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RESUMEN

En el laboratorio se evaluaron los efectos alelopaticos de extractos
acuosos 3.3% m/v de crotalaria [Crotalaria juncea(L.) ‘Tropic Sun’], canavalia
[Canavalia ensiformis (L.)] y gandul [Cajanus cajan (L.) ‘Lazaro’] en siete
cultivos agronémicos: maiz (Zea mays ‘Mayorbela 2011’), sorgo (Sorghum
bicolor), habichuela (Phaseolus vulgaris ‘Verano’), soya [Glycine max (L.)],
caupi [Vigna unguiculata (L.)], lechuga [Lactuca sativa (L.) ‘Nevada’] y
gandul. Se encontré una interaccion entre cultivos x extracto acuoso en el
séptimo dia de germinacion. Se determiné el efecto alelopatico contrastando
con el tratamiento control el largo del coledptilo y la radicula en maiz y
sorgo y el largo hipocétilo y radicula en habichuela, soya, caupi, lechuga
y gandul. El sorgo y la lechuga presentaron inhibicion de crecimiento del
coledptilo e hipocétilo (respectivamete) y radicula al tratarse con los tres
extractos acuosos, donde el extracto acuoso de canavalia mostré mayores
porcentajes de inhibicion (66% en lechuga y 49% en sorgo). Por el contrario,
en los cultivos de maiz, habichuela y caupi, el extracto acuoso de crotalaria
estimuld el crecimiento. De acuerdo a estos resultados se debe experimentar
enh el campo las asociaciones de leguminosas con cultivos agronémicos
para determinar si las interacciones estimulan o inhiben el desarrollo de los
cultivos ya que la influencia de los factores ambientales son determinantes
en el efecto alelopatico.

Palabras clave: alelopatia, extractos acuosos, leguminosas y cultivos
agronémicos
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ABSTRACT

Allelopathic effects of aqueous extracts of the legumes crotalaria
[Crotalaria juncea (L.) ‘Tropic Sun’], jack bean [Canavalia ensiformis (L.)]
and pigeon pea [Cajanus cajan (L.) ‘Lazaro’] on crop development

Allelopathic effects of aqueous extracts 3.3% w/v of crotalaria [Crotalaria
juncea (L.) ‘ Tropic Sun’], jack bean [Canavalia ensiformis (L.)] and pigeon pea
[Cajanus cajan (L.) ‘Lazaro’] were determined on seven agronomic crops: corn
(Zea mays ‘Mayorbela 2011’), sorghum (Sorghum bicolor), bean (Phaseolus
vulgaris ‘Verano’), soybean (Glycine max), cowpea [Vigna unguiculata (L.)],
lettuce [Lactuca sativa (L.) ‘Nevada’] and pigeon pea in the laboratory. There
was interaction between aqueous extracts x agronomic crops on the seventh
day of germination. Allelopathic effect was determined by contrasting with the
control coleoptile and radicle length in corn and sorghum, and the hypocotyl
and radicle length in bean, soybean, cowpea, lettuce and pigeon pea.
Sorghum and lettuce showed growth inhibition of the coleoptile and hypocotyl
(respectively) and radicle when treated with the three aqueous extracts, where
jack bean aqueous extracts showed higher inhibitions percentages (66% in
lettuce and 49% in sorghum). By contrast, corn, bean and cowpea treated with
crotalaria aqueous extracts exhibited growth stimulation. According to these
results, field experiments must be conducted using legume associations
with agronomic crops to confirm if the interactions stimulate or inhibit crop
development because environmental factors are a major determinant of
allelopathic effects.

Key words: allelopathy, aqueous extracts, legumes and agronomic crops

INTRODUCCION

En la alelopatia, la produccién de metabolitos secundarios de plan-
tas y microorganismos provoca interacciones bioquimicas, produciendo
efectos de inhibicién o estimulacién. Esta actividad desemperia un rol
determinante en las practicas agroecoldgicas reflegjado en los rendi-
mientos de los cultivos (Albuquerque et al., 2011).

