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RESUMEN

Gliricidia sepium es conocida en Venezuela con el nombre de
‘mata raton’. Sus extractos vegetales tienen un gran potencial
como fungicidas y han sido evaluados sobre hongos fitopatogenos.
Con la finalidad de definir los grupos de metabolitos secundarios
presentes en esta planta, se obtuvo por rotaevaporacion el extrac-
to etandlico de hojas colectadas en Yaritagua, estado Yaracuy,
Venezuela. Los alcaloides, fenoles y flavonoides fueron detectados
por cromatografia de capa fina y ademas de determino la pre-
sencia de saponinas y aceites esenciales. Para establecer su po-
tencial fungicida contra Colletotrichum acutatum, principal cau-
sante de la antracnosis del fruto de la fresa en los estados Lara
v Trujillo, se evaluo el efecto del extracto sobre el crecimiento y
esporulacion de siete cepas del hongo a concentraciones de 0; I;

L5 y 2% v/v; y sobre la severidad de dos cepas del patogeno, en
frutos de fresa maduros, al 0, 5, 10, 15 y 20% v/v. Para ambos
ensayos el disefio fue completamente al azar con arreglo factorial
7x3 y 2%5, respectivamente. Los resultados indicaron presencia
de aceites esenciales, fenoles, alcaloides, flavonoides y saponinas
en el extracto etandlico de G. sepium. Hubo diferencias significa-
tivas (P<0,01) entre las concentraciones evaluadas in vitro, donde
aquella al 2% produjo la mayor inhibicion del crecimiento mice-
lial y la esporulacion. En los frutos solo se presentaron diferen-
cias significativas entre 0 (testigo) y 20%. El extracto etandlico
de G. sepium mostro potencial como fungicida y puede ser usado
para el manejo ecologico de la antracnosis del fruto de la fresa.

Introduccion

Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth
ex Walp. es una planta de la fami-
lia Fabaceae, originaria de Centro-
américa y se distribuye desde Mé-
xico hasta el norte de Sudamérica
(Hoyos, 1992). En Venezuela es
ampliamente conocida en las regio-
nes calidas del pais, donde es usada
para formar cercas vivas y como
alimento para ganado (Castillo et
al., 2005). Su nombre comin ‘mata
raton’, es atribuido a que sus raices
producen una sustancia toxica para
estos roedores (Skerman et al.,
1988; Hoyos, 1992).

De los extractos de G. sepium
se han aislado e identificado un
gran nimero de metabolitos secun-
darios (MS), entre los cuales se
destacan fenoles (Hochman, 1966),
alcaloides (Calle et al., 1987, Sker-
man et al., 1988), flavonoides
(Manners y Jurd, 1979), aceites
esenciales (Joji y Beena, 2010) y
saponinas (Kaniampady et al.,
2007). Gracias a las propiedades

alelopaticas de estos compuestos,
los extractos obtenidos de esta
planta tienen un gran potencial
como biofungicidas y han sido
evaluados sobre hongos fitopatoge-
nos tales como Colletotrichum
gloeosporioides, aislado a partir de
frutos de Carica papaya L.y de
Mangifera indica L., con antracno-
sis (Loaiza y Rivera, 2000; Boli-
var et al., 2009).

La antracnosis que afecta al
cultivo de la fresa (Fragaria x
ananassa Duch.) es ocasionada por
tres especies de Colletotrichum (C.

fragariae A. N. Brooks; C. acuta-

tum J. H. Simmonds y C. gloeos-
porioides (Penz.) Penz. & Sacc)
(Smith, 2008; Xie et al., 2010). En
Venezuela, esta enfermedad es de
importancia economica, se presen-
ta principalmente en la época 1lu-
viosa e incide negativamente en
los rendimientos del cultivo, debi-
do a que afecta, principalmente, a
los frutos y los estolones, pudien-
do ademas ocasionar la muerte de
la planta (Farrera et al., 2007).

Para su manejo se aplican, durante
el ciclo del cultivo, grandes canti-
dades de fungicidas, la mayoria de
los cuales son toxicos o moderada-
mente toxicos. Ante esta problema-
tica se determinaron los grupos de
MS contenidos en el extracto eta-
nolico (EE) de hojas de ‘mata ra-
ton’ y se evalud su efecto in vitro
e in vivo sobre Colletotrichum
acutatum aislado de frutos de fre-
sa con antracnosis.

