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Resumen
El Pteridium es considerado la quinta maleza mas distribuida en todo ¢l mundo y se ha
propuesto que tan amplia distribucion se debe a diferentes estrategias adaptativas como lo es la
defensa quimica asociada a sus metabolitos secundarios. En este estudio, se tiene como
objetivo determinar si la actividad fitotoxica observada en el Pteridium caudatum podria estar
relacionada con la cumarina presente en sus tejidos, la cual en conjunto con otros metabolitos
secundarios, como las pterosinas A y B, los acidos fendlicos y taninos, podrian estar
ejerciendo una funcion alelopatica. En este trabajo, se evalta el contenido de estos
metabolitos, en los extractos acuosos y organicos de P. caudatum (frondes en sus diferentes
etapas fenoldgicas, rizomas y esporas) y en muestras de suelo circundantes a las plantas en
estudio. Asi mismo, se estudia la actividad fitotoxica de los macerados acuosos de los frondes
y los efectos de la cumarina patron sobre el desarrollo de plantulas de Lactuca sativa en medio
hidroponico. Los resultados revelan la presencia de cumarina a nivel de trazas en las esporas,
sugiriendo que pudiera cumplir una funcién ecolégica durante el proceso de dispersion y
germinacion de las mismas. El contenido total de cumarina y compuestos fenélicos alcanzan
los valores maximos en los frondes verdes, donde la actividad fotosintética es maxima y el
potencial de compuestos lixiviables disminuye a medida que el fronde avanza hacia su
madurez, lo cual pudiera ser consecuencia de la mayor lignificacion de las paredes celulares
de las células vegetales. En cuanto a la actividad fitotoxica, las pterosinas A y B cuantificadas
en los macerados acuosos de los frondes, no muestran efectos sobre la germinacion y el
crecimiento de Lactuca sativa. Por su parte, la fitotoxicidad registrada para la cumarina
demostré que ésta pudiera jugar una funcion primordial en el potencial alelopatico del P.
caudatum, aunque los compuestos fendlicos podrian estar actuando de manera conjunta. Los
bioensayos hidropénicos, sugirieron que la cumarina es absorbida por los tallos y hojas de L.
sativa ejerciendo un efecto fitotoxico 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
Optima para la extraccion de cumarina de este tipo de matriz, procesos de retencion o
absorcion irreversible en el suelo, degradaciéon microbiana 6 pérdida por escorrentia debido a
un buen drenaje. Se concluye que, la cumarina en P. caudatum es parte de la defensa quimica
que esta especie presenta como estrategia competitiva ante las otras especies de plantas

cumpliendo una funcién alelopatica.
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Figura 1.8: Estructuras de algunos compuestos nitrogenados (de los glucosinolatos
solo se muestra la estructura base) (Tomada de Cseke et al., 2006).
Figura 1.9: Principales rutas de liberacion de aleloquimicos al entorno (tomado de
Sampietro 2000).
Figura 1.10: Factores que afectan el comportamiento y la actividad fitotoxica de los
aleloquimicos en el suelo (Tomado y adaptado de Kobayashi, 2004).
Figura 1.11: Comportamiento quimico y biologico de L-DOPA en ambientes de
suelo (Hiradate et al., 2005).
Figura 1.12: Estructura quimica de la juglona y la L-DOPA
Figura 1.13: Fronde de Preridium.
Figura 1.14: Esporas en un fronde maduro de Pteridium caudatum (Fotografia
tomada por Jorge Luis Avila).
Figura 1.15:
Caracteristicas morfologicas del Preridium en forma generalizada; (a) lamina del
fronde; (b) raquis; (c) pina; (d) stipe; (e) nectario; (f) cayados con pelos; (g)
primordio foliar referido al pequefio retofio; (h)apice del retofio; (i) linea lateral; (j)
raices petiolares — encontradas en variedad esculentum; (K) raices; (1) rizoma; (m — p)
pina mostrando. (m) pinula;(n) nervadura de la pina: (o) pinuleta o segmento; (p)
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nervadura de la pinula (Marrs y Watt, 2006).

Figura 1.16: Comparacion de la morfologia de las pinas de las dos especies de
Pteridium encontradas en Venezuela (Tomada de Alonso — Amelot v Rodulfo —
Baechler, 1996).

Figura 1.17. Pteridium caudatum en las cuatro etapas fenoldgicas de desarrollo
(Tomada de Alonso-Amelot, 1999).

Figura 1.18: Estructura quimica del ptaquilosido.

Figura 1.19: Algunos compuestos fendlicos encontrados en Preridium. ‘

Figura 1.20: Secuencia de reacciones que conducen a la formacion de Aacido
cianhidrico a partir de prunasina.

Figura 1.21: Estructura quimica de la a-ecdisona (2B.3B,53,22R)2,3,14.2225-
Pentahidroxicolest-7-en-6-ona), un fitoecdisteroide encontrado en las pinas de
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Kaplanis et al., 1967).

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

Figura 1.23: Algunos fendlicos y taninos comunes.

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

Figura 1.25: Lactonizacion de acido o-cumarico a cumarina (Murray et al., 1982).
Figura 1.26: Desaminacion de fenilalanina a acido ¢rans-cinamico (tomado de Taiz
y Zeiger, 1991).

Figura 1.27: Algunos derivados cumarinicos comunes.

Figura 1.28: Efecto de la cumarina y esculetina sobre el crecimiento de plantulas de
calabaza. Las plantulas fueron tratadas con soluciones de 50 uM vy la data fue tomada
seis dias después de la germinacion (tomado de Hossain et al., 2008).

CAPITULO 2

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Figura 2.1: Metodologia para la obtencion de los MA de P. caudatum, MA-I
(Buendia, 2009).

Figura 2.2: Metodologia para la obtencion de los MA de P. caudatum propuesta,
MA-2.

Figura 2.3: Metodologia EO-6 para la obtencion de los EO de P. caudatum. En la
figura, la flecha a indica que se realizdé un MA a todas las muestras antes de
aplicarles esta metodologia (flecha b).

Figura 2.4: Metodologia EO-6.4 usada para el pre tratamiento de los extractos

organicos a través del Sep-Pak C18. -



Figura 2.5: Metodologia seguida para determinar e! porcentaje de recuperacion de
cumarina, contenida en una solucion acuosa de EO de P. caudatum, al ser procesada
con la metodologia EO-6.4 (figura 2.4).

Figura 2.6: Metodologia Suelo EO-1, disefiada para la extraccion de cumarina de
muestras de suelo.

Figura 2.7: Metodologia de prepurificacion del Sep-Pak CI18 de los extractos
organicos del suelo.

Figura 2.8: Disefio de los bioensayos 1 y 2 para los hidroponicos con L. sativa.
Figura 2.9: Diseiio del bioensayo 3 para los hidroponicos con L. sativa.
CAPITULO 3

RESULTADOS

Figura 3.1: Velocidad de crecimiento del fronde de P. caudatum a 1990 msnm.

Las barras representan la desviacion estandar de los promedios de longitud de raquis
para N = 38.

Linea roja = ajuste de la funcion para la longitud de raquis vs los dias de emergencia;
Linea azul = ajuste de la funcion para la velocidad de elongacion (derivada) vs los
dias de emergencia. |

Figura 3.2: Curva de calibracion sencilla de cumarina #1 (rango de concentraciones:
desde 0 hasta 300 uM) (Las barras representan la desviacion estandar para cada
patron (N = 3).

Figura 3.3: Contenido de cumarina en los MA de frondes de diferentes etapas de
desarrollo del P. caudatum. las barras indican la desviacion estandar de los
promedios (N = 10). (Letras iguales indican que no hay diferencias significativas, p
> 0,05, segtin el test no paramétrico de Kruskal-Wallis).

Figura 3.4: a) Cromatograma obtenido para MA de las esporas y b) el espectro
ultravioleta del pico a 7,61 min.

Figura 3.5: Curva de calibracion sencilla de pterosina B (0 — 20 uM) (Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar para cada patrén, N = 3),

Figura 3.6: Contenido de pterosinas A y B en los MA en cayados y frondes de 2da
etapa de P. caudatum (Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de
los promedios, N = 10).

Figura 3.7: Curva de calibracion sencilla de fendlicos totales como equivalentes de
tanino de quebracho (0,9 — 504 mg/L) (Las barras de error corresponden a la

desviacion estandar para cada patron, N = 3).
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Figura 3.8: Contenido de fendlicos totales (en equivalentes de tanino de quebracho)
en los MA de P. caudatum en las diferentes etapas fenologicas (Las barras indican la
desviacion estandar de los promedios, N = 10. Letras iguales indican que no hay
diferencias significativas, p > 0,05, segiin el test no paramétrico de Kruskal-Wallis).
Figura 3.9: Porcentaje de extraccion de cumarina realizando extracciones sucesivas
(3 extracciones) al material de los frondes de P. caudatum (Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar para N = 5).

Figura 3.10: Curva de calibracion sencilla #2 de cumarina patron (0,2 - 6,0 pM)
(Las barras de error corresponden a la desviacion estandar para cada patron, N = 3).
Figura 3.11: Contenido de cumarina en EO de frondes de P. caudatum. (Las barras
indican la desviacion estandar de los promedios, N = 10. Letras iguales indican que
no hay diferencias significativas, p > 0,05, segin el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis).

Figura 3.12: a) Cromatograma obtenido para el extracto organico de esporas de P.
caudarum, obtenido con la metodologia EO-2 y b) espectro UV del pico de cumarina
a un tiempo de retencién de 7,67 min.

Figura 3.13: Contenido de fenodlicos totales en los EO de frondes de diferentes
etapas de desarrollo del P. caudatum. (Las barras representan la desviacion estandar
de los promedios, N = 10. Letras iguales indican que no hay diferencias
significativas, p > 0,05, segiin el test no paramétrico de Kruskal-Walilis).

Figura 3.14: Actividad fitotoxica de las pterosinas A y B en comparacion con el
Linurdn sobre el crecimiento del tallo (T) y raiz (R) de plantulas de L. sativa.
Figura 3.15: Actividad fitotoxica de las pterosinas A y B en comparacion con el
Linuron sobre la germinacion de L. sativa.

Figura 3.16: Analisis de regresion de la actividad fitotéxica de la cumarina sobre el
crecimiento del tallo (T) y raiz (R) y sobre ia germinacion (G) de L. sativa. |

(ver parametros del ajuste en tabla 3.8).

Figura 3.17: Actividad fitotoxica de los MA de P. caudatum, sobre el crecimiento
del tallo (T) y raiz (R) y sobre la germinacion (G) de L. sativa en funcién de la
concentracion de cumarina.

(Los puntos dentro de los ovalos corresponden a los frondes senescentes).

Figura 3.18: Actividad fitotoxica de los MA de P. caudatum, sobre el crecimiento
del tallo (T) y raiz (R) y sobre la germinacién (G) de L. sativa en funcion del

contenido de fendlicos totales.
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(Les puntos dentro de los ¢valos corresponden a los frondes senescentes y los puntos
dentro de los recuadrés representan el rango de actividad donde se encuentran la
mayoria de los individuos).

Figura 3.19: Analisis de regresion de la actividad fitotoxica de los MA de los
frondes de 2E, 3E y 4E y de los frondes senescentes de P. caudatum, sobre el
crecimiento del tallo de L. sativa en funcion de la concentracion de cumarina.

Figura 3.20: Contenido de cumarina encontrada en los tallos de L. sativa a
diferentes dias de estudio.

Figura 3.21: Contenido de cumarina encontrada en las radiculas de L. sativa a
diferentes dias de estudio.

Figura 3.22: Efecto sobre el crecimiento de L. sativa de la cumarina patrén en
bioensayos en medio hidroponico (N = 3 en el estudio a 200 pM; N =5y N =3 en
control y tratamiento del estudio a 500 uM respectivamente; letras iguaieé indican
que no hay diferencias significativas, p < 0,05, segiin el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis).

Figura 3.23: Plantulas de L. safiva, control y tratamiento, luego de 16 dias expuestas
a una concentracion de cumarina de 200 pM.

Figura 3.24: Plantulas de L. sativa, control (C) y tratamiento (T), luego de 29 dias
expuestas a una concentracion de cumarina de 500 pM.

CAPITULO 4

DISCUSION DE RESULTADOS

Figura 4.1: Correlacion de las precipitaciones en los cinco dias previos a la fecha de
muestreo y el contenido de cumarina en los MA de los frondes segin su etapa
fenologica.

Figura 4.2: Contenido de cumarina promedio en MA y en EO de los frondes de P.
caudaium muestreados (la desviacion estandar corresponde a N=10; Letras iguales
indican que no hay diferencias significativas, p > 0,05, segiin el test no paramétrico
de Kruskal-Wallis).

Figura 4.3: Correlacion de las precipitaciones en los cinco dias previos a la fecha de
muestreo y contenido de fendlicos totales en los MA de los frondes por etapa
fenoldgica.

Figura 4.4: Contenido de fenolicos totales en MA y en EO de los frondes de P.
caudatum (la desviacion estandar corresponde a N = 10; Letras iguales indican que

no hay diferencias significativas, p > 0,05, segiin el test no paramétrico de Kruskal-
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Wallis).

Figura 4.5: Correlacion entre la cumarina y fenolicos totales en los MA de P.
caudatum, desde el despliegue del primer par de pinas (2E fenoldgica) hasta
senescencia.

Figura 4.6: Analisis de regresion de la actividad fitotoxica de los MA en funcion de
la concentracion de cumarina para la 2E, 3E y 4E de P. caudatum, sobre el
crecimiento del tallo (T) y raiz (R) de L. sativa.

Figura 4.7: Analisis de regresion de la actividad fitotoxica de los MA en funcion del
contenido de fendlicos totales para la 2E, 3E y 4E y senescente de P. caudatum,
sobre el crecimiento del tallo (T) y raiz (R) de L. sativa.

ANEXOS

Figura A.1: Parcela seleccionada para el estudio a 1990 msnm, en una ladera de
montafia, 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.

Figura A.2: Seguimiento del crecimiento de los frondes de P. caudatum en la
parcela seleccionada. Duracion: 2 meses.

Figura A.3: Histogramas disefiados para la seleccion del tamafio normal de los
frondes de P.caudatum.

Figura A.4: Grafico de precipitaciones y temperaturas promedio durante el periodo
de muestreo (falta por hacer un Ginico grafico con temperatura y precipitacion).
Figura B.1. Lixiviacion de cumarina de P. caudatum a diferentes tiempos de
maceracion.

(Se toma como el 100 % el valor correspondiente a las 24 h)(Buendia, 2009).

Figura B.2: Porcentaje de recuperacién de cumarina en las fracciones de elusion del
Sep-Pak C18 durante el proceso de prepurificacién de los macerados acuosos de P.
caudatum antes del analisis por HPLC (Buendia, 2009).

Figura B.3: Metodologias de prepurificacion, de los EO de los frondes de
P.caudatum, usando cartuchos Sep-Pak C18. En las fracciones F3 y F3F3 sale
cumarina residual que no salié en F2. Esto determina la metodologia seleccionada
(tabla B.4) y el factor de correccion que se debe hacer a F2.

Figura B.4: Superposicion de las curvas de calibracion para descartar efecto de la
matriz vegetal en macerados acuosos de P. caudatum en el rango de concentraciones

de 0,1 uM — 100 uM (tomada de Buendia, 2009).
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Xiv



Introduccion

Las plantas, debido a su inmovilidad, estan muy expuestas tanto a factores bidticos como
abioticos del medio que son los que pueden alejarlas de las condiciones optimas de
crecimiento, originando estrés (Oliveros, 2006), por lo tanto, deben desarrollar estrategias de
proteccion 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 fisicas propias de la morfologia de la planta, y

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

Las especies de los helechos del género Preridium han sido foco de interés en el estudio de
estas estrategias metabodlicas de defensa, pues es una maleza con una distribucion cosmopolita
y evolutivamente se puede considerar una de las mas exitosas, debido a su persistencia a lo
largo de miles de afios (Raven et al., 1991; Wieckowska et al., 2012). En Venezuela se han
descrito dos especies de este género de helechos, P. caudatum y P. arachnoideum, que han
demostrado tener estrategias de defensa metabolicas bastante efectivas que pueden explicar en

parte el gran €xito invasivo observado.

La actividad fitotdxica observada en el Preridium, asociada posiblemente con el fendmeno de
la alelopatia, también pudiera ser atribuida en parte a la cumarina, la cual fue aislada junto con
el acido o- cumarico del Preridium caudatum (Alonso-Amelot et al., 1995). Pese a la gran
cantidad de investigacion existente, la dinamica de la cumarina durante el desarrollo
fenoldgico del fronde, asi como su funcidn ecoldgica en Preridium caudatum aun esta por ser

estudiada.

Ante esta perspectiva, se presentara en una primera parte de este trabajo una revision general
sobre los metabolitos secundarios, sus rutas principales de biosintesis, su funcion como
aleloquimicos en el fenomeno de la alelopatia y las variables que pueden afectar su actividad
biolégica, asi como también las metodologias cominmente usadas para el estudio de la

misma. También, se abordara el estudio del género Preridium y los antecedentes alelopaticos

b



realizados asi como los metabolitos secundarios presentes en Pteridium caudatum que es la
especie de interés en este trabajo.

Finalmente, se abordard el estudio realizado: el muestreo de los frondes, las metodologias de
obtencion de los extractos y de cuantificacion, la determinacion del contenido de cumarina, de
pterosinas y de fenodlicos totales en P. caudatum en las diferentes matrices y la actividad

fitotoxica observada en los diferentes bioensayos.



CAPITULO 1 __
MARCO TEORICO Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

kY

1.1.- W{ctzlbolifl'os secundarios

El metabolismo primario comprende una serie de procesos quimicos como la fotosintesis v

la respiracion.; Los productos de estas reacciones son los metabolitos primarios los cuales
tienen funciones esenciales en el crecimiento. el desarrollo v la reproduccion de las

plantas. Estos: comprenden una gran variedad de compuestos organicos cue incluyen
moléculas ricuﬁs en energia tales como sucrosa v almidon, componentes estructurales como
celulosa. dcidos nucleicos fales como ADN (acido desoxirribonucieico) v ARN (dcido
ribonucleico), \ pigmentos fales como clorofila (figura 1.1). Se encuentran en todas las
plantas porqt{_c son fos componentes © productos de rutas o ciclos metabolicos
l‘undamcm.ales} v ademas de tener funciones esenciales en las plantas. algunocs son
precursores (nimi:criaies de partida) para la sinfesis de metabolitos secundarios {Dewick,
2002, :

Clarofila R

; Figura 1.1: Estructura quithica de las nioléculas
de clorofila a v b, abundantes en las plantas
verdes (metabolitos primarios).

Clorofila A ¢

[¥8)



Hay cuatro rutas de partida principales (figura 1.2 v 1.3) para el metabolismo secundario

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

(a) Acido shikimico, es el precursor de muchos compuestos aromaticos incluyendo los
aminoacidos aromaticos, acidos cinamicos, y ciertos polifenoles.

(b) Acido malémico, que conduce a compuestos fendlicos y también compuestos
nitrogenados, a los alcaloides, antibioticos pectidicos, incluyendo las penicilinas y
cetalosporinas.

(c) Acido mevalénico, que deriva de la union de tres moléculas de acetil-CoA. Este
intermediario clave, de seis carbonos, es luego pirofosforilado, descarboxilado, y

deshidratado para formar isopenienil difosfato (IPP). Este Gltimo es el bloque de

construccion de cinco carbonos de los terpenos. Es el precursor de poliacetilenos,
prostaglandinas, antibidticos macrociclos, polifenoles, y los terpencs isoprencides,
esteroides y carotenoides.

(d) La ruta via Fosfato de metileritritol (MEP), esta constituida por un grupo de

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

en los cloroplastos y que también da origen a terpenos.

Sin embargo, la linea divisora entre el metabolismo primario y secundario es bastante
difusa; hay que tener en cuenta que la diferencia entre metabolitos primarios y secundarios
es solo funcional, por fo que no pueden ser distinguidos en base a moléculas precursoras,

ni estructura quimica, ni origen biosintético.

O O
i it

) O=P=0-P-0
o O

Figura 1.2: Estructura molecular de los precursores de las rutas metabdlicas secundarias.

TIEE A

Nombres IUPAC: doido shikimico: dcido (3R48.5R)-3.4,5-irihidroxi-1-ciciohexen-1-carboxilico; dcido
maldnico: 4cido propanodidico; deido mevalonico: acido (3R)-3.5-dihidroxi-3-metilpentanoico; MEP: 2.3 4-
Trihidroxi-3-metilbutil dihidrégeno fosfato; IPP: acido (hidroxi-(3-metilbut-3-enoxi) fosforihoxifosfonico.
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Figura 1.3: Origenes biosintéticos de los metabolitos secundarios y su relacion 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 suficientemenie aprovechado, ya que s6lo uint limitado porcentaje de las 270.000
especies de plantas superiores conocidas, han sido investigadas en cuanto a sus compuestos
activos y es frecuente el caso en que las plantas son estudiadas solamente por un tipo
especifico de actividad biologica (Wink, 2010).

de metabolitos secundarios que existen se pueden clasificar

Vo ssmen Al aonidad qntaiintriianl
La grail aivorsiuad suruciurat
en dos grandes grupos: los compuestos basados en carbono y los compuestos nitrogenados.

Entre los compuestos basados en carbono estdn los terpenos

nmnhﬂr) de lae com
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alcaloides, los glicdsidos cianogénicos y los glucosinolatos (Mann, 1980; Cseke et al,,

2006).

a) Terpeneos: 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
(C10), los sesquiterpenos (C15), los diterpenos (C20) (se incluyen aqui 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 mas 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
citricos) 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

comun (Preridium spp.) (Figura 1.4) (Avalos y Pérez, 2009).

Isoprenc

06 Larpenas)

. Mentol
Lanoneno

fratrieos

frvental

Ecdisena

{oncontrado en Prersdium spp.}

Figura 1:4: Estructuras del isopreno, precursor de los terpenos y de otras moléculas

conocidas en este grupo de metabolitos secundarios.

b) Glicésidos cardiacos: Se han reportado unas 200 estructuras. Son esteroides dc 23
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género Asclepia (Asclepiadacea), aungue también
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Cl
los producen algunas especies de las familias Apocynaceae y Sorophulanaceae



acidos fenélicos, 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 acido fenolico), presente en el Preridium caudatum (Alonso-Amelot et al.,

1995). pertenece a este amplio grupo de compuestos (figura 1.6).

Oleandrina
{glicosido cardiaca)

Figura 1.5: Glicdsido cardiaco, oleandrina (encontrada en Nerium oleander). (Tomada de

Cseke et al., 2006).
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umarina Proantocianidina del sorgo Corilagina,

Acido galico

(Sorghum bicolor). Tanino hidrolizable

Tanine condensable

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

d) Flavonoides: Dentro de los flavonoides, se agrupan las antocianinas, las catequinas y
ios taninos (se clasifican aqui también los taninos condensados). Se han reportado
unas 5.000 estructuras y son heterociclos derivados de la flavona, encontrandose
principaimente como glicosidos, hidroxidos, metdxidos y otros. Estos son comunes
en Angiospermas y helechos (Dewick, 1988; Wink, 2008; Wink, 2010). El flavonol

conocido como quercetina pertenece a este giupo (figura 1.7).
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Figura 1.7: Estructura base y tipos de flavonoides. La quercetina, es ejemplo de un
flavonoi (Tomada de Cseke et al., 2006).

¢) Compuestos nitrogenados: Representan a este grupo los alcaloides, glicésidos
cianogénicos, aminodcidos 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 atomo de nitrogeno en su estructura. Se sintetizan principalmente a partir
de aminoacidos y algunos de los alcaloides mas conocidos son la cafeina y la
nicotina. De los glicésidos cianogénicos hay un reporte de unas 100 estructuras. Son
compuestos con polaridad intermedia, tipicamente O-B-glicosidos de -
hidroxinitrilos. La prunasina es un glicosido cianogénico que ha sido aislado del
Prteridium spp. Se encuentran usualmente en helechos, gimnospermas, angiospermas,
mono y dicotiledoneas. Los aminoacidos no protéicos (unas 700 estructuras) estan
presentes en las semillas de legumbres y los glucosinolatos (unas 100 estructuras) se
han encontrado en ia famiiia Cruciferae entre otras (Wink, 2008; Wink, 2010).
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Figura 1.8: Estructuras de algunos compuestos nitrogenados (de los glucosinolatos solo se
muestra la estructura base) (Tomada de Cseke et al., 2006).

Los metabolitos secundarios que han sido aislados de las plantas son conocidos como
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antecedentes existentes, estos se pueden definir como:

“compuestos quimicos producidos por las plantas que no son esenciales en los procesos

principales de las mismas,

Los factores bidticos son las condiciones causadas por otros organismos del ecosistema,
como son ataque de herbivoros, infeccion por microorganismos, competencia con otras
plantas, entre otros; mientras que los factores abidticos son aquellos debidos a las variables
del medio ambiente como son la radiacion solar, la humedad, los nutrientes del suelo, el

viento y la temperatura (Webber y Woodrow, 2009).



1.2.- Alelopatia

Considerando la amplia investigacidon existente sobre los metabolitos secundarios de las
plantas y las funciones que cumplen, particularmente en relacién a la agricultura, la
fitopatologia y los patrones de vegetacion, estos son denominados aleloquimicos y el

fenomeno que tiene lugar mediado por ellos es llamado Alelopatia (Rice, 1984).

En 1996, el término Alelopatia, fue definido por la Sociedad Internacional de Alelopatia
COMmo:

“cualquier proceso que involucre metabolitos secundarios producidos por plantas, algas,
bacterias y hongos, que influyan en el crecimiento y desarrollo de sistemas bioldgicos y

agricolas™.

En términos de las interacciones planta — planta, la accion de los aleloquimicos puede
afectar, entre otras funciones, la respiracion, fotosintesis, actividad enzimatica, relacion
hidrica, apertura estomatal, niveles hormonales, disponibilidad de minerales, division
celular y elongacidn, estructura y permeabilidad de las membranas y paredes celulares de
las plantas receptoras alterando su patron de crecimiento (Chou 1999; Reigosa et al. 1999;

Gatti et al., 2010).

En cuanto a su localizacion dentro de las plantas que los producen, los aleloquimicos
pueden estar presentes en todos los drganos, incluyendo hojas, flores, frutos, raices,
rizomas, tallos y semillas, sin embargo, la cantidad y via de incorporacién al entorno varia
de especie a especie de plantas dependiendo también de la naturaleza del aleloquimico

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

1.2.1.- Rutas de liberacién de aleloguimicos
Los aleloquimicos tendran algun significado ecoldgico cuando sean incorporados al
ambiente por un mecanismo lo suficientemente efectivo para garantizar una concentracion
toxica a la planta u organismo receptor. Ecologicamente, se han propuesto cuatro
mecanismos para la excrecion de los aleloquimicos al ambiente, involucrando procesos de
lixiviacion, exudacion radicular, volatiiizacion y descomposicion de partes de ia planta en
el suelo (figura 1.9) (Whittaker, 1969).

10



OISR

; Descomposicion

\ v |

+

|

Aleloquirnicos

Figura 1.9: Principales rutas de liberacion de aleloquimicos al entorno (tomado de

Sampietro 2000).

Esto implica que los aleloquimicos pueden encontrarse en cualquier parte de [a planta, vy
que la dinamica de su actividad es una funcion del mecanismo en que estos puedan ser
liberados. Por ejemplo, durante la descomposicion de residuos vegetales que implica
material senescente, no hay una funcién activa de la planta, mientras que la volatilizacion y
los exudados radiculares son procesos extremadamente activos donde estd involucrado el

tejido vivo de la planta (Oliveros, 2008).

1.2.1.1.- Lixiviados

La lixiviacion es la remocion de sustancias presentes en la planta por efecto de la lluvia,
nieve, niebla o rocio. El tipo de tejido vegetal, la edad de la planta, la cantidad y naturaleza
de la precipitacion determinaran el grado de lixiviacion. De esta manera, se liberan una
gran variedad de aleloquimicos de diferente naturaleza, tales como, compuestos fenolicos,
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
cantdbrica (urciona), Vaccinium mytillus (arandano), Pinus densiflora (pino rojo Japonés),

11



Pilocarpus goudotianus 'y Echinacea angustifoli (equindcea) son ricos en compuestos
fenolicos y producen inhibicion en la germinacion de semillas de diferentes especies de
plantas (Alias, 2006).

