Vol. 10(2) — 2018
ISSN 2304-2907 (on line)

Steviana

Geastrum pampeanum var. pallidum. Basidioma maduro en fresco, colectado en el Pantanal Paraguayo
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“Estrellas de tierra” Geastrum (Geastraceae, Basidiomycota): nuevas citas para el Panta-
nal paraguayo. Se citan por primera vez para el Paraguay 3 especies de Geastrum, G. argenti-
num, G. hariotii y G. pampeanum var. pallidum,; y por primera vez para la regién noreste del pais
y ecorregion del Pantanal: G. saccatum y G. triplex. Se describen las caracteristicas morfologicas
macroscopicas y microscopicas distintivas de cada especie, son presentadas fotografias de los
basidiomas en fresco y se hacen comentarios con respecto a su distribucion, ecologia y taxono-
mia.

Palabras clave: Geastrales, micobiota Neotropical, taxonomia de hongos

Geastrum species (Geastraceae, Basidiomycota): new records from the Paraguayan Pan-
tanal. Geastrum argentinum, G. hariotii and G. pampeanum var. pallidum are recorded for the
first time from the Paraguayan chaco and G. saccatum and G. triplex are recorded for the first
time for the Northeastern region of the country and the Pantanal ecoregion. The distinctive mac-
roscopic and microscopic morphological characteristics of each species are herein described, and
photographs of fresh basidiomata are presented along with comments regarding their distribution
and taxonomy.

Keywords: Geastrales, Neotropical mycobiota, fungal taxonomy

INTRODUCCION

Los hongos gasteroides constituyen un
grupo artificial polifilético, es decir, sus
especies pertenecen a diferentes lineas
evolutivas. Estudios moleculares propues-
tos por Hibbett et al. (2007) distribuyen
los principales hongos gasteroides en dos
Clases y varios oOrdenes: Clase Phallomi-
cetidae en los Ordenes Hysterangiales,
Geastrales, Gomphales y Phallales; vy
Clase Agaricomycetidae en los 6rdenes
Agaricales y Boletales.

Dentro de la familia Geastraceae (Pha-
llomycetidae, Basidiomycota) se descri-
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bieron los géneros: Sphaerobolus Tode :
Pers., Schenella T.Macbr., Radiigera
Zeller, Myriostoma Desv., Geastrum
Pers., Terrostella Long (as Geasteroides
Long), and Phialastrum Sunhede (Kirk et
al., 2008).

El género Geastrum Pers.: Pers., es
mundialmente conocido como “estrellas
de tierra”, incluye especies con peridio
complejo, anatémicamente pluriestratifi-
cado y funcionalmente dividido en tres
tejidos: el exoperidio, el mesoperidio y el
endoperidio (Sunhede, 1989; Zamora et
al., 2014a). El exoperidio, membrana ex-
terna dura y coriacea, al inicio del desa-
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rrollo envuelve al cuerpo endoperidial y
cuando el basidioma alcanza la madurez,
se abre en lacinias (tiras largas e irregula-
res) adoptando una forma de estrella; y el
endoperidio, capa mas delicada, que en-
vuelve a la gleba, se abre por un poro u
ostiolo por donde son liberadas las basi-
diosporas (Sunhede, 1989). Con su morfo-
logia Unica, las especies de Geastrum
representan la evolucion de una de las
formas de basidiomas mas especializados
alrededor de los hongos gasteroides (Fa-
zolino, 2009; Kuhar et al., 2012).

Los especimenes de Geastrum tienen
distribucion subcosmopolita. Han sido
registradas en todos los continentes ex-
cepto en Antartica, y son mas abundantes
en zonas templadas y en los tropicos
(Ponce de Ledn, 1968; Zamora et al.,
2014a). Para el Paraguay se han citado 6
especies del género: G. violaceum Rick.,
para el Departamento Alto Parana (Campi
et al., 2013); G. coronatum Pers., G. sac-
catum Fr., G. schweinitzii (Berk. & M.A.
Curtis) Zeller y G. minimum Schwein.,
para el Departamento Central; y Geastrum
triplex Jungh., para los departamentos
Central y San Pedro (Campi y Maubet,
2015).

En el Departamento de Alto Paraguay
se distinguen tres ecorregiones: Chaco
himedo, Chaco seco y el Pantanal, éste
Galtimo caracterizado por presentar hume-
dales de planicies inundables donde la
vegetacion esta compuesta por un estrato
bajo de herbaceas y bosques de Coperni-
cia alba Morong, adaptadas a inundacio-
nes periddicas y prolongadas (Hamilton,
1999). La micobiota gasteroide de esta
ecorregion ha sido escasamente estudiada,
se ha hecho una Unica cita de este grupo,
Clathrus crispus Turpin. (Maubet et al.,
2018). Este trabajo contribuye con nuevas
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citas de cinco especies de Geastrum para
el Pantanal paraguayo: G. saccatum y G.
triplex; y tres nuevas citas para el pais, G.
argentinum Speg., G. hariotii Lloyd y G.
pampeanum var. pallidum Speg.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron especimenes colectados
en la estacion Biologica Tres Gigantes,
Departamento Alto Paraguay correspon-
diente a la ecorregion del Pantanal, duran-
te las estaciones de verano, otofio, in-
vierno y primavera del afio 2017. Los
andlisis macroscopicos se han realizado
segun las lineaciones de Miller & Miller
(1988), Sunhede (1989) y Lodge et al.
(2004). EI estudio al microscopio 6ptico
(MO) se ha realizado con la muestras del
herbario rehidratadas con hidroxido de
potasio (KOH) 5%, y tefiidas con floxina
1%, Rojo Congo amoniacal y observadas
al microscopio 6éptico binocular Carl
Zeiss. Los ejemplares estudiados fueron
depositados en el herbario de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad Nacional de Asuncién, Para-
guay (FACEN).

RESULTADOS

Geastrum argentinum Speg., Fungi Ar-
gentini novi vel critici, Anal. Mus. Nac.
Bs. As. 6: 193. 1899 [1898], as ‘Geaster
argentinus’ (Fig. 1)

Basidioma inmaduro epigeo, 20 mm de
didm. x 15-23 mm de alto, globoso a
subgloboso, sin umbon apical, superficie
raramente lisa a velutinosa, coloracion
parda lildcea a parda oscura, cordén mice-
liar basal de 20 mm de longitud, blanque-
cino a amarillento. Basidioma maduro
epigeo, mediano a grande, de 45-55 mm
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didm. x 30-32 mm altura. Exoperidio
fragmentandose en 5 a 7 lacinias; lacinias
de 9-15 mm de longitud, no higroscopi-
cas, pudiendo arquearse hacia el endope-
ridio o plegarse bajo el exoperidio, trian-
gulares, agudas, en seco papiraceas, capa
miceliar separandose del tejido fibroso.
Capa miceliar sin detritos adheridos,
marrén a pardo dorado desprendiéndose
del tejido fibroso en la madurez, coriaceo,
compuesto por dos capas bien diferencia-
das de hifas; internamente hifas hialinas
de 3-5,3 um de diametro, paredes gruesas,
flexuosas con apéndices abortados fuer-
temente entrelazadas, externamente hifas
de paredes engrosadas con apices inflados
de hasta 30 um de diam. (Fig. 1d), dando
aspecto velutinoso al exoperidio; capa
fibrosa papiracea, coriacea, blangquecina,
hifas del estrato fibroso de pared gruesa,
2,84 um de diam., lisas, hialinas, lumen
estrecho, fuertemente entrelazadas. Capa
pseudoparenquimatosa compuesta por
celulas redondeadas, de 19-40 x 14-30
um, isodiamétricas a angulosas, hialinas.
Endoperidio sésil, subgloboso a ovoide,
liso a velutinoso, grisdceo a gris oscuro
cuando maduro, de 11-17 mm de diame-
tro x 12-15 mm de alto, en el &pice del
endoperidio se distingue el peristoma de
5-7 mm de diam., fimbriado, mamiforme,
concoloro al resto del endoperidio o a
veces delimitado por una linea blanqueci-
na, ostiolo de 2-3 mm de altura, de color
gris oscuro a negro por liberacion de es-
poras. Gleba madura de color pardo oscu-
ro; columela blanquecina compuesta de
hifas hialinas, 2-3 pm. Hifas del capilicio
de 3,5-5 um de diametro, pardas a dora-
das en KOH, de paredes delgadas, orna-
mentadas. Basidiosporas globosas de
3,5-4,5 um de diametro, pardo doradas en

KOH, ornamentacion inconspicua, con
gutula central.

Observacion: G. argentinum se caracteri-
za por emerger de un subiculo blanque-
cino y por la superficie externa de la capa
miceliar aterciopelada la cual se despren-
de del tejido fibroso. Ademas, micromor-
fol6gicamente, Zamora et al. (2014b)
describen un engrosamiento apical en las
hifas externas de la capa miceliar (hasta
de 30 um), caracteristica que fue observa-
da en las muestras estudiadas (Fig. 1d).

G. argentinum fue tratada como sin6nimo
de G. fimbriatum (Soto y Wrigth, 2000)
sin embargo, la capa miceliar fuertemente
incrustada con detritos y la ausencia de
engrosamientos terminales en las hifas de
la capa externa del exoperidio de la se-
gunda diferencian a ambas especies (Za-
mora et al., 2014b). Geastrum javanicum
Lév. es un nombre enigmatico atribuido a
casi cualquier muestra que provenga de un
subiculo y en la cual la capa miceliar se
desprenda facilmente de la capa fibrosa
(Zamora et al., 2014b); la descripcion del
tipo menciona un subiculo rojizo, capa
miceliar  aterciopelada concolora al
subiculo, tejido pseudoparenquimatoso de
coloracion negruzca, endoperidio rojizo y
esporas con ornamentacion inconspicua
(Leveillé, 1846) caracteristicas que difie-
ren con la descripcion de G. argentinum
(Zamora et al., 2014b).

Otra especie similar es Geastrum echinu-
latum T.S. Cabral, B.D.B. Silva & Baseia,
la cual se distingue por presentar verdade-
ras verrugas formadas por mechones de
hifas gregarias en la cara externa de la
capa miceliar y sin engrosamientos en las
hifas de la capa miceliar (Silva et al.,
2013).
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Hébitat: Gregarios. Crecen sobre la tierra
entre hojarascas y ramitas. Suelo rico en
humus y detritos.

Material estudiado: Paraguay, Departa-
mento Alto Paraguay, Ciudad de Bahia
Negra, Estacion Bioldgica Tres Gigantes,
Sendero Jurumi, 20°4’42" S 58°9'50" W,
24/1V/2018, M. Campi, n° 205.
Distribucion: Para Argentina fue citada
en las provincias de Buenos Aires (Spe-
gazzini, 1899; Zamora et al., 2014b), Ca-
tamarca, Entre Rios, Salta y Tucuman
(Zamora et al., 2014b).

Geastrum hariotii  Lloyd, Mycologi-
cal Writings 2 (25): 311, t. 99:7-9
(1907). (Fig. 2)

Basidioma maduro mediano a grande, de
30-35 mm diametro x 10-15 mm de
altura. Exoperidio fragmentandose en 5 a
6 lacinias; no higroscépico, lacinias de 12—
15 mm de longitud no higroscépicas,
triangulares, agudas, en seco papiraceas,
capa miceliar separandose del tejido fi-
broso. Capa miceliar con abundante de-
trito adherido, blanguecino a beige oscu-
ro, desprendiéndose facilmente de la capa
fibrosa; compuesta de hifas hialinas de 3—
4,5 ym de didmetro, paredes gruesas, fle-
xuosas, fuertemente entrelazadas; capa
fibrosa papiracea, blanquecina, hifas del
estrato fibroso de pared gruesa, 3,5-5,5
um de diam., hialinas, lumen estrecho,
fuertemente entrelazadas. Capa pseudo-
parenquimatosa inconspicua, cuando
seco formando parches, compuesto por
celulas redondeadas, de 20-40 x 14-27
pm, isodiamétricas a angulosas, hialinas.
Endoperidio subgloboso, de 10-12 mm
de diametro x 9-10 mm de alto, grisaceo a
gris oscuro cuando maduro, verrugoso con
proyecciones de hifas y material cris-
talino, sesil a estipitado, estipite de hasta 2
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mm de longitud, apofisis no observado.
Peristoma de 4-5 mm de diametro, sul-
cado, 21-24 pliegues profundos, conico,
concoloro al resto del endoperidio, ostiolo
de 2-3 mm de altura, de color gris oscuro
a negro por liberacién de esporas. Gleba
madura de color pardo oscuro; columela
blanquecina compuesta de hifas hialinas,
3,5-5 um. Hifas del capilicio de 3,5-6,5
pum de diametro, pardas a doradas en
KOH, de paredes gruesas, ornamentadas.
Basidiosporas globosas de 3,54 um de
diametro incluida la ornamentacion, pardo
doradas en KOH, ornamentacion media-
na, <1 um, con gutula central.