Materiales y Métodos

Obtencion del extracto
etanolico de hojas de G.
sepium

Se colectaron hojas aparente-
mente sanas y plenamente desarro-
lladas de ‘mata raton’ (Gliricidia
sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.) en
Yaritagua, municipio Pefia, estado
Yaracuy, Venezuela (10°04'30.11"N,
69°7'41.73"0; 385,27msnm), en
junio 2010. Las condiciones clima-
ticas de la zona (INIA, 2011) para

ese mes fueron: precipitacion
200,2mm, evaporacion 201,2mm
y temperaturas maxima, mini-
ma y media de 29,6; 22,1 y
25,9°C, respectivamente..

Las hojas se secaron a la
sombra y se pulverizaron con
la ayuda de una licuadora con-
vencional Oster®. El polvo re-
sultante se pesd, se colocod en
un frasco de vidrio y se agre-
g6 etanol (96%) hasta cubrirlo
completamente (434,38g de
polvo vegetal en 2000ml de
etanol). El envase, con el con-
tenido, fue cubierto con una
bolsa plastica negra para evitar
la exposicion a la luz y se al-
macend a 25°C. El macerado
se filtrd a través de papel filtro
Whatman N° 1, de 11um de
retencion, el filtrado se colocod
en un balon de destilacion y
se concentrd al vacio en un
rotaevaporador Brinkmann®,
separando el alcohol y obte-
niendo el extracto etandlico
(EE) crudo.
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GROUPS OF SECONDARY METABOLITES IN THE ETHANOL EXTRACT OF Gliricidia sepium AND THEIR

ANTIFUNGAL POTENTIAL ON Colletotrichum acutatum

Lilia Urdaneta, Maria E. Sanabria, Dorian Rodriguez and Maria Pérez de Camacaro

SUMMARY

Gliricidia sepium is known in Venezuela as ‘mata raton’
(‘mouse killer’). Its plant extracts have great potential as fun-
gicides and have been evaluated on phytopathogenic fungi. In
order to define the groups of secondary metabolites present in
this plant, the ethanol extract of leaves collected in Yaritagua,
Yaracuy State, Venezuela, was obtained by roto-evaporation.
Alkaloids, phenols and flavonoids were detected in thin layer
chromatography and the presence of saponins and essential
oils was also determined. To establish its potential as a fun-
gicide against Colletotrichum acutatum, the main cause of
antrachnosis the strawberry fruits in the Lara and Trujillo
States, the effect of the extract on growth and sporulation of
seven strains of the fungus at concentrations of 0, 1, 1.5 and

2% v/v, and on the severity of two strains of the pathogen on
mature fruits at 0, 5, 10, 15 and 20% v/v. Both essays were
designed as random with factorial arrays of 7x3 y 2X5, respec-
tively. Results indicated the presence of essential oils, phenols,
alkaloids, flavonoids and saponins in the ethanol extract of G.
sepium. There were significant differences (P<0.01) between
the concentrations evaluated in vitro, whre that at 2% produ-
ced the largest inhibition of mycelial growth and sporulation.
In fruits, significant differences were only present between 0
(control) and 20%. The ethanol extract of G. sepium showed
fungicidal potential and can be used for the ecological mana-
gement of strawberries.
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RESUMO

Gliricidia sepium é conhecida na Venezuela com o nome de
‘mata raton’, que quer dizer ‘mata camundongo’, e seus extratos
vegetais tém um grande potencial como fungicidas e tém sido
avaliados sobre fungos fito patogénicos. Com a finalidade de de-
finir os grupos de metabdlitos secundarios presentes nesta plan-
ta, se obteve por rotaevaporag¢do o extrato etandlico de folhas
coletadas em Yaritagua, estado Yaracuy, Venezuela. Os alcaloi-
des, fenois e flavonoides foram detectados por cromatografia de
capa fina. Além disso, se determinou a presenca das saponinas
e oleos essenciais. Para estabelecer seu potencial fungicida con-
tra Colletotrichum acutatum, principal causante da antracnose
do fruto do morango nos estados Lara e Trujillo, se avaliou o
efeito do extrato sobre o crescimento e esporulagdo de sete ce-

pas do fungo em concentragdes de 0; I; 1,5 e 2% v/v; e sobre
a severidade de duas cepas do patogeno, em frutos de moran-
go maduros, ao 0, 5, 10, 15 e 20% v/v. Para ambos ensaios o
desenho foi completamente aleatorio com arranjo fatorial 7x3
e 2°x5, respectivamente. Os resultados indicaram presenca de
oleos essenciais, fenois, alcaloides, flavonoides e saponinas no
extrato etandlico de G. sepium. Houve diferencgas significativas
(P<0,01) entre as concentra¢oes avaliadas in vitro, onde aquela
aos 2% produziu a maior inibig¢do do crescimento micelial e es-
porulagdo. Nos frutos somente se apresentaram diferengas signi-
ficativas entre 0 (testemunha) e 20%. O extrato etandlico de G.
sepium mostrou potencial como fungicida e pode ser usado para
o manejo ecologico da antracnose do fruto do morango.

