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Resumen

A nivel mundial, las malezas causan pérdidas de millones de ddlares en el sector
agricola. En el Ecuador, Chenopodium murale L. y Cynodon dactylon L. afectan a
cultivos de interés como banano, cacao y maiz. El presente estudio tiene como objetivo
evaluar in vitro el efecto alelopatico del aceite esencial de Tagetes minuta L. sobre la
germinacion de C. murale y C. dactylon. El aceite esencial se extrajo mediante la
técnica de arrastre de vapor y se identificé los principios activos mediante cromatografia
en capa fina. Se obtuvo 0.33% en el rendimiento de la extraccién y se encontrd que
eugenol, anetol, timol y carvona forman parte de los constituyentes del aceite esencial
de T. minuta. Se realizaron ensayos de germinacién con concentraciones de 0.004,
0.04, 0.4 y 4 mg/mL de disolucién de aceite esencial y se evalué la germinacion y la
longitud de brote. Se determiné que a las concentraciones de 0.4 y 4 mg/mL de
disolucion de aceite esencial se inhibe la germinacion y el desarrollo de brotes en las
semillas de C. dactylon. En cuanto, a las semillas de C. murale no se pudo determinar el
efecto alelopatico del aceite esencial debido a que su germinacion se vio afectada por
las condiciones de asepsia aplicadas. Los resultados sugieren que el aceite esencial de
T. minuta tiene un alto porcentaje de efecto alelopatico sobre C. dactylon lo que

permitiria utilizarlo como un bioherbicida.

Palabras clave:

e EFECTO ALELOPATICO
e GERMINACION
e MALEZAS

e ACEITE ESENCIAL
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Abstract

Globally, weeds cause millions of dollars in losses in the agricultural sector. In Ecuador,
Chenopodium murale L. and Cynodon dactylon L. affect crops of interest such as banana,
cocoa and corn. The present study aims to evaluate in vitro the allelopathic effect of the
essential oil of Tagetes minuta L. on the germination of C. murale and C. dactylon seeds.
The essential oil was extracted by steam entrainment technique and its active principles
were identified by thin-layer chromatography. The extraction yield was 0.33% and it was
found that eugenol, anethole, thymol and carvone are part of the constituents of the
essential oil of T. minuta. Germination tests were carried out with concentrations of 0.004,
0.04, 0.4 and 4 mg/mL of essential oil solution, and germination and shoot length were
evaluated. It was determined that at concentrations of 0.4 and 4 mg/mL of essential oil
solution, germination and development of shoots are inhibited in C. dactylon seeds. On
the other hand, the allelopathic effect of the essential oil on C. murale seeds could not be
determined because their germination was affected by the aseptic conditions applied. The
results suggest that essential oil has a high percentage of allelopathic effect on C.

dactylon, therefore it could be used as a bioherbicide.

Keywords:

e ALLELOPATHIC EFFECT
e GERMINATION
e WEEDS

e ESSENTIAL OIL
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Capitulo 1: Introduccion

Formulacion del Problema

Los cultivos y los productos agricolas se ven afectados principalmente por
patdégenos, animales y malezas (Castafio, 2015). Sin embargo, las malezas son las que
ocasionan las mayores pérdidas, debido a que compiten con los cultivos por luz, agua,
nutrientes y espacio, llegando incluso a alterar la morfologia de las plantas (Price, 2015;
Aguirre et al., 2019; Schonbeck, 2020). Adicionalmente, las malezas pueden hospedar
fitopatdgenos, reduciendo la circulacion del aire promoviendo el desarrollo de
enfermedades, retrasando la época de cosecha, parasitando a las plantas de interés
agricola e inhibiendo su crecimiento, en su defensa las plantas disefian una alternativa
como liberar metabolitos secundarios para defenderse y desarrollarse en este ambiente

competidor (Abouziena & Haggag, 2016; Schonbeck, 2020).

A nivel mundial, las malezas disminuyen el rendimiento de los principales
cultivos en aproximadamente un 34% y en el caso de que se presente estrés hidrico,
reducen mas del 50% (Jabran et al., 2015; Abouziena & Haggag, 2016). Las malezas
causan por afio una pérdida de 40 mil millones de délares (Abouziena & Haggag, 2016).
Solo en la India, han generado un dafio de aproximadamente 11 mil millones de dolares
y han afectado a sus principales cultivos entre ellos el arroz, el trigo y la soja (Gharde et

al., 2018).

En el Ecuador, se pierde cerca del 10% del rendimiento de la produccién de los
cultivos por el mal manejo de las malezas (Toro et al., 2005). Los estudios realizados
indican, que una gran variedad de malezas afecta a los cultivos de importancia
econdmica para el pais, como Oryza sativa (arroz), Musa x paradisiaca L. (banano),

Theobroma cacao (cacao), Chenopodium quinoa (quinua) y Zea mays (maiz)



20
(Hernandez, 2015; Gémez, 2016; Amaya et al., 2018). Las malezas que predominan en
algunos de los principales cultivos de la regién Costa son Cynodon dactylon y

Chamaesyce hirta (Amaya et al., 2018).

Otro problema que se debe tomar en cuenta es el uso de herbicidas. En 1932,
se introdujo una solucién que revolucioné el control de las malezas y fue el uso de
herbicidas sintéticos (Labrada et al., 1996). En el 2015, los herbicidas fueron los
pesticidas mas vendidos (Casida & Bryant, 2017). En el 2018, representaron el 60% de
los pesticidas usados en el mundo (Duke & Dayan, 2018). En Ecuador, el 44.04% de las
ventas de agroquimicos, corresponden a herbicidas (Pilco, 2014). A pesar del éxito
comercial de los herbicidas sintéticos, estos generan otros problemas como los efectos
toxicos contra animales, plantas, la salud humana y el medio ambiente, afectando a
plantas no objetivo y provocando resistencia de varias malezas (Boutin et al., 2014; Ben
El Hadj et al., 2015; Abouziena & Haggag, 2016). En el afio 2016, el INEN registré que
el 26.12% vy el 21.92% de herbicidas que se emplearon en los cultivos permanentes y

transitorios en Ecuador son moderadamente peligrosos.

Frente a los perjuicios que ocasionan los herbicidas tanto para el ambiente como
para la salud humana se esta buscando alternativas amigables para el medio ambiente.
Actualmente, se emplean extractos de plantas, aceites esenciales y algunos
microorganismos para el control de malezas (Radhakrishnan et al., 2018). Por ello, el
presente estudio plantea encontrar una solucion natural con el uso de aceites
esenciales de especies vegetales que se desarrollan en el medio de manera natural
entre ellas Tagetes minuta L. (chincho) para tratar de contrarrestar a las malezas de
Cynodon dactylon L. (césped) y Chenopodium murale L. (cenizo negro) como plantas

modelo.
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Justificacion del Problema

Las malezas afectan en gran medida al sector agricola debido a que disminuyen
el rendimiento de los cultivos y ocasionan pérdidas de millones de ddlares (Jabran et al.,
2015; Abouziena & Haggag, 2016). Para su control se emplea generalmente herbicidas,
gue son los plaguicidas mas usados en el mundo. Sin embargo, poseen efectos toxicos
contra el medio ambiente, las plantas no objetivo y la salud humana. Ademas, los
herbicidas han generado resistencia de algunas malezas. Por lo tanto, una alternativa
natural para el control de las malezas es el uso de aceites esenciales, pues su
aplicacion es segura para el ambiente, ademas, de permitir un mejor manejo de las
aguas residuales generadas por los cultivos agricolas (Laosinwattana et al., 2018). Los
aceites esenciales son sustancias hidr6fobas constituidas por compuestos aromaticos
volatiles de bajo peso molecular, se extraen de las plantas generalmente por arrastre de
vapor y poseen diferentes propiedades biolégicas como antimicrobianos,

anticancerigenos, antioxidantes y alelopaticos, etc (EI-Gawad, 2015).

