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RESUMEN

Padina gymnospora (Kitzing), es una alga con potencialidades farmacoldgicas y bioestimulantes.
El objetivo de esta investigacion fue evaluar la fitotoxicidad de un extracto acuoso de P.
gymnospora mediante un bioensayo con semillas de Lactuca sativa L. La biomasa de P.
gymnospora se colectd en la zona Este del litoral de Santiago de Cuba, Cuba. Se realiz6
tamizaje fitoquimico del extracto y se determinaron las principales familias de metabolitos
secundarios presentes en él. Se cuantificaron los polifenoles por el método de Folin-Ciocalteu.
El bioensayo de fitotoxicidad se realiz6 in vitro, con una duracién de 120 horas. Se analizaron
dos concentraciones del extracto: extracto puro (P-100) y una diluciéon al 50% (P-50). El
control negativo fue agua destilada. Se evalud la influencia de ambas concentraciones sobre
el porcentaje de germinacion relativo (PGR), el porcentaje de crecimiento de radicula relativo
(CRR) y con estos dos parametros se calculd el indice de germinaciéon (1G). Ademas, se midio6 la
longitud del hipocdtilo. Se identificaron un total de seis familias de metabolitos secundarios.
Los mas abundantes fueron los compuestos fendlicos y/o taninos y los carbohidratos. La
concentracion de polifenoles fue estimada en 0.384 mg g* en equivalentes de &cido tanico.
Las dos concentraciones del extracto produjeron mas del 95% de germinacion de las semillas.
Los valores de CRR fueron de 45.77% para P-100 y 47.15% para P-50 lo que indico inhibiciéon
de la longitud radicular. El IG fue de 46.57% y 45.49% para P-100 y P-50, respectivamente.
La longitud del hipocétilo en ambos tratamientos super6 al control. El extracto se clasifico de
como levemente téxico para el biomodelo empleado.
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Phytotoxicity evaluation of an aqueous extract of Padina gymnospora
seaweed on Lactuca sativa L. seeds

ABSTRACT

Padina gymnospora (Kiutzing) is an algae with pharmacological and biostimulant potentials.
The objective of this investigation was to evaluate the phytotoxicity of an aqueous extract of
P. gymnospora by means of a bioassay with seeds of Lactuca sativa L. The biomass of P.
gymnospora was collected in the eastern zone of the coast of Santiago de Cuba, Cuba.
Phytochemical screening of the extract was carried out and the main families of secondary
metabolites present in it were determined. The polyphenols were quantified by the Folin-
Ciocalteu method. The phytotoxicity bioassay was carried out in vitro, with a duration of 120
hours. Two concentrations of the extract were analyzed: pure extract (P-100) and a 50%
dilution (P-50). The negative control was distilled water. The influence of both concentrations
on the percentage of relative germination (PGR), the percentage of relative radicle growth
(CRR) was evaluated and with these two parameters the germination index (Gl) was calculated.
In addition, the length of the hypocotyl was measured. A total of six families of secondary
metabolites were identified. The most abundant were phenolic compounds and / or tannins
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and carbohydrates. The concentration of polyphenols was estimated at 0.384 mg g* in tannic
acid equivalents. The two concentrations of the extract produced more than 95% germination
of the seeds. The CRR values were 45.77% for P-100 and 47.15% for P-50, which indicated
inhibition of root length. The IG was 46.57% and 45.49% for P-100 and P-50, respectively.
The length of the hypocotyl in both treatments exceeded the control. The extract was

classified as slightly toxic for the biomodel used.

Keywords: phytochemical screening, phytotoxicity, seaweed, secondary metabolites

INTRODUCCION

El uso de las algas marinas como
bioestimulantes, es un sector en crecimiento
en varias partes del mundo, especialmente
en Europa, Asia y varios paises de
Latinoamérica (Canales, 2001). A pesar de
ser una actividad bastante antigua,
fundamentalmente en paises asiaticos, esta
préactica ha alcanzado un lugar de mérito entre
las estrategias agroecoldgicas que posibilitan
cosechas productivamente superiores
(Sharma et al., 2014).

