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ABSTRACT

Key words: Allelopathic potential, Lupinus
albusL ., Gaeumannomycesgraminisvar. tritici.

The aim of this study was to evaluate the
alelopathic potential of cultivars of Lupinus
albus L. Rumbo, Typ Top and Pecosa on the
mycelial growthof thefungus Gaeumannomyces
graminis var. tritici using agueous extracts,
considering five concentrations (1, 3, 10,30 and
90% v/v), compared with a control treatment.
The methodology consisted of measuring the
radius of mycelial growth from the center of
the Petri plates with mixed medium APD and
extract, every 24 hours to complete the control
plate. The experimental design was completely
randomized with three replicates per treatment,
each Petri plate was an experimental unit. Data
analysis was performed using ANOVA and
multiple comparison test of Tukey (p<0.05). The
main results showed a differential allelophatic
effect of the radical aqueous extracts, often
inhibitory and occasionally enhancing the
mycelium growth of G. graminis var. tritici.
The radical aqueous extract Typ Top, often
had higher inhibitory allelopathic effect on the
mycelial growth at concentrations of 10%, 30%
and 90% v/v. Concentrations of extracts above
30% v/v, showed similar alelopathic effect

RESUMEN

Palabras clave: Potencia alelopatico, Lupinus
albusL ., Gaeumannomycesgraminisvar. tritici.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar
el potencial alelopético de los cultivares de
Lupinus albus L. Rumbo, Typ Top y Pecosa
sobre el crecimiento micelial in vitro del hongo
Gaeumannomyces graminis var. tritici, usando
extractos acuosos en cinco concentraciones
(1, 3, 10, 30 y 90% v/v), comparadas con un
testigo sin extracto. La metodologia consistio
en medir el radio del crecimiento micelial
(mm.) desde el centro de las placas Petri con
medio APD y extracto respectivo cada 24 horas
hasta completar la placa testigo. Se utilizd
un disefio completamente aleatorizado, con
tres repeticiones por tratamiento, cada placa
constituyd una unidad experimental. El andlisis
de los datos se realizo a travées de andlisis de
varianza (ANOVA), y prueba de comparacion
multiple de Tukey (p< 0,05). Los resultados
constataron efecto alelopatico diferencial delos
extractosacuososradicales, enlamayoriadelos
casos inhibitorio y ocasionalmente potenciador
del crecimiento micelial. El extracto acuoso
radical Typ Top, tuvo frecuentemente mayor
efecto alelopético inhibidor del crecimiento
micelial a concentraciones de 10%, 30% y 90%
v/v. Concentraciones sobre el 30% v/v de los
extractos, presentaron similar efecto alel opético
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on mycelial growth, while concentrations bel ow
3% caused a differential response, with Pecosa
showing its higher inhibitory effect at 1% and
Typ Top at 3%.

INTRODUCCION

Las plantas estan constantemente expuestas
a estrés hidticos y abidticos, situacion que ha
propiciado € desarrollo de variadas formas
de defensa (Sepulveda er al., 2003). Los
mecanismos de defensa quimicos son una
estrategia utilizada por las plantas, produciendo
metabolitos secundarios (MS) en contra de
patégenos y herbivoros (Croteau et al., 2000).
Entre estas sustancias quimicas se encuentran
los aleloquimicos, considerados productos de
desecho de las principales vias metabdlicas de
laplanta (Argandofiaet al., 1980,1981; Bohidar
et al., 1986; An et al., 1998; Thackray et al.,
1990), los que son liberados a través de las
raices, lixiviacion por el agua, desintegracion
de residuos vegetales, compuestos voldtiles,
0 por la descomposicién de microorganismos
en forma pasiva (Kogan, 1992; Ormefio,
1997, Anaya et al., 2001, Bensch, 2003).
La principal funcion de estos metabolitos es
otorgar proteccion a la planta contra el ataque
de patdgenos, inhibiendo o favoreciendo el
desarrollo de estos; actuando como repelente
0 atrayente de insectos y reduciendo la
competencia con otras especies (Rice, 1974,
Ormefio, 1997; Anayaet al., 2001).