Deteccion de metabolitos
secundarios (MS) en EE de
hojas de G. sepium

Las saponinas, aceites esen-
ciales, alcaloides, flavonoides y
fenoles se detectaron siguiendo
la metodologia recomendada
por Marcano y Hasegawa
(2002). Para las saponinas, el
EE se diluy6 con agua destila-
da (1:1), se agitd durante 1min
y se dejo reposar por 20min,
si la espuma persistia, se con-
sideraba como positiva la pre-
sencia de este grupo de MS.
Los aceites esenciales se de-
tectaron por el olor caracteris-
tico de ellos en el material
durante el proceso de obten-
cion del EE.

Para los alcaloides, flavonoi-
des y fenoles, se emplearon
cromatofolios de silica gel
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TLC 60 F254 Merck®,
20x20cm?,  cortados a
6,5%2,5¢cm?. En cada uno, a
una distancia de 0,7cm de uno
de los extremos se dispensaron
dos gotas de 10ul cada una del
EE. Luego, los cromatofolios
fueron colocados en camaras
cromatrograficas, con el elu-
yente especifico para cada MS
(Tabla I), hasta que el mismo
alcanz6 4mm antes del borde
del cromatofolio. Se colocaron
tres cromatofolios por cdmara,
dos con el EE y uno con so6lo
solvente (testigo).

Efecto in vitro del EE sobre el
crecimiento micelial y
esporulacion de C. acutatum

La evaluacion del efecto del
EE de hojas de ‘mata ratén’
sobre el crecimiento micelial y

esporulacion del hongo se rea-
liz6 con siete cepas de Colle-
totrichum acutatum (L1FS5,
L2F3, L3F1, TrlF1, Tr2F3,
Tr3F4 y Tr4F2), aisladas de
frutos de fresas con antracno-
sis, identificados del 1 al 5
(F1, F2, F3, F4, F5), en tres y
cuatro unidades de produccion
de los estados Lara (L1, L2,
L3) y Trujillo (Tr1, Tr2, Tr3
Tr4) respectivamente. Las ce-
pas evaluadas fueron reactiva-
das en papa dextrosa agar aci-
dificado (PDAA) con 10 gotas
de acido lactico (88%) por
cada 250ml de medio, y siete
dias después se utilizaron en
las pruebas. El1 EE puro de
‘mata ratoén’ fue obtenido el
mismo dia en que se realizo el
ensayo y fue mezclado al me-
dio inmediatamente después de
la esterilizacion de éste en el

autoclave, a las concentracio-
nes de 0; 1; 1,5 y 2% (V/V).
El medio papa dextrosa agar
(PDA) con la correspondiente
concentracion del EE fue dis-
pensado en platos Petri de Scm
de diametro (Sml/plato) y una
vez solidificado, en el centro de
cada uno se colocéd un disco de
Smm de diametro de PDA con
micelio del hongo y se incubd
a 27 £2°C. Se realizaron tres
repeticiones por concentracion
y por cepa del hongo, y en
cada plato se realizaron cuatro
mediciones en direcciones dife-
rentes. El diametro de cada
colonia fue marcado y medido
diariamente por el reverso del
plato, hasta que la colonia en el
tratamiento testigo (sin extrac-
to) cubrid totalmente el plato
(Rodriguez y Sanabria, 2005).
Con los datos del tltimo dia de
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TABLA I

ELUYENTES UTILIZADOS, METODO DE REVELADO Y COLORACION ESPERADA
EN LA DETERMINACION DE ALCALOIDES, FLAVONOIDES Y FENOLES
EN EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE ‘MATA RATON’ (G. sepium)

Metabolito Solvente Revelado Coloracion (1)

secundario

Alcaloides  N-butanol:acido acético:agua Lampara UV Naranja fosforescente
(9:2:1)

Flavonoides  Benceno:acido acético:agua Lampara UV Blanca-verdosa fosforescente
(12:7:2)

Fenoles Agua:acido acético Cloruro de hierro (II1) 1% Parda oscura
9:1)

evaluacion del crecimiento mi-
celial se calculd el porcentaje
de inhibicion micelial (ICM)
ocasionado por cada tratamien-
to mediante la aplicacion de la
formula establecida por Menten
et al. (1976).