A nivel vegetal, los aceites esenciales y su actividad alelopatica han sido muy
estudiados por ser una fuente importante para el manejo selectivo de malezas (El-
Gawad et al., 2018), ya que pueden inhibir totalmente o parcialmente la germinacion y el
desarrollo de las plantas. Ademas, estas sustancias pueden generar dafios en la
membrana, el ADN, la mitosis y otros procesos bioquimicos que ocurren dentro de las

semillas de las malezas al momento de germinar (Radhakrishnan et al., 2018).

A nivel mundial, se ha estudiado el efecto alelopéatico del género Tagetes y se ha
demostrado que el aceite esencial de T. minuta y los extractos de T. erecta 'y T. patula

pueden reducir la germinacion de varias malezas de interés agricola entre ellas
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Chenopodium murale L. (Santos et al., 2015; Arora et al., 2017). Cynodon dactylon L.
(césped) y Chenopodium murale L. (cenizo negro) son consideradas malezas que
afectan principalmente a Zea mays (maiz), un cultivo de alta produccion en el pais
(INEC, 2019). Ademas, Cynodon dactylon L. invade a las plantaciones de Musa x
paradisiaca L. (banano), Theobroma cacao (cacao) y Citrus x sinensis (haranja),

principales cultivos de la Costa ecuatoriana (Amaya et al., 2018).

Es importante conocer que T. minuta crece en muchas partes del Ecuador y se
la considera una planta nativa, pero los estudios de fitotoxicidad de sus componentes se
han realizado en otros paises como en la India. Por tanto, este estudio pretende evaluar
el efecto alelopético del aceite esencial de T. minuta en el Ecuador frente a Cynodon

dactylon L. (césped) y Chenopodium murale L. (cenizo negro).

Objetivos

Objetivo General
Evaluar in vitro el efecto alelopatico del aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho)
sobre la germinacién de las semillas de Chenopodium murale L. (cenizo negro) y

Cynodon dactylon L. (césped) a nivel de laboratorio.

Objetivos Especificos
e Extraer el aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho) a través de arrastre de
vapor.
o Determinar los principios activos del aceite esencial de Tagetes minuta L.
(chincho) por cromatografia en capa fina.
e Evaluar el porcentaje del efecto alelopético en la germinacion de plantas de

Chenopodium murale L. (cenizo negro) y Cynodon dactylon L. (césped) en


https://es.wikipedia.org/wiki/Citrus_%C3%97_sinensis
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presencia del aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho) a cuatro

concentraciones diferentes.
Marco Tedrico

Especies del género Tagetes en Ecuador y su utilidad

En Ecuador se han reportado ocho especies de género Tagetes: T. minuta, T.
filifolia, T. verticillata, T. multiflora, T. terniflora, T. zypaquirensis, T. dianthifloray T.
erecta (Tropicos, 2009). Las siete primeras son consideradas como nativas mientras
gue la ultima como introducida (Tropicos, 2009). Las especies de género Tagetes
poseen la clasificacion cientifica de clase, orden, familia y género como se indica en la

tabla 1.
Tabla 1

Clasificacién taxonémica del género Tagetes

Nivel taxonémico

Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Tagetes L.

Nota. Recuperado del Sistema Integrado de Informacion Taxonémica ITIS, 2009.

Ubicacién geogréfica.

El género Tagetes se localiza generalmente en Sudamérica (Pichette, 2002;
Strother, 2006; Hanan & Mondragén, 2009; Baldedn, 2011; Singh et al., 2020). Sin
embargo, las especies Tagetes verticillata y Tagetes zypaquirensis solo se han
reportado en Colombia y Ecuador (Fernandez & Chacén, 2012). Adicionalmente, T.

dianthiflora Kunth se ha encontrado Unicamente en Pert y Ecuador (Dario et al., 2017).
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Tropicos (2009) ha reportado la localizacion de las diferentes especies del
género Tagetes en Ecuador. Las especies de Tagetes filifolia Lag., Tagetes multiflora
Kunth, Tagetes terniflora Kunth y Tagetes zypaquirensis se encuentran en las provincias
de Pichincha y Cafiar. En Loja, Pichincha y Cotopaxi se ubica a Tagetes minuta L. y en
Azuay, Imbabura y Tungurahua se localiza a T. verticillata. T. erecta L. se encuentra en
Galapagos, Esmeraldas, Los Rios, Pichincha, Loja y Napo, y T. dianthiflora solo se la

puede localizar en Loja (Tropicos, 2009).

Utilidad del género Tagetes.

Las especies de Tagetes minuta L., T. verticillata, T. terniflora Kunth, T.
zypaquirensis y T. erecta L. poseen propiedades nematicidas e insecticidas (Serrato et
al., 2007; Shahzadi et al., 2010; Alvarez et al., 2015; Yumi, 2018). T. multiflora Kunth
posee actividad nematicida, antiséptica y antiinflamatoria (German, 2019). T. filifolia
Lag., T. minuta. y T. erecta poseen propiedades antimicrobianas (Shahzadi et al., 2010;
Arora et al., 2015). T. erecta posee actividad antiinflamatoria, hepatoprotectora,
antiepilética, antidiabética, antidepresiva y antifungica (Singh et al., 2020). Se ha
reportado que T. minuta y T. erecta pueden inhibir la germinaciéon de malezas (Arora et

al., 2015; Laosinwattana et al., 2018).

En la sierra ecuatoriana se usan como condimento las especies de T. minuta, T.
filifolia Lag., T. multifiora Kunth, T. terniflora Kunth y T. erecta (Strother, 2006; De la
Torre et al., 2008; Mondragén & Vibrans, 2009). T. filifolia Lag. y T. multifiora Kunth
ayudan a aliviar los dolores estomacales (Rea, 2012; Zolla, 2019). La ultima especie,
ademas de poseer propiedades antiiflamatorias y antisépticas, se emplea para calmar

catarros, bronquitis, las molestias de la vesicula y el mal de orina (German, 2019; Zolla,
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2019). T. verticillata posee actividad antiinflamatoria, antioxidante y se la utiliza contra el

dolor de cabeza y las neuralgias (Hincapié et al., 2011; Fonnegra et al., 2016).

Tagetes minuta L. (chincho)

Descripcién Botanica.

Es una planta herbacea (Fig. 1), anual, aromatica, con una altura de 0.5a 1.8 m
y tallos erectos (Troiani & Steibel, 2008). Sus hojas son compuestas con nimero de
foliolos de nueve a 17, cada uno de ellos son lanceolados, con borde aserrado, con
longitud de 1.2 a5 cm y ancho de 0.2 a 0.9 mm (Rojas, 2011). Posee cabezuelas

pequefias con flores liguladas y de color amarillo (Rojas, 2011).

Figura 1

Fotografia de Tagetes minuta

Utilidad.

Es utilizada para la dermatitis, la conjuntivitis, las varices, las hemorroides y las
irregularidades menstruales (Balde6n, 2011). La infusion sirve para calmar dolores
gastricos mientras que su decoccion de hojas y flores ayuda a calmar la bronquitis y los

catarros (Uvidia, 2012). Su aceite esencial posee propiedades antiinflamatorias,
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antisépticas, broncodilatadoras, hipotensoras, espasmoliticas, tranquilizantes,
bactericidas y sedativas (Gutierres et al., 1972; Karimian et al., 2014). Se lo usa en la
industria de la farmacéutica, la perfumeria, la agronomia y la alimentacién (Gakuubi et
al., 2016) como condimento, en la elaboracién de té, bebidas y postres (Strother, 2006).
Adicionalmente presenta propiedades antimicrobianas, antifingicas, insecticidas,
nematicidas, acaricidas y plaguicidas de ganado y plantas (Shahzadi et al., 2010).

También es usada para combatir malezas (Arora et al., 2015).

Composicion.