Observacion: Geastrum lloydianum Rick
fue considerada como sinénimo por Ponce
de Lebn (1968), se caracteriza por tener
exoperidio no higroscépico, endoperidio
sésil o con un muy corto estipite, peristo-
ma fuertemente plicado y bien definido
(Calonge & Mata, 2006; Trierveiler-
Pereira et al., 2011, Kuhar et al., 2012), lo
que la hace practicamente idéntica a G.
hariotii a nivel macroscopico. Sin embar-
go, Trierveiler-Pereira & Silveira (2012)
consideran a ambas especies diferentes
por el tamafio y la morfologia de las espo-
ras: G. lloydianum tienen esporas de ma-
yor tamafio (5-6 um) las verrugas son
columnares y largas mientras que G. ha-
riotii posee esporas pequefias (34 um) y
las columnas son de menor tamafio. Basa-
dos en las caracteristicas citadas por los
autores antes mencionados,concluimos
qgue los materiales de Paraguay estudia-
dos, corresponden a: G. hariotti.

Hébitat: Sobre hojarasca, en pequefios
grupos, colectado durante otofio.

Material estudiado: Paraguay, Departa-
mento Alto Paraguay, Ciudad de Bahia
Negra, Estacion Bioldgica Tres Gigantes
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Sendero Arirai, 22/1\VV/2017, M. Campi n°
180.

Distribucién: Citado para América tropi-
cal (Dennis, 1953). Para Puerto Rico,
Bélice, Surinam y Brasil (Coker & Couch,
1928); Trinidad y Tobago (Dennis, 1953).
Para Brasil fue citado en los estados de:
Rio de Janeiro, Parand y Pernambuco
(Trierveiler-Pereira & Silveira, 2012).

Geastrum pampeanum var. pallidum
Speg., Anales del Museo Nacional de
Historia Natural Buenos Aires 6: 192
(1898). (Fig. 3)

Basidioma inmaduro no observado. Ba-
sidioma maduro expandido epigeo, de
pequefio tamafio 13-15 mm de diametro.
Exoperidio saculiforme, de color blan-
guecino grisaceo, se fractura en el apice
en forma de estrella en 5-10 lacinias,
lacinias triangulares y delgadas a la madu-
rez, de 4-6 mm de longitud, de color blan-
guecino a grisaceo; no higroscopicas, en
seco papiraceas de color beige curvandose
bajo el exoperidio. Capa miceliar sin
detrito o incrustaciones, coloracion beige,
hifas del tejido miceliar de 2,5-4 um de
diametro, hialinas, de pared delgada, con
lumen estrecho. Capa fibrosa de color
beige a blanco amarillento compuesto por
hifas de 3,5-5 um de diametro, lisas, hia-
linas de pared gruesa, fuertemente entre-
lazadas entre si. Capa pseudoparenqui-
matosa de color beige anaranjado a rosa
claro en fresco, beige ligeramente quebra-
diza en seco, compuesto por células de
distintas formas y tamafos: angulosas,
redondeadas a isodiamétricas de 20-46 x
14-34 pm, hialinas de paredes finas. En-
doperidio: globoso a saculiforme, de 6-7
mm de didm. x 5-8 mm de alto, color
grisaceo, en muestras maduras grisaceo a
gris amarronado. En el &pice del endope-

ridio se distingue el peristoma delimitado
0 no por un anillo blanquecino de 2 mm
de diametro, no muy marcado, de tono
mas claro que el resto del cuerpo endope-
ridial, se encuentra coronado por un pe-
guefio ostiolo fimbrinado; en muestras
muy maduras el peristoma no parece de-
limitado ya que toma el mismo color que
el endoperidio que se oscurece, solo el
ostiolo se diferencia por presentar un co-
lor gris amarronado mas oscuro. Hifas del
endoperidio de 2,34 um, de paredes
delgadas, lisas, con lumen estrecho. Hifas
del capilicio de 3-4,6 um de diametro,
pardas en KOH, algunas con pared delga-
da y lumen estrecho, otras con pared do-
ble de hasta 3 um de diametro. Basidios-
poras maduras de 3-4,5 um de diametro,
globosas, ornamentacion verrugosas, de
color marrén a marrén dorado, con gutula
redondeada en su interior.

Observacion: Soto & Wright (2000) ca-
racterizan a la especie por el basidioma de
pequefio tamafio (17-30 mm de ancho),
exoperidio no higroscépico, endoperidio
sésil y basidiosporas de 3,5-5 um diam.,
sin embargo Kuhar et al. (2012) reportan
esporas ligeramente mas pequefas (3,2—
4,5 pum). Esta variedad se diferencia de
Geastrum pampeanum var. pampeanum
por la ornamentacion mas alta de las espo-
ras, el aspecto rugoso del endoperidio con
cristales, y por el enrollamiento helicoidal
gue toman las lacinias al secarse (Soto &
Wright, 2000).

Otra especie cercana es Geastrum lageni-
forme Vittad., la cual se distingue exclusi-
vamente por la ornamentacion de las es-
poras, las cuales son mas elongadas (Soto
& Wright, 2000).

Habitat: En pequefios grupos, sobre hoja-
rasca himeda, encontrado durante esta-
cién de otofio.
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Material estudiado: Departamento Alto
Paraguay, Ciudad de Bahia Negra, Esta-
cion Biologica Tres Gigantes, 20°04'38,5"
S 58°09'54,1" W, 25/V1/2018, leg. Y.
Maubet n° 55.

Distribucidn: Se cita en Argentina para la
provincia de Buenos Aires (Soto &
Wright, 2000) y La Rioja (Kuhar et al.,
2012). Esta constituye la primera cita para
Paraguay.

Geastrum saccatum Fr., Systema Myco-
logicum 3: 16 (1829) (Fig. 4)

Basidioma inmaduro epigeo, mamiforme
5-13 mm de didmetro x 8-15 mm de alto,
globoso, con umbo apical prominente de
3-4 mm de alto con terminacién puntia-
guda. Superficie lisa 0 con pequefias es-
camas blanquecinas a crema, micelio ba-
sal fibroso, blanquecino, adherido al sus-
trato. Basidioma maduro epigeo 15-40
mm de diametro x 16-20 mm alto, 8 a 12
lacinias o rayos irregulares, no higrosco-
pico, en muestras frescas se recurvan ha-
cia la base, en algunas muestras secas se
recurvan hacia el endoperidio. Capa mi-
celiar blanquecina grisécea sin detritos o
incrustaciones, delgada, color blanguecina
amarillenta, en especimenes viejos marron
claro, compuesto por hifas de 1,9-2,7 um
de diametro, de pared delgada, fibuladas,
e hifas de 3-5 um de diametro, de pared
engrosada sin septos ni fibulas. Capa
fibrosa delgada, beige, compacto, fuerte-
mente adherido al tejido miceliar, com-
puesto por hifas de 24,5 um de diametro,
hialinas de pared gruesa. Capa pseudo-
parenquimatosa blanquecina a plateada
cuando fresco, liso, eléstico, marron gri-
s&ceo cuando seco, coriaceo, compuesto
por hifas hialinas de 18-49 x 9-48 um de
didmetro, irregular, redondeada a elonga-
da con contenido citoplasmatico. En-
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doperidio de 10-20 mm de diametro x 7—
9 mm de alto, sésil, ovoide, sin apdfisis,
en fresco color gris perlado, en seco ma-
rron grisaceo. Peristoma de 5-7 mm de
diam., fimbriado, delimitado, mamiforme,
concolor al endoperidio, delimitado por
una linea marron grisacea. Gleba a la
madurez polvorienta gris oscura. Capa
endoperidial compuesta por hifas 4-5um
de pared gruesa de 2 um y lumen estre-
cho, hialinas o amarillentas, fuertemente
entrelazadas. Hifas del capilicio de 1,6—
5,5 um de didmetro, con ornamentacion,
de color ocre-amarillento, lumen estrecho.
Basidiosporas de 4-5 um globosas con
ornamentacion  espinosa, amarillentas
doradas cuando inmaduras, marrén cuan-
do maduras.

Observaciones: G. saccatum es caracteri-
zado por su exoperidio ‘“saculiforme”
endoperidio sésil y peristoma delimitado y
fibriloso. Trierveiler-Pereira & Baseia
(2010) menciona que estas caracteristicas
comparte con el G. lageniforme Vittad.
Sunhede (1989) menciona que la diferen-
cia més relevante radica en la microsco-
pia, ya que G. lageniforme, faltan las hifas
esqueletales (no fibuladas) en la capa
externa del estrato miceliano a diferencia
de G. saccatum. Por su parte, Soto &
Wright (2000) mencionan que G. sacca-
tum presenta lacinias mas pequefias y
anchas y la capa miceliar no presenta es-
triaciones longitudinales como en G. la-
geniforme.

Geastrum fimbrinatum es una especie
muy similar, principalmente por la orna-
mentacion de las esporas pero no presenta
peristoma delimitado y sus esporas son
mas pequefias (Soto & Wright, 2000;
Ochoa & Moreno, 2006). Otra especie
afin es el G. triplex, los basidiomas inma-
duros tienen la misma forma, el tejido
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miceliar no cuenta con detritos incrusta-
dos, presenta la misma forma y nimero de
lacinias, el endoperidio es sésil y el peris-
toma esté bien delimitado, sin embargo se
diferencian en que el G. saccatum presen-
ta basidiomas mas pequefios y que rara-
mente presenta un collar de tejido pseu-
doparenquimatoso, mientras que el G.
triplex siempre lo presenta (Sunhede
1989).

Habitat: Creciendo sobre hojarascas y
suelo rico en material organico, saprofito.
En el espécimen inmaduro el micelio es-
taba fuertemente unido al sustrato de hoja-
rascas o suelo, en las muestras maduras no
se encontraron resto de micelio basal.
Material examinado: Paraguay, Depar-
tamento Central, Ciudad de San Lorenzo,
Campus Universitario, 25°20'14,3” S
57°31'22,6" W, 22/111/2014, M. Campi, n°
46; Departamento Alto, Ciudad de Bahia
Negra, Estacion Bioldgica Tres Gigantes,
Sendero Tatll Carreta, 20°4'52,5" S
58°9'31,1” W, 23/IV/2017, M. Campi n°
196; Departamento Alto Paraguay, Ciu-
dad de Bahia Negra, Estacion Bioldgica
Tres Gigantes, Sendero Tatl Carreta,
20°4'58,7" S 58°9'26,8" W, 24/1\V/2017,
M. Campi n° 202; Departamento Alto
Paraguay, ciudad de Bahia Negra,
Estacion  Biologica Tres Gigantes,
24.1V.2017, M. Campi n° 210.
Distribucion: En Brasil para los Estados
de Rio Grande do Sul (Rick 1961, Baseia
et al., 2003), Parana (Meijer, 2006), Sao
Paulo, Pernambuco, Paraiba (Baseia et al.,
2003), Rio Grande do Norte (Leite &
Baseia, 2007) y Amazonas (Hennings,
1904). En Bolivia (Rocabado et al., 2007)
para los Departamentos de Tarija (Fries,
1909) y Santa Cruz (Calonge et al., 2000).
En Argentina: Provincia de La Rioja
(Kuhar et al., 2012). En Paraguay se cita

para el Departamento Central (Campi y
Maubet, 2015)

Geastrum triplex Jungh. in Tijdschr.
Natuurl. Gesch. Physiol. 7: 287. 1840.
(Fig. 5)

Basidioma inmaduro de 23 mm diam x
20 mm long., con umbon central promi-
nente castafio rojizo de 7 mm long., 4 mm
didm., con rizomorfo basal incrustado en
el sustrato. Basidioma maduro expandido
de mediano a gran tamafio, de 25-40 mm
de alto x 13-65 mm de didmetro. Exo-
peridio de color marrén-rojizo que se abre
en forma de estrella desde la zona apical,
en 5 a 8 lacinias, lacinias triangulares,
puntiagudas, largas en la madurez, de 25—
40 mm de longitud, color beige oscuro,
rojizo en la parte exterior y en el interior
marrén; no higroscopicas, en seco papira-
ceas, curvandose hacia la base, las lacinias
se fisuran horizontalmente cuando se cur-
van. Capa miceliar sin detritos ni incrusta-
ciones, liso, de color marron rojizo a pardo
amarillento, hifas del tejido miceliar de
1,5-5 um de diametro hialinas, de pared
delgada, con lumen estrecho, fibuladas.
Capa fibrosa papiracea, coriacea, gris
amarillento, hifas del tejido fibroso de 3,5—
6,5 um de diametro, paralelas, lisas,
hialinas con luz estrecha, fuertemente en-
trelazadas entre si, capa pseudoparen-
quimatosa de color marrén claro en fres-
co, oscureciéndose en la muestra seca; de 5
mm de grosor, se desprende y raja hori-
zontalmente del tejido miceliar y fibroso y
forma un collar alrededor del endoperidio
lo que da aspecto de tres capas, compuesta
de hifas redondeadas a isodiamétricas de
23-51 x 16-44 um, hialinas. Endoperidio
subgloboso, ovado a piriforme, lisos de
color blanquecino grisdceo a gris oscuro
cuando maduro, sésil, sin apdfisis, de
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25-30 mm de didmetro x 20-25 mm de
alto, en el apice del endoperidio se distin-
gue el peristoma bien delimitado de 8-10
mm de didmetro, fimbriado, mamiforme,
blanquecino coronado por el ostiolo. Co-
lumela grisacea, fragil. Gleba madura de
color marron oscuro. Hifas del capilicio
de 1,5-2,5 um de diametro, amarillen-
to/doradas en KOH de paredes gruesas,
sin lumen, solidas, con ornamentaciones o
incrustaciones en la superficie; otro tipo
de hifas de paredes delgadas, hialinas, 2-3
um de diametro. Basidiosporas 5-6 pum
de didmetro, ornamentadas puntiagudas,
marrén dorado, con gutulas redondeadas
en su interior y un corto pedicelo en el
apice.