Una vez concluido el ensa-
yo, cuando la colonia en el
tratamiento testigo cubri6 to-
talmente el plato, tres discos
con micelio y conidios del
hongo de cada uno de los tra-
tamientos se cortaron con un
sacabocados de 0,5mm y se
colocaron en tubos de ensayo
con 10ml de agua destilada
estéril, los cuales se agitaron
durante Imin para cuantificar
en un hematocimetro el nime-
ro de conidios por mililitro de
suspension. Con los datos ob-
tenidos, se calculd el porcenta-
je de inhibicion de la esporu-
lacion (IE) ocasionado por
cada tratamiento.

Para ambas variables (ICM e
IE), se utiliz6 un disefio com-
pletamente al azar con arreglo
factorial mixto 7x3 y tres repe-
ticiones. El primer factor co-
rrespondid a las siete cepas
(L1F5, L2F3, L3F1, TrlFl1,
Tr2F3, Tr3F4 y Tr4F2) y el se-
gundo a las tres concentracio-
nes del EE (1; 1,5 y 2%). Se
realizaron analisis de varianza
y comparacion de medias me-
diante la prueba de Tukey, uti-
lizando el programa estadistico
Statistix version 8.0 (Analytical
Software, 2003).

Efecto in vivo del EE sobre la
severidad de la antracnosis
por C. acutatum en frutos de
fresa maduros

Para la ejecucion de este
ensayo se utilizaron solo dos
cepas de C. acutatum (Tr3F4
y L1F5), las cuales fueron

seleccionadas en base a los
resultados de una prueba de
virulencia realizada prelimi-
narmente, con las siete cepas
que fueron evaluadas en el
ensayo in vitro. Las cepas
Tr3F4 y L1F5 fueron las que
presentaron la mayor y menor
severidad respectivamente.

El extracto etandlico de
‘mata ratoén’ fue obtenido el
mismo dia que se realizo6 la
prueba y fue preparado a las
concentraciones de 0; 5; 10;
15 y 20% (V/V), utilizando
10ml de agua destilada estéril
(ADE) contenida en frascos
de 15ml de capacidad con ta-
pas de rosca.

Se prepar6d una suspension
de conidios a partir de las dos
cepas de C. acutatum reactiva-
das en PDA (7 dias de edad),
ajustando la concentracion a
1x10° conidios/ml. Para la rea-
lizacion de ésta prueba, todos
los frutos utilizados fueron
adquiridos en mercados infor-
males de la ciudad de Cabuda-
re, que de acuerdo a la infor-
macion suministrada por los
vendedores correspondieron a
las variedades Chandler, Ca-
marosa, Capitola, Fehr y Ga-
lexia, las cuales son todas sus-
ceptibles a la antracnosis cau-
sada por C. acutatum (Mac-
Kenzie et al., 2006; Smith,
2008). Todos los frutos presen-
taban el mismo grado de ma-
durez (estado 9) recomendado
por Smith (2007) para garanti-
zar la mayor uniformidad en
su susceptibilidad a la infec-
cion por el hongo. Los frutos
fueron lavados con jabon liqui-
do y enjuagados con agua co-
rriente, desinfectados durante
3min con hipoclorito de sodio
al 1,5%, lavados tres veces en
ADE y secados con papel ab-
sorbente estéril.
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Para la aplicacion de cada
una de las concentraciones del
EE se colocaron 25 frutos des-
infectados en bandejas de ani-
me de 25%20cm donde el EE
fue asperjado sobre los frutos
con una asperjadora manual.
Una hora después se colocaron
cinco frutos en bandejas plasti-
cas transparentes de
10x8,5x5cm con tapas de cierre
hermético, las cuales contenian
mallas metélicas colocadas so-
bre papel absorbente humedeci-
do con ADE. Las bandejas se
colocaron en una camara de
crecimiento a 22-23°C y 12h
luz/oscuridad, donde se proce-
di6 a la inoculacion de los fru-
tos aplicando 50pl de la sus-
pension de conidios y permane-
cieron herméticamente cerradas
por 48h (incubacion): Se reali-
zaron observaciones diarias
hasta que se expresaron los
sintomas caracteristicos de la
antracnosis (cinco dias). Los
frutos de fresa enfermos fueron
seccionados longitudinalmente
y fotografiados con un cdmara
Cyber-shot DSC-W70 de 7,2
megapixels, para determinar el
area total del fruto (dos caras)
y el area total necrosada, y asi
calcular el porcentaje de severi-
dad utilizando el software Ima-
gel ( Imagel, 2009). Dado que
la unidad experimental estaba
constituida por cinco frutos de
fresa por bandeja, se promedio
la severidad de los frutos que
llegaron al final de la prueba.

