angular con

sustituyentes en una o ambas de las posiciones benzoicas restantes.

Piranocumarinas: Los miembros de este grupo son análogos de las

furanocumarinas, pero contienen un anillo de seis miembros.

eumarinas sustituidas en el anillo pirona.

(Ojala et al., 2000).

La mayoría de los derivados cumarínicos tienen al menos, un átomo de oxígeno adicional

en una o más de las seis posiciones disponibles, con aproximadamente 35 derivados
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oxigenados en la posición siete. Por esta razón, la 7-hidroxicumarina también conocida

como ull1belliferona, es frecuentemente considerada la "precursora" de las cumarinas más

complejas (frenor et al., 2004).

Tabla 1.4: Los cuatro principales subtipos de cumarinas (tomada y adaptada de Lacy y

O'Kennedy, 2004).

Clasificación Características Ejemplos

Cumarinas simples

. Hidroxiladas, alcoxiladas o

alquiladas sobre el anillo de
7- hidroxicumarina

Furanocumarinas

------------1 :e:;~I:o lurano de 5- ¡--------/-~-... -'1-/-...---I1
miembros unido al anillo de () <) <) u o" o

benceno. Lineal o Angular. Psoraleno Angelicina

Piranocumarinas

. Anillo pirano de 6-miembros .

unido al anillo de benceno.

Sustitución sobre el anillo de

Lineal o Angular.

en el . pirona, frecuentemente en

Xantiletina

\Ajarfarina

Seselina

losposiciones delasanillo pirona

r-
l'umannas sustItuidas

I carbonos 3 y 4.
-------

1.5.2.4.- Actividad fitotóxica descrita para la cnmarina

En cuanto a su función ecológica, las cumarinas son sintetizadas en casi todas las plantas

superiores siendo encontradas sobre la superficie de las hojas, semillas y frutos. Luego de

dejar estos árganos, las cumarinas probablemente son difundidas en el suelo y afectan el

crecimiento y desarrollo de las plantas. La cumarina, el compuesto más simple de la clase

es capaz de promover o inhibir el crecimiento de las plantas, la respuesta observada es

específica de la especie y dependiente de la concentración (Ojala et al., 2000).

Dombos y Spencer (1990), reportaron que la cumarina inhibió la germinación y la longitud

de las plántulas receptoras (Medicago sativa, Lolium multiflorul11 y Abutilon theophrasti),

observándose que la longitud de las plántulas decreció sigmoidalmente con el aumento
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logarítmico de la concentración de cumarina. Así mismo, Pergo y colaboradores (2008),

encontraron que una solución 500 ¡lM de cumarina tuvo poco efecto sobre la germinación

y crecimiento de Senna obtus!fOlia L., Euphorbia heterophylla L., Ipomoea grand!folia L.,

cuando se comparó con el efecto que tuvo sobre Bidens pilosa L. Sobre esta última, la

cumarina causó una inhibición que fue dependiente de la dosis cuando se estudió en el

rango de concentraciones que va de 10- 100 ~lM.

La cumarina, además, parece disminuir la respiración y la fotosintesis en plantas por

inhibición del transporte de electrones, afecta la actividad de las enzimas responsables del

metabolismo del nitrógeno (probado en cultivos en suspensión de células de zanahoria),

inhibe la elongación, división y diferenciación celular y rizogénesis. Uno de los efectos

más obvios de la cumarina es la inhibición del crecimiento radicular y la modificación de

la morfología e histología de la raíz (figura] .28) (Ojala et al., 2000; Hossain et al., 2008).

Figura 1.28: Efecto de la cumarina y esculetina sobre el crecimiento de plántulas de

calabaza. Las plántu!as fueron tratadas con soluciones de 50 ~LM Y la data fue tomada seis

días después de la germinación (tomado de Hossain et al., 2008).

Es bien conocido que los cambios en la estructura de la raíz y distribución están

usualmente acompañados por cambios en la nutrición minera!, así la cumarina podría

afectar la absorción de nutrientes minerales. Abenavoli y colaboradores (200]) reportaron
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los efectos de la cumarina sobre el crecimiento y anatomía de la raíz, la absorción y

translocación de nitrato, así como la respiración en plántulas de Triticum durum (cv.

Simeto). Los resultados indicaron que la cumarina, en un rango de concentraciones de 25 ­

l 000 ~tM, disminuyó la velocidad de crecimiento relativa de las raíces e incrementó el área

de los vasos radiculares. Dentro de este rango de concentraciones la cumarina, por si sola,

no afectó significativamente la absorción de nitrato. Pero en las plántulas expuestas

simultáneamente a 100 ~lM de cumarina y SO ~M de nitrato, la absorción de nitrato fue

estimulada significativamente y en presencia de nitrato, aun la concentración más baja de

cumarina probada estimuló significativamente la translocación de nitrato de la raíz al tallo.

Los efectos de la cumarina a concentraciones bajas, sobre el tam3l10 de los vasos

radiculares, podrían explicar esta observación. Estos autores indican que la cumarina es un

compuesto con múltiples objetivos fisiológicos y que sus efectos son generalmente

estimulatorios a bajas concentraciones e inhibitorios a altas concentraciones, como también

lo han mencionado otros autores (Jansson et al., 1980; Brown, 1981).

En estudios pasados, también se sugirió que la inhibición del crecimiento puede ser

causada por la interferencia, inducida por la cumarina, con el metabolismo de la auxina y

la distribución subcelular (Goren y Tomer, 1971). Sin embargo, en la búsqueda de conocer

el mecanismo de acción de la cumarina en las interacciones planta - planta a través del

medio ambiente, un estudio reciente realizado por Yamamoto (2009), demuestra como la

cumarina en Anthoxanthum odoratum L. es incorporada al suelo desde los residuos

vegetales de esta planta, indicando que ésta entra al suelo fácilmente después de la lluvia y

para dos tipos de suelo probados, la presencia de microorganismos está relacionada con la

desaparición de cumarina del suelo. Es de interés entonces, conocer los posibles productos

de degradación de la cumarina en el sistema suelo y si estos poseen algún tipo de

fitotoxicidad que pueda reforzar el potencial alelopático de la cumarina.

Pese a la gran cantidad de investigación existente, la presencia de cUl11arina en Pleridium

es un hallazgo reciente y la dinámica de ésta durante el desarrollo fenológico, así como su

función ecológica en Pteridium caudatum aun esta por ser estudiada.
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1.6.- Justificación del trabajo

Este trabajo se enmarca dentro de una de las líneas de investigación que el Grupo de

Química Ecológica (GQE) desarrolla, cuyo objetivo es el estudio de las plantas del estado

Mérida de impOltancia ecológica y agropecuaria. Se enfoca la atención en los componentes

químicos mayoritarios que éstas presentan y su función como mediadores de las

interacciones entre plantas por medio del fenómeno alelopático, ya sea por un efecto

fitotóxico o estimulante sobre el desarrollo y crecimiento de una especie de planta o

comunidades de ellas.

El género Pteridium ha sido ampliamente estudiado en el GQE y en diferentes laboratorios

del mundo, con la finalidad de comprender su comportamiento ecológico y así poder

establecer estrategias para su control, ya que es una maleza de gran impacto negativo en la

agricultura, pero que sin embargo cumple una función ecológica en los ecosistemas donde

se desarro ¡la.

1.7.- Hipótesis

La presencia de cumarina en Pteridium caudatum, es parte de la defensa química que esta

especie pudiera presentar como estrategia competitiva ante otras especies de plantas, y

actúa en conjunto con otros metabolitos secundarios como lasindanonas, los ácidos

fenólicos y taninos, cumpliendo en conjunto una función alelopática.

1.8.- Objetivos

1.8.1.- Objetivo General

Evaluar el contenido de cumarina y otros metabolitos de interés fitotóxico en los extractos

acuosos y orgánicos cle froncles de Pteridium caudatum y su relación con el potencial

alelopático que este helecho presenta en su hábitat natural.

1.8.2.- Objetivos Específicos

1) Determinar la presencia cle cumarina y fenólicos totales en los extractos acuosos y

orgánicos obtenidos a partir de esporas y rizomas de P. caudatum.
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2) Optimizar una metodología para la extracción de cumarina con solventes orgánicos de

P. cauda/um, de frondes en sus diferentes etapas fenológicas y también en esporas y

rizomas, si la cumarina es detectada en estos tej idos.

3) Determinar el contenido de cumarina en macerados acuosos y extractos orgánicos de P.

cauda/um en sus diferentes etapas fenológicas mediante Cromatografía Líquida de Alta

Resolución (HPLC).

4) Determinar el contenido de fenólicos totales en macerados acuosos y extractos

orgánicos de P. caudatum en sus diferentes etapas fenoiógícas mediante Espectroscopia

Ultravioleta.

5) Determinar el contenido de las indanonas (pterosinas A y B) en los macerados acuosos

de P. cauda/um que están presentes en la primera y segunda etapa fenológica de desarrolio

del helecho mediante Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC).

6) Determinar la presencia y contcnido de cumarina en muestras de suelo circundantc al P.

c.:uudatwn en la parcela en estudio mediante Cromatografía Líquida de Alta Resolución

(HPLC).

7) Determinar la actividad fitotóxica de los macerados acuosos de los individuos de P.

caudaturn illucstrcados en las diferentes etapas fenológicas, ütilizando LactucCl 5'ativa

como especie receptora.

8) Determinar la posible absorción y translocación de cumarina a los tejidos (tallo, raíz,

hojas) de .Lactuca sativa cotilO especie receptora en crecin1iento hidropónico.
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CAPITULO 2

METODOLOGÍA EXPERIMENTAL

2.1.- Materiales, equipos, reactivos y métodos de análisis

2.1.1.- Materiales

Capsulas de petri.

Pesa sustancias.

Espátulas.

Fiolas de 25, 50, 150,250 Y 500 mL.

lnyectadoras de 12 y 20 mL.

Matraces aforados de 500, 250, 100, 50, 25 Y 10 mL.

Pipetas volumétricas de: 1,2,5, 10,20 Y 50 mL.

Pipetas graduadas: 1,5 Y 1°mL.

Embudos de vidrio.

Inyectadora Hamilton ele 25 ~lL.

Bolsas herméticas con cierre deslizable (Ziploc, 27 x 28 cm).

Sep-Pak Cartridges C 18, para fase reversa (Marca WATERS = Sep-Pak C 18).

2.1.2.- Equipos

Cromatógrafo líquido de alta resolución (HPLC), Waters 600E, Millipore, USA.

Detector UV para HPLC, Shimadzu, con arreglo de diodos.

Inyector universal para HPLC, Waters U6K, Millipore.

Columna raelial de sílica modificada para fase reversa Resolve C 18 de 5 11m, 10 x 0.8 cm,

Waters, Millipore, USA, con su correspondiente Pre-columna Waters Sentry.

Balanza analítica, HR-200, AND A&D Weighing, USA.

Cartuchos de fase reversa CI 8, Sep-Pak CLASSIC (Waters, Millipore).

Espectrofotómetro UV-Visible, Hewlett Packard 8453, USA.

Rotavapor Cole-Panner.
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2.1.3.- Reactivos

Tabla 2.1: Características y observaciones de los reactivos.

RFArTfvn I FSTAnn I FI1FNTF I PllRF7A(%)

Noml1rc I Uf"AL tanino de qucNaCho: IJ,)-dlhldroxl-L-(j,4,)-tnhioroxlhcnzoJi)oxi-ó-j(3A,5-
tri hidrox ihenzoi I)oximcti l]oxan-4-i 1] 3A,5-tri hidrox ibcnzoato.
** Departamento de Química y Bioquímica Universidad de Miami, USA. Purilieado según notas personales.
** *Nombre 1UPAC Pterosina B: (R )-2,3-Di hidro-6-(2-hidroxietil)-2.5. 7-tri []leíi 1- i ll-indcn-l-ona y Pterosina
A: (2s)-6-(2-hidroxietil)-2-(hidroximetil)-2,5,7-trimetil-l-indanona
NOTA: Aquí se usara también dielorometano (DCM), etanol (EtOH) y metanol (MeOH) destilados y
purificados en el laboratorio.

. ~-""'-'. ~. -...- ~ ~ . ........ ....... ---.¡. ~~......., ~~.,. '.~ . ........ ~-"-',"-" \ (V/ .....,-_ ...... L..> .... 1 • ".'L..-'a.....,.. ¡ ,._~""",

Sulfato amónico
Sólido SIGMA 98,5 - 102 Dodecah idratado

férrico
Ferricianuro de ro !1·.1 STGlviA ""

potasio
;:'OIíUO 'j'j -

Tanino de
Sólido Ann Hagerman**

Purificado en Aproximadamente
quebracho* el laboratorio 100% de pureza

Ácido clorhídrico Líquido
RIEDEL-DE

37 Grado Analítico
HAEN AG

Cumarina Sólido SIGMA > 99
Pterosina A***

Solido
Aislado en el Purificado en Aproximadamente

Pterosina B*** GQE el laboratorio 99% de pureza
Metanol

Líquido Fisher ChemAlert 99,9 Grado HPLC

Acetonitrilo
Líquido

Mallingckrodt
99,9 Grado HPLC

ChromAR

Agua MiiiiQ Líquido
Laboratorio de

18,2 Mi.!
Instrumental

-

Helio Gas AGA 99,995 -
Agar powder Sólido HIMEDIA Extra puro -

Herbicida
Linurón@ Comercial

Líquido
, , y- •• ,. ,- - .... , , - ,- -

2.1.4.- Metodología de análisis cromatográfico

Tabla 2.2: Condiciones para el análisis cromatográfico por HPLC de los macerados

aCllosos* y de los extractos orgánicos de frondes de Pteridium caudatum y de los extractos

orgánicos de suelo.

Parámetros de análisis Condiciones
Método de elusión Isocrático
Composición de I Agua 55
el .. ,.......... +....-...-, /0/ \

1 Acetonitrilo AC
LdUC;·lllC::;-' \/O} o-u

Flujo (mL/min) I
Volumen de inyección ÜlL) 20
Tiempo de retención de cumarina (min) ó,97
Longitud de onda (A) de análisis (nm) 275
Columna C 18 Resolve 5 mIcras

" I r .... ..*CondiCioncs 0pUilliZaOtlS en ei '-JQL, (Buenüiu: 2d(9).
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2.2.- Diseño del muestreo

2.2.1.- Sitio de muestreo

Se seleccionó un área de 182 m2
, en una ladera de montaña, perteneciente a la Universidad

de Los Andes y conocida como aula ambiental, localizada a 2 Km al norte de la ciudad de

Mérida, al Occidente de Venezuela. En esta parcela se ubica el tanque de agua del núcleo

de la Hechicera de la universidad. Se encuentra a aproximadamente 1990 msnm, y está

fuertemente colonizada con la especie P. caudatum, caracterizándose por ser una población

homogénea de esta especie de helecho (ver anexo A, figura AJ).

2.2.2.- Desarrollo del muestreo

2.2.2.1.- Seguimiento del desarrollo de una población seleccionada de P. caulla/um

Para realizar un muestreo adecuado de los frandes en la población seleccionada de P.

caudatum, se determinó la longitud del raquis y del estipe de la población normalizada

para cada etapa fenológica. Para ello, se llevaron a cabo los siguientes pasos:

a) Se realizó la limpieza de la parcela, mediante el corte total de la vegetación presente al

ras del suelo.

b) Una vez que comenzaran a emerger los cayados (I era etapa fenológica) de P. caudatum,

se seleccionaron 60 de ellos, se marcaron y se siguió su crecimiento midiendo la longitud

del raquis (Lr) y del estipe (Ls) cada tres días hasta que alcanzaron su completa madurez.

Se define como Lr la longitud total del eje central del fronde desde el nivel del suelo y

como Ls la longitud desde ese mismo nivel hasta llegar a la ramificación de la primera

pina. Las medidas se realizaron en horas de la mafíana (entre las 8 am y las 12 m) hasta que

los frondes alcanzaron su desarrollo completo (A lonso-Amelot y Calcagno-Pissarelli,

2000) (ver anexo A, figura A.2).

c) El tratamiento de datos se realizó con el Microsoft Excel 2007 y el programa Microcal

Origin V5.0 (Microcal Software Ine., One Roundhose Plaza, Northampton,

Massachussetts) para:

Determinar la etapa fenológica donde ocurrió la mayor velocidad de elongación del

P. caudatwn, grafieando velocidad de crecimiento en cm/día Ys. tiempo dc

emergencia en días.
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Construir los histogramas por etapa fenológica de Lr (longitud de raquis en cm) Vs.

número de individuos que poseen una dada Lr (realizando los ajustes de la curva

gaussiana) para conocer las características de la población normal en cada etapa

fenológica para su posterior muestreo y análisis (Anexo A: figura A.3).

2.2.2.2.- Muestreo

Cuando la población alcanzó cada etapa fenológica, y conociendo el rango de Lr de la

población normal, se procedió a tomar las muestra a analizar: 10 individuos de 1era etapa y

el primer par de pinas de 10 individuos de P. caudatum representativos de cada etapa

fenológica (2da, 3era y 4ta etapa). Se colocó cada muestra en bolsas herméticas con cierre

deslizable (Ziploc, 27 x 28 cm), previamente identificadas y pesadas. Las muestras se

conservaron en una cava para su desplazamiento al laboratorio donde se inició su

tratamiento para la extracción y determinación del porcentaje de humedad de los frondes.

También se muestreó el primer par de pinas de 10 individuos en estado de senescencia

(Senesc) y se tomaron i O muestras de frondes en estado de hojarasca (Hojaras) de la

parcela. El muestreo completo se llevó a cabo durante todo el período de desarrollo de la

población seleccionada. El porcentaje de humedad se determinó colocando muestras

pesadas de cada individuo en un secador de plantas (con flujo de aire a 37 OC) hasta un

peso constante.

Así mismo, se tomaron 3 muestras de suelo el día del muestreo de cada etapa fenológica

del helecho. Estas fueron colectadas en 3 posiciones distintas dentro de la parcela, esto es,

a lo largo de la pendiente del terreno y entre 9 - 15 centímetros de profundidad con un

diámetro nO iílayor a 30 cm. A estas muestras también se les determinó el porcentaje de

humedad.

2.2.3.- Medición de las condiciones climatológicas

En colaboración con la Estación Experimental de Santa Rosa de laUL/\~ localizada a 1 1 (\
1.,lV

Km de la zona de muestreo, se registraron las condiciones climatológicas correspondientes

a precipitación y temperatura máxima y IllfniI113 durante el periodo de desarrollo de la

población ele P. caudatum. Estas mediciones se realizaron diariamente desde el mes de

mayo de 20 10 hasta el fina! del muestreo en marzo de! 20 l ], en horas de la mafiana (entre

7:00 am - 11 :00 am) (Anexo A: figura AA).
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2.3.- Preparación de los extractos vegetales a ser analizados

2.3.1.- Protocolo de obtención de los macerados acuosos (MA) de frondes, esporas y

rizomas de P. cuuliutum

2.3.1.1.- Frondes

El procedimiento utilizado se basa en los estudios realizados previamente por Buendía

(2009), donde se establece el tiempo óptimo de obtención del MA de 24 horas, en una

relación de 3 gramos de material vegetal fresco por cada 50 mi de solución a preparar

(Anexo B, tigura B.l).

Los MA de frondes de P. caudatum fueron preparados de acuerdo a la metodología

siguiente (Buendía, 2009), denominada MA-l (figura 2.1):

Se coloca cada muestra de cayado o pinas, según etapa en estudio, de P. caudatum (3 g)

en una fiola con 40 m I de agua cada una. Se macera sin agitación durante 24 horas. Se

filtra por succión, se transfiere a un matraz aforado de SO mi y se lleva al aforo con los

lavados sucesivos del material vegetal extraído. Para la preparación de la alícuota de

inyección se aplica el método de elusión del Sep-Pak C18 según el cual el volumen de

sembrado del MA es de 10 mi y posteriormente se realizan elusiones sucesivas con 10

mL de soluciones de proporción metanol/agua creciente en este orden:

FI = 5% MeOH

F2 = 90% MeOH

F3 = 100% MeOH

La fracción enriquecida en el rnetabolito es F2 (90% MeOR) (Anexo B, figura B.2).

