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RESUMEN. Debido a que la calidad y volumen de produccion de los cultivos horticolas se ven severamente
afectados por diferentes hongos, la utilizacion de productos fitosanitarios constituye una necesidad.
Dentro del manejo integrado de plagas, la utilizacion de productos de origen botanico con propiedades
biocidas resulta un instrumento tecnoldgico importante a tener en cuenta. En este trabajo se evalud el
efecto de extractos crudos de hojas y flores de Wedelia trilobata L. en el crecimiento y esporulacion de
los hongos Alternaria solani (Ell y Mart) y Alternaria porri (Ell y Cif). Se emplearon diferentes dosis de
los extractos y como método de bioensayo se utilizo la dilucion en agar. El experimento fue montado
mediante un disefio completamente aleatorizado. Ambos extractos inhibieron el crecimiento y
disminuyeron la esporulacion de los hongos evaluados con diferencias altamente significativas lo que
permite concluir que poseen propiedades antifingicas promisorias. El tamizaje fitoquimico reveld la
presencia de alcaloides, saponinas, taninos, estructuras triperpénicas, entre otros. Se recomienda
para el estudio de nuevos extractos crudos el empleo de dosis superiores a 1g L™ para esta primera
fase in vitro.

Palabras clave: Actividad antifingica, Alternaria porri, Alternaria solani, Wedelia trilobata.

ABSTRACT. The use of plant protection products in the agriculture is a necessity because the losses
caused by many pathogens; nevertheless, continuous use of synthetic pesticides of wide spectrum
rebounds negatively in the environment so; the biological methods, and the employment of vegetable
extracts play an important roll inside the ecological handling of plagues. In this work was carried out a
study to evaluate the effect of extracts prepared at different doses from leaves and flowers of Wedelia
trilobata L. L. against the fungi Alternaria solani (Ell and Mart) and Alternaria porri (Ell and Cif). The
experiments were arranged in a totally randomized design and, the bioassay method was agar dilution.
All the extracts inhibited the growth and they diminished the esporulation of the fungi evaluated with
highly significant differences so; it allows concluding that they possess promissory antifungal proper-
ties. Phytochemical study showed the presence of alkaloids, saponins; tannins, triterpenic structures,
and so on. Itis recommended for the study of new extracts that superior dose is used 1 g.L-1 for the first
phase in vitro.

Key words: Antifungal activity, Alternaria porri, Alternaria solani, Wedelia trilobata.

INTRODUCCION control de las enfermedades foliares de hortalizas

los medios culturales resultan mucho menos eficaces
La lucha contra los organismos nocivos es necesaria  en comparacion con los hongos del suelo (Belday
y por ello es importante desarrollar tecnologias  Lastres, 2006). El principal medio de lucha es, pues,
apropiadas para regularla (Gomero, 2000). Enel  lautilizacion de productos quimicos que sean activos
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contra los agentes causantes de enfermedades.
(MINAGRI, 2002)

En la naturaleza las plantas han desarrollado
interacciones que pueden ser muy ventajosas,
algunas de ellas incluidas ya en el manejo de plagas,
como es el caso de productos biocidas de origen
botanico (Vazquez, 2003). Segun Villalobos (1996)
los compuestos naturales pueden servir como base
para el desarrollo de nuevos productos fitosanitarios
mas selectivos y menos contaminantes.

La familia Asteraceae comprende cerca de 25 000
especies distribuidas en aproximadamente 1100
géneros. Esta familia aparece reportada en un gran
numero de referencias como poseedora de
propiedades medicinales (Carvalho etal.,2001).
El género Wedelia, dentro de esta familia, consta
de 65 especies aproximadamente, distribuidas en
el trdpico y regiones de temperaturas calidas (Sohel
etal.,2003). La especie Wedelia trilobata, segin
Csurhes y Edwards (1998), crece en areas abiertas
con el suelo bien drenado y himedo. Esta planta se
ha utilizado tradicionalmente para tratar hepatitis, la
indigestion e infecciones (Hernandez, 2006).
Informa Ferreira (2001) que en especies del
género Wedelia se ha verificado actividad
antibiotica e insecticida. Segun encuestas
realizadas por los autores en la ciudad de Bayamo,
es una especie ornamental muy apreciada por
los jardineros pues evita en gran medida la
presencia de malezas.