Diversos autores han evidenciado las
propiedades inhibitorias que presenta el género
Lupinus sobre hongos fitopatégenos, bacterias y
virus. Hutchinson (1986), observé la actividad
antimicoticade LupinusalbusL. var. multolupa
de una fraccion obtenida de extractos que
contenia terpenos, esteroles y fenoles, sobre
cepas de Microsporum canis E. Bodin ex.
Gueg, Trichophyton tonsurans Malmsten y 7.
mentagrophytes (C.P. Robin) Sabour. Vallgjos
et al., (1998), reportaron que la lupanina es el
alcaloide que esta presente en mayor proporcion
en L. albus y que al ser adicionada al medio de
cultivo, inhibe el crecimiento de Colletotrichum
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sobre el crecimiento micelial, mientras que
concentraciones menores a 3% la respuesta
fue diferencial, siendo el efecto inhibitorio de
Pecosa mayor a 1% y de Typ Top a 3%.

gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., hongo
causante de laantracnosis. Bernal et al., (2005),
evaluaron la capacidad fungicidain vitro de los
extractos crudos y acaloides de semillas de
Lupinus exaltatus Zucc., L. rotundiflorus M. E.
Jonesy L. montanus Kunth, en el desarrollo de
Sclerotium rolfsii Sacc., Alternaria solani (Ell.
and Mart.) Jones and Grout, Rhizoctonia solani
Khiin y Fusarium oxysporum Schlectend:Fr
f.sp. lycorpersici (Sacc.) Snyder y Hans. En este
contexto Zamora et al., (2008), determinaron
que € extracto de acaloides obtenido de
semillas de L. mexicanus Cerv. ex Lag., inhibid
el crecimiento micelial de R. solani en un 100%
y de S. rolfsii en un 72,5%.

Diversas especies de plantas cultivadas
poseen efecto alelopético potencia contra
hongos, con la ventgja de ser biodegradables
y permiten considerarlos como aternativa
practica y aplicable en los agroecosistemas
(Blanco, 2006). En este sentido, el conocimiento
de estos metabolitos organicos activos, sus
transformaciones e influencias cuando son
liberados al ambiente (Anaya et al., 2001),
permite generar informacion actualizada
del efecto de estos extractos sobre agunos
hongos. Al respecto, la literatura consultada
no presenta antecedentes del potencial efecto
alelopético de Lupinus albus L., sobre el hongo
Gaeumannomyces graminis var. tritici, pero es
de consignar que compuestos organicos de esta
planta han sido eficaces sobre Phytophthora
cinammomi (Aryantha et al., 2000); también,
aunque no relacionado directamente, destaca
como cultivo de quiebre, de manerade controlar
enfermedadesradicales(Meray Rouanet, 2003).
Consecuentemente el conocer |as interacciones
alelopéticas entre especies cultivadas conlleva
una importancia de cardcter cientifico y también
de tipo préactico, especialmente en las préacticas
agronomicas de rotacion de cultivo, parareducir
potencial de inéculo y alterar ciclos biolégicos
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de hongos fitopatégenos del suelo, en el caso
de G. graminis var. tritici es relevante disponer
de este tipo de informacién por la significancia
econémica que puede ocasionar este hongo en
la produccién de trigo en el sur de Chile.

La hipétesis de trabgjo plantea que los
cultivaresLupinusalbusL . cvs. Rumbo, Typ Top
y Pecosa, poseen efecto alelopético diferencial
en e crecimiento de Gaeumannomyces
graminis (Sacc.) Arx y Olivier var. tritici J.
Walker. Paradar cumplimiento alahipétesis de
trabajo se plantearon los siguientes objetivos:
Determinar €l potencial aelopéatico segin
concentracion de extractos acuosos radicales de
L. albus (cvs. Rumbo, Typ Top y Pecosa) sobre
el crecimiento micelia in vitro de G. graminis
var. tritici; y clasificar los cultivares de lupino
en relacion con su potencial alelopatico sobre el
hongo evaluado.