1) Coloc.ar 3 9 rnaterial vegetal fresco/50
mI.. de solUCión

2) Macerar f;.'n agua MIIHO por 24 horas ,'1

ternperatura arnbif?nh::- {22. ('C),.
:n Filtn~r con papE'! nItro Whatrn;Ultt2
y llevar el filtr¡:tdo H un volumen fin:-1.
de 50 rnL o mas. de ()cuerdo ;';'1 1;]
cantidacj de rnaterial.

4) Prcpudficar
SCI>pnk

Alícuota de
siernbra: -lO mi

Figura 2.1: Metodología para la obtención

de los MA de P. caudatum, MA-l (Buendía,

2009).

Elusión del Sep-Pa.k con 10 011

(Je Solución

1) Fl: S';/Ó MeOH
2) F2: 90% lVIeOH
3) F3: lOMé lVIeOH
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Considerando que los MA no presentan una matriz compleja se propuso una nueva

metodología que mantiene el tratamiento de preparación y sustituye la prepurifícación

usando cartuchos Sep-Pak C 18 por una filtración simple usando papel M illipore de 0,45

11m de tamaño de poro. Esta metodología es denominada MA-2 (Figura 2.2).

(
1) Colocar 3 g material vegetal frescoi5ü

mL de solución
2) Macerar en agua MilliQ por 24 horas a

temperatura ambiente (22 'C)

'"3) Filtrar con papel nitro Wl1atman
#2 y llevar el filtrado a un volumen
final de 50 mL o mas, de acuerdo a
la cantid:::1d de materia!

Figura 2.2: Metodología para la obtención de

los MA de P. caudatum propuesta, MA-2.

,
Tomar una alícuota de 5 mi y filtrar

usando pflpel Millipore

001."" .~o ,1.1 j"'--._---_.
La metodología MA-2 se aplicó solo a los individuos muestreados desde la segunda etapa

hasta los frondes en hojarasca y para los cayados se decidió aplicar la metodología MA-I

considerando que el uso del Sep-Pak C 18 es útil para concentrar estos macerados.

2.3.1.2.- Esporas

Las esporas fueron recolectadas de frondes maduros de P. cCludatum (Anexo B: tabla B. 1).

Para esto, los frondes fueron colectados y guardados en bolsas plásticas, se colocaron en el

secador de plantas por una (01) senlana (el calor y el flujo ele aire pronlueve el

desprendimiento de las esporas). Finalmente, las esporas se recogieron y pesaron. De esta

muestra, se tomó una porción de 0,52 g Y se maceró en agua MilliQ siguiendo la

metodología MA-I figura 2.1.

2.3.1.3.- Rizomas

Se tomaron ocho (08) muestras de rizomas (Anexo B: tabla B.2), se pesaron y se colocaron

a macerar en agua MilliQ siguiendo la metodología MA-I mostrada en la figura 2.1.
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2.3.2.- Protocolo de obtención de los extractos orgánicos (EO) de los frondes, esporas

y rizomas de P. cflutflltum, previamente macerados en agua

El objetivo de esta sección es extraer la cumarina y compuestos fenólicos que aun se

encuentren en los frondes a las diferentes etapas de desarrollo, luego de la maceración

acuosa.

2.3.2.1.- Frondes

a) Protocolo de extracción orgánica

Los extractos orgánicos se obtienen usando Etanol : agua (1: 1). Los solventes de

extracción estudiados fueron etanol (EtOH), metanol (MeOH) y mezcla EtOH: H20 (1: 1),

siendo esta última la mas eficiente (Anexo B: tabla 8.3). La metodología diseñada fue

denominada EO-6 (figura 2.3) y el método de prepurificación del extracto antes del

anál isis por HPLC, se realizó usando cartuchos Sep-Pak C 18.

Macerado
~ acuoso

(MA-2}

Extracto orgánico

7) Eliminar todo el etanol del
extracto en el rotavapor a 43 oC

En la figura, la flecha a indica que se

realizó un MA a todas las muestras

antes de aplicarles esta metodología

(flecha b).

Figura 2.3: Metodología EO-6 para la

obtención de los EO de P. caudatuJ11.
1

5) Lavar con 5 mi de EtOH:H,D
(1:1). Juntar con el extracto.

\
Material vegetal residuo

4) Centrifugar
por 5 minutos ..........

6) Filtrar

1) Colocar 3 g de material/3D mi de
EtOH:agua 11:1 (usar f,'acdones de 10 mi).
2) triturar en mortero.
3) colocar en baño de ultrasonido por 30
minutos todo el material la 30 QC).

1
I

Extracto Etanólico

Sobren~dante

1
9) Colocar en
envase el extracto ......
organico en agua.

8) Colocar en matraz
aforado de 50 o 100 mi y
llevar al aforo con agua
MilliQ

Prepurificar pasando por Sep-Pak
según Metodología 6.4

• t
Congelar a -10 ~C

El material vegetal, luego de la maceración acuosa, se extrajo en una relación de 3 g de

peso fresco (relativo al peso original antes de ser tratado) por cada 30 mi de solvente EtOH
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: ¡-hO (1:1) (3 x 10 mL), mediante trituración en un motero. Posteriormente todo el

material se colocó en un bailo de ultrasonido por 30 minutos (T = 30 oC). El extracto

etanólico fue decantado del residuo vegetal, se centrifugó por 5 minutos a 3000 rpm, se

filtró sobre papel Whatman #2 y se eliminó el solvente a presión reducida a 43 oc.
Finalmente, el residuo fue redisuelto en agua MilliQ y llevado al aforo en un matraz de 25

ó 50 mI (masas frescas :S 10 g) o 100 mI (masas frescas :2: 10 g). Los extractos fueron

congelados a -10°C hasta el momento del análisis por HPLC (según condiciones descritas

en la tabla 2.2).

La metodología de prepurificación usada fue denominada EO-6.4 (figura 2.4): 1m I del EO

se sembró en el Sep-Pak e 18, previamente acondicionado. Luego se eluyeron íos

compuestos retenidos con varios solventes en orden de polaridad decreciente: 5% MeOH

(Fí); 90% MeOH (F2); j 00% MeOH (F3) y j 00% MeOH {F3F3) (Anexo B: figura B.3 y

tabla B.4).

( Extracto Orgánico
(EO)

1 mL

Efusión con:

1 mi de:
1) F1: 5% rv1eOH

2 mi de:
2) F2: 90% MeOH

3) F3: 100%
4) F3F3: 100%

Figura 2.4: Metodología EO-6.4 usada para el pre tratamiento de los extractos orgánicos a

través del Sep-Pak e 18.

b) Protocolo para la determinación de la eficiencia de extracción de cumarina de

los fmndes de P. caudatum siguiendo la metodología EO-6

Para este experimento se recolectaron en la parcela en estudio tres frondes: uno de 2da

etapa, uno de tercera etapa y uno de cuarta etapa. Con las pínulas del primer par de pinas

de cada fronde se preparó una muestra compuesta del material vegetal y se tomaron cinco

porciones equivalentes (5 réplicas), se pesaron y a cada una de ellas se sometió a

58

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



maceración acuosa por 24 horas (metodología MA-2, figura 2.2) y luego a la metodología

de extracción EO-6, tres veces de manera sucesiva (ver tabla 2.3).

Tabla 2.3: Material vegetal usado para determinar el porcentaje de extracción de cumarina

en la primera extracción (%Ext-Repx-EXT1) siguiendo la metodología EO-6.

Muestra - Masa (g)
N° de veces que se

repitió la # EXT sucesiva
nombre* (± 0,01)

metodología EO-6
%Ext-Repl-EXTl

%.Ext-Rcpl 16,10
,.,

%Ext-Repl-EXT2.J

%Ext-Repl-EXT3
%Ext-Rep2-EXTl

%1 Ext-Rep2 16,10 3 'YoExt-Rep2-EXT2
%Ext-Rep2-EXT3
%Ext-Rep3-EXTl

~;xt-Rep3 16,10 3 %Ed-Rep3-EXT2
%Ext-Rep3-EXT3
%Ext-Rep4-EXTl

%Ext-Rep4 16,15 3 % Ext-Rep4-EXT2
%Ext-Rep4-EXT3
%Ext-Rep5-EXTl

'YoExt-Rep5 16,15 3 %Ext-Rep5-EXT2
% Ext-Rep5-EXT3

-*'fodas las muestras, antes de ser tratadas, fueron sometIdas a un MA por 24 horas (fIgura 2.2). Los Eü
obteniclos para cada una de las muestras se llevaron al aforo en un matraz de 100 mL.

a) Protocolo para la determinación de la recuperación de cnmarina de los EO de

los frondes de P. caudatum siguiendo la metodología EO-6.4

Para esto se seleccionó un EO de un fronde de segunda etapa fenológica y también se

preparó una solución madre de cumarina, pesando 0,0745 g de cumarina disolviendo con

agua MilliQ hasta un volumen de 250 mL. La concentración final de cumarina en la

solución fue 2039,7 IlM.

Las soluciones que fueron preparadas (por duplicado cada una) para el estudio son (figura

a) Solución sin patrón. Esta se preparó añadiendo 370 IlL de agua MiniQ a un matraz

de 5 mI y enrazando con el EO del fronde de segunda etapa fenológica de

concentración de cumarina desconocida.
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b) Solución de alta concentración con patrón. Se preparó añadiendo 370~LL de

solución madre de cumarina (SIGMA, 99% de pureza) a un matraz de 5 mi y

enrazando con el EO del fronde de segunda etapa fenológica (2EFr2).

Finalmente, a estas soluciones se les aplicó el tratamiento según metodología EO-6.4 de

e]ución por Sep-Pak Cl8 (figura 2.4) y las fracciones F2 fueron analizadas por HPLC

según metodología establecida en tabla 4.2.

Por otra parte, para determinar el factor de corrección correspondiente a la cumarina que se

pierde en la fracción F3 de 100% MeOH, de acuerdo a la metodología EO-6.4 (figura 2.4 y

anexo 8, tabla 8.4), se midieron las fracciones respectivas obtenidas en los tres primeros

individuos de cada etapa que fueron muestreados y se calculó un porcentaje con respecto al

área de pico de cumarina eluída en la fracciones F2 de cada EO.

Enrazar a 5 mL

Solución madre de
Cumarina (SIGMA.

99% pureza =
2039.7 ~M

de

Enrazar a 5 mL

Sin patrón.....••., .

370 ~L

agua

Se aplicó meto,dología EO-~.4

Se analízó F2
por HPLC

La concentración de la cumarina
patrón en la solución final fue 147
pM

\lta Concentración: V madre = 370 ¡JL

~~-~------~-~-----
Figura 2.S: Metodología seguida para determ inar el porcentaje de recuperación de

cumarina, contenida en una solución acuosa de EO de P. cauda/um. al ser procesada con la

metodología EO-6.4 (figura 2.4).

2.3.2.2.- Esporas

Posterior a la extracción acuosa, las esporas fueron maceradas con OCM : MeOH (1: 1).

Para esto se usó una relación de 0,5229 gramos de esporas / 10 mI del solvente (Anexo B:
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tabla B.I). Se real izaron maceraciones sucesivas en un mortero y posteriormente todo el

material se extrajo en el bafio de ultrasonido por 30 minutos (T = 30 OC).

El extracto obtenido fue decantado, se filtró usando papel Whatman #2 y se eliminó el

solvente a presión reducida a 43 oc. Finalmente, el residuo fue redisuelto en MeOH grado

HPLC y llevado al aforo en un matraz de 10 mI. La solución metanólica fue pasada por

Sep-Pak C18 y luego se lavó éste con 5 mi de MeOH y se juntaron ambas eluciones. El

MeOH fue eliminado hasta un volumen de 5 mI. Finalmente, se realizó el análisis por

HPLC de acuerdo con las condiciones definidas en la tabla 2.2 (esta metodología fue

denominada EO-2). Esta extracción se realizó con el fin de determinar si existe presencia

de cumarina en el tejido interno de las esporas, que no se lixiviable por la 1Iuvia.

2.3.2.3.- Rizomas

Luego de la maceración con agua MilliQ, los rizomas fueron extraídos siguiendo la misma

metodología que se aplicó a las esporas (Anexo B: tabla B.2).

2.4.- Cuantificación de los metabolitos secundarios de interés en los MA de P.

caudatum

2.4.1.- Cumarina

En estudios previos (Buendía, 2009), se demostró la ausencia de efecto de la matriz vegetal

al cuantificar la cumarina en los MA (Anexo B: tabla B.5 y figura B.4).

Basados en estos resultados, se realizó la cuantificación utilizando una curva de calibración

sencilla.

Curva de calibración sencilla #1 de cumarina: rango de concentración desde 0,1 -

300 ~M.

Para la construcción de esta curva (tabla 2.4) se preparó una solución madre (250 mL) de

cumarina patrón de concentración 1,056 x 10.3 M (1 056 ~tM). Se pesaron 38,6 mg de

cumarina (SIGMA, 99% de pureza) y se disolvieron con agua MilliQ que se usó como

solvente.

La solución madre fue filtrada usando papel Millipore de 0,45 ~m de tamaño de poro.

Luego se tomaron volúmenes en forma creciente y se fueron afiadiendo a matraces de 10

mL que se llevaron al aforo con agua MilliQ. Para el análisis por HPLC se utilizaron las

condiciones descritas en la tabla 2.2.
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Tabla 2.4: Datos para la construcción de la curva de calibración.

N° patrón
cumarina V ¡,..,L1 de solución Volumen final

¡,..,MI concení.* [mL]
1 0,1 2 10

2 0,5 10 JO
3 ] ,0 20 10

4 5,0 ]00 10

5 10,0 200 10

6 50,0 1000 10

7 100,0 2000 10

8 300,0 6000 10

9 500,0 ] 1837 25

*La solución madre se usó para preparar el patrón 9 y este fue usado a su vez para preparar los patroncs
dcsdc cl I hasta el 8.

2.4.2.- Pterosinas

En los MA de los frondes se detectó la presencia de las pterosinas A y B. Para realizar la

cuantificación se construyó una curva de calibración sencilla de la pterosina B (aislada y

purificada en el laboratorio de Química Ecológica). La pterosina A se cuantifico relativa a

la pterosina B, considerando que, por sus estructuras químicas similares entre si, su

coeficiente de extinción molar es aproximadamente igual.

El rango de concentraciones para la construcción de fa curva de pterosina B fue de 0, I - 20

/lM Y la preparación de los patrones se describe en la tabla 2.5. Se preparó una solución

concentrada de pterosina B (ver datos de la pterosina B en tabla 2.]) de 303 /lM, pesando

6,6 mg y disolviendo en metanol grado HPLC hasta un volumen de 100 mL.

Tabla 2.5: Datos para la construcción de la curva de calibración.

N° Patrón PteB /,..,M]
V solución madre

V solución final /1lL¡
[IlLI*

1 0,1 3,5 10
2 0,5 16,5 10

3 1,0 16,5 5

4 5,0 33,0 2

5 10,0 66,0 2

6 20,0 132,0 2..
*soluclOn madre de 303 f!M.

Las condiciones de análisis por HPLC de los patrones construidos para todas las curvas de

calibración fueron las descritas en la tabla 2.2.
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2.4.3.-Fenólicos totales (FT)

Se determinó el contenido de compuestos fenólicos (FT) en cada MA obtenido de los

frondes, aplicando la metodología desarrollada en nuestro laboratorio (Oliveros, 1998).

Este mismo procedimiento se aplicó a los patrones de tanino de quebracho utilizados en la

construcción de la curva de calibración. El método de azul de prusia para compuestos

fenólicos totales fue el utilizado en este análisis.

El reactivo consiste en una solución de sulfato amónico férrico 0, 10M [FeNH4(S04)2) en

HCI 0,1 M Y una solución de ferricianuro de potasio 0,008 M [K3Fe(CN)6).

Se colocó, un volumen apropiado de los MA, en la mayoría de los casos I mL, en un

erlenmeyer de 125 mL y se adicionaron 50 m L de agua destilada. Luego se agregaron 3

mL de la solución de sulfato amónico férrico con agitación constante, a intervalos de 1 mL

/min. Exactamente transcurridos 20 min, se adicionaron, como en el caso del sulfato

amónico férrico, 3 mL de terricianuro de potasio. Transcurridos otros 20 min se leyó la

absorbancia a 725 nm.

Curva de calibración sencilla de tanino de quebracho: en el rango de

concentraciones de 0,9 - 684 mg/L.

Para la construcción de esta curva se preparó una solución madre de tanino de quebracho

(descripción del reactivo en tabla 2.1) pesando 90 mg del tanino y disolviéndolo con agua

destilada para llevarlo al aforo en un matraz de 100 mL. La concentración final de esta

solución fue de 900 mg/L. La preparación de los patrones se describe en la tabla 2.6.

Tabla 2.6: Datos para la construcción de la curva de calibración.

N° Patrón TQlmg/LI* V solución madre de 900 mg/L I!!LI V solución final r!!LJ
1 0,9 5 5

2 9,0 50 5

3 18,0 100 5

4 135,0 300 2

5 324,0 no 2

6 504,0 1120 2

7 684,0 1520 2
"* IQ= tamno de quebracho.

El tanino de quebracho es usado en esta cuantificación porque presenta una absorbancia

máxima en la misma región del ultravioleta (725 nm) donde absorben la mezcla de todos

los compuestos fenólicos presentes en los MA.
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2.5.- Cuantificación de los metabolitos secundarios de interés en los EO de P.

caudatul1l

2.5.1.- Cnmarina

La cuantificación de cumarll1a en los EO de P. caudatum mostró efecto de la matriz

vegetal (Ver Anexo B: figura 8.5).

Este efecto no se observó al diluir las muestras a concentraciones del orden de 6,0 ~LM.

Por ello, para determinar el contenido de cumarina, cada fracción F2 (obtenida de aplicar la

metodología EO-6.4 de pre purificación a cada EO, figura 2.4) se diluyó añadiendo 50 ~L

de estas en un matraz de 2 mL y llevándolo al aforo con MeOH grado HPLC. Finalmente,

se construyó la curva de calibración sencilla #2.

Curva de calibración sencilla #2: rango de concentraciones de 0,2 hasta 6,0 fiMo

Para la construcción de esta curva (ver tabla 2.7) se usó la solución madre de 2039,7 ~M

preparada en la sección 2.3.2. Se tomaron 4,95 mL de esta solución madre y se colocaron

en un matraz de 100 mL y se llevó al aforo con MeOH grado HPLC.

Asi, se preparó una solución t 00 ~M de cumarina que fue microfiltrada usando papel

Millipore de 0,45 ~m de tamaño de poro y de la cual se tomaron volúmenes en forma

creciente que se fueron añadiendo a matraces de 2 mL y se llevaron al aforo con MeOH

grado HPLC. Se tomó directamente de estas soluciones patrones para analizar en el HPLC

de acuerdo con las condiciones establecidas en la tabla 2.2.

Tabla 2.7: Datos para la construcción de la curva de calibración.

N° patrón eumarina I~MI
V I~LI de solución 100 Volumen tinal

~M* ImL¡
t 0,2 4 2
2 0,4 8 2
3 0,8 16 2
4 1,0 20 2

5 1,5 30 2
6 2,0 40 2
7 2,5 50 2
8 3,0 60 2
9 4,0 80 2
10 5,0 10O 2
It 6,0 120 2

*La solución de cumarina 100 11M sc preparó a partir de la solución madre de 2039,7 J..lM.
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2.5.2.- Fenólicos totales

Para la cuantificación de los fenólicos totales, en los EO de frondes, se aplicó la misma

metodología ya descrita en el apartado correspondiente a los fenólicos totales en la sección

2.4.3.

2.5.3.- Pterosinas

No se realizó un análisis para determinar la presencia de pterosinas en los EO de los

frondes de P.caudatum.

2.6.- Preparación de los extractos orgánicos de muestras de suelo para determinar

presencia de cumarina en un estudio preliminar.

Con el objeto de determinar la presencia de cumarina en el suelo de la parcela en estudio,

se muestreó el suelo correspondiente al período de cada etapa fenológica (como se

describió en la sección 2.2.2.2).

Para caracterizar el suelo, una parte de cada una de las muestras obtenidas fueron enviadas

al laboratorio de análisis de suelo del Instituto Nacional de Investigaciones Agrícolas

(INIA - Mérida) para un análisis de algunos parámetros como son: textura, contenido de

tosforo, potasio, calcio, magnesio, porcentaje de materia orgánica y pH.