Asi, se han determinado algunos compuestos en los lixiviados de semillas y hojas de
plantas a los que se les atribuye un posible potencial alelopatico sobre plantas silvestres y

cultivadas (Tabla 1.1) (Sampietro, 2000).

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

(tomada y adaptada de Sampietro, 2000).

Nombre de la Efecto inhibitorio sobre la Lo .
. Aleloquimicos Referencia
planta esnecie recentora
Datura stramonium Crecimiento de sorgo Escopola_mma, Butnari, 2012
(datura) (Sorghum halepense) atropina
Brassica napus e e Uremis et al.
Sorghum halapens Alil isotiocianat ?
(canola) ghum pense otio 0 2009
Eu,w,{y”,m“ Crecimiento de plantas de Acidos fenolicos y Molina et al.,
GLODULUS - R .
e . cultivo (Lactuca sativa) terpenoides 1991
(eucalipto comun)
Germinacion y crecimiento de (+) Evodona y . _
Calmintha ashei Rudberkia hirta y Leptochloa desacetil Weld_enl‘uju‘ng ret
' i . al., 1994
dubia calaminthona ’
Acumulacion del peso seco y
elongacion del tallo de:
Juglas spp. Lonicera maackii, .
§1aS SpP ¢ Juglona Rietveld, 1983

(arboles de nueces) - Lespedeza cuneata, Trifolium
incarnatum, Alnus glutinosa, y
Elaeagnus umbellaia.

1.2.1.2.- Exudados radiculares

Las raices de las plantas ademas de servir de sostén y para absorber agua y nutrientes para
el crecimiento dentro del ambiente del suelo también liberan sustancias quimicas de interés
(exudados radiculares). La exudacion radicular incluye la secrecion de iones, oxigeno libre
y agua, enzimas, mucilago 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,
asi como las raices primarias y secundarias en crecimiento activo, por lo general son los
que liberan grandes cantidades de exudados (Bais et al., 2001; Bertin et al., 2003). El
patron radicular esta determinado principalmente por el tipo de planta, la estructura del

suelo y las interacciones entre los dos. Estos sistemas radicuiares muestran alguna
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plasticidad fenotipica 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 quimicas, fisicas o biologicas que son
experimentadas por las plantas terrestres son las que ocurren entre las raices y su ambiente
circundante en el suelo (rizésfera) (Bais et al, 2006). Es en la rizésfera donde se
encontrara toda la carga fitoquimica liberada por la planta y la region donde es de esperar
se encuentre la maxima actividad ejercida por los compuestos, o ejercida sobre ellos como
es el caso de la biodegradacion. Asi, esta es la zona que estd siendo estudiada en ia

busqueda de los agentes verdaderamente activos (Oliveros et al., 2009).

Los diferentes metabolitos secundarios (aleloquimicos), en los exudados radiculares,
afectan en las plantas susce
respiracion, el transporte a través de la membrana, la germinacion, el crecimiento radicular,
el crecimiento del tallo y la mortalidad celular (Einhelling, 1995; Weir et al., 2004; Bais et
al., 2006). Asi mismo, a través de la exudacion de esa amplia variedad de compuestos, las
raices pueden regular la comunidad microbiana del suelo, afectar funciones fisiologicas de
las plantas vecinas, hacer frente a los herbivoros, estimular la simbiosis benéfica y cambiar
las propiedades fisicas y quimicas del suelo (Walker, et. al., 2003).

Algunos de los compuestos fitotdxicos que han sido wdentificados en exudados radiculares
de s plantas incluven a ia 7.8-benzoflavona (dcorapiilon repens, centaureas Rusa)

(Stermitz et al., 2003), la ()-catequina (Centcnirea maculosa, centaurea moteada) (Bais et

pigra, nuér negra) (Jose v Gillespie, 1998), la 8-hidroxiquinolina (Centaurea diffisa.

al, 2004y, la so ona {Se
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trihidroxi-3.5-dimetoxiflavona (Oryza sativa, arroz) (Kong et al., 2004; Dayan, 2006; Bais

et al., 2006

1.2.1.3.- Volatilizacion

En los ecosistemas de desierto y mediterraneos, o en zonas de alta radiacion solar, la
estrategia de liberacion de compuestos alelopéaticos utilizada frecuentemente es la
volatilizacion, debido al predominio de altas temperaturas vy fuertes vientos. La liberacion
por volatilizacion de estos aleloquimicos estd mayormente restringida a plantas que

producen terpenos (comunmente aceites esenciales) (Dudareva et al., 2004) y se obtienen
13



fundamentalmente de las partes no lefiosas de la planta, en especial de las hojas. Son una
compleja mezcla, principalmente de terpenoides, en particular monoterpenos (C10) y
sesquiterpenos (C15), y una variedad de compuestos aromaticos, 6xidos, éteres, alcoholes,
¢ésteres, aldehidos y cetonas, que determinan el caracteristico aroma y olor de la planta que
los produce (Batish et al, 2008). Los géneros que cominmente liberan compuestos
volatiles incluyen Artemisia, Salvia, Parthenum, Eucalyptus y Brassica (Sampietro, 2000).
Entre las funciones reportadas para los aceites volatiles de Thymus capitatus, Satureja
thymbra y Rosmarinus officinalis se ha encontrado que estos estimulan la respiracion del
suelo, lo cual esta relacionado con una mayor actividad de los microorganismos (Vokou et
al., 1984). Asi también, se ha reportado que los compuestos volatiles de las flores sirven
como atractores de los polinizadores o como defensa frente al ataque de herbivoros
evitando con esto el dafio del tejido vegetal (Matsuyama et ai. 2000; Dudareva et al., 2004;
Cipollini et al., 2008). En el caso del género Eucalyptus, estudios realizados demuestran
que el mecanismo de bioactividad de ios aceites sobre las plantas reduce ia supervivencia

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

1.2.1.4.- Descomposicion vegetal

La descomposicion de fos residuos de ta planta es un proceso centrai de las

acuerdo a las condiciones ambientales, caracteristicas quimicas y diversidad de residuos
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mecanismos tales como: impedimento fisico, penetracion reducida de la luz, efectos sobre
la actividad de predacion y liberacidn de compuestos aleloquimicos durante la
descomposicion de los residuos vegetales sometidos a procesos fisicos, quimicos y

bioldeicos en el suelo (Rananomi et al
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2005; Walker et al, 2003).
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Los estudios indican que la dindmica de liberacion de compuestos fitotoxicos durante la

cierta concentracion (Bonanomi et al., 2005; Bonanomi et al., 2011).
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1.2.2.- Variables en la actividad de los Aleloquimicos

Una vez que un aleloquimico es incorporado al ambiente, su actividad se vera afectada por
variables del entorno, las cuales ademas afectaran la produccion de los aleloquimicos por
la planta donadora. Estas variables o factores de estrés generan reduccion de funciones
fisiologicas (como: absorcion de agua o nutrientes, fotosintesis, respiracion, crecimiento,
desarrollo y reproduccidon) haciendo a este fendmeno un proceso dindmico que se
desarrolla en distintas fases (Lambers et al., 1998; Alias, 2006);

- Estrés.

- Respuesta al estrés.

- Aclimatacion.

- Adaptacion (en un tiempo evolutivo).

Entonces, se podria definir el estrés como un estado en el cual las demandas fisiologicas
desestabilizan ei correcto funcionamiento de la planta, seguido por una fase de
normalizacion y de resistencia. Si la planta es forzada a vivir fuera de estos limites de
tolerancia y su capacidad de aciii
cronica e incluso la muerte. Sin embargo, el efecto de estos factores de estrés no solo

1
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planta. Los principales factores de estics quc afectan la biosintesis de alcloquimicos y su
actividad son: la ontogenia de la planta (planta donadora y receptora), las condiciones

1.2.2.1.- Ontogenia de la planta

La ontogenia (también llamada morfogénesis u ontogénesis) describe el desarrollo de un
organismo, desde el vulo fertilizado hasta su senescencia, pasando por la forma adulta.
Esta consiste principalmente de dos procesos: el crecimiento y la diferenciacion celular. El
crecimiento involucra la division y ampliacion celular que esta relacionada con la biomasa,
el nimero, tamafio y volumen de las células. La diferenciacion involucra por su parte, al
desarrollo de los tejidos como hojas, tallos y raices. Esta diferenciacion regula el desarrollo
fenologico que es evidente a través de la morfologia, el desarrolio de las plantulas, la
floracion, la maduracion fisiologica y la velocidad de desarrollo, y que determinara la

defensa quimica producida por las piantas. Este desarrolio fenoidgico y en consecuencia
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las defensas quimicas producidas son moduladas por los factores bioticos y abioticos del

entorno (Herms y Mattson, 1992; Barthelemy v Caraghio, 2007).

Algunos estudios empiricos han examinado las trayectorias ontogénicas en la defensa
quimica de las plantas, concentrandose generalmente sobre los tejidos aéreos; asi, el
conocimiento sobre las tendencias generales de la defensa de la planta (desde el punto de
vista de interaccion planta—planta) a lo largo del desarrollo esta limitado. De acuerdo a
esto, se han estudiado los cambios en la biomasa de la planta, calidad nutricional y
defensas quimicas para los tejidos subterraneos y aéreos a lo largo del crecimiento de
Plantago lanceolata encontrandose un aumento significativo de iridoides glicosidicos que

cumplen funciones de defensa frente al ataque de herbivoros (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 plantulas
hayan crecido, como es el caso de las semillas de tonka o sarrapia (Diptervy odorata) las

cuales almacenan cumarina en gran cantidad (Herms y Mattson, 1992).

1.2.2.2.- Condiciones meteorologicas

Cuando se trata con los aleloquimicos en plantas, es importante considerar las condiciones
como temperatura, estrés hidrico y radiacion solar. Estas condiciones han demostrado
afectar la cantidad de aleloquimicos 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 sintesis de sustancias de defensas basadas en carbono pertenecientes al

metabolismo secundario (Sosa, 2003).

Un ejemplo es el trabajo de Tongma vy colaboradores (2001), donde reportaron que en ¢l
campo, bajoy condiciones de estrés hidrico, el crecimiento de la flor del sol Mexicana
(Tithonia diversifolia) se redujo, pero la planta produjo una cantidad mas grande de

sustancias alelopaticas por peso seco que en ausencia de estrés hidrico.

Asi mismo, los compuestos fendlicos son de gran importancia en la adaptacion de las

plantas frente a las fuerzas evolutivas de seleccion de naturaleza bidtica y climatica, en
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particular con referencia a la funcion protectora frente a la excesiva radiacion solar.
Estudiando la dindmica de los compuestos fendlicos de bajo peso molecular (FBPM) y de
alto peso molecular (FAPM) en los helechos neotropicales Preridium caudatum (1180 —
2140 msnm) y Pteridium arachnoideum (1880 — 3190 msnm) se registrd la acumulacion
progresiva de ambos tipos de compuestos fendlicos con la expansion del fronde, por el
incremento de la superficie de la lamina expuesta a la luz del sol. Los niveles de FAPM
correlacionaron positivamente con la elevacion en ambas especies de helecho. La respuesta
independiente de ambos tipos de fendlicos a la radiacion solar se interpreté como una
proteccion mas efectiva y de costo metabdlicamente mas efectivo de los FAPM frente a la
Juz UV-B que los FBPM o como una activacion diferencial por la luz de los pasos claves
en la biosintesis 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 Cucumis sativus, cv. Shougoin-Aonaga-Fushinari (Pramanik,
2000), los investigadores prepararon cultivos hidroponicos bajo condiciones de
temperatura y fotoperiodo controladas. El crecimiento radicular (y acumulacién de peso
seco) se redujo, especialmente a alta temperatura y largo fotoperiodo. Paralelamente, la
velocidad de exudacion en las etapas vegetativas y reproductivas de acido benzdico,
derivados del acido cinamico y acidos grasos (que fueron identificados en la solucion de
los hidropdnicos), incrementd con la elevacion de la temperatura y el alargamiento del
fotoperiodo, siendo la velocidad media de exudacion dos o tres veces més alta que el valor

minimo obtenido a baja temperatura y corto fotoperiodo.

Por lo tanto, las plantas pueden experimentar de manera simultanea diferentes tipos de
estrés, pudiendo responder de una forma aditiva, sinérgica o antagonica. Algunos estudios
revelan que la respuesta de la planta a condiciones de estrés multiple 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 ladanifer la induccion de flavonoides depende de la luz
ultravioleta asi como del contenido de agua en hojas, siendo la suma de estos factores

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

El suelo es un sistema fisico, quimico y bioldgico complejo. i comportamiento de fos
aleloquimicos en el suelo estd gobernado, no solo por las propiedades fisicoquimicas (pH,
contenido de humedad) de é&ste, sino también por la materia organica vy los
microorganismos presentes. Elfos afectan la adsorcion, desorcion y transporie de estos
compuestos asi como su metabolismo (figura 1.10), haciendo de esto un proceso dindimico.
Asi mismo, la cantidad de aleloguimicos liberados desde la planta donadora y la
sensibilidad de la planta receptora a los mismos, es también dependiente de las condiciones

de crecimiento de ambas plantas (Kobayashi, 2002; Kobayashi, 2004).

Condiciones meteorolégicas
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Figura 1.13: Factores que afectan el comportamiento v fa actividad fitotdxica de los

aleloguimicos en ef suelo (Tomado v adaptado de Kobayashi, 2004).

Entonces, dependiendo del tipo de suelo y de sus caracteristicas fisicoquimicas, la
produccion de toxinas por parte de las plantas asi como su actividad se veran 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 sintesis de terpenos de la especie Cistus monspeliensis,
realizado por Rivoal y colaboradores (2010). Ellos observaron que las velocidades mas

altas de emision de terpenos (de compuestos individuales y totales) se obtuvieron en
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sustrato de silicio. Este resultado estd de acuerdo con la hipotesis del balance
carbono/nutrientes, ya que el sustrato de silicio tiene mas bajo contenido de nutrientes
(bajo nivel de nitrégeno y baja capacidad de intercambio cationico) que el sustrato
calcareo. Cuando todos los factores son favorables, los procesos de crecimiento
predominan sobre la produccion de los compuestos secundarios, pero cuando un nutriente
tal como el nitrégeno es escaso, la planta asignara proporcionalmente mds recursos a los
compuestos secundarios basados en carbono tales como terpenos. Esto se demuestra con la
correlacion negativa encontrada entre el contenido de nitrdégeno del suelo y la produccion

de terpenos en la hoja.

También los aleloquimicos pueden ser transformados por los constituyentes del suelo;
como en ei caso de los acidos fendlicos p-hidroxibenzoico, p-cumarico, fertlico, siringico,
y los acidos vanilico que al ser retenidos en suelos tipo arcilloso, por compuestos no
cristaiinos de hidroxiaiuminio y hierro y por otros minerales, ocurre una polimerizacion de

los compuestos fendlicos catalizada por estos minerales de la arcilla (Inderjit, 1996).

Asi mismo, se ha reportado que los frijoles de Mucuna pruriens liberan 3-(3'.4°-
¥

dihidroxifenil)-L-aianina (L-DOPA) como un aleloquiimico que inhibe el crecimiento de

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

w

reduciéndose extremadamente en Andosols {(alto contenido de minerales de aluminio y
hierro principalmente). Al adicionar una solucion de L-DOPA al suelo, la concentracion

del metabolito en la solucion disminuy6 por la absorcién y rcacciones de transformacion

{(figura 1.11 y 1.12). Asi mismo, el efecto inhibitorio de L-DOPA sobre el crecimiento d
las plantas receptoras se debilito, lo que indico que la actividad alelopatica se va perdiendo
(Hiradate et al., 2005).

Por su parte, los procesos de retencion retardan el movimiento del aleloquimico en el
ambiente, por ejemplo en el caso de la juglona, 5-hidroxi-1,4-naftalenediona (figura 1.12),
la concentracion en suelo de este aleloquimico disminuye en un 80% con el aumento de la
distancia a mas de 4 metros de la hilera de arboles de Jugilans nigra L. (Jose y Gillespie,

1998).
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Figura 1.11: Comportamiento quimico y bioldgico de L-DOPA en ambientes de suelo

(Hiradate et al., 2005).
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12 Bstructura quintica de la juglona v la L-DOPA

Los microorganismos del suelo, también juegan un papel importante en la determinacion
de la persistencia de los aleloquimicos en el suelo, pues consumen moléculas organicas y
por lo tanto los aleloquimicos pueden no acumularse a los niveles fitotoxicos, por lo que la
planta donadora puede no exhibir alguna actividad alelopatica en situaciones naturales.
Ademés, en muchas situaciones, un compuesto liberado por las plantas puede ser inocuo,
mientras que su producto de degradacion microbiana puede ser téxico (Inderjit, 2005).
También se debe tener presente que la actividad microbiana dependera de la temperatura,
materia organica, 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 acumulacion, extraccion y actividad
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fitotoxica, pues estas son condiciones de reduccién anaerobicas que no favorecen la
degradacion bioldgica v quimica de la juglona (Rietveld, 1983). Si embargo, un estudio de
degradacion microbiana, realizado por Rettenmaier y colaboradores (1983), usando
Pseudomonas putida, que fue aislada de suelos donde crece Juglas nigra, demostrd que se
puede catabolizar la juglona. Los pasos de degradacion son:

Juglopa -+ 3-hidroxi-juglona — 23-dihidroxibenzoato — semialdehido del dcido 2-

hidroxi-muconico.

En conclusion, el habitat de la especie, las propiedades fisioldgicas v biologicas del
sustrato v las condiciones edaficas y medioambientales determinardn  la sintesis v
actividad de los aleloquimicos, pudiendo repercutir en la disponibilidad cuantitativa v

cualitativa de los mismos en la planta v en el suelo (Inderjit, 2005}

De esta manera, las principales rutas de biotransformacion (degradacion) de los

aleloquimicos en el suelo citadas por Hanson (2010) son:
» Fotoquimica: Ocurre debido a la destruccion de los enlaces quimicos por la
radiacién UV. Esto estara determinado por la estructura del aleloquimico, el tiempo
de exposicion y la época del afio.

» Quimico (agua o suelo): Cambia la estructura quimica debido a los factores
abidticos en el suelo, por ejemplo la hidrélisis de una molécula por el agua presente
en el suelo. Esto dependera del pH, la temperatura, contenido de materia organica y

arcilla, humedad del suelo y por la estructura quimica del aleloquimico (anillos y

cadenas, grupos funcionales).

%

Microbiano (agua o suelo): Cambia la estructura quimica debido a la actividad de
los microbios que producen enzimas que degradan los compuestos. Los organismos
usan las moléculas como fuente de alimento.

»  Metabolismo animal/planta: Producen cambios en la estructura quimica de los

compuestos de acuerdo con su metabolismo.

Los numerosos tipos de reacciones que esencialmente tienen lugar para que se produzca la
degradacion de los aleloquimicos en el suelo, de acuerdo con las rutas mencionadas, son:
deshalogenacion, desalquilacion, descarboxilacion, oxidacion, reduccion, hidrolisis,

conjugacion, ruptura de anililos, polimerizacion, entre otras (Hanson, 2010).
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1.2.2.4.- Concentracion de los aleloquimicos y mezclas de estos

La cuantificacion de la concentracidon de los aleloquimicos incorporados al ambiente (en
particular al suelo) es necesaria para estudiar la alelopatia. Williamson y Weidenhamer
(1990) sugirieron que la toxicidad esta dada principalmente en funcion de la concentracion
existente de toxinas y de su tasa de renovacion por la planta alelopdtica. Sin embargo, la
concentracion de los aleloquimicos en el campo depende de la densidad y crecimiento de la
planta alelopatica, habitat, patrén de cultivo, y practicas agricolas. Es por lo tanto muy
dificil determinar los valores de concentracion exacta de los aleloquimicos bajo

condiciones de campo.

En principio, la concentracion de un aleloquimico se debe determinar por la tasa de entrada
al ambiente (es decir, lixiviados de ia hoja, exudados radicuiares, o descomposicion y
lixiviacion de los restos de la planta), absorcion y desorcion por semillas y raices, fijacion
por los componentes del sueio y degradacion microbiana. Todos estos factores reveian que
existe desigual distribucion de las sustancias fitotéxicas y ademads, los efectos inhibitorios

en suelo dependen de ia probabiiidad de {a exposicion, de las raices de las plantas a

consecuencia de la combinacion de los mismos. Las interacciones alelopaticas son el

resultado de la actividad sinergistica, aditiva o antagénica de varios aleloguimicos, mas
que de la actividad de uno solo de ellos. Bajo condiciones de campo, estos efectos pueden
estar influenciando aun a bajas concentraciones (Inderjit y Dakshini, 1995)

Un ejemplo de esto lo muestran Williams y Hoagland (1982), los cuales realizaron estudios
de fitotoxicidad de varios compuestos fenolicos sobre la germinacion de nueve especies de
malezas y plantas cultivables. El acido clorogénico, el p-hidroxibenzaldehido, y el
pirocatecol, cada uno combinado con la cumarina, inhibieron la germinacion. La
combinacidén de cumarina + p-hidroxibenzaldehido tuvo un efecto aditivo sobre Cannabis
sativa 'y Sida acuta, inhibiendo la germinacion en mayor grado que cualquier compuesto

individual.
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1.3.- Estudios alelopaticos. Evaluacion de la actividad de los aleloquimicos

1.3.1.- Disefio de ensayos biologicos

En términocs generales, el disefio de los ensayos biologicos, para la evaluacion del
fendmeno alelopatico, se basa en objetivos bien especificos y es dependiente de la dualidad
planta receptora/planta donadora y de las caracteristicas del agente potencialmente
alelopatico. Estos objetivos incluyen algunas de las siguientes caracteristicas (Inderjit y

Nilsen, 2003):

v Presencia y liberacion de aleloquimicos en la planta denominada donadora.

<«

Inhibicion de los parametros de crecimiento de la planta denominada receptora e
interferencia del aleloquimico con sus procesos fisioldgicos.

Destino final del aleloquimico en el suelo.

Movimiento del aleloquimico en el suelo y su absorcion por la planta receptora.
Fendomenos de detoxificacion del aleloquimico absorbido por la planta receptora.

Efecto del aleloquimico sobre la ecologia del suelo y dindmica de nutrientes.

AN N NN

Interaccion 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 aleloquimicos aislados o liberados por plantas, sobre el
crecimiento y distribucidon poblacional de otras especies en su vecindad. En esta direccion,
la mayoria de los bioensayos se han centrado en la identificacion de aleloquimicos
potenciales, evaluacion de sus efectos fitotdxicos o sus efectos en el crecimiento de
plantas, asociadas o no a la productora (plantas receptoras estandares o malas hierbas), con
el objetivo de implementar relaciones estructura - actividad, que incluyen aleloquimicos y

analogos sintéticos (Oliveros, 2008).

Muchos de los bioensayos para tales estudios alelopaticos incluyen: germinacidon de
semillas, pruebas de crecimiento de coleoptilo, pruebas de plantas completas, efectos sobre
las membranas celulares y otros (Hoagland y Williams, 2003). Estos bioensayos permiten
determinar que compuestos muestran actividad alelopética y determinar esa actividad
cualitativa y cuantitativamente. Desde el punto de vista metodologico (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 hidropdénicos y bioensayos en

materos con suelo (Pisula y Meiners, 2010).

Un tipo de bioensayo relacionado es el disefio de cocultivo (un tipo de hidroponico), el
cual se fundamenta en la importancia del destino de los aleloguimicos en el suelo,
permitiendo determinar los niveles de exudados radiculares y el potencial alelopdtico de
manera simultaneca de una especie donadora sobre una receptora (Inderjit 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 aleloquimicos
liberados a través del exudado de la raiz y densidad de plantas) y la naturaleza quimica de

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

Uno de los aspectos que deben tomarse en cuenta al momento de disefiar un ensayo para
probar la existencia de la alelopatia, es el grupo al cual pertenece la planta, sospechosa de
ser alelopatica, pues el proceso alelopatico 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 habitat de la planta deberia ser considerado

cuando se disefian los bioensayos alelopaticos (Inderjit y Dakshini, 1995).

En cuanto al tratamiento del material vegetal, en muchos estudios éste es molido para
valorar la actividad alelopatica o para identificar y aislar los aleloquimicos. Esta molienda
produce la liberacion de ciertas enzimas, sales, aminoacidos, y compuestos que pueden no
ser liberados bajo circunstancias naturales. Los bioensayos realizados con material vegetal
macerado de esta manera son de poca relevancia ecoldgica, pues el procedimiento de
extraccion causa cambios cualitativos y cuantitativos en el perfil fitoquimico. Algunos de
esos compuestos no pueden ser naturalmente lixiviados o exudados, y por lo tanto, no son
fisiologicamente importantes aun cuando puedan ser significativos en los bioensayos de
laboratorio. Por lo tanto, la molienda del material vegetal en los estudios alelopéticos

deberia evitarse (Inderjit y Dakshini, 1995).

Por otro lado, la metodologia de extraccion de los aleloquimicos es esencial en los
bioensayos alelopaticos. La seleccion del material a extraer (partes vegetales de la planta
de sospechada actividad alelopética 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 quimicos,
en concentraciones bioldgicamente activas, sino también el nivel de persistencia capaz de
afectar a otras plantas en su vecindad. Por lo tanto, el aislamiento e identificacion de los
aleloguimicos presentes en el ambiente es de gran importancia para poder establecer la

presencia de la alelopatia (Inderjit y Dakshini, 1995).

Entre los solventes mas usados en los procesos de extraccion estan agua fria, agua caliente
y solventes organicos tales como metanol, cloroformo, e hidroxido de sodio. Sin embargo,
debe evitarse el uso de agua caliente o de solventes orgdnicos o inorganicos, debido a que
hay diferencias cualitativas y cuantitativas entre los aleloquimicos extraidos 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 [os

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

1.~ Prestar atencion al habitat y al patron de ciclo de vida de las plantas alelopaticas.

2.- No moler el material vegetal y evitar la extraccion con solventes organicos.

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

4.- Realizar un analisis quimico de los suelos modificados para asi seleccionar un suelo
cuyas caracteristicas quimicas simulen lo mas cercanamente posible a esas de residencia de

la planta alelopatica.

El reto que hoy dia se presenta es estudiar este sistema con el objetivo de seguir el
aleloquimico desde la especie donadora hasta la receptora, de una manera dinamica; es
decir, durante el tiempo en que las dos especies estén enfrentadas. Lograr determinar toda
la ruta del aleloquimico, significaria dar una evidencia contundente de la translocacion de
un aleloquimico sintetizado por una especie, liberado al ambiente, detectado en los tejidos
de la especie receptora, donde ademas se registren efectos anormales en sus parametros de
crecimiento. Todo ello representaria una evidencia del fenomeno alelopatico, hoy dia

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

Las técnicas de bioensayos son ampliamente usadas para la determinacion cuantitativa de
las respuestas bioldgicas a los aleloquimicos. Leather y Einhellig (1986, 1988) han
revisado exhaustivamente la naturaleza y tipos de técnicas de bioensayo usados en
alelopatia y se ha demostrado que la respuesta de un organismo a un quimico depende,
entre otras cosas, de la dosis. Se ha descrito en muchos casos, una respuesta de
estimulacion del crecimiento a bajas concentraciones del aleloquimico y de inhibicion a
altas concentraciones (Lovett et al., 1989). La respuesta de las plantas a los aleloquimicos
como las fitotoxinas, se relaciona de manera no-lineal, por lo que, los efectos alelopaticos
pueden ser adecuadamente cuantificados por modeios matematicos no-lineales (Beiz et al.,
2005).

De acuerdo con esos antecedentes y resuitados experimentaies, Hiradaie (20006, 2010),

propone que el potencial alelopatico de una planta se evalGia sobre las bases de dos

indicadores:

1) La actividad especifica (actividad bioldgica por unidad de peso del compuesto).
Altos valores de este indicador conducen al descubrimiento de los compuestos mas
activos con un bajo ECsy (concentracion especifica del aleloquimico que ejerce la
mitad del efecto maximo sobre la planta receptora).

2) La actividad total (actividad biolégica por unidad de peso del organismo que
produce el compuesto), es una funcién del producto entre la actividad especifica y el

contenido en el organismo.

1.4.- Pteridium

El género Pteridium estad 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 Carbonifero y poseen representantes aun en la
actualidad (Raven et al., 1991; Wieckowska et al., 2012).