MATERIALESY METODOS

La investigacion durante la etapa de cultivo
de las especies dadoras de aleloquimicos,
fue realizada en € Invernadero y Laboratorio
de Suelos de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Forestales de la Universidad
de La Frontera. La preparacion de los extractos
acuosos y evaluacion del crecimiento micelial
se desarrollé en el laboratorio de Fitopatologia
del Ingtituto de Agroindustria de la misma
Universidad. El material biolégico considerd
semillas de L. albus L. cvs. Rumbo, Typ
Top y Pecosa y aisamientos del hongo G.
graminis var. tritici identificado segtn claves
taxondmicas e identificacion morfométricas y
claves de Hanlin (1998). Los extractos acuosos
se obtuvieron a través de la metodologia
desarrollada por Enriquez et al., (2010), la que
consistio en la trituracion de la parte radical
de las especies dadoras a los 90 dias de edad.
Posteriormente se pesaron 100 g de raices en
una balanza electrénica digital, el material fue
lavado con detergente comercial y una solucién
de NaOCl al 1%, para ser finalmente enjuagada
con abundante agua destilada estéril. La masa
radicular, fue fragmentada en un mortero y
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Ilevada a un vaso precipitado de 1 L. de agua
destilada estéril, obteniendo una suspensién
que se tap6 con papel parafilm y se dejé reposar
durante 24 horas a temperatura ambiente
(20°C). Transcurrido este periodo, la suspension
se filtr6 por gravedad con bomba de vacio
por medio de embudo Buchner y papel filtro
(GC 50). Para evitar efecto negativo de la luz
sobre los compuestos alelopaticos, el filtrado
obtenido fue guardado en frascos color ambar y
conservado en refrigerador a 5°C.

El medio de cultivo, agar papa dextrosa
(APD), fue preparado en matraces Erlenmeyer
de 50 mL., a volumenes requeridos para
cada concentracion. Estos se taparon con
papel auminio y se llevaron a autoclave
durante 15 minutos a 121°C y 15 lbs/pulg?
Luego, bajo cdmara de flujo laminar y con
una jeringa graduada, se adicionaron los
distintos volimenes de extracto de compuestos
alelopaticos, requeridos segin concentracion a
evauar (0, 1, 3, 10, 30 y 90% v/v), utilizando
una metodologia similar a la sefidlada por
Sobrero y Ronco (2004), Zamora et al., (2005)
y Zamora et al., (2008). Las placas fueron
inoculadas con micelio G. graminis var. tritici
e incubadas en camara de crecimiento a 25°C.
El crecimiento del micelio se determind de
acuerdo a la metodologia descrita por French
y Hebert (1980), la que consistié en medir €
diametro del crecimiento micelial, desde el
centro de la placa siempre en e mismo sentido
y lugar, a partir de las 24 horas pos siembra y
sucesivamente cada 24 horas, hasta que laplaca
control esté completamente col onizada.

Se utilizd6 un disefio completamente
aleatorizado, con tres repeticiones por
tratamiento, cada placa constituyé una unidad
experimental. El andlisis de |os datos se realizo
a través de andlisis de varianza (ANOVA), y
prueba de comparacién multiple de Tukey (p
< 0,05). Los tratamientos fueron los cultivares
y cada concentracion constituyd un evento
independiente, por lo que la variable a evaluar
fue inhibicion miceliad de G. graminis var.
tritici, seglin concentraci on de extractos acuosos
de los cultivares Rumbo, Typ Top y Pecosa.
Para el procesamiento de los datos se utilizd el
programa estadistico Statgraphics Plus 5.0.
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RESULTADOSY DISCUSION

Los resultados del efecto alelopético de los
extractos acuosos de raices de L. albus cvs.
Rumbo, Typ Top y Pecosa sobre €l crecimiento
micelia in vitro de G. graminis var. ftritici,
comparados con el testigo, se observan en el
Cuadro 1.
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a) Concentracion 1% v/v. Durante los
primeros dos dias de evaluacién, los extractos
acuosos de raices de todos los cultivares,
inhibieron el crecimiento del hongo respecto
del testigo. Desde el cuarto dia, € extracto
proveniente del cultivar Pecosa, tuvo efecto
inhibidor significativo del crecimiento micelial
de G. graminis var. tritici, con una tasa de

Cuadro 1. Efecto alelopatico de extractos acuosos de raices de tres genotipos de Lupinus albusL. a
distintas concentraciones, sobre €l crecimiento micelial in vitro (mm.) de Gaeumannomyces graminis

var. tritici.