Las ventajas que proporciona el uso de algas
marinas en la agricultura son varias, entre las
que se destaca el acondicionamiento de suelos,
la fertilizacion y estimulacion de los cultivos,
asi como la proteccion frente a determinadas
plagas y enfermedades (Shanmughapriya et
al., 2008; Wajahatullah et al., 2009). El empleo
de extractos liquidos de algas para estos fines,
ha experimentado un incremento notable al
igual que las formulaciones sdlidas. Se
reconocen mas de 20 productos con marca
registrada, elaborados con algas marinas y
con excelentes resultados en la promocion
del crecimiento vegetal (Wajahatullah et al.,
2009; Shekhar et al., 2012).

Una de las razones que hacen a las algas
marinas buenas candidatas para la produccion
de bioestimulantes vegetales, es la presencia
de una extensa gama de sustancias bioactivas
que pueden favorecer el crecimiento vegetal,
entre ellas fitohormonas, macro vy
micronutrientes, citoquinas, aminoacidos y
vitaminas (Wajahatullah et al., 2009).
Ademas de estos compuestos, las algas
poseen otros metabolitos Unicos como los
polisacaridos sulfatados y algunos polifenoles
que, segun otras investigaciones mejoran la
resistencia al estrés (Rioux et al., 2007;
Gonzalez et al., 2013).

Padina gymnospora, es una macroalga parda
de la familia Dictyotaceae. Estudios recientes
demuestran sus potencialidades antifungicas
en plantas, en la disminucién del porciento

de infeccién por hongos patdégenos, ademas
de su actividad estimulante del crecimiento
en plantulas, mostrando notables evidencias
para su uso en el desarrollo de bioestimulantes
efectivos que contribuyan a mejorar cosechas
(Ibraheem et al., 2017; Hernandez et al.,
2016). Esta especie, crece abundantemente
en todo el litoral rocoso de la provincia de
Santiago de Cuba.

En Cuba, las investigaciones respecto a P.
gymnospora son escasas, no existen informes
sobre sus potencialidades como
bioestimulante del crecimiento vegetal, lo que
a su vez constituye un nuevo enfoque, dirigido
a un mejor aprovechamiento de los recursos
marinos en funcién de una agricultura
sostenible y mayor produccién de alimentos.

De forma general, una gran parte de los
compuestos activos presentes en las algas
favorecen el crecimiento y desarrollo de los
cultivos. No obstante, sus extractos al ser
mezclas complejas de muchos compuestos,
no siempre resultan del todo beneficiosos.
En ocasiones la presencia y concentracion
de ciertos metabolitos, provocan efectos
alelopaticos negativos que pueden
manifestarse en cualquiera de la etapas de
desarrollo de la planta (Igartuburu, 2000;
Rodriguez et al., 2002). De ahi que sea
necesario, siempre que se trabaje con
extractos totales de algas marinas, evaluar a
nivel in vitro, posibles efectos que pudieran
presentarse antes de su aplicaciéon en el
campo.

Una herramienta muy util, a la hora de evaluar
el riesgo y predecir los posibles efectos que
sobre las plantas ejercen las sustancias
quimicas contenidas en las formulaciones, es
el ensayo de fitotoxicidad en semillas de
lechuga (Lactuca sativa L.). Este ensayo
ecotoxicolégico, es una prueba que puede
evaluar los efectos fitotoxicos de compuestos
puros o de mezclas complejas en el proceso
de germinacion de las semillas y en el desarrollo
de las plantulas (Lallana et al., 2013). Esta
prueba ha ganado aceptacion porque
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suministra resultados confiables, econémicos,
simples y rapidos (Navarro et al., 2006; Aguila
etal., 2013).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar
la fitotoxicidad de un extracto acuoso de la
macroalga P. gymnospora mediante el
bioensayo con semillas de lechuga.

MATERIALES Y METODOS
Origen de la muestra

La colecta del alga P. gymnospora se realizd
en el mes de febrero, correspondiente a la
temporada seca. La biomasa humeda del alga
se obtuvo a través del buceo, a 12 m de
profundidad, en los camellones de corales del
litoral rocoso de Playas del Este en la provincia
de Santiago de Cuba, Cuba. La identificacion
taxonodmica se realizo segun Littler y Littler
(2000) en el Centro Oriental de Ecosistemas
y Biodiversidad (BIOECO) de la misma
provincia. La muestra fue depositada en la
coleccion ficolégica de dicho centro.

