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RESUMEN

Las plantas sintetizan metabolitos o compuestos quimicos con actividad antimicrobiana, los cuales le confieren una
proteccion natural contra hongos, bacterias e insectos. En este trabajo se obtuvo el extracto acuoso de hojas de Parthenium
hysterophorus L. con el objetivo de evaluar su actividad antifingica in vitro contra el hongo Pyricularia grisea Sacc,
responsable de la enfermedad mas importante en el arroz (Oryza sativa, L.), evaluando el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial en el tiempo. Ademas se evalud in vivo el efecto protector del extracto contra P. grisea Sacc. en
plantulas de arroz. Se realizé el andlisis quimico cualitativo del extracto. Se encontré que el extracto tenia elevada actividad
antifingica sobre el aislamiento PGS-05. Con una concentracion de 10% de extracto la inhibicion del hongo fue total,
ademas de tener actividad biocida. En el ensayo in vivo se observé que los diferentes cultivares de arroz a las cuales se
aplico el extracto mostraron menor afectacion por P. grisea Sacc. comparado con los tratamientos testigos. Se determiné
que el extracto contiene metabolitos con efecto antimicrobiano como: taninos, fenoles, flavonoides y triterpenos. Por lo
que, el extracto acuoso de P. hysterophorus L. podria ser utilizado en el control de la piriculariosis en el cultivo del arroz.

Palabras clave: Pyricularia grisea, taninos, metabolitos secundarios, Parthenium hysterophorus, piriculariosis

ABSTRACT

Plants synthetize metabolites or chemical compound with antimicrobial activity, which give them natural protection against
fungus, bacteria and insects. In this work, an aqueous extract from Parthenium hysterophorus L. leaves was obtained with
the objective of testing its in vitro antifungal activity against the fungus Pyricularia grisea Sacc. which cause the most
important disease of rice (Oryza sativa L.) evaluating the inhibition percent of mycelial growth through time. Also, the
protective effect of the extract was evaluated in vivo against P. grisea Sacc. in rice seedlings. A qualitative chemical
analysis of the extract was carried out. It was found that the extract had high antifungal activity against the isolate PGS-05.
A concentration of 10% of the extract, the inhibition of fungus was complete, besides it had biocidal activity. It was
observed in in vivo test that the rice cultivars which received the extract showed less damage by P. grisea Sacc. as compared
with control treatments. It was found that the extract contained antimicrobial metabolites such as tannins, phenols,
flavonoids and triterpenes. Therefore, the aqueous extract of P. hysterophorus L. leaves could be used in piriculariosis
control in rice cultivation.
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INTRODUCCION

El uso indiscriminado de los fungicidas
sintéticos ha originado problemas como toxicidad al
hombre y dafios al medio ambiente (Herndndez et al.,
2000 y Soto et al., 2000). Ante esta situacion, una
alternativa para controlar hongos fitopatdgenos es

usar productos naturales. Por lo tanto, actualmente se
investiga en la obtencion de pesticidas derivados de
plantas, que no produzcan dafios al hombre y ademés
sean biodegradables (Diop et al., 1999).

El afiublo del arroz, causado por el hongo
Pyricularia grisea Sacc., estado asexual de
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Magnaporthe grisea (Hebert) Barr, es la enfermedad
més distribuida y dafiina de este cultivo, en zonas
tropicales y templadas. El hongo ataca practicamente
a todas las partes de la planta, pero los dafios mas
frecuentes ocurren en las hojas y las panicula (Correa
et al., 2002).

Para el control de la piriculariosis se necesita
la combinacién de métodos de prevencién genéticos
(plantas  resistentes y/o tolerantes), quimicos
(aplicacion de fungicidas) y fisicos (préacticas
culturales), de los cuales los méas usados son los dos
primeros. Sin embargo, debido a la alta variabilidad
genética de P. grisea Sacc. muchos cultivares se
vuelven susceptibles en pocos afios (Song vy
Googman, 2001). El uso de productos quimicos
sintéticos es uno de los métodos mas utilizados para
el control de este hongo pero estos productos pueden
producir resistencia, como respuesta a la presion de
seleccion por las altas dosis y aplicaciones continuas,
ocasionando grandes pérdidas econémicas (Guerrero
et al., 2007).