Este es uno de los géneros de plantas cosmopolitas mas exitosas en el mundo (figura 1.13).
Al menos tres de sus caracteristicas pueden explicar este hecho: (1) tiene una remarcada

plasticidad morfologica que facilita su adaptacion a varios habitat, (2) esta quimicamente
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bien defendido frente a herbivoros y otras plantas con un arreglo de toxinas de amplio
espectro estructural y (3) invade nuevos territorios tanto por su reproduccion sexual, a
través de la dispersion de un gran niimero de esporas microscopicas (figura 1.14), las
cuales son llevadas por el viento viajando largas distancias (Tryon 1941; Alonso-Amelot,
2002), como por la extension 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.- Clasificacion y distribucion del helecho macho

Reino: Plantae
Division: Pteridophyta
Clase: Filicopsida
Orden: Polypodiales

Familia: Dennstaedtiaceae

Género: Pteridium

Fieura 1.13: Fronde de Preridium.

Figura 1.14: Esporas en un fronde maduro
de Pteridium caudatum (Fotografia tomada

por Jorge Luis Avila).

El Preridium afecta profundamente los ecosistemas intervenidos por la actividad
agropecuaria en los cinco continentes, y hasta islas remotas del océano Pacifico (ver tabla
1.2). Crece en regiones templadas y subtropicales en gran parte del mundo, incluyendo la
mayoria 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 Pteridium, helecho macho, helecho de montafia, helecho comun, o helecho aguila, crece
profusamente en las zonas montafiosas hiimedas y semi humedas de toda Venezuela
(Ortega, 1991), quedando exentos de su abundante presencia algunos lugares como las
zonas desérticas, el espinar xerofitico, las selvas himedas tropicales, las selvas nubladas de
montafia (mientras no se les elimine pues cuando esto ocurre crece explosivamente), y las
sabanas humedas bajas hipertérmicas del trdpico en las que no puede competir con otras
especies vegetales que estan mejor adaptadas para soportar los meses de sequia extendida

(Alonso-Amelot, 1999).

En Venezuela, el helecho macho se extiende a lo largo de toda la Cordillera Andina, que
comienza desde ei Tachira y liega a la Peninsuia de Paria a través de ia Cordillera de ia
Costa y el Macizo de Turumiquire. Esto incluye las ramificaciones hacia el norte, por la
cordiliera de Perija y ia Serrania de Coro. Se ie ha detectado en varios puntos de Guayana

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

3

s ;
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»

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. Montafias
geologicamente aisladas y recientes, tales como el cerro Santa Ana en la peninsula de
Paraguana, posee macizos de helecho macho, a pesar de estar rodeado por todas partes de
bosque xerofitico en el que no hay estos helechos, y que las montaiias mas cercanas -la
Sierra de Coro- se encuentran a mas de cien kildémetros 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, Preridium

caudatum y Pteridium arachnoideum.

A lo largo de los afos ha habido discrepancias en cuanto al rango taxonomico que se debia
dar a estos helechos que ahora son considerados especies; de modo que en 1976, Cooper-
Driver expres6 que el considerar al Pleridium como un género monospecifico 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

taxonomicamente de acuerdo con estudios morfogénicos.

. . . Distribucion .
Especie Sub-especie Variedad . Referencias
geogrifica

Oeste de Europa ~Marrs y  Watt,

P. aquilinum aquilinum Julvum y - Norte ~de 2006; Thomson,
Africa 2004

onse Sub-Saharan en Thomson et al.,
capense Africa 2005

REPAS Sub-Saharan en  Thomson et al.,
centrali-africanum Africa 2005

. .. Thomson et al.,
decompositum Hawaii 2008

*eei Centro América z(l;ggwon et al.,

. . Norte y Este de Thomson et al.,
Japonicum Asia 2008

latisculum Norte América ;(})](());1 son et al.,

inciorum Norte, Centro y Thomson et al.,
puetoru Este de Europa 2008

) Marrs -y Watt,

pinetorum osmundaceum SIO' te_y Centro 2006;. Thomson,
e Europa 2004

7 > Thomson et al,,
pseudocaudatum Norte América 2008

1 , I son et al.,

pubescens Norte América lg(()); SOt aly

o Sur y Este de Thomson et al,
wightianum Asia 2008

, Centro América Thomson- et al.,

P. arachnoideum (.

y Suramérica 2008

... Thomson y

P. caudatum Cehtro /I\(ner|ca Alonso-Amelot
y Suramérica 2002

e Marrs -y - Watt,

P. esculentun: }(;esr:;:;ng?zzrlca 2006; Thomson,
2004

o Asia y Thomson et al.,
P. semihastatum Australasia 2008

*Este taxdn tiene estrictamente dos nombres vélidos, P. feei y P. aguilinum var. feei. Sin embargo recientes
trabajos moleculares sugiceren que este taxdn es cercano a las sub-especies de P. aguilinum y es probable que
sea redisefiado como se muestra provisionalmente aqui.

Por otra parte, criterios morfoldgicos, ecoldgicos, bioquimicos y

B

genéticos apoyaron

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

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

caudatum. Ademas la var. caudatum no fue una nominacion apropiada al taxon 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.- Morfologia 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 morfolégicos 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 subterraneo
desarrollado y con pelos pardos oscuros. Normalmente los frondes son compuestos, es
decir la lamina esta dividida en foliolos o pinas, que estan 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 pinulas en el fronde maduro. Mientras la lamina foliar del fronde
del P. arachnoideum muestra generalmente una superficie mas oscura con segmentos muy
duros y una separacion dada por pequefios I6bulos opuestos a la mayoria de los segmentos,
el P. caudatum posee una coloracion verde mas ligera con segmentos menos duros y mas
espaciados sin Id6bulos opuestos: en éste los segmentos y Iobulos parecen fundidos (figura

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

El P. arachnoideum desarrolla mucha mds densidad que el P. caudatum con gran cantidad
de biomasa aérea y subterranea. Si estas plantas desarrollan diferentes morfoiogias es de
esperarse que sus estrategias invasivas puedan variar cualitativa y cuantitativamente

caudatum ocupa preferiblemente las altitudes mas bajas variando desde el nivel del mar
(ocasionaimente) hasta cerca de fos 2100 msnm y ei P. arachnoideum prefiere niveles
superiores desde 1300 m hasta 2800 msnm con ocurrencias ocasionales sobre los 3200
msnm {(Alonso-Amelot et ai., 1995).

El helecho macho se caracteriza por su crecimiento rapido v la facilidad con la que se

extiende a nuevos territorios por su modo de reproduccidn, sexual y asexual y su sistema

subterraneo de rizomas. Produce un nOmero prodigioso de esporas microscopicas que



pueden alcanzar los 10 g por fronde en el caso del P. arachnoideum, o mas de un billon de

particulas. Aunque la tasa de germinacion de estas esporas es baja, esto es suficiente para

colonizar efectivamente nuevos territorios desnudos (Alonso-Amelot et al., 2001).

P. caudatum

P. arachnoideum
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Figura 1.15:

Caracteristicas morfologicas del
Pteridium en forma generalizada;
(a) iamina del fronde; (b) raquis;
(c) pina; (d) stipe; (e) nectario; (f)
cayados con pelos; (g) primordio
foliar referido al pequeifio retoiio,
(hapice del retofio; (1) linea
lateral; (j) raices petiolares —
encontradas en variedad
esculentum; (k) raices; (1) rizoma;
(m — p) pina mostrando: (m)
pinula;(n) nervadura de la pina;
(o) pinuleta o segmento; (p)
nervadura de la pinula (Marrs y

Watt, 2006).

Figura 1.16: Comparacion
de la morfologia de las pinas
de las dos especies de
Pteridium encontradas en
Venezuela (Tomada de
Alonso — Amelot y Rodulfo
—Baechler, 1996).



1.4.4.- Etapas fenologicas
El desarrollo de los frondes de Preridium puede dividirse en cuatro etapas fenoldgicas (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 (0 — 9 dias).
» Segunda etapa: Aparece desplegado el primer par de laminas foliares a ambos
lados del raquis. Las otras laminas se encuentran todavia expandiéndose en forma

de cayados secundarios (10 — 17 dias).

» Tercera etapa: Aqui ya se encuentra desplegada el segundo par de laminas foliares
(20 — 30 dias).
» Cuarta etapa: Se desarrollan todas las pinnas y se observa toda la fronda

compietamente exiendida a io iargo dei raquis (35 dias hasta senescencia)

L e

lera etapa 2da etapa 3era etapa 4ta etapa

Figura 1.17. Pteridium caudatum en las cuatro etapas fenologicas de desarrollo (Tomada

de Alonso-Amelot, 1999).

1.4.5.- Toxicidad del Pteridium 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 cria, P. aquilinum
produce una variedad de afecciones graves: avitaminosis B1l, afecciones hematologicas,
ceguera de las ovejas, hemorragia interna, hematuria enzooética bovina (HEB), entre otras
(Alonso-Amelot, 1999).

Esta estrategia de defensa del Preridium esta relacionada directamente con los metabolitos
secundarios producidos y esto se demuestra con los estudios realizados sobre ia toxicidad

de este helecho.
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1.4.5.1.- ltudanos

Estudios realizados por Niwa y colaboradores (1983) demostraron la presencia del
ptaquilosido en el helecho macho (figura 1.18), el cual parece ser el responsable de toda la
sintomatologia de la Hematuria Enzootica Bovina (HEB), pues al suministrarlo
experimentalmente a bovinos por via oral indujeron tanto lesiones vasculares como los

carcinomas (Hirono et al., 1984).

Figura 1.18: Estructura quimica del ptaquildsido.

1.4.5.2.- Acidos fenolicos

El Pteridium sintetiza un gian nlimero de metabolitos secundarios derivados de las rutas
del acido shikimico v acido mevaldnico, y de la derivatizacién de ciertos aminoacidos.
Varios de los acidos fendlicos son notorios entre los metabolitos secundarios aromaticos,
algunos de los cuales muestran actividad anti-microbiana (Levin, 1971). De especial
interés es el 4cido clorogénico (figura 1.19), un éster quinicc del acido caféico,
ampliamente distribuido. Este compuesto inhibe el crecimiento de larvas de Lepidoptera

cuando es incorporado a las dietas artificiales (Stevenson et al., 1993).

Acido clarogénico Acido o-cumarico

Figura 1.19: Algunos compuestos fenolicos encontrados en Pteridium.
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El acido o-cumarico y su producto de ciclizacion, la cumarina, han sido reconocidos
también entre la fraccion fendlica de P. aquilinum en una muestra de la especie neotropical
Pteridium caudatum (Alonso-Amelot et al., 1995). Ambos grupos, acidos carboxilicos
aromaticos 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 excepcidn en la sintesis de series limitadas de flavonoles (Swain y Cooper-
Driver, 1973; Imperato, 1995; Imperato, 1996; Imperato y Minutiello, 1997; Imperato,
1998). Estos compuestos son posiblemente bioactivos frente a microorganismos. En
particuiar, ia quercetina, considerada un inductor de tumores de ia vejiga ileal urinaria en
ratas, antineoplasico y un mutageno 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 cromosomicas (Alonso-Amelot, 2002).

1.4.5.4.- Taninos
En el entendimiento de los compuestos fen
se ha invertido considerable esfuerzo, debido a que las caracteristicas de estos compuestos

cirotmindos fox ool e AN PPN <o e dos e i P P P AR | P PN PRGN N P e
bub‘lCll‘Ldll tIouttays Uuc Ucivina, blllicblb Y acuimuiaciorn preiciciicial uc llCl'clUU]li.Ub

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

e
| estudio de la dindmica de defensa basada en carbono (Oliveros

¢ defensa de las plantas fundamentadas quimicamente, ya que ellos se unen fuertemente a
las proteinas de la dieta, y reducen la digestibilidad y el valor nutritivo de los tejidos de las
plantas devorados por los insectos y vertebrados (Alonso-Amelot, 2002).

1.4.5.5.- Glicosidos cianogénicos

Otra linea de defensa quimica que hace frente a la herbivoria en el helecho es la actividad
cianogénica, la cual es considerada fundamental en algunas plantas y artrépodos. Esta
actividad deriva del glicosido mandelonitrilo prunasina, el cual esta presente desde las
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etapas tempranas de su desarrollo (Kofod y Eyjolfsson, 1966; Berti y Bottari, 1968;
Hadfield y Dyer, 1988). La evolucion de HCN ha sido probada en gametofitos y
esporofitos jovenes y la capacidad para liberar HCN por simple mordida del tejido del
helecho, como ocurriria durante el masticado, es una clara indicacion de que los genotipos
cianogénicos también contienen prunasinasa, esto es una enzima p-glucosidasa, que es
almacenada en un compartimiento celular diferente, la cual cuando entra en contacto con la
prunasina, consume la porcion de glucosa produciendo la inestable mandelonitrilo a-
cianohidrina. Este compuesto es luego transformado por la accion de una segunda enzima,
oxinitrilasa, en HCN y benzaldehido por f-eliminacion (figura 1.20). El aldehido es
también téxico para algunos organismos (Alonso-Amelot y Oliveros, 2000; Alonso-

Amelot, 2002).

7\
s»ic}-::{:i»:;,’ = VAR
ANt B-glucosidasa —
foH 7 Y ey —
HO HC’"{ OJ + HCN
! oN
Ol T

Figura 1.20: Secuencia de reacciones que conducen a la formacion de acido cianhidrico a

partir de prunasina.

1.4.5.6.- Fitoecdisteroides

Entre los metabolitos secundarios en Pteridium producidos por la ruta del acido
mevaldnico estan los fitoecdisteroides (figura 1.21) (Takemoto et al., 1968; Takemoto et
al., 1973). Estos compuestos son considerados hormonas de muda de artropodos. Por lo
tanto, las larvas de insectos fitofagos que son expuestas a cantidades criticas de
ecdisteroides durante la alimentacidn en principio pueden estar en riesgo de mudar
prematuramente y asi poner en peligro su desarrollo hasta adultos exitosamente
reproductivos. Han sido descubiertos en el Pteridium varios fitoecdisteroides: a-ecdisona,
pterosterona, ponasterona A, y su glucoésido, ponasterosido, estos covierten al Preridium en

la Gmica planta vascular conocida que contiene tantos ecdisteroides (Alonso-Amelot, 2002).
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Figura 1.21: Estructura quimica de la oa-ecdisona (2f.3B,58,22R)2,3,14,22,25-
Pentahidroxicolest-7-en-6-ona), un fitoecdisteroide encontrado en las pinas de Preridium

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

1.4.5.7.- Indanonas

Otra clase de terpenoides aislados del helecho macho esta representado por un grupo de
sesquiterpenil indanonas llamadas pterosinas y sus glicosidos, los pterosidos (Yoshihira et
al., 1978; Fukuoka et al., 1978; Kuroyanagi et al., 1979).

Estos tienen estructuras moleculares relativamente simples, pero pueden guardar una
relacion cercana con la carcinogénesis del helecho. Tales compuestos no son exclusivos de
las especies de helecho macho sino que estan ampliamente distribuidas entre los helechos
de la famiiia polypodiaceae (helechos epifitos). El hecho de que las pterosinas surjan de los
iludanos reactivos, también presentes en Preridium, aumenta la posibilidad de que algunas
de eilas puedan ser artefactos. Sin embargo, las pterosinas del heiecho macho han
mostrado ser moderadamente citotdxicas y no hubo evidencia de que actien como agentes
aiquiiantes frente a compuestos citoplasmaticos o nucieares, un prerrequisito de
carcinogénesis. Por lo tanto, no se puede mostrar que los extractos del helecho que
contienen pierosinas {(Pierosina A y B, ver figura 1.22) 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 jovenes y declinan rapidamente

indicar quc son producidas temporalmente y desviadas a destinos todavia 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 vacuolas de las células. Posteriores pruebas bioecoldgicas
de estas indanonas deberian 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

alelopatica

El Pteridium spp., aun en climas que varian desde calientes hasta frios y desde humedos
hasta secos, produce supresion 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
fisica. Su toxicidad, demostrada por experimentos de laboratorio, sugiere fuertemente la
hipotesis que la alelopatia es el mecanismo que induce a esta planta al patron tan

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

En la Tabla 1.3 se muestra un resumen de algunos estudios realizados sobre alelopatia del
Pteridium spp., demostrando que el efecto inhibitorio de los metabolitos secundarios esta

presente como parte de la defensa metabdlica de este helecho.

De esta manera, Stewar (1975) en estudios realizados con los extractos acuosos de frondes
senescentes de Preridium aquilinum [L.] Kuhn var. pubescens Underw., encontré una
reduccién en la germinacion de Rubus parviflorus 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 alelopatia de Preridium spp.

Especie de . .. (g Extracto relacionado con Pais de .

. ge art o 3 ) 9 « . . nee
Ptoridiunt Parte del helecho Especie(s) receptera(s) Actividad alelopatica observada la actividad estudio Referencia
Pteridium Fronde e o » o : Gliessman

aqui!inuZlZ L.) Z?far?lﬁr ‘i,‘ o Bromus rigidus y Avena futua Efecto toxico —se sugiere la Extractos actosos Estados an del\s/lgull or
> : oran s i .« r . P , . l or,
Kuhn. senescents (gramineas) hipétesis de la alelopatia » Unidos 1972

Pteridium Rubus parviflorus Nutt. (Rosaceae), R. . L

aquilinum [L.] Frondes spectabilis Pursh. (Rosacea) y Reduccién de la germinacidn de Extractos acuosos Estados
Kuhn Varfubescens senescentes Pseudotsuga menziesii [Mirb.] Franco las especies receptoras Unidos
Underw. (Pinaceac)

s Suelo asociado . . ;-

Pteridium - y . R T Solucién patron de acidos .
aquilinum (L.) con el helecho Hordeum vulgare {gramineas) ACt!Vldﬂfi fitotoxica, mhl{blCIOH fenolicos (seglin Nueva Glass, 1976

q 8 g :
Kuh (zonade la : crecimiento de la raiz R Y Zelanda.
uhn. rizésfera) composicién en suelo)
Lixiviados producidos en

- = el campo luego de las ~

toridium . I . h S ~osta

P ) _q’mn Fro.nd“es en Hierbas en el campo Inhibicidn y exclusion severa rimeras lHuvias de la Co

aquilinum hojarasca p P by L0 Rica
estacion de invierno ‘
(acidos fendlicos)
Plantas cultivadas: Zea maiz, Arachis
¥ hypogaea, Sesamum orientale, Capsicum il bicl
Pteridium annum var, grosum, Licopersicum Efectos inhibitorios sobre la .
aquilinum (L.) Frondes verdes = esculentum, Brassica nigra. germinacion (de los extractos Ethgggg gﬁggssos / México Navlaé;; al
Kuhn Malezas: Portulaca oleracea, Momordica metandlicos). :
charantia; Sida rhombifolia, Neurolaena
lobata, Mikania cardifolia. ] ) . o
Pleridium Redujo la supervivencia de las  Competitividad del helecho
e ) e . . L plantulas a la edad de 10 meses en (observaciones luego de .
/ f ; J [ . - /
escflx)/ec{ggllz;(i()erst. Frondes verdes Eucalvptus obliqua o Eucalyptus radiata an 50% (observaciones hechas en chaguado y quema de la Australia
S o ) campo) parcela estudiada)
puridiom Blecesihibjoris dolos rondes | Compuesos voltle & Nortey oy
ili L. e g, tremula L. Y Pinus sylvestris L. . SR i > ; ) Sur T
aql”{éﬁl}iﬁ? (L) Frondes verdes Populus tremula L.y Pinus sylvestris L incremento de la inhibicion en los del helecho, y extractos Sﬂecdi; al., 1994.
: frondes senescentes. acuosos.

Pieridium o e N it eooamomifolia Efecto inhibitorio de la o . Silvay
arachnoideum Frondes verdes Tabebuid hepta '/n/:[/a and Enterolohivm germinacion de semillas y Lixiviados (acuosos). Brasil Belinato,
(Kauif.) Maxon apevuia NEplapryia and L morfologia de las plantas. 2010.

comorl:s//lqumn, entre otras. o =4 ) .
Pteridium Frondes verdes y Inhll_alllmon c%erlmn}auon de i W o
. : . < o . o al..
aquilinum (L.) rizomas, y Vegetales ;?p?gc éatsi% yera?:liec:fl)ﬁaaacol(r)lllos& Extractos acuosos. Taiwan a%ﬁ ]e] .
- P o ' <
Kuhn. hojarasca y suzlo. frondes verdes)
eridivum aquilin Xtre ) Festuca arundinac raminea) y ) inhibitcrio sobr . Kutnjak et
Pteridium aquilinum  Extractos acuosos Festuca arundinaceua (graminea) y Efecto inhibiterio e Extracto acuoso. Croacia uinja

(L.) Kuhn. de helecho

Trifolium pratense L. (Leguminoseae)

germinacion de las semillas

al., 2011
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Por su parte, el analisis quimico de varios tipos de suelo realizado por Whitehead (1964),
revelo la presencia de acidos fenolicos (4cido p-hidroxibenzoico, vanilico, p-
hidroxicinamico, fertlico, en concentraciones de 10 M) en la solucion del suelo asociado
con Preridum aquilinum (L. Kuhn). Posteriores estudios hidropdnicos usando la
composicion de acidos fendlicos reportadas previamente en solucion de CaSOy, sobre
cebada (Hordeum vulgare), mostraron una severa inhibicion 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 metanodlicos inhibieron fuertemente la germinacion en mostaza
(Brassica nigra) y tomate (Licopersicum esculentum). Sin embargo, con  Preridium
esculentum (forst. £.) 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 dei helecho fue predominantemente por fa iuz, fo cual
consideran redujo el vigor de las plantulas de eucalipto haciéndolas mas susceptibles a la
sequia, heladas, insecios y hongos. Asi mismo, demostraron con experimentos in vitro, que
los lixiviados (de los frondes verdes) colectados en campo, no afectaron la germinacion de

las semillas de estas especies de eucalipto.

Nuevamente, se reportd que los frondes en descomposicion (senescentes y hojarascas)
parecen ejercer un efecto inhibitorio mayor que los macerados acuosos de frondes verdes
de Preridium aquilinum (Dolling et al., 1994). Se observé efecto inhibitorio durante la
estacion de crecimiento del helecho, cuando éste todavia es inmaduro y vulnerable a la
interferencia de otras especies. Un incremento posterior de esta inhibicion, durante la etapa
de senescencia y descomposicion del helecho, sugirié que hay una trasformacion de los

productos naturales o una acumulacion de compuestos inhibitorios.

Recientemente, en estudios de campo realizados en Brasil por Silva y Belinato (2010),
evaluando el efecto de los lixiviados del Preridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon, sobre la
germinacion y morfologia de las plantulas de 11 especies de arboles nativas (unas pioneras
y otras secundarias en proyectos de reforestacion), asi como de la supervivencia y
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crecimiento después de 12 meses, se reveldo que estos lixiviados ejercieron un efecto
inhibitorio sobre la germinacion de semillas y morfologia de las plantulas, siendo las

pioneras aparentemente mas resistentes que las especies secundarias.

Finalmente, también los estudios recientes de Wang y colaboradores (2011) y de Kutnjak y
colaboradores (2011) con los extractos acuosos de frondes verdes de Pteridium aquilinum
(L.) Kuhn, demostraron los efectos inhibitorios sobre la germinacion de semillas y la
elongacion de la radicula. Esta actividad observada en todas las especies de Preridium que
han sido reportadas por diferentes autores, se ha asociado principalmente a la presencia de
taninos, acidos fenolicos y sus derivados, en los lixiviados y tejidos internos de los frondes

de Preridium spp.

1.5.1.- Fenolicos y taninos

Los fendlicos son unos de ios muchos metaboiitos secundarios impiicados en ia aleiopatia.
Los fendlicos y sus parientes oligoméricos y poliméricos, los taninos, son muy estudiados
yd que su presencia y concentracion en {os iejidos de ias piantas han sido refacionadas con
la reduccién en las preferencias de herbivoria, susceptibilidad a la herbivoria por

w4 1

patbgenos, bloqueo selectivo de infecciones y alelopatia (Alonso-Amelot et al., 2004).
1.5.1.1.- Ocurrencia

Los metabolitos fenolicos son ubicuos en las briofitas, helechos, gimnospermas vy
angiospermas. Ellos tienden a acumularse dentro de las células de las plantas de madera y
corteza, parénquima y epidermis de la hoja, cuticula, flores, frutos, semillas y exudados

(Alonso-Amelot, 2011).

1.5.1.2.- Estructura quimica y biosintesis

Los fendlicos en general pueden existir como unidades monoméricas de peso molecular
moderado, en agregaciones de unidades monoméricas repetitivas alrededor de una
moiécula de carbohidrato central, auto ensambiadas a través de enlaces C-O y C-C en
arreglos oligoméricos, o aun como polimeros de alto peso molecular. El término fendlicos
deriva dei compuesto base: ei fenoi (hidroxibenceno). Todos los fendiicos contienen este
fragmento molecular al cual varios grupos oxigenados y carbonados pueden unirse,

suministrando considerabie compiejidad, figura i.23 (Alonso-Ameiot, 201 1).
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Epicatequina galato Galotanino

{tanino hidrolizable)} {tanino hidrolizable)

OH
Acido galico Acido p-cumarico
(fenélicoj {fendlico)

Proantocianidina
{tanino condensable)

Figura 1.23: Algunos fendlicos y taninos comunes.

1.5.1.3.- Actividad fitotéxica descrita para los fenélicos y taninos

En cuanto a la actividad fitotéxica de los fendlicos y taninos, se ha descrito que los
compuestos fendlicos acido protocatecuico, vanilina, acido ferilico y dcido p-cumdrico
estdn presentes en gran cantidad en los tallos de Lespedeza cuneata. Estos compuestos
demostraron afectar el crecimiento de maiz, mostrando efectividad en la inhibicion de la
actividad de la auxina (Langdale, 1970). Asi mismo, el trabajo de Whitehead (1964) y
Glass (1976), citado al inicio de este apartado, demuestra el efecto de algunos acidos
fendlicos (acido p-hidroxibenzoico, vanilico, p-hidroxicinamico, fertlico) lixiviados v
encontrados en el suelo de la rizésfera, asociado con el Pteridium, sobre el crecimiento

radicular de gramineas.

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

germinacion de las semillas y crecimiento de tallo y raiz en varias especies de plantas de
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importancia agricola en la region de los Andes Venezolanos, lo cual se confirmo con los
experimentos de laboratorio llevados a cabo en Preridium caudatum (Jiménez, et al.,

2008).

1.5.2.- Cumarina
La actividad fitotoxica observada en el Pteridium, asociada con un potencial alelopatico
también pudiera ser atribuida en parte a la cumarina, la cual fue aislada junto con el acido

o- cumarico en el Preridium caudatum (Alonso-Amelot et al., 1995).

1.5.2.1.- Ocurrencia

La cumarina fue aislada por primera vez por Vogel en 1820 mediante la extraccion 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 nimero de plantas pertenecientes a
diferentes familias, de esta manera es bien conocida en trébol dulce (Melilotus alba 'y M.
officinalis), asperilla (Asperula odorala), hojas de vainilla (Trilisa odoratissima), granos
de vainilla (Vanilla planifolia), aceites esenciales de casia (Cinnamorum cassia) y lavanda

(Lavendula officinalis), y en balsamo del Pert (Myroxylon pereirae) (IARC 77, 2000).

En la familia Dennstaedtiaceae, ademas de haber sido aislada en P. caudatum, también ha
sido observada en el helecho Dennstaedtia punctilobula (Bohm y Tryon, 1967; Dustin y
Cooper-Driver, 1990; Alonso-Amelot et al., 1995). Un analisis por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (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
tallos de Calophyllum dispar (Clusiaceae). EI género Calophyiium, el cual comprende 200
especies, esta ampliamente distribuido en el bosque hiimedo tropical donde varias especies
son usadas en ia medicina popuiar. Aigunos miembros importantes de ias cumarinas han

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

~ e dy
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1.5.2.2.- Estructura quimica y biosintesis
La estructura de la cumarina (1,2-benzopirona) consiste de una anillo aromatico unido a un

anillo de lactona condensada (figura 1.24) (Mirunalini y Krishnaveni, 2011).

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

Murray y colaboradores (1982) propusieron que la forma cis del 4cido o-hidroxicindmico
actoniza espoitaneamente para formar la cuimarina. Ademas se sugirio que la forma frans
del mismo &cido, puede ser también precursor de la cumarina. Esto se cree que ocurra a
través de la glucosilacidén del hidroxilo en el acido o-cumarico. Ahora bicen la glucosilacion
de ese 4cido ha sido demostrada en los extractos libres de células de la Molilotus alba
{Dustin y Cooper-Driver, 1990).