Procesamiento de la muestra

La biomasa humeda del alga P. gymnospora se
limpié6 manualmente en el laboratorio, para
eliminar restos de epifitos y flora acompanante.
Se lavo abundantemente con agua corriente y
agua destilada. Luego de escurrirlas se
secaron en una estufa a 40°C hasta obtener
un peso constante. La muestra se moli6 en
un molino (BOSCH) y se tamiz6 hasta obtener
particulas inferiores a cuatro milimetros.

Obtencién de los extractos

Se pesaron 20 g del alga molida y tamizada.
La muestra se coloco en un Erlenmeyer y se
humectdé con 100 ml de agua destilada por 30
min. Luego se le adicion6 agua destilada hasta
completar un volumen de 200 ml y pasado
este tiempo se transfiri6 a una lavadora
ultrasénica (SAKURA US-5E). La extraccion
se realiz6 por 1h a 40°C con una frecuencia
de 28 Hz. El extracto acuoso fue filtrado al
vacio y almacenado en refrigeraciéon a 4 °C
hasta su utilizacion.

Deteccion fitoquimica de los metabolitos
en el extracto

Al extracto se le midi6 el pH antes de realizar
la evaluacion fitoquimica. Las técnicas
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cualitativas empleadas para este analisis,
fueron tomadas de la Guia Metodoldgica para
la Investigacion Fitoquimica de Plantas
Medicinales del Ministerio de Salud Publica de
Cuba (MINSAP, 1997).

La cuantificacion de fenoles totales en el
extracto fue determinada en un
espectrofotémetro (PG INS-TRUMENTS,
modelo T60-U) a 675 nm, utilizando el reactivo
de Folin-Ciocalteu. Para la construccion de la
curva de calibracion se empled una solucion
estandar de acido tanico (0.1 mg ml?t). El
resultado fue expresado en mg g* de extracto
como equivalentes de acido tanico.

Bioensayo de fitotoxicidad

Se siguid la metodologia descrita por
Hernandez et al. (2016) con modificaciones.
Se colocaron 20 semillas por placa de Petri,
cubiertas con un papel de filtro Whatman 42.
Se le adicionaron 3 ml de extracto y se
incubaron a una temperatura mantenida de
22 + 2°C en la oscuridad durante 120 horas.
Se dejo suficiente espacio entre ellas para su
adecuado crecimiento. Se probaron un control
(agua destilada) y dos concentraciones del
extracto: puro (100%, P-100) y diluido al 50%
(P-50) y con tres réplicas cada uno. Se
cuantifico el nimero de semillas germinadas
y se midi6 la longitud de la radicula (mm).
Con estos valores se calcul6 el porcentaje de
germinacion relativo (PGR), el porcentaje de
crecimiento de radicula relativo (CRR), y con
estos los Indices de Germinacion (IG) para
cada tratamiento, mediante las siguientes
ecuaciones (Tiquia, 2000):

PGR(%) = N° de semillas germinadas en el extracto x100

N° de semillas germinadas en el control

CRR (%) = Elongacién de radicula en el extracto x100

Elongacioén de radicula en el control

IG (%) = PGR x CRR
100

Analisis estadistico

Se aplicé un disefio completamente a azar.
Se comprob6 la hipoétesis de la normalidad
de las distribuciones mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Los resultados fueron
procesados estadisticamente a través de un
ANOVA de clasificacion simple, a un nivel
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de confianza del 95%, usando el paquete
Statgraphics Plus version 5.1. La comparacion
de las medias se hizo por la prueba de
Contraste Multiple de Rango para p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion fitoquimica de los metabolitos
en el extracto

El proceso de extraccion acuosa de la
biomasa de P. gymnospora empleando ondas
ultrasénicas, posibilitd la extraccion de
varias familias de metabolitos secundarios
de interés bioldgico. Los mas representativos
en cuanto a su abundancia fueron los fenoles
y/0o taninos y los carbohidratos y/o
glicosidos (Tabla 1). Este método segun
varios autores, resulta muy favorable en
comparacion con otros por la cantidad de
compuestos extraidos en un tiempo
relativamente menor (Zhang et al., 2011;
Gonzélez et al., 2014).