Aunque el efecto alelopatico depende del compuesto quimico que se
anade al medio ambiente, existen varios factores que influencian enor-
memente la alelopatia (Rice, 1984). Las caracteristicas morfolégicas,
fisiolégicas v ecoldgicas de las plantas, la herbivoria, enfermedades e
interaccién con herbicidas determinan la concentracién de metaboli-
tos en las plantas. Asi mismo, los factores fisicoquimicos y biol6gicos
del suelo afectan la cantidad y calidad de los compuestos alelopaticos
(Keating, 1999).

Las plantas de cobertura como las leguminosas, se caracterizan por
mejorar los rendimientos de cultivos y controlar poblaciones de ma-
lezas, representando una alternativa para reducir la contaminacién
ambiental disminuyendo el uso intensivo de agroquimicos (Rosa et
al., 2011). Sin embargo, Liebman y Ohno (1998) indican que las legu-
minosas pueden perjudicar las asociaciones entre diferentes cultivos
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interfiriendo en la produccién agricola, debido a la liberacién de sus-
tancias alelopaticas provenientes de tejidos vivos o descomposicién de
los residuos de la planta como el follaje, las raices, los tallos y las flores
(Batlang and Susshu, 2007).

Investigaciones en el laboratorio realizadas por Caamal-Maldonado
y colaboradores (2001) evaluaron el efecto inhibidor de extractos acuo-
sos al 1% de mucuna (Mucuna deeringiana) y canavalia en el crecimien-
to radicular de Amaranthus hypochondriacus, Echinochloa crus-galli
vy Solanum lycopersicum. La leguminosa mucuna inhibié el desarrollo
de S. lycopersicum, indicando que no es recomendable utilizar esta co-
bertora en asociacién con este cultivo. Hossain y colaboradores (2012)
demostraron que el extracto de diferentes partes de la planta Moringa
oleifera afecté la germinacion de Vigna radiata en condiciones de la-
boratorio. También, Adler y Chase (2007) y Skinner y colaboradores
(2012) reportaron que el residuo seco de Crotalaria juncea inhibié la
germinacion del cultivo de lechuga y la maleza Amaranthus hybridus.

Las asociaciones de leguminosas con otros cultivos puede provocar
interacciones alelopaticas, determinando sustancialmente la produc-
cién de sistemas agricolas. El objetivo de esta investigacion fue deter-
minar el efecto de extractos acuosos de crotalaria, canavalia y gandul
sobre la germinacién y desarrollo in vitro de los cultivos de maiz, sorgo,
habichuela, soya, caupi, lechuga y gandul.

MATERIALES Y METODOS

En la Finca Alzamora de la Universidad de Puerto Rico en Maya-
giiez, en un suelo Ultisol, se sembraron las leguminosas cobertoras cro-
talaria, canavalia y gandul. Seis semanas después de la siembra, se co-
lect6 el material vegetativo (tallos y hojas), y posteriormente, durante
una semana se expuso al sol hasta obtener el material completamente
seco.

El material seco se trituré en un molino y se pasé por un cedazo
(tamarfio de particula de 1 mm). De acuerdo a las investigaciones de
Skinner y colaboradores (2012), se prepard una solucién al 3.3% m/v,
utilizando 5 g de material vegetal con 150 ml de agua destilada. La so-
lucién se agité por 16 h a temperatura ambiente en un agitador orbital
a 100 rpm. Posteriormente, el extracto acuoso se almacené durante 16
h a 4° C. Los cuatro tratamientos fueron agua destilada como control,
extracto acuoso de crotalaria, gandul y canavalia. En el laboratorio se
realizaron dos pruebas de germinacién. Los tratamientos se arregla-
ron en un disefio completamente aleatorizado con seis repeticiones por
tratamiento (N=336). Se incubaron 10 semillas de cada cultivo evalua-
do: maiz, sorgo, habichuela, soya, gandul, caupi y lechuga, en platos
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petri, las cuales fueron tratadas con 10 ml de los respectivos extractos
acuosos y agua destilada. Los tratamientos se colocaron en una ger-
minadora a 29.5° C y 28.7° C, para el primer y segundo experimento,
respectivamente.