Ademas, existen datos convincentes de que el acido trans- 2- glucosiloxicindmico es un
intermediaric en la formacién de la cumarina en la Hirochloe odorata (Brown, 1981). Asi

se propone que la conversion se llevaria a efecto en la forma planteada en la figura 1.25

(Murray, et al., 1982).

TOM Tom
Hidroxilacion o
Glucosilacion

Acido trans - cinamico Acido trons - 0 - cumérico Acido trans - o - glucosilcumarinico

GIICONSIS jsomerizacién

4

2} Lactonizacion

Cumarina Acido cis - 0 — glucosilcumarinico

Figura 1.25: Lactonizacién de acido o-cumarico a cumarina (Murray et al., 1982).
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Esta bien establecido que las cumarinas derivan de la via de la L-fenilalanina por la ruta de
los fenilpropanoides (como el acido frans-cinamico) y que su sintesis involucra los
primeros tres pasos cataliticos de la ruta conduciendo a el 4-cumaroyl CoA activado
(figura 1.26). Esto incluye la 4-hidroxilacion del acido cindmico catalizado por un
citocromo P450, la rrans-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
investigacién casi nada es conocido acerca de los genes y enzimas especificamente

involucrados en la biosintesis de cumarinas (Sher, 2009).

]COOH
HoN —H
. N—coon "
Fenilalani o i j\ Compuestos
- enilalanina amonio- liasa L.
N\ - ~ » —» | fendlicos
\ = complejos.
Fenilalanina
NH; Acido trans-
cinamico

Figura 1.26: Desaminacion de fenilalanina a acido #rans-cinamico (tomado de Taiz y

Zeiger, 1991).

1.5.2.3.- Derivados cumarinicos
Un amplio espectro de derivados cumarinicos (presentes en forma libre 0 como glucdsidos)
han sido encontrados en muchas plantas principalmente como metabolitos secundarios

(IARC 77, 2000).

Algunos de estos incluyen (figura 1.27): la umbelliferona (7-hidroxicumarina), esculetina
(6,7-dihidroxicumarina), herniarina (7-metoxicumarina), psoraleno e imperatorina,
bradifacouma, fumarina, difencouma, aurapteno, ensaculina, escopoletina, warfarina

(Mirunalini y Krishnaveni, 2011).

Desde el descubrimiento de la cumarina, mas de 1000 derivados han sido investigados
como derivados cumarinicos de ocurrencia natural aislados de mas de 800 especies de
plantas. Estos deben sus nombres al “coumarou”, el nombre tipico de las semillas de tonka
(Lacy y O’Kennedy, 2004).
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tmperatorina Bradifacouma

Esculetina :

Herniarina

Difencouma

Warfarina

Figura 1.27: Algunos derivados cumarinicos comunes.

Las cumarinas pueden ser categorizadas como sigue (tabla 1.4):

Escopoletina

Ensaculina

Simples: Estos son los derivados hidroxilados, alcoxilados o alquiladas sobre el

anillo bencénico del compuesto base de la cumarina junto con sus glicosidos.

Furanocumarinas: Estos compuestos consisten de un anillo furano de cinco

miembros unido al nficleo cumarinico, dividido en los tipos lineal y angular con

sustituyentes en una o ambas de las posiciones benzoicas restantes.

Piranocumarinas: lLos miembros de este grupo son
furanocumarinas, pero contienen un anillo de seis miembros.

Cumarinas sustituidas en el anillo pirona.

(Ojala et ai., 2000).

analogos

de

las

La mayoria de los derivados cumarinicos tienen al menos, un atomo de oxigeno adicional

en una o mas de las seis posiciones disponibles, con aproximadamente 35 derivados
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oxigenados en la posicion siete. Por esta razon, la 7-hidroxicumarina también conocida
como umbelliferona, es frecuentemente considerada la “precursora” de las cumarinas mas

complejas (Trenor et al., 2004).

Tabla 1.4: Los cuatro principales subtipos de cumarinas (tomada y adaptada de Lacy y

O’Kennedy, 2004).

Clasificacion Caracteristicas Ejemplos

Hidroxiladas, alcoxiladas o
7- hidroxicumarina

Cumarinas simples alquiladas sobre el anillo de

benceno.

Anillo furano de 5-
Furanocumarinas miembros unido al anillo de

benceno. Lineal o Angular.

Anillo pirano de 6-miembros

Piranocumarinas unido al anillo de benceno.

Lineal o Angular. Seselina Xantiletina

Sustitucion sobre el anillo de i

Warfarina

Cumarinas sustituidas en el | pirona, frecuentemente en

anillo pirona las  posiciones de los

carbonos 3y 4.

1.5.2.4.- Actividad fitotéxica descrita para la cumarina

En cuanto a su funcion ecoldgica, 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 organos, las cumarinas probablemente son difundidas en el suelo y afectan el
crecimiento y desarrollo de las plantas. La cumarina, el compuesto mas simple de la clase
es capaz de promover o inhibir el crecimiento de las plantas, la respuesta observada es

especifica de la especie y dependiente de la concentracion (Ojala et al., 2000).

Dornbos y Spencer (1990), reportaron que la cumarina inhibié la germinacion y la longitud
de las plantulas receptoras (Medicago sativa, Lolium multiflorum y Abutilon theophrast),

observandose que la longitud de las plantulas decrecid sigmoidalmente con el aumento
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logaritmico de la concentracién de cumarina. Asi mismo, Pergo y colaboradores (2008),
encontraron que una solucion 500 pM de cumarina tuvo poco efecto sobre la germinacion
y crecimiento de Senna obtusifolia L., Euphorbia heterophylla L., Ipomoea grandifolia L.,
cuando se compard con el efecto que tuvo sobre Bidens pilosa L. Sobre esta tltima, la
cumarina caus6 una inhibicion que fue dependiente de la dosis cuando se estudio en el

rango de concentraciones que va de 10 — 100 uM.

La cumarina, ademés, parece disminuir la respiracion y la fotosintesis en plantas por
inhibicion del transporte de electrones, afecta la actividad de las enzimas responsables del
metabolismo del nitrogeno (probado en cultivos en suspension de células de zanahoria),
inhibe la elongacidn, division y diferenciacidn celular y rizogénesis. Uno de los efectos
mas obvios de la cumarina es la inhibicion del crecimiento radicular y la modificacion de

la morfologia e histologia de la raiz (figura 1.28) (Ojala et al., 2000; Hossain et al., 2008).

Figura 1.28: Efecto de la cumarina y esculetina sobre el crecimiento de plantulas de
calabaza. Las plantulas fueron tratadas con soluciones de 50 pM vy la data fue tomada seis

dias después de la germinacion (tomado de Hossain et al., 2008).

Es bien conocido que los cambios en la estructura de la raiz y distribucion estan

usualmente acompafiados por cambios en la nutricién mineral, asi la cumarina podria

afectar la absorcion de nutrientes minerales. Abenavoli y colaboradores (2001) reportaron
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los efectos de la cumarina sobre el crecimiento y anatomia de la raiz, la absorcion y
translocacion de nitrato, asi como la respiracion en plantulas de Triticum durum (cv.
Simeto). Los resultados indicaron que la cumarina, en un rango de concentraciones de 25 —
1000 uM, disminuy¢ la velocidad de crecimiento relativa de las raices e incremento el area
de los vasos radiculares. Dentro de este rango de concentraciones la cumarina, por si sola,
no afectd significativamente la absorcion de nitrato. Pero en las plantulas expuestas
simultaneamente a 100 uM de cumarina y 50 pM de nitrato, la absorcion de nitrato fue
estimulada significativamente y en presencia de nitrato, aun la concentracion més baja de

cumarina probada estimulé significativamente la translocacion de nitrato de la raiz al tallo.

Los efectos de la cumarina a concentraciones bajas, sobre el tamaio de los vasos
radiculares, podrian explicar esta observacion. Estos autores indican que la cumarina es un
compuesto con multiples objetivos fisioldgicos y que sus efectos son generalmente
estimulatorios a bajas concentraciones ¢ inhibitorios a altas concentraciones, como también

lo han mencionado otros autores (Jansson et al., 1980; Brown, 1981).

En estudios pasados, también se sugirié que la inhibicion del crecimiento puede ser
causada por la interferencia, inducida por la cumarina, con el metabolismo de la auxina y
la distribucion subcelular (Goren y Tomer, 1971). Sin embargo, en la busqueda de conocer
el mecanismo de accion 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 facilmente después de la lluvia y
para dos tipos de suelo probados, la presencia de microorganismos esta relacionada con la
desaparicion de cumarina del suelo. Es de interés entonces, conocer los posibles productos
de degradacion de la cumarina en el sistema suelo y si estos poseen algin tipo de

fitotoxicidad que pueda reforzar el potencial alelopatico de la cumarina.
Pese a la gran cantidad de investigacidn existente, la presencia de cumarina en Pteridium
es un hallazgo reciente y la dinamica de ésta durante el desarrollo fenologico, asi como su

funcion ecologica en Pteridium caudatum aun esta por ser estudiada.
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1.6.- Justificacion del trabajo

Este trabajo se enmarca dentro de una de las lineas de investigacion que el Grupo de
Quimica Ecologica (GQE) desarrolla, cuyo objetivo es el estudio de las plantas del estado
Mérida de importancia ecolégica y agropecuaria. Se enfoca la atencion en los componentes
quimicos mayoritarios que éstas presentan y su funcidn como mediadores de las
interacciones entre plantas por medio del fendmeno alelopético, ya sea por un efecto
fitotdxico 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 ecologico y asi poder
establecer estrategias para su control, ya que es una maleza de gran impacto negativo en la
agricultura, pero que sin embargo cumple una funcién ecologica en los ecosistemas donde

se desarrolia.

1.7.- Hipotesis

La presencia de cumarina en Pteridium caudatum, es parte de la defensa quimica que esta
especie pudiera presentar como estrategia competitiva ante otras especies de plantas, y
actia en conjunto con otros metabolitos secundarios como las indanonas, los acidos

fendlicos y taninos, cumpliendo en conjunto una funcion alelopatica.

1.8.- Objetivos

1.8.1.- Objetivo General
Evaluar el contenido de cumarina y otros metabolitos de interés fitotoxico en los extractos
acuosos y organicos de frondes de Preridium caudatum y su relacion con el potencial

alelopatico que este helecho presenta en su habitat natural.

1.8.2.- Objetivos Especificos
1) Determinar la presencia de cumarina y fenélicos totales en los extractos acuosos y

organicos obtenidos a partir de esporas y rizomas de P. caudatum.
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2) Optimizar una metodologia para la extraccion de cumarina con solventes organicos de
P. caudatum, de frondes en sus diferentes etapas fenologicas y también en esporas y

rizomas, si la cumarina es detectada en estos tejidos.

3) Determinar el contenido de cumarina en macerados acuosos y extractos organicos de 7.
caudatum en sus diferentes etapas fenologicas mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC).

4) Determinar el contenido de fenolicos totales en macerados acuosos y extractos
organicos de P. caudatum en sus diferentes etapas fenoldgicas mediante Espectroscopia

Ultravioleta.

5) Determinar ¢l contenido de las indanonas (pterosinas A y B) en los macerados acuosos
de P. caudaium que estan presentes en ia primera y segunda etapa fenoiogica de desarroiio

del helecho mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

6) Determinar la presencia y contenido de cumarina en muestras de suelo circundante al .
caudatum en la parcela en estudio mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

(HPLC).

7) Determinar la actividad fitotoxica de los macerados acuosos de los individuos de P.

apas fenoldgicas, utilizando  Lactuca sativa

como especie receptora.

8) Determinar la posible absorcion y translocacion de cumarina a los tejidos (tallo, raiz,
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CAPITULO 2
METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1.- Materiales, equipos, reactivos y métodos de analisis
2.1.1.- Materiales

Capsulas de petri.

Pesa sustancias.

Espatulas.

Fiolas de 25, 50, 150,250 y 500 mL.

Inyectadoras de 12y 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: 1,5y 10 mL.

Embudos de vidrio.

Inyectadora Hamilton de 25 pl.

Bolsas herméticas con cierre deslizable (Ziploc, 27 x 28 cm).

Sep-Pak Cartridges C18, para fase reversa (Marca WATERS = Sep-Pak C18).

2.1.2.- Equipos
Cromatdgrafo liquido de alta resolucion (HPLC), Waters 600E, Millipore, USA.

Detector UV para HPLC, Shimadzu, con arreglo de diodos.

Inyector universal para HPLC, Waters U6K, Millipore.

Columna radial de silica modificada para fase reversa Resolve C18 de 5 pm, 10 x 0.8 cm,
Waters, Millipore, USA, con su correspondiente Pre-columna Waters Sentry.

Balanza analitica, HR-200, AND A&D Weighing, USA.

Cartuchos de fase reversa C18, Sep-Pak CLASSIC (Waters, Millipore).

Espectrofotometro UV-Visible, Hewlett Packard 8453, USA.

Rotavapor Cole-Parmer.
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2.1.3.- Reactivos

Tabla 2.1: Caracteristicas y observaciones de los reactivos.

REACTIVO ESTADO FUENTE PUREZA (%) | OBSERVACIONES
Sulfato aménico | g);4, SIGMA 98,5 — 102 Dodecahidratado
férrico
Ferricianuro de QAT QTEM A 00
. SO1G0 D1UIVIA v -
potasio
Tanino de - «% | Purificado en Aproximadamente
quebracho* Solido Ann Hagerman el laboratorio 100% de pureza
C L o - RIEDEL-DE " s
Acido clorhidrico Liquido HAEN AG 37 Grado Analitico
Cumarina Sélido SIGMA > 99
Pterosina A*** Solido Aislado en el Purificado en Aproximadamente
Pterosina B*** GQE el laboratorio 99% de pureza
Metanol Liquido Fisher ChemAlert 99.9 Grado HPLC
Acetonitrilo - Mallingckrodt )
Liquido ChromAR 99.9 Grado HPLC
. S Laboratorio de o -
Agua MiiiiQ Liquido Instrumental 8,2 MQ -
Helio Gas AGA 99,995 -
Agar powder Solido HIMEDIA Extra puro -
Herbicida
Linurén® Comercial
Liquido
* Nombre 1UPAC tanino de quebracho:  [3.5-dihidroxi-2-(3.4.3-trihidroxibenzoib)oxi-6-{(3.4.5-

trihidroxibenzoil)oximetilJoxan-4-il] 3.4,5-trihidroxibenzoato.

** Departamento de Quimica y Bioquimica Universidad de Miami. USA. Purificado segin notas personales.
*#*Nombre IUPAC Pterosina B: (R)-2.3-Dihidro-6-{2-hidroxictil}-2.5.7-trimetil-1H-inden-1-ona v Plerosina
Az (25)-6-(2-hidroxietil)-2-(hidroximetil)-2,5,7-trimetil- I -indanona

NOTA: Aqui se usara también diclorometano (DCM), etanol (EtOH) y metanol (McOH) destilados y
purificados en el laboratorio.

2.1.4.- Metodologia de analisis cromatografico
Tabla 2.2: Condiciones para el analisis cromatografico por HPLC de los macerados

acuosos* y de los extractos organicos de frondes de Preridium caudatum y de los extractos

organicos de suelo.

Parametros de anaiisis Condiciones

Método de elusion Isocratico
Composicion  de | Agua 55

cluentes (%) Acgtoniirilo 45

Flujo (mL/min) I

Volumen de inyeccion (uL) 20

Tiempo de retencion de cumarina (imin) 6,97

Longitud de onda ()) de andlisis (nm) 275

Columna C18 Resolve 5 micras

*Condiciones optimizadas en el GQU (Buendia. 2009).
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2.2.- Disefio del muestreo

2.2.1.- Sitio de muestreo

Se selecciond un drea de 182 m”, en una ladera de montaiia, perteneciente a la Universidad
de Los Andes y conocida como aula ambiental, localizada a 2 Km al norte de la ciudad de
Meérida, al Occidente de Venezuela. En esta parcela se ubica el tanque de agua del nucleo
de la Hechicera de la universidad. Se encuentra a aproximadamente 1990 msnm, y esta
fuertemente colonizada con la especie P. caudatum, caracterizandose por ser una poblacion

homogénea de esta especie de helecho (ver anexo A, figura A.1).

2.2.2.- Desarrollo del muestreo

2.2.2.1.- Seguimiento del desarrollo de una poblacion seleccionada de P. caudatum
Para realizar un muestreo adecuado de los frondes en la poblacidén seleccionada de P.
caudatum, se determind la longitud del raquis y del estipe de la poblacion normalizada

para cada etapa fenoldgica. Para ello, se llevaron a cabo 10s siguientes pasos:

a) Se realizd la limpieza de la parcela, mediante el corte total de la vegetacion presente al
ras del suelo.

b) Una vez que comenzaron a emerger los cayados (lera etapa fenolégica) de P. caudatum,
se seleccionaron 60 de ellos, se marcaron y se sigui6 su crecimiento midiendo la longitud
del raquis (Lr) y del estipe (Ls) cada tres dias hasta que alcanzaron su completa madurez.
Se define como Lr la longitud total dei eje central del fronde desde el nivel dei suelo y
como Ls la longitud desde ese mismo nivel hasta llegar a la ramificacion de la primera
pina. Las medidas se realizaron en horas de fa mafiana (entre las 8 am y las 12 m) hasta que
los frondes alcanzaron su desarrollo completo (Alonso-Amelot y Calcagno-Pissarelli,
2000) (ver anexo A, figura A.2).

¢) El tratamiento de datos se realizé con el Microsoft Excel 2007 y el programa Microcal
Origin V5.0 (Microcal Sofiware Inc., One Roundhose Plaza, Northampton,

Massachussetts) para:

- Determinar la etapa fenologica donde ocurrié la mayor velocidad de elongacion del
P. caudatum, graficando velocidad de crecimiento en cm/dia Vs. tiempo de

emergencia en dias.
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- Construir los histogramas por etapa fenologica de Lr (longitud de raquis en cm) Vs.
namero de individuos que poseen una dada Lr (realizando los ajustes de la curva
gaussiana) para conocer las caracteristicas de la poblacion normal en cada etapa

fenologica para su posterior muestreo y analisis (Anexo A: figura A.3).

2.2.2.2.- Muestreo

Cuando la poblacion alcanzéd cada etapa fenoldgica, y conociendo el rango de Lr de la
poblacion normal, se procedié a tomar las muestra a analizar: 10 individuos de lera etapa y
el primer par de pinas de 10 individuos de P. caudatum representativos de cada etapa
fenologica (2da, 3era y 4ta etapa). Se colocd 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 inicio su
tratamiento para la extraccidon y determinacion del porcentaje de humedad de los frondes.
También se muestred el primer par de pinas de 10 individuos en estado de senescencia
(Senesc) y se tomaron 10 muestras de frondes en estado de hojarasca (Hojaras) de ia
parcela. El muestreo completo se llevd a cabo durante todo el periodo de desarrollo de la
poblacion seleccionada. El porcentaje de humedad se determind colocando muestras
pesadas de cada individuo en un secador de plantas (con flujo de aire a 37 °C) hasta un
peso constanie.

Asi mismo, se tomaron 3 muestras de suelo el dia del muestreo de cada etapa fenologica

a lo largo de la pendiente del terreno y entre 9 — 15 centimetros de profundidad con un

humedad.

2.2.3.- Medicion de las condiciones climatologicas

7:00 am — 11:00 am) (Anexo A: figura A.4).
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2.3.- Preparacion de los extractos vegetales a ser analizados

2.3.1.- Protocolo de obtencién de los macerados acuosos (MA) de frondes, esporas y
rizomas de P. caudatum

2.3.1.1.- Frondes

El procedimiento utilizado se basa en los estudios realizados previamente por Buendia
(2009), donde se establece el tiempo optimo de obtencidn del MA de 24 horas, en una
relacion de 3 gramos de material vegetal fresco por cada 50 ml de solucién a preparar
(Anexo B, figura B.1).

Los MA de frondes de P. caudatum fueron preparados de acuerdo a la metodologia
siguiente (Buendia, 2009), denominada MA-1 (figura 2.1):

Se coloca cada muestra de cayado o pinas, segin etapa en estudio, de P. caudatum (3 g)
en una fiola con 40 ml de agua cada una. Se macera sin agitacion durante 24 horas. Se
filtra por succion, se transfiere a un matraz aforado de 50 ml y se lleva al aforo con los
lavados sucesivos del material vegetal extraido. Para la preparacion de la alicuota de
inyeccion se aplica el método de elusion del Sep-Pak C18 segian el cual el volumen de
sembrado del MA es de 10 ml y posteriormente se realizan elusiones sucesivas con 10
mL de soluciones de proporcidn metanol/agua creciente en este orden:

Fl =5% MeOH

F2 =90% MeOH

F3 = 100% MeOH

1} Colocar 3 g material vegetal fresco/50
mi. de solucion
2) Macerar en agua MilliQ por 24 horas a
temperatura ambiente (22 “C) b

2y Filtrar con pape! filtro Whatman #2
y Hevar el filtrado a un volumen fina.

Figura 2.1: Mectodologia para la obtencidn

de 50 mbL o mas, de acuerdo a la .
cantidad de material. de los MA de P. cauda[um? MA-1 (Buendla,
4) Prepurificar por Alicuota de
) -‘;pc‘:),,pnk P F siemibwa: 10 ml 2009)

B

Etusian det Sep-Pak con 10 mi
de solucion:
1} F1: 5% MeOH
2) F2:90% MeOH
3} F3: 100% MeOH
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Considerando que los MA no presentan una matriz compleja se propuso una nueva
metodologia que mantiene el tratamiento de preparacion y sustituye la prepurificacion
usando cartuchos Sep-Pak C18 por una filtracion simple usando papel Millipore de 0,45

um de tamario de poro. Esta metodologia es denominada MA-2 (Figura 2.2).

1) Colocar 3 g material vegetal fresco/50
mL de solucion
2) Macerar en agua MilliQ por 24 horas a
temperatura ambiente (22 °C)

= _— .oy ma , Y
& Figura 2.2: Metodologia para la obiencion de
3) Filtrar con papet filtro Whatman = =
#2 y ilevar el filtrado a un volumen los MA de P. caudatum propuesta, MA-2.

final de 50 mL o mas, de acuerdo a

la cantidad de material

4

Tomar una alicuota de 5 ml y filtrar
usande papel Millipore

2

Colectar en un vial

N
N

La metodologia MA-2 se aplico solo a los individuos muestreados desde la segunda etapa
hasta los frondes en hojarasca y para los cayados se decidi6 aplicar la metodologia MA-1

considerando que el uso del Sep-Pak C18 es util para concentrar estos macerados.

‘audatum (Anexo B: tabla B.1).

Para esto, los frondes fueron colectados y guardados en bolsas plasticas, se colocaron en el

desprendimiento de las esporas). Finalmente, las esporas se recogieron y pesaron. De esta
muestra, se tomd una porcion de 0,52 g y se macerd en agua MilliQ siguiendo la

metodologia MA-1 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 metodologia MA-1 mostrada en la figura 2.1.
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2.3.2.- Protocolo de obtencion de los extractos organicos (EQO) de los frondes, esporas
y rizomas de P. caudatum, previamente macerados en agua

El objetivo de esta seccion es extraer la cumarina y compuestos fendlicos que aun se
encuentren en los frondes a las diferentes etapas de desarrollo, luego de la maceracion

acuosa.

2.3.2.1.- Frondes

a) Protocelo de extraccion organica
Los extractos organicos se obtienen usando Etanol : agua (1:1). Los solventes de
extraccion estudiados fueron etanol (EtOH), metanol (MeOH) y mezcla EtOH: H,O (1:1),
siendo esta ultima la mas eficiente (Anexo B: tabla B.3). La metodologia diseiiada fue
denominada EO-6 (figura 2.3) y el método de prepurificacion del extracto antes del

analisis por HPLC, se realizé usando cartuchos Sep-Pak C18.

a WVacerado
= acuoso
{MA-2}

b
Extracto organico
1) Colocar 3 g de material / 30 m! de
EtOH:agua 1.1 (usar fracciones de 10 milj.
2) triturar en mortero,
3) colocar en bailo de ultrasonido por 30
minutos todo el material {a 30 2C}.

’ i — Figura 2.3: Metodologia EO-6 para la
Extract; Etandlico .Materialveietal residuo obtencién de los EO de P. caudatum.
S 4 conritugar 5) Lavar con 5 ml de EtOH:H,0 En la figura, la flecha a indica que se

por 5 minutos S {1:1). Juntar con sl extracto,

realizd un MA a todas las muestras

' 3 ¥ i .
6) Filtrar L antes de aplicarles esta metodologi
Sobrenadante emprsogE—) p esla ogia
7} Eliminar todo el etanol del (ﬂeCha b)

extracto en el rotavapor a 43 °C

E

9) - Colocar.  en 8; C3l0§arsoen1£atr]az

envase el extracto e o O/ 000GE 300 miy

organico en agua. I“Ine;;aQr al aforo con agua
itti

\ Prepurificar pasando por Sep-Pak

segtin Metodologia 6.4

it

Congelar a-102C

El material vegetal, luego de la maceracion acuosa, se extrajo en una relacion de 3 g de

peso fresco (relativo al peso original antes de ser tratado) por cada 30 ml de solvente EtOH
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: HO (1:1) (3 x 10 mL), mediante trituracion en un motero. Posteriormente; todo el
material se coloco en un bafo de ultrasonido por 30 minutos (T = 30 °C). El extracto
etanolico fue decantado del residuo vegetal, se centrifugd por 5 minutos a 3000 rpm, se
filtro sobre papel Whatman #2 y se elimind el solvente a presion reducida a 43 °C.
Finalmente, el residuo fue redisuelto en agua MilliQ y llevado al aforo en un matraz de 25
0 50 ml (masas frescas < 10 g) o 100 ml (masas frescas > 10 g). Los extractos fueron
congelados a -10 °C hasta el momento del analisis por HPLC (seglin condiciones descritas
en la tabla 2.2).

La metodologia de prepurificacion usada fue denominada EO-6.4 (figura 2.4): 1ml del EO
se sembrd en el Sep-Pak Ci8, previamente acondicionado. Luego se eluyeron ios
compuestos retenidos con varios solventes en orden de polaridad decreciente: 5% MeOH
(F1); 90% MeOH (F2); 100% MeOH (F3) y 100% MeOH (F3F3) (Anexo B: figura B3 y
tabla B.4).

/ Extracto Organico \

(EO)
1 mL

Elusion con:

imide:
1} F1:5% MeOH

2 mi de:
2) F2: 90% MeQH
3) F3: 100% MeQH

4} F3F3:100% MeOH

o /

Figura 2.4: Metodologia EO-6.4 usada para el pre tratamiento de los extractos organicos a

través del Sep-Pak C18.

b) Protocole para la determinacion de la eficiencia de extraccion de cumarina de
los frondes de P. caudatum siguiendo la metodologia 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 pinulas del primer par de pinas

de cada fronde se prepar6 una muestra compuesta del material vegetal y se tomaron cinco

porciones equivalentes (5 réplicas), se pesaron y a cada una de ellas se sometid a
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maceracion acuosa por 24 horas (metodologia MA-2, figura 2.2) y luego a la metodologia

de extraccion EO-6, tres veces de manera sucesiva (ver tabla 2.3).

Tabla 2.3: Material vegetal usado para determinar el porcentaje de extraccion de cumarina

en la primera extraccion (%0Ext-Repx-EXT1) siguiendo la metodologia EO-6.

N° de veces que se
repitio la # EXT sucesiva
metodologia EOQ-6

Muestra — Masa (g)
nombre* *0,01)

Y% Ext-Repl-EXT1
% Ext-Repl 16,10 3 YoExt-Repl-EXT2
Y% Ext-Repl-EXT3
Y% Ext-Rep2-EXT1

Y% Ext-Rep2 16,10 3 YoExt-Rep2-EXT2
Y% Ext-Rep2-EXT3
% Ext-Rep3-EXT1
% Exi-Rep3 16,10 3 YoExt-Rep3-EXT2
Y% Ext-Rep3-EXT3
Y% Ext-Rep4-EXT1
YoExt-Rep4 16,15 3 Yo Ext-Rep4-EXT2

% Ext-Rep4-EXT3
Y% Ext-Rep5-EXT1
Yokxt-Rep5s 16,15 3 YoExt-RepS-EXT2
Y% Ext-RepS-EXT3
*Todas Jas muestras, antes de ser tratadas, fueron sometidas a un MA por 24 horas (figura 2.2). Los EO
obtenidos para cada una de Jas muestras se llevaron al aforo en un matraz de 100 mlL.

a) Protocolo para la determinacion de la recuperacion de cumarina de los EO de

los frondes de P. caudatum siguiendo la metodologia £EO-6.4
Para esto se selecciond un EO de un fronde de segunda etapa fenologica y también se
prepar6 una solucion madre de cumarina, pesando 0,0745 g de cumarina disolviendo con
agua MilliQ hasta un volumen de 250 mL. La concentracion final de cumarina en la

solucion fue 2039,7 uM.