Por tanto, en este estudio se utilizd las hojas
de la planta: Parthenium hysterophorus L.
(Asteraceae), una arvense eliminada de los campos
sin ningun provecho para la economia, la cual ha
mostrado anteriormente efecto antifungico sobre
algunos hongos fitopatogenos como Fusarium
oxysporium, Stemphylium solani y Phytophthora
parasitica (Rodriguez et al., 2000). En este trabajo se
evalud la actividad antiflngica del extracto acuoso de
P. hysterophorus L. sobre el hongo P. grisea, Sacc.
tanto in vitro como in vivo y se realizé el analisis
guimico cualitativo.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron hojas plenamente desarrolladas
de la especie P. hysterophorus L., las cuales se
recolectaron en la mafiana, en areas de la Unidad
Cientifico Tecnoldgica de Base Los Palacios, ubicada
en Pinar del Rio, Cuba donde se identificaron y
depositaron en el Herbario EELP, con un registro bajo
el No. PH 001. Una vez cosechadas las hojas se
eliminaron las dafadas y las enfermas. Las hojas
seleccionadas se lavaron con agua corriente, se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1% durante
10 minutos y después se lavaron con agua destilada
para eliminar el exceso de cloro. Posteriormente, se
secaron a una temperatura de 30-35°C, en una estufa,
hasta la obtencion de tres pesos constantes. El

material deshidratado se pulveriz6 en un molino
manual.

Preparacion del extracto

El extracto acuoso se obtuvo adicionando 30
mL de agua destilada a 30 g del material vegetal que
consistia en hojas secas y dejando reposar durante 72
h a temperatura ambiente (27 £ 1 °C) con 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad. Después se filtro a través
de una membrana de 0,22 pm.

Actividad antifungica
Condiciones del aislado

Se utiliz6 el aislamiento monosporico PGS-05
de P. grisea Sacc. del cepario del laboratorio de
Proteccion Vegetal de la Unidad Cientifico
Tecnoldgica de Base de Los Palacios, Pinar del Rio
perteneciente al Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (INCA) ubicada en San José de las Lajas,
Cuba.

El hongo se hizo crecer en el medio de cultivo
gue contiene principalmente: agar, pseudotallo de
platano y hojas de arroz (ASHA) (Fabregat, 1984) en
Placas Petri a pH 5,5-5,6, entre 26-28 °C con
alternancia de luz y oscuridad de 16 y 8 horas,
respectivamente.

Ensayo de la actividad antifungica

Para evaluar el efecto del extracto acuoso de
P. hysterophorus L. sobre el crecimiento micelial de
P. grisea Sacc., se realiz6 el experimento en Placas
Petri con 20 mL del medio ASHA, el cual fue
esterilizado en autoclave (AESA, Mod. CV 250)
durante 15 min a una presién de 1,05 kgf/cm2 a 121
°C. El extracto se adicion6 a las placas que contenian
el medio ASHA a las concentraciones de 5 y 10%,
distribuido por toda la placa y después se inocularon
con un disco de micelio de 0,8 cm de diametro.

Las placas fueron incubadas seglin las
condiciones descritas anteriormente. Las evaluaciones
se realizaron a las 72, 120, 168 y 216 horas después
de la inoculacion, determinandose el crecimiento
micelial midiendo el diametro de cada colonia con
una regla graduada en mm. EIl experimento se repitid
tres veces con cinco réplicas por tratamiento.

Ensayo de actividad biocida

Para determinar la actividad fungicida se
tomaron los discos de micelio de las placas donde
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hubo total inhibicion del crecimiento micelial y se
reinocularon en medio de cultivo ASHA realizando
cinco repeticiones por tratamiento.