El aceite esencial de T. minuta esta compuesto por anetol, carvona, eugenol,
timol, cariofileno, 4-etil-4-metil-1-hexeno, B-ocimeno, linalool, limoneno, B-mirceno,
trans-ocimeno, cis-ocimenona, trans-ocimenona, dihidrotagetona, cis-tagetona, trans-
tagetona, cis-tagetenona, trans-tagetenona y verbenona (Tisserand & Young, 2014;

Zapata et al., 2015; Gakuubi et al., 2016; Pelin, 2020).

Especies de malezas Chenopodium murale y Cynodon dactylon y su efecto en los

cultivos agricolas

Malezas.

Son plantas indeseables que ejercen un obstaculo en las actividades humanas
en lugares que son o no utilizados para la agricultura (Labrada et al., 1996; Schonbeck,
2020). Afectan el crecimiento de los cultivos al competir por luz, agua, nutrientes y
espacio (Schonbeck, 2020), llegando incluso a alterar la morfologia de las plantas
(Price, 2015). Adicionalmente, las malezas pueden hospedar fitopatégenos, disminuir la

circulacion del aire promoviendo el desarrollo de enfermedades, parasitar a las plantas
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de interés agricola e inhibir su crecimiento al liberar metabolitos secundarios

(Schonbeck, 2020).

Chenopodium murale L. (cenizo negro).

Generalidades.

Chenopodium murale L. es una maleza que se reproduce facilmente y puede
permanecer durante un largo tiempo en el banco de semillas del suelo (Ahsan et al.,
2019). Es nativa de Europa y en Ecuador, se la encuentra principalmente en las
provincias de Loja, Pichincha e Imbabura (Mondragén & Vibrans, 2009). Su clasificacion

cientifica se indica en la tabla 2.
Tabla 2

Clasificacion taxonédmica de Chenopodium murale

Nivel taxonémico

Clase Magnoliopsida

Orden Caryophyllales

Familia Amaranthaceae
Género Chenopodium L.
Especie Chenopodium murale L.

Nota. Recuperado del Sistema Integrado de Informacion Taxonémica ITIS, 2020.

C. murale absorbe los nutrientes del suelo eficientemente y puede generar
pérdidas mayores al 90% en el rendimiento de los cultivos (Ahsan et al., 2019). Se
adapta facilmente a diversas condiciones climaticas por lo que puede afectar a las
plantaciones de brécoli, fresa, granadilla, haba, maiz, papa, tomate de arbol y tomate de
rifién (Aguirre et al., 2019). Se la puede eliminar por deshierbas o aplicando herbicidas
como el acido 2,4-diclorofenoxiacético, piclora y glifosato (Vibrans, 2009; Portal

Tecnoagricola, 2019).
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Descripcién botanica.

Chenopodium murale L. es una planta anual (Fig. 2) que alcanza 60 cm de
longitud y posee un tallo erguido (INRA, 2000). Sus hojas son simples con borde
irregularmente dentado y forma ovalada o triangular (INRA, 2000). En la parte inferior
son opuestas mientras que las siguientes son alternas. Sus inflorescencias son
compuestas en forma de paniculas pequefias y sus flores poseen cinco pétalos
(Rzedowski & Rzedowski, 2001). Sus semillas son de color negroy de 1 a 1,2 mm de

diametro (INRA, 2000).

Figura 2

Fotografia de Chenopodium murale

Nota: Tomado de “Chenopodium murale L.” por Herbario JBB en linea — Jardin Botanico Jose

Celestino Mutis, 2020 (http://herbario.jbb.gov.co/especimen/simple). CC-BY-SA.



29

Cynodon dactylon L. (césped).

Generalidades.

Cynodon dactylon L. es una maleza que produce gran cantidad de semillas y se
reproduce por medio de ellas (FAO, 2020). Se propaga rapidamente por medio de
estolones y rizomas (Carey, 2018). Su origen es dudoso, se introdujo en Ecuador y se
localiza en todas las regiones del pais (Aguirre et al., 2019; Canals et al., 2019). Su

clasificacién cientifica se indica en la tabla 3.

Tabla 3

Clasificacion taxonémica de Cynodon dactylon

Nivel taxonémico

Clase Magnoliopsida
Orden Poales

Familia Poaceae

Género Cynodon

Especie Cynodon dactylon L.

Nota. Recuperado del Sistema Integrado de Informacion Taxonémica ITIS, 2020.

Es capaz de eliminar a los cultivos que se encuentran a su alrededor, por eso se
la considera agresiva y afecta a las plantaciones de Oryza sativa (arroz),
Musa x paradisiaca L. (banano), Theobroma cacao (cacao), Mangifera indica (mango) y
Zea mays (maiz) (Amaya et al., 2018; Aguirre et al., 2019). Se la puede eliminar
mediante excavacién manual, arado profundo o empleando herbicidas como glifosato, la
combinacion de glifosato con propaquizafop o bromacil (Patil et al., 2017; Portal

Tecnoagricola, 2019).
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Descripcién botanica.

Cynodon dactylon L. (Fig. 3) es una planta que se comporta como perenne 0
anual en dependencia de la época en que se encuentre. Posee generalmente una
longitud de 30 cm (Rzedowski & Rzedowski, 2001). Su tallo es erecto, glabro y tiene
estolones (Aguirre et al., 2019). Sus vainas foliares poseen ligulas y el largo de sus
laminas oscila entre 0.5y 6.5 cm (Rzedowski & Rzedowski, 2001). Su inflorescencia es
sésil en forma de espigas con espiguillas que tienen una flor de color verde violaceo
(Canals et al., 2019). Su sistema radicular puede alcanzar 2 m de profundidad (Aguirre

et al., 2019).

Figura 3

Fotografia de Cynodon dactylon

Nota. Tomado de Arvenses asociadas a cultivos y pastizales del Ecuador (p.164), por Aguirre,

Jaramillo & Quizhpe, 2019, Universidad Nacional de Loja.

Efecto alelopético de las plantas

La alelopatia es un fenémeno en el que una planta o microorganismo libera
compuestos bioguimicos a su entorno y estos poseen actividad estimuladora o
inhibitoria contra otros organismos en especial plantas vecinas (Thiébaut et al., 2019).

Segun su significado etimoldgico proviene de dos voces latinas: Allelon= unos a otros y
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phatia=reciproco; es decir, que es ser reciproco para unos o para otros (Tello, 2014). La
alelopatia se define también como la influencia directa de metabolitos secundarios
generados y liberados por una planta para actuar sobre la germinacion, el desarrollo y
crecimiento de otra planta (Labrada, 2004) ya que ella genera un estimulo antagdnico
externo que probablemente dafia la estructura vegetal de la segunda y a estos
compuestos se los denomina como fitoalexinas o aleloquimicos (Tello, 2014).

Los aleloquimicos se generan por la combinacion del estrés bigtico y abiotico.
Pueden llegar al ambiente mediante varias vias de acuerdo a su peso molecular, si el
compuesto quimico o metabolito secundario es de bajo peso molecular se recurre a la
volatilizacién, si es mediano y posee grupos hidroxilos (OH) o grupos que le den
polaridad a la lixiviaciébn o exudacion y si es de alto peso molecular se puede
biodegradar (Yaisys, 2006; FAO, 2004). Su actividad depende de la sensibilidad de la
especie receptora, la forma de liberacién y la actividad e interaccién que ocurre en el
suelo entre el metabolito secundario y las especies vegetales circundantes (Blum et al.,
1993).

Algunos aleloquimicos ejercen diversos efectos como afectar negativamente el
proceso de la fotosintesis debido a que producen una reduccién en el contenido de
clorofila y con ello se bloquea la transferencia de electrones, se inhibe o reduce la
sintesis de ATP y se altera la transpiracion estomatica (Yu et al., 2006). Otros poseen la
capacidad de modificar tanto la sintesis como en la actividad de las enzimas ya sea
para incrementarla o disminuirla (Yaisys, 2006). En ocasiones afectan la formay la
estructura de las células pues provocan anomalias nucleares, alteran la polaridad de la
membrana, incrementan el nimero de vacuolas y alargan o acortan las células de las

raices (Pawlowski et al., 2012). Pueden sustituir a los herbicidas sintéticos ya que
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pueden inhibir la germinacién de malezas y permitir el desarrollo de cultivos con bajas

cantidades de residuos tdxicos en el aguay en suelo (Zeng et al., 2008).