Las soluciones que fueron preparadas (por duplicado cada una) para el estudio son (figura
2.5):

a) Solucion sin patrén. Esta se prepard afiadiendo 370 pL. de agua MilliQ a un matraz

de 5 ml y enrazando con el EO del fronde de segunda etapa fenoldgica de

concentracion de cumarina desconocida.
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b) Solucién de alta concentracion con patrén. Se prepard afadiendo 370ul de
solucion madre de cumarina (SIGMA, 99% de pureza) a un matraz de 5 ml y

enrazando con el EO del fronde de segunda etapa fenoldgica (2EFr2).

Finalmente, a estas soluciones se les aplico el tratamiento segiin metodologia EO-6.4 de
elucion por Sep-Pak C18 (figura 2.4) y las fracciones F2 fueron analizadas por HPLC

segiin metodologia establecida en tabla 4.2.

Por otra parte, para determinar el factor de correccion correspondiente a la cumarina que se
pierde en la fraccion F3 de 100% MeOH, de acuerdo a la metodologia EO-6.4 (figura2.4 y
anexo B, tabla B.4), se midieron las fracciones respectivas obtenidas en los tres primeros
individuos de cada etapa que fueron muestreados y se calculé un porcentaje con respecto al

area de pico de cumarina eluida en la fracciones F2 de cada EO.

/ { Extractos organicos de frondes ] \

Agua MilliQ ; Sin patrén Con patrén 3B L de
STOHL El extracto . gpadre.-
‘agua organico se e
’ uso para .. Solucién madre de
enrazara s cumarina (SIGMA;
£ mLlos 99% pureza =
2039,7 UM

matraces.

Enrazara 5 mL Enrazara SmL

Se aplicé metodologia EO-6.4
Se analizo F2
por HPLC

= - La concentracion de la cumarina
\o‘"a Concentracion: V madre = 370 pL - patrén en fa solucion final fue 147
M.

N [

Figura 2.5: Metodologia seguida para determinar el porcentaje de recuperacidén de

cumarina, contenida en una solucion acuosa de EO de P. caudatum, al ser procesada con la

metodologia EO-6.4 (figura 2.4).

2.3.2.2.- Esporas
Posterior a la extraccién acuosa, las esporas fueron maceradas con DCM : MeOH (1:1).

Para esto se us6 una relacion de 0,5229 gramos de esporas / 10 ml del solvente (Anexo B:
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tabla B.1). Se realizaron maceraciones sucesivas en un mortero y posteriormente todo el
material se extrajo en el bafio de ultrasonido por 30 minutos (T =30 °C).

El extracto obtenido fue decantado, se fiitré usando papel Whatman #2 y se elimind el
solvente a presion reducida a 43 °C. Finalmente, el residuo fue redisuelto en MeOH grado
HPLC y llevado al aforo en un matraz de 10 ml. La solucion metandlica fue pasada por
Sep-Pak C18 y luego se lavd éste con 5 ml de MeOH y se juntaron ambas eluciones. El
MeOH fue eliminado hasta un volumen de 5 ml. Finalmente, se realizé el analisis por
HPLC de acuerdo con las condiciones definidas en la tabla 2.2 (esta metodologia fue
denominada EO-2). Esta extraccion se realizo con el fin de determinar si existe presencia

de cumarina en el tejido interno de las esporas, que no se lixiviable por la lluvia.

2.3.2.3.- Rizomas
Luego de la maceracion con agua MilliQ, los rizomas fueron extraidos siguiendo la misma

metodologia que se aplicd a las esporas {Anexo B: tabla B.2).

2.4.- Cuantificacion de los metabolitos secundarios de interés en los MA de P.
caudatum

2.4.1.- Cumarina

En estudios previos (Buendia, 2009), se demostrd 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 realizé la cuantificacion utilizando una curva de calibracion

sencilla.

- Curva de calibracion sencilla #1 de cumarina: rango de concentracion desde 0,1 —
300 uM.

Para la construccion de esta curva (tabla 2.4) se prepard una solucion madre (250 mL) de
cumarina patron de concentracion 1,056 x 10° M (1056 uM). Se pesaron 38,6 mg de
cumarina (SIGMA, 99% de pureza) y se disolvieron con agua MilliQ que se us6 como
solvente.
La solucion madre fue filtrada usando papel Millipore de 0,45 pm de tamafo de poro.
Luego se tomaron volimenes en forma creciente y se fueron afiadiendo a matraces de 10
mL que se llevaron al aforo con agua MilliQ. Para el analisis por HPLC se utilizaron las
condiciones descritas en la tabla 2.2.
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Tabla 2.4: Datos para la construccion de la curva de calibracion.

N° patrén cumarina V [uL] de solucién Volumen final
[uM] concent.* [mL]
L 0,1 2 10
2 0,5 10 10
3 1,0 20 0
4 5,0 100 [0
5 10,0 200 0
6 50,0 1000 10
7 1000 2000 0
8 300,0 6000 10
9 5000 11837 25

*La solucion madre se usod para preparar ¢l patron 9 y este fue usado a su vez para preparar los patrones

desde el 1 hasta el 8.

2.4.2.- Pterosinas

En los MA de los frondes se detectd la presencia de las pterosinas A y B. Para realizar la
cuantificacion se construyo una curva de calibracion sencilla de la pterosina B (aislada y
purificada en el laboratorio de Quimica Ecologica). La pterosina A se cuantifico relativa a
la pterosina B, considerando que, por sus estructuras quimicas similares entre si, su
coeficiente de extincion molar es aproximadamente igual.

El rango de concentraciones para la construccion de la curva de pterosina B fue de 0,1 — 20
UM vy la preparacién de los patrones se describe en la tabla 2.5. Se prepar6 una solucién
concentrada de pterosina B (ver datos de la pterosina B en tabla 2.1) de 303 uM, pesando

6.6 mg y disolviendo en metanol grado HPLC hasta un volumen de 100 mL.

Tabla 2.5: Datos para la construccion de la curva de calibracion.

N° Patrén PteB |uM]| v SO'“&:‘S*madre V solucién final [pL]
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

*solucion madre de 303 uM.

Las condiciones de analisis por HPLC de los patrones construidos para todas las curvas de

calibracion fueron las descritas en la tabla 2.2.
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2.4.3.- Fendlicos totales (FT)
Se determind el contenido de compuestos fendlicos (FT) en cada MA obtenido de los
frondes, aplicando la metodologia desarrollada en nuestro laboratorio (Oliveros, 1998).
Este mismo procedimiento se aplicod a los patrones de tanino de quebracho utilizados en la
construccion de la curva de calibracion. El método de azul de prusia para compuestos
fenolicos totales fue el utilizado en este analisis.
El reactivo consiste en una solucion de sulfato amoénico férrico 0,10 M [FeNH4(SOy),] en
HC1 0,1 M y una solucion de ferricianuro de potasio 0,008 M [K3Fe(CN)e].
Se colocod, un volumen apropiado de los MA, en la mayoria de los casos 1 mL, en un
erlenmeyer de 125 mL y se adicionaron 50 mL de agua destilada. Luego se agregaron 3
mL de la solucidén de sulfato amoénico férrico con agitacion constante, a intervalos de 1 mL
/min. Exactamente transcurridos 20 min, se adicionaron, como en el caso del sulfato
amonico férrico, 3 mL de ferricianuro de potasio. Transcurridos otros 20 min se leyé la
absorbancia a 725 nm.

- Curva de calibracion sencilla de tanino de quebrache: en el rango de

concentraciones de 0,9 - 684 mg/L..

Para la construccion de esta curva se prepard una solucion madre de tanino de quebracho
(descripcion 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 concentracion final de esta

solucion fue de 900 mg/L. La preparacion de los patrones se describe en la tabla 2.6.

Tabla 2.6: Datos para la construccion de Ia curva de calibracion.

N Patrén | TQlmg/Li* V solucién madre de 900 mg/L {pL] | V solucién final [pL]
1 0.9 5 5
2 9,0 50 5
3 18,0 100 5
4 135,0 300 2
5 3240 720 2
6 5040 1120 2
7 684,0 1520 2

*TQ = tanino de quebracho.

El tanino de quebracho es usado en esta cuantificacion porque presenta una absorbancia
maxima en la misma region del ultravioleta (725 nm) donde absorben la mezcla de todos

los compuestos fenodlicos presentes en los MA.
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2.5.- Cuantificacion de los metabolitos secundarios de interés en los EO de P
caudatum

2.5.1.- Cumarina

La cuantificacién de cumarina en los EO de P. caudatum mostré efecto de la matriz
vegetal (Ver Anexo B: figura B.5).

Este efecto no se observo al diluir las muestras a concentraciones del orden de 6,0 M.

Por ello, para determinar el contenido de cumarina, cada fraccion F2 (obtenida de aplicar la
metodologia EO-6.4 de pre purificacion a cada EO, figura 2.4) se diluy6 afiadiendo 50 pL
de estas en un matraz de 2 mL y llevandolo al aforo con MeOH grado HPLC. Finalmente,

se construyd la curva de calibracion sencilla #2.

- Curva de calibracion sencilla #2: rango de concentraciones de 0,2 hasta 6,0 uM.
Para la construccion de esta curva (ver tabla 2.7) se uso la solucion madre de 2039,7 uM
preparada en la seccion 2.3.2. Se tomaron 4,95 mL de esta solucién madre y se colocaron
en un matraz de 100 mL y se llevo al aforo con MeOH grado HPLC.

Asi, se prepard una solucién 100 pM de cumarina que fue microfiltrada usando papel
Miltipore de 0,45 pm de tamafio de poro y de la cual se tomaron volumenes en forma
creciente que se fueron afadiendo a matraces de 2 mL y se llevaron al aforo con MeOH
grado HPLC. Se tomé directamente de estas soluciones patl;ones para analizar en el HPLC

de acuerdo con las condiciones establecidas en la tabla 2.2.

Tabla 2.7: Datos para la construccion de la curva de calibracion.

N° patrén | Cumarina [uM] V [pL] d(;?\?ll*ucmn 100 Volu;::&fmal
i 0,2 4 2
2 0,4 8 2
3 0,8 16 2
4 1,0 20 2
5 1,5 30 2
0 2,0 40 2
7 2,5 50 2
8 3,0 60 2
9 4,0 80 2
10 5,0 100 2
11 6.0 120 2

*1.a solucion de cumarina 100 pM sc preparo a partir de la solucion madre de 2039,7 uM.
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2.5.2.- Fenolicos totales
Para la cuantificacion de los fenolicos totales, en los EO de frondes, se aplicoé la misma
metodologia ya descrita en el apartado correspondiente a los fendlicos totales en la seccion

2.4.3.

2.5.3.- Pterosinas
No se realizé un analisis para determinar la presencia de pterosinas en los EO de los

frondes de P.caudatum.

2.6.- Preparacion de los extractos organicos de muestras de suelo para determinar
presencia de cumarina en un estudio preliminar.

Con ¢l objeto de determinar la presencia de cumarina en el suelo de la parcela en estudio,
se muestred el suelo correspondiente al periodo de cada etapa fenoldgica (como se
describid en la seccidon 2.2.2.2).

Para caracterizar el suelo, una parte de cada una de las muestras obtenidas fueron enviadas
al laboratorio de analisis de suelo del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
(INJA — Mérida) para un andlisis de algunos parametros como son: textura, contenido de

fosforo, potasio, calcio, magnesio, porcentaje de materia organica y pH.

10 g de sueio
! 1) Colocar 15 mL MeOH / 10 g de suelo (

(realizar 3 extracciones en porcionesde 5 mt)
2) Sonicar el macerado por 20 minutos (T = 302()

N I

3) Centrifugar i0s extractos y decantar ei sobrenadarite

" Figura 2.6: Metodologia Suelo EO-1,
4) Filtrar el sobrenadante con papel filtro Whatman #2 diseﬁada para Ia extraccic')n de

5) Eliminar todo el MeOH y el agua afiadiendo ‘ cumarina de muestras de suelo.
pequefas porciones de acetona
(Hevar a sequedad, T = 40 ¢C)

I

6} Redisolver el residuo con MeOH grado HPLC.
7) Enrazar @ 10 mL en un matraz aforado,
8) Centrifugar y decantar el sobrenadante.

&

9} Tomar una alicuota de 2 mi y pasar
por un Sep-Pak  siguiendo la
metodologia de la figura 4.7.
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El MeOH fue el solvente seleccionado para la extraccion de cumarina de las muestras, de
acuerdo con lo reportado por Yamamoto (2009). Las muestras fueron colocadas en bafio de
ultrasonido para aumentar la eficiencia de la extraccién y posteriormente centrifugadas y
filtradas (ver figura 2.6: metodologia Suelo EO-1).

Antes de analizar los extractos organicos de suelo por HPLC, estos fueron prepurificados
usando cartuchos Sep-Pak C18 (figura 2.7), con el fin de retener compuestos apolares que
pudiesen disminuir la vida media de la columna cromatografica. El eluato y la fraccién F1
obtenida se combinaron y se llevaron a sequedad. Finalmente, el residuo se redisolvio en |
mL de MeOH y se centrifugd por 5 minutos a 6000 rpm, el sobrenadante se filtro usando

papel Millipore de 0,45 um vy se analizd por HPLC siguiendo las condiciones de la tabla

2.2.

/

Extracto metandlico
del suelo

i

2 mL

]

1 mlL de:
1} F1l: 100% MeOH

\ 2) F2: 100% MeOH /

Figura 2.7: Metodologia de prepurificacion del Sep-Pak Ci8 de los extractos orgénicos

del suelo.

2.7.- Bicensayos
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 determino la actividad alelopatica de patrén de cumarina comercial
(SIGMA, 99% pura) frente a las plantas receptoras (Buendia, 2009):

Tomate: Solanum licopersicum

Lechuga: Lactuca sativa

Réabano: Rhapanus sativus

Cebolla: Allium cepa

Alfalfa: Medicago sativa L.

Pepino: Cucumis sativus L.
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Se encontro que las especies mas sensibles a los tratamientos aplicados y que arrojaron la
mejor correlacion de actividad, en funcién de la concentracion, fueron Solanum
licopersicum y Lactuca sativa, siendo esta ultima la que mostrd el mejor perfil cuando se
ensayo con los MA de las muestras reales.

Con base en los resultados obtenidos se selecciond L. sativa como planta receptora y fue
usada en los bioensayos sucesivos, donde se determiné la actividad fitotoxica de los MA
de P. caudarum en sus diferentes etapas fenoldgicas en comparacion con el efecto de
soluciones patréon de cumarina que variaron entre 0,1 — 200 uM. Para esto se prepararon los
medios de cultivo sobre agar en capsulas de perri segun protocolo optimizado en el
Laboratorio de Quimica Ecoldgica. Los parametros a medir fueron: porcentaje de

germinacion, longitud de la raiz y longitud del tallo.

2.7.1.1.- Método de preparacion de los bioensayos en placas de perri con las soluciones
de pterosinas Ay By Linurdn

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 concentracion de 50 upM en
250 mL y diluyendo al aforo con agua destilada. Asi también, se preparo una solucion de la
mezcla de las pterosinas (A/B) en una proporcion 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 250
mL con agua destilada. lgualmente, se prepararon 250 mL de una solucién de herbicida
Linurén (comercial) a una concentracién de 50 pM, para lo cual se pesaron 7,6 mg de
suspension. De cada una de las soluciones preparadas se tomaron 60 ml y se le afiadieron
0,9 g de agar (de acuerdo a la relacion: 1,5 g de agar/100 ml de solucion).
Simultaneamente se prepararon 500 mL de una solucion agar/agua en la relacion ya
mencionada, que sirvié de solvente para realizar las diluciones necesarias.

Aplicando el método de montaje de los bioensayos, que se describe a continuacion, se
realizaron 8 diluciones para obtener las concentraciones siguientes: 50 - 25 - 12.5-6,2 —

3,0 —1,6—0,8—0,4 uM.

Método de montaje de los bioensayos en placas de petri

Cada solucion de tratamiento (pterosina A, pterosina B, pterosina A+B y Linurdn) con
agar se sometio a calentamiento, con agitacion constante, hasta una temperatura entre 70 -
80 °C. Se tomo de la solucion de 50 pM la mitad en volumen, es decir, 30 mL y se
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distribuy6 en las capsulas de petri; 10 mL por capsula (3 réplicas). Los otros 30 mL de
solucion de 50 uM se diluyeron a la mitad de la concentracion inicial afiadiendo 30 mL de
la solucion de agar/agua. Se sometié a calentamiento y nuevamente se tomo la mitad del
volumen, 30 mL y se repitié el procedimiento de distribucion en las capsulas de perri. Este
método se aplicd sucesivamente hasta completar todas las diluciones necesarias para
obtener las concentraciones establecidas.

Luego se dejo que cada solucién patron colocada en las placas de perri llegara a
temperatura ambiente y se procedié a colocar las semillas de L. sativa (20 semillas por
placa). Finalmente, cada una de las placas se sello con papel parafilm, se envolvieron en
papel aluminio y se llevaron a las camaras de crecimiento con sus respectivos controles a

una temperatura de 25+1 °C. El tiempo de duracion en la camara fue de 11 dias.

2.7.1.2.- Método de preparacion de los bioensayos en placas de petri con las soluciones
de cumarina patron

Para esto se preparé una solucion 200 uM de cumarina, pesando 7,3 mg de cumarina
patron (SIGMA, 99% pura) y diluyendo a un volumen final de 250 mL con agua destilada.
Se tomaron 60 mL de esta solucién madre y se le afiadieron 0,90 g de agar (de acuerdo a la
relacion: 1,5 g de agar/100 mL de solucién). Simultaneamente se prepararon 500 mL de
una solucion agar/agua en la relacidn ya mencionada, que sirvié de solvente para realizar
las diluciones necesarias.

Aplicando el método de montaje de los bioensayos, que se describe a continuacion, se
realizaron 11 diluciones para obtener las concentraciones siguientes: 100 — 50 —25- 12,5

-6,4-32-1,6-0,8-0,4-02-0,1 uM.

Método de montaje de los bioensayos en placas de petri

Cada solucion con agar se sometié a calentamiento, con agitacion constante, hasta una
temperatura entre 70 - 80 °C. Se tomd de la solucidn de 200 pM la mitad en volumen, es
decir, 30 mL y se distribuyd en las capsulas de petri; 10 mL por capsula (3 réplicas). El
resto de la solucion preparada inicialmente se diluy6 a la mitad de la concentracion inicial
afladiendo 30 mL de la solucion de agar/agua. Se sometio a calentamiento y nuevamente se
tomo la mitad del volumen, 30 mL vy se repitio el procedimiento de distribucion en las
capsulas de petri. Este método se aplicé sucesivamente hasta completar todas las
diluciones necesarias para obtener las concentraciones establecidas.
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Luego se dejé que cada solucion patron colocada en las placas de petri llegara a
temperatura ambiente y se procedid a colocar las semillas de L. sativa (20 semillas por
placa). Finalmente, cada una de las placas se sello6 con papel parafilm, se envolvieron en
papel aluminio y se llevaron a las camaras de crecimiento con sus respectivos controles a

una temperatura de 25+1 °C. El tiempo de duracién en la camara fue de 10 dias.

2.7.1.3.- Método de preparacion 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 (segin lo descrito en la
seccion 2.3.1) se tomaron 30 mL y se les anadio 0,5 g aproximadamente de agar (de
acuerdo a la relacion 1,5 g de agar/100 mL de solucidn). A cada solucion de tratamiento se

le aplicd el método de montaje de los bioensayos descrito a continuacion.

Método de montaje de los bioensayos en placas de petri

Cada solucion de MA con agar se sometid a calentamiento, con agitacion constante, hasta
una temperatura entre 70 - 80 °C. Se tomaron los 30 mL de cada macerado y se
distribuyeron en las capsulas de petri; 10 mL por capsula, 3 réplicas por cada tratamiento.
Luego se dejo que cada tratamiento colocado en las placas de petri llegara a temperatura
ambiente y se procedié a colocar las semillas de L. sativa (20 semillas por placa).
Finalmente, cada una de las placas se selld con papel parafilm, se envolvieron en papel
aluminio y se llevaron a las camaras de crecimiento con sus respectivos controles a una

temperatura de 25+1 °C. El tiempo de duracion en la camara fue de 10 dias.

2.7.1.4.- Preparacion de los controles.

Cada uno de los bioensayos, descritos anteriormente, se acompafid de sus respectivos
controles. Para lo cual, de los 500 mL de solucién agar/agua preparada se tomaron 30 mL
en caliente y se distribuyeron 10 mL en tres capsulas de perri (3 réplicas). Finalmente, se

procedid a colocar las semillas de L. sativa (20 semillas por placa).

2.7.1.5.- Determinacion de la actividad
En cada placa se contabilizé el niimero de semillas germinadas de L. sativa tanto para el
tratamiento como para el control, se tomé el promedio y se calculd el porcentaje de

germinacion de acuerdo con la ecuacion 1:
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. L, NSG ,
% actividad sobre germinacion =( W/)v%’(/;

- NASG

Y XT00 i, Ec.l

control

NSG = Nimero de semillas germinadas.

Ademas, para cada semilla germinada se midi6 la longitud de la raiz y del tallo, se tomo el
promedio y se calculd el porcentaje de actividad sobre la elongacién del tallo y raiz de

acuerdo con la ecuacion 2:

. L, mion = Leomror -
% Actividad= (—2ee ZCOTNVCT00 oo Ec.2

control

L= longitud del tailo o raiz.

Valores de % Actividad < 0 indica la existencia de un efecto inhibitorio y un valor positivo

implica estimulacion en los parametros medidos.

2.7.2.- Estudio preliminar de los efectos de la cumarina patrén sobre lechuga (Lactuca
sativa) en bioensayos en medio hidroponico.

Estos bioensayos se llevaron a cabo usando L. sativa como especie receptora, colocando
las plantulas, a las cuales se les haria el seguimiento, en solucion nutritiva para el control y
en solucion nutritiva con cumarina para el tratamiento.

El objeto de este estudio es determinar si hay absorcion de cumarina por la planta y si esta
ejerce algin efecto apreciable, a diferentes concentraciones de cumarina y tiempos de

tratamientos, sobre el crecimiento.

2.7.2.1.- Germinacion de semillas de L. sativa
a) Esterilizacion de las semillas: Las semillas fueron esterilizadas en su superficie
con una solucion 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 capsula de pefri esterilizada.

b) La esterilizacion del resto del material: Se esterilizaron las placas de pefri (16
placas), agua y perlas de vidrio en un autoclave a 200 °C, 100 psi durante 30
minutos. Para ello se lavaron las placas de pefri y se envolvieron con papel de
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aluminio. En una fiola se colocaron 250 ml de agua destilada y se cubrid con papel
aluminio. Las perlas de vidrio se colocaron en un vaso de precipitado envuelto en

aluminio.

¢) Germinacion de las semillas: Se colocaron papeles de filtro con 10 ml de agua
esterilizada en las cépsulas de perri y 30 semillas en cada una. Luego, se sellaron
las placas con papel parafilm, se cubrieron con papel aluminio y se llevaron a la
camara de crecimiento a 252 °C. El tiempo de crecimiento fue hasta que las
plantulas alcanzaron aproximadamente entre los 3 — 4 cm de longitud (tallo + raiz),
esto es aproximadamente 13 dias en la cdmara de crecimiento (germinacion +

crecimiento).

2.7.2.2.- Montaje de los bioensayos con L. safiva en medio hidroponico

Se prepararon soluciones nutritivas seglin lo descrito por Sandin-Espaifia y colaboradores
(2003).

La solucion stock de Macronutrientes se preparo por separado disolviendo: KNOs (19,4 g),
Ca(NOs)2 x 4H20 (69.4 g), MgS04 x 7THL0 (24,6 g) y NaH»PO4 x H-O (18,4 g) en agua (a
1 litro cada una).

La solucion stock de oligoelementos se prepard disolviendo MnSO;.H,O (2,49 ¢),
CuS04.5H,0 (0,24 g), ZnSO4.7H,O (0,296 g), HiBOs (1,86 g), M07024(NHy)s.4H,0O
(0,035 g), CoS0O,4.7H,0 (0,028g) y NaCl (5,85 g) en agua (hasta enrazar a | litro).

La solucion stock de EDTA — Fe fue preparada disolviendo EDTA (13,05 g) en KOH (1
M, 143 mL). Después se adiciond FeSOy4. THO (12,45 ¢) se afadié agua hasta 0,5 L y
luego el pH fue ajustado a 5,5 usando KOH diluido.

Finalmente, la solucion de nutrientes fue preparada usando las proporciones de las
soluciones listas que se indican en la tabla 2.8. La solucion correspondiente al tratamiento
contiene la misma composicion del control afiadiéndose ademas el contenido de cumarina
para cada litro de solucion necesaria para obtener las concentraciones deseadas en cada

bioensayo.

Una vez que las soluciones fueron preparadas, 1 litro de la solucion control se coloco en el
recipiente correspondiente y de igual forma se hizo con la solucion tratamiento.
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Tabla 2.8: Solucidn nutritiva para el control™

. Volumen (ml) de soluciones de nutrientes
Nutrientes . . .
para 1 litro de solucién nutritiva.

Ca(NOs), x 4H,0 69,4 g/l 26 ml
Oligoelementos 10 ml/10.000 ml 17 ml
MgSO,x 7TH,O 24,6 g/L 15 ml
EDTA-Fe (pH = 5,5) pH=1355 10 ml
KNO, 194 ¢/l I ml

NaH,PO, x H,O 18,4 g/l 0,56 ml

*Para los tratamientos:

Bioensayo 1 y 2: 0,1472 g de cumarina para 1 litro de solucion nutritiva a una concentracion de 1000 pM
Bioensayo 3: 0,0786 g de cumarina para una concentracion de 500 uM v 0,0296 g de cumarina para 1 litro de
solucion natritiva a una concentracion de 200 uM

En este estudio los dos primeros bioensayos se construyeron usando una sola
concentracion de cumarina, 1000 uM. En el tercer bioensayo se wusaron dos
concentraciones, 200 y 500 pM. En todos los casos las plantulas fueron expuestas durante
varios dias al tratamiento con cumarina en una camara de crecimiento; una vez cumplido el
periodo de ensayo, éstas fueron cortadas, separando tallos de raices para posteriormente
aplicar a cada parte la metodologia EO-6 (figura 2.3), utilizada para la extraccion y
cuantificacion mediante HPLC de cumarina. Los extractos obtenidos se filtraron usando
papel Millipore de 0,45 pm y luego se analizaron por HPLC. A continuacion se describen

cada uno de los bioensayos:

a) Bioensayo 1. Evaluaciéon de la absorcion de cumarina por las plantulas de L.
sativa

Este bioensayo se desarrolld con el fin de determinar si existe absorcion de cumarina por L.
sativa a través del tallo o la radicula, con una exposicion al tratamiento de concentracion
1000 M entre 2 — 16 dias. Para esto, en unos recipientes de vidrio (500 mL, de 7 cm de
diametro), se colocaron perlas de vidrio (6 mm de diametro) suficientes para cubrir la base,
se afiadieron {0 mi del tratamiento y se colocaron las plantulas de L. sativa (entre 2,5 - 4
cm de longitud inicial) sobre las perlas con la radicula sumergida en la solucién (figura
2.8) estando el tallo en contacto con el medio. Luego se colocaron los recipientes en la
camara de crecimiento con un ciclo de 12 horas de luz vy 12 horas de oscuridad a una
temperatura entre 22 - 26 grados. El muestreo se realizo a los 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14y 16
dias. Finalmente se prepararon los extractos de los tallos y raices y se analizaron por
HPLC.
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b) Bioensayo 2. Evaluacién de la absorcién de cumarina por la radicula de L.
sativa

Con el fin de determinar si la cumarina es absorbida a través de la radicula de L. sativa y
translocada al tallo, se considerd colocar solamente la radicula 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 diametro) a los cuales se les colocd una tapa de
papel parafilm a la cual se le hicieron orificios. Las plantulas (con una longitud entre 3 - 4
cm), fueron introducidas a través de estos orificios, para permitir que la radicula entrara en
contacto con la solucion def medio (figura 2.8). Luego se colocaron los recipientes en la
camara 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 realizo a los 6 dias. Finalmente se

prepararon los extractos de los tallos y raices y se analizaron por HPLC.