Teniendo en cuenta la riqueza de sustancias bioac-
tivas que poseen muchas de las especies de la fa-
milia Asteraceae, en este trabajo se evalta el efecto
de los extractos de hojas y flores de W. trilobata
en el control in vitro de Alternaria solani (Ell y
Mart) y Alternaria porri (Ell y Cif) y se realizan
ensayos cualitativos para determinar la presencia de
diferentes metabolitos en los extractos.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizo en el periodo comprendido de
enero ajuliode 2006. El material vegetal fue colec-
tado en horas de la mafiana en los alrededores de la
Universidad de Granma, Bayamo. Se herborizaron
tres ejemplares, los cuales fueron depositados en la
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coleccion del laboratorio de Botanica de este
centro de estudios. El secado de las hojas se
efectud en estufaa 35 °C, luego se molié de forma
manual y se tamizo el tamafio de las particulas a
2,5 mm. El extracto se obtuvo por el método de
percolacion con etanol al 70 % durante siete dias;
la eliminacion del solvente se realizé por
rotoevaporacion a 40 °C y 150 rpm.

Se obtuvieron cultivos monosporicos a partir de los
siguientes materiales colectados en el organopdnico
Hogar de ancianos de la ciudad de Bayamo: A.
solani de Lycopersicum esculentum L. var. Vitay
A. porride Allium cepa L. var Yellow Granex. El
método de bioensayo fue el de dilucion en agar
(Rahmann et al., 2001). Los tratamientos
consistieron en la utilizacion de tres dosis del extracto:
0,1;0,3y0,5 g.L'! para el extracto de hojasy 1,
2,3 gL'parael extracto de flores de la planta. En
las tablas de resultados se presentan como dosis 1,
2y 3, respectivamente. Se empled un control positivo
(Zineb, 0,1g.L"") y un control negativo (medio de
cultivo sin productos). La solucién madre de cada
extracto se esterilizo por filtracion a través de filtro
bacterioldgico de membrana, de tamafo de poro
de 0,1 p. El medio PDA, luego de ser ajustado su
pH a 5,4 fue esterilizado en autoclave a 121 °Cy
1,2 atmosferas durante 20 minutos. En el flujo
laminar se le adicionaron las alicuotas correspon-
dientes del extracto para obtener las disoluciones
deseadas ajustadas aun volumen final de 50 mL, el
cual fue vertido arazén de 10 mL por placa.

Los bioensayos se montaron sobre un disefio
completamente aleatorizado. Se utilizaron discos de
5 mm de didmetro obtenidos del cultivo del hongo
crecido en placas con 7 dias de edad. Cada 24
horas, durante 7 dias, se realiz6 la medicion del
crecimiento en didmetro del micelio con un pie de
rey.

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion micelial
mediante la formula siguiente:
Inhibicién micelial (%) = [(dc - dt)/dc] x 100

donde:
dc = diametro del micelio del control

dt=didmetro del micelio del tratamiento
Se realizo6 un analisis de varianza de clasificacion
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simple con el Programa Statistica version 5 del
afio 1997. Los datos en las tablas se expresan
como lamedia + desviacion estandar de la media.
Se consideraron diferencias significativas para
a < 0,05 y altamente significativas paraa <0,01.
Como prue-ba de comparacién de medias se
emplea el Método de Scheffé. Los graficos se
realizaron con el programa Excel del Office de
Windows 2000.

La esporulacion se midi6 a los 8 dias mediante
camara de Neubauer (Neubauer hemocytometer
(Boeco)) bajo el microscopio. Por cada placa se
tomaron discos del centro, medio y periferia de la
coloniay se determiné la media. Luego se calculd
el estimado de esporas mediante la formula:

Esporas=K xNx D
Siendo:

K: constante de la camara utilizada (= 6,3 x 10%),
N: media de la cantidad de esporas contadas'y
D: dilucién empleada.

Serealiz6 tamizaje fitoquimico segin Richard y Cannell
(1998) y Penaetal. (2002). Se utilizo la simbologia
descrita por el iltimo para referir los resultados.

El pH fue medido en Microprocesador pH meter
Hanna pH-211 y el indice de refraccién en un

refractometro AB. Se realizo, ademas, un analisis
fisico de los extractos para describir sus caracteris-
ticas mas representativas en cuanto a color, olory
sabor.