Cuando hubo ruptura en la cubierta de la semilla se consideré se-
milla germinada. Se evalud el porcentaje de germinacién al cuarto y
séptimo dia después de la siembra. En el séptimo dia de germinacién
se realizaron contrastes de los extractos acuosos con el control (agua
destilada), para comparar el porcentaje de inhibicién o estimulacién de
las plantas al ser sometidas a los diferentes extractos acuosos de las
leguminosas. Por lo tanto, se evalud el efecto alelopatico en el desarro-
llo de la plantula midiendo la longitud de la radicula y el coleéptilo en
los cultivos de maiz y sorgo, y la longitud de la radicula y del hipocétilo
en los cultivos de habichuela, soya, gandul, caupi y lechuga con la de
férmula de Islam y Kato-Noguchi (2013).

I . .. (1-longitud (mm) en extracto acuoso de cobertora) x 100
Inhibicién o Estimulacién (%) =

longitud (mm) en control

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de experimentos com-
binados utilizando el programa Info Stat-Statistical Software versién
2012 (Di Rienzo et al., 2012). Los efectos principales (dias de germina-
cién, extracto acuoso y cultivo) y las interacciones entre estos efectos
principales se evaluaron en la variable de respuesta efecto alelopatico
(inhibicién o estimulacién). Para determinar si hubo diferencias entre
los tratamientos se utiliz6 un ANOVA con un nivel de significancia del
5%. Para las variables que presentaron diferencias significativas se
realiz6é una prueba de separacién de medias con LSD Fisher.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las dos fechas de evaluacién del porcentaje de germinacién de los
cultivos presentaron diferencias significativas (P<0.05). En el cuarto
dia se muestra interaccién entre cultivo y fecha de siembra, indicando
que las fechas en que se repitieron los experimentos influenciaron la
germinacién. En el séptimo dia de germinacién, se present6 interacciéon
entre cultivo x extracto acuoso.

Independiente del extracto acuoso, los porcentajes de germinacién
difirieron entre los cultivos (Cuadro 1). Los cultivos de lechuga, soya
y caupi presentaron germinacién menor al 50%. En el séptimo dia, el
cultivo de habichuela mostré diferencias (P<0.05) en el porcentaje de
germinacion (96%). El porcentaje de germinacién total es un indice que
depende de las mediciones finales al evaluar emergencia de plantu-
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CuaDRO 1.—Germinacion de los siete cultivos evaluados en condiciones de laboratorio.

Germinacién (%)

Dias
Cultivo 4 7
Habichuela 88 a 96 a
Sorgo 79 ab 86 b
Gandul 71 be 84 b
Maiz 64 ¢ 83b
Lechuga 45d 63 ¢
Soya 40d 6lc
Caupi 37d 62 ¢
DMS 10 7
CV(%) 41 24

Medias con la misma letra en columnas no son significativamente diferentes al nivel de proba-
bilidad de 0.05 (Diferencia Minima Significativa de Fisher-DMS). CV(%)= Coeficiente de Variacién

las y cominmente se utiliza para determinar efectos alelopaticos. Sin
embargo, este indice no ofrece informacién sobre inhibicién o efecto
retardado en la germinacién. Por esta razén, Mominul-Islam y Kato-
Noguchi (2014) afirman que el porcentaje de germinacién se considera
adecuado para estudios ecolégicos y no para procesos fisiologicos como
la germinacién.

Teniendo en cuenta este factor, Mominul-Islam y Kato-Noguchi
(2014) y Laynez-Garsaball y Méndez-Natera (2013), recomiendan eva-
luar el crecimiento de las plantulas ya que es el parametro mas sen-
sitivo para detectar fitotoxicidad. En consecuencia, se analizaron las
diferencias en el largo de la radicula, coledptilo e hipocétilo para los
cultivos (Cuadro 2). El analisis de varianza expone que la radicula de
las monocotiledéneas y dicotiledéneas tiene efectos alelopaticos en la
interaccién cultivo x extracto acuoso (P<0.05).

CuADRO 2.—Porcentajes de inhibicién de los extractos acuosos de leguminosas en monoco-
tiledéneas vy cotiledéneas.