Observacion: G. triplex es una especie
gue presenta gran variabilidad morfol6gi-
ca (Kasuya et al., 2012). Esta especie se
caracteriza por presentar basidiomas de
gran tamafio (hasta 8 cm de diam.), laci-
nias involutas, no higroscopico, collar
conspicuo prominente alrededor del en-
doperidio proveniente de la capa pseudo-
parenquimatosa del exoperidio, endoperi-
dio sésil, peristoma fibroso delimitado o
sin delimitar (Sunhede, 1989; Calonge et
al., 2005; Trierveiler-Pereira & Baseia,
2011). Especies semejantes como G. fim-
briatum, G. saccatum, G. lageniforme y
G. rufescens Pers., también pueden pre-
sentar un collar pseudoparenquimatoso
poco desarrollado y nunca conspicuo co-
mo en G. triplex (Sunhede, 1989). Las
identificaciones erréneas relacionadas con
G. lageniforme, G. saccatum y G. triplex
son probablemente las mas importantes y
un problema taxonémico a nivel de espe-
cie en Geastrum, que ain no se ha resuel-
to en base a rasgos morfolégicos (Zamora,
Calonge & Martin, 2013). Otras especies
afines a G. triplex son G. fimbriatum y G.
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morganii Lloyd., el primero se diferencia
en que el tejido miceliar, presenta detritos
asociados y un peristoma fibriloso no
delimitado (Zamora et al., 2013, Pinzon et
al., 2017) y G. morganii puede o no pre-
sentar un collar pseudoparengquimatoso
poco desarrollado y el peristoma no esta
delimitado y presenta pocos surcos (Sun-
hede, 1989). La caracteristica mas notable
del G. triplex representa el collar pseudo-
parenquimatoso bien desarrollado y su
gran tamafio, es la especie que presenta
basidiomas de mayor tamafio dentro del
género (Schalkwijk-Barendsen, 1991), las
dimensiones varian en los ejemplares
europeos 'y suramericanos (Sunhede,
1989; Calonge, 1998; Trierveiler-Pereira
et al., 2011, Pinzon et al., 2017). Las ca-
racteristicas citadas por los autores antes
mencionados coinciden con los materiales
estudiados, por ende se concluye que las
muestras corresponden a G. triplex.
Habitat: Gregarios o solitarios. Crecen
sobre hojarascas en suelos ricos en humus
y detritos, también se los encuentra en
pastizales bajos.

Material estudiado: Paraguay, Departa-
mento San Pedro, Ciudad de Santa Rosa
de Aguaray Guaza, 23°49'17,1" S
56°17'52,6" W, 1V/2012, M. Campi, n°
24; Departamento Alto Paraguay, Ciudad
de Bahia Negra, Estacion Bioldgica Tres
Gigantes, Sendero Arirai, 20°4'35,2" S
58°9'27,5" W, 22/1V/2017, M. Campi n°
189; Departamento Alto Paraguay, Ciu-
dad de Bahia Negra, Estacion Bioldgica
Tres Gigantes, Sendero Tatu Carreta,
20°4'58,0" S 58°9'27,2" W, 27/1V/2017,
M. Campi n°® 221.

Distribucion: Ponce de Lebn (1968) lo
cita como de distribucion Pantropical. En
Brasil citan a la especie para los Estados
de: Rio Grande do Sul (Rick, 1961), Santa
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Catarina (Sobestiansky, 2005), Parana (De
Meijer, 2006), Sdo Paulo (Baseia et al.,
2003), Rio Grande do Norte (Leite &
Baseia 2007); para la Argentina (Soto &
Wright, 2000); Wright & Albert6é (2006)
lo citan para la Provincia de Buenos Ai-
res, Hernandez-Caffot et al., (2013), cita

para la Provincia de Cordoba; Rugolo &
Kuhar (2014) para la Provincia de la Pam-

pa, Patagonia, Calonge et al. (2005) cita
para Costa Rica. Para Paraguay se cita en
el Departamento Central (Campi & Mau-
bet 2015) y esta constituye la primera cita
para Alto Paraguay.

Figura 1. Geastrum argentinum (MC205). a. Basidioma maduro
e inmaduro en fresco. b. Vista lateral de basidioma inmaduro
mostrando capa miceliar. c. Detalle del ostiolo. d. Hifas externas
de la cana miceliar con anices inflados de hasta 30 um de diam.

11



12

Steviana Vol. 10 (2), 2018

Figura 2. Geastrum hario-
tii (MC180). a. Basidioma
maduro en fresco. b. Vista
lateral del basidioma ma-
duro mostrando el ostiolo.
c. Corte transvesal del
basidioma maduro mos-
trando pseudostipite (1
mm) y columela. d. Detalle
del ostiolo surcado.

Figura 3. Geastrum pam-
peanum var. pallidum a.-b.
Basidioma maduro en fres-
co. c. Detalle del ostiolo. d.
Esporas en MO.
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Figura 4. Geastrum sacca-
tum. a. Basidioma maduro
en inmaduro (MC196). b.
Corte transversal de basi-
dioma inmaduro y capa

. miceliar (MC196). c. Basi-

dioma maduro e inmaduro
(MC210). d. Detalle del
peristoma delimitado
(MC196).

Figura 5. Geastrum triplex
(MC221). a. Basidioma
maduro e inmaduro en
fresco. b. Basidioma en
fresco  mostrando capa
mice-liar. c. Detalle del
ostio-lo
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Actividad alelopética del extracto etandlico de Cymbopogon nardus L. sobre germinacion
y crecimiento radicular de Phaseolus vulgaris L. C. nardus es una Poaceae, fuente importan-
te de aceites esenciales, sin embargo, los estudios de su posible accién alelopatica son escasos.
Se llevé a cabo un estudio analitico experimental con un disefio en bloques al azar, para lo cual
se realizaron tres concentraciones del extracto de C. nardus (5, 2,5y 1,25 mg.mL™?). Los datos
obtenidos fueron analizados empleando los tests estadisticos de ANOVA, Kruskal-Wallis y la
prueba post-hoc de Dunn. Los porcentajes de germinaciéon no evidenciaron diferencias significa-
tivas (p>0,05) entre tratamientos con rangos de germinacion del 68,3-83,3%. En cuanto a la
longitud radicular se registré aumento significativo (p<0,05) en tratamiento con la concentracion
de 5 mg.mL1. Dichos resultados indican que el extracto etandlico de C. nardus, a las concentra-
ciones evaluadas, no presentan actividades alelopaticas sobre la germinacion, sin embargo, se
observo actividad alelopatica a la concentracion de 5 mg.mL™ sobre el crecimiento radicular de
las semillas de P. vulgaris.

Palabras clave: Cymbopogon nardus, alelopatia, germinacion, radicula, Phaseolus vulgaris

Allelopathic activity of Cymbopogon nardus L. ethanol extract on germination and root
growth of Phaseolus vulgaris L. C. nardus is a Poaceae that is an important source of essential
oils, however, studies of its possible allelopathic action are rare. An experimental analytical study
was carried out with a random block design, for which three concentrations of ethanolic extract of
C. nardus (5, 2.5 and 1.25 mg.mL!) were made. The data obtained were analyzed using the
statistical tests of ANOVA, Kruskal-Wallis and Dunn's post-hoc test. The percentages of germina-
tion didn’t show significant differences (p>0.05) between treatments with germination ranges of
68.3-83.3%. However root length, had a significant increase (p<0.05) in the treatment with a con-
centration of 5 mg.mL1. These results indicate that the ethanol extract of C. nardus, at evaluated
concentrations, don’t present allelopathic activities on germination, however, allelopathic activity
was observed at the concentration of 5 mg.mL™ on root growth of P. vulgaris seeds.

Keywords: Cymbopogon nardus, allelopathy, germination, radicle, Phaseolus vulgaris

INTRODUCCION

El conocimiento de las interacciones
entre la comunidad bioldgica de un agroe-
cosistema puede brindar pautas para me-
jorar los sistemas agricolas (Anaya,
1996). En este sentido la alelopatia es una
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alternativa potencial en el manejo de di-
chos componentes, al proporcionar la base
cientifica de las rotaciones y asociaciones
de los cultivos, con lo cual se logra un
mayor y mejor aprovechamiento del suelo
(Bowen, 1991).
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En todo fendmeno alelopético existe
una planta (donador) que libera compues-
tos quimicos al medio ambiente por una
determinada via (lixiviacion, descomposi-
cion de residuos), los cuales al ser incor-
porados por otra planta (receptora) provo-
can un efecto perjudicial o benéfico sobre
la germinacion, el crecimiento o desarro-
llo de esta ultima, los compuestos alelopéa-
ticos que desencadenan el proceso se de-
nominan compuestos, agentes o sustancias
alelopéticas (Blanco, 2006). Estas reac-
ciones naturales tienen multiples efectos,
que van desde la inhibicion o estimulacion
de los procesos de crecimiento de las
plantas vecinas, hasta la inhibicion de la
germinacion de semillas (Singh, 1989).

Pocas poaceas presentan en sus hojas
aceites esenciales, las mas importantes
son precisamente las del género Cym-
bopogon (Soto et al., 2002). Los aceites
esenciales de estas especies son amplia-
mente utilizados en sabores, fragancias,
cosméticos, jabones, detergentes y perfu-
meria debido a su tipico aroma a limon.
Los aceites esenciales de Cymbopogon y
los componentes presentes en el mismo,
por ejemplo, citral, geraniol, citronelol,
citronelal y piperitona, han sido conocidos
por ser impresionantes antibacterianos,
antifangicos, con actividades insecticidas
y repelentes de insectos por un largo
tiempo, sin embargo, la importancia bio-
légica y farmacoldgica de estos aceites
esenciales se ha expandido rapidamente
en los ultimos diez afios; se han descripto
actividades como anti-inflamatorio, anti-
cancerigeno, capturador de radicales li-
bres y otras actividades bioldgicas utiles
(Ganjewala, 2009). Sin embargo, acerca
de las actividades alelopaticas de las mis-
mas los estudios son muy escasos, por lo
que esta investigacion tiene como objetivo
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principal evaluar el efecto alelopatico del
extracto etandlico de hojas de C. nardus
sobre la germinacion y crecimiento radi-
cular de semillas de P. vulgaris, con el fin
de poder determinar la concentracién a la
que el extracto de C. nardus ejerce efecto
alelopético positivo o0 negativo sobre se-
millas de P. vulgaris.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del extracto etandlico de
hojas de Cymbopogon nardus

El material vegetal utilizado fue colec-
tado a finales del mes de marzo del afio
2018 (S. Paredes, 31 - Herbario FACEN),
todas las hojas provenian de un mismo
ejemplar ubicado en la ciudad de Villa
Elisa, departamento Central, Paraguay.
Estas fueron determinadas taxono-
micamente con ayuda de la base de datos
botanicos TROPICOS (Tropicos, 2018).

Las hojas se secaron a sombra, tempe-
ratura ambiente (25°C) y en un lugar ce-
rrado para evitar la degradacién de los
compuestos presentes en las hojas (Hoste-
ttmann et al., 2008).

Las hojas secas se pulverizaron, con
ayuda de un molino manual obteniendo un
triturado que fue tamizado con una malla
de 0,05 mm a fin de obtener un producto
homogéneo (Sleiman et al., 2017).

Se pes6 150 g del triturado y se disol-
vié en Etanol 98° en una proporcion de
200 mL por cada 15 g y se dejé reposar
durante 20 dias con agitacion diaria. Lue-
go se filtrd y se concentrd la misma eva-
porando el solvente a 80° C con constante
agitacion. El extracto crudo obtenido fue
de 5,65 g, de los cuales se pesaron 0,5 gy
se disolvié con 1 mL de Tween 80 al
10%, se mezcl6 con 20 mL de agua desti-
lada y se sOnico durante 7 minutos. Se
obtuvo una solucién madre de 5 mg.mL!
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a partir de la cual se realizaron diluciones
seriadas

Tratamiento de semillas de P. vulgaris

La desinfeccion de las semillas se
realizé con dos lavados en hipoclorito de
sodio durante tres minutos y un lavado
con etanol 70% durante cinco minutos, se
enjuagd tres veces con agua destilada
durante dos minutos, se dejaron secar a
temperatura ambiente y se almacenaron
hasta su utilizacion.