RESULTADOS Y DISCUSION

Enlatabla 1 seaprecia que con el fungicida comer-
cial empleado se obtuvo el 100 % de inhibicion del
crecimiento de A. porri, pero una baja efectividad
del producto frente a A. solani. Mesiaen y Lafon
(1967) sefialan que este hongo es muy resistente a
los fungicidas y dentro de estos, los que ofrecen
mejores resultados en su control son los ditio-
carbamatos. En cada columna se observa que
existen diferencias altamente significativas entre
todos los tratamientos, lo que indica que de forma
general con cada dosis se obtiene una respuesta
diferente que a su vez difiere de los resultados
obtenidos con el fungicida comercial. Se evidencia
ademas como regularidad que con el incremento
de la dosis del extracto se obtienen porcentajes de
inhibicion superiores. No obstante, s6lo con el
extracto de flores de la planta frente al hongo A.
porri se obtiene un porcentaje de inhibicion supe-
rior al 50 %. Rivera et al. (2004), al probar
diferentes extractos vegetales contra Alternariasp.
y Fusarium sp., también encontraron que la capa-
cidad de inhibicion de los mismos se incrementaba
con el aumento de las dosis.

Tabla 1. Efecto del extracto de hojas de W. trilobata en el crecimiento de los hongos al séptimo dia. Significacion

(o< 0,01)
Tratarnientos Extracto de hojas Extracto de flores
Inhibicidn (Media £ 5) Inhibicidn (Media £ 5)
A parr A, zolan A por A, solani
F.Comercial | 100 £ 00 a | 27 4+£054b | 1000 a |27 4+054d
Dasis 1 J352+11 d|000+£000c | 26+£223c | 396 £054c
Dasis 2 202 +13 c | YSF+167b [395+1760 | 475+164b
Dasis 3 287 £10b| 355+2586° | 432+£37b | 582 £0,44°
ES 0.24 og7 EEE a,41

El crecimiento de los hongos frente a los
extractos durante el periodo evaluado no fue
constante. En la tabla 2 se aprecia que A. porri
cuando crece en un medio libre de factores
limitantes adquiere la mayor velocidad de
crecimiento durante los tres primeros dias,

disminuyendo luego de forma progresiva esta
variable en relacion directa con la disminucion
de los recursos disponibles del medio y el espacio
para el crecimiento Sin embargo, frente al
extracto de hojas de W. trilobata resulta
inestable la respuesta, lo que puede deberse a
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al estar a baja concentracion permiten que el hongo
pueda adaptarse y recuperar su capacidad de
crecer.

Tabla 2. Velocidad de crecimiento (Alternaria porri)

de incubacién la capacidad inhibitoria de los
extractos, lo cual podria sugerir la necesidad de
aumentar las concentraciones a fin de prolongar su
efecto. También este autor
refiere que se evidencid un
crecimiento aiin mayor que el

Tratamientos Dial|[Dia2[ Dia3d| Diad | Dias | Diak | Dia7? testigo, cuando el extracto dismi-
Coniral 34 (47 [48 [37 [208 [183 [087 . ore i
Fungicida. Com. [ 0,0 |00 |00 [0,0 [00 [00 |00 nufa su capacidad inhibitoria. Se
Dosis 1(ed. hojasy | 2.0 | 6. | 3.0 | 2.85 | 2,09 | 2,33 | 0,80 desea destacar que Alcala et al.
Dosis 2ext hojas) [ 0,8 a1 1,26 | 1,8 2582 1149 1,05 (2005) considerana s g_L‘l,una
Dosis Jiesd hojas) | 05 | 3.8 | 233 | 1,75 [ 1,84 [1,23 [ 1,54

También en Alternaria solani resulta muy activo el
crecimiento en todos los tratamientos durante los
primeros tres dias sin diferencias apreciables entre
ellos como muestra la Figura 1. La inhibicion del
crecimiento frente al extracto de hojas (solo en las
dosis 2 y 3) y el fungicida comercial se hace patente
entre el cuarto y sexto dias. Al séptimo dia se
observa una ligera tendencia del hongo a
incrementar nuevamente el crecimiento, lo cual
pudiera estar relacionado con la pérdida de
efectividad de las sustancias inhibitorias en
funcion del tiempo o con la capacidad adaptativa
del hongo.