(
íü 9 de sueio

1) Colocar 15 mL MeOH / 10 g de suelo
(realizar 3 eKtracciones en porciones de 5 mL)

2) Sonicar el macerado por 20 minutos (T =30'C)

...
3) Centrifugar los extractos y decantar ei sobrenad;:ttite..
4) Filtrar el sobrenadante con papel filtro Whatman #2

5) Eliminar todo el MeOH y el agua añadiendo

pequeñas porciones de acetona
illevar a sequedad, T =40 2C)

6} Redísolver el re.sidLlo con MeOH grado HPlC

7) Enrazar a 10 ml en un matraz aforado.
S) Centrifugar y decantar el sobrenadante.

Figura 2.6: Metodología Suelo EO-I,

diseñada para la extracción de

cumarina de muestras de suelo.

9) Tornar una alícuota de 2 mi y pasi:lr
por UI1 Sep·Pak siguiel1do la
metodología de la figura 4.7
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El MeOH fue el solvente seleccionado para la extracción de cumarina de las muestras, de

acuerdo con lo reportado por Yamamoto (2009). Las muestras fueron colocadas en bailO de

ultrasonido para aumentar la eficiencia de la extracción y posteriormente centrifugadas y

tiltradas (ver figura 2.6: metodología Suelo EO-I ).

Antes de analizar los extractos orgánicos de suelo por HPLC, estos fueron prepurificados

usando cartuchos Sep-Pak C 18 (tigura 2.7), con el fin de retener compuestos apolares que

pudiesen disminuir la vida media de la columna cromatográfica. El eluato y la fracción FI

obtenida se combinaron y se llevaron a sequedad. Finalmente, el residuo se redisolvió en 1

rnL de MeOH y se centrifugó por 5 minutos a 6000 rpl1l, el sobrenadante se filtró usando

papel Millipore de 0,45 ~lm y se analizó por HPLC siguiendo las condiciones de la tabla

2.2.

Extracto metanólico
del suelo

1
2 rnL

1
lml de:

1) F1: 100% MeOH
2) F2: 100% MeOH

Figura 2.7: Metodología de prepurificación del Sep-Pak C18 de los extractos orgánicos

del suelo.

2.7.- Bioensayos

2.7.1.- Estudios de fitotoxicidad sobre lechuga (Lactuca sativa) en bioensayos en

placas de petri de los MA de P. caudatum

En estudios previos se determinó la actividad alelopática de patrón de cumarina comercial

(SIGMA, 99% pura) frente a las plantas receptoras (Buendia, 2009):

Tomate: Solanul11 licopersieul11

Lechuga: Lactuca sativa

Rábano: Rhapanus sativus

Cebolla: Alliul11 cepa

Alfalfa: Medicago sativa L.

Pepino: eueumis salivus L.
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Se encontró que las especies más sensibles a los tratamientos aplicados y que arrojaron la

mejor correlación de actividad, en función de la concentración, fueron Solanum

licopersicum y Lacluca sativa, siendo esta última la que mostró el mejor perfil cuando se

ensayó con los MA de las muestras reales.

Con base en los resultados obtenidos se seleccionó L. saliva como planta receptora y fue

usada en los bioensayos sucesivos, donde se determinó la actividad fitotóxica de los MA

de P. caudatw11 en sus diferentes etapas fenológicas en comparación con el efecto de

soluciones patrón de cumarina que variaron entre 0,1 - 200 ~lM. Para esto se prepararon los

medios de cultivo sobre agar en cápsulas de petri según protocolo optimizado en el

Laboratorio de Química Ecológica. Los parámetros a medir fueron: porcentaje de

germinación, longitud de la raíz y longitud del tallo.

2.7.1.1.-Método de preparación de Jos bioensayos en placas de petri con Jas soluciones

de pterosinas A y B Y Linurón

Para esto se prepararon soluciones de pterosina A y B (purificadas en el laboratorio),

pesando 3,1 mg y 2,7 mg, respectivamente, para obtener una concentración de 50 ~tM en

2S0 mL y diluyendo al aforo con agua destilada. Así también, se preparó una solución de la

mezcla de las pterosinas (AIB) en una proporción de masas de 0,12; para esto se pesaron

0,3 mg de pterosina A y 2,7 mg de pterosina B y se diluyeron en un matraz aforado de 2S0

mL con agua destilada. Igualmente, se prepararon 250 mL de una solución de herbicida

Linurón (comercial) a una concentración de SO ~lM, para lo cual se pesaron 7,6 mg de

suspensión. De cada una de las soluciones preparadas se tomaron 60 mL y se le afíadieron

0,9 g de agar (de acuerdo a la relación: 1,S g de agarlt 00 m L de solución).

Simultáneamente se prepararon SOO mL de una solución agar/agua en la relación ya

mencionada, que sirvió de solvente para realizar las diluciones necesarias.

Aplicando el método de montaje de los bioensayos, que se describe a continuación, se

realizaron 8 diluciones para obtener las concentraciones siguientes: 50 - 25 - 12,5 - 6,2 ­

3,1-1,6-0,8-0,4 ~M.

Método de monta,ie de Jos bioensayos en placas de petri

Cada solución de tratamiento (pterosina A, pterosina B, pterosina A+B y Linurón) con

agar se sometió a calentamiento, con agitación constante, hasta una temperatura entre 70 ­

80 oc. Se tomó de la solución de 50 ~lM la mitad en volumen, es decir, 30 mL y se
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distribuyó en las cápsulas de pctri; 10 mL por cápsula (3 réplicas). Los otros 30 mL de

solución de 50 ~LM se diluyeron a la mitad de la concentración inicial añadiendo 30 mL de

la solución de agar/agua. Se sometió a calentam iento y nuevamente se tomó la mitad del

volumen, 30 mL y se repitió el procedimiento de distribución en las cápsulas de petri. Este

método se aplicó sucesivamente hasta completar todas las diluciones necesarias para

obtener las concentraciones establecidas.

Luego se dejó que cada solución patrón colocada en las placas de petri llegara a

temperatura ambiente y se procedió a colocar las semillas de L. saliva (20 semillas por

placa). Finalmente, cada una de las placas se selló con papel parafilm, se envolvieron en

papel aluminio y se llevaron a las cámaras de crecimiento con sus respectivos controles a

una temperatura de 25± 1 oc. El tiempo de duración en la cámara fue de 11 días.

2.7.1.2.- Método de I}reparación de los bioensayos en placas de pe/ri con las soluciones

de cumarina patrón

Para esto se preparó una solución 200 ~tM de cumarina, pesando 7,3 mg de cumarina

patrón (SIGMA, 99% pura) y diluyendo a un volumen final de 250 mL con agua destilada.

Se tomaron 60 mL de esta solución madre y se le afíadieron 0,90 g de agar (de acuerdo a la

relación: 1,5 g de agar/l00 mL de solución). Simultáneamente se prepararon 500 mL de

una solución agarlagua en la relación ya mencionada, que sirvió de solvente para realizar

las diluciones necesarias.

Aplicando el método de montaje de los bioensayos, que se describe a continuación, se

realizaron II diluciones para obtener las concentraciones siguientes: 100 - 50 - 25 - 12,5

- 6,4 - 3,2 - 1,6 - 0,8 - 0,4 - 0,2 - O, I ~M.

Método de montaje de los bioensayos en placas de pe/ri

Cada solución con agar se sometió a calentam iento, con agitación constante, hasta una

temperatura entre 70 - 80 oc. Se tomó de la solución de 200 ~M la mitad en volumen, es

decir, 30 mL y se distribuyó en las capsulas de pclri; 10 mL por cápsula (3 réplicas). El

resto de la solución preparada inicialmente se diluyó a la mitad de la concentración inicial

afíadiendo 30 mL de la solución de agar/agua. Se sometió a calentamiento y nuevamente se

tomó la mitad del volumen, 30 mL y se repitió el procedimiento de distribución en las

cápsulas de pelri. Este método se aplicó sucesivamente hasta completar todas las

diluciones necesarias para obtener las concentraciones establecidas.
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Luego se dejó que cada solución patrón colocada en las placas de petri llegara a

temperatura ambiente y se procedió a colocar las semillas de L. saliva (20 semillas por

placa). Finalmente, cada una de las placas se selló con papel parafllm, se envolvieron en

papel aluminio y se llevaron a las cámaras de crecimiento con sus respectivos controles a

una temperatura de 2S±l oc. El tiempo de duración en la cámara fue de 10 días.

2.7.1.3.- Método de preparación de los bioensayos en placas de petri con los MA de P.

caudatum

De cada una de las soluciones obtenidas de los MA de P. caudatum (según lo descrito en la

sección 2.3.1) se tomaron 30 mL y se les afíadió O,S g aproximadamente de agar (de

acuerdo a la relación I,S g de agar/l 00 mL de solución). A cada solución de tratamiento se

le aplicó el método de montaje de los bioensayos descrito a continuación.

Método de montaje de los bioensayos en placas de petri

Cada solución de MA con agar se sometió a calentamiento, con agitación constante, hasta

una temperatura entre 70 - 80 oC. Se tomaron los 30 mL de cada macerado y se

distribuyeron en las capsulas de petri; 10 mL por cápsula, 3 réplicas por cada tratamiento.

Luego se dejó que cada tratamiento colocado en las placas de petri llegara a temperatura

ambiente y se procedió a colocar las semillas de L. sativa (20 semillas por placa).

Finalmente, cada una de las placas se selló con papel parafllm, se envolvieron en papel

aluminio y se llevaron a las cámaras de crecimiento con sus respectivos controles a una

temperatura de 2S±1°C. El tiempo de duración en la cámara fue de 10 días.

2.7.1.4.- Preparación de los controles.

Cada uno de los bioensayos, descritos anteriormente, se acompafíó de sus respectivos

controles. Para lo cual, de los SOO mL de solución agar/agua preparada se tomaron 30 mL

en caliente y se distribuyeron 10 mL en tres cápsulas de petri (3 réplicas). Finalmente, se

procedió a colocar las semillas de L. sativa (20 semillas por placa).

2.7.1.5.- Determinación de la actividad

En cada placa se contabilizó el número de semillas germinadas de L. sativa tanto para el

tratamiento como para el control, se tomó el promedio y se calculó el porcentaje de

germinación de acuerdo con la ecuación 1:
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% aclividadsobre germinación =( NSGtrilt{/IIIICllto - NSGcOlltrol ) xl 00 Ec. 1
N.\)Gco/llrol

NSG = Número de semillas germinadas.

Además, para cada semilla germinada se midió la longitud de la raíz y del tallo, se tomó el

promedio y se calculó el porcentaje de actividad sobre la elongación del tallo y raíz de

acuerdo con la ecuación 2:

L . -L
% Actívidad= e tratallll""t,, colltrol )xIOO Ec. 2

Lcontrol

L= longitud del tallo o raíz.

Valores de % Actividad < O indica la existencia de un efecto inhibitorio y un valor positivo

implica estimulación en los parámetros medidos.

2.7.2.- Estudio preliminar de los efectos de la cumarina patrón sobre lechuga (Lactuca

sativa) en bioensayos en medio hidropónico.

Estos bioensayos se llevaron a cabo usando L. sativa como especie receptora, colocando

las plántulas, a las cuales se les haría el seguimiento, en solución nutritiva para el control y

en solución nutritiva con cumarina para el tratamiento.

El objeto de este estudio es determinar si hay absorción de cumarina por la planta y si esta

ejerce algún efecto apreciable, a diferentes concentraciones de cumarina y tiempos de

tratamientos, sobre el crecimiento.

2.7.2.1.- Germinación de semillas de L. sativa

a) Esterilización de las semillas: Las semillas fueron esterilizadas en su superficie

con una solución de hipoclorito de sodio comercial al 5% v/v. Luego se lavaron

varias veces con agua destilada y esterilizada. Se colocaron sobre papel filtro seco

en una cápsula de petri esterilizada.

b) La esterilización del resto del material: Se esterilizaron las placas de petri (16

placas), agua y perlas de vidrio en un autoclave a 200 oC, 100 psi durante 30

minutos. Para ello se lavaron las placas de petri y se envolvieron con papel de
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aluminio. En una tiola se colocaron 250 mI de agua destilada y se cubrió con papel

aluminio. Las perlas de vidrio se colocaron en un vaso de precipitado envuelto en

aluminio.

e) Germinación de las semillas: Se colocaron papeles de filtro con 10 mi de agua

esterilizada en las cápsulas de petri y 30 semillas en cada una. Luego, se sellaron

las placas con papel parafilm, se cubrieron con papel aluminio y se llevaron a la

cámara de crecimiento a 25±2 oc. El tiempo de crecimiento fue hasta que las

plántulas alcanzaron aproximadamente entre los 3 - 4 cm de longitud (tallo + raíz),

esto es aproximadamente 13 días en la cámara de crecimiento (germinación +

crecim iento).

2.7.2.2.- MontaJe de los bioensayos con L. sativa en medio hidropónico

Se prepararon soluciones nutritivas según lo descrito por Sandín-Espafía y colaboradores

(2003).

La solución stock de Macronutrientes se preparó por separado diso Iviendo: KN03 (19,4 g),

Ca(N03)2 x 4I-hO (69,4 g), MgS04 x 7H20 (24,6 g) YNaH2P04 x H20 (18,4 g) en agua (a

l litro cada una).

La solución stock de oligoelementos se preparó disolviendo MnS04.l-bO (2,49 g),

CuS04.5H20 (0,24 g), ZnS04.7H20 (0,296 g), H3B03 (1,86 g), M07024(NH4)6.4H20

(0,035 g), CoS04.7H20 (O,028g) y NaCI (5,85 g) en agua (hasta enrazar a 1 litro).

La solución stock de EDTA - Fe fue preparada disolviendo EDTA (13,05 g) en KOH (1

M, 143 mL). Después se adicionó FeS04. 7H20 (12,45 g) se afíadió agua hasta 0,5 L Y

luego el pH fue ajustado a 5,5 usando KOH diluido.

Finalmente, la solución de nutrientes fue preparada usando las proporciones de las

soluciones listas que se indican en la tabla 2.8. La solución correspondiente al tratamiento

contiene la misma composición del control añadiéndose además el contenido de cumarina

para cada litro de solución necesaria para obtener las concentraciones deseadas en cada

bioensayo.

Una vez que las soluciones fueron preparadas, 1 litro de la solución control se colocó en el

recipiente correspondiente y de igual forma se hizo con la solución tratamiento.
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Tabla 2.8: Solución nutritiva para el control*

Nutrientes
Volumen (mi) de soluciones de nutrientes

para I litro de solución nutritiva.

Ca(N03)2 x 4H 2O 69,4 giL 26 mi
01 igoelementos 10 mIlIO.OOO mI 17 mi
MgS04 x 71-hO 24,6 giL 15 ml

EDTA-Fe (pH = 5,5) pH = 5,5 10 mI
KN03 19,4 giL I mi

NaH2P04 x H20 18,4 giL 0,56 mi
*Para los trataJllIentos:
Bioensayo I y 2: 0,1472 g de curnarina para 1 litro de solución nutritiva a una concentración de 1000 ~M
Bioensayo 3: 0,0786 g de curnarina para una concentración dc 500 flM Y 0,0296 g de curnarina para 1 litro de
solución nutritiva a una conccntración de 200 ~M

En este estudio los dos primeros bioensayos se construyeron usando una sola

concentración de cumarina, 1000 ¡.tM. En el tercer bioensayo se usaron dos

concentraciones, 200 y 500 ~tM. En todos los casos las plántulas fueron expuestas durante

varios días al tratamiento con cumarina en una cámara de crecimiento; una vez cumplido el

periodo de ensayo, éstas fueron cortadas, separando tallos de raices para posteriormente

aplicar a cada parte la metodología EO-6 (figura 2.3), utilizada para la extracción y

cuantificación mediante HPLC de curnarina. Los extractos obtenidos se filtraron usando

papel Millipore de 0,45 ¡.tm y luego se analizaron por HPLC. A continuación se describen

cada uno de los bioensayos:

a) Bioensayo 1. Evaluación de la absorción de eumarina por las plántulas de L.

sativa

Este bioensayo se desarrolló con el fin de determinar si existe absorción de cumarina por L.

sativa a través del tallo o la radícula, con una exposición al tratamiento de concentración

1000 ~lM entre 2 - 16 días. Para esto, en unos recipientes de vidrio (500 mL, de 7 cm de

diámetro), se colocaron perlas de vidrio (6 mm de diámetro) suficientes para cubrir la base,

se afíadieron 10 mi del tratamiento y se colocaron las plántulas de L. sativa (entre 2,5 - 4

cm de longitud inicial) sobre las perlas con la radícula sumergida en la solución (figura

2.8) estando el tallo en contacto con el medio. Luego se colocaron los recipientes en la

cámara de crecimiento con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad a una

temperatura entre 22 - 26 grados. El muestreo se realizó a los 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 Y 16

días. Finalmente se prepararon los extractos de los tallos y raíces y se analizaron por

HPLC.

72

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



b) Bioensayo 2. Evaluación de la absorción de eumarina por la radícula de L.

saliva

Con el fin de determinar si la cumarina es absorbida a través de la radícula de L. saliva y

translocada al tallo, se consideró colocar solamente la radícula en contacto con la

cumarina. Para esto, las soluciones nutritivas, control y tratamiento, se colocaron en

recipientes de vidrio (500 mL, de 7 cm de diámetro) a los cuales se les colocó una tapa de

papel parafilm a la cual se le hicieron orificios. Las plántulas (con una longitud entre 3 - 4

cm), fueron introducidas a través de estos orificios, para permitir que la radícula entrara en

contacto con la solución del medio (figura 2.8). Luego se colocaron los recipientes en la

cámara de crecim iento con un ciclo de 12 horas de luz y J2 horas de oscuridad a una

temperatura entre 22 - 26 grados. El muestreo se realizó a los 6 días. Finalmente se

prepararon los extractos de los tallos y raíces y se analizaron por HPLC.

Figura 2.8: Diseflo de los

bioensayos y 2 para los

hidropónicos con L. saliva.

Bioensayo 1 Bioensayo 2

e) Bioensayo 3. Evaluación del efecto de la enmarina sobre el crecimiento de L.

saliva

Este bioensayo se diseño con el objetivo de evaluar el efecto de Ja cumarina sobre el

crecimiento de las plántulas de L. saliva a dos concentraciones diferentes y a tiempos

largos de tratam iento.

Se realizaron dos experimentos:
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el experimento 1 con una dosis de 200 flM de cumarina, durante un tiempo de

tratamiento de 16 días y

el experimento 2 con una dosis de 500 ~LM de cumarina durante 29 días de

tratamiento.

El primer experimento se diseño considerando que 200 flM es el contenido máximo de

cumarina encontrado en los MA de los frondes de P. caudalum.

En ambos experimentos se tomaron 12 vasos plásticos # 3, Y se les realizaron agujeros en

la parte baja y en los lados. Luego se colocaron 3 plántulas de L. saliva por cada vaso (en

estos experimentos, la longitud inicial de las plántulas varió entre 10 - 20 cm,

aproximadamente) y se usaron perlas de vidrio (diámetro = 6 mm) como soporte para las

plántulas dentro de cada vaso. Al mismo tiempo se tomaron dos recipientes de 35 x 20 x 15

cm a las que se les colocó llna tapa de.foame sujetada con tirro. Cada tapa presentó seis (6)

aberturas de un diámetro similar a los vasos plásticos que contienen las plántulas de

lechuga. Uno de los recipientes fue etiquetado con el nombre: control y el otro con:

tratamiento (figura 2.9).

PI¿H1tuIJS de lechuge
Vil sos PerleS de vidrio

FoaniE
/ Solución

"" nutritiva

Recipiente

colector

Figura 2.9: Disei'ío del bioensayo 3

para los hidropónicos con L. saliva.

PliÍntulJs de lechuga en la solucion nutritivJ
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Finalmente, se colocaron 6 vasos en cada recipiente (a través de las aberturas en las tapas

de fbame), de manera que las soluciones tocaran los vasos plásticos y las raíces de las

plántulas para que estas pudiesen aprovechar los nutrientes de las soluciones.