El ensayo fue realizado dos
veces para las dos cepas del
hongo evaluados, bajo las mis-
mas condiciones de la camara
de crecimiento. Se utilizd un
diseflo completamente al azar
con arreglo factorial 2x2x5
(2*x5) y cinco repeticiones. El
primer factor correspondio al
tiempo, el segundo a las dos

cepas seleccionadas (L1F5 y
Tr3F4) y el tercero a las cinco
concentraciones del EE evalua-
das. Se realizaron analisis de
varianza y comparacién de me-
dias mediante la prueba de
Tukey, utilizando el programa
estadistico Statistix version 8.0
(Analytical Software, 2003).

Resultados y Discusion

Deteccion de MS en EE de
hojas de G. sepium

Se detectd cualitativamente
en el EE la presencia de los
siguientes grupos de metaboli-
tos secundarios (MS): isopre-
noides (saponinas y aceites
esenciales), alcaloides, fenoles
simples y flavonoides. Estos
resultados coinciden totalmente
con los sefialados para hojas de
‘mata ratén’ colectadas en los
estados Lara (Pineda, 2008) y
Yaracuy (Torrealba, 2006; Sivi-
ra et al., 2011). Sin embargo,
difieren de los obtenidos por
Castillo et al. (2005) y por Or-
tiz (2010), quienes no reporta-
ron la presencia de flavonoides
en el EE de la misma planta,
colectada en los mismos esta-
dos venezolanos. En las hojas
de ‘mata raton’ se ha reportado
la presencia de los 4cidos fend-
licos: galico, protocateico, p-
hidroxibenzoico, gentisico, B-
resorciclico, vanillico, meliloti-
co, siringico, para-cumarico,
m-cumarico, orto-cumarico,
ferulico, trans-sinapinico y cis-
sinapinico, y los flavonoides
cumarina, kaemferol y mirice-
tina (Griffiths, 1962; Hochman,
1966; Ramamoorthy y Paliwal,
1993). Por otra parte, Calle et
al. (1987) sefalaron la presen-
cia de D-pinitol en las hojas de
esta planta y de estos mismos
organos se han identificado una
serie de compuestos aromaticos
(aceites esenciales) y saponinas
(Rastrelli et al., 1999; Kaniam-
pady et al., 2007).

Efecto in vitro del EE de
hojas de G. sepium sobre el
crecimiento micelial y
esporulacion de C. acutatum

Todas las concentraciones
del EE evaluadas (1, 1,5 y
2%) inhibieron el crecimiento
micelial (ICM) y la esporula-
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TABLA II
ANALISIS DE LA VARIANZA DEL EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS
DE ‘MATA RATON’ (G. sepium) SOBRE LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO
MICELIAL (ICM) DE SIETE CEPAS DE C. acutatum

S Grados de Suma de Cuadrados
Fuente de variacién libertad cuadrados medios F P
Cepa 6 5.113,1 852,2 19,54 <0,01 *
Conc EE 2 30.624,4 15.312,2 351,10 <0,01 *
Cepa x Conc 12 993,5 82,8 1,90 0,0628 NS
Error 42 1.831,7 43,6
Total 62 38.562,8

F: prueba de Fisher, P: probabilidad de igualar el valor de F. CV= 11,47.

TABLA III
ANALISIS DE LA VARIANZA DEL EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS
DE ‘MATA RATON’ (G. sepium) SOBRE LA INHIBICION DE LA ESPORULACION (IE)
DE SIETE CEPAS DE C. acutatum

Grados de Suma de Cuadrados

Fuente de variacion libertad cuadrados medios F P
Cepa 6 8.019,8 1.336,63 22,53 <0,01 *
Conc EE 2 9.625,9 4.812,94 81,13 <0,01 *
Cepa x Conc 12 3.258,5 271,54 4,58 <0,01 *
Error 42 2.491,7 59,33
Total 62 23.395,8

CV: 9,56 F: prueba de Fisher, P: probabilidad de igualar el valor de F.