Los tratamientos se realizaron en pla-
cas de Petri previamente desinfectadas,
sobre papel secante previamente autocla-
vado y esterilizado (121° C, 1 atm, 30
minutos). A cada placa de cultivo se agre-
g6 5 mL de las diluciones y control (agua
destilada), se sembré 20 semillas por pla-
ca y tres repeticiones por tratamiento,
totalizando 240 semillas (Garcia et al.,
20006).

Ademas, se realiz6 una repeticion del
ensayo anterior realizando previamente un
pre-tratamiento, el cual consistio en em-
beber las semillas en su respectivo trata-
miento durante cinco minutos, a este gru-
po se les denomino semillas con pre-
tratamiento.

Las placas sembradas se llevaron a la
germinadora con temperatura promedio de
25° + 3° C durante 7 dias, con controles
diarios y se realizaron remojos de 2,5 mL
de tratamiento a las 48 y 120 horas. Una
vez trascurrido los 7 dias se realizo el
conteo de la germinacion y la medicion de
la longitud de la radicula.

Andlisis estadistico de datos

Los datos obtenidos fueron analizados
empleando el test de ANOVA para deter-
minar diferencias entre los tratamientos
(con previa verificacion de supuestos).

Los datos de la longitud del crecimiento
radicular fueron analizados mediante el
test de Kruskal Wallis (Kruskal & Wallis,
1952) y la prueba post-hoc de Dunn
(Dunn, 1964) para determinar diferencias
entre medias. Para los mismos se empled
el paquete estadistico Past version 3.0
(Hammer et al., 2001). Los gréficos esta-
disticos se realizaron con el software
GraphPad Prism 6.01, La Jolla California
USA.

RESULTADOS

La germinacién de semillas de P. vul-
garis sin pre-tratamiento fue de 73,3 a
83,3 %, el testigo (agua destilada) presen-
t6 un promedio de germinacion de 73,3
%, el tratamiento con la concentracién de
1,25 mg.mL? exhibié un porcentaje de
germinacion por debajo del testigo siendo
este de 68,3%, con la concentracién de 2,5
mg.mL? se observd un porcentaje de
81,7%, la concentracién de 5mg.mL*
obtuvo mayor porcentaje de germinacion
siendo este del 83,3%. Para semillas con
pre-tratamiento el promedio de germina-
cion fue de entre 70 a 80%, el testigo pre-
sentd un porcentaje de germinacion del
70%, con la concentracién 1,25 mg.mL*
exhibid un crecimiento promedio de 75%,
con la concentracion 2,5 mg.mL?* mostrd
un crecimiento promedio de 80% siendo
este el porcentaje mayor, con la concen-
tracion de 5 mg.mL™* presentd un porcen-
taje de germinacion del 70% al igual que
el testigo, sin embargo estos resultados no
evidenciaron diferencias significativas
entre tratamientos (Tabla 1).

En cuanto al crecimiento radicular en
semillas sin pretratamiento el testigo ob-
tuvo un crecimiento promedio de 1,87cm,
con la concentracion de 1,25 mg.mL* se

19



Paredes S. & E. Gayozo. Actividad alelopatica de Cymbopogon nardus L. sobre Phaseolus
vulgaris L.

Tabla 1: Porcentaje de germinacién por tratamiento

Tratamiento

Concentracion

Sin pre-tratamiento Con pre-tratamiento

(%) (%)
Agua destillada _ 73,3 70
1,25 mg.mL* 68,35 75NS
Extracto etanolico de C. 25 mg.mL* 81.7Ns 8oNS
nardus
5mg.mL™* 83,3\ 70NS

NS: no significativo (p>0,05); *: significativo (p<0,05)

registré un promedio de 1,85 cm, con la
concentracion 2,5 mg.mL™ se observo un
promedio de longitud radicular de 2,02 cm
y por ultimo el tratamiento con la con-
centracion de 5 mg.mL* se tuvo un pro-
medio de 2,23 cm, siendo este ultimo el
tratamiento  significativamente  mayor
(p<0,05) en cuanto al crecimiento radicu-
lar en comparacion a los demas tratamien-
tos (Tabla 2, Fig. 1. A)

En cambio, en el crecimiento radicular
de las semillas con pre-tratamiento, el tes-
tigo presentd un crecimiento radicular
promedio de 2,22 cm, con la concentra-
cion de 1,25 mg.mL?, demostré un pro-
medio de 1,84 cm siendo este signifi-
cativamente menor que el testigo, con la
concentracion de 2,5 mg.mL?, se obtuvo
un promedio de 2,09 cm y con la con-
centracion de 5 mg.mL?*tuvo un creci-
miento radicular promedio de 2,83 cm
exhibiendo la longitud promedio signifi-
cativamente mayor (p<0,05) en compa-
racién con los demaés tratamientos (Tabla
2, Fig. 1. B)

Resultados semejantes obtuvieron Da
Silveira et al. (2016) utilizando concentra-
ciones correspondientes al 100%, 75%,
50% 25% y 0% del extracto acuoso de
hojas frescas citronela (Cymbopogon
nardus), las cuales no exhibieron actividad
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alelopatica sobre el porcentaje de germi-
nacion de Carthamus tinctorius presen-
tando un indice germinativo de 12-13%;
tampoco se evidencio efectos alelopéticos
significativos sobre caracteres como altu-
ra, longitud de raiz, masa fresca de la
parte aérea, masa fresca de raiz y masa
seca de la parte aérea y de raiz.

No obstante en trabajos similares don-
de también se utilizaron extractos acuosos
de hojas frescas de C. nardus, en concen-
traciones: 0; 7,5; 15 y 30% se observd
potencial alelopatico sobre el desarrollo
de Lactuca sativa donde las mismas pre-
sentaron reduccion lineal de la germina-
cion y del crecimiento radicular a medida
gue aumentaba la concentracion del ex-
tracto; también se evidencid aparicion de
plantulas anormales y la reduccion de la
longitud de la parte aérea en la concentra-
cion mas alta (Rodriguez & Araujo,
2016).

De igual manera, Suwitchayanon et al.
(2013) constataron que el extracto meta-
nolico de las raices de C. nardus tuvieron
efectos inhibidores del crecimiento en
ocho especies de plantas: alfalfa (Medica-
go sativa), Berro (Lepidium sativum),
Lechuga (Lactuca sativa), Canola (Bras-
sica napus), Pasto dentado (Echinochloa
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Tabla 2: Longitud promedio radicular por tratamiento

Tratamiento Concentracion

Sin pre-tratamiento
(cm)

Con pre-tratamiento
(cm)

Agua destillada _

1,25 mg.mL™
Extracto etandlico de C. 2,5 mg.mL-t
nardus

5mg.mL?

1,87
1,85N8
2,02N8

2,23"

2,22
1,84"
2,09N8

2,83

NS: no significativo (p>0,05); *: significativo (p<0,05)

crusgalli), raigras italiano (Lolium multi-
florum), arrocillo (Echinochloa colonum)
y hierba timotea (Phleum pratense). Las
concentraciones requeridas para un 50%
de inhibicion del crecimiento de estas
plantas oscilaron entre 0,007 y 0,090
g.mL™

Gayardo & Cruz-Silva (2013) verifica-
ron que el extracto acuoso de las hojas
frescas pasto del limén (Cymbopogon
citratus) en concentraciones de 0, 5, 10,
15 e 30% no exhibi¢ actividad alelopatica
sobre la germinacion de semillas de toma-
te (Lycopersicon esculentum) obteniendo
porcentajes de germinacion entre 91-99%;
no obstante se aprecid un efecto significa-
tivo en la longitud de la raiz de las plantu-
las de tomate en las concentraciones de
10, 15 e 30% en comparacion con el con-
trol, las mismas variaron de entre 2,16-
3,22 cm. También se observd reduccién
del porcentaje de germinacion, velocidad
de germinacion y desarrollo radicular del
extracto acuoso de hojas de esta especie
sobre semillas de Lactuca sativa a medida
que aumentaba la concentracion del ex-
tracto (Sousa et al., 2010).

Alves et al. (2004) evaluaron el aceite
extraido de las hojas C. citratus en con-

centraciones de 0,001, 0,01, 0,1 e 1,0%,
observaron que el porcentaje de
germinacion fue de 00 % en
concentraciones iguales o superiores al
0,1% y se aprecio una reduccion discreta
en las concentracion del 0,001% y del
0,01%, presentando el 5% y el 8% de
reduccion de la germinacion,
respectivamente. Ademas los aceites
esenciales en suspensién acuosa inhibi6
completamente la germinacion de semillas
de Digitaria horizontalis, Sorghum hale-
pense, Bidens pilosa, Euphorbia heterop-
hylla y Raphanus raphanistrum (Valarini
etal., 1996).

CONCLUSION

Los resultados indican que el extracto
etandlico de C. nardus no presenté efectos
alelopaticos significativos sobre la germi-
nacion de semillas de P. vulgaris, en to-
dos los tratamientos se aprecié un porcen
taje elevado de germinacién de entre
70%-83%.

En cuanto al crecimiento radicular se
observé un crecimiento promedio de entre
1,85 - 2,83 cm de longitud, en este caso el
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Fig. 1: Longitud promedio radicular de semillas de P. vulgaris. A. Sin pretratamiento B. Con

pretratamiento. *: significativo (p<0,05)

tratamiento con la concentracion de 5
mg.mL* fue la que evidencié promedios
significativamente mayores (p<0,05) en
comparacion con los demas, esto en semi-
llas con pre-tratamiento asi como para
semillas sin pretratamiento con el extracto
etandlico empleado. Esta investigacion
genera un aporte cientifico al conocimien-
to de las actividades alelopaticas de la
especie C. nardus en P. vulgaris; se re-
comienda realizar ensayos similares in
vitro e in vivo con semillas de otra espe-
cies de importancia econémica para el
pais.
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Efecto alelopético del extracto etandlico de Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek en semillas
de Allium fistulosum L. y Lactuca sativa L. Escasos estudios indican que Maytenus ilicifolia
podria ejercer efecto alelopatico. Este estudio fue realizado para evaluar los efectos del extracto
etandlico de M. ilicifolia sobre la germinacion y crecimiento radicular de semillas de Lactuca sativa
y Allium fistulosum. Se llevé a cabo un estudio experimental analitico con disefio de bloques com-
pletamente al azar, se prepar6 el extracto etandlico de hojas de M. ilicifolia a concentraciones de
10, 1 y 0,1 mg.mL™. Los ensayos se realizaron por triplicados utilizando 432 semillas de cada
especie depositadas en placas de Petri con papel absorbente estéril, humedecidas con 5 ml de
cada solucién, y agua destilada como testigo, incubadas a 28° C. Los datos obtenidos fueron ana-
lizados con test de ANOVA y Kruskal-Wallis. Los resultados sugieren efecto alelopatico negativo
sobre la germinacion de L. sativa y A. fistulosum a la concentracién de 10 mg.mL! e inhibidor del
crecimiento radicular a concentraciones de 1y 10 mg.mL™.

Palabras claves: Maytenus ilicifolia, alelopatia, germinacion, radicula, Allium fistulosum, Lactuca
sativa

Allelopathic effect of Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek ethanolic extract on seeds of Al-
lium fistulosum L. and Lactuca sativa L. Few studies indicate Maytenus ilicifolia could exert
allelopathic effect. This study was conducted to evaluate the effects of the ethanolic extract of M.
ilicifolia on germination and radicle growth of Lactuca sativa and Allium fistulosum seeds. An ana-
lytical experimental study with a completely random block design was carried out, for this the etha-
nolic extract of M. ilicifolia leaves was made at concentrations of 10, 1 and 0,1 mg.mL"*. The tests
were carried out in triplicates using a total of 432 seeds of each species deposited in Petri dishes
with sterile absorbent paper, moistened with 5 ml of each solution, and distilled water as control,
incubated at 28°C. The data obtained were analyzed with ANOVA and Kruskal-Wallis tests. The
results suggest a negative allelopathic effect on L. sativa and A. fistulosum germination at a con-
centration of 10 mg.mL and root growth inhibitor at concentrations of 1 and 10 mg.mL™,

Keywords: Maytenus ilicifolia, allelopathy, germination, radicle, Allium fistulosum, Lactuca sativa

(Molisch, 1937; Asaduzzaman et al. 2010).