Table 1. Allelopathic effects of root aqueous extr acts of three genotypes of LupinusalbusL. at different
concentrations on mycelial growth in vitro (mm.) of Gaeumannomyces graminisvar. tritici.

Crecimiento micelial promedio (mm.)/dias de evaluacion.

Tratamientos Tasa
(concentracion v/v) 1 2 3 4 S 6 crecim gnto
1%

Rumbo 04a 07a 81 133ab 194b  220ab 3,60
Typ Top 00a 00a 131 190c 244c 270c 4,50
Pecosa 00a 00a 100 110a 110a 170a 2,83
Testigo 24b 53b 120ns 152bc  210bc  26,0bc 3,93
Promedio 07 15 108 14,6 18,9 23,0 3,72
3%

Rumbo 00a 00a 100b 164bc 21,0b  243b 4,05
Typ Top 00a 00a 00a 52a 52a 6,0a 1,00
Pecosa 00a 7,0b 94b 204c 253b  290c 4,83
Testigo 24b 53b 120b 152a 19,1b 260b 3,93
Promedio 06 31 7.9 143 17,7 21,3 3,45
10%

Rumbo 00a 00a 122b 180b 210b 203ab 3,38
Typ Top 00a 00a 74a 150a 152a 230ab 3,83
Pecosa 00a 00a 90a 142a 243b 253b 4,22
Testigo 24b 53b 120b 152a 19.1b  260b 3,93
Promedio 06 13 102 15,6 19,9 23,7 3,84
30%

Rumbo 00a 00a 00a 00a 10a 13a 0,22
Typ Top 00a 00a 00a 00a 00a 00a 0,00
Pecosa 00a 00a 00a 00a 10a 10a 0,17
Testigo 24b 53b 120b 152ab 191b  260b 3,93
Promedio 06 22 34 45 6,2 53 1,08
90%

Rumbo 00a 00a 00a 84b 9,0ab 90a 1,50
Typ Top 00a 00a 1lla 30a 53a 100 a 1,67
Pecosa 03a 47b 92b 130c 140bc 150a 2,45
Testigo 24b 53b 120c 152c 191c  260b 3,93
Promedio 07 40 7.7 10,9 154 13 2,39

Cada concentracion se consideré un estudio independiente. Letras distintas en columnas indica diferencia significativa segtin Tukey (p< 0,05
Each concentration was considered as an independent study.

Different letters in columns indicate significant differences according to Tukey (p < 0.05).
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crecimiento diario de 2,83 mm., para los seis
dias de evaluacion.

Este resultado podriaexplicarse considerando
loreportado por Frenchy Hebert (1980), quienes
sefialan que durante la fase de adaptacion del
crecimiento fungico, e micelio del hongo
comienza a absorber metabolitos toxicos
presentes en el medio, impidiéndole alcanzar
mayores longitudes. Ademas, esta situacion
pudiese ser atribuida a la naturaleza quimica
de los extractos radicales, como consta en un
estudio realizado por Enriquez et al., (2010)
al evaluar € efecto inhibitorio de extractos
radicales de trigo obtenidos de 17 ecotiposy 2
variedades comerciales sobre G. graminis var.
tritici. Estos autores obtuvieron un crecimiento
promedio de 4,2 mm. con extractos de los
ecotipos NN1, Pulil y Varén, efecto inhibitorio
mayor a observado con extractos acuosos
radicales de lupino en condicionesin vitro.

b) Concentracion 3% v/v. Hubo diferencias
significativas en la inhibicién micelial del
hongo respecto del testigo segin origen del
extracto, para todos los periodos evaluados.
La eficacia inhibitoria fue superior por parte
del extracto acuoso del cultivar Typ Top, con
tasade crecimiento diario de 1 mm. Se constato
también, efecto potenciador del extracto
provenientedel cultivar Pecosaal cuartoy sexto
dia de evaluacidn, difiriendo significativamente
con €l testigo.