Figura 2.8: Disefio de los
bioensayos | y 2 para los

hidroponicos con L. sativa.

Bioensayo 1 Bioensayeo 2

¢) Bioensayo 3. Evaluaciéon del efecto de la cumarina sobre el crecimiento de L.
sativa
Este bioensayc se disefio con el objetivo de evaluar el efecto de la cumarina sobre el
crecimiento de las plantulas de L. safiva a dos concentraciones diferentes y a tiempos
largos de tratamiento.

Se realizaron dos experimentos:
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- el experimento 1 con una dosis de 200 uM de cumarina, durante un tiempo de
fratamiento de 16 dias y
- el experimento 2 con una dosis de 500 pM de cumarina durante 29 dias de
tratamiento.
El primer experimento se disefio considerando que 200 uM es el contenido maximo de
cumarina encontrado en los MA de los frondes de P. caudatum.
En ambos experimentos se tomaron 12 vasos plasticos # 3, y se les realizaron agujeros en
la parte baja y en los lados. Luego se colocaron 3 plantulas de L. sativa por cada vaso (en
estos experimentos, la longitud inicial de las plantulas varié entre 10 — 20 cm,
aproximadamente) y se usaron perlas de vidrio (diametro = 6 mm) como soporte para las
plantulas dentro de cada vaso. Al mismo tiempo se tomaron dos recipientes de 35 x 20 x 15
cm a las que se les coloco una tapa de foame sujetada con tirro. Cada tapa presento seis (6)
aberturas de un diametro similar a los vasos plasticos que contienen las plantulas de
lechuga. Uno de los recipientes fue etiquetado con el nombre: control y el otro con:

tratamiento (figura 2.9).

Plantulas de lechuga

[

Foame k
Solucion
'E' nutritiva

Recipientle
colector

Figura 2.9: Disefio del bioensayo 3

para los hidropoénicos con L. sativa.

Plantulas de lechuga en la solucion nutritiva
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Finalmente, se colocaron 6 vasos en cada recipiente (a través de las aberturas en las tapas
de foame), de manera que las soluciones tocaran los vasos plasticos y las raices de las
plantulas 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) dia de estudio.

Una vez tinalizado el periodo de estudio, se midi6 la longitud del tallo y raiz de las

plantulas y se prepararon los extractos respectivos para su analisis por HPLC.

2.8.- Analisis estadistico de los resultados

Para el estudio comparativo del contenido de cumarina, pterosinas y fendlicos totales en las
diferentes matrices vegetales de cada uno de los MA y EO, se us6 un Anélisis de Varianza
(ANDEVA) vy las pruebas de comparacion de medias no paramétricas Kruskal-Wallis y

Wilcoxon. Los datos se procesaron con el paquete estadistico STATISTIX 7.0.
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CAPITULO 3
RESULTADOS

3.1.- Analisis del crecimiento del P. caudatum

Uno de los parametros que mejor describe el desarrollo de los frondes es la longitud del
raquis (Alonso-Amelot et al., 1999). Los individuos muestreados para su analisis, en cada
etapa fenologica, fueron aquellos cuyo Lr se encontraba dentro del rango determinado del
histograma de Lr de la poblacién que se distribuye normalmente. Estos frondes fueron

considerados como los mejores representantes de la poblacidn 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 fenologica.

Rango de Lr (cm) para la seleccion de los

Etapa fenologica Crecimiento (dias) individuos*

0
Cayado 2 13-23
5

8
~Segunda . v 2 15270
Etapa 5

transicion 19
' 22
26 65- 120
29
33
36
40
43
47
50
54

* Ver los histogramas respectivos en el anexo A: figura A.3.

110 -175

La poblacion de P. caudatum alcanzd su madurez entre los 50 y 54 dias desde que se
observd emergencia del cayado. Sin embargo, el progreso de la elongacion del fronde no
fue uniforme, tal como muestra la curva de la derivada de Lr respecto al tiempo (Figura
3.1). La maxima velocidad de elongacion, calculada como la derivada de la funcion de
crecimiento, se alcanza en el duodécimo dia (4,58 £0,20) cm/dia, correspondiente al inicio

de la segunda etapa, donde se comienza a expandir el primer par de pinas
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Figura 3.1: Velocidad de crecimiento del fronde de P. caudatum a 1990 msnm.

Las barras representan la desviacion estandar de los promedios de longitud de raquis para N = 38. Linca
negra = ajuste de la funcion de Boltzmann para la longitud de raquis vs los dias de emergencia; Linea azul =
velocidad de elongacion vs los dias de emergencia (corresponde a la derivada de ta funcion de Boltzmann de
ajuste para la longitud de raquis).

3.2.- Cuantificacion de los metabolitos secundarios de interés en los MA de
P.caudatum

3.2.1.- Cumarina

3.2.1.1.- Frondes

De acuerdo con lo expuesto en la seccidon 3.1, se seleccionaron 10 individuos para cada
ctapa fenoldgica y se aplico la metodologia de obtencion de los MA de los frondes descrita
en el capitulo 2, seccion 2.3.1 (figura 2.2: Metodologia MA-2).

Para la cuantificacion de la cumarina, como no hay efecto de la matriz vegetal (anexo B:
figura B.4), se construy¢ la curva de calibracion sencilla #1 (figura 3.2).

Esta curva cubre el rango de concentraciones desde 0,1 — 300 uM de cumarina (SIGMA,
99% pureza) y de acuerdo con el analisis estadistico de la recta de regresion se presentan

los parametros del analisis en la tabla 3.2.

Tabla 3.2: Parametros de analisis de la curva de calibracion.

- . Pendiente (m) Intercepto (b) 2 LD LQ
Curva de calibracion [UAbs/ uM| [UAbs] r (EM] | [uM]
Calibracion senciila #1 10004,3 = 55.5 4093,2 4 5922,5 10,9998 0,06 0,20

] - e .y . ’ . .y I3 . v e .y
(R™= cuadrado del coeficiente de correlacion lineal, LD= limite de deteccion, LQ= limite de cuantificacion)
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y = 10004x + 4093,2
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Figura 3.2: Curva de calibracion sencilla de cumarina #1 (rango de concentraciones: desde

0 hasta 300 uM) (Las barras representan la desviacion estandar para cada patron (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 cumarina promedio en las otras etapas de crecimiento (Anexo

C, tabla C.1).

2,0
1,8
1,6
14
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

Cumarina promedio en MA/Etapa [mg/g de biomasal

1,21£0,43

ol

0,83 0,30
10,32:0,20

0,08 0,05

2 da Etapa

3era Etapa Senescente

4 ta Etapa

Etapa fenologica

Figura 3.3: Contenido promedio de cumarina en los MA de frondes de diferentes etapas

de desarrollo del P. caudatum. Las barras indican la desviacion estandar de los promedios

(N =10). (Letras iguales indican que no hay diferencias significativas, p > 0,05, segln el

test no paramétrico de Kruskal-Wallis).
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La figura 3.3 muestra que el contenido de cumarina disponible para la lixiviacion
disminuy6 con la edad de los frondes. La 2E y 3E presentaron la mayor cantidad de
cumarina, sin diferencias entre si (P > 0,05, test de Kruskall-Wallis). En la 4E vy
senescencia, se redujo significativamente ¢l contenido de este compuesto (P < 0,05, Test
de Kruskall-Wallis).

En general, se observa que existe una tendencia a disminuir el contenido de cumarina
lixiviada a medida que el fronde avanza hacia la madurez con un menor contenido en la
senescencia.

Finalmente, para evaluar la actividad fitotoxica de los MA, es importante tener presente
que el contenido de cumarina, en términos de concentraciones molares, varia entre 4 — 190

uM en los individuos estudiados (anexo D, tabla D.2 y figura D.1).

3.2.1.2.- Esporas
El analisis de los MA de una muestra de esporas de P.caudatum indicod la presencia de
cumarina a nivel de trazas, 0 pM < [Cumarina] < 0,20 pM, esto es por debajo del limite de

cuantificacion LOQ (figura 3.4).

a) b)

i

Figura 3.4: a) Cromatograma obtenido para MA de las esporas y b) el espectro ultravioleta

del pico a 7,61 min.

LLa presencia de cumarina se confirmd por coinyeccidn con una muestra patrdn, por
comparacion del tiempo de retencion, aumento del area y espectro UV (figura C.1, anexo

Q).

3.2.1.3.- Rizomas
El anélisis de los MA de algunas muestras de rizomas de P.caudatum mostré que no hay
presencia de cumarina (Anexo B, tabla B.2). Por lo tanto, no se incluyd el muestreo de

rizomas en el estudio.
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3.2.2.- Pterosinas

3.2.2.1.- Frondes

En cuanto al andlisis de las pterosinas, en los MA, se observd la presencia de estos
metabolitos en los cayados y en la 2E fenologica.

A continuacién se presenta la curva de calibracion sencilla para la cuantificacion de las

pterosinas A y B (figura 3.5).

y=24735x-3781,9

R*=0,9995 e

2

3

Y /
< e
2 P

) -

-U .y oy 5 40 /

g 200000 -

g
<L

100000 // ~

Pterosina B [uM]

Figura 3.5: Curva de calibracion sencilla de pterosina B (0 — 20 uM) (Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar para cada patron, N = 3).

En la tabla 3.3 los parametros de regresion de la curva de calibracion.

Tabla 3.3: Parametros de andlisis de la curva de calibracién sencilla de la pterosina B.

) L Pendicnte (m) Intercepto (b) 2 LD LQ
Curva de calibracion [UAbs/ M| [UAbs] r [uM] | [uM]
Calibracion sencilla | 54734 612885 | -3781.9+27022 | 0.9995 | 0,030 | 0,100
Pterosina B

(R*= cuadrado del coeficiente de correlacion lineal, LD= limite de deteccion, LQ= limite de cuantificacién)

En fa figura 3.6 se muestra los resultados del contenido de las pterosinas A y B en los MA
de cayados y frondes de 2E fenoldgica.

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. caudatum (Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de los

promedios, N = 10).

En los MA de las otras etapas fenologicas, no se determind el contenido de las pterosinas
por encontrarse por debajo del limite de cuantificacion (LQ < 0,100 uM).

Para evaluar la actividad fitotdxica de las pterosinas, es importante conocer que el rango
de concentraciones en que éstas se encuentran presentes en los MA varia entre 0,2 — 6 uM

(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.- Fendlicos totales

3.2.3.1.- Frondes

En la tabla 3.4 se muestran los resultados del andlisis de regresion de la curva de
calibracion sencilla para Ia cuantificacion de fenolicos 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: Parametros de analisis de la curva de calibracion sencilla de tanino de

quebracho.
Curva de Pendiente (m) | Intercepto 2 LD LQ
calibracion [Abs.L/mg] (b) [Abs] [mg/L] | |mg/L]
Equivalentes de 0,0031 + 0,0274 +
tanino de quebracho 0,0001 0,0185 0.9977 | 0,0135 10,0451

(R*= cuadrado del coeficiente de correlacion lineal, LD= limite de deteccion, LQ= limite de cuantificacion)

Absorbancia

0,00 &

Iy 100 200 300 400 500 500 740

Concentracion de Tanino de quebracho [mg/L]

Figura 3.7: Curva de calibracion sencilla de fendlicos totales como equivalentes de tanino
de quebracho (0,9 — 504 mg/L) (Las barras de error corresponden a la desviacion estandar

para cada patron, N = 3).

En la figura 3.8 se muestra el contenido de fendlicos 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
fenolicos totales (significativamente diferentes, P < 0,05, test de Kruskall-Wallis). El
contenido de estos compuestos aumento significativamente en la 2E y 3E fenologica (sin
diferencias significativas entre si, p > 0,05, test de kruskall-Wallis) para luego disminuir
progresivamente,

Para poder evaluar la actividad fitotoxica de los MA y determinar posibles correlaciones

con estos compuestos, es importante conocer que, en términos de unidades de
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concentracion en equivalentes de tanino de quebracho, el contenido de fenodlicos totales

varia entre 0,2 — 721 mg/L en los individuos estudiados (anexo D, tabla D.2 y figura D.2).
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Figura 3.8: Contenido de fendlicos totales (en equivalentes de tanino de quebracho) en los
MA de P. caudatum en las diferentes etapas fenoldgicas (Las barras indican la desviacion
estandar de los promedios, N = 10. Letras iguales indican que no hay diferencias

significativas, p > 0,05, segtin el test no paramétrico de Kruskal-Wallis).

3.2.3.2.- Esporas y rizomas
Se determind la presencia de fendlicos en los MA de esporas y rizomas (N = 8)

([Fendlicos totales] << LQ = 0,0451 mg/L).

3.3.- Cuantificacion de los metabolitos secundarios de interés en los EO de P.
caudatum

3.3.1.- Cumarina

3.3.1.1.- Frondes

A) Porcentaje de extraccion de cumarina de los frondes de P. caudatum siguiendo la
metodologia EO-6.

La metodologia de obtencion de los EO es la EO-6, aplicandose solo una vez (EXT1) a
cada muestra. La determinacion del porcentaje de extraccién de cumarina en esa primera

extraccion es fundamental para validar la metodologia disefiada y corregir los resultados
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obtenidos. Siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 2.3.2, los porcentajes de

extraccion son mostrados en la figura 3.9.
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Figura 3.9: Porcentaje de extraccion de cumarina realizando extracciones sucesivas (3
extracciones) al material de los frondes de P. caudatum (Las barras de error corresponden

a la desviacion estandar 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 tejidos de los frondes. Este es un porcentaje aceptable de
extraccion y la diferencia con respecto a un 100% sera el factor de correccion que se debe
afiadir a cada resultado si se desea conocer el contenido de cumarina exacto de cada

individuo muestreado.

B) Porcentaje de recuperacion (al usar Sep-Pak C18).

Luego de obtener los EO de los frondes estos fueron prepurificados siguiendo la
metodologia EO-6.4 (ver figura 2.4). El porcentaje de recuperacion de la cumarina al
pasarla por el Sep-Pak C18 fue de (99,27 £ 0,95) % confirmando que la fraccion F2 es la
fraccion enriquecida.

Sin embargo, se determind la cumarina eluida en la fraccion siguiente F3 (100% MeOH)
que pudo quedar retenida en el Sep-Pak. En la tabla 3.5 se muestra el factor de correccion
correspondiente a la fraccion F3 que se aplicd a cada etapa fenologica para estimar el

contenido de cumarina.
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Tabla 3.5: Factor de correccion aplicado al contenido de cumarina detectada en la fraccidn

F2.

Etapa fenologica

Contenido de cumarina en F3 (%)~

Segunda etapa (2E)

0,85+ 0,03

Tercera etapa (3E)

1,43 £ 0,23

Cuarta etapa (4E) 1,35+ 1,35

Senescente 0,80 + 0,07

desviacion estandar para N = 2).

C) Contenido de cumarina en los frondes

Se aplicéd la metodologia de obtencion de los EO de los frondes descrita en la seccion 2.3.2
(figura 2.3: Metodologia EO-6).

Para la cuantificacién de la cumarina, conociendo que el efecto de la matriz vegetal con los
EO es despreciable al diluir cada fraccion F2 en 40 veces, se us6 una curva de calibracion
sencilla (#2). Esta se muestra en la figura 3.10 y en la tabla 3.6 se presentan los parametros

de linealidad correspondientes.
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Figura 3.10: Curva de calibracion sencilla #2 de cumarina patron (0,2 - 6,0 uM) (Las

barras de error corresponden a la desviacion estandar para cada patron, N = 3).
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Tabla 3.6: Parametros de analisis de la curva de calibracion sencilla # 2 de cumarina

patron.
Curva de Pendiente (m) | Intercepto 2 LD LQ
calibracion |UAbs/uM] (b) [UAbs] [uM] [nM]
Calibracion 308,59 =+
sencilla £ 12438,05+ 97,19 203.53 0,9995 0,06 0,20

(R*= cuadrado del coeficiente de correlacion lincal. LD= limite de deteccion, LQ= limite de cuantiticacion)

Los resultados del analisis de los EO de los cayados indicaron que no se encuentra
cumarina presente en los tejidos vegetales de los mismos.
En la figura 3.11 se comparan los valores promedios en contenido de cumarina por cada

etapa fenoldgica (también ver Anexo C, tabla C.1).

No se observa una tendencia clara en la variacion del contenido de cumarina en los tejidos
de los frondes a medida que se desarrollan. La cantidad extraida en la 2E y 3E fenoldgica
es significativamente diferente (p < 0,05, Kruskal-Wallis) y no existen diferencias entre la
3E y 4E fenolégica (p > 0,05, Kruskal-Wallis). El contenido de cumarina en los frondes

senescentes es menor que en las demas etapas.
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Figura 3.11: Contenido de cumarina en EO de frondes de P. caudatum. (Las barras
indican la desviacion estandar de los promedios, N = 10. Letras iguales indican que no hay

diferencias significativas, p > 0,05, seglin 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 detectd cumarina a nivel de trazas (< 0,06 pM) en el
tiempo de retencion correspondiente a un patroén (7,67 min), como se muestra en la figura
3.12a. Esto se confirmo por coinyeccidén con una muestra patron, comparacion del tiempo

de retencion, el espectro UV y el area de pico (ver figura C.1 en el anexo C).

=

!

5

Figura 3.12: a) Cromatograma obtenido para el extracto orgénico de esporas de P.

caudatum, obtenido con la metodologia EO-2 y b) espectro UV del pico de cumarina a un

tiempo de retencion de 7,67 min.

3.3.1.3.- Rizomas

En las ocho muestras analizadas no se detectd cumarina.

3.3.2.- Fendlicos totales

3.3.2.1.- Frondes

En la figura 3.13 se presentan los resultados de la determinacion del contenido de fenélicos
totales (como equivalentes de tanino de quebracho) en los EO de P. caudatum segin la

etapa fenoldgica (ver también Anexo C, tabla C.2).

Se muestra que hubo un mayor contenido de fendlicos totales en las etapas mas avanzadas
de desarrollo (sin diferencias significativas entre si, p > 0,05, test de Kruskall-Wallis).
Este contenido se redujo considerablemente en las muestras de hojarasca en relacion con

las otras etapas fenoldgicas (p <0,05, Test de Kruskall-Wallis).

3.3.2.2.- Esporas y rizomas
Se detectd la presencia de compuestos fenolicos en los EO de esporas y rizomas de

P.caudatum ([Fendlicos totales] << LQ = 0,0451 mg/L).
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Figura 3.13: Contenido de fenolicos totales en los EO de frondes de diferentes etapas de
desarrollo del P. caudatum. (Las barras representan la desviacion estandar de los
promedios, N = 10. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas, p > 0,05,

segtin el test no paramétrico de Kruskal-Wallis).

3.4.- Determinacion de la presencia de cumarina en muestras de suelo
Los resultados de los analisis de suelo indican que la cumarina no fue detectada en los

extractos obtenidos siguiendo la metodologia planteada en la seccion 2.6 del capitulo 2.

Por otra parte, los resultados del analisis fisicoquimico 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 frondes de P. caudatum, desde la 2F hasta
los frondes en estado de hojarasca. La muestra tomada al inicio de la emergencia de los

cayados (1E fenologica) registrd un porcentaje de humedad menor al 1%,

En cuanto al analisis textural se encontré 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 parametros medidos para

caracterizar el suelo en estudio.
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Tabla 3.7: Parametros medidos para caracterizar el suelo de la parcela en estudio.

Parametro Potasio (ppm) Calcio (ppm)
desamolios Contenido oromedio._ | Comenido
| era etapa™ 34,0 100,0

2da etapa 80,7142 37.0£19.5
3 era etapa 933+ 15,0 60,0 % 24,1 59,7435 73.7£27.0

4 ta etapa 583+ 24,1 (”‘Ve}i;f)d'o 1 61,7+75 (nivel bajo)
Senescente 59,7 + 30,1 ! 74,7 £23.0

Hojarasca 34,0+ 16.5 109,3 £ 29,7

Parametro Magnesio (ppm) Fosforo Olsen (ppm)
Etapa en Contenido Conteni@o Contenido Conteniqo
desarrollos promedio promedio
| era etapa*® 490 6,0
2da etapa 47,0 +21,8 12,0+1,0
3 era etapa 53,7+6.,0 452+ 6,6 12,3423 10,6 £2.4
4 ta etapa 46,7 £ 7,1 (nivel bajo) 11,7415 (nivel bajo)
Senescente 35,7+ 18,8 11,3£2,1
Hojarasca 39,075 10,0 £ 1,7
Parametro Materia Organica (%) pH (1:2,5)
y T g Contenido Conten@o Valor Valor promedio
desarrollo® _promedio
| era etapa™ 4.4
2da etapa 49+0,1
3 era etapa Mayor a 6,9 en todos los casos 5,0 +0,1 484072
4 ta etapa 4,9+0,1 (acido)
Senescente 4,7+ 0,1
Hojarasca 4,9+0,1

&Ltapa en desarrollo de los frondes de P. caudatum durante ¢l muestreo del suelo.
*En la primera etapa fenologica laN =1 y en el resto de las etapas N = 3.

3.5.- Bioensayos

3.5.1.- Actividad fitotéxica sobre L. sativa en placas de petri de los MA de P. caudatum

3.5.1.1.- Actividad fitotoxica de las pterosinas A y B patrones

En la figura 3.14 se muestran los resultados en cuanto a la actividad de las pterosinas A y
B patron sobre la elongacion del tallo y la raiz de L. sativa, en comparacion con la

cumarina y un herbicida comercial (Linurdn), en el rango de concentraciones presentes en

los MA de los frondes de 1E y 2E fenoldgica de P.caudatum.
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Los resultados indican que la cumarina inhibe el crecimiento del tallo y de la raiz en mayor
proporcidn que el herbicida, observandose que el efecto inhibitorio para éste es notable a
partir de 20 uM. Las pterosinas mostraron un comportamiento similar entre si, frente a la
elongacion del tallo y de la raiz tanto individualmente como combinadas. No se observo
actividad sobre el crecimiento a las concentraciones medidas en los MA de P. caudatum

(entre 0,2 — 6 uM) (Anexo D, tabla D.3 y tabla D.4).
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Figura 3.14: Actividad fitotoxica de las pterosinas A, B cumarina y Linurdn sobre el

crecimiento del tallo (T) y raiz (R) de plantulas de L. sativa.
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En cuanto a la germinacion (figura 3.15), se observa que solo la combinacién de pterosina
A y B muestra un efecto inhibitorio y éste no excede el 20%. Sin embargo, en
comparacion con la respuesta estimulatoria de la cumarina y del herbicida Linurdn, asi
como de las pterosinas A y B individualmente, es de importancia el resultado obtenido,
aunque no se haya producido por debajo de 6 UM de concentracion, que corresponde con

los valores determinados en los MA de P. caudatum (ver tabla D.3, anexo D).
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3.5.1.2.- Actividad fitotoxica de la cumarina patrén

En la figura 3.16 se muestran las correlaciones de la actividad observada sobre la

elongacion del tallo (T) y de la raiz (R) de L. sativa, asi como sobre la germinacién (G), en

funcion de la concentracion de cumarina patron en el rango de concentraciones de 0,1 —

200 uM (ver seccion 2.7.1.2).
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Figura 3.16: Analisis de regresion

de la actividad fitotéxica de la
cumarina sobre el crecimiento del
tallo (T) y raiz (R) y sobre la

germinacion (G) de L. sativa.

(ver parametros del ajuste en tabla 3.8).
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El comportamiento inhibitorio de la respuesta es un decrecimiento exponencial de la

actividad con el aumento de la concentracion de cumarina, de acuerdo con el analisis de

regresion. La funcion matematica que mejor se ajusto a esta respuesta es la siguiente:

Donde:

Y = actividad.

Ec.3

Yo = Actividad maxima (cuando la dosis tiende al infinito).
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A = Amplitud del rango de actividad desde concentracion cero a un valor infinito (%).
t = tiempo de respuesta.

X = Concentracion o dosis.

Esto se demuestra con el coeficiente de correlacion (%), 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 parametros que toma la funcion (Yo, A, t)) para cada grupo

de datos.

3.5.1.3.- Actividad fitotoxica de los MA de P. caudatum

Con cada MA de los individuos muestreados de 2E, 3E y 4E fenologica de P. caudatum,
asi como para individuos senescentes, se realizo un bioensayo de fitotoxicidad, segiin lo
descrito en la seccion 2.7.1.3, usando como especie receptora lechuga. Los resultados

detallados de los bioensayos se muestran en el anexo D (Tabla D.2).

En la figura 3.17 se muestran los graficos de correlacion de la actividad fitotoxica de los
MA de los frondes de P. caudatum, sobre el crecimiento del tallo y la raiz y sobre la

germinacion de L. sativa, en funcién de la concentracién de cumarina en los MA.

En estos resultados se observa, que la respuesta del crecimiento del tallo y la raiz de L.
sativa es de caracter inhibitoria, con un decrecimiento de tipo exponencial de la actividad
con el aumento de la concentracion 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 fenologicas (puntos dentro del évalo en el gréfico),
pues aunque presentan menor concentracion de cumarina la respuesta es mucho mas
inhibitoria con estos que con los frondes de las otras etapas fenoldgicas que presentaron las

mismas concentraciones.

En cuanto a la germinacion, el efecto de los MA sobre este parametro no es claro en
relacion - a la cumarina presente, pues existe una dispersion de los datos y no hay una
tendencia en la respuesta de acuerdo a la concentracion. Sin embargo, un aspecto notable
es que la mayoria de los individuos, en todas sus etapas, mostraron una respuesta
estimulatoria sobre la germinacion.
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Como la actividad fitotoxica medida sobre el crecimiento 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 fenolicos que se encuentran presentes y que, de acuerdo
con los antecedentes, se les ha reportado actividad fitotdxica (Oliveros, 1998; Jimenez et
al., 2008).

En la figura 3.18 se muestra la correlacion de la actividad de los MA de los frondes de P.
caudatum, sobre el crecimiento del tallo y la raiz, asi como sobre la germinacion de L.
sativa, en funcion del contenido de fendlicos totales (ver anexo D, tabla D.2).

En este caso, se observa que la respuesta del crecimiento del tallo y la raiz de L. saftiva es
inhibitoria y se ajusta a un decrecimiento exponencial con el aumento del contenido de
fenodlicos totales, aunque existe una dispersion alta en los datos. Los MA de los frondes
senescentes (ovalo en la figura 3.18) presentan el mayor contenido de fendlicos 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 germinacion (G), existe una alta dispersion 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 fitotoxica de los
MA de P. caudatum, sobre el crecimiento
del tallo (T) y raiz (R) y sobre la
germinacion (G) de L. sativa en funcidn
del contenido de fenolicos totales.

(Los puntos dentro de los ovalos corresponden a
los frondes senescentes y los puntos dentro de los
recuadros representan ¢l rango de actividad donde

se encuentran la mayoria de los individuos).

Con el fin de establecer el nivel de correlacion de la actividad observada para el

crecimiento del tallo y la raiz de L. sativa con la concentracion de cumarina y el contenido

de fendlicos totales, se realizo el analisis de regresion aplicando la ecuacién matematica 3

(Ec. 3) para evaluar el ajuste de la curva a los datos obtenidos y establecer una

comparacion con el ajuste obtenido para la cumarina patron (figura 3.16).

En la figura 3.19 se muestran los graficos del ajuste de la curva de la actividad mostrada

por los MA de los frondes de 2E, 3E y 4E fenoldgica y de los frondes senescentes.
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Figura 3.19: Analisis de regresion de la actividad fitotoxica de los MA de los frondes de
2E, 3E y 4E y de los frondes senescentes de P. caudatum, sobre el crecimiento del tallo de

L. sativa en funcion de la concentracion de cumarina.

Los valores de los parametros de ajuste de la actividad en funcion de la concentracion de
cumarina se presentan en la tabla 3.8. Solo se muestran los ajustes para la respuesta del
tallo, pues en la raiz, al estudiar los resultados para cada etapa por separado, no hubo
correlaciéon debido a la alta dispersion de los datos.

De acuerdo los parametros de ajuste de las curvas a los datos en todas etapas, se observa
que los MA muestran una actividad fitotoxica mayor que la mostrada por la cumarina
patrén de acuerdo con Yo. Asi también, la amplitud del rango de la actividad (A) de los
MA es superior, lo cual va en concordancia con lo observado en Yy, pues a mayores

valores de este pardmetro, la amplitud aumenta.
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Tabla 3.8: Parametros de ajuste de la funcion matematica que mejor describe la actividad

y coeficientes de correlacion para la actividad en funcion de la concentracion de cumarina.