Monocotiledéneas! Dicotiledéneas?
Coleéptilo Radicula Hipocétilo Radicula
Extracto acuoso % Inhibicién
Canavalia 28.20 a 46.38 a 29.87 a 22.56 ab
Gandul 2311 a 35.30 ab 25.28 ab 25.04 a
Crotalaria 0.11b 28.64 b 6.80 b 10.35b
DMS 19.55 12.49 18.86 12.49

Monocotiledéneas: maiz y sorgo. 2Dicotiledéneas: habichuela, gandul, soya, caupi y lechuga.
Medias con la misma letra en columnas no son significativamente diferentes al nivel de probabi-
lidad de 0.05 (Diferencia Minima Significativa de Fisher=DMS).
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Los efectos de cada uno de los extractos acuosos de leguminosas
presentaron variabilidad en el porcentaje de reduccién del crecimiento
del coledptilo, hipocétilo y radicula (Cuadro 2). El extracto acuoso de
canavalia exhibié mayor porcentaje de reduccién de crecimiento al ser
comparado con crotalaria sobre las monocotiledéneas. El coleéptilo con
el extracto acuoso de crotalaria presenté menor efecto en comparaciéon
con los otros dos extractos.

Al evaluar los efectos de los extractos acuosos en el crecimiento de
los cultivos de maiz y sorgo se observé reduccién del crecimiento del
coledptilo (Figura 1). Ademas, los efectos de los extractos acuosos de las
leguminosas fueron diferentes en los dos cultivos, en el cultivo de maiz,
los extractos acuosos de gandul y canavalia redujeron el crecimiento
del coledptilo en 34 y 25%, respectivamente. Sin embargo, el extracto
acuoso de crotalaria estimulé el crecimiento del coledptilo en un 8%.
Por el contrario, el sorgo mostré menor efecto por los tres extractos
acuosos de leguminosas en comparacion con el maiz. El crecimiento del
coledptilo se inhibié con los tres extractos acuosos de las leguminosas:
canavalia y gandul con 22% cada uno, de igual manera, el extracto
acuoso de crotalaria inhibié menos (8.3%).

El porcentaje de inhibicién de la radicula de las gramineas fue ma-
yor en el cultivo de sorgo que en el cultivo de maiz (Figura 2). Para el
cultivo de maiz, el mayor porcentaje de inhibicién lo presento el extrac-
to acuoso de gandul (28%), seguido por el extracto acuoso de canavalia
(17%). Al igual que en la longitud del coledptilo, en la radicula, el ex-
tracto acuoso de crotalaria produjo estimulacién en el crecimiento en

50 1 Extracto
acuoso
40 -
® Gandul

I Crotalaria

= Canavalia

% inhibicién o estimulacién
del coledptilo

20 Cultivos

Ficura 1. Porcentaje de inhibicién (+) o estimulacién (-) en el coleéptilo de los cul-
tivos de maiz (Zea mays) y sorgo (Sorghum bicolor) utilizando tres extractos acuosos de
leguminosas.
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Ficura 2. Porcentaje de inhibicién (+) o estimulacién (-) en la radicula de los culti-
vos de maiz (Zea mays) y sorgo (Sorghum bicolor) utilizando tres extractos acuosos de
leguminosas.

un 9%. Por el contrario, en el cultivo de sorgo los tres extractos acuosos
inhibieron el crecimiento de la radicula, donde el extracto acuoso de ca-
navalia provocé mayor reduccion (76%), seguido por el extracto acuoso
de crotalaria (63%) y el extracto acuoso de gandul (43%). Comparando
los dos cultivos, se pudo observar que el extracto acuoso de crotalaria
tuvo efecto diferente: en maiz estimulé el crecimiento del coledptilo y
radicula, mientras que en sorgo, redujo el crecimiento del coledptilo y
la radicula.

Por otra parte, en los cultivos dicotiledéneos el porcentaje de in-
hibicién del hipocétilo mostré variaciones dependiendo del extracto
(Figura 3). En general, los extractos acuosos de gandul y canavalia
inhibieron el crecimiento del hipocétilo en los cultivos de soya, gandul,
habichuela y caupi. Sin embargo, el extracto acuoso de crotalaria esti-
mul el crecimiento del hipocétilo (a excepcién en el cultivo de lechuga).
Entre los cultivos evaluados, se observé menor efecto de inhibicién en
el hipocétilo de la soya con los extractos acuosos de las leguminosas
gandul (8%) y canavalia (14%). Contrario a esto, el extracto acuoso de
crotalaria estimul6 el crecimiento del hipocétilo en 11%, el mayor por-
centaje entre los cultivos evaluados. El cultivo de lechuga presenté los
mayores porcentajes de inhibicién en el hipocétilo con los extractos de
crotalaria (58%) y canavalia (64%). Asi mismo, en el cultivo de caupi, el
extracto acuoso de gandul presenté el mayor porcentaje de inhibicién
(39%).