Metabolitos secundarios

Son compuestos quimicos producidos por el metabolismo secundario de las
plantas, se caracterizan por tener distribucién restringida, funciones especificas, alta
actividad biol6gica y estructura relativamente compleja y Unica (Lock, 1988). En las
plantas no cumplen funciones vitales, pero se les atribuye proteccion frente al estrés
abidtico y biotico (Cowan, 1999). Algunos metabolitos secundarios son usados en la
industria farmacéutica como drogas, en el sector agricola como plaguicidas y pesticidas,
en la industria alimenticia como saborizantes y colorantes entre otros (Pagare et al.,

2015).

Terpenos.

Son un grupo de hidrocarburos naturales que tienen como unidad fundamental al
isopreno y su estructura se forma por la adicion de estas unidades. Se clasifican de
acuerdo a la cantidad de unidades de isopreno que poseen. Los monoterpenos tienen
dos, sesquiterpenos tres, diterpenos cuatro, sesterpenos cinco, triterpenos seis y
tetraternenos ocho. Son sintetizados por la via del &cido meval6nico. Poseen diversas

caracteristicas quimicas y propiedades bioldgicas.

Compuestos fendlicos.

Son metabolitos secundarios o principios activos que poseen un anillo aromatico
con por lo menos un hidroxilo libre o sustituido. Se sintetizan por la ruta del &cido
shiquimico y la ruta de poliacetatos (Claramunt et al., 2013). Se clasifican en:

fenilpropanoides, &cidos fendlicos, ligninas, cumarinas, flavonoides, taninos entre otros.
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Los compuestos fendlicos poseen propiedades alelopaticas ya que inhiben la
elongacion de las raices, la divisién celular, la absorcién de los nutrientes, la
fotosintesis, el crecimiento y el desarrollo normal de las plantas vecinas (John & Sarada,

2012).

Fenilpropanoides.

Son compuestos derivados de los aminoacidos fenilalanina y tirosina. Se
caracterizan por tener un anillo de 6 carbonos y una cadena de 3 carbonos que
generalmente se encuentra oxidada (Claramunt et al., 2013). Poseen propiedades
insecticidas, antioxidantes y farmacoldgicas (Nanda et al., 2016). En la industria
alimentaria, se los puede utilizar como colorantes o complementos alimenticios (Nanda

et al., 2016).

Acidos fendlicos.

Son metabolitos secundarios derivados de los acidos benzoico y cinamico
(Ratnavathi, 2018). Se encuentran en abundancia en hierbas, semillas oleaginosas,
frutas, cereales, legumbres y verduras (Chandrasekara, 2019). Poseen propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antimutagénicas, anticancerigenas y alelopaticas
(Goleniowski et al., 2013; Amb & Ahluwalia, 2016). Algunos &cidos fendlicos presentes
en ciertas variedades del arroz pueden afectar el desarrollo de las principales malezas

gue reducen el rendimiento de este cultivo (Amb & Ahluwalia, 2016).

Ligninas.
Son polimeros naturales de alto peso molecular, que se forman por unidades de
fenilpropanoides (Lu & Ralph, 2010). Se entrelazan con la celulosa y mediante sus

grupos hidroxilos libres ayudan al transporte de nutrientes. Poseen propiedades
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antioxidantes y antibacterianas (Sahoo et al., 2011). Se los emplea para la elaboracion
de adhesivos, fertilizantes, tintes, materiales médicos, baterias y materiales de

impresion 3D (Yu & Ho, 2020).

Cumarinas.

Son principios activos que tienen como nucleo a la benzo-a-pirona (IUPAC,
1979). Se localizan en alta concentracion en flores y frutos (Claramunt et al., 2013).
Poseen actividad antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena, antibacterial,
antifingica, antiviral, neuroprotectora, antidiabética y alelopéatica (Annunziata et al.,
2020). Algunas cumarinas pueden ser parte de un potencial herbicida porque inhiben el
crecimiento de malezas como la avena silvestre que afecta el crecimiento del trigo (Niro

et al., 2016).

Flavonoides.

Son compuestos fendlicos de bajo peso molecular. Las plantas los usan para su
crecimiento y defensa contra las plagas. Tienen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antimutagénicas y anticancerigenas. Los flavonoides son un grupo
interesante debido a su amplia distribucién en todas las partes de las plantas y se
puede destacar su actividad antifingica como alternativa para el control quimico

(Ilboudo et al., 2016).

Taninos.

Son metabolitos polifendlicos que se caracterizan por su propiedad antioxidante
y su capacidad de unirse a saponinas, esteroides, alcaloides, polisacéridos, acidos
nucleicos y proteinas. Los taninos son cruciales para las interacciones planta-insecto y

para proteger la planta huésped de la herbivoria (Chen et al., 2018). Se emplean en el
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curtido del cuero y la elaboracién de adhesivos para la madera, bebidas y alimentos

para animales (Shirmohammadli et al., 2018).

Alcaloides.

Los alcaloides contienen nitrégeno derivado de aminoéacidos con bajo peso
molecular. Se clasifican segun el criterio quimico en varias clases como pirrolizidinas,
pirrolidinas, quinolizidinas, indoles, tropanos, piperidinas, purinas, imidazoles e
isoquinolinas (Thawabteh et al., 2019). La cafeina es un alcaloide que esta presente en
el té viethamita y tiene la capacidad de inhibir el crecimiento del hipocétilo y la radicula

de plantulas de Lactuca sativa (lechuga) (Thanh et al., 2019).

Aceites esenciales

Segun la Asociacion francesa de Normalizacién (2000) los aceites esenciales
son mezclas de sustancias obtenidas a partir de materia prima vegetal. Son volatiles,
liquidos a temperatura ambiente, insolubles en agua y solubles en aceites fijos, éter y
alcohol (Dhifi et al., 2016). Se los obtiene de plantas aroméaticas especialmente de las
partes que emiten un fuerte olor y en dependencia del tipo de aceite que se desee
extraer se lo puede encontrar en frutos, flores, hojas o raices. Los aceites esenciales
estan compuestos principalmente de monoterpenos y sesquiterpenos, las moléculas
gue lo constituyen pueden tener diversos grupos funcionales como alcoholes,
aldehidos, cetonas, éteres, ésteres, fenoles entre otros (Noriega, 2020).
Adicionalmente, pueden poseer en su composicion compuestos aromaticos y derivados
sulfurados (Fongang & Bankeu, 2020). Se los extrae por diversos métodos como
arrastre de vapor, destilacién seca, procesos mecanicos del epicarpio de citricos entre

otros.
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La técnica de extraccion mas empleada es el arrastre de vapor y permite obtener
muestras a escala de laboratorio (UPV, 2011). Este método se fundamenta en el
empleo del vapor de agua que rompe las células de la planta y arrastra el aceite
esencial contenido en ellas (Casado, 2018). Seguidamente, los vapores pasan al equipo
Dean Stark y a través del refrigerante son condensados, volviendo nuevamente al
estado liquido (Angurell et al., 2014). Para ser colectados en la trampa Dean Stark
formando dos fases inmiscibles que estdn compuestas por el hidrodestilado (agua floral)

y el aceite esencial.

Métodos de identificacién de metabolitos secundarios

Cromatografia en capa fina.

Es una técnica analitica reproducible que permite la separacion de los
componentes de una mezcla debido a la diferente afinidad que presentan los principios
activos por la fase estacionaria y mévil (Llorens, 2013). La primera fase esta
generalmente formada por silica gel y la segunda por dos 0 mas solventes de variada
polaridad que se encargan de arrastrar y separar la mezcla gracias al efecto de
capilaridad y en funcién de la polaridad de los componentes de la cromatografia

(UNAM, 2007).