INTRODUCCION

El término alelopatia se refiere a inter-
acciones bioguimicas entre todo tipo de
plantas, incluyendo microorganismos
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Estas reacciones naturales tienen maltiples
efectos, que van desde la inhibicion o esti-
mulacion de los procesos de crecimiento de
las plantas vecinas, hasta la inhibicién de
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la germinacion de semillas (Blanco, 2006).
Aparentemente, la mayoria, si no todos, los
compuestos organicos que son inhibidores
en algunas concentraciones son estimulan-
tes para los mismos procesos en concentra-
ciones muy pequefias (Rice, 1984). Las
condiciones fisioldgicas influyen en estos
aleloquimicos, tales como las etapas nutri-
cionales y fenoldgicas, y las condiciones
del ambiente donde se cultivan las plantas
(Cecchin et al., 2017). Maytenus ilicifolia,
también conocida como ‘“‘cangorosa”, es
una planta originaria de Sudamérica, perte-
neciente a la familia Celastraceae. Segun
Cirio et al. (2003), las plantas de M. ilicifo-
lia crecen naturalmente y se desarrollan en
ambiente sombreado, dispersas en los bos-
ques, en suelos con alto contenido de ma-
teria organica. Es comlnmente utilizada
como planta medicinal debido a que posee
accion antiulcerogénica por presencia de
flavonoides en la composicién, y accién
antioxidante por presencia de polifenoles
(Da Silvaetal., 2012). Escasos estudios in-
dican que podria ejercer efecto alelopatico
(Dias et al., 2005; Mendes et al., 2010).

La utilizacién de agentes alelopaticos,
como una herramienta de manejo en los
cultivos, puede ser uno de los usos mas
practicos y aplicables de la alelopatia en
los agroecosistemas (Blanco, 2006). La
alelopatia puede ofrecer nuevas sustancias
quimicas con propiedades herbicidas me-
nos perjudiciales para el medio ambiente y
el hombre que los sintéticos en uso en la
actual agricultura (Inoue et al., 2010). De-
ben llevarse a cabo estudios acerca de los
factores que influyen en la produccion y li-
beracién de aleloquimicos con el fin de
promover la alelopatia como un recurso de
control no convencional para el manejo de
plagas en sistemas agricolas (Kobayashi &
Ikato-Noguchi, 2015).

Esta investigacion fue realizada con el
fin de evaluar los efectos del extracto eta-
nolico de M. ilicifolia a diferentes concen-
traciones sobre la germinacion y creci-
miento radicular de semillas de Lactuca sa-
tiva y Allium fistulosum mediante ensayos
in vitro a modo de generar los primeros da-
tos para su posterior ensayo in vivo.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del extracto etandlico de
Maytenus ilicifolia

Los especimenes vegetales de M. ilici-
folia fueron proporcionados por el Labora-
torio de Mutagénesis, Carcinogénesisy Te-
ratogénesis Ambiental de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales (FACEN-
UNA) e identificados taxonémicamente en
el Laboratorio de Recursos Vegetales (LA-
REV) de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Las hojas fueron secadas sin ex-
posicién directa al sol, asi como al flujo de
aire a modo de evitar la oxidacion de los
compuestos (Hostettmann et al., 2008).
Una vez secas fueron trituradas con ayuda
de un molino manual, el producto fue tami-
zado con ayuda de una malla de 0,05 mm a
modo de obtener un triturado homogéneo.
Luego se peso una cantidad de 500 gramos
con ayuda de una balanza de precision y se
mezclo con el solvente (Etanol 98°) en una
proporcion de 3:50 (Singh et al., 2011). La
solucidon se dejo reposar por 30 dias con
agitacion diaria, luego se filtré6 con ayuda
de un equipo filtrador a modo de separar
los residuos del sobrenadante (Singh et al.,
2011). El filtrado fue sometido a calenta-
miento y agitacion constante a temperatura
de 80° C con el fin de evaporar el solvente
empleado y obtener el extracto crudo. Se
obtuvo 15 gramos del extracto crudo con el
cual se realizaron las concentraciones
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finales de 0,1 mg.mL?, 1 mg.mL? y 10
mg.mL* para ser utilizadas en los ensayos.

Desinfeccion de semillas de Lactuca sa-
tiva y Allium fistulosum

Las semillas de L. sativa y A. fistulosum
fueron obtenidas de un proveedor comer-
cial. Se lavaron en un Erlenmeyer de 100
mL con etanol al 70% durante 3 minutos,
luego se desinfectaron con Hipoclorito de
sodio 1:3 (v/v) durante 2 minutos, se reali-
zaron 2 ultimos lavados con agua destilada
durante 2 minutos. Luego de esto, se reti-
raron las semillas y se las dejo secar sobre
papel absorbente previamente esterilizado.

Ensayos de germinacion y medicion de
radiculas de L. sativa y A. fistulosum
Previamente se limpiaron 24 placas de
Petri con etanol al 70% y luz UV durante
una hora a modo de disminuir la carga de
microorganismos y contaminantes. Luego
se colocaron papeles absorbentes previa-
mente autoclavados (121°Cy 1 atm de pre-
sion por 15 minutos). Se trataron un total
de 144 semillas por especie, para ello se
humedecieron los papeles absorbentes con
5 mL de cada una de las soluciones acuosas
del extracto etandlico de M. ilicifolia (0,1
mg.mL?, 1 mg.mL? y 10 mg.mL) y agua
destilada como testigo, estos tratamientos
se realizaron por triplicados. Una vez cul-
minado fueron almacenadas en una incuba-
dora a una temperatura constante de 28° +
2° C. Se realizaron verificaciones diarias

de la germinacion y el conteo final de las
semillas y la medicion de la longitud de ra-
diculas de L. sativa y A. fistulosum se rea-
lizaron a los seis y once dias luego del tra-
tamiento respectivamente. Las mediciones
de las radiculas se realizaron con ayuda de
un escalimetro de precision 0,005 mm.

Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos fueron analizados
mediante los tests estadisticos de ANOVA
y Kruskal-Wallis con 95% de confianza y
con previa comprobacion de supuestos.
Como analisis post-hoc se empled el test de
Tukey y de Dunn (Dunn, 1964). Para ello
se empled el paquete estadistico Past ver-
sion 3.00 (Hammer et al., 2001). Los grafi-
cos estadisticos se realizaron con el soft-
ware GraphPad Prism 6.00, La Jolla Cali-
fornia USA (Swift, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en los trata-
mientos de las semillas de L. sativa, de-
mostraron un porcentaje de germinacion
del 100 % al ser tratadas con agua desti-
lada. Con la concentracion 0,1 mg.mL™ de
la solucién acuosa del extracto etanolico de
M. ilicifolia revelaron el 95,37 % de germi-
nacion; al utilizar la concentracion 1
mg.mL* el porcentaje de germinacion fue
del 97,22 %, y con la concentracion 10

Tabla 1: Porcentaje de germinacion de semillas de Lactuca sativa y Allium fistulosum.

Lactuca sativa

Allium fistulosum

Agua destilada 100 64,81

0,1 mg.mL1! 95,37 72,22

1 mg.mL! 97,22 61,11

10 mg.mL! 10,19% 54,63%
*p<0,05
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Tabla 2: Promedio de longitud de radiculas de semillas germinadas de Lactuca sativa y Allium

fistulosum.
Lactuca sativa Allium fistulosum
Agua destilada 16,30 53,69
0,1 mg.mL! 18,12 54,33
1 mg.mL! 14.61% 51,84
10 mg.mL! 11,00% 37,39%
*p<0,05

mg.mL el porcentaje de germinacion fue
el 10,19%. Se observo una diferencia con-
siderable entre este Ultimo porcentaje con
respecto al 100 % de germinacion corres-
pondiente al testigo (Tabla 1, Fig. 1A.)
Asi también con las semillas de A. fis-
tulosum, se obtuvo un porcentaje de germi-
nacion del 64,81 % en el tratamiento con
agua destilada como control. El trata-
miento con el extracto de M. ilicifolia a la
concentraciéon 0,1 mg.mL* demostré un
72,22 % de germinacién; al utilizar la con-
centracion 1 mg.mL* el porcentaje de ger-
minacion fue del 61,11 %, y con la concen-
tracion 10 mg.mL™ 54,63 % de germina-
cién. En este caso, se observaron diferen-
cias significativas entre el porcentaje de

germinacion de las semillas tratadas con la
concentracion 0,1 mg.mLy el de las se-
millas tratadas con la concentracion 10
mg.mL* (Tabla 1, Fig. 1B.)

Segun Dias et al. (2005), el extracto eta-
nolico de M. ilicifolia no posee influencia
alguna en la germinacion de semillas de L.
sativa. En contraste, segin lo observado
por Chaves et al. (2014), el extracto acuoso
de M. ilicifolia en las concentraciones de
85% y 100% causd una mayor inhibicion
en la germinacién de las semillas en com-
paracion con el testigo.

El valor promedio obtenido para las se-
millas de L. sativa germinadas en el trata-
miento con agua destilada fue de 16,30
mm. El tratamiento con la concentracion

A. 150,
c . == Agua destilada B. 80+ X
:g =3 0,1 mg.mL-1 c B Agua destilada
g == 1 mgmL1 2 % == 0,1 mgmL4
S| S o
E 100 £ 10 mgmL £ = 1mg.mL-1
g? E 3 10 mg.mL-1
5 5,
s 34
o

g 505 g
8 § 20
; s
= o

0- T T 0-

o N » » 3 N A A
°§@° & & § v }\\4“" g & § W § ¥
¥ @ & & § § ¢ ¢
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Fig. 1: Porcentaje de germinacion de semillas. A. Lactuca sativa B. Allium fistulosum.
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0,1 mg.mL? del extracto revel6 un valor M. ilicifolia en el crecimiento de radiculas

promedio de 18,12 mm. Con la concentra-
cion 1 mg.mL* el promedio fue de 14,61
mm, y con la concentraciéon 10 mg.mL™* se
obtuvo un promedio de 11,00 mm. Estos
dos ultimos tratamientos presentaron dife-
rencias considerables respecto al promedio
de longitud de radiculas obtenido en el tra-
tamiento con el extracto de M. ilicifolia a
0,1 mg.mL* (Tabla 2, Fig. 2A.). Las semi-
llas germinadas de A. fistulosum en el tra-
tamiento con agua destilada presentaron un
promedio de longitud de radicula de 53,69
mm. En el tratamiento con la concentra-
cion 0,1 mg.mL?, se obtuvo una longitud
radicular promedio de 54,33 mm. Con la
concentracion 1 mg.mL™ el promedio de
longitud radicular fue de 51,84 mm, sin em-
bargo, con la concentracién 10 mg.mL"!, el
promedio de longitud radicular fue menor
siendo este de 37,39 mm. Este Gltimo trata-
miento evidencié disminuciones significa-
tivas en cuanto a la longitud en compara-
cion a los demas crecimientos radiculares
de los otros tratamientos (Fig. 2B). Dias et
al. (2005) evidenciaron la influencia inhi-
bitoria del extracto etandlico de hojas de

20
- -

Agua destilada
0,1 mg.mL-1
1 mg.mL-1

-
[y
==
= 10 mg.mL-1

Longitud (mm)
>

de L. sativa. Los tratamientos con extracto
acuoso y extracto etandlico de Maytenus
rigida realizados por Mendes et al. (2010)
sobre el meristema radicular de Allium
cepa dieron como resultado un aumento en
la division celular; mas importante aun,
esta division se produjo sin provocar ano-
malias cromosomicas.