—#— FUNG COR

—8— DOsIs
DOsIS 2
DOsIS 2

—s— COMTROL

Cireci misnto {mm)

12 3 456 7

Tie mpo (clias)

Figura 1. Dinamica de crecimiento de Alternariasolani
vs Extracto de hojas

Resultados similares a los mostrados obtuvieron
Alcala et al. (2005) al ensayar varios extractos
vegetales y fungicidas sintéticos in vitro contra Scle-
rotium rolfsii. El autor destaca que los extractos
probados habian inhibido el crecimiento o lo habian
retrasado. Sin embargo, sefiala que lainhibicion del
crecimiento del hongo habia sido muy variable en el
tiempo reduciéndose con el incremento del periodo
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dosis baja; la cual resulta extre-
madamente superior a las em-
pleadas de este extracto, (0,1; 0,3y 0,5 g.L") lo
cual refuerza la idea de que el mismo mostrd
resultados promisorios. Segun Lopez (2004) uno
de los problemas principales que se encuentra en la
produccion de metabolitos para la obtencion de
nuevos compuestos es precisamente la baja
concentracion a la que se encuentran los mismos en
las células y que su sintesis se realiza en estructuras
especializadas de la planta.

El crecimiento de A. porri frente al extracto de flores
de la planta (figura 2) es limitado, con valores que
fluctiian entre el 30 % y el 47 % por las diferentes
dosis del extracto durante los tres primeros dias'y
luego se mantiene estable alrededor de estos
numeros con una tendencia al decrecimiento hacia
el séptimo dia. Una respuesta similar se obtiene con
A. solani (figura 3) donde se observa un incremento
en el poder de inhibicion del extracto que alcanza
valores maximos al quinto dia con una tendencia
posterior al decrecimiento al séptimo dia.

Stauffer et al. (2000) obtienen una disminucion del
diametro de la colonia de especies del género Al-
ternaria de unos 20mm (similares a los obtenidos
en este experimento) con extracto de cebolla; los
mismos fueron preparados a una concentracion del
50 % en masa (150 g del vegetal en 300 ml de
solvente). Resulta interesante destacar como la dosis
2, parael caso de A. solani, se comport6 similar al
fungicida comercial y la dosis fue superior a este.
Resultados similares han sido informados por otros
autores. Bonilla et al. (1993), citado por Mesén
(2005), reporta que el extracto de Equisetum
giganteum es capaz de mostrar un control efectivo
del tizon tardio de la papa con un porcentaje final
de 55 % a diferencia del control (fungicida
comercial) que fue de un40 %
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Figura 2. Dindmica de inhibicion del hongo A.
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extracto de flores
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Figura 3. Dindmica de inhibicion del hongo A.
solani vs.
extracto de flores

Laesporulacion de A.porri frente a las diferentes
dosis del extracto de hojas se comporta en unrango
comprendido entre 1,1 x 10*y 2,14 x 10* siendo
menores donde en el control que fue de 3,3 x 10%
En el fungicida comercial no se observo presencia
de esporas, lo cual guarda relacion con lalimitacion
del crecimiento, que en este tratamiento tuvo la
maxima expresion. Con este mismo extracto la
esporulacion de A. solani en el control (4.7 X 10%)
resulta alrededor de tres veces superior a la
reportada en los tratamientos: 0,99 x 10 (fungicida
comercial) y0,15;0,15y0,13x 10°(dosis 1,2y 3,
respectivamente).

Larespuestade la esporulacion de los hongos frente
al extracto de flores de W. trilobata fue como sigue:
En A. porri se observo una mediade 1,1 x 10*en
todas las dosis, siendo este valor tres veces menor
que el observado en el control (3,3 x 10*). La me-
dia de esporulacion en el control de A. solani fue
4,7 x 10°* mientras que en los tratamientos fue: 0,99
x 10? (fungicida comercial) y 0,11; 0,21 y 0,11 x
10°(dosis 1,2 y 3, respectivamente). Estos resulta-

dos indican que este extracto posee la propiedad
de disminuir la produccién de indculo del hongo.
Hernandez (1982) sefiala que la tasa de esporulacion
es el factor mas importante de un hongo para su
diseminacion.