Las soluciones de tratamiento y control, en el experimento 2, fueron renovadas al décimo

quinto (15) día de estudio.

Una vez finalizado el periodo de estudio, se midió la longitud del tallo y raíz de las

plántulas y se prepararon los extractos respectivos para su análisis por HPLC.

2.8.- Análisis estadístico de los resultados

Para el estudio comparativo del contenido de cumarina, pterosinas y fenólicos totales en las

diferentes matrices vegetales de cada uno de los MA y EO, se usó un Análisis de Varianza

(ANDEVA) y las pruebas de comparación de medias no paramétricas Kruskal- Wallis y

Wilcoxon. Los datos se procesaron con el paquete estadístico STATlSTIX 7.0.

75

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1.- Análisis del crecimiento del P. caudatum

Uno de los parámetros que mejor describe el desarrollo de los frondes es la longitud del

raquis (Alonso-Amelot et aL, 1999). Los individuos muestreados para su análisis, en cada

etapa fenológica, fueron aquellos cuyo Lr se encontraba dentro del rango determinado del

histograma de Lr de la población que se distribuye normalmente. Estos frondes fueron

considerados como los mejores representantes de la población para cada etapa (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Rango de longitud de raquis seleccionado para el muestreo de los individuos de

P. caudatum en cada etapa fenológica.

Etapa fenológica
Rango de Lr (cm) para la selección de los

Crecimiento (días) individuos*

Cayado
o
2
5

13 - 23

8
12
15

15 - 70

33

65 - 120

110- 175
43

19
22
26
29

36
40

47
50
54

transición-----+-------,...-----------------,

* Ver los histogramas respectivos en el anexo A: figura A.3.

La población de P. caudatum alcanzó su madurez entre los 50 y 54 días desde que se

observó emergencia del cayado. Sin embargo, el progreso de la elongación del fronde no

fue uniforme, tal como muestra la curva de la derivada de Lr respecto al tiempo (Figura

3.1). La máxima velocidad de elongación, calculada como la derivada de la función de

crecimiento, se alcanza en el duodécimo día (4,58 ±0,20) cm/día, correspondiente al inicio

de la segunda etapa, donde se comienza a expandir el primer par de pinas
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'kO 1
160 1

¿ ::::1
::> 100

~ KO
-o
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/\i 4,5s'cm/día Ii

j

I!iILongilud de raquis
-- Veiocidad de eiongacióll

10 20 30 40 50 (;0

Emergencia (días)

Figura 3.1: Velocidad de crecimiento del fronde de P. caudatum a 1990 msnm.

Las barras representan la desviación estándar de los promedios de longitud de raquis para N = 38. Línea
negra = ajuste de la función de Boltzmann para la longitud de raquis vs los días de emergencia; Línea azul =
velocidad de elongación vs los días de emergencia (corresponde a la derivada de la función de Boltzmann de
ajuste para la longitud de raquis).

3.2.- Cuantificación de los metabolitos secundarios de interés en los MA de

P.clltulafum

3.2.1.- Cumarina

3.2.1.1.- Frondes

De acuerdo con lo expuesto en la sección 3.1, se seleccionaron 10 individuos para cada

etapa fenológica y se aplicó la metodología de obtención de los MA de los frondes descrita

en el capítulo 2, sección 2.3.1 (figura 2.2: Metodología MA-2).

Para la cuantificación de la cumarina, como no hay efecto de la matriz vegetal (anexo B:

figura B.4), se construyó la curva de calibración sencilla #1 (figura 3.2).

Esta curva cubre el rango de concentraciones desde 0, l - 300 11M de cumarina (SIGMA,

99% pureza) y de acuerdo con el análisis estadístico de la recta de regresión se presentan

los parámetros del análisis en la tabla 3.2.

Tabla 3.2: Parámetros de análisis de la curva de calibración.

Cunra de calibración
Pendiente (m) Intercepto (b) 7 LD LQ

[UAbs/ /.tM] [UAbs]
r-

[/.tM] I/.tM ]
Cal ibraci6n sencilla # ¡ ¡0004,3 ± 55,5 4093,2 ± 5922,5 0,9998 O,OÓ 0,20

- - - " - . , - .- ..
(R - cuadrado del coelielente de correlacJOn lmea\' LD- i11111te de detecclon. LQ- limite de euantJilcaelon)
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1.50 200

Cumarina [11M]

Figura 3.2: Curva de calibración sencilla de cUll1arina #J (rango de concentraciones: desde

O hasta 300 ~lM) (Las barras representan la desviación estándar para cada patrón (N = 3).

En los MA de los cayados y de la hojarasca no fue detectada la cumarina. En la figura 3.3

se presenta el contenido de cUll1arina promedio en las otras etapas de crecimiento (Anexo

C, tabla C. 1).

a

0.83 ± 0,30

~ 0,08 =O,os
e

Senescente

0,32 ± 0,20

b

4 ta Etapa

a

3 era Etapa2 da Etapa

~ 2,0

§
1,8:¡;

.g 1,6
~.

..s 1,4

~

1,2

ª~ 1,0

0,8
o

1
0,6

0,4

~ 0,2=
~

0,0

"0
Etapa fenológica

Figura 3.3: Contenido promedio de cumarina en los MA de frondes de diferentes etapas

de desarrollo del P. caudatum. Las barras indican la desviación estándar de los promedios

(N = 10). (Letras iguales indican que no hay diferencias significativas, p > 0,05, según el

test no paramétrico de Kruskal-Wall is).
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La figura 3.3 muestra que el contenido de cUl11arina disponible para la lixiviación

disminuyó con la edad de los frondes. La 2E y 3E presentaron la mayor cantidad de

cumarina, sin diferencias entre sí (P > 0,05, test de Kruskall-Wallis). En la 4E y

senescencia, se redujo significativamente el contenido de este compuesto (P < 0,05, Test

de Kruskall-Wallís).

En general, se observa que existe una tendencia a disminuir el contenido de cUll1arina

lixiviada a medida que el fronde avanza hacia la madurez con un menor contenido en la

senescencIa.

Finalmente, para evaluar la actividad fitotóxica de los MA, es importante tener presente

que el contenido de cumarina, en términos de concentraciones molares, varía entre 4 - 190

flM en los individuos estudiados (anexo D, tabla D.2 y figura D.I).

3.2.1.2.- Esporas

El análisis de los MA de una muestra de esporas de P.caudatum indicó la presencia de

cumarina a nivel de trazas, °flM ::.:: (Cumarina] ::.:: 0,20 flM, esto es por debajo del límite de

cuantificación LOQ (figura 3.4).

Figura 3.4: a) Cromatograma obtenido para MA de las esporas y b) el espectro ultravioleta

del pico a 7,61 mino

La presencia de cUll1arina se confirmó por ca inyección con una muestra patrón, por

comparación del tiempo de retención, aumento del área y espectro UV (figura C.I, anexo

C).

3.2.1.3.- Rizomas

El análisis de los MA de algunas muestras de rizomas de Peaudat1lm mostró que no hay

presencia de cumarina (Anexo B, tabla B.2). Por lo tanto, no se incluyó el muestreo de

rizomas en el estudio.
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3.2.2.- Pterosinas

3.2.2.1.- Frondes

En cuanto al análisis de las pterosinas, en los MA, se observó la presencia de estos

metabolitos en los cayados y en la 2E fenológica.

A continuación se presenta la curva de calibración sencilla para la cuantificación de las

pterosinas A y B (figura 3.5).

Pterosina B [11M]

Figura 3.5: Curva de calibración sencilla de pterosina B (O - 20 ¡.¡M) (Las barras de error

corresponden a la desviación estándar para cada patrón, N = 3).

En la tabla 3.3 los parámetros de regresión de la curva de calibración.

Tabla 3.3: Parámetros de análisis de la curva de calibración sencilla de la pterosina B.

Curva de calibración
Pendiente (m) Intercepto (b)

r2 LD LQ
IUAbs/1!MI IUAbsl I/.lMI I/.lMI

Cal ibración sencilla
24734,6 ± 288,5 -3781,9 ± 2702,2 0,9995 0,030 0,100

Pterosina B
-- .. " - .. - . - "(R - cuadlado del coeficiente de correlaclon Imeal, LO-llllllte de detecclon, LQ- illlllte de cuantlIJcaclOn)

En la figura 3.6 se muestra los resultados del contenido de las pterosinas A y B en los MA

de cayados y frondes de 2E fenológica.

Se observa que la pterosina A lixiviada tiende a aumentar con el desarrollo existiendo

diferencias significativas entre las etapas (P < 0,05, Test de Wilcoxon). En cuanto a la

pterosina B, no hay diferencias significativas entre etapas (P > 0,05, Test de Wilcoxon),

aunque parece haber una tendencia a disminuir con el desarrollo.
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Figura 3.6: Contenido de pterosinas A y B en los MA en cayados y frondes de 2da etapa

de P. caudatul11 (Las barras de error corresponden a la desviación estándar de los

promedios, N = 10).

En los MA de las otras etapas fenológicas, no se determinó el contenido de las pterosinas

por encontrarse por debajo del límite de cuantificación (LQ < 0,100 flM).

Para evaluar la actividad fitotóxica de las pterosinas, es importante conocer que el rango

de concentraciones en que éstas se encuentran presentes en los MA varía entre 0,2 - 6 ~lM

(anexo D, tabla D.3).

3.2.2.2.- Esporas y rizomas

No se detectaron pterosinas A y B en los cromatogramas de los MA de esporas y rizomas.

3.2.3.- Fenólicos totales

3.2.3.1.- Frondes

En la tabla 3.4 se muestran los resultados del análisis de regresión de la curva de

calibración sencilla para la cuantificación de fenólicos totales como equivalentes de tanino

de quebracho. El rango de concentraciones de la curva fue de 0,9 - 504 mg/L (figura 3.7).
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Tabla 3.4: Parámetros de análisis de la curva de calibración sencilla de tanino de

quebracho.

Curva de Pendiente (m) Intercepto
r2 LD LQ

calibración [Abs.Llmg] (b) [Abs] [mg/L] [rng/L]
Equivalentes de 0,0031 ± 0,0274 ±

0,9977 0,0]35 0,0451
tanino de quebracho 0,0001 0,0185

o .. .. " . . "(R-= cuadrado del coeficIente de correlaclon lineal, LD= limite de detecclon, LQ= Ilmltc dc cuantllicaclOn)

2 100

1,80

1,60

1,40

'" ,1,20'o
e
'" 1,00..o

~ 0,80..o
<t

0,60

0,40

0.20

(j,OC!

100 200 300 400 500 600 700

Concentración de Tanino de quebracho [mg/l]

Figura 3.7: Curva de calibración sencilla de fenólicos totales como equivalentes de tanino

de quebracho (0,9 - 504 mg/L) (Las barras de error corresponden a la desviación estándar

para cada patrón, N = 3).

En la figura 3.8 se muestra el contenido de fenólicos totales lixiviados por gramo de

biomasa por etapa (también ver Anexo C, tabla C.2).

Se puede observar que los cayados y la hojarasca presentaron los menores valores de

fenólicos totales (significativamente diferentes, P < 0,05, test de Kruskall-Wallis). El

contenido de estos compuestos aumentó significativamente en la 2E y 3E fenológica (sin

diferencias significativas entre sí, p> 0,05, test de kruskall-Wallis) para luego disminuir

progresivamente.

Para poder evaluar la actividad fitotóxica de los MA y determinar posibles correlaciones

con estos compuestos, es importante conocer que, en términos de unidades de
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concentración en equivalentes de tanino de quebracho, el contenido de fenólicos totales

varía entre 0,2 - 721 mg/L en los individuos estudiados (anexo D, tabla 0.2 y figura 0.2).

~
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a

21,26 ± 8,00

2E

a

¡16,20 ± 3,01

3E

b

11,53 ± 2,98

4E

e

6,59 ± 1,48

Senes

e

0,15 ± 0,04

Hoj

Etapas fenológicas

Figura 3.8: Contenido de fenólicos totales (en equivalentes de tanino de quebracho) en los

MA de P. caudatum en las diferentes etapas fenológicas (Las barras indican la desviación

estándar de los promedios, N = 10. Letras iguales indican que no hay diferencias

significativas, p> 0,05, según el test no paramétrico de Kruskal-Wallis).

3.2.3.2.- Esporas y rizomas

Se determinó la presencia de fenólicos en los MA de esporas y rizomas eN 8)

([Fenólicos totales] « LQ = 0,0451 mg/L).

3.3.- Cuantificación de los metaboHtos secundarios de interés en los EO de P.

calUlatllm

3.3.1.- Cnmarina

3.3.1.1.- Frondes

A) Porcentaje de extracción de cumarina de los frondes de P. c(llulatllm siguiendo la

metodología EO-6.

La metodología de obtención de los EO es la EO-6, aplicándose solo una vez (EXT1) a

cada muestra. La determinación del porcentaje de extracción de cumarina en esa primera

extracción es fundamental para validar la metodología disefíada y corregir los resultados
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obtenidos. Siguiendo el procedimiento descrito en la sección 2.3.2, los porcentajes de

extracción son mostrados en la figura 3.9.

Numero de la extracción (EXTII)

Figura 3.9: Porcentaje de extracción de cumarina realizando extracciones sucesivas (3

extracciones) al material de los frondes de P. caudatum (Las barras de error corresponden

a la desviación estándar para N = 5).

Con el primer tratamiento de la muestra EXT 1 se obtuvo un (81,06 ± 3,44) % del total de

cumarina presente en los tej idos de los frondes. Este es un porcentaje aceptable de

extracción y la diferencia con respecto a un 100% será el factor de corrección que se debe

añadir a cada resultado si se desea conocer el contenido de cumarina exacto de cada

individuo muestreado.

B) Porcentaje de recuperación (al usar Sep-Pak CI8).

Luego de obtener los EO de los frandes estos fueron prepurificados siguiendo la

metodología EO-6.4 (ver figura 2.4). El porcentaje de recuperación de la cumarina al

pasarla por el Sep-Pak CI8 fue de (99,27 ± 0,95) % confirmando que la fracción F2 es la

fi'acción enriquecida.

Sin embargo, se determinó la cumarina eluída en la fracción siguiente F3 (100% MeOH)

que pudo quedar retenida en el Sep-Pak. En la tabla 3.5 se muestra el factor de corrección

correspondiente a la fracción F3 que se aplicó a cada etapa fenológica para estimar el

contenido de cumarina.
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Tabla 3.5: Factor de corrección aplicado al contenido de cumarina detectada en la fracción

F2.

Etapa fenológica Contenido de enmarina en F3 (%)*

*Lstos valores se calcularon relativos al contcn!do de eumw'ma e]U1da en !~2 (el error corresponde a la
desviación estándar para N = 2).

Segunda etapa (2E) 0,85 ± 0,03

Tercera etapa (3E) 1,43 ± 0,23

Cuatta etapa (4E) 1,35±1,35

Senescente 0,80 ± 0,07
~

C) Contenido de cumarina en los frondes

Se aplicó la metodología de obtención de 10sEO de los frondes descrita en la sección 2.3.2

(figura 2.3: Metodología EO-6).

Para la cuantificación de la cumarina, conociendo que el efecto de la matriz vegetal con los

EO es despreciable al diluir cada fracción F2 en 40 veces, se usó una curva de calibración

senci Ila (#2). Esta se muestra en la figura 3.1°Yen la tabla 3.6 se presentan los parámetros

de linealidad correspondientes.

}OOUOO

y =12438,05x +308,59

R' = 0,9995

4,0),0

Cumarina [fllV1]

Figura 3.10: Curva de calibración sencilla #2 de cumarina patrón (0,2 - 6,0 ~M) (Las

barras de error corresponden a la desviación estándar para cada patrón, N = 3).
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Tabla 3.6: Parámetros de análisis de la curva de calibración sencilla # 2 de cumarina

patrón.

Curva de Pendiente (m) Intercepto 2 LD LQ
calibración IUAbs/¡.tM] (b) [UAbs]

r
[¡.tMJ [¡.tM]

Cal ibración
12438,05 ± 97,19

308,59 ±
0,9995 0,06 0,20

sencilla #2 293,53- . " ..
(R2

= cuadrado dcl COcflClcntc de correlación Imca!. LD= límite de detccCi()Jl, LQ= limltc dc cuantlllcaclón)

Los resultados del análisis de los Eü de los cayados indicaron que no se encuentra

cumarina presente en los tejidos vegetales de los mismos.

En la figura 3. JI se comparan los valores promedios en contenido de cumarina por cada

etapa fenológica (también ver Anexo C, tabla C.l).

No se observa una tendencia clara en la variación del contenido de cumarina en los tejidos

de los frondes a medida que se desarrollan. La cantidad extraída en la 2E y 3E fenológica

es significativamente diferente (p < 0,05, Kruskal-Wallis) y no existen diferencias entre la

3E y 4E fenológica (p > 0,05, Kruskal-Wallis). El contenido de cumarina en los frondes

senescentes es menor que en las demás etapas.
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e

0,078 ± 0,001

Senes

Etapas fenológicas

Figura 3.11: Contenido de cumanna en Eü de frondes de P. cauda/um. (Las barras

indican la desviación estándar de los promedios, N = la. Letras iguales indican que no hay

diferencias significativas, p> 0,05, según el test no paramétrico de Kruskal- Wallis).
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3.3.1.2.- Esporas

En el EO de la muestra de esporas, se detectó cumarina a nivel de trazas « 0,06 ~lM) en el

tiempo de retención correspondiente a un patrón (7,67 min), como se muestra en la figura

3.12a. Esto se confirmo por ca inyección con una muestra patrón, comparación del tiempo

de retención, el espectro UV y el área de pico (ver figura C.1 en el anexo C).

a) e)

Figura 3.12: a) Cromatograma obtenido para el extracto orgánico de esporas de P.

caudatum, obtenido con la metodología EO-2 y b) espectro UV del pico de cumarina a un

tiempo de retención de 7,67 mino

3.3.1.3.- Rizomas

En las ocho muestras analizadas no se detectó cumarina.

3.3.2.-Fenólicos totales

3.3.2.1.- Frondes

En la figura 3.13 se presentan los resultados de la determinación del contenido de (enólicos

totales (como equivalentes de tanino de quebracho) en los EO de P. caudatum según la

etapa (enológica (ver también Anexo C, tabla C.2).

Se muestra que hubo un mayor contenido de fenólicos totales en las etapas más avanzadas

de desarrollo (sin diferencias significativas entre sí, p > 0,05, test de Kruskall- Wallis).

Este contenido se redujo considerablemente en las muestras de hojarasca en relación con

las otras etapas fenológicas (p < 0,05, Test de Kruskall-WaIlis).

3.3.2.2.- Esporas y rizomas

Se eletectó la presencia de compuestos fenólicos en los EO ele esporas y rizomas de

P.caudatum ([Fenólicos totales]« LQ = 0,045] mg/L).
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0,82 ±0,49

e

Hoj

a
15,06 ± 6,79

Selles

a

4E

±5,28

a

3E

b a
11,82 ± 4,31

2E

b

lE

5,0

0,0

10,0

20,0

25,0

15,0

Etapas fenológicas

Figura 3.13: Contenido de fenólicos totales en los Eü de frondes de diferentes etapas de

desarrollo del P, caudatum. (Las barras representan la desviación estándar de los

promedios, N = 10. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas, p> 0,05,

según el test no paramétrico de Kruskal-Wallis).

3.4.- Determinación de la presencia de eumarina en muestras de suelo

Los resultados de los análisis de suelo indican que la cumarina no fue detectada en los

extractos obtenidos siguiendo la metodología planteada en la sección 2.6 del capitulo 2.

Por otra parte, los resultados del análisis fisicoquímico de las muestras de suelo indicaron

que el porcentaje de humedad estuvo alrededor de un (23,2 ± 5,8) %, para todas las

muestras tomadas durante el desarrollo de los f¡'ondes de P. caudalum, desde la 2E hasta

los frondes en estado de hojarasca. La muestra tomada al inicio de la emergencia de los

cayados (1 E fenológica) registró un porcentaje de humedad menor al 1%.

En cuanto al análisis textural se encontró que todas las muestras son del tipo franco­

arenoso y arena-francosa, con algunas en franco-arcilloso y arenoso-franco.

En la tabla 3.7 se muestran los valores del resto de los parámetros medidos para

caracterizar el suelo en estudio.
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Tabla 3.7: Parámetros medidos para caracterizar el suelo de la parcela en estudio.