El potencial alelopético de las hojas de
M. ilicifolia puede deberse a la presencia
de saponinas, taninos y flavonas, los cuales
gjercen dicha actividad sobre semillas de
otras especies. Un andlisis cualitativo de fi-
toquimicos realizado por Machado et al.
(2006) mostrd que M. ilicifolia contiene en
sus hojas saponinas, taninos y flavonas. La
presencia de estos compuestos podria ex-
plicar el potencial alelopético de las hojas
de M. ilicifolia, ya que los mismos ejercen
dicha actividad sobre semillas de otras es-
pecies. Entre los compuestos polifendlicos
presentes en las hojas predominan, entre
otros, taninos hidrolizables (&cido tanico),
taninos condensados en las hojas (cate-
guina, epicatequina, 4-O-metilepigalocate-

quina 'y su epimero 4'-O-metil-
B.
80 mm Agua destilada
o == 0, mg.mL-1
== 1 mg.mL-1
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J:
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-
2
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Fig. 2: Promedio de longitudes de radicula de semillas tratadas con extracto de Maytenus ilici-

folia. A. Lactuca sativa B. Allium fistulosum.
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entgalocatequina (Silva y Récio, 1992;
Soares et al., 2004; Pessuto, 2006). Un
analisis cuantitativo de los glucdésidos
flavonoides de extractos metandlicos de M.
ilicifolia mediante HPLC realizado por
Leite et al. (2001), reveld a estos compues-
tos como los principales constituyentes del
extracto. De acuerdo con Silva (2004), las
saponinas, que son terpenoides glicosila-
dos, son sustancias involucradas directa-
mente en efectos alelopaticos. Las saponi-
nas actian reduciendo la frecuencia respi-
ratoria mediante la reduccion de la difusion
de oxigeno a través de la cubierta de la se-
milla, lo que inhibe el proceso de germina-
cion y el crecimiento de la planta (Maras-
chin-Silva & Aquila 2005). Los &cidos téa-
nicos son capaces de inhibir las actividades
de la peroxidasa, catalasa y celulosa (Zhao-
Hui et al., 2010). Desafortunadamente, el
mecanismo preciso por el cual los flavo-
noides participan en la alelopatia es aln
desconocido (Mierziak et al., 2014). Las
formas potenciales en las que pueden in-
fluir en la alelopatia pueden incluir la inhi-
bicion del crecimiento celular, alteraciones
en la produccion de ATP y dificultando el
buen funcionamiento de las auxinas (Ber-
how & Vaughn, 1999).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos evidenciaron
un bajo porcentaje de germinacion de las
semillas de L. sativa y A. fistulosum en el
tratamiento con la concentracion de 10
mg.mL, también se observé menor creci-
miento radicular de L. sativa con los trata-
mientos de 1 y 10 mg.mL™, sin embargo
con semillas de A. fistulosum se observo
menor crecimiento radicular en el trata-
miento con la concentracion de 10 mg.mL-
1. Estos resultados sugieren un efecto

alelopético negativo sobre la germinacion
de las semillas de L. sativa y A. fistulosum
a la concentracion de 10 mg.mL™ e inhibi-
dor del crecimiento radicular a las concen-
traciones de 1 y 10 mg.mL?. Se reco-
mienda repetir los ensayos in vitro am-
pliando el nimero de especies vegetales de
importancia economica, empleando una
extraccion acuosa y una acetonica a modo
de separar los metabolitos por afinidad qui-
mica. Ademas, es recomendable continuar
con ensayos in vivo a mini escala a modo
de reconfirmar los resultados obtenidos in
vitro.
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Actividad larvicida del extracto etandlico de Dysphania ambrosioides L. (Ka’are) sobre
lar-vas de Aedes aegypti L. Uno de los mayores problemas en salud publica es la evoluciéon
de la resistencia a varios piretroides sintéticos utilizados como insecticida para combatir
mosquitos, debido principalmente a una presion de seleccion ejercida por estos compuestos,
dando como resultado el desarrollo de la resistencia en el Aedes aegypti, a causa de esto la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) ha replanteado el uso de recursos naturales
existentes en el territorio de cada pais afectado, para adecuarlos como medidas de control.
Dysphania ambrosioides conocido como Ka’are, es una planta medicinal que es utilizada en
nuestro pais por sus diferentes propiedades, por ello el objetivo principal del trabajo fue evaluar la
actividad larvicida del extracto etandlico de D. ambrosioides sobre larvas de dos cepas de Aedes
aegypti, cepa Rockefeller (control) y cepa San Lorenzo (silvestre). Las concentraciones a las
gue fueron expuestas ambas cepas fueron: 0,01; 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2 mg.mL™? por 24, 48 y 72
horas. Se realiz6 el conteo de larvas muertas y fueron analizados mediante estadisticas probit-
logaritmicas para la determinacion de las concentraciones letales 50 (CL50), 70 (CL70) y 90
(CL90). Las concentraciones de mayor actividad para ambas cepas fueron las concentraciones
1; 1,5; 2 mg. mLL. Las concentraciones letales CL 50 y CL 90 se encuentran entre 0, 5y 1,2 mg.
mL* para Rockefeller y entre 0,9 mg. mL1y 5,5 mg. mL? para la cepa San Lorenzo.

Palabras clave: Aedes aegypti, Dysphania ambrosioides, larvicida

Larvicidal activity of the ethanolic extract of Dysphania ambrosioides L. (Ka'are) on Aedes
aegypti L. larvae. One of the biggest problems in health is the evolution of resistance to several
pyrethroids, which are used as an insecticide to combat mosquitoes, mainly due to selection pres-
sure, giving as results the development of resistance in Aedes aegypti, for it,the Pan American
Health Organization (PAHO) has reconsidered the use of existing natural resources in the territory
of each affected country. Dysphania ambrosioides known as Ka'are, is a medicinal plant that is
used in our country for its different properties, therefore the main objective of the work was to eval-
uate the larvicidal activity of the ethanolic extract of D. ambrosioides on larvae of two Aedes aegypti
strains, Rockefeller strain and San Lorenzo strain. The responses to which both strains were ex-
posed were: 0.01; 0.1; 0.5; one; 1.5; 2 mg. mL™ for 24, 48 and 72 hours. The count of dead larvae
was performed and analyzed by probit-logarithmic statistics for the determination of lethal results
50 (LC50), 70 (LC70) and 90 (LC90). The highest activity results for both strains were at 1; 1.5; 2
mg. mL? concentrations. The lethal concentrations LC50 and LC90 are between 0.5 and 1.2 mg.
mL* for Rockefeller and between 0.9 mg. mL* and 5.5 mg. mL for San Lorenzo strain.
Keywords: Aedes aegypti, Dysphania ambrosioides, larvicide
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Actividad larvicida de Dysphania ambrosioides L. (Ka’are) sobre larvas de Aedes
aegypti L.

INTRODUCCION

Uno de los problemas mas grandes en
salud publica es la evolucion en la resisten-
cia a varios piretroides sintéticos utilizados
como insecticida de mosquitos (Soderlund
& Bloomaquist, 1990). Esa resistencia se
conoce como mutacion KDR  (kno-
ckdown), constituye un término genérico
gue se otorga a todos los insectos que no
pierden sus funciones vitales inmediata-
mente después de la exposicion a algln in-
secticida piretroide, surge debido a varias
mutaciones no sinénimas en el gen del ca-
nal de sodio dependiente del voltaje, pues
reduce la unién de los piretroides a los ca-
nales de sodio que se encuentran en la
membrana celular nerviosa (Saavedra et
al., 2008).

En larvas, diversos ensayos demostra-
ron susceptibilidad a insecticidas organo-
fosforados malation, clorpirifos y otros, y
alta resistencia a temefds y a fention (Ro-
driguez et al., 2004).

En vista que la presion de seleccion
gjercida por los insecticidas dio como re-
sultado el desarrollo generalizado de resis-
tencia en Ae. aegypti debido a esto la Or-
ganizacion Panamericana de la Salud
(OPS), ha replanteado el uso de recursos
naturales existentes en el territorio de cada
pais afectado para emplearlos como medi-
das de control (Montada et al., 2007; OPS,
2011). Dysphania ambrosioides (Mosya-
kin & Clemants, 2002), llamado comun-
mente Ka’are 0 Paico, es un claro ejemplo
de planta medicinal utilizado tradicional-
mente en muchos paises de América Latina
como fuente de recursos medicinales e in-
secticida. (Carballo et al., 2005; Orozco,
2016). La planta posee un aceite esencial
cuyo componente principal es el ascaridol,
el cual le confiere un aroma desagradable

(Jaramillo et al., 2012). Diferentes investi-
gaciones con la especie mencionada han
comprobado que sus hojas poseen propie-
dad antimicrobiana, antibacteriana, activi-
dad insecticida en pulgas y otras plagas
(Carballo et al., 2005; Yadav et al., 2007;
Chandrasekaran et al., 2008), sin embargo,
no se ha comprobado que presente propie-
dades larvicidas, sobre todo en Aedes ae-
gypti. Por lo que, en esta investigacion, se
ha propuesto evaluar la actividad larvicida
del extracto etandlico de Dysphania am-
brosioides utilizando diferentes concentra-
ciones sobre larvas de Aedes aegypti de
manera a evidenciar dicha actividad y com-
probar las propiedades de ésta planta nativa
como un efectivo larvicida.

MATERIALES Y METODOS

Colecta y determinacion taxondmica de
D. ambrosioides

La colecta de los ejemplares vegetales
se realizaron en el Barrio San Isidro de la
ciudad de San Lorenzo-Paraguay, cuyas
coordenadas fueron -25.377322905441293; -
57.50519172812494. La identificacion bota-
nica fue realizada con el apoyo de botani-
cos del Laboratorio de Recursos Vegetales
de la FACEN. EI ejemplar testigo de la
planta se encuentra depositado en el herba-
rio FACEN vy para fines experimentales se
utilizaron las hojas (M. Britos, N° 002).

Preparacion del extracto etandlico de
hojas de D. ambrosioides

Las hojas seleccionadas de D. am-
brosioides fueron secadas a temperatura am-
biente y en ausencia de luz solar para evitar
la degradacion de los compuestos (Hos-
tettmann et al., 2008). La molienda se rea-
lizé con un triturador manual, el pulverizado
fue tamizado con una malla metélica de
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Tabla 1: Coordenadas de los puntos de co-
lecta de huevos de A. aegypti cepa San Lo-
renzo, en la ciudad de San Lorenzo, Departa-
mento Central.

Puntos Coordenadas
P1 lat: -25.3923106376683
lon: -57.493604585218975
P2 lat: -25.39244875368262
lon: -57.494543358335875
P3 lat: -25.392955908132
lon: -57.49752061038072
P4 lat: -25.387134809789835
lon: -57.50010625987102
P5 lat: -25.38360659019839
lon: -57.503689691114914
P6 lat: -25.378093540706146
lon: -57.505679890203965
P7 lat: -25.375405989298034
lon: -57.509791716623795
P8 lat: -25.374182152168252
lon: -57.5099928822616
P9 lat: -25.37493584341165
lon: -57.497424050856125
P10 Lat; -25.374313018466257
lon: -57.49647723107387
P11 lat; -25.37409975471192

lon: -57.49688224463512

0,05 mm, se pesé el triturado de hojas y se
mezcld con un solvente, el etanol 98° en
una proporcién de 150 mL de solvente por
cada 15 gramos de pulverizado y se dejo
reposar por espacio de 30 dias, agitandolo
con frecuencia una vez por dia (Singh et
al., 2011). Luego se procedio al filtrado y
llevado a una temperatura de 80° C en
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constante agitacion para evaporar el sol-
vente y concentrar el extracto. El extracto
crudo obtenido fue de 20,33 gramos exhi-
biendo de esta manera un rendimiento total
de 10,01 %. Esto se obtuvo dividiendo el
peso del extracto crudo entre el molido ini-
cial y convertido a porcentaje. Posterior-
mente se pes6 1 gr del extracto crudo y se
disolvié en 100 mL de agua destilada a
modo de obtener una solucion stock de
concentracion 10 mg. mL*a partir de la
cual se procedi6 a la preparacion de las di-
ferentes concentraciones para emplear en
el ensayo (0,001; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; y 2,0
mg. mL1).

Obtencion de larvas de Aedes aegypti
Para los bioensayos, se utilizaron dos
cepas de Ae. Aegypti, Rockefeller y San
Lorenzo. La cepa Rockefeller fue donada
por el Laboratorio de Medicina Tropical
del Instituto de Investigaciones en Ciencias
de la Salud (IICS), donde son criadas en
agua previamente burbujeada, alimentados
con alimento para gato pulverizado y man-
tenidos a una temperatura constante de
26°C (x 2). Para la obtencion de la cepa
San Lorenzo se depositaron 11 ovitrampas
en varios puntos seleccionados por conve-
niencia de la ciudad de San Lorenzo, espe-
cificamente en la zona de Reducto, (Tabla
1). La criay manutencion de los huevos del
mosquito Ae. aegypti se realizd segun la
metodologia de Consoli & de Oliveira
(1994) con modificaciones. Las larvas se
obtuvieron a partir de huevos puestos a
eclosionar en agua de cria y simultanea-
mente para lograr homogeneidad fisiol6-
gica, fueron alimentadas con alimento para
felinos previamente pulverizado, hasta que
alcancen el estadio de Larva 3 (L3) nece-
sarias para el bioensayo. En general las lar-



Actividad larvicida de Dysphania ambrosioides L. (Ka’are) sobre larvas de Aedes
aegypti L.

vas se alimentan indistintamente del mi-
croplancton presente en su habitat o cual-
quier particula de materia orgénica, por
ello la ingestion no selectiva de particulas
por parte de las larvas facilita el uso de lar-
vicidas por accion digestiva (Consoli &
de Oliveira., 1994).

Bioensayo: Test in vivo de evaluacion
larvicida del extracto etanélico de Dysp-
hania ambrosioides

Las larvas provenientes de las eclosio-
nes de huevos de ambas cepas, Rockefeller
y San Lorenzo fueron colocadas en 6 reci-
pientes de 100 mL. Se emplearon las 6 con-
centraciones diferentes para el bioensayo
(0,001; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; y 2,0 mg. mL™),
para ello se colocaron 25 larvas por reci-
piente, y fueron expuestas a 50 mL de las
disoluciones del extracto, cada tratamiento
se llevé a cabo por triplicado Se registraron
las lecturas de mortalidad a partir de 24,
48 y 72 horas de exposicion, las larvas se
consideraron muertas cuando no reaccio-
naron al ser sometidas a estimulos (Sana-
bria et al., 2009).