La sintesis estos metabolitos, generalmente
esta asociada en las algas marinas, con la
produccién de sustancias de reserva y
proteccidon quimica frente a diversos factores
bidticos y abidticos que provocan estrés
(Rioux et al., 2007; Mascheck y Baker, 2008;
Gonzalez et al., 2013). Algunos compuestos
de naturaleza fendlica (acidos fendlicos,
florotaninos, y flavonoides) son facilmente
extraibles en solventes acuosos, de ahi su
presencia en el extracto de P. gymnospora.
La concentracion de polifenoles en el
extracto fue de 0.384 mg g*en equivalentes
de &cido tanico. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Echaverria et
al. (2009) quienes refirieron en otros géneros
de algas pardas valores de 0.8 hasta 0.3
mg g* de fenoles totales. Cabe destacar
que la sintesis de estos compuestos en las
algas estéa directamente relacionada con la
proteccion frente a radicales libres y otros
agentes oxidantes presentes en el medio
(Rodriguez et al., 2013; Abdala et al., 2014).

La presencia abundante de carbohidratos,
también es justificable por el hecho de que
en las algas existe una gran diversidad de
polisacaridos, algunos de ellos exclusivos de
este heterogéneo grupo. Tal es el caso de
los fucoidanos, alginatos, carragenanos,
entre otros (Vera et al., 2011). Su funcién
por lo general es estructural. Sin embargo,
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se ha sefalado que algunos de estos
compuestos tienen actividad sinérgica,
principalmente en uniéon a proteinas,
regulacion de coenzimas, osmoregulacion,
barrido de radicales libres, que favorece el
crecimiento y la resistencia a enfermedades
en las plantas. Esto ultimo es atribuido a
que los carbohidratos sirven como fuente
principal de carbono y energia, ademas de
que potencia la resistencia total de la planta
ante infecciones bacterianas, fungicas y
virales (Stirk et al., 2004; Wang et al., 2004;
Liu et al., 2005; Wajahatullah et al., 2009;
Gonzélez et al., 2013).

Bioensayo de fitotoxicidad

Las dos concentraciones probadas
produjeron mas del 95% de germinacion de
las semillas. Los valores promedios del
porcentaje de germinacion relativo (PGR) que
se obtuvieron, fueron superiores al 90%
(Tabla 2). Segun Poi de Neiff y Ramos
(2001), las muestras que producen
porcentajes de germinacion superiores al
90% se clasifican como no toxicas para este
parametro, por lo que en este caso se puede
afirmar que el extracto de P. gymnospora
no produjo un efecto negativo en la
germinacion de las semillas de lechuga, en
ambas concentraciones. Resultados similares
han sido observados con la aplicacion de
extractos liquidos de esta y otras especies
de algas pardas como Sargassum liebmannii
J. Agardh y Sargassum johnstonii Setchell
& Gardner (Kumari et al., 2011; Hernandez
et al., 2014).

En la elongacién radicular, parametro
considerado subletal, se evidenci6é un
acortamiento de las radiculas en las semillas
tratadas (Figura 1). Los valores de crecimiento
radicular relativo (CRR) al cabo de las 120 h,
mostraron diferencias significativas (p<0.05)
en comparacion con el control (Tabla 2).
Estos resultados sugieren un efecto
inhibitorio del crecimiento de la radicula, que
en este caso fue superior al 50% para P-100
(54%) y P-50 (52%). Los valores del indice
de germinacion (1G) estuvieron por debajo del
50%, en ambos tratamientos (Tabla 2), lo cual
sugiere un efecto fitotdéxico post-germinativo
leve. Al respecto, Zucconi et al. (1981)
consideraron que las muestras con indices
germinativos inferiores al 60% tienen algun
grado de toxicidad.
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Tabla 1. Contenidos relativos de metabolitos en extracto acuoso de
Padina gymnospora colectada en el litoral rocoso de Playas del Este
en la provincia de Santiago de Cuba, Cuba.

