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Efecto alelopético del extracto etandlico de Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek en semillas
de Allium fistulosum L. y Lactuca sativa L. Escasos estudios indican que Maytenus ilicifolia
podria ejercer efecto alelopatico. Este estudio fue realizado para evaluar los efectos del extracto
etandlico de M. ilicifolia sobre la germinacion y crecimiento radicular de semillas de Lactuca sativa
y Allium fistulosum. Se llevé a cabo un estudio experimental analitico con disefio de bloques com-
pletamente al azar, se prepar6 el extracto etandlico de hojas de M. ilicifolia a concentraciones de
10, 1 y 0,1 mg.mL™. Los ensayos se realizaron por triplicados utilizando 432 semillas de cada
especie depositadas en placas de Petri con papel absorbente estéril, humedecidas con 5 ml de
cada solucién, y agua destilada como testigo, incubadas a 28° C. Los datos obtenidos fueron ana-
lizados con test de ANOVA y Kruskal-Wallis. Los resultados sugieren efecto alelopatico negativo
sobre la germinacion de L. sativa y A. fistulosum a la concentracién de 10 mg.mL! e inhibidor del
crecimiento radicular a concentraciones de 1y 10 mg.mL™.

Palabras claves: Maytenus ilicifolia, alelopatia, germinacion, radicula, Allium fistulosum, Lactuca
sativa

Allelopathic effect of Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek ethanolic extract on seeds of Al-
lium fistulosum L. and Lactuca sativa L. Few studies indicate Maytenus ilicifolia could exert
allelopathic effect. This study was conducted to evaluate the effects of the ethanolic extract of M.
ilicifolia on germination and radicle growth of Lactuca sativa and Allium fistulosum seeds. An ana-
lytical experimental study with a completely random block design was carried out, for this the etha-
nolic extract of M. ilicifolia leaves was made at concentrations of 10, 1 and 0,1 mg.mL"*. The tests
were carried out in triplicates using a total of 432 seeds of each species deposited in Petri dishes
with sterile absorbent paper, moistened with 5 ml of each solution, and distilled water as control,
incubated at 28°C. The data obtained were analyzed with ANOVA and Kruskal-Wallis tests. The
results suggest a negative allelopathic effect on L. sativa and A. fistulosum germination at a con-
centration of 10 mg.mL and root growth inhibitor at concentrations of 1 and 10 mg.mL™,
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(Molisch, 1937; Asaduzzaman et al. 2010).

INTRODUCCION

El término alelopatia se refiere a inter-
acciones bioguimicas entre todo tipo de
plantas, incluyendo microorganismos

Steviana, Vol. 10 (2), 2018 pp. 24 — 31
Original recibido el 8 de octubre de 2018
Aceptado el 10 de diciembre de 2018

Estas reacciones naturales tienen maltiples
efectos, que van desde la inhibicion o esti-
mulacion de los procesos de crecimiento de
las plantas vecinas, hasta la inhibicién de
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la germinacion de semillas (Blanco, 2006).
Aparentemente, la mayoria, si no todos, los
compuestos organicos que son inhibidores
en algunas concentraciones son estimulan-
tes para los mismos procesos en concentra-
ciones muy pequefias (Rice, 1984). Las
condiciones fisioldgicas influyen en estos
aleloquimicos, tales como las etapas nutri-
cionales y fenoldgicas, y las condiciones
del ambiente donde se cultivan las plantas
(Cecchin et al., 2017). Maytenus ilicifolia,
también conocida como ‘“‘cangorosa”, es
una planta originaria de Sudamérica, perte-
neciente a la familia Celastraceae. Segun
Cirio et al. (2003), las plantas de M. ilicifo-
lia crecen naturalmente y se desarrollan en
ambiente sombreado, dispersas en los bos-
ques, en suelos con alto contenido de ma-
teria organica. Es comlnmente utilizada
como planta medicinal debido a que posee
accion antiulcerogénica por presencia de
flavonoides en la composicién, y accién
antioxidante por presencia de polifenoles
(Da Silvaetal., 2012). Escasos estudios in-
dican que podria ejercer efecto alelopatico
(Dias et al., 2005; Mendes et al., 2010).