Parámetro Potasio (ppm) Calcio (ppm)

Etapa en
Contenido

Contenido
Contenido

Contenido
desarro!!o+ promedio promedio

lera etapa* 34,0 100,0

2da etapa 80,7 ± 14,2 37,0 ± 19,5

3 era etapa 93,3 ± 15,0 60,0 ± 24,1 59,7 ± 3,5 73,7 ± 27,0
(nivel medio a

4 ta etapa 58,3 ± 24,1
bajo)

61,7±7,5 (nivel bajo)

Senescente 59,7 ± 30,1 74,7 ± 23,0

Hojarasca 34,0 ± 16,5 109,3 ± 29,7

Parámetro Magnesio (ppm) Fosforo 01sen (ppm)
Etapa en

Contenido
Contenido

Contenido
Contenido

desarrollo+ promedio promedio

lera etapa* 49,0 6,0

2da etapa 47,0:1: 21,8 12,0 ± 1,0

3 era etapa 53,7 ± 6,0 45,2 ± 6,6 12,3 ± 2,3 10,6:l:: 2,4
4 ta etapa 46,7:1:: 7,1 (nivel bajo) 11,7 ± 1,5 (nivel bajo)

Senescente 35,7 ± 18,8 11,3 ± 2,1

Hojarasca 39,0 ± 7,5 10,0± 1,7

Parámetro Materia Orgánica (%) pH (1 :2,5)

Etapa en
Contenido

Contenido
Valor Valor promedio

desarrollo+ promedio

I era etapa* 4,4

2da etapa 4,9 ± 0,1

3 era etapa Mayor a 6,9 en todos los casos 5,0 ± 0,1 4,8 ± 0,2
4 ta etapa 4,9 ± 0,1 (ácido)

Senescente 4,7:1:: 0,1

Hojarasca 4,9± 0,1
4-Llapa en desarrollo de los trondes de P. caudatul11 durante el muestreo del suelo.
*En la primera etapa fenológica la N = 1 yen el resto de las etapas N = 3.

3.5.- Bioensayos

3.5.1.- Actividad titotóxica sobre L. saliva en placas de petri de los MA de P. clludatum

3.5.1.1.- Actividad fitotóxica de las pterosinas A y B patrones

En la figura 3. I4 se muestran los resultados en cuanto a la actividad de las pterosinas A y

B patrón sobre la elongación del tallo y la raíz de L. saliva, en comparación con la

cumarina y un herbicida comercial (Linurón), en el rango de concentraciones presentes en

los MA de los frondes de 1E Y2E fenológica de P.caudalum.
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Los resultados indican que la cumarina inhibe el crecimiento del tallo y de la raíz en mayor

proporción que el herbicida, observándose que el efecto inhibitorio para éste es notable a

partir de 20 JlM. Las pterosinas mostraron un comportamiento similar entre si, hente a la

elongación del tallo y de la raíz tanto individualmente como combinadas. No se observó

actividad sobre el crecimiento a fas concentraciones medidas en los MA de P. caudaium

(entre 0,2 - 6 ~lM) (Anexo O, tabla 0.3 y tabla DA).
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Figura 3.14: Actividad fitotóxica de las pterosinas A, B cumarina y Linurón sobre el

crecimiento del tallo (T) y raíz (R) de plántulas de L. saliva.
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-
¡

~
10

""
~

.o
o

iO..,
2
q

Figura 3.15: Actividad

10

Conc.entracion [pM]

En cuanto a la germinación (figura 3.15), se observa que solo la combinación de pterosina

A y B muestra un efecto inhibitorio y éste no excede el 20%. Sin embargo, en

comparación con la respuesta estimulatoria de la cumarina y del herbicida Linurón, así

como de las pterosinas A y B individualmente, es de importancia el resultado obtenido,

aunque no se haya producido por debajo de 6 ~lM de concentración, que corresponde con

los valores determinados en los MA de P. caudalwn (ver tabla D.3, anexo O).
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3.5.1.2.- Actividad fitotóxica de la cumarina patrón

En la figura 3.1 6 se muestran las correlaciones de la actividad observada sobre la

elongación del tallo (T) y de la raíz (R) de L. saliva, así como sobre la germinación (O), en

función de la concentración de cumarina patrón en el rango de concentraciones de 0, I

200 IlM (ver sección 2,7,1,2),
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El comportamiento inhibitorio de la respuesta es un decrecimiento exponencial de la

actividad con el aumento de la concentración de cumarina, de acuerdo con el análisis de

regresión. La función matemática que mejor se ajustó a esta respuesta es la siguiente:

y = Yo +.4 '" e t

Donde:

y = actividad.

Yo = Actividad máxima (cuando la dosis tiende al infinito).
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A = Amplitud del rango de actividad desde concentración cero a un valor infinito (%).

t = tiempo de respuesta.

X = Concentración o dosis.

Esto se demuestra con el coeficiente de correlación (1'2), del ajuste de la curva a los datos

obtenidos siendo para el tallo y la raiz 0,98 y 0,94, respectivamente (tabla 3.8). En esta

tabla tambien se muestran los parámetros que toma la función (Yo, A , ti) para cada grupo

de datos.

3.5.1.3.- Actividad fitotóxica de los MA de P. caudatum

Con cada MA de los individuos muestreados de 2E, 3E Y 4E fenológica de P. caudalum,

así como para individuos senescentes, se realizó un bioensayo de fitotoxicidad, según lo

descrito en la sección 2.7.1.3, usando como especie receptora lechuga. Los resultados

detallados de los bioensayos se muestran en el anexo O (Tabla 0.2).

En la figura 3.17 se muestran los gráficos de correlación de la actividad fitotóxica de los

MA de los frondes de P. caudatum, sobre el crecimiento del tallo y la raíz y sobre la

germinación de L. saliva, en función de la concentración de cumarina en los MA.

En estos resultados se observa, que la respuesta del crecimiento del tallo y la raíz de L.

saliva es de carácter inhibitoria, con un decrecimiento de tipo exponencial de la actividad

con el aumento de la concentración de cumarina, siguiendo una tendencia similar en los

MA de los frondes de 2E, 3E Y 4E. Sin embargo, los frondes senescentes se salen de la

tendencia general de las otras etapas fenológicas (puntos dentro del óvalo en el gráfico),

pues aunque presentan menor concentración de cumarina la respuesta es mucho mas

inhibitoria con estos que con los frondes de las otras etapas fenológicas que presentaron las

mismas concentraciones.

En cuanto a la germinación, el efecto de los MA sobre este parámetro no es claro en

relación a la cumarina presente, pues existe una dispersión de los datos y no hay una

tendencia en la respuesta de acuerdo a la concentración. Sin embargo, un aspecto notable

es que la mayoria de los individuos, en todas sus etapas, mostraron una respuesta

estimulatoria sobre la germinación.
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Figura 3.17: Actividad fitotóxica de los

MA de P. caudalum, sobre el crecimiento

del tallo (T) y raíz (R) y sobre la

germinación (G) de L. saliva en función de

la concentración de cumarina.

(Los puntos dentro de los óvalos corresponden a los

¡'rondes senescentes).

Concentración de cumarina (11M)

Como la actividad fitotóxica medida sobre el crecim iento de L. sativa puede no ser solo

debida a la cumarina presente en los MA, es importante evaluar esta actividad tomando en

cuenta el contenido de compuestos fenólicos que se encuentran presentes y que, de acuerdo

con los antecedentes, se les ha reportado actividad fitotóxica (Oliveros, ]998; J imenez et

aL,2008),

En la figura 3.18 se muestra la correlación de la actividad de los MA de los frondes de P.

caudatum, sobre el crecimiento del tallo y la raíz, así como sobre la germinación de L,

sativa, en función del contenido de fenólicos totales (ver anexo D, tabla D.2).

En este caso, se observa que la respuesta del crecimiento del tallo y la raíz de L. saliva es

inhibitoria y se ajusta a un decrecim iento exponencial con el aumento del contenido de

fenólicos totales, aunque existe una dispersión alta en los datos. Los MA de los frondes

senescentes (ovalo en la figura 3.18) presentan el mayor contenido de fenólicos totales y la

actividad inhibitoria se ubica en los valores maximos observados formando parte de la

tendencia general dentro de un rango de actividad entre -100 a-50 % (puntos dentro de los

recuadros).
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En cuanto a la germinación (G), existe una alta dispersión de los datos y no hay una

tendencia en la respuesta acorde al contenido de fenolicos totales.
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Figura 3.18: Actividad fitotóxica de los

MA de P. caudatum, sobre el crecimiento

del tallo (T) y raíz (R) y sobre la

germinación (G) de 1. sativa en función

del contenido de fenólicos totales.

(Los puntos dentro de los óvalos corrcspondcn a

los frondcs sencscentes y los puntos dentro de los

recuadros representan el rango de actividad donde

se encuentran la mayoría dc los individuos).

Con el fin de establecer el nivel de correlación de la actividad observada para el

crecimiento del tallo y la raíz de 1. sativa con la concentración de cumarina y el contenido

de fenólicos totales, se realizó el analisis de regresión aplicando la ecuación matemática 3

(Ec. 3) para evaluar el ajuste de la curva a los datos obtenidos y establecer una

comparación con el ajuste obtenido para la cumarina patrón (figura 3.16).

En la figura 3.19 se muestran los gráficos del ajuste de la curva de la actividad mostrada

por los MA de los frondes de 2E, 3E Y4E fenológica y de los frondes senescentes.
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Figura 3.19: Análisis de regresión de la actividad fitotóxica de los MA de los frondes de

2E, 3E Y4E Yde los frondes senescentes de P. caudatum, sobre el crecim iento del tallo de

L saliva en función de la concentración de cumarina.

Los valores de los parámetros de ajuste de la actividad en función de la concentración de

cumarina se presentan en la tabla 3.8. Solo se muestran los ajustes para la respuesta del

tallo, pues en la raíz, al estudiar los resultados para cada etapa por separado, no hubo

correlación debido a la alta dispersión de los datos.

De acuerdo los parámetros de ajuste de las curvas a los datos en todas etapas, se observa

que los MA muestran una actividad fitotóxica mayor que la mostrada por la cumarina

patrón de acuerdo con Yo. Así también, la amplitud del rango de la actividad (A) de los

MA es superior, lo cual va en concordancia con lo observado en Yo, pues a mayores

valores de este parámetro, la amplitud aumenta.

95

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



Tabla 3.8: Parámetros de ajuste de la función matemática que mejor describe la actividad

y coeficientes de correlación para la actividad en función de la concentración de cumarina.

CUMARiNA

Etapa TALLO RAiZ

fenoló2ica YO A t r2 YO A t r 2

Cum-patrón -94,36 92,92 28,21 0,98 -78,70 80,99 32,22 0,94
2E -99,55 193,79 62,43 0,86
3E -98,11 148,42 65,04 0,87 NO HAY CORRELACIÓN
4E -91,19 103,18 57,78 0,90

Senes -98,53 145,65 16,88 0,73

2E-3E-4E -101,94 10027 97,68 0,87 -86,64 72,96 51,22 0,83
*Ecuac¡ón 3: . , .-2

Y = Yo T A '" e t

Finalmente, en el caso del tiempo de respuesta, es notable que el tallo de L. saliva responde

mas lentamente al efecto de los MA de los frondes en desarrollo de P. caudalwn que a la

cumarina patrón. Exceptuando de este hecho a los frondes senescentes donde la velocidad

de respuesta es mucho mayor.

La raíz de L. saLiva no mostró un comportamiento que permitiera lograr un coeficiente de

correlación aceptable para los MA de los frondes verdes y los senescentes en comparación

con la cumarina patrón.

3.5.2.- Efectos de la eumarina patrón sobre lechuga (Lacluca saliva) en bioensayos en

medio hidropónieo

3.5.2.1.- Absorción de eumarina por las plántulas de L. saliva

Los resultados de este estudio indican que la cumarina es absorbida tanto por la radícula

como por el tallo de las plántu1as, pues esta fue detectada en los tej idos aun después del

lavado de las mismas con agua destilada.

En la figura 3.20 se muestra el contenido de cumarina encontrado en el tallo de L. saLiva

durante cada día del tratam iento. El ajuste de la curva, en un análisis de regresión, indica

que la máxima absorción de cumarina por las plántulas se alcanza en el séptimo día, la cual

crece durante los primeros 6 días y luego de alcanzar un valor máximo, decrece desde el

octavo día hasta alcanzar valores mínimos entre los días 14 y 16.

De acuerdo con esto, parece que la cumarina es absorbida por las plántulas de L. saliva a

través del tallo.
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En cuanto a la raíz, en la figura 3.21 se muestra el contenido de cumarina encontrado en

estos tejidos de las plántulas. De acuerdo con esto, la absorción máxima se alcanza al

octavo día de tratamiento y presenta un comportamiento gaussiano como el observado en

el tallo. Igualmente, parece que las plántulas también absorben la cumarina a través de

estos tejidos, a menos que exista algún proceso de transJocación interno. La relación de

contenido máximo de cumarina encontrada en los tejidos de las plántulas de L. sativa es

3,9 veces más alta en tallo que en raíz, lo que podría ser una resultado lógico, siendo la raíz

un órgano de tránsito, más que de almacenamiento, de agua y nutrientes.

Figura 3.21: Contenido de cumarina

encontrada en las radículas de L.

saliva a diferentes días de estudio,

o Raíz control
li'I Raiz tratamiento

11I
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~
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En general, en este experimento es importante señalar que las plántulas se marchitaron a

partir del doceavo día de tratamiento, tomando una coloración marrón, dificultando su

manipulación.
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3.5.2.2.- Absorción de cumarina por la radícula en L. saliva

Este bioensayo se diferencia del anterior en que las plántulas solo estuvieron en contacto

con la cumarina a través de la radícula. Los resultados demuestran que la cumarina no fue

detectada en las plántulas, a pesar de que las muestras fueron concentradas (x 4) para el

análisis por HPLC. Esto indica que posiblemente la cumarina no es absorbida por la

radicula.

3.5.2.3.- Efecto de la cumarina sobre el crecimiento de L.saliva

En este estudio preliminar, el efecto de la cumarina, a dos concentraciones diferentes y a

tiempos prolongados de tratamiento, ha sido notable. Aunque estadísticamente a 200 ~M

de cumarina y 16 días de tratam iento (figura 3.22), no hubo diferencias significativas entre

el control y el tratamiento, en la figura 3.23 se puede apreciar de manera cualitativa que

hubo un efecto en el desarrollo.
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Figura 3.22: Efecto sobre el crecimiento de 1. saliva de la cumarina patrón en bioensayos

en medio hidropónico (N = 3 en el estudio a 200 ~M; N = 5 Y N = 3 en control y

tratamiento del estudio a 500 ~M respectivamente; letras iguales indican que no hay

diferencias significativas, p < 0,05, según el test no paramétrico de Kruskal-Wallis).
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Tratamiento

Figura 3.23: Plántulas de L. saliva, control y tratamiento, luego de 16 días expuestas a una

concentración de cumarina de 200 ~lM.

Para el experimento a 500 ~lM, se encontraron diferencias significativas entre el control y

el tratamiento a 29 días de exposición (figura 3.22).

En este caso es posible apreciar las diferencias en el crecimiento del tallo y la radícula en

la figura 3.24. La radícula de L .saliva fue afectada tanto en longitud como en firmeza,

pues durante la manipulación fue evidente el grado de hinchamiento de las mismas en

comparación con las del control y su rompimiento era muy fácil.
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Figura 3.24: Plántulas de L. saliva. control (e) y tratamiento (T), luego de 29 días

expuestas a una concentración de cUlllarina de 500 ~LM.

Tanto la concentración como el tiempo de exposición fueron cambiadas, por lo cual un

estudio mas exhaustivo manteniendo constante el tiempo de exposición y evaluando el

crecimiento en función de la concentración cumarina, reflejaría a partir de que nivel es

apreciable el efecto que este compuesto ejerce sobre el desarrollo de L. saliva.

En ambos experimentos se analizaron los extractos orgánicos de las plántulas y no fue

posible la detección de cumarina en los tejidos.
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CAPITULO 4

DISCUSIÓN DE RESULTADOS

4.1.- Seguimiento del desarrollo de una población de P. caudatum

Con el fin de normalizar la población de P. caudatum de estudio, para la posterior

selección de los individuos a estudiar, se realizó el seguimiento del desarrollo tomando

como parámetro principal la elongación del raquis (Lr). En el neotrópico, las especies del

género Pteridium se distribuyen principalmente en zonas expuestas a la intervención

humana (Alonso-Amelot y Rodulfo-Baechler, 1996), sin embargo, el sitio de trabajo

seleccionado, ademas de presentar la ventaja de contar con una población homogénea de P.

caudatwn, también se encuentra delimitado, minimizando la intervención humana.

Los resultados obtenidos indican que la población de P. caudatum (1990 msnm) es

comparable, en cuanto a la velocidad de elongación del fronde, con otra población

previamente estudiada a una altitud de 1950 msnm (Alonso-Amelot et al., 1999). Se

observa que la velocidad de elongación aumenta paulatinamente durante el desarrollo del

cayado (1 era etapa), alcanzando un máximo al inicio de la 2E fenológica para luego

disminuir progresivamente a lo largo del desarrollo del fronde hasta la cuarta etapa

fenológica.

A lonso-Amelot y colaboradores (1999) describen una velocidad máxima de elongación de

4,1 1 ± 0,16 cm/día alcanzada a los 10 días. En este caso, la máxima velocidad de

elongación fue de 4,58 ± 0,20 cm/día, para los 12 días de crecimiento; en ambos casos

corresponde al final de la primera etapa, cayados, (cuando toda la energía de desarrollo del

fronde emergente está concentrada en el crecimiento del eje vertical), e inicio de la

segunda etapa (donde se inicia la expansión de la primera lámina foliar). Es de suma

importancia que la planta alcance una altura adecuada antes de desplegar sus frondes para

asegurar una óptima recepción de la luz y asi favorecer la fotosíntesis necesaria para

completar su desarrollo (Alonso-Amelot et al., 1999).

Los frondes de P. caudatum alcanzaron su desarrollo completo entre los 50 y 54 días con

una longitud de raquis máxima de 137,7 ± 22,12 cm. En comparación con el anterior

estudio en el cual alcanzó una longitud de raquis de (94,47 ± 1,68) cm entre los 40 y 45

días, esta población alcanzo una altura mayor lo cual puede estar asociado con la mayor

velocidad de elongación de 4,58 cm/día observada al inicio del crecimiento de los frondes.
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Las diferencias obervadas pueden estar asociadas con el tipo de suelo y las condiciones

climatológicas. Es importante notar que el desarrollo de la población es posterior a un corte

total de la vegetación en la parcela. El estudio de Alonso-Amelot y colaboradores (1999)

fue realizado en una población que emergió despues de un incendio que eliminó toda la

vegetación. Esto produce una diferencia sustancial en la composición del terreno y en las

diferentes competencias entre especies. Al final del estudio, se observó una población

homogénea en cuanto a la etapa fenológica pues todos los individuos se encontraron

completamente desarrollados, con escasa presencia de nuevos cayados o frondes en etapas

inferiores de desarrollo.

4.2.- Cuantificación de cumarina, pterosinas y fenólicos totales en P.caudatum

4.2.1.- enmarina

Los estudios realizados hasta la fecha en el género Pteridium han estado enfocados en los

metabolitos secundarios más abundantes y en cuanto al P.caudatum, ha sido más lo

repoliado con respecto a los metabolitos secundarios presentes pertenecientes a la familia

de los terpenos como el ptaquilosido y las pterosinas, a la familia de los compuestos

fenólicos y de los compuestos nitrogenados como la prunasina (glicósido cianogénico),

pues son los compuestos que han sido asociados a interacciones bioticas y

carcenogenisidad, produciendo un impacto ecológico más evidente (Alonso-Amelot et al.,

1995; Alonso-Amelot, 1999; Oliveros et al., 1999; Alonso-Amelot y Oliveros, 2000;

Alonso-Amelot, 2002; Rasmussen et al, 2003). La cumarina fue reportada por primera vez

en los frondes de P.caudatul11 en el trabajo de Alonso-Amelot y colaboradores (1995).