Anélisis de datos

De los datos registrados se determina-
ron las concentraciones letales 50 (CL50),
70 (CL70) y 90 (CL90), también se deter-
mino la susceptibilidad empleando rectas
probit-logaritmicas y pendientes. Paraello
se empled el complemento Excel de anali-
sis probit (Finney, 1952)

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los bioen-
sayos demostraron que para la cepa San
Lorenzo con 24, 48 y 72 horas post-expo-
sicion a las diferentes concentraciones del

extracto, se necesitan concentraciones ma-
yores a 0,5 mg. mL? para ocasionar la
muerte de un namero significativo de lar-
vas de Ae. aegypti. A partir de 1,0 mg. mL"
Les cuando ocurre la muerte de un nimero
significativo de larvas (Fig. 1). En cuanto a
la cepa de referencia Rockefeller, a con-
centraciones iguales a 0,5 mg. mL™ se pro-
duce la muerte en un namero significativo
de larvas de Ae. Aegypti (Fig. 2). Dicha
cepa evidencié mayor sensibilidad a las di-
ferentes concentraciones, registrandose 31
individuos muertos para 0, 5 mg. mL™. Sin
embargo, la cepa San Lorenzo, evidencio
menor sensibilidad a las diferentes concen-
traciones, registrandose 4 individuos muer-
tos para 0,5 mg. mL™. Esto es comparable
con el trabajo de Barrera (2013), el cual ob-
tuvo mayor sensibilidad de la cepa Rocke-
feller a los metabolitos presentes en los ex-
tractos vegetales. La diferencia de sensibi-
lidad puede deberse a que la cepa silvestre
pudo haber estado sometida a distintos ti-

Cepa San Lorenzo
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Fig. 1: Promedio de mortalidad de larvas de Aedes
aegypti cepa San Lorenzo para 24, 48 'y 72 horas.
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Cepa Rockefeller
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Fig. 2: Promedio de mortalidad de larvas de Ae-
des aegypti cepa Rockefeller para 24, 48 y 72 ho-
ras.

pos de insecticidas sintéticos que le propor-
cionaron cierto grado de resistencia y que,
seglin la OMS la dosis recomendada para
los diversos larvicidas utilizados contra el
Ae. aegypti va desde 0,012 hasta 0,125 mg.
mL donde los resultados de este trabajo
sobrepasan ampliamente dichos valores
(WHO, 1992). En ambos casos es evidente
la tendencia que a mayor tiempo de expo-
sicion mayor es el nimero de larvas muer-
tas; y esto esta relacionado con las concen-
traciones empleadas. Leyva (2009) demos-
tré que el aceite esencial de las hojas de D.
ambrosioides presentaba actividad larvi-
cida con dosis letal de 0,0035 mg. mL*y
gue las mortalidades obtenidas con cada
uno de los aceites esenciales utilizados en
su trabajo estarian asociadas con las dosis
utilizadas, coincidiendo con los resultados
de este trabajo, donde las mortalidades es-
tan asociadas a las concentraciones utiliza-
das.

Los rangos de valores de concentracio-
nes letales 50, 70 y 90 con su intervalo de
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confianza al 95% obtenidos con el analisis
estadistico Probitlog de acuerdo con el
tiempo de exposicion al extracto etano-
lico, evidencian que en larvas de la cepa
San Lorenzo, la concentracion mas baja
que provoca mortalidad ocurre entre 0,9 y
1,9 mg. mL-'y las concentraciones mas al-
tas superan los 2 mg. mL-!. La concen-
tracion méas baja que provoca mortalidad
en larvas de la cepa Rockefeller de acuer-
do con el tiempo de exposicién, se en-
cuentra entre 0,5y 0,84 mg. mL-!' y la mas
alta se encuentra entre 0,89 y 1,2 mg.
mL}(Tabla 2). En cada una de éstas con-
centraciones, un individuo de la poblacion
tiene una determinada tolerancia, antes de
responder con un efecto, al principio
existe una concentracion minima a la cual
ningdn individuo responde y una
concentracion maxima a la cual todos los
individuos responden (Hickman, 2001).

Orozco (2016) demostré que el aceite
esencial de D. ambrosioides tiene activi-
dad insecticida sobre Sitophilus zeamais
(Coleoptera, Curculionidae), lo que de-
muestra que no solo podria ser utilizado
como larvicida sino también como poten-
cial adulticida. Se ha demostrado también
que utilizando extractos de diversas espe-
cies vegetales como Annona muricata
(chirimoya); Bulnesia sarmentoi (palo
santo); Melia azederach (paraiso); Zan-
thoxylum chiloperone var. angustifolium
(tembetary hi) y Bixa orellana (uruka),
presentan buena actividad larvicida, ya
que una minima concentracion del 5 %
del extracto de Annona muricata ha teni-
do efecto mortal en las larvas de Ae.
aegypti, y no supone dafio para la pobla-
cion humana (Jimenez & Prada, 2016;
Sanabria et al., 2009). Otros autores han
sugerido gue es necesario refinar estos ex-
tractos para mejorar la actividad bio-
I6gica, al incrementar la concentracion de
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Tabla 2: Concentraciones letales obtenidas para cada concentracién de acuerdo con la
hora de exposicidn sobre larvas de Aedes aegypti de las cepas Rockefeller y silvestre.

Tiempo de CL 95% intervalo de confianza
Cepa exposicién CcL mg. mL? Mayor Menor
CL50 0,993 0,705 1,399
24 horas CL70 1,939 1,377 2,730
CL90 5,092 3,616 7,171
CL50 1,328 0,879 2,008
San Lorenzo 48 horas CL70 2,379 2,379 2,379
CL90 5,521 5,521 5,521
CL50 0,696 0,496 0,978
72 horas CL70 1,088 0,775 1,527
CL90 2,071 1,475 2,907
CL50 0,894 0,743 1,075
24 horas CL70 1,041 0,865 1,252
CL90 1,296 1,077 1,559
CL50 0,687 0,554 0,853
Rockefeller 48 horas CL70 0,820 0,661 1,018
CL90 1,059 0,854 1,314
CL50 0,540 0,426 0,685
72 horas CL70 0,650 0,512 0,824
CL90 0,848 0,668 1,076

metabolitos activos para tener una aproxi-
macion y posteriormente realizar la carac-
terizacion de tales sustancias, también hay
gue considerar que las concentraciones de
los metabolitos secundarios puede ser baja
y resultar opacada por otra clase de sustan-
cias presentes en altas concentraciones,
pero de actividad despreciable, como las
clorofilas y los carotenos (Parra et al.,
2007).

CONCLUSION
Los resultados sugieren que el extracto

etandlico de hojas de D. ambrosioides
presenta actividad larvicida positiva mo-
derada en A. aegypti., la cepa Rockefeller
presentd mayor sensibilidad al extracto
evidenciandose concentraciones letales 50
mg.mL* comparadas con la cepa San Lo-
renzo de entre 0,9 y 1,9 mg. mL™. Se re-
comienda utilizar otras partes de la planta
especimenes vegetales en otros meses del
afio que estén disponibles. También se re-
comienda aumentar el nimero de concen-
tra (CL 50) inferiores, de entre 0,5y 0,8
para evaluar dicha actividad y colectar los
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Fig. 3: Porcentaje de mortalidad total de larvas de Aedes aegypti. A. cepa Rockefeller. B. cepa San Lo-
renzo.

ciones del extracto de D. ambrosioides Aedes aegypti, Diptera: Culicidae. CES
para asi disminuir el rango de error debido Medicina 27(2): 193-204. Recuperado
a factores desconocidos. de http://revistas.ces.edu.co/in-

dex.php/medicina/article/view/2680
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Medicina popular y atencidon primaria de la salud (APS): 35 afios de experiencia TRAMIL
en el Caribe. La atencién primaria de salud, estrategia para la promocion del bienestar y la
salud integral, la equidad y el desarrollo social, cultural y econémico de las comunidades requiere
métodos practicos y socialmente aceptables. Uno de estos métodos es el uso de remedios de
plantas, validados cientificamente, con fines preventivos o curativos de padecimiento comunes.
Los ministerios de salud también se benefician del conocimiento popular validado para la forma-
cién y capacitacion de profesionales de la salud y desarrollo de programas. El objetivo de este
articulo es presentar la trayectoria de 35 afios, los desafios y los aportes de la Red TRAMIL a la
APS en cuatro &reas aplicadas a la flora medicinal de la Cuenca del Caribe: a) validacion cientifi-
ca, b) difusion y capacitacién, c) valoracion, conservacién y cultivo de recursos y d) fortalecimien-
to de redes nacionales y regionales. Se describe como “La Farmacopea Vegetal del Caribe”,
sintesis de las investigaciones, modelo de valoracion de la biodiversidad y documento de difusién
ha contribuido a promover los objetivos de la red.

Palabras claves: Atencion primaria de salud (APS), TRAMIL, Cuenca del Caribe, seguridad y
eficacia de plantas medicinales

Popular medicine and primary health care (PHC): 35 years of TRAMIL experience in the
Caribbean. The primary health care, strategy for the promotion of wellbeing and holistic health,
equity and social, cultural and economic development of communities requires practical and
socially acceptable methods. One of these methods is the use of scientifically validated herbal
remedies for the prevention and healing of common ailments. Health Agencies could benefit from
validated popular knowledge intended for the training and qualification of healthcare
professionals. The objective of this article is to trace TRAMIL Network trajectory of 35 years, the
challenges and con-tributions to PHC in four areas applied to the medicinal flora of the Caribbean
Basin: a) scientific validation, b) dissemination and training, c) assessment, conservation, and
cultivation of re-sources and d) strengthening of national and regional networks. The article also
describes how the Caribbean Herbal Pharmacopeia, the synthesis of the research achieved, a
biodiversity assessment model and a dissemination document, has contributed to promoting the
objectives of the network.

Keywords: Primary health care (PHC), TRAMIL, Caribbean Basin, safety and efficacy of
medicinal plants
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INTRODUCCION

TRAMIL (www.tramil.net) es una red
multidisciplinaria que desarrolla un pro-
grama de investigacién aplicada a los usos
de la flora medicinal del Caribe, basado
en la estrategia de atencion primaria de la
salud (APS).

La red TRAMIL tiene un faro en su
horizonte: poner a la disposicién de los
pueblos (fuente original de los saberes
tradicionales), el personal médico, para-
médico de base, la academia e institucio-
nes relacionadas con la salud y conserva-
cion de especies medicinales, conocimien-
tos précticos cientificamente validados o
aceptados como tal, para el tratamiento de
afecciones prevalentes en atencion prima-
ria y que pueden ser tratadas con el cono-
cimiento etnofarmacoldgico de la flora
local. Ademaés, busca la disminucion del
gasto farmaceutico presentando la medi-
cina popular como un recurso alternativo
a la medicina convencional (Menéndez,
1994) y una revalorizacion de las culturas
y las tradiciones ancestrales caribefias.
Desde la Red se depositan grandes esfuer-
zos en la realizacién de proyectos socia-
les, asi como en la elaboracion y difusién
de diversos documentos, entre los que
destaca como producto principal: la Far-
macopea Vegetal Caribefia (1996) editada
en idioma espariol, francés e inglés.

TRAMIL nacié en la década de los 80,
posterior a las cumbres de Chang-Mai
(CBP, 1980) y de Alma Ata (OMS/OPS &
UNICEF, 1998) que abordaron los pro-
blemas de la pérdida acelerada de la bio-
diversidad y, por supuesto, de la falta de
disponibilidad de recursos de salud para
los pueblos, respectivamente. Surgi6é co-
mo respuesta la necesidad de programas
gue velaran por el acceso universal y con
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capacidad resolutiva a servicios basicos de
salud, la conservacion de la biodiversidad
y el desarrollo sostenible. La mision prin-
cipal de TRAMIL es la identificacion, la
sistematizacion y la racionalizacion de las
practicas medicinales populares vincula-
das al uso de las plantas medicinales. La
creacion de la Red fue fruto del trabajo
conjunto de cuatro entidades: a) Laborato-
rio de las Substancias Naturales de la Fa-
cultad de Medicina y Farmacia de Puerto
Principe, b) Dispensario SOE de Thomon-
de, ambos en Haiti, ¢) Federacion de Aso-
ciaciones de Campesinos de Zambrana-
Chacuey y d) Enda-Caribe, ambos en
Replblica Dominicana. Los representan-
tes de este trabajo germinal, que dio lugar
a la red TRAMIL actual, fueron por el
lado haitiano: Daniel HENRYS, Jean-
Hugues HENRYS, Marilisse ROUZIER, y
Bernard WENIGER, por el lado Domini-
cano: Cristobalina AMPARO, Maria GE-
RONIMO, Ricardo GARCIA y Lionel
GERMOSEN-ROBINEAU. Algunos de
ellos, continuaron la tarea hasta la fecha y
dieron forma y continuidad sostenida in-
corporando desde entonces un ndmero
creciente de colaboradores  (www.
tramil.net). Sin dudas, su concre-cion ha
sido también parte del “animarse a andar a
ciegas”, hasta encontrar y elaborar una
metodologia que le permitiera a una
"cuenca" con poblaciones tan diversas que
conviven en el "archipiélago caribefio",
gestada como parte de una convergencia
historica, cultural y geogréafica, obtener
una herramienta de la salud que es a la vez
una tecnologia propia y apropiada.