La utilizacién de agentes alelopaticos,
como una herramienta de manejo en los
cultivos, puede ser uno de los usos mas
practicos y aplicables de la alelopatia en
los agroecosistemas (Blanco, 2006). La
alelopatia puede ofrecer nuevas sustancias
quimicas con propiedades herbicidas me-
nos perjudiciales para el medio ambiente y
el hombre que los sintéticos en uso en la
actual agricultura (Inoue et al., 2010). De-
ben llevarse a cabo estudios acerca de los
factores que influyen en la produccion y li-
beracién de aleloquimicos con el fin de
promover la alelopatia como un recurso de
control no convencional para el manejo de
plagas en sistemas agricolas (Kobayashi &
Ikato-Noguchi, 2015).

Esta investigacion fue realizada con el
fin de evaluar los efectos del extracto eta-
nolico de M. ilicifolia a diferentes concen-
traciones sobre la germinacion y creci-
miento radicular de semillas de Lactuca sa-
tiva y Allium fistulosum mediante ensayos
in vitro a modo de generar los primeros da-
tos para su posterior ensayo in vivo.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del extracto etandlico de
Maytenus ilicifolia

Los especimenes vegetales de M. ilici-
folia fueron proporcionados por el Labora-
torio de Mutagénesis, Carcinogénesisy Te-
ratogénesis Ambiental de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales (FACEN-
UNA) e identificados taxonémicamente en
el Laboratorio de Recursos Vegetales (LA-
REV) de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Las hojas fueron secadas sin ex-
posicién directa al sol, asi como al flujo de
aire a modo de evitar la oxidacion de los
compuestos (Hostettmann et al., 2008).
Una vez secas fueron trituradas con ayuda
de un molino manual, el producto fue tami-
zado con ayuda de una malla de 0,05 mm a
modo de obtener un triturado homogéneo.
Luego se peso una cantidad de 500 gramos
con ayuda de una balanza de precision y se
mezclo con el solvente (Etanol 98°) en una
proporcion de 3:50 (Singh et al., 2011). La
solucidon se dejo reposar por 30 dias con
agitacion diaria, luego se filtré6 con ayuda
de un equipo filtrador a modo de separar
los residuos del sobrenadante (Singh et al.,
2011). El filtrado fue sometido a calenta-
miento y agitacion constante a temperatura
de 80° C con el fin de evaporar el solvente
empleado y obtener el extracto crudo. Se
obtuvo 15 gramos del extracto crudo con el
cual se realizaron las concentraciones
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finales de 0,1 mg.mL?, 1 mg.mL? y 10
mg.mL* para ser utilizadas en los ensayos.

Desinfeccion de semillas de Lactuca sa-
tiva y Allium fistulosum

Las semillas de L. sativa y A. fistulosum
fueron obtenidas de un proveedor comer-
cial. Se lavaron en un Erlenmeyer de 100
mL con etanol al 70% durante 3 minutos,
luego se desinfectaron con Hipoclorito de
sodio 1:3 (v/v) durante 2 minutos, se reali-
zaron 2 ultimos lavados con agua destilada
durante 2 minutos. Luego de esto, se reti-
raron las semillas y se las dejo secar sobre
papel absorbente previamente esterilizado.

Ensayos de germinacion y medicion de
radiculas de L. sativa y A. fistulosum
Previamente se limpiaron 24 placas de
Petri con etanol al 70% y luz UV durante
una hora a modo de disminuir la carga de
microorganismos y contaminantes. Luego
se colocaron papeles absorbentes previa-
mente autoclavados (121°Cy 1 atm de pre-
sion por 15 minutos). Se trataron un total
de 144 semillas por especie, para ello se
humedecieron los papeles absorbentes con
5 mL de cada una de las soluciones acuosas
del extracto etandlico de M. ilicifolia (0,1
mg.mL?, 1 mg.mL? y 10 mg.mL) y agua
destilada como testigo, estos tratamientos
se realizaron por triplicados. Una vez cul-
minado fueron almacenadas en una incuba-
dora a una temperatura constante de 28° +
2° C. Se realizaron verificaciones diarias

de la germinacion y el conteo final de las
semillas y la medicion de la longitud de ra-
diculas de L. sativa y A. fistulosum se rea-
lizaron a los seis y once dias luego del tra-
tamiento respectivamente. Las mediciones
de las radiculas se realizaron con ayuda de
un escalimetro de precision 0,005 mm.

Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos fueron analizados
mediante los tests estadisticos de ANOVA
y Kruskal-Wallis con 95% de confianza y
con previa comprobacion de supuestos.
Como analisis post-hoc se empled el test de
Tukey y de Dunn (Dunn, 1964). Para ello
se empled el paquete estadistico Past ver-
sion 3.00 (Hammer et al., 2001). Los grafi-
cos estadisticos se realizaron con el soft-
ware GraphPad Prism 6.00, La Jolla Cali-
fornia USA (Swift, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en los trata-
mientos de las semillas de L. sativa, de-
mostraron un porcentaje de germinacion
del 100 % al ser tratadas con agua desti-
lada. Con la concentracion 0,1 mg.mL™ de
la solucién acuosa del extracto etanolico de
M. ilicifolia revelaron el 95,37 % de germi-
nacion; al utilizar la concentracion 1
mg.mL* el porcentaje de germinacion fue
del 97,22 %, y con la concentracion 10

Tabla 1: Porcentaje de germinacion de semillas de Lactuca sativa y Allium fistulosum.

Lactuca sativa

Allium fistulosum

Agua destilada 100 64,81

0,1 mg.mL1! 95,37 72,22

1 mg.mL! 97,22 61,11

10 mg.mL! 10,19% 54,63%
*p<0,05
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Tabla 2: Promedio de longitud de radiculas de semillas germinadas de Lactuca sativa y Allium

fistulosum.
Lactuca sativa Allium fistulosum
Agua destilada 16,30 53,69
0,1 mg.mL! 18,12 54,33
1 mg.mL! 14.61% 51,84
10 mg.mL! 11,00% 37,39%
*p<0,05

mg.mL el porcentaje de germinacion fue
el 10,19%. Se observo una diferencia con-
siderable entre este Ultimo porcentaje con
respecto al 100 % de germinacion corres-
pondiente al testigo (Tabla 1, Fig. 1A.)
Asi también con las semillas de A. fis-
tulosum, se obtuvo un porcentaje de germi-
nacion del 64,81 % en el tratamiento con
agua destilada como control. El trata-
miento con el extracto de M. ilicifolia a la
concentraciéon 0,1 mg.mL* demostré un
72,22 % de germinacién; al utilizar la con-
centracion 1 mg.mL* el porcentaje de ger-
minacion fue del 61,11 %, y con la concen-
tracion 10 mg.mL™ 54,63 % de germina-
cién. En este caso, se observaron diferen-
cias significativas entre el porcentaje de

germinacion de las semillas tratadas con la
concentracion 0,1 mg.mLy el de las se-
millas tratadas con la concentracion 10
mg.mL* (Tabla 1, Fig. 1B.)

Segun Dias et al. (2005), el extracto eta-
nolico de M. ilicifolia no posee influencia
alguna en la germinacion de semillas de L.
sativa. En contraste, segin lo observado
por Chaves et al. (2014), el extracto acuoso
de M. ilicifolia en las concentraciones de
85% y 100% causd una mayor inhibicion
en la germinacién de las semillas en com-
paracion con el testigo.

El valor promedio obtenido para las se-
millas de L. sativa germinadas en el trata-
miento con agua destilada fue de 16,30
mm. El tratamiento con la concentracion
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Fig. 1: Porcentaje de germinacion de semillas. A. Lactuca sativa B. Allium fistulosum.
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0,1 mg.mL? del extracto revel6 un valor M. ilicifolia en el crecimiento de radiculas

promedio de 18,12 mm. Con la concentra-
cion 1 mg.mL* el promedio fue de 14,61
mm, y con la concentraciéon 10 mg.mL™* se
obtuvo un promedio de 11,00 mm. Estos
dos ultimos tratamientos presentaron dife-
rencias considerables respecto al promedio
de longitud de radiculas obtenido en el tra-
tamiento con el extracto de M. ilicifolia a
0,1 mg.mL* (Tabla 2, Fig. 2A.). Las semi-
llas germinadas de A. fistulosum en el tra-
tamiento con agua destilada presentaron un
promedio de longitud de radicula de 53,69
mm. En el tratamiento con la concentra-
cion 0,1 mg.mL?, se obtuvo una longitud
radicular promedio de 54,33 mm. Con la
concentracion 1 mg.mL™ el promedio de
longitud radicular fue de 51,84 mm, sin em-
bargo, con la concentracién 10 mg.mL"!, el
promedio de longitud radicular fue menor
siendo este de 37,39 mm. Este Gltimo trata-
miento evidencié disminuciones significa-
tivas en cuanto a la longitud en compara-
cion a los demas crecimientos radiculares
de los otros tratamientos (Fig. 2B). Dias et
al. (2005) evidenciaron la influencia inhi-
bitoria del extracto etandlico de hojas de
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de L. sativa. Los tratamientos con extracto
acuoso y extracto etandlico de Maytenus
rigida realizados por Mendes et al. (2010)
sobre el meristema radicular de Allium
cepa dieron como resultado un aumento en
la division celular; mas importante aun,
esta division se produjo sin provocar ano-
malias cromosomicas.