Respecto de la eficacia inhibitoria de los
compuestos aelopéticos independiente  de
las especies, Blum y Rebbeck (1989) sefialan
gue una exposicion constante a una dosis
baja de un aeloquimico puede producir una
inhibicién significativa del crecimiento; el
efecto potenciador evidenciado por extracto del
cultivar Pecosa, se respalda en lo sefialado por
Patrick et al. (1963), quienes demuestran que
los compuestos fitotoxicos que son liberados por
la descomposicion de materia organica, puede
influir positivamente en la actividad de los
patdgenos del suelo, reduciendo la resistencia
delaplanta
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¢) Concentracion 10% v/v. Durante los dos
primeros dias de eval uacion, todos los extractos
inhibieron completamente el crecimiento del
miceliode G. graminis var. tritici, sin diferencia
significativa entre los extractos. Tampoco hubo
diferencias significativas entre extractos de
distintos cultivares al final del tratamiento.
Solo se manifestaron efectos inhibitorios
para el crecimiento del hongo al tercer dia de
evaluacion con extractos de los cultivares Typ
Top y Pecosa respecto del testigo.

Este efecto sin embargo, fue transitorio y €l
crecimiento del hongo se recuperd a niveles
similares a los del control en los siguientes
dias de evauacion. Los aleloquimicos pueden
ser degradados a sustancias mas 0 menos
toxicas, las cuaes pueden interactuar en
sus efectos, asimismo, las concentraciones
estdticas en el medio reflejan el balance entre
tasas de entrada contra tasas de salida para un
compuesto especifico, las tasas de liberacion
total constituyen el componente principal de la
toxicidad (Anayaet al., 2001).

d) Concentracién 30% v/v. Durante los seis
dias de evaluacidn, todos los extractos acuosos
inhibieronel crecimientomicelia deG. graminis
var. tritici en casi un 100%. En el quinto dia de
evaluacion, se observd crecimiento micelial
en los cultivares Rumbo y Pecosa (1 mm.) no
difiriendo de Typ Top, pero si del testigo. EIl
extracto proveniente del cultivar Typ Top,
tuvo mayor eficacia inhibitoria del crecimiento
micelia (0 mm.) de G. graminis var. tritici.

El escaso crecimiento registrado en todos
los cultivares, concuerda en cierta medida con
los resultados obtenidos por Zamora et al.,
(2005), quienes en un estudio de evaluacién de
crecimiento in vitro de hongos fitopatégenos
con extractos crudos de semillasde L. exaltatus,
seflala que € menor crecimiento se registro
con la concentracion més alta evaluada, con
inhibicion del desarrollo micelial de 94,7% para
A.solani, 91%enR. solaniy 100% paras. rolfsii.
Cabe sefidlar, que con la concentracion més ata
de lupanina (uno de los acaloides aislados)
se registré un menor porcentgje de inhibicién
con respecto a total de extractos crudos. Otro
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Figura 1. Efecto alelopéatico (% de inhibicion o potenciacion del crecimiento respecto al testigo)
de extractos acuosos de raices de Lupinus albus L. a diferentes concentraciones de extracto sobre el
crecimiento micelial in vitro de Gaeumannomyces graminis var. tritici durante seis dias de evaluacion. A
(1% viv), B (3% viv), C (10% v/v), D (30% V/v), E (90% Vv/v).
Figurel.Allelopathiceffect (% inhibition or growth enhancecompared to control) of root aqueousextracts
of Lupinusalbus L. at different extract concentrationson in vitro mycelial growth of Gaesumannomyces
graminis var. tritici during six days of evaluation. A (1% v/v), B (3% v/v), C (10% v/v), D (30% v/v), E

(90% v/v).
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estudio de Zamora (2000), sefidla diferencias
significativas en el crecimiento promedio del
micelio de S. rolfsii y R. solani por efecto del
extracto de L. mexicanus. Las concentraciones
mas bajas del extracto no mostraron efectos
importantes sobre el crecimiento de los
hongos con respecto a testigo; no obstante, al
aumentarlas, este se redujo con una respuesta
de susceptibilidad diferencial en relacion al
patégeno, observando inhibicién promedio del
crecimiento de R. solani de 100%.