Metabolitos Ensayos Resultado
Azucares reductores Fehling +
Benedict +
Fenoles y Taninos Cloruro férrico ++
Carbohidratos y/o Glicésidos Molisch ++
Flavonoides Shinoda
Saponinas Espuma
Aceites esenciales y sustancias Sudan 111 -
grasas
Alcaloides Dragendorff -
Mayer -
Wagner -
Triterpenos y Esteroides Lieberman- +
Burchard
Rosemheim +

(+): presencia, (++): presencia abundante, (-): ausencia

Tabla 2. Resultados del ensayo de fitotoxicidad en semillas de lechuga del
extracto acuoso de Padina gymnospora.

Extracto Tg PGR CRR Elongacion 1G
(%) (%) Radicular (cm) (%)
Control 57 +1.00 100.00a 100.00a 46.49 a 100.00a
P-100 58 + 0.57 101.75a 4577 b 21.28 b 46.57b
P-50 55 +1.52 96.49ab 47.15b 21.92 b 45.49b

Leyenda: Tg: total de semillas germinadas, PGR: porcentaje de
germinacion relativo, CRR: porcentaje de crecimiento radicular relativo,
IG: indice de germinacion. Todos los datos estan expresados como la
media =SD para un n=60. Letras diferentes en cada columna indican
diferencias significativas para p <0.05 segun la prueba de Contraste

Mdltiple de Rango

Si bien es conocido que los extractos de algas
marinas son en sentido general estimuladores
del crecimiento vegetal, otra cuestion
importante es que no todas las algas son iguales,
ni tampoco los procedimientos para elaborar
extractos a partir de ellas. Cuando se trata de
extractos de algas marinas, hay que tener en
cuenta que son mezclas complejas de varios
compuestos, muchos de ellos con efectos

beneficiosos para el desarrollo de las plantas
en determinadas concentraciones y otros que
por el contrario retardan o inhiben ciertos
procesos en ellas (Oliveros et al., 2009). En el
extracto de P. gymnospora pudieron
identificarse tres de estos grupos de metabolitos
con efectos alelopaticos: flavonoides, acidos
fendlicos y/o taninos y saponinas. Al respecto
algunos estudios han demostrado como los
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extractos acuosos de plantas terrestres
medicinales y otras como la cebada (Hordeum
vulgare L.), arroz (Oryza sativa L.) y trigo
(Triticum spp.) ejercen un efecto inhibidor
sobre el crecimiento de las raices de distintas
especies vegetales. Esta inhibicion segin varios
autores, se ha visto asociada a la presencia de
compuestos como los terpenoides, flavonoides,
acidos fendlicos y saponinas (Rodriguez et al.,
2002; Dakora, 2003; Tejeda y Rodriguez,
2008; Oliveros et al., 2009).

Control
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Pese a que estos resultados confirman que
las concentraciones empleadas resultan
fitotéxicas para el desarrollo radicular del
biomodelo empleado, no aseguran que el
posterior desarrollo de las plantulas se vea
comprometido, pues pudo observarse que
los hipocétilos de las semillas tratadas,
tuvieron un desarrollo superior al control. La
longitud del hipocdtilo en ambos tratamientos
superd al control en 23.6 y 32.6%,
respectivamente (Figura 2).

Figura 1. Semillas de lechuga germinadas. A la izquierda
plantulas correspondientes al control tratado con agua
destilada. A la derecha plantulas procedentes de semillas
tratadas con el extracto acuoso de Padina gymnospora (P-
100) colectada en el litoral rocoso de Playas del Este en la
provincia de Santiago de Cuba, Cuba.
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Figura 2. Longitud del hipocdtilo de semillas germinadas de lechuga tratadas
con dos concentraciones de extracto acuoso de Padina gymnospora (50 y
100%) colectada en el litoral rocoso de Playas del Este en la provincia de

Santiago de Cuba, Cuba.
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CONCLUSIONES

El extracto acuoso de Padina gymnospora (al
50y 100%) se considera levemente fitotoxico
a partir de los resultados del bioensayo in
vitro sobre semillas de lechuga.
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