El potencial alelopético de las hojas de
M. ilicifolia puede deberse a la presencia
de saponinas, taninos y flavonas, los cuales
gjercen dicha actividad sobre semillas de
otras especies. Un andlisis cualitativo de fi-
toquimicos realizado por Machado et al.
(2006) mostrd que M. ilicifolia contiene en
sus hojas saponinas, taninos y flavonas. La
presencia de estos compuestos podria ex-
plicar el potencial alelopético de las hojas
de M. ilicifolia, ya que los mismos ejercen
dicha actividad sobre semillas de otras es-
pecies. Entre los compuestos polifendlicos
presentes en las hojas predominan, entre
otros, taninos hidrolizables (&cido tanico),
taninos condensados en las hojas (cate-
guina, epicatequina, 4-O-metilepigalocate-

quina 'y su epimero 4'-O-metil-
B.
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Fig. 2: Promedio de longitudes de radicula de semillas tratadas con extracto de Maytenus ilici-

folia. A. Lactuca sativa B. Allium fistulosum.
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entgalocatequina (Silva y Récio, 1992;
Soares et al., 2004; Pessuto, 2006). Un
analisis cuantitativo de los glucdésidos
flavonoides de extractos metandlicos de M.
ilicifolia mediante HPLC realizado por
Leite et al. (2001), reveld a estos compues-
tos como los principales constituyentes del
extracto. De acuerdo con Silva (2004), las
saponinas, que son terpenoides glicosila-
dos, son sustancias involucradas directa-
mente en efectos alelopaticos. Las saponi-
nas actian reduciendo la frecuencia respi-
ratoria mediante la reduccion de la difusion
de oxigeno a través de la cubierta de la se-
milla, lo que inhibe el proceso de germina-
cion y el crecimiento de la planta (Maras-
chin-Silva & Aquila 2005). Los &cidos téa-
nicos son capaces de inhibir las actividades
de la peroxidasa, catalasa y celulosa (Zhao-
Hui et al., 2010). Desafortunadamente, el
mecanismo preciso por el cual los flavo-
noides participan en la alelopatia es aln
desconocido (Mierziak et al., 2014). Las
formas potenciales en las que pueden in-
fluir en la alelopatia pueden incluir la inhi-
bicion del crecimiento celular, alteraciones
en la produccion de ATP y dificultando el
buen funcionamiento de las auxinas (Ber-
how & Vaughn, 1999).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos evidenciaron
un bajo porcentaje de germinacion de las
semillas de L. sativa y A. fistulosum en el
tratamiento con la concentracion de 10
mg.mL, también se observé menor creci-
miento radicular de L. sativa con los trata-
mientos de 1 y 10 mg.mL™, sin embargo
con semillas de A. fistulosum se observo
menor crecimiento radicular en el trata-
miento con la concentracion de 10 mg.mL-
1. Estos resultados sugieren un efecto

alelopético negativo sobre la germinacion
de las semillas de L. sativa y A. fistulosum
a la concentracion de 10 mg.mL™ e inhibi-
dor del crecimiento radicular a las concen-
traciones de 1 y 10 mg.mL?. Se reco-
mienda repetir los ensayos in vitro am-
pliando el nimero de especies vegetales de
importancia economica, empleando una
extraccion acuosa y una acetonica a modo
de separar los metabolitos por afinidad qui-
mica. Ademas, es recomendable continuar
con ensayos in vivo a mini escala a modo
de reconfirmar los resultados obtenidos in
vitro.
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