cion (IE) de C. acutatum,
mostrando diferencias signifi-
cativas (P<0,01) entre ellas
(Tablas II y III). El efecto fue
directamente proporcional a
las concentraciones del EE en
ambas variables (Figura 1)
evidenciandose, ademas, que
la inhibicion no fue total en
caso alguno. El mayor ICM
(86,61%) e IE (94,69%) se ob-
tuvieron con la con-

centracion de 2%,

seguido del 1,5%, el

evaluaron el efecto del EE de
hojas de ‘mata ratén’ a la Uni-
ca concentracion de 2,5% (ml
EE/100ml PDA) sobre este
hongo aislado de frutos de
mango con antracnosis, repor-
tando una minima reduccion
del crecimiento micelial
(ICM= 4,35%), resultados ¢és-
tos que contrastan con los aqui
obtenidos, ya que la mayor

B Inhibicion de |a esporulacion

concentracion evaluada (2%)
logré un ICM de 86,61%.

Al comparar los valores ob-
tenidos para ICM e IE (Figura
1) se puede apreciar que todas
las concentraciones del EE de
hojas de ‘mata raton’ evaluadas
tuvieron mas efecto sobre la
esporulacion que sobre el creci-
miento micelial de las siete
cepas del hongo C. acutatum,

mientras que la me-
nor concentracion

Inhibicion del crecimiento micelial

94,69 (1%) ocasiondé un

cual logré reducir en 1007 w6 ICM menor al 35%,
mas del 50% el cre- . 83,37 y el IE a la misma
cimiento del hongo concentracion fue
y en mas del 80% la 807 576 a casi del 70%. Los
esporulacioén; por . ; MS presentes en }os
otra parte, ei)l menor 601 52,83 EE de mata raton
ICM (33,21%) e IE = p tienen propledades
(66,76%) se obtuvie- é . b a!elopétlcas que han
ron con la menor £ .- 3321 51'd0 evaluadas con
concentracion aplica- diversos hongos fito-
da (1%). . o pat(')gerflos,l especlial—

Aunque no existen mente fenoles y alca-
reportes del efecto 207 loides, por lo que és-
de los EE de hojas . tos podrian ser los
de G. sepium sobre responsables de inhi-
C. acutatum, su 0 ] ' 15 ' ' bir el crecimiento

efecto in vitro ha
sido estudiado sobre
C. gloeosporioides,
causante también de
la antracnosis de la
fresa. En tal sentido,
Bolivar et al. (2009)
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Figura 1. Inhibicién promedio del crecimiento micelial
(ICM) y de la esporulacion (IE) de siete cepas de Colleto-
trichum acutatum ante el efecto de tres concentraciones del
extracto etandlico de hojas de ‘mata raton’ (Gliricidia se-
pium). Valores con la misma letra no difieren estadistica-
mente, Tukey (P<0,05).

micelial y la esporu-
lacion de C. acuta-
tum (Ramamoorthy y
Paliwal, 1993; Her-
nandez et al., 2007).

En otro trabajo
(aun no publicado) se

encontr6 una alta concentracion
del acido orto-cumarico y cu-
marina en el extracto etanolico
de G. sepium; al exponer el
hongo a estos metabolitos se
logré una disminucion del cre-
cimiento micelial del 98 y
100%, respectivamente; por lo
que estos compuestos podrian
estar involucrados en el efecto
fungicida del extracto. Los ex-
tractos acuosos y etanolicos de
los diferentes 6rganos de ‘mata
raton’ han sido también utiliza-
dos para evaluar in vivo e in
vitro su potencial biocida con-
tra hongos fitopatogenos, en
diversos cultivos de interés
agronémico, como es el caso
de Colletotrichum spp., Cory-
nespora cassicola, Rhizoctonia
solani y Sclerotium rolfsii
(Loaiza y Rivera, 2000; Martin
et al., 2003; Torrealba, 2006;
Pineda, 2008; Bolivar et al.,
2009).