€) Concentracion 90% v/v. Todos|os extractos
evaluadosregistraroninhibicion del crecimiento
micelial, siendo en mayor magnitud durante
los dos primeros dias. El extracto acuoso del
cultivar Pecosa fue el menos eficaz hasta el
quinto dia de evaluacién, aunque al final del
periodo todos los extractos presentaron similar
efecto inhibidor del crecimiento micelial de G.
graminis var. tritici. La secuencia de menor
a mayor tasa de crecimiento diaria del hongo
fue: Rumbo (1,50 mm.), Typ Top (1,67 mm.) y
Pecosa (2,45 mm.).

El efecto de las concentraciones de extractos
acuosos sobre el crecimiento micelial invitro de
G. graminis var. tritici, se muestra en la Figura
1. Se observa que e efecto inhibitorio fue
directamenteproporcional alaconcentraciondel
extracto acuoso de LupinusalbusL (Fig 1A-E).
Concentraciones menores a 10% inhibieron el
crecimiento del hongo solo en los dos primeros
dias de iniciado € tratamiento, manifestando
unarecuperacion del crecimiento del micelio en
los dias posteriores de la evaluacion (Fig. 1A,
ByOQC).

L osresultadosdeestainvestigacién mostraron
inhibicion del crecimiento micelial de G.
graminis var. tritici, por los extractos acuosos
radicales de lupino de todas las variedades
evaluadas. En € presente estudio, se comprobd
que laaccion aelopéticainhibitoriain vitro, ala
concentracion 30% v/v, fuelaque produjo menor
crecimiento del hongo. Puthnam y Duke (1974),
sefialan que todas las técnicas de extraccion
de aéoquimicos con agua fria, simulan la
liberacion natural de componentes con accién
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alelopatica, manteniéndose las propiedades de
las sustancias que son excretadas via radical,
por lo tanto e extracto utilizado en este
experimento podria representar las propiedades
del exudado natura de Lupinus albus L.
Basandose en lo reportado por Vallegos et al.,
(1998), €l acaloidelupaninaaislado de L. albus
inhibe el crecimiento de C. gloeosporioides,
a partir de lo cual se podria inferir que este
seria el compuesto responsable de lainhibicion
del crecimiento micelial de G. graminis var.
tritici en el presente estudio. Aunque Zamora
et al, (2005) a aislar lupanina desde semillas
de L. exaltatus, registr6 menores valores de
inhibicion respecto al extracto crudo, debido
probablemente a un efecto sinérgico de todos
los alcaloides presentes. Frente a esto, Enriquez
et al., (2010), plantea que para determinar
con exactitud los compuestos involucrados
en la inhibicién del crecimiento micelial de
G. graminis var. tritici, seria necesario aidar,
identificar y caracterizar los compuestos
quimicos presentes en los extractos acuosos de
las especies con potencial alelopatico.

CONCLUSIONES

1. El efecto aelopético diferencia de los
extractos acuosos radicales de los cultivares,
en la mayoria de los casos fue inhibitorio y
ocasionalmente potenciador del crecimiento
micelial.

2. El extracto acuoso radical delupino cultivar
Typ Top, tuvo frecuentemente mayor efecto
alelopatico inhibidor del crecimiento micelial
de Gaeumannomyces graminis var. tritici, en
las concentraciones 10%, 30% y 90% v/v.

3. Extractos acuosos radicdes a
concentraciones sobre el 30%, presentaron
igual efecto aelopatico sobre el crecimiento de
Gaeumannomyces graminis var. tritici.

4. Concentraciones de extractos acuosos
radicales menores a 3%, tuvieron respuesta
diferencial, siendo € efecto inhibitorio de
Pecosa mayor a1% Yy de Typ Top a 3%.

5. Se detectd en un caso efecto potenciador
del crecimiento micelial por parte del extracto
acuoso Pecosa a una concentracion de 3% viv.
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