CUMARINA
D TALLO RAIZ
tapa
fenologica Y0 A t ¥ Y0 A t r
Cum-patrén | -94.36 | 92,92 | 2821 ] 098 | -78.70 | 8099 | 3222 | 0.94
2E 299,55 193,79 | 62,43 | 0.86
3E 98,11 | 148,42 | 65.04 | 0.87 NO HAY CORRELACION
4E 91,19 110318 57.78 | 0,90
Senes 98,53 |145,65] 16.88 | 0,73
2E-3E-4E | -101,94 [ 100.27 ] 97.68 | 0.87 | 86,64 | 7296 | 5122 | 083

Ecuacion 3: y=yo+A=er

Finalmente, en el caso del tiempo de respuesta, es notable que el tallo de L. safiva responde
mas lentamente al efecto de los MA de los frondes en desarrollo de P. caudatum que a la
cumarina patrén. Exceptuando de este hecho a los frondes senescentes donde la velocidad
de respuesta es mucho mayor.

La rafz de L. sativa no mostré un comportamiento que permitiera lograr un coeficiente de
correlacion aceptable para los MA de los frondes verdes y los senescentes en comparacion

con la cumarina patrén.

3.5.2.- Efectos de la cumarina patron sobre lechuga (Lactuca sativa) en bioensayos en
medio hidroponico

3.5.2.1.- Absorciéon de cumarina por las plantulas de L. sativa

Los resultados de este estudio indican que la cumarina es absorbida tanto por la radicula
como por ¢l tallo de las plantulas, pues esta fue detectada en los tejidos 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. sativa
durante cada dia del tratamiento. El ajuste de la curva, en un analisis de regresion, indica
que la maxima absorcion de cumarina por las plantulas se alcanza en el séptimo dia, la cual
crece durante los primeros 6 dias y luego de alcanzar un valor maximo, decrece desde el
octavo dia hasta alcanzar valores minimos entre los dias 14 y 16.

De acuerdo con esto, parece que la cumarina es absorbida por las plantulas de L. sativa a

través del tallo.

96




Talio control

6 Tallo tratamiento
1,0 4 L]
= 08 . . .
£ Figura 3.20: Contenido de cumarina
= [} e
151_ 06 / e .
g / \! encontrada en los tallos de L. sativa a
) 7/ .
© ,-)l kY . , .
£ "1/ \ diferentes dias de estudio.
g @ AN
= A
3 024 S
g
wi{ © 9 5 Y 5 & 5 o
o 2 4 & & 10 12 14 1

Tiempo de tratamiento (dias}

En cuanto a la raiz, en la figura 3.21 se muestra el contenido de cumarina encontrado en
estos tejidos de las plantulas. De acuerdo con esto, la absorcion maxima se alcanza al
octavo dia de tratamiento y presenta un comportamiento gaussiano como el observado en
el tallo. Igualmente, parece que las plantulas también absorben la cumarina a través de
estos tejidos, a menos que exista algiin proceso de translocacion interno. La relacion de
contenido maximo de cumarina encontrada en los tejidos de las plantulas de L. sativa es
3,9 veces mas alta en tallo que en raiz, lo que podria ser una resultado logico, siendo la raiz

un 6rgano de transito, mas que de almacenamiento, de agua y nutrientes.

O Raiz control
0,25 -| B Raiz tratamiento

0,20

Figura 3.21: Contenido de cumarina
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En general, en este experimento es importante sefialar que las plantulas se marchitaron a
partir del doceavo dia de tratamiento, tomando una coloracion marrén, dificultando su
manipulacion.
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3.5.2.2.- Absorcién de cumarina por la radicula en L. sativa

Este bioensayo se diferencia del anterior en que las plantulas solo estuvieron en contacto
con la cumarina a través de la radicula. Los resultados demuestran que la cumarina no fue
detectada en las plantulas, a pesar de que las muestras fueron concentradas (x 4) para el
analisis 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.sativa

En este estudio preliminar, el efecto de la cumarina, a dos concentraciones diferentes y a
tiempos prolongados de tratamiento, ha sido notable. Aunque estadisticamente a 200 pM
de cumarina y 16 dias de tratamiento (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 L. sativa de la cumarina patron en bioensayos
en medio hidropdnico (N = 3 en el estudio a 200 uM; N = 5 y N = 3 en control y
tratamiento del estudio a 500 pM respectivamente; letras iguales indican que no hay

diferencias significativas, p < 0,05, segun el test no paramétrico de Kruskal-Wallis).
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{ Control | - o Tratamiento

Figura 3.23: Plantulas de L. sativa, control y tratamiento, luego de 16 dias expuestas a una

concentracion de cumarina de 200 uM.

Para el experimento a 500 uM, se encontraron diferencias significativas entre el control y

el tratamiento a 29 dias de exposicion (figura 3.22).

En este caso es posible apreciar las diferencias en el crecimiento del tallo y la radicula en
la figura 3.24. La radicula de L .sativa fue afectada tanto en longitud como en firmeza,
pues durante la manipulacion fue evidente el grado de hinchamiento de las mismas en

comparacion con las del control y su rompimiento era muy facil.
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Tratamiento

Control

Figura 3.24: Plantulas de L. sativa, control (C) y tratamiento (T), luego de 29 dias

expuestas a una concentracion de cumarina de 500 M.

Tanto la concentracidén como el tiempo de exposicion fueron cambiadas, por lo cual un
estudio mas exhaustivo manteniendo constante el tiempo de exposicion y evaluando el
crecimiento en funcion de la concentracion cumarina, reflejaria a partir de que nivel es

apreciable el efecto que este compuesto ejerce sobre el desarrollo de L. sativa.

En ambos experimentos se analizaron los extractos organicos de las plantulas y no fue

posible la deteccion de cumarina en los tejidos.
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CAPITULO 4
DISCUSION DE RESULTADOS

4.1.- Seguimiento del desarrollo de una poblacion de P. caudatum

Con el fin de normalizar la poblacion de P. caudaium de estudio, para la posterior
seleccion de los individuos a estudiar, se realizé el seguimiento del desarrollo tomando
como parametro principal la elongacion del raquis (Lr). En el neotrdpico, las especies del
género Pteridium se distribuyen principalmente en zonas expuestas a la intervencion
humana (Alonso-Amelot y Rodulfo-Baechler, 1996), sin embargo, el sitio de trabajo
seleccionado, ademas de presentar la ventaja de contar con una poblacién homogénea de P.
caudatum, también se encuentra delimitado, minimizando la intervencion humana.

Los resultados obtenidos indican que la poblacion de P. caudatum (1990 msnm) es
comparable, en cuanto a la velocidad de elongacion del fronde, con otra poblacion
previamente estudiada a una altitud de 1950 msnm (Alonso-Amelot et al., 1999). Se
observa que la velocidad de elongacion aumenta paulatinamente durante el desarrollo del
cayado (lera etapa), alcanzando un maximo al inicio de la 2E fenoldgica para luego
disminuir progresivamente a lo largo del desarrollo del fronde hasta la cuarta etapa
fenologica.

Alonso-Amelot y colaboradores (1999) describen una velocidad maxima de elongacion de
4,11 + 0,16 cm/dia alcanzada a los 10 dias. En este caso, la maxima velocidad de
elongacion fue de 4,58 + 0,20 cm/dia, para los 12 dias de crecimiento; en ambos casos
corresponde al final de la primera etapa, cayados, (cuando toda la energia de desarrollo del
fronde emergente estd concentrada en el crecimiento del eje vertical), e inicio de la
segunda etapa (donde se inicia la expansion de la primera lamina foliar). Es de suma
importancia que la planta alcance una altura adecuada antes de desplegar sus frondes para
asegurar una oOptima recepcion de la luz y asi favorecer la fotosintesis necesaria para
completar su desarrollo (Alonso-Amelot et al., 1999).

Los frondes de P. caudatum alcanzaron su desarrollo completo entre los 50 y 54 dias con
una longitud de raquis maxima de 137,7 &+ 22,12 cm. En comparacion con el anterior
estudio en el cual alcanzé una longitud de raquis de (94,47 & 1,68) cm entre los 40 y 45
dias, esta poblacion alcanzo una altura mayor lo cual puede estar asociado con la mayor

velocidad de elongacidn de 4,58 cm/dia 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
climatologicas. Es importante notar que el desarrollo de la poblacion es posterior a un corte
total de la vegetacion en la parcela. El estudio de Alonso-Amelot y colaboradores (1999)
fue realizado en una poblacion que emergio despues de un incendio que eliminé toda la
vegetacion. Esto produce una diferencia sustancial en la composicion del terreno y en las
diferentes competencias entre especies. Al final del estudio, se observd una poblacion
homogénea en cuanto a la etapa fenologica pues todos los individuos se encontraron
completamente desarrollados, con escasa presencia de nuevos cayados o frondes en etapas

inferiores de desarrollo.

4.2.- Cuantificacion de cumarina, pterosinas y fendlicos totales en P.caudatum

4.2.1.- Camarina

Los estudios realizados hasta la fecha en el género Pteridium han estado enfocados en los
metabolitos secundarios mas abundantes y en cuanto al P.caudatum, ha sido mas lo
reportado 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
fenolicos y de los compuestos nitrogenados como la prunasina (glicésido cianogénico),
pues son los compuestos que han sido asociados a interacciones bioticas y
carcenogenisidad, produciendo un impacto ecologico mas 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.caudatum en el trabajo de Alonso-Amelot y colaboradores (1995).

El estudio desarrollado aqui se ha centrado en la variacién cuantitativa de la cumarina, de
acuerdo con el desarrollo fenologico en el P.caudatum, tanto en los macerados acuosos

(MA) como en los extractos organicos (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 lixiviacion de los metabolitos y, en consecuencia,
producir una disminucion de su concentracion, se relaciono la precipitacion promedio de
cinco dias 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 disminucion del contenido de cumarina en los MA, sino que por el contrario
este es mayor en los muestreos donde ocurrié mayor precipitacion, lo cual pudiera indicar
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que el contenido de cumarina se relaciona con la etapa de crecimiento y ademas la posible

existencia de un eficiente mecanismo de reposicidn del metabolito en la superficie foliar.

2 Etapa: 1,2img/g

/g de biomasa)

1,2 3 Etapa: 0.83 mg/g

&

06 a Etapa: 0,32 ma/g

0.4 - Senescente: 0,08
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nido de cumarina {m

Cont

14,58 15,77

0,74

Precipitacion (mm)

Figura 4.1: Correlacion de las precipitaciones en los cinco dias previos a la fecha de

muestreo y el contenido de cumarina en los MA de los frondes segun su etapa fenoldgica.

En la tabla 4.1 se resumen el contenido de los metabolitos analizados. Ef hecho de que no
se encontrara cumarina en los MA ni en los EO de los cayados, estaria indicando que su
produccion 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 maximo cuando ¢l
fronde se encuentra en sus etapas fenoldgicas 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 maximo
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. Podria explicarse este hecho por la
disminucion de la actividad fotosintética en la pina madura, a la movilizacion de la
cumarina o a la transformacion 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 seria la lixiviada
por las precipitaciones) disminuye a medida que el fronde avanza hacia su madurez (figura
4.2). En los frondes verdes, la proporcion de cumarina potencialmente lixiviable respecto a
Ja cumarina que se extrae de los tejidos (MA/EQO) 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 cumarina promedio en MA y en EO de los frondes de P.
caudatum muestreados (la desviacion estandar corresponde a N=10; Letras iguales indican
que no hay diferencias significativas, p > 0,05, segtin el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis).

La produccion y acumulacion de lignina que ocurre durante el proceso de maduracion de
las pinas de los frondes, la cual provee de mayor rigidez a las paredes celulares (Alonso
Amelot et al., 2001; Cseke et al., 2006) podria 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
precipitacion 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 EO de los frondes senescentes, éste
resulto igual. En esta etapa de desarrollo la biosintesis 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 EO de los rizomas, lo que
permite deducir que no es almacenada en estos tejidos. Sin embargo, en los MA y EO 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 proteccion una vez que estas

esporas se desprenden del fronde y caen en el suelo, donde la disponibilidad de recursos y
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la influencia de otros organismos pueden afectar el desarrollo exitoso de estas estructuras
reproductoras. En cuanto a los compuestos quimicos mayoritarios, que son exudados por
los rizomas y los que podrian estar presentes en las esporas de las especies de Preridium, se
conoce muy poco sobre la fitoquimica.

Como lo han mencionado algunos autores (Jansson et al., 1980; Brown, 1981), la cumarina
es un compuesto con multiples efectos fisiologicos sobre las especies de plantas receptoras
y son generalmente de caracter estimulatorio a bajas concentraciones e inhibitorios a altas
concentraciones. Resta evaluar la actividad fitotoxica de este compuesto en ios MA para

poder establecer correlaciones claras.

4.2.2.- Pterosinas

Se determino el contenido de pterosinas A y B en los MA de P. caudatum en sus dos
primeras etapas de desarrollo. Se observé en el caso de la pterosina B un decrecimiento:
cayados = 69,74 + 62,32 ug/g de biomasa y en frondes de 2da etapa = 46,86 & 24,15 pg/g
de biomasa, aunque estadisticamente no hubo diferencias significativas. En cuanto a la
pterosina A se observé un aumento del contenido al avanzar el desarrollo de los frondes de
cayados (14,69 + 9,35 pg/g de biomasa) a 2da etapa (36,75 + 19,65 ug/g de biomasa).

Ya en trabajos previos (Alonso-Amelot et al., 1992: Alonso-Amelot et al., 1995) se
determino que el contenido de pterosina B disminuyo en los frondes a medida que estos
avanzaban hacia la madurez. Sin embargo, la pterosina A mostré un contenido casi
constante en los frondes durante los primeros 20 dias de desarrollo, luego disminuy6 para
finalmente aumentar cuando el fronde llegd a su completo desarrollo (Alonso-Amelot et

al., 1992).

4.2.3 Fendlicos totales

Los compuestos fendlicos son sintetizados en plantas no solo bajo determinantes genéticos,
demandas fisiologicas y necesidades de defensa controladas por la evolucion, sino también
por la infiuencia del estrés ambiental tales como perturbaciones, sequias y ia radiacion
electromagnética. Se ha demostrado que la sintesis y acumulacion de los derivados
fendlicos en los frondes de los helechos esta reguiada por la radiacion solar total que incide
sobre la planta (Alonso-Amelot et al., 2007).

En este estudio, la poblacion de P.caudatum seleccionada se encontraba completamente

expuesta, sin interferencias que pudieran afectar la incidencia de la radiacion solar.
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De manera analoga, al estudio de la cumarina, en esta parte del trabajo, se pretende aportar
evidecias que permitan comprender la dinamica de lixiviacion de compuestos fendlicos a
lo largo del desarrollo del fronde. En la tabla 4.1 se aprecia que los compuestos fenolicos
estan presentes en todas las etapas fenoldgicas y que ademas 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 concentracion, es decir, que el efecto
depende de la dosis. En términos de proteccion de la alta radiacion solar, los fenolicos

totales también cumplen una funcion muy importante (Fox, 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 disminucion del contenido de
fenolicos totales en los MA, lo cual pudiera indicar, igualmente, que el contenido de
fendlicos totales se relaciona con la etapa de crecimiento y ademas la posible existencia de

un eficiente mecanismo de reposicion de estos metabolitos en la superficie foliar.
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Figura 4.3: Correlacion de las precipitaciones en los cinco dias previos a la fecha de

muestreo y contenido de fendlicos totales en los MA de los frondes por etapa fenoldgica.

Los individuos de la 1E fenolégica 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 v EO de P. caudatum.

Etapa fenolégica®
Metabolito Cayado (1E) 2E 3E 4E Senescente Hojarasca
MA EO MA EO MA EO MA EO MA EO MA EO
Cumarina 1,20 + 0,71 + 0,81 + 1,19+ 0.3+ 1,00 £ 0,08 + 0,08 +
ND ND ND ND
(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 ND NE ND NE ND NE ND NE
(ng/e) 9.35 19,65
Pterosina B | 69,74 £ 46,86 + ‘
‘ . NE NE ND NE ND NE ND NE ND NE
(ng/g) 62,32 24,15
Fenodlicos ‘
| 1,60+ | 7,69+ | 21,26+ | 11,82+ 16,20 + 15,15 | 11,53+ | 15234+ | 6,59+ 15,06 + 0,15+ 0,82 &
totales
b 1,53 3,44 8,00 431 3,01 5,28 2,98 4,51 1,48 6,79 0,04 0,49
(mg’/g)

a= Contenido expresado en peso por g de biomasa; b = mg como equivalentes de tanino de quebracho. ¢ = en esporas (MA y EO): cumarina v fendlicos totales a nivel de trazas v
pterosinas ND: En rizomas (MA y EO): fendlicos totales a nivel de trazas, cumarina v pterosinas ND.
NE = no estudiada: ND = no detectada. MA = macerado acuoso. EO = extracto organico. 21 = segunda etapa. 35 = tercera etapa. 4E = cuarta etapa.
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El contenido total de fendlicos totales (MA + EO), en el primer par de pinas, es maximo
cuando el fronde se encuentra en sus etapas fenologicas 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 maximo es de 33,08 + 1231 mg/g 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 podria

explicarse por una disminucion de la actividad fotosintética en la pina madura.
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Figura 4.4: Contenido de fenodlicos totales en MA y en EO de los frondes de P. caudatum
(la desviacion estandar corresponde a N = 10; Letras iguales indican que no hay diferencias

significativas, p > 0,05, segtin el test no paramétrico de Kruskal-Wallis).

En las primeras etapas el contenido extraido en los MA de los compuestos fendlicos es
mayor que el que se mantuvo almacenado dentro de los tejidos (2E y 3E fenologicas;
figura 4.4), pero en las Gltimas etapas, esto se invierte. Nuevamente se observa que la
proporcion de los fenolicos potencialmente lixiviables respcto a los que se mantiene en los
tejidos (MA/EQ) 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 lignificacion de las paredes celulares.

Es de interés sefialar que a partir de la 3E fenoldgica, los fendlicos totales que serian
potencialmente lixiviables en el primer par de pinas de los frondes fué mayor al mostrado

por la cumarina.

108



Esto pudiera ser debido a diferentes factores como:

a.- Un mayor efecto de la lignificacion de la hoja sobre el lixiviado de la cumarina de la
superficie foliar.

b.- Mayor hidrosolubilidad de los fendlicos totales respecto a la cumarina.

c.- Diversa localizacion de los metabolitos en la superficie foliar.

Es importante notar que el contenido interno (EO) de fendlicos totales se mantiene
constante a partir de la tercera etapa hasta la senescencia (en 15 mg/g; figura 4.4). Como ya
se menciond, a diferencia de la cumarina, los compuestos fendlicos de alto peso molecular
(taninos), son defensas cuantitativas, no son moviles, por lo que se mantienen en las hojas
que envejecen y se pierden cuando la hoja muere.

Pese a que son metabolitos con diferencias notables en cuanto a estructura y funcion, existe
una correlacion positiva entre el contenido de cumarina y fenolicos totales presentes en los

MA como se observa en la figura 4.5.
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Figura 4.5: Correlacion entre la cumarina y fenolicos totales en los MA de P. caudatum,

desde el despliegue del primer par de pinas (2E fenoldgica) 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
quimica de los mismos. Los resultados obtenidos en este estudio, estin en consonancia con
los resultados obtenidos por Alonso-Amelot y colaboradores (2004), observandose que el
contenido de fendlicos totales encontrados en los frondes verdes es mas alto que el de los

cayados.
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Se debe mencionar que los cayados contienen otra variedad de compuestos de defensa
como glicosidos cianogénicos, ptaquildsido y otros xenobidticos (Alonso-Amelot et al.,
2001; Alonso Amelot et al., 2004), siendo la principal fuente de energia 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.- Determinacion de la presencia de cumarina en las muestras de suelo.

El analisis por HPLC del suelo, para la determinacién de cumarina, indicé 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 podria ser debido a que se
encuentra a nivel de trazas, por debajo del limite de deteccion (0,001 mg de cumarina/Kg
de suelo seco) o a que la metodologia de extraccion 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 fisicos, quimicos y bioldgicos a los que se somete cualquier metabolito
secundario cuando es incorporado al ambiente. Como reporta Yamamoto (2009), una de
las caracteristicas quimicas que afecta la recuperacion de cumarina es el contenido de
materia organica del suelo, pues niveles altos, podrian disminuir la recuperacion de este
aleloquimico, lo cual puede asociarse con procesos de retencion que podrian afectar la
extraccion de cumarina y a su vez con la presencia de microorganismos.

Se ha sugerido que la concentracion de un aleloquimico en la solucion del suelo es un
factor determinante de la actividad fitotoxica, y son los factores del suelo los principales
responsables de la concentracion de un aleloquimico en este sistema cuyo comportamiento

se vera afectado por la adsorcion, desorcion y degradacion (Kobayashi, 2004).

En el suelo muestreado para este estudio el porcentaje de materia organica es clasificado
como muy alto (> 6,9) (Peiia, 2011).

Un gran contenido de materia organica podria absorber la cumarina, explicando asi los
bajos niveles de su extraccion. Esta absorcion podria estar asociada en parte a la naturaleza
quimica de la materia organica presente compuesta por sustancias humicas. El humus ha
sido definido por Navarro y Navarro (2003) como la totalidad de materia orgénica que por

ser dificilmente degradable se ha acumulado en el mismo después de un conjunto de
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descomposiciones y transformaciones quimicas y bioquimicas. Este consta de una gran
variedad de moléculas organicas con diferentes grupos funcionales, muchos de ellos de
naturaleza aromatica con diferentes grupos funcionales reactivos que podrian establecer
interacciones importantes con un aleloquimico como la cumarina, afectando asi su

extraccion.

Yamamoto (2009) expresa en su estudio que la dinamica de la cumarina en suelo depende
de si el suelo fue esterilizado. Sus resultados indican que el porcentaje de recuperacion de
cumarina en los suelos esterilizados se mantuvo a un nivel constante en el tiempo,
suponiendo entonces que los microorganismos estan involucrados en la desaparicion de la
de la misma. Esto fue demostrado cuando el porcentaje de recuperacion de cumarina fue
evaluado en el suelo a diferentes temperaturas (15 y 25 °C), indicando también que los
microorganismos estan involucrados en los procesos, pues a mayor temperatura, menor fue
el rendimiento de extraccion.

Los estudios realizados por Kunc (1974), sugieren que la cumarina puede ser degradada
por los microorganismos del suelo e indica que esta biotransformacion se lleva a cabo a
través de una reaccion de oxidacion. Los productos originados en estas
biotransformaciones deben ser estudiados en ia blsqueda 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
escorrentia y drenaje del suelo, pudo afectar la permanencia de la cumarina en las zonas

del terreno de estudio, lo cual estd determinado por la inclinacion y la textura del suelo.

Finalmente, los altos valores de materia organica podrian estar afectando la acidez del
suelo, un factor que puede determinar la recuperacién de cumarina y los niveles de
nutrientes esenciales en el suelo. En este estudio, se registré un valor promedio de 4,8 +
0,2. La ionizacion de los grupos acidos, fenolicos, alcoholicos entre otros, producen iones
H" y bajan el pH del suelo. Como reporta Marrs y Watt (2006) parece que el Prteridium
ayuda a que el suelo mantenga niveles constantes de materia organica, de pH y otros
elementos. Ha sido reportado que para suelos muy acidos (pH < 5) pueden observarse

deficiencias de fosforo, calcio, magnesio y potasio, reduciendo también, en algunos casos,
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la actividad microbiana (Pefia, 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 fitotoxica sobre L. sativa de los MA de P. caudatum

La tendencia observada en cuanto a la actividad de los MA de los individuos de P
caudatum a lo largo de su desarrolio, desde la 2F hasta el desarrollo completo del fronde
(figura 4.6), indica que la cumarina juega una funcion primordial en la actividad fitotoxica

del helecho. lo cual corrobora la actividad descrita para este compueste (Dorbos v

Spencer, 1990; Pergo, et al., 2008).
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Figura 4.6: Analisis de regresion de la actividad fitotoxica de los MA en funcién de la
concentracion de cumarina para la 2E, 3E y 4E de P. caudatum, sobre el crecimiento del

tallo (T) y raiz (R) de L. sativa.

Sin embargo, en los frondes senescentes a pesar de que el contenido de cumarina
disminuye dréasticamente en comparacion con la etapa fenologica que le precede (4E)
(figura 3.17. T y R), la actividad inhibitoria es alta, evidenciandose que esta fitotoxicidad
es debida al alto contenido de compuestos fenodlicos (figura 3.18), posiblemente
acumulados durante su crecimiento y gue forman parte de su defensa cuantitativa, Este
resultado estd en concordancia con lo descrito para P, aguilinum en California (Gliessman
y Muller, 1972) v en Suecia (Dolling et al., 1994) donde los frondes senescentes parecen
ejercer un efecto inhibitorio mayor que los lixiviados de los frondes verdes sugiriendo que,

efectivamente, hay una trasformacion de los productos naturales o una acumulacion de

otros compuestos inhibitorios.
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Fs importante notar que el efecto de la cumarina patron y de los MA sobre la elongacion
del tallo v la radicula de las plantulas es similar (figuras 3.16 v 4.6). Sin embargo, la
dispersién  observada en los MA comprueba nuevamente que otros metabolitos
secundarios, como los fendlicos, pudieran estar actuando en conjunto (Glass, 1976,
Jiménez et al., 2008).

También se debe tener en cuenta que el tiempo de respuesta, de la actividad de cumarina
sobre el tallo de L. sativa, es mayor para los frondes verdes que para el patrén, lo cual
implica que cambios drasticos en la concentracion de cumarina de los MA pueden producir
cambios leves en la actividad fitotoxica (parametro 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 caracteristicas fisicas del lixiviado de los frondes podrian estar afectando

este parametro.

Las pterosinas A y B no produjeron efectos fitotoxicos sobre la germinacion y el
crecimiento de L. sativa en el rango de concentraciones en que se encuentran presentes en

los MA del P. caudatum.

En cuanto al contenido de compuestos fendlicos en los frondes verdes y senescentes se
observa una tendencia que. pese a existir una muy baja correlacion, indica que estos
compuestos pueden estar cumpliendo una funcion en la actividad fitotdxica del helecho,
siendo los frondes senescentes los que mostraron los valores mas altos de inhibicidn

(figura 3.18 y 4.7).

Pese a la concentracion mucho menor de cumarina, respecto a los compuestos fenolicos
totales (ver anexo D, Tabla D.2), los resultados indican que la actividad fitotoxica
observada se debe principalmente al contenido de cumarina lixiviada de los frondes verdes
en desarrollo.

En cuanto al efecto sobre la germinacion, no se observo un efecto contundente (ver figuras
317y 3.18).

Es importante mencionar, que con las experiencias realizadas, no se puede establecer con
claridad si la actuacion de la cumarina y los fendlicos totales sobre L. sativa 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 patrén en cuanto
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a la actividad mostrada, por lo que podria establecerse la importancia como aleloquimico
de este compuesto en las estrategias de defensa metabdlica que el P. caudatum usa como

una de las vias para mantener su éxito invasivo y su desarrollo exitoso en un habitad

determinado.
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Figura 4.7: Analisis de regresion de la actividad fitotoxica de los MA en funcion del
contenido de fenolicos totales para la 2E, 3E y 4E y senescente de P. caudatum, sobre el

crecimiento del tallo (T) y raiz (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 fendlicos.

4.5.- Absercién y translocacion de la cumarina por L. sativa en crecimiento
hidroponico

Los resultados de los bioensayos hidropdnicos aportan indicios preliminares que son de
interés en el estudio de la funcidén como aleloquimico de la cumarina.

Del bioensayo 1 (absorcidn de cumarina por las plantulas de L. sativa) es importante
resaltar, que por falta de soporte de las plantulas (debido al disefio del experimento),
algunas partes foliares entraron en contacto con la solucion de tratamiento, lo cual podria
explicar la posible absorcion de cumarina, ademds de a través de la radicula, por el tallo,
generando un efecto fitotoxico sobre las mismas que les produce la muerte (una
concentracion de 1000 uM).

Esta absorcion sigue un comportamiento gaussiano en funcion del tiempo para ambos
tejidos (tallo y raiz). Por lo tanto, es posible que luego de la absorcién, 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 maximo de absorcion coincide entre el séptimo y octavo dia de
tratamiento. De acuerdo con los resultados, no se puede demostrar la translocacion de la

cumarina hacia el tallo.