Dependiendo de la polaridad de los compuestos quimicos, van a quedar
adsorbidos mediante enlaces quimicos a la silica a diferentes distancias. Debido a que
la fase estacionaria al ser polar, y los compuestos quimicos que forman el aceite
esencial dependiendo de su solubilidad seran retenidos a diferente distancia, los
constituyentes que hayan recorrido menor distancia corresponderan a los compuestos

guimicos menos polares, mientras que los constituyentes con polaridad similar a la fase
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movil migrardn mayor distancia. Los aceites esenciales no son visibles a simple vista,
por lo que se pueden emplear sustancias reveladoras como anisaldehido, yodo, vainilla
sulfarica entre otros (Cisneros, 2006). Después de la separacion es importante
detectarlos para determinar los factores de retardo (Rf) de cada constituyente separado.
El valor de Rf corresponde a la relacion entre la distancia desde el sitio de la aplicacion
de la muestra hasta el centro de la mancha del compuesto (A) y la distancia recorrida

por el frente del solvente (B) como se muestra en la Fig. 4 (Srivastava, 2010).
Figura 4

Esquema de una cromatografia en capa fina

Camara cromatografica < Frente del
salvente p
Fase estacionania:  _ mp ==
Placa de silicagel - Rf E
de o|l°®
Mancha del compuesto “—
A .. ‘Sitio de aplicacion
Fase mévil de la mezcla

Nota. El grafico representa el esquema de una cromatografia en capa fina.

Cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS).

Es una técnica donde la fase movil es un gas y la fase estacionaria esta
contenida en una columna. Entre los gases mas utilizados se encuentran el helio, el
nitrégeno y el hidrogeno (UNAM, 2020). El procedimiento consiste en pasar el gas
elegido con una mezcla por una columna que contiene silice fundido, que se considera
la fase estacionaria. Este sistema se mantiene a una temperatura adecuada para que
se permita la separacion de los componentes de la muestra mediante sus diferentes
presiones de vapor y afinidad por la fase estacionaria (UNAM, 2020). Posteriormente,

pasa hacia un detector que, para el caso del espectrometro de masas, debe haber una
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fuente de ionizacién que se encarga de ionizar los componentes de la muestra que han
sido previamente separados por el cromatégrafo de gases. Luego, por medio de un
analizador, los iones se separan segun sus diferentes relaciones de masa - carga
(Thermo Fisher, 2020) y se obtiene los espectros de masa de los compuestos de la

mezcla (UPC, 2012).
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Capitulo 2: Materiales y Métodos

Participantes
El trabajo de titulacion fue realizado por Andrea Pumisacho, egresada de la
carrera de Ingenieria en Biotecnologia, con la tutoria de la Dra. Karina Proafio, Ph. D. y

la cotutoria de la Dra. Blanca Naranjo.

Localizacion

El estudio se realiz6 en dos fases, la primera consistié en la recoleccion del
material vegetal y se la ejecutd en las parroquias de Zambiza y Nayén, canton Quito. La
fase de laboratorio se la hizo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE, ubicado en la Avenida General Rumifiahui

y Ambato, parroquia Sangolqui, canton Rumifiahui.

Duracién del Trabajo de Titulacion
El presente estudio se realiz6 en 4 meses y 3 dias. Se comenz6 en el mes de

octubre del 2021 y se terminé en marzo del 2021.

Disefio experimental

En el presente estudio se emple6 un disefio factorial mixto 4*2 donde los niveles
y factores que se emplearon se indican en la tabla 4. Los factores controlables son la
concentracion de la disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta expresados en

mg/mL y el tipo de semillas.
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Tabla 4

Niveles y factores del disefio experimental

Factores Niveles

Concentracion de la disolucion de aceite 4, 0.4, 0.04, 0.004 mg/mL

esencial de Tagetes minuta L. (mg/mL)

Tipo de semillas Chenopodium murale L. (cenizo negro)

y Cynodon dactylon L. (césped)

Nota. La tabla indica los niveles que tienen cada uno de los factores del estudio.

Se realiz6 8 tratamientos que corresponden a la combinacién de los factores con
los niveles. Se empled un control positivo y un control negativo para cada tipo de
semillas. En el control positivo y el control negativo se utilizé una solucién de glifosato y
una disolucién de agua destilada, respectivamente. Se ejecutaron 20 repeticiones por
cada tratamiento tomando en cuenta que la unidad experimental fue cada una de las
semillas de C. murale L. y C. dactylon L. Las variables de respuesta fueron la

germinacion y la longitud de los brotes.

Recoleccion del material vegetal

Se recolectaron las plantas de Tagetes minuta L. (chincho) y las semillas de
Chenopodium murale L. (cenizo negro) en el mes de octubre, en la provincia de
Pichincha, parroquia Zdmbiza (0°09'02.4"Sur-78°26'24.1"Oeste) y (0°8'18.01"Sur-
78°25'10.46"Oeste), respectivamente. Las semillas de Cynodon dactylon L. se
adquirieron en la provincia de Pichincha, parroquia Nayon (0°09'27.6"Sur-

78°26'41.2"Oeste).

Las plantas de T. minuta L. se cortaron a 10 cm del suelo y se emplearon tijeras
de podar previamente desinfectadas con alcohol como se muestra en la Fig. 5. Se

separaron las hojas secas, dafiadas y la tierra. Las demas hojas se colocaron en fundas
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hasta su traslado al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal. Un espécimen se almacend
en una funda de papel para prepararla para su posterior identificacién en el herbario de
la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador (Anexo 1). Las semillas se colocaron en

fundas de papel hasta su esterilizacion.

Figura 5

Fotografia de la recoleccion de Tagetes minuta

Extraccion del aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho) a través de arrastre
de vapor

En el laboratorio de Biotecnologia Vegetal se corté finamente con tijeras 1300,23
g de hojas de Tagetes minuta L. (chincho) y se colocé en balones de destilacion de
2000 mL. Se afadio 1000 mL de agua en cada uno de los balones. En este ensayo se
consider6 que el agua no supere las tres cuartas partes del balén, de manera que se

evite la sobrepresion y se impida la extraccion del aceite esencial.

Se ensambl6 el equipo, un balén, una trampa Dean Stark y un condensador

como se muestra en la Fig. 6. Se sometié a calentamiento en una manta hasta alcanzar
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la ebullicion durante 5 horas. Al finalizar la extraccion, se recogio el aceite en un frasco
ambar y se lo almacend en refrigeracion (Naranjo, 2017). Se calculé el rendimiento de la

extraccion mediante la Ecuacién 1 (Naranjo, 2017)

o mlL de aceite esencial obtenido
Rendimiento = x 100% 1)
g de muetra vegetal

Figura 6

Fotografia de la extraccion del aceite esencial de Tagetes minuta

Nota. La figura indica las diferentes partes del equipo de extraccion. A: balén de destilacion, B:

trampa Dean Stark, C: refrigerante, D: manta de calentamiento.

Determinacion de los principios activos del aceite esencial de Tagetes minuta L.
(chincho) por cromatografia en capa fina

En la cromatografia en capa fina se utilizé6 como fase estacionaria silica gel G y
como fase movil la solucion de tolueno: acetato de etilo (93:7) (Stahl, 2013). Se aplico la

muestra en una placa de silica gel G usando un tubo capilar a 1,5 cm de la base y se la
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colocé en una camara cromatografica durante aproximadamente 15 minutos o hasta

que el solvente haya recorrido hasta 2 cm antes del limite superior de la placa.

Se dejo6 evaporar el solvente de la placa y se observé bajo la luz ultravioleta de
onda corta y larga, se revelé con una solucion de anisaldehido-acido sulfarico en una
camara de extraccion de gases (Wagner & Bladt, 2009). Finalmente, se calcul6 los
factores de retardo (Rf) y se compar6 con los datos bibliograficos para determinar los

metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial en analisis.