El estud io desarrollado aquí se ha centrado en la variación cuantitativa de la cumarina, de

acuerdo con el desarrollo fenológico en el P.caudatum, tanto en los macerados acuosos

(MA) como en los extractos orgánicos (EO) del primer par de pinas de los frondes.

Para evaluar la posibilidad de que las precipitaciones, antes de cada muestreo, pudieran

influir en los resultados debido a la lixiviación de los metabolitos y, en consecuencia,

producir una disminución de su concentración, se relacionó la precipitación promedio de

cinco días antes de cada muestreo con el contenido de cumarina en los MA de los frondes

(Figura A.5, Anexo A). Como se observa en la figura 4.1, las precipitaciones no parecen

producir una disminución del contenido de cumarina en los MA, sino que por el contrario

este es mayor en los muestreos donde ocurrió mayor precipitación, lo cual pudiera indicar
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que el contenido de cumarina se relaciona con la etapa de crecimiento y además la posible

existencia de un eficiente mecanismo de reposición del metabolito en la superficie foliar.
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Figura 4.1: Correlación de las precipitaciones en los cinco días previos a la fecha de

muestreo y el contenido de cumarina en los MA de los fi'ondes según su etapa fenológica.

En la tabla 4.1 se resumen el contenido de los metabolitos analizados. El hecho de que no

se encontrara cumarina en los MA ni en los EO de los cayados, estaria indicando que su

producción se inicia en etapas posteriores, quizas con el despliegue del primer par de pinas.

El contenido total de cumarina (MA + EO), en el primer par de pinas, es máximo cuando el

fronde se encuentra en sus etapas fenológicas 2 y 3 (figura 4.2 y anexo C, tabla C.3), sin

diferencias significativas entre si (p > 0,05; test de Kruskall-Wallis). El contenido máximo

de cumarina es de 2,02 ± 0,33 mg/g de biomasa.

Este disminuye significativamente (p < 0,05; test de Kruskall-Wallis) al llegar a la cuarta

etapa, para casi desaparecer durante la senescencia. Podría explicarse este hecho por la

disminución de la actividad fotosintética en la pina madura, a la movilización de la

cumarina o a la transformación de ésta en otros metabolitos. Es necesario otros estudios

para poder concluir al respecto.

En cuanto a los MA, los resultados indican que la cumarina extraida (que sería la lixiviada

por las precipitaciones) disminuye a medida que el fronde avanza hacia su madurez (figura

4.2). En los frondes verdes, la proporción de cumarina potencialmente lixiviable respecto a

la cumarina que se extrae de los tejidos (MAlEO) disminuye inversamente proporcional a

la madurez de la pina: 2E (1,71) > 3E (0,70) > 4E (0,32).
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Figura 4.2: Contenido de cumanna promedio en MA y en Eü de los frondes de P,

caudatum muestreados (la desviación estandar corresponde a N=] O; Letras iguales indican

que no hay diferencias significativas, p > 0,05, según el test no paramétrico de Kruskal­

Wallis).

La producción y acumulación de lignina que ocurre durante el proceso de maduración de

las pinas de los frondes, la cual provee de mayor rigidez a las paredes celulares (Alonso

Amelot et al., 200 1; Cseke et al., 2006) podría estar impidiendo que la cumarina y otros

metabolitos secundarios que se encuentran dentro de las celulas, sean lixiviados con

facilidad.

Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que al estar expuestas las pinas a la

precipitación durante su desarrollo, parte de la cumarina sea lixiviada y por ello se observa

un menor contenido en los MA.

En cuanto al contenido de cumarina en los MA y Eü de los frondes senescentes, éste

resultó igual. En esta etapa de desarrollo la biosíntesis de cumarina se ha detenido, debido

a que ya no ocurre el proceso fotosintético.

Finalmente, la cumarina no fue detectada en los MA ni en los Eü de los rizomas, lo que

permite deducir que no es almacenada en estos tejidos. Sin embargo, en los MA y Eü de

las esporas ésta si fue detectada, por lo que su presencia en estas estructuras se puede

asociar a que parte de la cumarina del fronde en su etapa madura (que es cuando incia la

esporulacion) las impregna, o a que es almacenada para darles protección una vez que estas

esporas se desprenden del fronde y caen en el suelo, donde la disponibilidad de recursos y
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lainfiuencia de otros organismos pueden afectar el desarrollo exitoso de estas estructuras

reproductoras. En cuanto a los compuestos químicos mayoritarios, que son exudados por

los rizomas y los que podrian estar presentes en las esporas de las especies de Pterídium, se

conoce muy poco sobre la fitoquímica.

Como lo han mencionado algunos autores (Jansson et al., 1980; Brown, 1981), la cumarina

es un compuesto con múltiples efectos fisiológicos sobre las especies de plantas receptoras

y son generalmente de carácter estimulatorio a bajas concentraciones e inhibitorios a altas

concentraciones. Resta evaluar la actividad fitotóxica de este compuesto en los MA para

poder establecer correlaciones claras.

4.2.2.- Pterosinas

Se determinó el contenido de pterosinas A y B en los MA de P. caudatum en sus dos

primeras etapas de desarrollo. Se observó en el caso de la pterosina B un decrecimiento:

cayados = 69,74 ± 62,32 ¡.lg/g de biomasa yen frondes de 2da etapa = 46,86 ± 24,15 ¡.lg/g

de biomasa, aunque estadisticamente no hubo diferencias significativas. En cuanto a la

pterosina A se observó un aumento del contenido al avanzar el desarrollo de los frondes de

cayados (14,69 ± 9,35 ¡.lg/g de biomasa) a 2da etapa (36,75 ± 19,65 ¡.lg/g de biomasa).

Ya en trabajos previos (Alonso-Amelot et al., 1992; Alonso-Amelot et al., 1995) se

determinó que el contenido de pterosina B disminuyo en los frondes a medida que estos

avanzaban hacia la madurez. Sin embargo, la pterosina A mostró un contenido casi

constante en los frondes durante los primeros 20 días de desarrollo, luego disminuyó para

finalmente aumentar cuando el fronde llegó a su completo desarrollo (Alonso-Amelot et

al., 1992).

4.2.3 Fenólicos totales

Los compuestos ienólicos son sintetizados en plantas no solo bajo determinantes genéticos,

demandas fisiológicas y necesidades de defensa controladas por la evolución, sino también

por la infiuencia del estrés ambiental tales como perturbaciones, sequias y la radiación

electromagnética. Se ha demostrado que la síntesis y acumulación de los derivados

fenólicos en los frondes de los helechos está regulada por la radiación solar total que incide

sobre la planta (Alonso-Amelot et al., 2007).

En este estudio, la población de P.caudatum seleccionada se encontraba completamente

expuesta, sin interferencias que pudieran afectar la incidencia de la radiación solar.
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De manera análoga, al estudio de la cumarina, en esta parte del trabajo, se pretende aportar

evidecias que permitan comprender la dinámica de lixiviación de compuestos fenólicos a

lo largo del desarrollo del fronde. En la tabla 4.1 se aprecia que los compuestos fenólicos

están presentes en todas las etapas fenológicas y que además el contenido es mucho mayor

al de la cumarina. En rizomas y esporas se encuentra a nivel de trazas. Estos metabolitos

son clasificados dentro de las defensas cuantitativas o "reductoras de la digestibilidad" ya

que su efecto sobre los herviboros incrementa con la concentración, es decir, que el efecto

depende de la dósis. En términos de protección de la alta radiación solar, los fenolicos

totales también cumplen una función muy importante (Fax, 1981).

La figura 4.3 muestra una tendencia similar a la figura 4.1, indicando que las

precipitaciones previas al muestreo no parecen producir una disminución del contenido de

fenólicos totales en los MA, lo cual pudiera indicar, igualmente, que el contenido de

fenólicos totales se relaciona con la etapa de crecimiento y además la posible existencia de

un eficiente mecanismo de reposición de estos metabolitos en la superficie foliar.
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Figu."a 4.3: Correlación de las precipitaciones en los cinco días previos a la fecha de

muestreo y contenido de fenólicos totales en los MA de los frondes por etapa fenológica.

Los individuos de la 1E fenológica y de la hojarasca se salen de la tendencia general

observada para el resto de los frondes en desarrollo y en senescencia.
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Tabla 4.1:Contenido de cumarina, pterosinas y fenolicos totales en los MA y EO de P. caudatum.

I Metabo¡;jo"

Etapa fenológica C

Cayado (lE) 2E 3E 4E Senl~scente Hojarasca

MA EO MA Eü MA EO MA EO MA EO MA EO

Cumarina 1,20± 0,71 ± 0,81 ± 1,19 o±: 0,3 ± 1,00 ± 0,08 ± 0,08 ±
ND NO ND NO

(mg/g) 0,43 0.,01 0,30 0,03 0,2 0,19 0,05 0,001

~- -_..~---..._.._._~~.

Pterosina A 14,69 :±: 36,75 ±
NE NE NO NE ND NE ND NE ND NE

(Ilg/g) 9.35 19,65

Pterosina B 69,74 ± 46,86 ±
NE NE ND NE ND NE ND NE ND NE

(Ilg/g) 62,32 24,15

_ ..

Fenólicos
1,60± 7,69 :::lo 21,26 ± 11,82 ± 16,20 ± 15,15 ± 11,53 ± 15,23 ± 6,59 ± 15,06 ± 0,15 ± 0,82 ±

totales

(mgb/g)
1,53 3,44 8,00 4..31 3,01 5,28 2,98 4,51 1,48 6,79 0,04 0,49

a= Contenido expresado en peso por g de biomasa: b = mg como equivalentes de tanino de quebracho. c = en esporas (MA y EO): cumarina y fenólicos totales a nivel de trazas y
pterosinas NO; En rizomas (MA y EO): fenólicos totales a nivel de trazas, cumarina y pterosinas NO.
NE = no cstudiada; NO = no detcctada. MA = macerado acuoso. EO =, extracto orgánico. 2E = segunda etapa. 3E = tercera etapa. 4E = cuarta etapa.
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El contenido total de fenólicos totales (MA + EO), en el primer par de pinas, es máximo

cuando el fronde se encuentra en sus etapas fenológicas 2, 3 Y 4 (figura 4.4 y anexo C,

tabla C.3), sin diferencias significativas entre si (p >0,05; test de Kruskall-Wallis). El

contenido máximo es de 33,08 ± 12,31 mglg de biomasa. Este disminuye

significativamente (p < 0,05; test de Kruskall-Wallis) al llegar a la senescencia, para casi

desaparecer en la hojarasca. Al igual que en el caso de la cumarina, este hecho podría

explicarse por una disminución de la actividad fotosintética en la pina madura.
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Figura 4.4: Contenido de fenólicos totales en MA y en EO de los frondes de P. caudatum

(la desviación estandar corresponde a N = 10; Letras iguales indican que no hay diferencias

significativas, p> 0,05, según el test no paramétrico de Kruskal-Wallis).

En las primeras etapas el contenido extraido en los MA de los compuestos fenólicos es

mayor que el que se mantuvo almacenado dentro de los tej idos (2E y 3 E fenológicas;

figura 4.4), pero en las últimas etapas, esto se invierte. Nuevamente se observa que la

proporción de los fenólicos potencialmente lixiviables respcto a los que se mantiene en los

tejidos (MAlEO) disminuye inversamente proporcional a la madurez de la pina: 2E (1,80)

> 3E (1,07) > 4E (0,76) > Senescente (0,44) > Hojarasca (0,18). Igualmente, estos

resultados pueden estar asociados con la lignificación de las paredes celulares.

Es de interés señalar que a partir de la 3E fenológica, los fenólicos totales que serian

potencialmente lixiviables en el primer par de pinas de los frondes fué mayor al mostrado

por la cumarina.
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Esto pudiera ser debido a diferentes factores como:

a.- Un mayor efecto de la lignificación de la hoja sobre el lixiviado de la cumarina de la

superficie foliar.

b.- Mayor hidrosolubilidad de los fenólicos totales respecto a la cumarina.

C.- Diversa localización de los metabolitos en la superficie foliar.

Es importante notar que el contenido interno (EO) de fenólicos totales se mantiene

constante a partir de la tercera etapa hasta la senescencia (en 15 mg/g; figura 4.4). Como ya

se mencionó, a diferencia de la cumarina, los compuestos fenólicos de alto peso molecular

(taninos), son defensas cuantitativas, no son móviles, por lo que se mantienen en las hojas

que envejecen y se pierden cuando la hoja mucre.

Pese a que son metabolitos con diferencias notables en cuanto a estructura y función, existe

una correlación positiva entre el contenido de cllmarina y fenólicos totales presentes en los

MA como se observa en la figura 4.5.
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y;:; 12,204x + 6,441
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Contenido de cwnarina en MA (rng!g de biomasa)

Figura 4.5: Correlación entre la cumarina y fenólicos totales en los MA de P. caudatum,

desde el despliegue del primer par de pinas (2E fenológica) hasta senescencia.

Esto demuestra que efectivamente la madurez de la pina determina la cantidad de los

metabolitos lixiviables, aunque este proceso sea diferente dependiendo de la naturaleza

química de los mismos. Los resultados obtenidos en este estudio, están en consonancia con

los resultados obtenidos por Alonso-Amelot y colaboradores (2004), observándose que el

contenido de fenólicos totales encontrados en los frondes verdes es más alto que el de los

cayados.
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Se debe mencionar que los cayados contienen otra variedad de compuestos de defensa

como glicósidos cianogénicos, ptaquilósido y otros xenobióticos (Alonso-Amelot et aL,

2001; Alonso Amelot et al., 2004), siendo la principal fuente de energía en esta etapa

inicial de desarrollo los carbohidratos de reserva que son almacenados en los rizomas

como fuente de carbono (Marrs y Watt, 2006).

4.3.- Determinación de la presencia de cumarina en las muestras de suelo.

El análisis por HPLC del suelo, para la determinación de cumarina, indicó que este

metabolito, presente en los frondes de P. caudatum y que es potencialmente lixiviable con

las precipitaciones en el campo, no se encuentra presente. Esto podría ser debido a que se

encuentra a nivel de trazas, por debajo del límite de detección (0,001 mg de cumarina/Kg

de suelo seco) o a que la metodologia de extracción no ha sido la mas adecuada para su

estudio.

El que la cumarina se encuentre a nivel de trazas puede ser justificado tomando en cuenta

todos los procesos físicos, químicos y biológicos a los que se somete cualquier metabolito

secundario cuando es incorporado al ambiente. Como reporta Yamamoto (2009), una de

las características químicas que afecta la recuperación de cumarina es el contenido de

materia orgánica del suelo, pues niveles altos, podrían disminuir la recuperación de este

aleloquímico, lo cual puede asociarse con procesos de retención que podrían afectar la

extracción de cumarina ya su vez con la presencia de microorganismos.

Se ha sugerido que la concentración de un aleloquímico en la solución del suelo es un

factor determinante de la actividad fitotóxica, y son los factores del suelo los principales

responsables de la concentración de un aleloquímico en este sistema cuyo comportamiento

se verá afectado por la adsorción, desorción y degradación (Kobayashi, 2004).

En el suelo muestreado para este estudio el porcentaje de materia orgánica es clasificado

como muy alto (> 6,9) (Peña, 2011).

Un gran contenido de materia orgánica podría absorber la cumarina, explicando así los

bajos niveles de su extracción. Esta absorción podría estar asociada en parte a la naturaleza

química de la materia orgánica presente compuesta por sustancias húmicas. El humus ha

sido definido por Navarro y Navarro (2003) como la totalidad de materia orgánica que por

ser difícilmente degradable se ha acumulado en el mismo después de un conjunto de
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descomposiciones y transformaciones químicas y bioquímicas. Este consta de una gran

variedad de moléculas orgánicas con diferentes grupos funcionales, muchos de ellos de

naturaleza aromática con diferentes grupos funcionales reactivos que podrían establecer

interacciones importantes con un aleloquímico como la cumarina, afectando así su

extracción.

Yamamoto (2009) expresa en su estudio que la dinámica de la cumarina en suelo depende

de si el suelo fue esterilizado. Sus resultados indican que el porcentaje de recuperación de

cumarina en los suelos esterilizados se mantuvo a un nivel constante en el tiempo,

suponiendo entonces que los microorganismos están involucrados en la desaparición de la

de la misma. Esto fue demostrado cuando el porcentaje de recuperación de cumarina fue

evaluado en el suelo a diferentes temperaturas (15 y 25 OC), indicando también que los

microorganismos están involucrados en los procesos, pues a mayor temperatura, menor fue

el rendimiento de extracción.

Los estudios realizados por Kunc (1974), sugieren que la cumarina puede ser degradada

por los microorganismos del suelo e indica que esta biotransformación se lleva a cabo a

través de una reacción de oxidación. Los productos originados en estas

biotransformaciones deben ser estudiados en la búsqueda de las relaciones estructura ­

actividad para definir los requerimientos estructurales que expliquen las actividades

medidas (Oliveros, 2006).

Por otra parte, y no de menor importancia, la posible pérdida de la cumarina por

escorrentía y drenaje del suelo, pudo afectar la permanencia de la cumarina en las zonas

del terreno de estudio, lo cual está determinado por la inclinación y la textura del suelo.

Finalmente, los altos valores de materia orgánica podrían estar afectando la acidez del

suelo, un factor que puede determinar la recuperación de cumarina y los niveles de

nutrientes esenciales en el suelo. En este estudio, se registró un valor promedio de 4,8 ±

0,2. La ionización de los grupos ácidos, fenólicos, alcohólicos entre otros, producen iones

H+ y bajan el pH del suelo. Como reporta Marrs y Watt (2006) parece que el Pteridium

ayuda a que el suelo mantenga niveles constantes de materia orgánica, de pH y otros

elementos. Ha sido reportado que para suelos muy ácidos (pH < 5) pueden observarse

deficiencias de fosforo, calcio, magnesio y potasio, reduciendo también, en algunos casos,
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la actividad microbiana (Peña, 2011). Los suelos de esta parcela presentan valores bajos de

estos nutrientes (figura 3.7), lo cual va en concordancia con lo reportado.

4.4.- Actividad titotóxica sobre L. saliva de los MA de P. caudatum

La tendencia observada en cuanto a la actividad de los MA de los individuos de P

couda/llm a lo largo de su desarrollo, descle la 2E hasta el desarrollo completo del fronde

4.6), indica que la cmnarina una función primordial en la actividad fitotóxica

del helecho. lo cual corrobora la actividad descrita para este compuesto (Dombos y

Spencer, 1990; Pergo, et 20(8).
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Figura 4.6: Análisis de regresión de la actividad fitotóxica de los MA en función de la

concentración de cumarina para la 2E, 3E Y 4E de P, caudatum, sobre el crecimiento del

tallo (1') y raíz (R) de L saliva.

Sin ernbargo, en los frondes senescentes a pesar de que el contenido de cumarina

drásticamente en comparación con la que le

3,17.1' Y R), la actividad inhibitoria es evidenciándose que esta lítotoxicidacl

es debida al alto contenido de compuestos fenólicos 3.18), posiblemente

acumulados durante su crecimiento y que fonnan parte de su defensa cuantitativa, Este

resultado cstú en concordancia con lo descrito para P oouilím¡m en California ((J¡iessman

y lVlu lIcr, 1 yen Suecia (Dolling et aL, ¡ donde los frondes senescentes parecen

ejercer un efecto inhibitorio mayor que los lixiviados de los frondes verdes sugiriendo que,

efectivamente, hay una trasformación de los productos naturales o una acumulación de

otros compuestos inhibitoríos.
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Es importante notar que el efecto de la cumarina patrón y de los MA sobre la elongación

del tallo y la radícula de las plántulas es similar (figuras 3.! 6 Y Sin enlbargo, la

dispersión observada en los MA comprueba nuevamente que otros llletabolitos

secundarios. como los fenólicos, pudieran estar actuando en cOl~¡unto (Glass, 1976,

!ll11'nre'7 el al., 2(08).

También se debe tener en cuenta que el tiempo de respuesta, de la actividad de cumarina

sobre el tallo de L. saliva, es mayor para los Jrondes verdes que para el patrón, lo cual

implica que cambios drásticos en la concentración de cumarina de los MA pueden producir

cambios leves en la actividad fitotóxica (parámetro t en la tabla 3.8), esto es, una velocidad

de respuesta menor. Nuevamente, la presencia de otros metabolitos secundarios también

activos o no y las características físicas del lixiviado de los frondes podrían estar afectando

este parámetro.