Por otro lado, en las plantulas sometidas al bioensayo 2 (absorcion por la radicula en L.
sativa), la cumarina no fue detectada en el tallo de éstas, y por lo tanto, no parece ser
translocable desde la raiz al tallo. Asi mismo, la cumarina tampoco se encontré presente en
los tejidos de la radicula 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 mas obvios de la cumarina es la inhibicion del crecimiento radicular y la
modificacion de la morfologia e histologia de la raiz. En el estudio hidropdnico
desarrollado por el bioensayo 3, se determind que la cumarina no inhibid el crecimiento de
las plantulas de L. sativa a 200 uM (por 16 dias) y pero si lo hizo a 500 pM (por 29 dias),
donde afecté notablemente el desarrollo radicular (figuras 3.22 y 3.24). En general, el
efecto sobre el crecimiento de L. sativa depende de la concentracion de cumarina y
posiblemente del tiempo de tratamiento en el hidroponico. Sin embargo, a 200 pM,
concentracion maxima 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 plantulas, lo cual confirma que este compuesto no parece ser translocable
o que la misma podria estar siendo modificada estructuralmente como un proceso de
detoxificacion en la plantula, como se reporta en el caso de L-DOPA (Hachinoe et al.,

2004).

Tomando en cuenta la baja polaridad de la cumarina se podrian justificar los resultados que
indican que esta no ha sido absorbida y translocada a través de la raiz hacia el tallo de L.
sativa, pues es requisito indispensable, si no existe una metabolizacion previa, que los
compuestos absorbidos tengan cierto grado de solubilidad en agua, que permita la
migracion a través de los diferentes conductos vegetales. La benzoxazolin-2(3H)-ona
(BOA), un productos de descomposicion de la 2.4-dihydroxy-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-
on (DIBOA), considerado un aleloquimico 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 fisioldgicos (Chiapusio et
al., 2004). Entonces, de acuerdo con esto, se plantea que la cumarina podria estar afectando
algin pardmetro fisioldgico que altera el desarrollo del tallo de las plantulas, en los
bioensayos hidropénicos, de una manera indirecta, como por ejemplo afectando la

absorcion de algun nutriente esencial (Abenavoli et al., 2001).

Sin embargo, considerando los resultados del bioensayo 1, se propone la hipdtesis de que
la cumarina estaria ejerciendo un efecto fitotoxico 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.

Asi 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 raiz
y considerando que la cumarina fue encontrada en un contenido 3,9 veces mas alto en el

tallo que en laraiz de las plantulas de L. sativa.

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 aplicacion 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 definird el nivel de control
(Goncalves et al., 2005). Este podria ser el caso de la cumarina, que ademas de afectar el
crecimiento a través de la radicula de L. sativa, posiblemente de una manera indirecta,
también lo este haciendo mas directamente sobre los tallos y hojas. Se requiere de un
nuevo disefio de bioensayo que permita evaluar con mayor certeza estas conclusiones
preliminares y asi establecer con mayor claridad la funcion ecoldgica que la cumarina esta

cumpliendo en el P.caudatum.
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Conclusiones

I.- Distribucion de la cumarina y los compuestos fenolicos 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 detectd a nivel de trazas en las esporas,
indicando que pudiera cumplir una funcion ecoldgica durante el proceso de dispersion y

germinacion de las mismas.

2) La cumarina no se detectd en los cayados o individuos de la 1E fenoldgica de P.
caudatum, lo que indica que para la biosintesis 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 maximo cuando el fronde se encuentra en
sus etapas fenoldgicas 2 y 3 (p > 0,05) (maximo de 2,02 + 0,33 mg/g de biomasa). Este
disminuye al llegar a la cuarta 4E, para casi desaparecer durante la senescencia. Sin
embargo, los compuestos fenolicos alcanzan los valores maximos cuando el fronde se
encuentra en sus etapas fenologicas 2, 3 y 4 (p > 0,05) (maximo 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 podria explicarse por una disminucion de la actividad fotosintética

en la pina madura y ademas, en ¢l caso de la cumarina, a su movilizacion o transformacion.

4) El contenido de compuestos fenolicos totales es mucho mayor al de la cumarina en
todas las etapas, pues a diferencia de ésta, los fenolicos de alto peso molecular (taninos)
son defensas cuantitativas, no son moviles, por lo que se mantienen en las hojas que

envejecen y se pierden cuando la hoja muere.

I1.- Dinamica de liberacion por lixiviacion de cumarina y compuestos fenolicos de P.

caudatum

) La cumarina y los compuestos fendlicos que serian potencialmente lixiviables
disminuyen a medida que el fronde avanza hacia su madurez, lo cual pudiera ser

consecuencia de la mayor lignificacion de las paredes celulares de las células vegetales.
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2) En los frondes verdes, la relacion entre la cumarina lixiviada y almacenada en los
tejidos, expresada como MA/EO, 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
fenolicos dicha relacion sigue el orden MA/EO: 2E (1,80) > 3E (1,07) > 4E (0,76) >
Senescente (0,44) > Hojarasca (0,18). Esto indica que los compuestos fenolicos estan
presentes en los MA en una proporcién mayor que la cumarina debido posiblemente, entre

otras cosas, a su mayor hidrosolubilidad.

T11.- Actividad fitotoxica

A.- Actividad fitotoxica en placas de perri

A.1.- Pterosinas

1) Las pterosinas A y B no produjeron efectos fitotdxicos sobre la germinacion y el
crecimiento de L. sativa, en el rango de concentraciones presente en los MA de P.
caudatum. Sin embargo, a concentraciones superiores a 10 pM, la combinacion de
Pterosina A/Pterosina B en una relacion de 0,12, produjo inhibicion de la germinacion de

L. sativa, hasta un maximo de inhibicién del -20% respecto al control.

A.2.- Cumarina y compuestos fenolicos

1) Para el caso de la actividad fitotoxica debida a la cumarina, la tendencia observada
indica, que ¢sta juega una funcién primordial en el potencial alelopatico del P. caudatum.
Sin embargo, los compuestos fendlicos pudicran estar actuando en una manera conjunta
{sinérgica ¢ aditiva). Aunque el contenido de cumarina es bajo en los frondes senescentes,
la actividad inhibitoria de los MA obtenidos a partir de estas, es alta, evidenciandose que la
actividad es debida al contenido de compuestos fendlicos presentes. posiblemente

acumulados durante su crecimiento v que forman parte de su defensa cuantitativa.

2) La velocidad de respuesta de la actividad de cumarina sobre el tallo de L. sativa, es
menor para los frondes verdes que para la cumarina patron, lo cual se puede asociar con la
complejidad del lixiviado de P. caudatum en cuanto a sus caracteristicas fisicas y
quimicas, las cuales podrian afectar su interaccion con los tejidos expuestos de la planta

receptora.
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3) Aunque no se puede establecer con claridad si la actuacion de la cumarina y los
compuestos fenolicos 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
patrén en cuanto a la actividad mostrada, por lo que podria establecerse la importancia
como aleloquimico de este compuesto en las estrategias de defensa metabolica que el P.
caudatum usa como una de las estrategias que operan para mantener su €xito invasivo y

prevalencia en un habitat determinado.

B.- Actividad fitotéxica en bioensayos hidropénicos

1) Los bioensayos en medio hidroponico, 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 fitotoxico, y de alli podria ser translocada a la radicula, posiblemente como parte
del proceso de destoxificacion. No se demostro el proceso contrario, es decir, absorcion a
través de la raiz y translocacion al tallo. A 200 uM de cumarina, que es la concentracion
maxima 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 radicula estuvo expuesta a la cumarina, se plantea que
esta podria estar afectando algin parametro fisioldgico que altera el crecimiento de las
plantulas de una manera indirecta, como por ejemplo afectando la absorcion de algin

nutriente esencial (Abenavoli et al., 2001).

IV.- Analisis del suelo en poblacién de P. caudatum

1) El andlisis de la solucion del suelo por HPLC, para la determinacion de cumarina,
mostrd, bajo las condiciones de analisis, que este metabolito no se encuentra presente al
menos en niveles iguales o mayores al limite de deteccion de 0,06 uM de cumarina/100
gramos de suelo seco. Este resultado se asocid con varios factores como: metodologia no
optima para la extraccion de cumarina de este tipo de matriz, procesos de retencion o
absorcion en el suelo, degradacion microbiana ¢ pérdida por escorrentia y drenaje. Es
necesario futuros estudios de optimizacion de las condiciones de extraccion y de andlisis

cromatografico para la deteccion y cuantificacion de cumarina en esta matriz.
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V.- Conclusion general

Se confirma la hipdtesis planteada de que la presencia de cumarina en Pleridium
caudatum, es parte de la defensa quimica que esta especie presenta como estrategia
competitiva ante las otras especies de plantas (como la L. safiva) y actiia en conjunto con
otros metabolitos secundarios como los dcidos fendlicos y taninos, cumpliendo en conjunto

una funcion alelopatica.
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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 poblacion de los helechos. Registro de las

condiciones meteorologicas.

Figura A.l: Parcela
seleccionada para el estudio a
1990 msnm, en una ladera de
montafia, perteneciente a la
Universidad de Los Andes y
conocida como aula
ambiental, localizada a 2 Km
al norte de la ciudad de
Meérida, al Occidente de

Venezuela.

12 dias

Figura A.2: Seguimiento del crecimiento de los frondes de P. caudatum en la parcela

seleccionada. Duracidn: 2 meses.
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Figura A.3: Histogramas disefiados para la seleccion del tamafo normal de los frondes de

P.caudatum.
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muestreo.
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ANEXO B: Determinacion de la presencia de cumarina en cayades y en las diferentes

partes de los frendes. Optimizacion de las metodologias de analisis.

100%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

% Cumarina Extraid:

1,32%

[}
N
N

24

Tiempo (horas)

Figura B.1. Lixiviacion de cumarina de P. caudatum a diferentes tiempos de maceracion.
(Se toma como el 100 % el valor correspondiente a las 24 h)(Buendia, 2009).

Metodo de elusion del Sep-Pak

narina Sep-Pak

LRecuperaconCu

Fracciones de clusion del Sep-Pak

Figura B.2: Porcentaje de recuperacion de cumarina en las fracciones de elusion del Sep-
Pak C18 durante el proceso de prepurificacion de los macerados acuosos de P. caudatum

antes del analisis por HPLC (Buendia, 2009).



Tabla B.1: Resultados del analisis de los macerados acuosos y organicos de la muestra de

esporas estudiada para determinar presencia o ausencia de cumarina.

Cumarina en MA y EO
. .| Codigo de . Cumarina
Material Masa (g) Relacion Metodologia de
muestra Presente (+) o
Masa/Vmacerado| maceraciéon o
ausente (-)
0,15 g/15 ml MA-1 + (al parecer)
Esporas Esl 0,5229
0,15 g/10 ml EO-2 + (al parecer)

Tabla B.2: Rizomas colectados para la determinacion de la presencia o ausencia de

cumarina en los macerados acuosos y extractos organicos.

Macerado acuoso Extracto organico
Material | COdigode | o (g)| Relacion Cumarina Relacién Cumarina
muestra Masa/ Presente (+) 0 Masa/ Presente (+) 0
Vmacerado ausente (-) Vmacerado ausente (-)
R1 2,5450 § 2,5 /50 ml - 2,5 g/20 ml -
R2 4,2803 4 g/50 ml - 4 ¢/20 ml -
R3 6,0308 6 g/50 ml - 6 g/20 ml -
! R4 2,4770 | 2,5 ¢/50 ml - 2,52/10 - 15 ml -
Rizomas 170 43256 | 4¢/50 ml - 4¢/10-15ml )
R6 6,4980 [ 6.5 /50 ml - 6,5 ¢/10-15 ml -
R7 8,6329 | 8,6 g/50 ml - 8,6 2/10—15ml -
R8 10,1473 | 10 g/50 ml - 10 g/10 15 ml -

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 extraccion de

cumarina usando la metodologia EO-6.

. Fracciones i Cumarina
Material Masa hameda (g) Solvente de
del ler par ., (UAbsorbancia/g

vegetal . de cada parte extraccion .

pinas de biomasa)

Parte | 2,0393 MeOH 148848,62
Fronde Parte 2 2,0410 EtOH : H,O (1:1) 941316,53

Parte 3 2,0093 EtOH 219111,65

*porcentaje de humedad del fronde = 73,28%.
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/

EO de frondes
Metodologia 6.3 Metodologia 6.4
zml 1mi
Elusion con: Elusion con:
2mi de: 1mide:
1} F1:5% MeOH 1) F1: 5% MeOH
2} F2: 90% MeOH 2 ml de:
1mide: 2) F2: 90% MeOH
3) F3:100% MeOH 3} F3; 100% MeOH
4} F3F3: 100% MeOH 43 F3F3: 100% MeCH

Figura B.3: Metodologias de prepurificacion, de los EO de los frondes de P.caudatum,

usando cartuchos Sep-Pak C18. En las fracciones F3 y F3F3 sale cumarina residual que no
sali6_en F2. Esto determina la metodologia seleccionada (tabla B.4) y el factor de

correccion que se debe hacer a F2.

Tabla B.4: Optimizacion de la metodologia de prepurificacion de extractos orgénicos de

frondes de P. caudatum que fueron obtenidos al aplicar metodologia EO-6.

. Metodologia de Cumarina en F3 Cumarl.i!a en F3F3(,
Material vegetal . . o (2da elusion con100%
prepurificacion (100% MeOH) MeOH)
EO-6.3 presente presente
Fronde | EO-6 EO-6.4 presente ausente

*F2 es la fraccion rica en cumarina en ambos metodologias de prepurificacion, por eso no se indica en la
tabla. Estas metodologias se aplicaron por triplicado.

Tabla B.5: Concentracion de cumarina en la muestra usada para la construccion de la

curva de calibracion por adicion de estandar (tomada de Buendia, 2009).

) Area Cumarina Cumarina
Replicas Area de pico romedio [eM] (de [uM] (de
muestra muestra prou CAS)* en CCS)* en
muestra
muestra muestra
] 2347976
2 2364684 2363451 90,81 90,15
3 2377694

*Razo6n de las pendientes = 0,978.
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Figura B.4: Superposicion de las curvas de calibracion para evaluar el efecto de la matriz
vegetal en macerados acuosos de P. caudatum en el rango de concentraciones de 0,1 uM —

100 uM (tomada de Buendia, 2009).
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Figura B.5: Superposicion de la curva de calibracion sencilla de cumarina con la curva de
adicion estandar de un extracto orgénico (obtenido segun EO-6) de un fronde de P.
caudatum para evaluar el efecto de la matriz vegetal en extractos organicos (relacion de
pendientes = 0,776) en el rango de concentraciones de 0,1 uM — 300 uM (CCS = curva

calibracion sencilla y CAS = curva de adicion estandar). EO = Extracto orgénico.
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ANEXQ C: Cuantificacién de cumarina y fenolicos totales en Preridium caudatum

Tabla C.1: Contenido de cumarina en macerados acuosos y extractos organicos de P.
caudatum (N = 10 para cada etapa).

Cumarina en MA

Cumarina en EO

Etapas Individuos Cont?mdo Conten@o Contenldo Contenido promedio
(mg/g de promedio (mg/g de o .
biomasa) (mg/g de biomasa) biomasa) (mg/g de biomasa)

1 Etapa No detectada No detectada

2EFr] 1,457 0,043 0,392 + 0,001
2EFr2 1,371 + 0,050 0,285+ 0,016
2EFr3 0,682 + 0,031 0,885 -+ 0,001
2EFr4 0,638 £0,027 0,544 + 0,004
. 2EFr5 0,704 £ 0,031 R 1,446 + 0,001

2 Etapa YEFTG 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
2EFr10 1,404 = 0,046 0,842 + 0,002
3EFr1 0,716 + 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 j Egg 823; : 8;8; ; 0,833 + 0,297 (’)égg i 8:8?:3 1,188 + 0,029
3EFr7 0,599 + 0,029 1,099 + 0,004
3EFr8 1,587 4+ 0,037 1,824 + 0,071
3EFr9 0,770 £0,034 0,987 + 0,021
3EFr10 1,014 £ 0,036 0,840 + 0,078
4EFr 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
4EFr5 0,133 +0,024 " 0,234 40,001

FE@pR 1 R | 0475+0025 | C319EOI9 ke Loor | H000%0.190
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
4EFr10 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+ 0,011 0,036 + 0,001
SenFr4 0,102 0,011 0,051 £0.,001
Senescente SenFr5 0,015+0,016 0,016 & 0,002
' SenFro6 0,154 £0,011 0,146 + 0,004
SenFr7 0,016:0,011 0,022 + 0,001
SenFr8 0,055+£0,011 0,066 + 0,001
SenFr9 0,086 +0,011 0,075 £ 0,003
Senkrl0 0,140+ 0,011 0,156 + 0,001

Hojarasca No detectada No detectada
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Figura C.1: Espectro ultravioleta de la cumarina patron.

Tabla C.2: Contenido de fendlicos totales en macerados acuosos y extractos organicos de
P. caudarum (N = 10 para cada etapa).

Fendlicos totales en MA* Fendlicos totales en EO*
Etapas | Individuos Contenido Contemdo Contenido ContenIQO
(mg/g de biomasa) | prome@m . | (mg/g de biomasa) | | promeplm
(mmg/g de biomasa) 71 (mg/g de biomasa)

1Ecayl 0,0153 = 0,0355 2,5089 + 0,0084
| Ecay2 1,9220 = 0,0643 5,5535 +0,0155
1Ecay3 0,4449 = 0,0597 4,5966 + 0,0142
| Ecay4 1,7960 + 0,0585 5,4376 + 0,0140
1Ecay5 0,8160 = 0,0603 ” c 8,8000 + 0,0142

VEtpa | poave | 2564+ 00308 | DOO3HENS205 | o'Sors s ggrae | 10898E3.4397
1 Ecay7 0,8294 +0,0312 6,8005 + 0,0149
1Ecay8 1,1462 £ 0,0400 10,8221 £0,0192
1Ecay9 5,3941 + 0,0275 14,3874 + 0,0140
1Ecay10 1,1061 £ 0,0328 9,4182+0,0156
2EFrl 25,7852+ 0,1633 90,4664 + 0,0437
2EFr2 19,7439 £ 0,1658 12,4489 + 0,0516
2EFr3 11,8558 + 00,0413 5,4826 40,0202
2EFr4 13,0196 + 0,0382 9,1669 + 0,0178
) 2EFr5 7.6875 + 0,0400 9,6976 £ 0,0202

2 Etapa 2EFT6 28.4126 = 0.1759 21,2624 + 8,0035 13,5447 + 0,0469 11,8195 £+ 4,3075
2EFr7 | 23,8232 40,1355 19,1262  0,0509
2EFr8 24,7314 £0,1433 09,9839 - 0,0497
2EFr9 24,8954 £ 0,1642 18,7459 + 0,0512
2EFr10 | 32,6694 +0,1939 10,5316 £ 0,0472

* Contenido de fenolicos totales como equivalentes de tanino de quebracho.
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Continuacion Tabla C.2: Contenido de fendlicos totales en macerados acuosos y
extractos organicos de P. caudatum (N = 10 para cada etapa).

Fendiicos totales en MA

Fendlicos totales en EQ

Ftapas | ndividuo Contenido Contenido Contenido Contenido
“tapas . . ,
S (mg/g de promedio (mg/g de promedio
biomasa) {mg/g de biomasa) biomasa) (mg/g de biomasa)
3EFr] 12,8598 += 0,1331 8,3912 £ 0,0424
3EFr2 | 14,3517 £ 0,1056 8.1724 £ 0,0317
3EFr3 | 18,8169+0,1122 15,1219 £ 0.0360
3EFrd |14.2667 £ 0,1066 12,0458 £ 0,0347
" 3EFrS | 17,8953 +0,1168 ” 21,9121 +0,0493 "
3 Etapa 3EFT6 | 16,0657 % 0.1124 16,1996 £ 3,0112 20,2657 + 0.0465 15,1535 £5,2765
SEFr7 ] 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
SEFrl10 20,8466 = 0,1347 12,2509 £ 0,0386
4EFrl (10,3681 + 0,0836 11,6507 = 0,0300
4EFr2 10,1262 + 0,0839 7,9875 £+ 0,0268
4EFr3  |13,6247 % 0,0887 10,6808 + 0,0281
4EFrd 12,7099 £ 0,0834 18,8698 = 0,0413
. 4EFr5 8,5057 £ 0.,0764 15,5387 +0,0352
4 Etapa AEFr6 | 14,1353 £ 0,0932 11,5258 £2,9795 10:,9‘138 +0.0294 15,2259 =+ 4,5090
4EFr7 [ 15,8320 £+ 0,0948 17,5746 + 0,0389
AEFr8 |14,3700 £0,1015 19,4831 £ 0,044 1
AEFr9 | 7.3714 + 0,0946 19,9406 + 0,0453
4EFr10 | 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 40,0422 18,0696 + 0,0397
SenFrd | 6,8363 + 0,0424 18,7544 £ 0,0412
Senescente Szzgg ijf; : 8:82‘1% 6,583 + 1.4820 Qé oSt 50?60254;34 15,0618 + 6,780
SenFr7 | 6,1366 +0,0397 8,8750 £ 0,0195
SenFr8 | 6,1304 %+ 0,0395 17,9584 + 0,0395
Senkr9 | 4,5430+0,0374 13,9469 £ 0,0323
Senkrl0 | 6,9917 40,0438 19,3178 = 0,0424
HojFrl | 0,1267 + 0,0209 0,6007 £ 0,0266
HojFr2 | 0,1304 40,0216 0,3026 + 0,0278
HojFr3 | 0,1529 40,0219 0,4704 +0,0281
HojFrd | 0,1849 + 0,0221 0.6327 +0,0283
N HojFrs | 0,0941 40,0276 <~ 0,6802 = 0,0350 ~
Hojarasca HOjFré 01191 +0,0242 0,1532 + 0,0421 0.8948  0.0305 0,8238 +0,4886
HojFr7 | 0,2131 £ 0,0230 1,1750 + 0,0291
HojFr8 | 0,1632+0,0201 2,0300 + 0,0246
HojFr9 | 0,1264 = 0,0203 0,5808 +0,0258
HojFri0 | 0,2214 +0,0204 0,8709 + 0,0260

* Contenido de fendlicos totales como equivalentes de tanino de quebracho.
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Figura C.2: Cromatogramas del MA y del EO de un individuo de 3E fenologica con los

espectros UV correspondientes a los picos de interés en cada uno (CD = compuesto

J—— - :
{5,27 min | 630 min |
i
b
(251 Cum

desconocido; Cum = cumarina).

JE-MA

JC

@

Hiosses

 PteB |

UV de
3E-MA

Figura C.3: Cromatograma del extracto organico (metandlico) de una muestra de suelo.

Tabla C.3: Contenido total de cumarina y compuestos fendlicos por etapa fenologica de

los frondes de P. caudatum.

Cumarina Compuestos fendlicos
Etapa Contenido total Desviacis . .| Contenido total — o
Fenologica* (MA+EO) esvu;/c[figg)tandal (MA+EO) DesvacX)l;Eeslandat
(mg/g de biomasa) M/ ) (mg/g de biomasa) ( )

1E - - 9,2933° 4,6708

2E 1,9226" 0,4300 33,0819° 10,5996

3E 2,0213° 0,7410 31,3531° 6,8268

4E 1,3193" 0,7171 26,7517 5,0853

Senes 0,1564° 0,0985 21,6510° 7,4984

Hoj - - 0,9770" 0,5039

*N = 10, para cada etapa fenoldgica; Letras iguales indican que no hay diferencias significativas, p > 0,05,

segun el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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ANEXO D. Bicensayos de fitotoxicidad

Tabla D.1: Datos de actividad de cumarina patron (SIGMA, 99% pureza) sobre la

elongacion de tallo y raiz y la germinacion de lechuga.

Concentracion de cumarina en MA-{pM)- -

2 da Etapa

caudatum en cada individuo.

3 era Etapa

individuos/Etapa fenoldgica
Figura D.1: Concentracion de cumarina en los MA por cada etapa fenoldgica de P.

Concentracion de TALLO RAIZ Germinacién

cumarina (uM) | 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 0 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 10 6,33 15,69 3,40
0,1 4 4,11 7 5,83 15,69 3.40

200

160

140 [

4 ta Etapa

Senescente



Tabla D.2: Datos de actividad de los MA de P. caudatum sobre la elongacion de tallo y raiz y la germinacion de lechuga.

. Derivados % Actividad MA sobre Lechuga
Etapa Cumarina 1 i i e}
Fenologica| "1 | MA [uM] fendlicos TALLOT RAIZ i GERMINACION®
MA [mg/L] Actividad DS Actividad DS Actividad DS

2E1 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

Etapa 2 2E5 92,76 203,45 -54 3,99 -65 7,23 17,65 3,40
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

2E10 124,17 382,61 -78 8,03 -86 2,07 9,80 8,99

3EI 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

Etapa 3 3E5 108,39 365,98 -68 6,13 -87 2,72 15,69 3,40
' 3E6 88,88 345,01 -36 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

3E10 114,32 349,86 -76 6,61 -84 4,24 15,69 3,40

(1) % Actividad = (L’m’a”w”m Lot )x100 (*) DS = desviacion estandar
control
NSG NSG

Irataniento

control )x] OO
NSG

(2) % actividad sobre ger min acion =(

control
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Continuacién Tabla D.2: Datos de actividad de los MA de P. caudatum sobre la elongacion de tallo y raiz y la germinacion de lechuga.

. Derivados % Actividad MA sobre Lechuga
Etapa Cumarina (1 ;
Fenolégica Muestra | .\ [M] fendlicos TALLO RAIZ GERMINACION
' MA [mg/L] Actividad DS Actividad DS Actividad DS
4E1 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
Etapa 4 4ES5 23,71 160,8? -30 9,66 -49 7,04 15,69 3,40
‘ 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 0,00 -27 10,29 17,65 3,40
4E10 18,37 97,29 221 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
Senescente Senes5 4,86 271.39 44 18,11 -10 15,31 17,65 3,40
Senes6 57,97 698,99 -100 0,02 -94 0,74 -15,69 6,79
Senes? 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 -01 3,97 -87 5,20 13,73 3,40
(h % Actividad = (M”L:—L’””"i)xlo() (*) DS = desviacion estandar
% actividad sobre ger min acion =( ‘NSQ"’”‘"”f""""’ = MG )x100
NSG . ot

@)
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Tabla D.3: Concentracién de pterosina A y pterosina B en los MA de los individuos de 1E y

2E fenologica.

MA Concecnt Concent
INDIVIDUOS Pterosina B Ptcrosina A [uM]
Cayados y 2E [uM] '

1E_Cayadl 1,27 0,21
1E_Cayad?2 5,98 0,61
|E_Cayad3 1,77 0,28
IE_Cayad4 1.36 0,16
1E Cayad5 0,35 0,20
1E_Cayad6 1,63 0,53
|E_Cayad7 5,59 0,91
1E_Cayad8 0,78 0,31
IE_Cayad9 1,95 0,70
IE_Cayadl0 1,31 0,15
2EFr] 4.33 2,66
2EFr2 1,37 3,69
2EFr3 2,36 2,95
2EFr4 2.26 5,49
2EFrs 1.89 2,1
2EFr6 3,95 1.38
2EFr7 3,62 0,86
2EFr8 5,53 0.85
2EFr9 2,99 1,20
2EFr10 3,10 2,51

*1E primera etapa; 2E = segunda etapa.

800
700 -
600 -

500

de tanino de quebracho en MA {mg/L}

Concentracion de fendlicos totales como equivalentes

1era Etapa 2 da Etapa 3 era Etapa 4ta Etapa Senescente Hojarasca

Individuos /Etapa fenoldgica

Figura D.2: Concentracion de fendlicos totales en los MA de los frondes de P. caudatum para

todos los individuos por cada etapa fenologica.
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Tabla D.4: Actividad fitotéxica de las pterosinas y el Linurén sobre el crecimiento de tallo y

raiz de L. sativa.

TALLO DE Lactuca sativa

Concentraciones Pterosina A Pterosina B Pterosina A+B Linuron

(pM) promedic  ds | premedic ds | promedio ds |promediec ds
50 8 13,55 15 12,66 5,00 14,30 -30 5,55
25 0 - 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 ] - -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 -16,00 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 13,91 10 21,61

RAIZ DE Lactuca sativa

50 68 33,1 53 242 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 -3 - 7 253
6,3 20 39,6 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 -10 9,9 13 23,6 15 15,2
0,4 4 15.2 -9 12,9 6 15,7 15 21.2
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