Ensayo para determinar el efecto alelopéatico del aceite esencial de Tagetes
minuta L. en la germinacién de Chenopodium murale L. y Cynodon dactylon L.

Se evalué y cuantificé la viabilidad de las semillas de Chenopodium murale L.
(cenizo negro) y Cynodon dactylon L. (césped) mediante ensayos de germinacién, que
consistieron en colocar 20 semillas por cada caja Petri estéril sobre una cama de dos
laminas de papel filtro y afiadir agua destilada. La viabilidad se determiné mediante el
porcentaje de germinacion que se indica en la Ecuacion 2 y se calculé a los 7 y 10 dias
(Pérez & Pita, 2016).

Ny x 100 2

% Germinacion = N

En la formula, Nt representa el numero de semillas germinadas y N el total de
semillas presentes en la caja Petri (Araniti et al., 2012). Se consider6 la germinacion de
una semilla cuando se observo la emergencia radicular (Fig. 7) y la longitud de la radicula

fue mayor a 3 mm (Moreno et al., 2013).
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Figura 7

Fotografia de una semilla de Cynodon dactylon (césped) germinada

Semilla

Radicula

Las semillas de Chenopodium murale L. (cenizo negro) y Cynodon dactylon L.
(césped) se esterilizaron por 5 min en una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1%
(v/v) y se lavaron tres veces con agua estéril para ser utilizadas en el ensayo de

alelopatia.

Se prepard una solucion madre de 50uL de aceite esencial, DMSO al 0.5% y
Tween 20 al 0.5% para obtener una concentracién de 4 mg/mL de disolucion de aceite
esencial de Tagetes minuta L. (chincho). A partir de la solucion madre se prepararon tres
diluciones de las siguientes concentraciones: 0.4, 0.04 y 0.004 mg/mL, como se muestra

en la tabla 5.
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Tabla 5

Concentraciones de disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta, DMSO y Tween 20

utilizadas en cada tratamiento.

Tratamiento Disolucion de aceite DMSO (%) Tween 20 (%)
esencial (mg/ml)
4y8 4 0.5 0.5
3y7 0.4 0.05 0.05
2y 6 0.04 0.005 0.005
1ly5 0.004 0.0005 0.0005

Nota. Los tratamientos 1, 2, 3 y 4 corresponden a ensayos con semillas de Chenopodium

murale y los tratamientos 5, 6, 7 y 8 con semillas de Cynodon dactylon.

El ensayo consistié en preparar ocho tratamientos a diferentes concentraciones
de 5 mL de disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta L., la que se deposité sobre
una cama de dos laminas de papel filtro colocadas en las cajas Petri estériles para
humedecer las 20 semillas de cada uno de los tratamientos (Araniti et al., 2012). Se
realizaron controles negativos con 5 mL de una solucion preparada con agua destilada,
DMSO y Tween 20 (disolucién de agua destilada) y controles positivos con glifosato 1
mg/mL. Se sellaron las cajas Petri con Parafilm y se colocaron en oscuridad a una
temperatura entre 16°C y 20°C por 10 dias. Se evalué la germinacion de las semillas, se
asigno el valor “uno” a la semilla germinada y “cero” a la que no habia germinado. Se
determind el porcentaje de germinacion. Finalmente, se midi6 la longitud de los brotes
para evaluar la actividad alelopatica del aceite esencial en estudio (Lauriano & Lizaraso,

2017).

La medicion del efecto alelopatico que ejercen las cuatro concentraciones de
disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho) sobre la germinacién de las

semillas de Chenopodium murale L. (cenizo negro) y Cynodon dactylon L. (césped), se
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realizé con el indice alelopatico (IR). Para calcular el indice alelopatico en la germinacién
y en la longitud del brote se empled la Ecuaciéon 3 (Williamson & Richardson, 1988) y para

encontrar el indice alelopatico sintético (IRsz) se utilizo la Ecuacion 4 (Ma et al., 2020).

T
IR (%) = (E - 1) * 100 (3)
IR; + IR
IRSE = % (4)

En la ecuacion (3): T corresponde al valor de los tratamientos y C al valor de los
controles con la disolucion de agua destilada. En la ecuacion (4): IR; e IR representan
el indice alelopético con respecto al porcentaje de germinacion y longitud de brote,
respectivamente. Los valores de IRg; mayores a 0 indican que ha ocurrido un efecto

estimulante mientras que los inferiores a 0 muestran un efecto inhibidor (Ma et al., 2020).

Analisis estadistico

Se realiz6 el andlisis de la varianza (ANOVA) para determinar si las diferentes
concentraciones de disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta aplicadas, afectan
significativamente a la germinacion y la longitud de brote de las semillas de
Chenopodium murale y Cynodon dactylon. Se analiz6 el valor de p obtenido en el
estudio con un nivel de significancia « = 0.05. Si el valor de p es inferior o igual a 0.05,
el efecto del factor sera estadisticamente significativo (Minitab, 2019). Se analizé la
normalidad de los datos empleando la prueba de Shapiro-Wilks modificada y al
determinar que los datos no siguen una distribucién normal se aplicé un analisis de la
varianza no paramétrica empleando la prueba de Kruskal Wallis. Se utilizo los

programas R e InfoStat.
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Se realiz6 un analisis Dosis-Respuesta para determinar las concentraciones
efectivas que provocan una disminucion del 50% en la germinacion (ECgso) y en la
longitud de brote (ECuso). Ademas, se calculd las concentraciones que producen una
disminucion del 90% en la germinacion (ECge0) Y en la longitud del brote (ECpeo)
(Pannacci et al., 2020). La férmula que se sugiere en la evaluacién de la eficacia de un
herbicida sobre malezas consiste en la funcién log-logistic que emplea tres parametros

y se muestra en la ecuacién 5 (Streibig, 1988; Knezevic et al., 2007):

d

f(x(b,d,e)) = 1 + exp{b[Ln(x) — Ln(e)]} ®

En la ecuacién (5), e es la concentracién efectiva en la que se obtiene una
respuesta media que en este estudio seria la disminucion media en la germinacion o la
longitud del brote; b corresponde a la pendiente relativa alrededor de e, d es el limite
superior y X representa la concentracion. Para realizar este analisis se empleé el

software R version 1.3.1093 y el paquete “drc” (Ritz & Strebig, 2016).
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Capitulo 3: Resultados

Obtencidn del aceite esencial de Tagetes minuta L.

En la extraccion del aceite esencial de Tagetes minuta L. utilizando la técnica de
arrastre de vapor, se uso6 1300.25 g de material vegetal. El proceso de extraccion dur6 5
horas. Al finalizar la extraccion se obtuvo 4.3 mL de aceite esencial de Tagetes minuta
L. dando un rendimiento del 0.33%. La figura 8 indica las dos fases que se obtienen
después de aplicar el arrastre de vapor sobre la muestra vegetal, la primera

corresponde al aceite esencial y la segunda al hidrodestilado o agua floral de T. minuta.
Figura 8

Fotografia del aceite esencial de Tagetes minuta obtenido por arrastre de vapor

Aceite esencial

Hidrodestilado

Nota. La fotografia muestra el aceite esencial y el hidrodestilado de T. minuta.

En la tabla 6 se encuentra el registro de las caracteristicas organolépticas del
aceite esencial de Tagetes minuta L. Ademas, se observo que el aceite esencial es
insoluble y de menor densidad que el agua, por lo que no se mezcl6 con el
hidrodestilado (Fig. 6). El hidrodestilado se caracteriz6 por tener un olor menos

concentrado con relaciéon al aceite esencial.
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Tabla 6

Caracteristicas organolépticas del aceite esencial de Tagetes minuta

Caracteristica Organolépticas

Penetrante
Olor concentrado
aromatico
Color Amatrillo
Textura Oleosa

Nota. La tabla muestra las caracteristicas identificadas en el aceite esencial de Tagetes minuta.