Se realizaron evaluaciones de crecimiento de
diametro de la colonia de P. grisea Sacc. a las 72,
120, 168 y 216 horas posterior a la inoculacion. El
experimento se repitio tres veces.

Analisis estadistico

Se calculé el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial mediante la férmula:

Dr

Plz[l-
%

Donde PI es porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial y @1y @y es el didmetro de la
colonia tratada y no tratada, respectivamente en mm.

}xlOO
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El experimento se realizd tres veces con
resultados coincidentes, con cinco repeticiones por
tratamiento. Los datos de porcentaje de inhibicion
(PI) del crecimiento micelial de P. grisea Sacc. se

transformaron mediante la formulaarcseno /P1/100 y

se realizo el andlisis de varianza correspondiente. Las
medias se compararon mediante la prueba de Tukey
con un nivel de significacion de 5%.

Ensayo en condiciones in vivo

El trabajo se desarrolld6 en la Unidad
Empresarial Basica “Caribe” perteneciente al Complejo
Agroindustrial Arrocero de “Los Palacios” en Pinar del
Rio, donde la piriculariosis es uno de los factores
limitantes en la produccion. El experimento se realizé en
el mes de abril del 2006 y 2007, con una temperatura
entre 24 y 26 °C y una humedad relativa del 75%.

La siembra de las semillas de arroz de los
diferentes cultivares se realiz6 en condiciones de
canteros de infeccion con una densidad de 6 g/m lineal
en surcos de 2 m de largo separados a una distancia de
25 cm, y se reforzaron las condiciones que favorezcan el
desarrollo de la piriculariosis como son: presencia del
testigo susceptible cada 10 lineas y de surcos
esparcidores sembrados también con el testigo
susceptible, elevada dosis de fertilizante nitrogenado
(170 kg N ha™) cada 10 dias.

En el experimento se evaluaron tres cultivares
de arroz: INCA LP 7 e IR-759 (resistentes a la

piriculariosis) e IR-837 (susceptible a la piriculariosis) y
a los cuales se le realizd aplicacion foliar del extracto
acuoso de P. hysterophorus L. Los tratamientos fueron:
INCA LP 7; IR 759; IR 837; INCA LP 7 + Extracto
10%; IR 759 + Extracto 10% e IR 837 + Extracto10%.

Se realiz6 la aplicacion foliar del extracto
acuoso de P. hysterophorus L. al 10 % y asperjandolo
con un atomizador manual a razon de 50 mL/surco a los
18 dias después de germinada (ddg) la semilla de arroz.
Posteriormente, se tomaron 10 plantas de arroz y se
analizé la infeccion en las hojas. La primera evaluacion
fue a los 25 ddg, la segunda a los 32 ddg. Se empleé la
escala estandar de evaluaciones para arroz (IRRI, 2002)
de nueve grados, donde para el caso de las hojas O
corresponde a ninguna lesion y 9 a toda el area foliar
muerta, considerandose que una calificacion de 0 a 3 es
resistente y de 4 o mas indica que el material es
susceptible.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados
usando el programa estadistico SPSS 10.0 para
Windows. Se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis para
encontrar diferencias entre los tratamientos y la
prueba de Mann-Whitney con la correccion de
Bonferroni para comparar cada tratamiento de forma
independiente y asignar las diferencias entre las
medianas para p < 0,05 aplicada a la escala de grado
de resistencia correspondiente. Este ensayo se repitio
dos veces con resultados similares.

Anélisis quimico cualitativo

Al extracto acuoso de P. hysterophorus L. se
le realiz6 el andlisis fitoquimico para metabolitos
secundarios segin metodologia descrita por Trease y
Evans (1989) y Harborne (1998), realizandose tres
réplicas para cada ensayo. Se emplearon técnicas
simples, rapidas y selectivas para la determinacion de
los diferentes metabolitos secundarios presentes.