Las pterosinas A y B no produjeron efectos fitotóxicos sobre la germinación y el

crecim iento de L. saliva en el rango de concentraciones en que se encuentran presentes en

los MA del P. caudalul11.

En cuanto al contenido de compuestos fenólicos en los frondes verdes y senescentes se

observa una tendencia que, pese a existir una muy baja correlación, indica que estos

compuestos pueden estar cumpliendo una función en la actividad fítotóxica del helecho,

siendo los frondes senescentes los que mostraron los valores más altos de inhibición

(figura 3.18 y 4.7).

Pese a la concentración mucho menor de cumarina, respecto a los compuestos fenólicos

totales (ver anexo D, Tabla D.2), los resultados indican que la actividad fitotóxica

observada se debe principalmente al contenido de cumarina lixiviada de los frondes verdes

en desarrollo.

En cuanto al efecto sobre la germinación, no se observó un efecto contundente (ver figuras

3.17 Y.3. 18).

Es importante mencionar, que con las experiencias realizadas, no se puede establecer con

claridad si la actuación de la cumarina y los fenólicos totales sobre L. saliva se da de

manera aditiva o sinérgica. Sin embargo, algo que si es evidente en este estudio, es que la

cumarina presente en los MA, correlaciona similarmente con la cumarina patrón en cuanto
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a la actividad mostrada, por lo que podría establecerse la importancia como aleloquímico

de este compuesto en las estrategias de defensa metabólica que el P. caudatum usa como

una de las vías para mantener su éxito invasivo y su desarrollo exitoso en un habitad

determinado.
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Figura 4.7: Análisis de regresión de la actividad fitotóxica de los MA en función del

contenido de fenólicos totales para la 2E, 3E Y 4E Y senescente de P. caudatum, sobre el

crecimiento del tallo (T) y raíz (R) de L. sativa.

Finalmente, este estudio indica claramente, que al llegar el fronde a su etapa senescente,

sus lixiviados afectaran a su entorno debido al alto contenido de compuestos fenólicos.

4.5.- Absorción y translocación de la cumarina por L. saliva en crecimiento

hidropónico

Los resultados de los bioensayos hidropónicos aportan indicios preliminares que son de

interés en el estudio de la función como aleloquímico de la cumarina.

Del bioensayo 1 (absorción de cumarina por las plántulas de L. sativa) es importante

resaltar, que por falta de soporte de las plántulas (debido al disefío del experimento),

algunas partes foliares entraron en contacto con la solución de tratamiento, lo cual podría

explicar la posible absorción de cumarina, además de a través de la radícula, por el tallo,

generando un efecto fitotóxico sobre las mismas que les produce la muerte (una

concentración de 1000 ~lM).

Esta absorción sigue un comportamiento gaussiano en función del tiempo para ambos

tejidos (tallo y raíz). Por lo tanto, es posible que luego de la absorción, la cumarina sea

expulsada como una respuesta de la planta a la toxicidad producida por el compuesto. Para
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ambos tejidos, el máximo de absorción coincide entre el séptimo y octavo día de

tratamiento. De acuerdo con los resultados, no se puede demostrar la translocación de la

cumarina hacia el tallo.

Por otro lado, en las plántulas sometidas al bioensayo 2 (absorción por la radícula en L.

saliva), la cumarina no fue detectada en el tallo de éstas, y por lo tanto, no parece ser

translocable desde la raíz al tallo. Así mismo, la cumarina tampoco se encontró presente en

los tejidos de la radícula contradiciendo, en parte, los resultados obtenidos en el bioensayo

1.

Como ya lo han reportado otros autores (Ojala et al., 2000; Hossain et al., 2008), uno de

los efectos más obvios de la cumarina es la inhibición del crecimiento radicular y la

modificación de la morfología e histología de la raíz. En el estudio hidropónico

desarrollado por el bioensayo 3, se determinó que la cumarina no inhibió el crecimiento de

las plántulas de L. saliva a 200 ~lM (por 16 días) y pero si lo hizo a 500 ~lM (por 29 días),

donde afectó notablemente el desarrollo radicular (figuras 3.22 y 3.24). En general, el

efecto sobre el crecim iento de L. saliva depende de la concentración de cumarina y

posiblemente del tiempo de tratamiento en el hidropónico. Sin embargo, a 200 ~lM,

concentración máxima de los MA de P. caudatum, se aprecian cambios cualitativos en el

crecimiento respecto al control (figura 3.23). En este bioensayo, la cumarina no fue

detectada en las plántulas, lo cual confirma que este compuesto no parece ser translocable

o que la misma podría estar siendo modificada estructuralmente como un proceso de

detoxificación en la plántula, como se reporta en el caso de L-DOPA (Hachinoe et al.,

2004).

Tomando en cuenta la baja polaridad de la cumarina se podrían justificar los resultados que

indican que esta no ha sido absorbida y translocada a través de la raíz hacia el tallo de L.

saliva, pues es requisito indispensable, si no existe una metabolización previa, que los

compuestos absorbidos tengan cierto grado de solubilidad en agua, que permita la

migración a través de los diferentes conductos vegetales. La benzoxazolin-2(3H)-ona

(80A), un productos de descom pos ic ión de la 2,4-d ihydroxy-(2H)- I ,4-benzoxazin-3(4H)­

on (DrBOA), considerado un aleloquímico encontrado principalmente en las gramineas,

por ejemplo presenta una polaridad que le permite ser absorbida y translocada a los tejidos
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de Raphanus sativus cv que son considerados posibles objetivos fisiológicos (Chiapusio et

al., 2004). Entonces, de acuerdo con esto, se plantea que la cumarina podría estar afectando

algún parámetro fisiológico que altera el desarrollo del tallo de las plántulas, en los

bioensayos hidropónicos, de una manera indirecta, como por ejemplo afectando la

absorción de algún nutriente esencial (Abenavoli et al., 200 1).

Sin embargo, considerando los resultados del bioensayo 1, se propone la hipótesis de que

la cumarina estaría ejerciendo un efecto fitotóxico en la planta receptora a través de los

tallos y hojas de las plantas expuestas en el campo a los lixiviados de la planta donadora,

que en este estudio es el P.caudatum.

Así también, existe la posibilidad de que una vez absorbida por los tallos y hojas haya sido

translocada a los tejidos radiculares, esto es tomando en cuenta los resultados de los dos

bioensayos donde se demuestra que aparentemente la cumarina no es absorbida por la raíz

y considerando que la cumarina fue encontrada en un contenido 3,9 veces mas alto en el

tallo que en la raíz de las plántulas de L. saliva.

Aunque la existencia de estudios que toman en cuenta los lixiviados de las partes foliares

son bastante escasos, es importante mencionar por ejemplo, que en la aplicación de

herbicidas postemergentes (como el 2,4-D), las hojas son una de las principales rutas de

entrada de estos compuestos y la eficiencia del proceso definirá el nivel de control

(Goncalves et al., 2005). Este podría ser el caso de la cumarina, que además de afectar el

crecimiento a través de la radícula de L. saliva, posiblemente de una manera indirecta,

también lo este haciendo mas directamente sobre los tallos y hojas. Se requiere de un

nuevo disefío de bioensayo que permita evaluar con mayor certeza estas conclusiones

preliminares y así establecer con mayor claridad la función ecológica que la cumarina esta

cumpliendo en el Pcaudalum.
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Conclusiones

L- Distribución de la cumarina y los compuestos fenólicos en P. caudatum

1) La cumarina no fue detectada en los rizomas de P.caudatum, sugiriendo que no es

almacenada en estos tejidos. Sin embargo, se detectó a nivel de trazas en las esporas,

indicando que pudiera cumplir una función ecológica durante el proceso de dispersión y

germinación de las mismas.

2) La cumarina no se detectó en los cayados o individuos de la 1E fenológica de P.

caudatum, lo que indica que para la biosíntesis de este compuesto es necesario el

despliegue del primer par de pinas durante la 2E que corresponde con el inicio de la

actividad fotosintética.

3) El contenido total de cumarina (MA + EO) es máximo cuando el fronde se encuentra en

sus etapas fenológicas 2 y 3 (p > 0,05) (máximo de 2,02 ± 0,33 mg/g de biomasa). Éste

disminuye al llegar a la cuarta 4E, para casi desaparecer durante la senescencia. Sin

embargo, los compuestos fenólicos alcanzan los valores máximos cuando el fronde se

encuentra en sus etapas fenológicas 2, 3 Y 4 (p > 0,05) (máximo de 33,08 ± 12,31 mg/g de

biomasa) y disminuye al llegar a la senescencia, para casi desaparecer en la hojarasca. En

ambos casos, este hecho podría explicarse por una disminución de la actividad fotosintética

en la pina madura y además, en el caso de la cumarina, a su movilización o transformación.

4) El contenido de compuestos fenólicos totales es mucho mayor al de la cumarina en

todas las etapas, pues a diferencia de ésta, los fenólicos de alto peso molecular (taninos)

son defensas cuantitativas, no son móviles, por lo que se mantienen en las hojas que

envejecen y se pierden cuando la hoja muere.

n.- Dinamica de liberación por lixiviación de cumarina y compuestos fenólicos de P.

cal/datum

1) La cumanna y los compuestos fenólicos que serían potencialmente lixiviables

disminuyen a medida que el fronde avanza hacia su madurez, lo cual pudiera ser

consecuencia de la mayor lignificación de las paredes celulares de las células vegetales.
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2) En los frondes verdes, la relación entre la cumarina lixiviada y almacenada en los

tejidos, expresada como MAlEO, sigue el siguiente orden decreciente a medida que la pina

envejece 2E (1,71) > 3E (0,70) > 4E (0,32). Sin embargo en cuanto a los compuestos

fenólicos dicha relación sigue el orden MAlEO: 2E (1,80) > 3E (1,07) > 4E (0,76) >

Senescente (0,44) > Hojarasca (0,18). Esto indica que los compuestos fenólicos estan

presentes en los MA en una proporción mayor que la cumarina debido posiblemente, entre

otras cosas, a su mayor hidrosolubilidad.

rH.- Actividad fitotóxica

A.- Actividad fitotóxica en placas de petri

A.1.- Pterosinas

J) Las pterosinas A y B no produjeron dectos fitotóxicos sobre la germ inación y el

crecimiento de L. saliva. en el rango de concentraciones presente en los MA de P.

caudalunJ. Sin embargo, a concentraciones superiores a 1° 11M, la combinación de

Pterosina A/Pterosina B en una relación de 0,12, produjo inhibición de la germinación de

L. saliva, hasta un máximo de inhibición del -20% respecto al control.

A.2.- eumarina y compuestos fenólicos

1) Para el caso de la actividad fitotóxica debida a la cumarina, la tendencia obscrvada

indica, que ésta una función primordial en el alelopático del P caudalum.

Sin los fenólicos pudieran estar actuando cn una rnancra conjunta

(Slnerglca o el contenido de eumarina es bajo en los frondes senescentes,

la actividad inhibitoria de los MA obtenidos a partir de estas, es evidenciándose que la

actividad es debida al contenido de compuestos fenól¡cos presentes. posiblemente

acurnulados durante su crecimiento y que forman parte de su defensa cuantitativa.

2) La velocidad de respuesta de la actividad de cUll1arina sobre el tallo de L. saliva, es

menor para los frondes verdes que para la cumarina patrón, lo cual se puede asociar con la

complejidad del lixiviado de P. caudalul11 en cuanto a sus características físicas y

químicas, las cuales podrían afectar su interacción con los tejidos expuestos de la planta

receptora.
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3) Aunque no se puede establecer con claridad si la actuación de la cumarina y los

compuestos fenólicos totales sobre L. sativa se da de manera aditiva o sinérgica, es

evidente, que la cumarina presente en los MA, correlaciona similarmente a la cumarina

patrón en cuanto a la actividad mostrada, por lo que podría establecerse la importancia

como aleloquímico de este compuesto en las estrategias de defensa metabólica que el P.

caudatum usa como una de las estrategias que operan para mantener su éxito invasivo y

prevalencia en un habitat determinado.

13.- Actividad fitotóxica en bioensayos hidropónicos

1) Los bioensayos en medio hidropónico, sugieren que la cumarina es absorbida por los

tallos y hojas de L sativa que se encontraron expuestas al medio de tratamiento, ejerciendo

un efecto fitotóxico, y de allí podría ser translocada a la radícula, posiblemente como parte

del proceso de destoxificación. No se demostró el proceso contrario, es decir, absorción a

través de la raíz y translocación al tallo. A 200 ~lM de cumarina, que es la concentración

máxima presente en los MA de P. caudatum, se aprecian cambios no significativos en el

crecimiento de L. sativa respecto al control.

2) En los bioensayos donde solo la radícula estuvo expuesta a la cumarina, se plantea que

esta podría estar afectando algún parámetro fisiológico que altera el crecimiento de las

plántulas de una manera indirecta, como por ejemplo afectando la absorción de algún

nutriente esencial (Abenavoli et aL, 2001).

IV.- Análisis del suelo en población de P. calldatllNl

1) El análisis de la solución del suelo por HPLC, para la determinación de cumarina,

mostró, bajo las condiciones de análisis, que este metabolito no se encuentra presente al

menos en niveles iguales o mayores al límite de detección de 0,06 ~M de cumarina/IOO

gramos de suelo seco. Este resultado se asoció con varios tactores como: metodologia no

óptima para la extracción de cumarina de este tipo de matriz, procesos de retención o

absorción en el suelo, degradación microbiana ó pérdida por escorrentía y drenaje. Es

necesario futuros estudios de optimización de las condiciones de extracción y de análisis

cromatográfico para la detección y cuantificación de cumarina en esta matríz.

119

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



v.- Conclusión general

Se confirma la hipótesis planteada de que la presencia de cumarina en Pleridium

caudatum, es parte de la defensa química que esta especie presenta como estrategia

competitiva ante las otras especies de plantas (como la L. saliva) y actúa en conjunto con

otros metabolitos secundarios como los ácidos fenólicos y taninos, cumpliendo en conjunto

una función alelopática.
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Anexos

ANEXO A: Muestreo de los individuos de P. caudatum y de las muestras de suelo.

Seguimiento del crecimiento de la población de Jos helechos. Registro de las

condiciones meteorológicas.

Figura A.l: Parcela

seleccionada para el estudio a

1990 msnm, en una ladera de

montaña, perteneciente a la

Universidad de Los Andes y

conocida como aula

ambiental, localizada a 2 Km

al norte de la ciudad de

Mérida, al Occidente de

Venezuela.

33 días 43 días 50 días

Figura A.2: Seguimiento del crecimiento de los frondes de P. caudatum en la parcela

seleccionada. Duración: 2 meses.
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Figura A.3: Histogramas diseñados para la selección del tamafío normal de los frondes de

P.caudatulJ1.
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Figura AA: Grafico de precipitaciones y temperaturas promedio durante el periodo de

muestreo.
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ANEXO B: Determinación de la presencia de cumarina en cayados y en las diferentes

partes de los frondes. Optimización de las metodologías de análisis.

100%
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Figura B.l. Lixiviación de cumarina de P. callda/um a diferentes tiempos de maceración.

(Se toma como el 100 % el valor correspondiente a las 24 h)(Buendía, 2009).

Método de elusión del Sep··Pak

de deISep·P~k

Figura B.2: Porcentaje de recuperación de cumarina en las fracciones de elusión del Sep­

Pak C 18 durante el proceso de prepurificación de los macerados acuosos de P. cauda/Uln

antes del análisis por HPLC (Buendía, 2009).
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Tabla 8.1: Resultados del análisis de los macerados acuosos y orgánicos de la muestra de

esporas estudiada para determinar presencia o ausencia de cumarina.

Cumarina en MA y EO

Código de Cumarina
Material Masa (g) Relación Metodología de

muestra Presente (+) o
Masa/V macerado maceración

ausente (-)

0,15g/15ml MA-l + (al parecer)
Esporas Esl 0,5229

0,15g/IOml EO-2 + (al parecer)

Tabla Bo2: Rizomas colectados para la determinación de la presencia o ausencia de

cumarina en los macerados acuosos y extractos orgánicos.

Macerado acuoso Extracto orgánico

Material
Código de

Masa (g) Relación Cumarina Relación Cumarina
muestra Masa/ Presente (+) o Masa/ Presente (+) o

Vmacerado ausente (-) Vmacerado ausente (-)

RI 2,5450 2,5 g/50 mI - 2,5 g/20 mi --

R2 4,2803 4 g/50 mI - 4 g/20 mi --

R3 6,0308 6 g/50 mI -- 6 g/20 mI --

R4 2,4770 2,5 g/50 mI -- 2,5 g/lO - 15 mI --
Rizomas

4,3256 4 g/50 mi 4 g/1 0- 15 mIR5 -- --

R6 6,4980 6,5 g/50 mI -- 6,5 g/10-15 mI -
R7 8,6329 8,6 g/50 mI -- 8,6 g/1 O- 15 mI --

R8 10.1473 10 g/50 mi -- 10g/10---151111 --

Tabla B.3: Resultados del estudio de la muestra del primer par de pinas de fronde en

desarrollo (tercera etapa madura) colectada para seleccionar el solvente de extracción de

cumarina usando la metodología EO-6.

Fracciones Cumarina
Material Masa húmeda (g) Solvente de

vegetal
del Jerpar

de cada parte extracción
(U Absorbancia/g

pinas de biomasa)
----- +-------_. - ._-c-----.------- -------------

Parte 1 2,0393 MeOI-1 148848,62

Fronde Parte 2 2,0410 EtOH: H20 (1:1) 941316,53

Parte 3 2,0093 EtOH 219111,65

*porccnta¡e de humedad del fronde = 73,28%.
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Eü cle froncles

Metodología

2 mi 1m!

Elusión con: Elusión con:

2 mi de·

1) fl: 5% MeOH

2) f2 90% MeOH

1 mi de:
31 f3: 100% MeOH

4) F3F3: 100% fV1eOH

1 mi de:
11 fl: 5% MeOH

2 mi de:
2) f2: 90% MeOH

3) f3: 100% MeOH
4) F3F3: 100% MeOH

Figura H.3: Metodologías de prepurificacion, de los EO de los frondes de P.caudatum,

usando cartuchos Sep-Pak C 18. En las fracciones F3 y F3F3 sale cumarina residual que no

salió en F2. Esto determina la metodología seleccionada (tabla B.4) y el factor de

corrección que se debe hacer a F2.

Tabla HA: Optimización de la metodología de prepurificacion de extractos orgánicos de

frondes de P. caudatum que fueron obtenidos al aplicar metodología EO-6.

Metodología de Cumarina en F3
Cumarina en F3F'3

Material vegetal (2da elusión conIOO'Y"
prepurificación (100% MeOH)

MeOH)

Fronde
I

EO-6
EO - 6.3 presente presente

---

EO - 6.4 presente ausente..
"'F2 es la InlCClón nca en cumanna en ambos metodologlas de prepunilCaCI(ln, por eso no se indica en la
labIa. Estas metodologías se aplicaron por triplicado.

Tabla H.5: Concentración de cumarina en ]a muestra usada para la construcción de la

curva de calibración por adición de estándar (tomada de Bucndía, 2009).

Área de pico I
Área

Cumarina Cumarina
Replicas

promedio [11M] (de [11M] (de
muestra muestra ~ muestra CAS)* en CCS)* en

muestra muestra
----

I 2347976
2 236468~ 2363451 90,81 90,15
3 2377694 I--

*Razón de las pcndlentes = 0,978.
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Figura HA: Superposición de las curvas de calibración para evaluar el efecto de la matriz

vegetal en macerados acuosos de P. caudatul11 en el rango de concentraciones de 0, 1 ~lM­

100 ~lM (tomada de Buendía, 2009).
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Figura 8.5: Superposición de la curva de calibración sencilla de cumarina con la curva de

adición estándar de un extracto orgánico (obtenido según EO-6) de un fronde de P.

caudatU171 para evaluar el efecto de la matriz vegetal en extractos orgánicos (relación de

pendientes = 0,776) en el rango de concentraciones de 0, 1 ~M - 300 ~M (CCS = curva

calibración sencilla y CAS = curva de adición estándar). EO = Extracto orgánico.
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ANEXO C: Cuantificación de eumarina y fenólieos totales en Pteridium caudatum

Tabla C.l: Contenido de cumarina en macerados acuosos y extractos orgánicos de P.
calldatll117 (N = I O para cada etapa).