En la Figura 2 se aprecia el
comportamiento diferencial que
presentaron las cepas de C.
acutatum al exponerlas al EE
de G. sepium, siendo Tr2F3 la
mas sensible con un ICM y
una IE (promedio de las tres
dosis) de 70,23 y 97,86%, res-
pectivamente; mientras que
L3F1 fue la mas resistente al
EE, ya que present6 el menor
ICM e IE, 43,95 y 63,03%,
respectivamente. En el caso de
Tr3F4 se pudo apreciar que el
efecto del EE sobre reduccion
de la esporulacion fue mas
drastico que en el desarrollo
micelial (IE= 97,43% e ICM=
49,88%). Este comportamiento
diferencial ante el EE indica la
variabilidad genética de las ce-
pas de C. acutatum, lo cual
resulta en la reduccion de su
sensibilidad al compuesto qui-
mico (Damicone, 2004) y, en
este caso, a los grupos de MS
presentes en el EE. En tal sen-
tido, Freeman et al. (2001) se-
falaron que existe una extensa
diversidad genética y heteroge-
neidad dentro de C. acutatum.

Efecto in vivo del EE de hojas
de G. sepium sobre la
antracnosis por C. acutatum
en fresa

En el analisis de la varianza
(Tabla 1V) para el factor tiem-
po y sus interacciones con los
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Figura 2. Inhibicion del crecimiento micelial (ICM) y de la esporula-
cion (IE) por cepa de Colletotrichum acutatum evaluada ante el extrac-
to etanolico de hojas de ‘mata raton’ (G. sepium). L1F5: Lara, finca 1,
fruto 5; L2F3: Lara, finca 2, fruto 3; L3F1: Lara, finca 3, fruto 1;
Trl1F1: Trujillo, finca 1, fruto 1; Tr2F3: Truyjillo, finca 2, fruto 3; Tr3F4:
Trujillo, finca 3, fruto 4; Trd4F2: Trujillo, finca 4, fruto 2.

TABLA IV

res valores de severidad se
presentaron al 10% (37,5%
Tr3F4 y 36,7% LIFS5) aunque
no existieron diferencias sig-
nificativas entre las concentra-
ciones del 5 y 15%. Estos re-
sultados indican un efecto
estimulante del EE sobre C.
acutatum a bajas concentra-
ciones (5, 10, 15%) y un efec-
to fungicida al 20%, situacion
que puede ser atribuida al fe-
nomeno de hormesis, la cual
segun Ogunseitan (2004) es la
observacion de que la exposi-
cién de organismos a concen-
traciones subtoxicas de una
sustancia puede estimular el
crecimiento del mismo. En tal
sentido, Ortiz (2010) reportd
este fendmeno con los EE de

ANALISIS DE LA VARIANZA DEL EFECTO DE LAS CONCENTRACIONES
DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE ‘MATA RATON’ (G. sepium) SOBRE
LA SEVERIDAD DE DOS CEPAS DE C. acutatum SOBRE FRUTOS DE FRESA
(Fragaria *x ananassa DUCH.) EN ESTADO DE MADUREZ DE CONSUMO

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrados F P
libertad cuadrados medios

Cepa 1 41,5 41,5 2,59 0,1113 NS
Conc 4 16.782,2 4195,55 262,05 <0,001 *
Tiempo 1 30,9 30,9 1,93 0,1689 NS
Cepa x Conc 4 281,6 70,41 4,40 0,0029 *
Cepa x Tiempo 1 0,9 0,9 0,06 0,8128 NS
Conc x Tiempo 4 63,4 15,86 0,99 0,4176 NS
Cepa x Conc x Tiempo 4 111,8 27,96 1,75 0,1480NS embargo,
Error 80 1280,9 16,01
Total 99
F: prueba de Fisher, P: probabilidad de igualar el valor de F. CV= 14,53.
factores cepa y concentracion, inversamente propor- 0 35
no se presentaron diferencias cional, como se espe- 5,367 365353 36,1
significativas, por lo que el raba, ya que a medi- - a ab
efecto de las concentraciones da que éstas se incre- Ps
del EE sobre las dos cepas eva- mentaron no hubo 20
luadas fue similar para cada una reduccion signifi- . 7
ejecucion en el tiempo del en- cativa de la severi- & |~
sayo. En la misma tabla se  dad. Por el contrario, 5°
puede apreciar también que para las dos cepas, 2 |7
solo se presentaron diferencias las severidades se in- @
significativas (P=0,0029) para  crementaron ligera- 10 o
la interaccion cepa por concen- mente, en compara- L~
tracion, para la variable severi- ciéon con los trata-
dad de la antracnosis sobre mientos testigos, a 0 e 5 0 0

frutos de fresa.