RESULTADOS Y DISCUSION
Actividad antifuingica

La actividad antifingica del extracto acuoso
P. hysterophorus L. a diferentes concentraciones se
observa en el Cuadro 1. Como puede apreciarse el
tratamiento donde se aplicé 10 % del extracto por
cada placa logré inhibicién total del crecimiento del
hongo y donde se aplico el 5 %, hubo inhibicién pero
menor que donde se adicion6 la mayor concentracién
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del extracto. Todos los tratamientos difirieron entre
ellos y con respecto al control. Similar efecto
encontré Rodriguez et al. (2000) con un extracto
hidroalcohdlico de la misma planta y sobre otro
aislamiento del mismo hongo.

Los resultados obtenidos sugieren que el
extracto afectd el crecimiento del hongo, ademas, la
composicion quimica afecté el crecimiento del hongo.

Actividad biocida

En el Cuadro 2 se aprecian los resultados de
la actividad biocida del extracto acuoso de P.
hysterophorus L. a la concentracion de 10 % sobre el
hongo Pyricularia grisea Sacc.

Se puede observar que no hubo crecimiento
del micelio del hongo que se encontraba en contacto
con el extracto acuoso (10 %), demostrando asi el
efecto biocida del mismo sobre el patégeno utilizado,
en la concentracion del extracto y condiciones
empleadas.

Ensayo in vivo
En el Cuadro 3 se muestra el comportamiento

de tres cultivares de arroz ante la infeccion por P.
grisea Sacc. en estado de plantula a los 25 ddg y

después de la aplicacion del extracto acuoso de P.
hysterophorus L. a los 32 ddg. Los cultivares INCA
LP 7 e IR 837, que no fueron tratadas con el extracto,

Cuadro 3. Comportamiento de las variedades de arroz
(Oriza sativa L.) tratadas con el extracto
acuoso de Parthenium hysterophorus L. ante
la infeccidn en hojas por el hongo Pyricularia
grisea Sacc. en la Unidad Empresarial Basica

“Caribe”, del Complejo  Agroindustrial
Arrocero de “Los Palacios”, Pinar del Rio,
Cuba.
Evaluaciones
Variedad 25 ddg 32 ddg
INCALP7 4°1 4°
IR 759 3 3°
IR 837 6° 7
INCA LP 7 + extracto (10%) 3 3
IR 759 + extracto (10%) 2° 3
IR 837 + extracto (10%) 4° 4°

ddg = dias después de germinada

t Letras diferentes indican promedios estadisticamente
diferentes de acuerdo a la Prueba de Mann-Whitney con
correccion de Bonferroni (p < 0,05)

Escala estdndar de evaluaciones para arroz (IRRI, 2002) de
nueve grados: 0 hojas corresponde a ninguna lesiény 9 a
toda el area foliar muerta. Se considera que una calificacion
de 0 a 3 es resistente y de 4 0 mas indica que el material es
susceptible.

Cuadro 1. Efecto inhibidor en el tiempo (horas) del extracto acuoso de Parthenium hysterophorus L. sobre el crecimiento
micelial del aislamiento monospérico PGS-05 de Pyricularia grisea Sacc. proveniente del cepario del
Laboratorio de Proteccion Vegetal de la Unidad Cientifico Tecnoldgica de Base de Los Palacios, Pinar del Rio,

Cuba.

Inhibicion del crecimiento micelial (%)

Tratamientos 72 h 120 h 168 h 216 h
Control 0°t 0° 0° 0°
Extracto (5%) 60" 62" 77° 83"
Extracto (10%) 1002 1002 1002 1002
Error Estandar 0.02 0.015 0.017 0.019

t Letras diferentes indican promedios estadisticamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0,05).

Cuadro 2. Efecto biocida en el tiempo (horas) del extracto acuoso de Parthenium hysterophorus L. sobre el crecimiento
micelial del aislamiento monospdrico PGS-05 de Pyricularia grisea Sacc. proveniente del cepario del
Laboratorio de Proteccion Vegetal de la Unidad Cientifico Tecnoldgica de Base de Los Palacios, Pinar del Rio,

Cuba.