El efecto en el crecimiento de la radicula en los cultivos dicotiledé-
neos con los extractos acuosos de leguminosas, presenté variaciones
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Ficura 3. Porcentaje de inhibicién (+) o estimulacién (-) en el hipocétilo de los cul-
tivos de soya (Glycine mazx), gandul (Cajanus cajan), habichuela (Phaseolus vulgaris),
caupi (Vigna unguiculata) y lechuga (Lactuca sativa) utilizando tres extractos acuosos
de leguminosas.

(Figura 4). El extracto acuoso de canavalia mostré mayor efecto de
inhibicién en el crecimiento en los cultivos de caupi (44%) y lechuga
(67%). El extracto acuoso de gandul causé menor inhibicién en los cul-
tivos de habichuela (32%), caupi (25%) y soya (21%). Por el contrario, el
extracto acuoso de crotalaria presenté estimulacién en los cultivos de
habichuela y caupi.

Los efectos inhibitorios o negativos se fundamentan en que algu-
nas plantas afectan las plantas vecinas por liberacién de sustancias
alelopaticas en el suelo ya sea como exudados de los tejidos vivos o
como descomposicién de los residuos de la planta (Batlang and Susshu,
2007). A menudo, la liberacién de estos aleloquimicos de la hojarasca
en descomposicién afecta el crecimiento y el desarrollo de los cultivos
adyacentes en sistemas agroforestales (Kamara et al., 2000). Aunque
en el experimento se utilizaron extractos acuosos, los resultados indi-
can que hubo presencia de sustancias alelopaticas en los tallos y hojas
de leguminosas.

En los cultivos evaluados, el efecto del extracto acuoso fue mas in-
fluyente en el crecimiento de la radicula coincidiendo con los resultados
obtenidos por Mominul-Islam y Kato-Noguchi (2013) e Islam y Kato-
Noguchi (2013). La mayor inhibicién de raiz en comparacién con las
partes aéreas puede deberse a que en el desarrollo inicial el coledptilo
y el hipocétilo dependen mayormente de la expansion de células que
son relativamente insensibles a los aleloquimicos. Por el contrario, el
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Ficura 4. Porcentaje de inhibicién (+) o estimulacién (-) en la radicula de los cultivos
de soya (Glycine max), gandul (Cajanus cajan), habichuela (Phaseolus vulgaris), caupi
(Vigna unguiculata) y lechuga (Lactuca sativa) utilizando tres extractos acuosos de le-
guminosas.

proceso de rizogénesis estd intimamente asociado a la divisién celu-
lar que es sensible a los aleloquimicos ejerciendo mayor inhibicién de
crecimiento de la radicula. Probablemente la reduccién de la divisién
celular en presencia de los aleloquimicos puede inhibir las hormonas
promotoras del crecimiento vegetal. De igual manera, las raices gjer-
cen mayor contacto con los aleloquimicos debido a que son el primer
6rgano en absorber sustancias del medio ambiente (Islam y Kato-No-
guchi, 2013), en este caso, los extractos acuosos de leguminosas. Debi-
do a esto, el crecimiento de las plantulas es el parametro mas utilizado
para evaluar respuestas fisiologicos representadas en efectos alelopa-
ticos (Mominul-Islam y Kato-Noguchi, 2013). Los resultados obtenidos
en este estudio indican que los extractos acuosos de canavalia y gandul
gjercen mayor inhibicién en el desarrollo de las plantulas; de igual ma-
nera, el extracto acuoso de crotalaria también afecta las plantulas de
lechuga y sorgo, aunque en los otros cultivos se observé estimulacién
de crecimiento.