Separacion del aceite esencial de Tagetes minuta L. por cromatografia en capa

fina (CCF)

El objetivo de la cromatografia en capa fina es identificar los constituyentes que
forman una mezcla en este caso el aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho). En
este analisis, se utiliz6 como fase estacionaria silica gel G y como fase movil una
mezcla de solventes: tolueno: acetato de etilo (93:7). Se obtuvo después de la
separacion cinco manchas observadas previo la aspersion de la placa con una solucién
de anisaldehido-acido sulfarico. Los factores de retardo (Rf) obtenidos fueron

comparados con datos bibliogréficos.

Wagner & Bladt (1996) consideraron que el factor de retardo (Rf) de 0.85
corresponde a anetol valor que se aproxima al Rf experimental de 0.84, el Rf de 0.52
correspondiente a timol se acerca al Rf experimental de 0.56, el Rf de 0.46 pertenece a
carvona que se aproxima al Rf experimental de 0.48, como se indica en la figura 9.
Segun Oliva (2012) el Rf de 0.60 corresponde a eugenol que se acerca al Rf

experimental de 0.61. El Rf de 0.30 no se identificé por falta de informacion bibliogréfica.
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Figura 9

Factores de retardo (Rf) obtenidos en la cromatografia en capa fina del aceite esencial

de Tagetes minuta

Ri
Cromatografia en capa fina del aceite esencial de
0 84 Tageres minuta L.
Fase movil: Tolueno: acetato de etilo (93:7)
061 Fase estacionaria: silica gel G

:—l;-—- 0.56

p——u— (48

; Rf tedrico Rf experimental Componente
. 0.85 ~0.84 Anetol
g 030 0.60 ~0.61 Eugenol
| 0.52 ~0.56 Timol
| 0.46 ~0.48 Carvona
- 0.30 Mo identificado

Nota. Rf experimentales del aceite esencial de Tagetes minuta y Rf tedricos reportados por

Wagner & Bladt, 1996 y Oliva, 2012.

Evaluacién del efecto alelopatico del aceite esencial de Tagetes minuta L. en la
germinacion de las semillas de Cynodon dactylon L.y Chenopodium murale L.

El efecto alelopatico del aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho), se
determiné evaluando la germinacion y la longitud de brote de las semillas de
Chenopodium murale L. (cenizo negro) y Cynodon dactylon L. (césped). En la figura 10
se observa los resultados de la aplicacion de los tratamientos con diferentes
concentraciones (0.004, 0.04, 0.4 y 4 mg/mL) de una disolucién de aceite esencial de T.
minuta en las semillas Chenopodium murale L. y Cynodon dactylon L. después de 10
dias de cultivo. El andlisis del efecto de los diferentes tratamientos mostré que a altas

concentraciones se inhibe la germinacion en los dos tipos de semillas.
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Semillas de Chenopodium murale y Cynodon dactylon frente a diferentes concentraciones

de una disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta después de 10 dias de cultivo

Concentracion (mg/mL)

Tipo de semilla

Chenopodium murale L.

Cynodon dactylon L.

Control positivo
1 mg/mL glifosato

Control negativo
disolucion de agua
destilada

0.004 mg/mL de
disolucion de aceite
esencial de T. minuta
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Concentracion (mg/mL)

Tipo de semilla

Chenopodium murale L. Cynodon dactylon L.

0.04 mg/mL de disolucién
de aceite esencial de T.
minuta

0.4 mg/mL de disolucion
de aceite esencial de T.
minuta

4 mg/mL de disolucion de
aceite esencial de T.
minuta

Nota. Tratamientos y controles. Semillas de Chenopodium murale y Cynodon dactylon:

controles positivos (C1+ y C2+: 1mg/mL glifosato); controles negativos (C1- y C2-: Disolucion

de agua destilada); Tratamientos con una disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta (T1

y T5: 0.004 mg/mL; T2y T6: 0.04 mg/mL; T3y T7: 0.4 mg/mL; T4y T8: 4 mg/mL).
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Andlisis de la variable de germinacién en las semillas de Chenopodium murale y

Cynodon dactylon

La variable de germinacion se evaluo siguiendo un disefio factorial mixto 4*2.
Para determinar el tratamiento que genera el menor porcentaje de germinacion, se
analizé los factores de concentracion de disolucion de aceite esencial de Tagetes
minuta L. y el tipo de semilla. Se empleb como control negativo a una disolucion de

agua destilada con DMSO y Tween 20 y control positivo a una solucién de glifosato.

La figura 11 muestra los porcentajes de germinacion de las semillas de
Chenopodium murale L. y Cynodon dactylon L. luego de la aplicacién de los
tratamientos con diferentes concentraciones (0.004, 0.04, 0.4 y 4 mg/mL) de disolucién
de aceite esencial. Se obtuvo un 0% de germinacion de las semillas de Chenopodium
murale L. y Cynodon dactylon L. con los tratamientos de disolucion de aceite esencial
de T. minuta a las concentraciones de 0.4 y 4 mg/mL. Igual resultado se observo al usar
una concentracion de 0.04 mg/mL de disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta L.
en las semillas de Chenopodium murale L. Los resultados obtenidos sugieren que las
concentraciones analizadas son efectivas en la inhibicion de la germinacion de las

malezas en estudio.
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Figura 11

Porcentaje de germinacion de Chenopodium murale y Cynodon dactylon en relacion a la

concentracion de disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta
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Nota. Tratamientos y controles de germinacién. Semillas de Chenopodium murale y Cynodon
dactylon: controles negativos (C1- y C2-: Disolucién de agua destilada); controles positivos
(C1+y C2+: 1 mg/mL glifosato); Tratamientos con una disolucion de aceite esencial de

Tagetes minuta a las concentraciones de 0.004, 0.04, 0.4 y 4 mg/mL.

La figura 11 revela que la concentracion de disolucion de aceite esencial de
Tagetes minuta afecta al porcentaje de germinacion de las semillas de Chenopodium
murale y Cynodon dactylon. A medida que se incrementa la concentracion se reducen
los porcentajes de germinacion. Los resultados de la aplicacion de 0.4 mg/mL de
disolucién de aceite esencial de T. minuta en las semillas de Chenopodium murale y
Cynodon dactylon, superan la efectividad del control positivo correspondiente al

herbicida glifosato a una concentracion de Img/mL.
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La tabla 7 indica el andlisis de la varianza (ANOVA), donde se observa que los
factores: concentracion de disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta y tipo de
semilla, ejercen un efecto estadisticamente significativo en la germinacion de las
semillas, pues su valor de p (<0,0001) es inferior al nivel de significancia (a=0,05).
Ademads, existe una interaccion significativa entre los factores mencionados debido a

gue el valor p (< 0,0001) es inferior al nivel de significancia (a=0,05).

Tabla 7

ANOVA de la variable germinacién respecto a la concentracién de disolucién de aceite

esencial de Tagetes minuta y el tipo de semilla

Factores de SC gl CM F p-valor
variacion
Modelo 10,94 7 1,56 23,41 <0,0001
Concentracion 4,22 3 1,41 21,06 <0,0001
Tipo de semilla 3,31 1 3,31 49,51 <0,0001
Concentracion* Tipo 3,42 3 1,14 17,07 <0,0001
de semilla
Error 10,15 152 0,07
Total 21,09 159

Nota. Nivel de significacion del analisis a=0,05.