Tratamientos

Inhibicion del crecimiento micelial (%)

72 h 120 h 168 h 216 h
Control Ob Ob Ob Ob
Extracto acuoso (10%) 100a 100a 100a 100a

T Letras diferentes indican promedios estadisticamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0,05).
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se comportaron como susceptible en ambas
evaluaciones, donde la IR 837 aumento el grado de
susceptibilidad de los 25 a los 32 ddg. Los cultivares
INCA LP 7 e IR 759 tratadas con el extracto se
comportaron como resistentes segun la escala; sin
embargo, el cultivar IR 837 mostré susceptibilidad
pero de menor grado que cuando no fue tratada.

No obstante, de haberse encontrado diferencia
entre los cultivares y los tratamientos, se debe repetir
dos o tres campafias en la época lluviosa, para
corroborar el comportamiento de los cultivares
tratados con el extracto ante la piriculariosis, pues no
hubo afectacién severa por el patégeno cuando se
realizo el experimento. El desarrollo de esta
enfermedad esta muy relacionado con las condiciones
ambientales, de las caracteristicas genéticas de los
cultivares y de la variabilidad del patégeno (Cardenas
et al. 2000).

Analisis quimico cualitativo
En el Cuadro 4 se muestran los métodos

utilizados y los compuestos encontrados en el extracto
acuoso de P. hysterophorus L., donde se observa la

presencia de  flavonoides, fenoles, taninos
aminodcidos, triterpenos y saponinas y no se
encontraron  quinonas, ni alcaloides.  Similar

composicién encontré Rodriguez et al. (2000) en la
misma especie y utilizando la misma metodologia.

Algunos autores plantean que la inhibicion
del crecimiento micelial puede deberse a la presencia
de algunos compuestos con actividad antiflngica,
antiviral y antibacterial como son los flavonoides

Cuadro 4. Métodos empleados y compuestos quimicos
determinados en el analisis quimico
cualitativo en el extracto acuoso de hojas de
Parthenium hysterophorus L. colectadas en
la Unidad Cientifico Tecnoldgica de Base
Los Palacios, Pinar del Rio, Cuba.

Método Compuesto Resultado
Shinoda Flavonoides +
Cloruro Férrico Fenoles +
Gelatina Taninos +
Ninhidrina Aminoacidos +
E'Jﬁ?g?;n' Triterpenos +
Borntrager Quinonas -
Mayer Alcaloides -
Espuma Saponinas +

(+) Positivo y (-) Negativo

(Cushnie y Lamb, 2005 y Ahameethunisa y Hooper,
2010). Los taninos y fenoles son metabolitos de
reconocida actividad antimicrobiana (Boyraz vy
Ozcan, 2006; Krist et al., 2007; Ahameethunisa y
Hooper, 2010). También los terpenos tienen actividad
acaricida, insecticida y fungicida. (Ahameethunisa y
Hooper, 2010).

En sentido general, puede plantearse que la
actividad antifingica del extracto acuoso de P.
hysterophorus L. no solo se debe a la presencia de
determinados metabolitos secundarios identificados
en el anélisis quimico cualitativo, sino también a la
concentracion de éstos. Estos resultados dan la
posibilidad que se realice el aislamiento de los
componentes del extracto, para demostrar cuél o
cudles de ellos es el responsable de la actividad
antimicrobiana. 'Y  posteriormente puedan ser
utilizados como principios activos de formulaciones
bioplaguicidas para el control de esta enfermedad.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mostraron que el
extracto acuoso de P. hysterophorus L. a la
concentracion de 10 % tiene elevada actividad
antifngica in vitro e in vivo sobre el hongo
Pyricularia grisea Sacc. Se comprob6 que en el
extracto existian metabolitos con reconocida actividad
antimicrobiana como: taninos, fenoles, flavonoides,
triterpenos.
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