Cumarina en MA Cumarina en Eü

Etapas 1ndividuos Contenido Contenido Contenido
Contenido promedio(mg/g de promedio (rng/g de

biomasa) (mg/g de biomasa) biomasa)
(mg/g de biomasa)

I Etapa No detectada No detectada
2EFrl 1,457 ± 0,043 0,392 ± 0,001
2EFr2 1,371 ± 0,050 0,285 ± 0,016
2EFr3 0,682 ± 0,03 I 0,885 ± 0,001
2EFr4 0,638 ± 0,027 0,544 ± 0,004
2EFr5 0,704 ± 0,03 1 1,446 ± 0,001

2 Etapa
2EFr6 1,288 ± 0,045

1,213 ± 0,429
0,639 ± 0,012 0,710 ± 0,006

2EFr7 1,206 ± 0,043 0,722 ± 0,008
2EFr8 1,366 ± 0,049 0,561 ± 0,015
2EFr9 2,012 ± 0,046 0,781 ± 0,001

2EFrlO 1,404 ± 0,046 0,842 ± 0,002
3EFrl 0,716:1: 0,041 1,089 ± 0,004
3EFr2 0,707 ± 0,031 0,885 ± 0,037
3EFr3 0,538 ± 0,027 0,666 ± 0,003
3EFr4 0,862 ± 0,031 2,470 ± 0,007

3 Etapa
3EFr5 0,843 ± 0,031

0,833 ± 0,297
1,128 ± 0,001

1, J 88 ± 0,0293EFr6 0,697 ± 0,032 0,892 ± 0,018
3EFr7 0,599 ± 0,029 1,099 ± 0,004
3EFr8 1,587 ± 0,037 1,824 ± 0,071
3EFr9 0,770 ± 0,034 0,987 ± 0,02 J

3EFrlO 1,014 ± 0,036 0,840 ± 0,078
4EFrl 0,332 ± 0,025 0,693 ± 0,002
4EFr2 0,267 ± 0,026 1,385 ± 0,622
4EFr3 0,306 ± 0,024 0,385 ± 0,023
4EFr4 0,292 ± 0,023 0,394 ± 0,001

4 Etapa
4EFr5 0.133 ± 0,024

0,319 ± 0,196
0,234 ± 0,001

1,000 ± 0,1904EFr6 0,475 ± 0,025 0,881 ± 0,00 I
4EFr7 0,726 ± 0,023 2,042 ± 0,078
4EFr8 0,461 ± 0,029 1,236 ± 0,017
4EFr9 0,087 ± 0,030 1,855 ± 0,055

4EFrl0 0,111 ± 0,026 0,896 ± 0,115
SenFrl 0,049 ± 0,011 0,078 ± 0,046 0,045 ± 0,004 0,079 ± 0,001
SenFr2 0,082 ± 0,012 0,176 ± 0,001
SenFr3 0,078 ± 0,0 I I 0,036 ± 0,001
SenFr4 0,102±0,011 0,051 ± 0,001

Senescente
SenFr5 0,015 ± 0,016 O,O! 6 ± 0,002
SenFr6 0,154:1:0,011 0,146 ± 0,004
SenFr7 0,016 ± 0,0 I 1 0,022 ± 0,001
SenFr8 0,055 ± 0,0 II 0,066 ± 0,001
SenFr9 0,086 ± 0,01 1 0,075 ± 0,003

SenFrlO 0.140± 0,011 0,156 ± 0,001
Hojarasca No detectada No detectada
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Figura C.l: Espectro ultravioleta de la cumarina patrón.

Tabla C.2: Contenido de fenólicos totales en macerados acuosos y extractos orgánicos de

P. caudatum (N = 10 para cada etapa).

* Contenido de lenollcos totales como equivalentes de ta11I110 de quebracho.

Fenólicos totales en MA * Fenólicos totales en EO*

Etapas Individuos Contenido
Contenido

Contenido
Contenido

promedio promedio
(mg/g de biomasa)

(mg/g de biomasa)
(mg/g de biomasa)

(mg/g de biomasa)

1Ecayl 0,0153 ± 0,0355 2,5089 ± 0,0084
1Ecay2 1,9220 ± 0,0643 5,5535 ± 0,0155
1Ecay3 0,4449 ± 0,0597 4,5966 ± 0,0142
1Ecay4 1,7960 ± 0,0585 5,4376 ± 0,0140

1 Etapa
1Ecay5 0,8160 ± 0,0603

1,6034 ± 1,5265
8,8000 ± 0,0142

7,6898 ± 3,4397
1Ecay6 2,5644 :1: 0,0308 8,5675 ± 0,0149
1Ecay7 0,8294 ± 0,0312 6,8065 ± 0,0149
1Ecay8 1,1462 ± 0,0400 10,8221 ± 0,0192
1Ecay9 5,3941 ± 0,0275 14,3874 ± 0,0140
IEcaylO 1,1061±0,0328 9,4182 ± 0,0156
2EFrl 25,7852 ± 0,1633 9,4664 ± 0,0437
2EFr2 19,7439±0,1658 12,4489 ± 0,0516
2EFr3 11,8558 ± 0,0413 5,4826 ± 0,0202
2EFr4 13,0 I96 ± 0,0382 9,1669 ± 0,0178

2 Etapa
2EFr5 7,6875 ± 0,0400

21,2624 ± 8,0035
9,6976 ± 0,0202 11,8195 ± 4,3075

2EFr6 28,4 126 ± 0,1759 13,5447 ± 0,0469
2EFr7 23,8232 ± 0,1355 19,1262 ± 0,0509
2EFr8 24,7314±0,1433 9,9839 ± 0,0497
2EFr9 24,8954 ± 0,1642 18,7459 ± 0,0512
2EFrl0 32,6694 ± 0,1939 10,5316 ± 0,0472..
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Continuación Tabla e2: Contenido de fenólicos totales en macerados acuosos y
extractos orgánicos de P. caudatum (N = 10 para cada etapa).

'" Contemdo de tenolicos totales como cqllJvalentes de tamno de quebracho.

Fenóiicos totales en Mi\. Fenólicos totales en Eü

Etapas Individuo Contenido Contenido Contenido Contenido
s (mg/g de promedio (mg/g de promedio

biomasa) (mg/g de biomasa) biomasa) (mg/g de biomasa)
3EFr1 12,8598 ± 0,1331 8,3912 ± 0,0424
3EFr2 14,3517 ± 0,1056 8,1724 :1: 0,0317
3EFr3 18,8169 ± 0,1122 15,1219 ± 0,0360
3EFr4 14.2667 ± 0.1066 12,0458 ± 0,0347

3 Etapa 3EFr5 17,8953 ± 0,1168
16,1996 ± 3,0112

21,9121 ±0,0493
15,1535 ± 5,27653EFr6 16,0657 ± O, I 124 20,2657 ± 0,0465

3EFr7 11,8380 ± 0,0961 13,7048 ± 0,0350
3EFr8 15,3584±0,1211 23,0191 ± 0,0528
3EFr9 19,6972 ± 0,1273 16,6508 ± 0,0419

3EFrl0 20,8466 :1: 0,1347 12,2509 ± 0,0386
4EFrl 10,3681 ± 0,0836 I 1.6507 ± 0,0300
4EFr2 10,1262 ± 0,0839 7,9875 ± 0,0268
4EFr3 13,6247 ± 0,0887 10,6808 ± 0,0281
4EFr4 12,7099 ± 0,0834 18,8698 ± 0,0413

4 Etapa 4EFr5 8,5057 ± 0,0764
11,5258 ± 2,9795 15,5387 ± 0,0352

15,2259 ± 4,50904EFr6 14,1353 ± 0,0932 10,9138 ± 0,0294
4EFr7 15,8320 ± 0,0948 17,5746 ± 0,0389
4EFr8 14,3700 ± 0,1015 19,4831 ± 0,0441
4EFr9 7,3714 ± 0,0946 19,9406 ± 0,0453

4EFrl0 8,2144 ± 0,0826 19,6197 ± 0,0435
SenFrl 4,6262 ± 0,0356 11,3116 ± 0,0274
SenFr2 9,7478 ± 0,0230 18,0704 ± 0,0434
SenFr3 6,8826 ± 0.0422 18,0696 ± 0,0397
SenFr4 6,8363 ± 0,0424 18,7544 ± 0,0412

Senescente
SenFr5 7,5863 ± 0,0542

6,5893 ± 1,4820
24,1149 ± 0,0534

15,0618 ± 6,7880SenFr6 6,4118 ± 0.0410 0,1986 ± 0,0243
SenFr7 6,1366 ± 0.0397 8,8750 ± 0,0195
SenFr8 6,1304 ± 0,0395 17,9584 ± 0,0395
SenFr9 4,5430 ± 0,0374 13,9469 ± 0,0323

SenFrlO 6,9917 ± 0,0438 19,3178 ± 0,0424
HojFrl 0,1267 ± 0,0209 0,6007 ± 0,0266
HojFr2 0,1304 ± 0,0216 0,3026 ± 0,0278
HojFr3 0,1529 ± 0,0219 0,4704 ± 0,0281
HojFr4 0,1849 ± 0,0221 0,6327 ± 0,0283

1Iojarasca HojFr5 0,0941 ± 0,0276 0,1532 ± 0,0421 0,6802 ± 0,0350 0,8238 ± 0,4886
HojFr6 0,1191 ± 0,0242 0,8948 ± 0,0305
HojFr7 0,213 I ± 0,0230 1,1750 ± 0,0291
HojFr8 0,1632 ± 0,0201 2,0300 :1:: 0,0246
HojFr9 0,1264 ± 0,0203 0,5808 ± 0,0258

HojFrl0 0,2214 ± 0,0204 0,8709 ± 0,0260..
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Figura C.2: Cromatogramas del MA y del Eü de un individuo de 3E fenológica con los

espectros UV correspondientes a los picos de interés en cada uno (Cn = compuesto

desconocido; Cum = cumarina).

Figura C.3: Cromatograma del extracto orgánico (metanólico) de una muestra de suelo.

Tabla C.3: Contenido total de cumarina y compuestos fenólicos por etapa fenológica de

los frondes de P. caue/atum.

*N = 10, para cada etapa [enológica; Letras Iguales mdlcan que no hay diferencias slgmlicatlvas, p> 0,05,

según el test no paramétrieo de Kruskal-Wallis.

Cumarina Compuestos fenól icos

Etapa Contenido total
Desviación estándar

Contenido total
Desviación estándarFenológica* (MA+EO)

(MA+EO)
(MA+EO)

(MAt'EO)
(mg/g dc biomasa) (mg/g de biomasa)

lE - - 9,2933c 4,6708
2E 1,9226" 0,4300 33,0819a 10,5996
3E 2,0213" 0,7410 31.353]a 6,8268
4E 1,3193 b 0,7171 26,7517" 5,0853

Senes 0,1564c 0,0985 21,6510b 7,4984
Hoj - - 0,9770d 0,5039

.. . .
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ANEXO D. Bioensayos de fitotoxicidad

Concentración de TALLO RAIZ Germinación
cumarina (~lM) Actividad ds Actividad ds Actividad ds

200 -98 2,79 -77 2,93 5,88 3,40
100 -85 3.17 -80 4.19 5,88 5,88
50 -82 3.72 -59 9,83 17,65 3.40
25 -58 3,57 -30 7,50 5,88 10,19

12,5 -34 7,25 -33 6,60 9,80 3,40
6,3 -19 5,19 -26 3,29 0,00 10.19
3,2 -3 3,52 O 0,00 17,65 3,40
1,6 -6 4,94 -2 1.73 17,65 3,40
0.8 -8 6,19 -3 3,50 17,65 3,40
0.4 -7 2,96 -1 6.47 17,65 3.40
0,2 -8 4,59 lO 6,33 15,69 3,40
0,1 4 4.11 7 5,83 15,69 3,40

Tabla D.1: Datos de actividad de cumarina patrón (SIGMA, 99% pureza) sobre la
elongación de tallo y raíz y la germinación de lechuga.
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2
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u </' </;'0't:
o 'l, 0)

u ,
2 da Etapa 3 era Etapa

,
4 ta Etapa Senescente

Individuos/Etapa fenológica

Figura D.l: Concentración de cumarina en los MA por cada etapa fenológica de P.

calldatllm en cada individuo.
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Tabla D.2: Datos de actividad de los MA de P. caudatum sobre la elongación de tallo y raíz y la germinación de lechuga.

Etapa Cumarina
Derivados 110 Actividad MA sobre Lechuga

Muestra fenólicos I TALLO(l) RAIZ(I) GERMINACIÓN(2)
Fenológica MA [11M]

I

MA [rng/L] Actividad DS' Actividad DS· Actividad DS*

2El 138,99 315,32 -77 5,30 -68 3,67 -11,76 3,40
2E2 111,80 199,46 -68 4,77 -76 7,44 15,69 3,40
2E3 89,86 193,06 -59 5,68 -67 6,66 15,69 3,40
2E4 95,98 252,32 -52 6,68 -73 7,15 11,76 5,88
2E5 92,76 203,45 -54 3,99 -65 7,23 17,65 3,40

Etapa 2
2E6 117,70 366,83 -65 6,67 -84 5,53 15,69 3,40
2E7 113,07 360,68 -65 6,32 -79 2,77 13,73 6,79
2E8 114,73 353,14 -75 4,48 -68 3,67 -19,61 16,98
2E9 182,69 272,51 -89 2,17 -81 2,84 -5,88 3,40

2EI0 124,17 382,61 -78 8,03 -86 2,07 9,80 8,99
3El 70,34 179,38 -46 8,45 -68 3,67 -3,92 6,79
3E2 93,47 500,29 -59 4,30 -68 3,67 -1,96 6,79
3E3 80,73 407,27 -65 4,61 -81 5,96 -21,57 8,99
3E4 112,02 265,73 -73 13,76 -81 8,45 -1,96 18,91
3E5 108,39 365,98 -68 6,13 -87 2,72 15,69 3,40

Etapa 3
3E6 88,88 345,01 -56 4,84 -86 3,30 -7,84 30,19
3E7 84,17 282,61 -54 6,69 -70 8,23 15,69 3,40
3E8 177,71 272,06 -88 4,18 -91 1,93 -15,69 6,79
3E9 91,69 389,52 -63 5,58 -75 6,09 15,69 3,40

3E1O 114,32 349,86 -76 6,61 -84 4,24 15,69 3,40

L . . - L
(1) % Actividad= (Iralalll/elllO el/lllrol )x100

Lcontrol

(*) DS = desviación estándar

NSG . -NSG
(2) % actividad sobre ger min ación =( 11"(/1(/lI1lell') cOlllrol) xl 00

JVSGcolllrol
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Continuación Tabla D.2: Datos de actividad de los MA de P. caudatum sobre la elongación de tallo y raíz y la germinación de lechuga.

Etapa Cumarina
Derivados ·Yo Actividad MA sobre Lechuga

Fenológica
Muestra

MA [/-lM]
fenólicos TALLO RAIZ GERMINACIÓN

MA [mg/L] Actividad DS Actividad DS Actividad DS
4El 53,90 202,77 -41 10,12 -55 6,30 15,69 3,40
4E2 43,26 192,17 -48 11,22 -54 7,99 13,73 3,40
4E3 52,08 377,39 -58 5,93 -61 5,57 7,84 8,99
4E4 52,46 324,52 -39 12,08 -59 10,04 17,65 3,40
4E5 23,71 160,86 -30 9,66 -49 7,04 15,69 3,40

Etapa 4
4E6 75,87 277,95 -66 4,34 -73 4,11 17,65 3,40
4E7 126,90 280,97 -81 11,51 -85 2,66 3,92 6,79
4E8 64,84 232,73 -56 17,79 -66 10,76 17,65 3,40

4E9 12,80 57,33 ° 0,00 -27 10,29 17,65 3,40
4E10 18,37 97,29 -21 16,21 -34 19,20 15,69 3,40

Senesl 19,81 693,09 -47 9,64 -67 9,71 11,76 5,88
Senes2 29,74 522,47 -47 26,43 -54 19,99 0,00 15,56

Senes3 30,45 694,88 -85 8,43 -88 4,01 5,88 10,19
Senes4 38,88 701,59 -96 2,21 -90 7,96 11,76 3,40
Senes5 4,86 271,39 44 18,11 -1O 15,31 17,65 3,40

Senescente
Senes6 57,97 698,99 -10O 0,02 -94 0,74 -15,69 6,79
Senes7 6,97 721,57 -44 13,60 -68 12,94 15,69 3,40

Senes8 21,94 700,98 -70 18,91 -84 7,47 -13,73 17,97
Senes9 31,62 649,49 -61 17,60 -66 10,16 -3,92 18,91

Senesl0 50,63 701,39 -91 3,97 -87 5,20 13,73 3,40

( 1) o/ -/ t' . 1 -1 (L,m!",,,,enm - L"'nlN!I) '1 ()O
lO j c IlllC, C/c = X

(*) DS = desviación estándar

(2)

\SC \'SG
O¡() actividad sobre ger min ación =(! ',. J,,-al"'lUU!1O -!', "'",mi )xl 00

NSGwnlrol
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Tabla D.3: Concentración de pterosina A y pterosina B en los MA de los individuos de 1E Y

2E fenológica.

MA Concecnt
Concent

INDIVIDUOS Pterosina B
Pterosina A [IlM]

Cayados y 2E [~lM]

IE_Cayad 1 1,27 0,21
1E_Cayad2 5.98 0,61
1E_Cayad3 1.77 0,28
I E_Cayad4 1,36 0,16
1E_Cayad5 0,35 0,20
I E_Cayad6 1,63 0,53
lE_Cayad7 5,59 0,91
lE_Cayad8 0,78 0,31
lE_Cayad9 1,95 0,70

1E_Cayad 10 1,31 0,15
2EFrl 4.33 2,66
2EFr2 lJ7 3,69
2EFr3 236 2,95
2EFr4 226 5,49
2EFr5 1,89 2,11
2EFr6 3.95 1,38
2EFr7 3,62 0,86
2EFr8 5,53 0,85
2EFr9 2,99 1,20
2EFrl0 3,10 2,51

*1E primera etapa; 2E = segunda etapa.

800

700

600

.sao

400

300

200

i
1 era Etapa

i
2 cla El"pa 3 era Etapa 4 la Etapa

Individuos /Etapa fenológica

Senescente Hojarasca

Figura H.2: Concentración de fenó1icos totales en los MA de los frondes de P. caudatum para

todos los individuos por cada etapa fenológica.
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Tabla D.4: Actividad fitotóxica de las pterosinas y el Linurón sobre el crecimiento de tallo y

raíz de L. saliva.

TALLO DE Lactuca sativa

Concentraciones Pterosina A Pterosina B Pterosina A+B Linurón

(~M) promedio ds promedio ds promedio ds promedio ds

50 8 13,55 15 12,66 5,00 14,30 -30 5,55

25 ° - 8 13,02 -4,00 9,56 -13 9,87

12,5 7 10,57 -5 13,95 -2,00 8,68 -3 15,42

6,3 1 - -4 9,16 -3,00 23,82 -3 18,12

3,2 14 16,25 -12 18,23 -7,00 18,24 4 28,64

1,6 2 13,12 -10 9,89 -] 6,00 12,63 -2 5,08

0,8 12 6,97 -6 15,44 0,00 - 2 7,92

0,4 -6 8,04 -7 8,68 -12,00 13,9] 10 21,61

RAIZ DE Lactuca sativa

50 68 33.1 53 24,2 29 23,0 14 19,8

25 18 21,2 30 19,0 14 31,7 14 18,4

12,5 19 18,6 25 15,9 " - 7 25,3-J

6,3 20 39,6 16 20,5 -8 16,7 11 17,2

3,2 14 27,5 5 18,6 4 14,4 9 15,0

1,6 30 18,4 -4 9,2 -5 12,4 14 24,7

0,8 30 29,2 -1O 9,9 13 23,6 15 15,2

0,4 4 15,2 -9 12,9 6 15,7 ¡5 21,2
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