Los estudios de potencial alelopatico reconocen problemas de au-
totoxicidad para la especie cultivada debido a la acumulacién de
fitotoxinas producidas por la descomposicién de los residuos del
cultivo. La continua produccién de forrajes como la alfalfa y su re-
establecimiento en el mismo lugar, ha demostrado actividad alelopa-
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tica interespecifica e intraespecifica. La importancia de la alfalfa en la
industria pecuaria ha hecho que sea uno de los forrajes mas estudiados
en alelopatia intraespecifica y se ha reportado que las condiciones am-
bientales y la edad de la planta influyen en los efectos alelopaticos (Se-
guin et al., 2002). Diferentes investigaciones reportan leguminosas que
afectan el crecimiento de cultivos o malezas. Kumbhar y colaboradores
(2011) exponen que el efecto alelopatico de gandul en diferentes con-
centraciones inhibe significantemente la germinacién y el crecimiento
de caupi, resultados que coinciden con los encontrados en esta investi-
gacién. Sin embargo, no hay literatura publicada que indique si el ex-
tracto acuoso de gandul actda con alelopatia intraespecifica en el desa-
rrollo de la misma planta, es decir, si es una planta autotéxica. En este
estudio, la interaccién del extracto acuoso de gandul con el cultivo de
gandul, mostré inhibicién del hipocétilo y estimulacién de la radicula.

En el cultivo de lechuga, los tres extractos acuosos inhibieron con
mayores porcentajes el crecimiento del hipocétilo y la radicula. Laynez-
Garsaball y Méndez-Natera (2013) afirman que la lechuga se considera
la especie modelo mas utilizada en bioensayos alelopaticos debido a
su rapida germinacién y alta sensibilidad a aleloquimicos. Skinner y
colaboradores (2002) sugirieron que los extractos aleloquimicos de re-
siduos de hojas de crotalaria reducen la germinacién y el crecimiento
de lechuga. Estos resultados se confirman en esta investigacién, donde
se encontré que este cultivo es altamente afectado inclusive, con los
extractos acuosos de canavalia y gandul.

Las investigaciones sobre efectos alopaticos en diferentes cultivos
ha sido extensamente evaluada con diferentes parametros como: es-
pecies v partes de plantas, concentraciones, edades de cosecha de la
planta, metodologias, fechas de evaluacién de germinacién y fechas de
evaluacion de desarrollo de la plantula. Los resultados para inhibicién
o estimulacién de germinacién y desarrollo de plantulas son muy ex-
tensos. Teniendo en cuenta que el parametro mas utilizado para eva-
luar los efectos alelopaticos de los extractos de plantas en el desarrollo
y/o el crecimiento de la especie utilizada es la longitud de las plantulas
(Islam y Kato-Noguchi. 2013), esta investigacién indica que los extrac-
tos acuosos de canavalia, gandul y crotalaria al 3.3% tienen efectos de
inhibicién y estimulacién en el desarrollo de cultivos.

CONCLUSION

Los extractos acuosos de canavalia, crotalaria y gandul influyen en
el crecimiento del hipocétilo, coledptilo y radicula y no en el porcenta-
je de germinacién de los cultivos evaluados. En general, el extracto
acuoso de canavalia presenté mayor inhibicién en el crecimiento del
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hipocétilo, coledptilo y radicula de las monocotiledéneas y dicotiledé-
neas. Ademas, el extracto acuoso de gandul también inhibié el creci-
miento pero con porcentajes mas bajos en comparacién con el extracto
acuoso de canavalia. Por el contrario, el extracto acuoso de crotalaria
causé estimulacion del coledptilo y radicula en el cultivo de maiz, y en
el hipocétilo y radicula en los cultivos de habichuela, gandul vy cau-
pi. Teniendo en cuenta la variabilidad en la respuesta de los extractos
acuosos de leguminosas, es importante profundizar acerca de la fito-
quimica de las leguminosas para determinar los compuestos que inhi-
ben o estimulan el crecimiento de hipocétilo, coledptilo y radicula de los
cultivos. Del mismo modo, evaluar las concentraciones utilizadas para
establecer concentraciones adecuadas que no produzcan efectos nega-
tivos en el desarrollo de cultivos. Se recomienda realizar evaluaciones
en el campo para determinar si los factores ambientales interfieren en
los efectos alelopaticos generados por las asociaciones entre las legu-
minosas y cultivos.
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