Para ambos hongos el zineb se comporta como un
buen agente de control, citado por Huerres y Cara-
ballo (1996). También este resultado reafirma lo
sefalado por Benlloch (1983) acercade que en la
accion protectora de los fungicidas quimicos se
encuentra su poder para impedir la esporulacion del
parasito, matar sus elementos reproductivos (espo-
ras y otros), matar la totalidad de sus 6rganos o
inhibir su desarrollo.

El extracto de flores de Wedelia trilobata fue pre-
parado a una concentracién mayor que el de hojas;
con el mismo se obtuvieron porcentajes de inhibicion
superiores tanto para el crecimiento como para la
esporulacion. Aguayo (2002) plantea que es muy
comun que las mayores concentraciones de meta-
bolitos secundarios se encuentren en flores y
semillas. También el hecho de haber sido prepara-
do aunadosis mayor (entre 1 y3 g.L") refuerza lo
obtenido por Mifio et al. (2001) los cuales, reali-
zando un screening in vitro de actividad antimico-
tica de los extractos etanolicos de 25 plantas,
encontraron que las dosis efectivas se localizaban
a partir de una concentracionde 1 g L.

El extracto de hojas de Wedelia trilobata presenta
un color verde olivo bien oscuro manteniendo esta
propiedad al observarlo a trasluz. Tiene un olor
penetrante, muy fuerte; posee un sabor amargo,
desagradable, que persiste en el paladar.

El extracto de flores de la planta presenta un color
carmelita fuerte, puesto a trasluz es un liquido
transparente; posee un olor fuerte también muy
penetrante. El sabor es amargo (mucho menos que
el de hojas) e igualmente desagradable el cual per-
siste en el paladar durante varios minutos.

Los resultados del tamizaje fitoquimico mostrados
en la tabla 4 coinciden con los reportados por
Nguyen etal. (1998); Navaes et al. (2001); Apers
etal. (2002)y Sartori et al. (2003) quienes informan
en estas plantas estructuras triterpénicas, esteroides,
glicidos y algunos compuestos grasos,
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respectivamente. Otras plantas de este género
han sido estudiadas. En W. calendulacea,
W. paludosa y W. chinese, se han reportado
flavonoides, acidos norwedélico,
wedelolactano, norwedelolactano, saponinas
citotoxicas, diterpénos caurénicos,
eudesmanoloides, esteroides, triterpenos,
acidos caurénicos, labdano, cauronolabdano,

labdano sesquiterpénicos, 4cido
luteolinico, estigmaterol, glucosido de
estigmaterol, sistosterol, ésteres y
compuestos glicosidicos. (Sohel et al.,
2003; Michalak, 1997; Carvalho et al.,
2001; Cechinel et al., 2004; Vieira et
al., 2001; Bresciani, 2000 y Hung,
2000).

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico

Wedalia triiobata
Compuestos Hojas Flares
Fesinas - -
Alcaloides (Wagner) ++ ++
Alcaloides (Mayen + ++
Saponinas + -
Fenoles ywo Taninos Taninos Taninos
pirogalotanicos | pirogalotanicos
Quinonas - +
Triterpenos vwio Estructuras Estructuras
Esteroides triterpénicas triterpénicas
Flavonoides + +
Curmarinas ++ ++
Aminoacidos Libres - -
ATdcares Reductores + ++
Compuestos Grasos + +
pH 5.74 a.41
IR 1.324 1.326
CONCLUSIONES RECOMENDACIONES

1. Se obtuvo un incremento de la inhibicion del cre-
cimiento micelial de A. porriy A. solani con el
incremento de las dosis de los extractos de hojas
y flores de W. trilobata.

2. Larespuestade los hongos frente aambos extrac-
tos no fue estable observandose una tendencia a
disminuir el efecto inhibitorio de los extractos con
el tiempo de incubacion.

3. Los extractos evaluados mostraron capacidad
para disminuir la esporulacion de A. solani y A.
porrien condiciones in vitro.

4. Lacomposicion quimica de los extractos de hojas
y flores de la planta fue similar excepto por la
presencia de quinonas en el extracto de flores y
de saponinas en el extracto de hojas,
metabolitos ausentes, respectivamente, en el
otro extracto.
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1. Evaluar el efecto del extracto de hojas de Wedelia
trilobata frente a A. solani y A. porri a dosis
superioresa 1g.L-'.

2. Evaluar el potencial antifiingico de otros 6rganos
delaplanta.
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