En 1982 se beneficié con los aportes
de la Dra. Alice PEETERS representante
del Museo Nacional de Historia Natural
de Paris (MNHN, Francia), estableciendo
la filosofia del proyecto y realizando las
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primeras encuestas etnofarmacoldgicas de
la Red (Weniger et al.,, 1986). Las en-
cuestas presentaban un enfoque original a
la vez que innovador, apuntando el foco
de sus exploraciones a los problemas de
salud, no hacia las plantas (siendo este
altimo el eje teméatico mas usado para la
indagacion de plantas medicinales), ade-
méas de ser cuantitativas. Gracias a este
trabajo se estableci6 la metodologia
TRAMIL para estudios etnofarmacol6gi-
cos (Weniger, 1991).

MATERIALES Y METODOS

La red considera un pilar fundamental
aportar una perspectiva cientifica a las
medicinas y saberes populares de la
Cuenca del Caribe, en la mayoria de los
casos, acompafiando las creencias, saberes
y précticas en el uso de los recursos vege-
tales, sumando informacion farmacol6gica
0 bien identificando y alertando sobre los
aspectos toxicoldgicos de ciertas formas
de usos. Se apoya en el estudio minucioso
de la bibliografia y lleva a cabo ensayos
botéanicos, bioldgicos, farmacologicos,
toxicoldgicos, fitoquimicos y quimicos
gue permiten validar la informacion des-
crita en la Farmacopea Vegetal Caribefia.
Estos estudios se realizan a través de una
Red activa de colaboraciones entre perso-
nas, laboratorios de investigacion univer-
sitarios 'y microempresas locales, que
hacen parte de la Red.

TRAMIL colecta las informaciones re-
lativas a la medicina popular a través de
una metodologia cuali/cuantitativa de raiz
etnofarmacoldgica, basada en los proble-
mas de salud predominantes en la comu-
nidad estudiada.

La lista de problemas de salud es ela-
borada por un grupo local multidisciplina-
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rio de profesiones y actividades ligadas al
sector salud (como son por ejemplo: botéa-
nicos, especialistas en ciencias quimicas,
farmacéuticas, médicas y referentes socia-
les de base), con el objetivo de optimizar
su adaptacion a la idiosincrasia y epide-
miologia local. Una vez seleccionados los
problemas de salud a explorar, se procede
a aleatorizar la poblacién (abarcando el
10% de los hogares en cada comunidad),
y tienen lugar las entrevistas semiestructu-
radas con la persona responsable de la
salud en cada casa 0 grupo conviviente,
que son realizadas por personas ajenas al
sector sanitario para evitar interferencias.

Una vez reunida toda lainformacion, el
equipo de trabajo multidisciplinario pro-
cede al estudio analitico de la misma,
comenzando por las especies de plantas
utilizadas en el tratamiento de cada pro-
blema de salud y los métodos de prepara-
cion de las medicinas o remedios popula-
res.

RESULTADOS

Los miembros de la Red han realizado
cientos de experimentos TRAMIL, de los
cuales 536 resultados de validacion se han
incluidos en las monografias de la Farma-
copea, permitiendo de esta manera la inte-
gracién del conocimiento popular de los
habitantes de la Cuenca del Caribe, consti-
tuyendo una herramienta de formacion
para estudiantes, medicos, farmacéuticos
y el personal de salud en general impac-
tando los programas de salud de los paises
y territorios de la Cuenca del Caribe.

Hasta la fecha TRAMIL ha realizado
mas de 11.000 entrevistas semiestructura-
das a lo largo de los ultimos 35 afios en
poblaciones que habitan la Cuenca. En la
actualidad se cuenta con mas de 500
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usos descritos, con una incidencia signifi-
cativa (=20%); entre ellos podemos en-

contrar 393 recomendaciones (REC), y 6
alertas de toxicidad (TOX), para 130 es-
pecies ya publicadas y otros en categoria
de investigacion (INV). Todas las espe-
cies medicinales citadas en las entrevistas,
(conocidas mayormente con sus nombres
comunes locales o vernaculares) son iden-
tificadas por taxbnomos de cada pais, y un
espécimen es depositado en la coleccion
herbaria referente del pais. Paralelamente,
un espécimen es depositado en la colec-
cion del Herbario del Jardin Botanico de
Santo Domingo (JBSD) en la Republica
Dominicana (Torres-Avilez et al., 2015)

Otro componente fundamental de
nominado en la Red como TRADIF
(TRA-mil DIFusion, http:// www.tramil.
net/es/content/talleres-difusion-tradif) lo
constituyen las madltiples instancias de
difusion en forma de talleres populares,
docencia en las universidades, progra-
mas académicos, disertaciones  en
con-gresos, publicaciones de educacion
po-pular y de promocién del cultivo,
la implementacion y mantenimiento de
jardines  comunitarios medicinales,
folletos, posters de divulgacion, juegos
infantiles y programas radiales entre
otros.

TRAMIL enraiz6 durante sus primeros
dos afios (1982-1984), y a partir de ese
momento crecid con el objetivo de abrirse
a todos los pueblos de la Cuenca del Cari-
be. Debido en parte a la imposibilidad de
validar cientificamente los usos con los
pocos recursos universitarios de la His-
paniola. En 1984, los fundadores de la
Red iniciaron un periplo en busqueda de
personas interesadas en la valorizacién de
las plantas medicinales y sus usos popula-
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res en el Caribe. Explorando todos los
ambitos posibles, desde el uso popular, el
uso terapéutico o el interés académico.
Treinta y cinco afios mas tarde esta bls-
gueda aln sigue vigente.

La Cuenca del Caribe es un vasto terri-
torio, con una considerable complejidad
histérica y geografica, abarcando el sur-
este de la peninsula de Yucatan (México),
América Central, la parte Norte de Améri-
ca del Sur, las Bahamas y las Grandes y
Pequefias Antillas; ademas de diversidad
geoldgica, linglistica y étnica (africana,
amerindia, asiatica, europea, asi como las
combinaciones resultantes de su mestiza-
je) y wuna incalculable biodiversidad
(www.cepf.net, 2018). Por esto, TRAMIL,
consciente de la dificultad de esta etapa de
crecimiento, a finales de 1984, organizo el
primer taller TRAMIL (Haiti, Puerto
Principe), financiado, en gran medida por
la OMS y la UNESCO. Teniendo como
objetivo compartir los primeros resultados
de la incipiente Red e invitar a los y las
participantes, provenientes de numerosos
paises y territorios de la Cuenca del Cari-
be, a formar parte del proyecto para aunar
esfuerzos a favor de su desarrollo.

TRAMIL, posteriormente al taller
cientifico realizado en Haiti, ha continua-
do desarrollando talleres en: Republica
Dominicana-1986, Cuba-1988, Honduras-
1989, Guatemala-1990, Guadeloupe-1993,
Colombia- 1995, Granada-1995, Guayana
Francesa-1998, Panama-2001, Yucatan
(México)-2003, Martinica-2006, Trinidad
y Tobago-2008, Colombia-2012 y el
décimo quinto taller cientifico en Jamaica-
2018. En cada taller se pretende reforzar
los intercambios de experiencias multidis-
ciplinarias y la colaboracién intercaribe,
concretizada por la presencia de numero-
sos participantes provenientes de dicha
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zona geografica, y por la formacion de
una red de colaboradores que toman a su
cargo las investigaciones cientificas pro-
yectadas durante los talleres. Para recopi-
lar las investigaciones programadas y
realizadas por los miembros de la Red, asi
como a la revision de las recomendaciones
de usos en funcion de los resultados de
estas nuevas investigaciones, y de nuevos
datos bibliograficos (mas de 3.700 refe-
rencias en total) proporcionados por los y
las participantes y por los bancos de datos
informatizados: ACCT, Biosis, BVS re-
gional, CNRS, Fundagao Brasileira de
Plantas Medicinales-ITAUTEC, Max-
Planck Institute, Medline y sobre todo
NAPRALERT.

La red pas6 de estar compuesta por
apenas 8 personas en 1982, en dos territo-
rios (Haiti y RepuUblica Dominicana), a
mas de 220 miembros actuales, abarcando
29 paises y territorios de la Cuenca del
Caribe. En la actualidad las lineas de ac-
cion de TRAMIL se definen en cuatro
areas: validacion cientifica, difusion vy
capacitacion, conservacion y cultivo de
recursos herbolarios y fortalecimiento de
redes nacionales y regionales. La Red es
responsable de diversos proyectos en gran
parte de los paises y territorios de la
Cuenca Caribefia, por ejemplo: el Jardin
TRAMIL en la Habana 2008 (Universidad
del Adulto Mayor), el proyecto OSAIN
(INTERREG-Caraibes, 2017), el proyecto
“Jardin Créole Médicinal” (Université des
Antilles, CASBT, 2017) y el proyecto de
conservacion de biodiversidad en Isla
Grande-Cartagena. La ejecucion técnica
del dltimo proyecto permitio la construc-
cion de un espacio de 1.600 m? en la Isla,
el “VIVERO LOS HOBOS”, sitio desti-
nado a la conservacion de especies vege-
tales nativas, la identificacion y caracteri-
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zacion del bosque seco tropical de la Isla,
la siembra y venta de plantas, la ensefian-
za de los saberes ancestrales, la guianza
turistica a nativos y visitantes a través de
senderos medicinales-interpretativos, una
propuesta sostenible que permitird a su
vez dar sustento a familias de la Comuni-
dad de Orika-Cartagena (Gomez-Estrada,
2018, Meza, 2017). La Red es autora de
numerosas publicaciones (www.tramil.
net, 2018) incluyendo desde textos
académicos hasta formatos divulgativos
respaldados por algunos Ministerios de
Salud y Universidades, en las diferentes
lenguas de la Cuenca del Caribe (francés,
espanol, inglés, creole, garifuna, maya, o
palenquero).

TRAMIL ha desarrollado diversas es-
trategias de difusion, como: la participa-
cion de representantes de Ministerios de
Salud y universidades centroamericanas,
de Cuba, Guyana Francesa y Republica
Dominicana en la firma del documento
Recomendacion de Panama afirmando la
promocion de la salud a través de progra-
mas educativos comunitarios, la capacita-
cién y formacion de recursos humanos en
el sector salud incorporando el tema de
plantas medicinales en los programas de
educacion continua y de estudio, el desa-
rrollo de programas y acciones conjuntas
para el estudio y uso de plantas medicina-
les en apoyo a la estrategia de APS. En
Panama, el desarrollo de recursos huma-
nos incluy6 en un periodo de 5 afios, la
formacion de 25 docentes en medicina,
enfermeria y biologia, 337 profesionales
de la salud incluyendo personal médico,
de enfermeria, auxiliares de enfermeria y
técnicos de salud ambientales y 140 estu-
diantes de medicina, biologia, farmacia y
enfermeria. Actualmente, en Guatemala,
existen unas 60 organizaciones de base
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que llevan a cabo actividades en torno al
tema de plantas medicinales y que usan la
informacién y conocimientos que se han
transferido a lo largo de 28 afios de traba-
jo. Otras areas de influencia incluyen el
uso de la Farmacopea Vegetal Caribefia,
en el que merece destacar las acciones
llevadas a cabo por los Ministerios de
Salud de Haiti y el de Republica Domini-
cana, donde fueron publicadas sus propias
ediciones de la Farmacopea Vegetal Cari-
befia, para ser distribuidas a los médicos
de campo. Asi como otras publicaciones
como el Manual de Plantas Medicinales
Caribefas para estudiantes de Medicina de
Honduras, que fue empleado como ins-
trumento para programas de salud. El uso,
mas alla del Caribe, en Argentina y Brasil,
de la Farmacopea Vegetal Caribefia como
referencia importante en el &rea de salud
publica y la formacion de profesionales de
la salud y la adopcién de la metodologia
de trabajo empleada en las encuestas etno-
farmacolégicas desarrollada por TRAMIL
en diversos paises como por ejemplo:
India, Kenia, Mauritius, Rodrigues, Ma-
dagascar, las islas Comoras y muy recien-
temente en la costa pacifica colombiana.

Conclusiones

La red TRAMIL ha ejercitado y forta-
lecido los diversos componentes que dan
origen y sentido a la estrategia de APS tras
sus 35 afios de implementacion: la inter-
disciplinariedad, la intersectorialidad, el
fortalecimiento institucional, la intercultu-
ralidad ensalud, la identificacion y revalo-
rizacion de tecnologias, asi como el hacer
de la Farmacopea Vegetal Caribefia un
texto de referencia cientifica para la aten-
cion primaria de la salud. Manteniendo su
filosofia vigente, sus miembros contindian
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trabajando para materializar su mayor
aspiracion, la integracion de la medicina
popular del Caribe en los sistemas puabli-
cos de sanidad de los paises y territorios
de la Cuenca.
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