La Figura 3 muestra el com-
portamiento diferencial que
presentaron las dos cepas eva-
luadas (L1F5 y Tr3F4) en cuan-
to a severidad ante el efecto de
las concentraciones del EE de
hojas de ‘mata ratén’; en ambos
casos la respuesta a las concen-
traciones 5, 10 y 15% no fue

res de severidad de Septoria
apiicola en plantas de célery,
lograndolos reducir a 14 y
19%, respectivamente. Pache-
co (2010) también observod
este fendmeno, al evaluar las
dosis de 50 y 100ul de los
eluatos etandlicos de Agave
cocuy sobre el crecimiento
micelial de Macrophomina
phaseolina, las cuales, en lu-
gar de inhibir, estimularon el
crecimiento, siendo la dosis
de 150ul la que alcanzo6 un
5,77% de inhibicion.

La concentracion que logro
reducir significativamente la
severidad, para las dos cepas,
en relacion al tratamiento testi-
g0 (0%) fue la del 20%, alcan-
zado valores del 3,0% para
Tr3F4 y de 1,8% para LI1FS5.
Tales valores representan una
disminucién de la severidad de
90,26 y 92,34%, respectiva-
mente, para cada cepa con res-
pecto al testigo (Figura 3).

Estos resultados difieren de
los obtenidos por Bolivar et
al. (2009), quienes reportaron
un 30,80% de reduccion del
tamafo de la lesion causada
por C. gloeosporioides en fru-
tos de mango en postcosecha
tratados con el EE de hojas
de ‘mata ratén’ a 2,5%. Sin
Ferreira et al.
(2009) evaluaron los extractos
hidroalcoholicos (EHA) de 11
especies de plantas medicina-
les a la concentracion del

20% (v/v), sobre la

severidad de la an-
tracnosis en frutos

de fresa poscosecha
causada por C. acu-
tatum; los EHA mas
efectivos fueron los
de hojas y ramas de
Ruta graveolens y
Artemisia ab-
sinthium, y de los
bulbos de Allium sa-
tivum. Del mismo
modo, Ortiz (2010)

medida que aumento
la concentracion del
EE.

En el caso de la
cepa L1F5 se apre-
ci6 un incremento
significativo de la
severidad entre 0 y 5% (23,5
y 33,1%, respectivamente).
Para las dos cepas, los mayo-
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Figura 3. Severidad promedio (%) de las cepas L1FS y
Tr3F4 evaluadas ante cinco concentraciones del EE de hojas
de ‘mata raton’ (Gliricidia sepium). Valores con la misma
letra no difieren estadisticamente, Tukey (P<0,05).

L. origanoides y G. sepium,

los cuales a bajas concentra-
ciones incrementaron los valo-

determind que el EE
de G. sepium a la
mayor concentracion
evaluada (19%) fue
el mejor tratamiento
preventivo y curati-
vo contra el tizon
tardio del célery
ocasionado por S. apiicola.
En la actual investigacion,
la concentracion del 20% fue
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la tinica que logrd reducir
significativamente la severidad
de la antracnosis en frutos de
fresa en condiciones postcose-
cha. Dicha concentracion
constituye una dosis muy alta
en comparacion con la que in
vitro indujo el mayor ICM e
IE (2%). Ortiz (2010) reportd
esta misma situacion con el
EE de esta misma planta, el
cual a la concentracion de
1,75% tuvo efectos fungicidas
in vitro sobre los conidios de
S. apiicola, pero la dosis que
logroé reducir la severidad del
tizon tardio del célery en las
pruebas fue la de 19%. Proba-
blemente, esta diferencia entre
la efectividad de las concen-
traciones usadas in vitro e in
vivo se deba a que cuando se
aplica el EE in vivo hay un
tercer factor que participa en
la interaccion, que es la plan-
ta, la cual de alguna manera
influye sobre la accion del EE
sobre el hongo y la enferme-
dad que éste induce.

Conclusiones

En el extracto etanolico de
hojas de ‘mata raton’ se de-
tectaron los grupos de meta-
bolitos secundarios: alcaloi-
des, flavonoides, fenoles, acei-
tes esenciales y saponinas,
mostrando in vitro un efecto
fungicida sobre C. acutatum a
dosis muy bajas (2%), mien-
tras que in vivo, logré reducir
la severidad de la enfermedad
s6lo a la concentracion del
20%. Estos resultados eviden-
cian el potencial como fingi-
cida del EE de hojas de Gliri-
cidia sepium para el manejo
de la antracnosis del fruto de
la fresa causado por Colleto-
trichum acutatum. Ademas,
plantean la inquietud de de-
terminar cual es el metabolito
secundario o grupo de éstos
que esta ejerciendo la toxici-
dad sobre este patdogeno.
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