La figura 12 confirma que existe una interaccion estadisticamente significativa
entre la concentracién de disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta L. y el tipo de
semilla. La grafica no muestra paralelismo, indicando que hay dependencia entre los
factores analizados. Por tanto, la relacién entre el tipo de semilla y el porcentaje de
germinacion depende de la concentracion de disolucién de aceite esencial de T. minuta

L.
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Figura 12

Grafica de interaccion del porcentaje de germinacion respecto a la concentracion de

disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta y el tipo de semilla

. 1 ™ Tipo de semilla
© ] \ ----  Chenopodium murale
5 B X ~ Cynodon dactylon
(S
@
= \
E i \
§ = \
¢ \
o - e . ;
0.004 0.04 0.4 -
Concentracion de disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta (mg/mL)

A continuacién, se analiz6 la normalidad de los datos mediante la grafica de
normalidad Q-Q plot y la prueba de Shapiro-Wilks modificado. La figura 13 muestra que
algunos de los residuos de la variable germinaciéon se encuentran dispersos fuera de la
linea horizontal de la grafica Q-Q plot, indicando que los datos no siguen una
distribucion normal. Para confirmar el resultado gréfico, se realizé la prueba de Shapiro-
Wilks modificado y se obtuvo un valor de p (< 0,0001) inferior al nivel de significancia
(a=0.05), por lo que se rechaza la hipétesis nula que plantea que los datos siguen una

distribucién normal.
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Figura 13

Grafica de normalidad Q-Q plot con los residuos de la variable germinacion y prueba de

Shapiro-Wilks modificado
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Debido a que los datos de la variable de germinacion de semillas no siguen una

distribucién normal, se considera a dicha variable como no paramétrica. Por lo que, se

aplicé un método de analisis de la varianza no paramétrico, con la prueba de Kruskal

Wallis (Fig. 14). Esta prueba permite determinar si hay diferencias entre las medias de

la variable germinacion. El valor de p (<0,0001) obtenido es inferior al nivel de

significancia (a=0,05), por tanto, se acepta la hip6tesis alternativa que establece que

existe una diferencia significativa entre los tratamientos de germinacion.
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Figura 14

Prueba de Kruskal Wallis realizada en los tratamientos de germinacién

Variable Tratamiento Concentracion Tipo de N Medias D.E Medianas H p
(mg/mL}) semilla
Germinacion TG1 0.004 Chenopodium 20 005 022 0,00 3263 =0,0001
TG2 0.040 murale 000 000 0,00
TG3 0.400 000 000 0,00
TG4 4.000 000 000 0,00
TGS 0.004 Cynodon 070 047 1,00
TG6 0.040 dactylon 050 051 0,50
TGT 0.400 000 000 0,00
TG3 4.000 000 000 0,00
Tratamiento Medias Rangos
TG4:4.000: Chenopodium murale 0,00 G300 A
TGT:0.400; Cynodon dactylon 0,00 G300 A
TGE:4.000: Cynodon dactylon 0,00 63,00 A
TG3:0.4000: Chenopodium murale 0,00 63,00 A
TGZ2:0.040: Chenopodium murale 0,00 63,00 A
TG1:0.004; Chenopodium murale 0,05 72,00 A
TG6:0.040: Cynodon dactylon 0,50 108,00 B
TG5:0.004: Cynodon dactylon 070 12400 B

Nota. Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p>0,05).

La figura 14 muestra la prueba de Kruskal Wallis, donde se observa que los
tratamientos que tienen la menor desviacion estandar (0,00) y menor media (0,00) en el
porcentaje de germinacion son TG2, TG3, TG4, TG7 y TG8. Estos tratamientos poseen
el menor valor de rango (68,00), lo que sugiere gque son los mejores tratamientos para

inhibir la germinacion de las semillas de Chenopodium murale y Cynodon dactylon.

Analisis de la variable longitud de brote en las semillas de Chenopodium murale y

Cynodon dactylon

La variable de longitud de brote se evalu6 siguiendo un disefio factorial mixto
4*2. Para determinar el tratamiento que genera la menor longitud de brote, se analiz6

los factores de concentracion de disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta L. y el
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tipo de semilla. Se empled como control negativo a una disolucién de agua destilada

con DMSO y Tween 20 y control positivo a una solucién de glifosato.

La figura 15 muestra los valores de las medias de longitud de brote de las
semillas de Chenopodium murale L. y Cynodon dactylon L. luego de la aplicacion de los
tratamientos con diferentes concentraciones (0.004, 0.04, 0.4 y 4 mg/mL) de disolucién
de aceite esencial de Tagetes minuta. Se puede observar que no existio brotes en las
semillas de Chenopodium murale L. y Cynodon dactylon L. con los tratamientos de
disolucién de aceite esencial de T. minuta a las concentraciones de 0.4 y 4 mg/mL. Igual
resultado se obtuvo al usar una concentracién de 0.04 mg/mL de disolucién de aceite
esencial de Tagetes minuta en semillas de Chenopodium murale L. Estos resultados
sugieren que estas concentraciones son efectivas en la inhibicion del crecimiento del

brote de las malezas en estudio.
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Figura 15

Longitud de brote de Chenopodium murale y Cynodon dactylon en relacién a la

concentracion de disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta
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Nota. Tratamientos y controles de la longitud de brote. Semillas de Chenopodium murale y
Cynodon dactylon: controles negativos (C1- y C2-: disolucién de agua destilada); controles
positivos (C1+ y C2+: 1 mg/mL glifosato); Tratamientos con una disolucién de aceite esencial
de Tagetes minuta a las concentraciones de 0.004, 0.04, 0.4 y 4 mg/mL.

La tabla 8 muestra un analisis de la varianza (ANOVA), observando que los
factores: concentracion de disolucidn de aceite esencial de Tagetes minuta y tipo de
semilla, ejercen un efecto estadisticamente significativo en la longitud de brote ya que el
valor de p (<0,0001) es inferior al nivel de significancia (a=0.05). Ademas, se indica que
existe una interaccion significativa entre los factores mencionados debido a que el valor

de p (<0,0001) es inferior al nivel de significancia (a=0.05).
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ANOVA de la variable longitud de brote respecto a la concentracién de disolucion de

aceite esencial de Tagetes minuta y el tipo de semilla

Factores de SC gl CM F p-valor
variacion
Modelo 19821,60 7 2831,66 22,33 <0,0001
Concentracion 9397,35 3 3132,45 24,70 <0,0001
Tipo de semilla 3980,02 1 3980,02 31,38 <0,0001
Concentracion* Tipo  6444,23 3 2148,08 16,94 <0,0001
de semilla
Error 19276,30 152 126,82
Total 39097,90 159

Nota. Nivel de significacion del analisis a=0,05.

La figura 16 confirma la existencia de una interaccion estadisticamente

significativa entre la concentracién de disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta

L. y el tipo de semilla. En la grafica no existe paralelismo, indicando que hay

dependencia entre los anteriores factores. Por tanto, la relacion entre el tipo de semilla y

la longitud de brote depende de la concentracion de disolucion de aceite esencial de T.

minuta.
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Figura 16

Grafica de interaccion de la longitud de brote respecto a la concentracion de disolucion

de aceite esencial de Tagetes minuta y el tipo de semilla
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A continuacion, se analizé la normalidad de los datos mediante la gréfica de
normalidad Q-Q plot y la prueba de Shapiro-Wilks modificado. La figura 17 indica que
algunos de los residuos de la variable longitud de brote se encuentran fuera de la linea
horizontal de la grafica Q-Q plot, mostrando que los datos no siguen una distribucion
normal. Para confirmar el resultado grafico, se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilks
modificado, obteniendo un valor de p (< 0,0001) inferior al nivel de significancia
(a=0.05), por lo que se rechaza la hipétesis nula que plantea que los datos siguen una

distribucién normal.
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Figura 17

Grafica de normalidad Q-Q plot con los residuos de la variable longitud de brote y prueba

de Shapiro-Wilks modificado
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Debido a que los datos de la variable de longitud de brote no siguen una
distribucion normal se los puede clasificar como no paramétricos. Aplicando un método
de analisis de la varianza no paramétrico, con la prueba de Kruskal Walllis (Fig.18), se
determind que si hay diferencia entre las medias de la variable longitud de brote. El
valor de p (<0,0001) obtenido es inferior al nivel de significancia (a=0,05), por tanto, se
acepta la hipétesis alternativa que establece que existe una diferencia significativa entre

los tratamientos de la longitud de brote.
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Figura 18

Prueba de Kruskal Wallis realizada en los tratamientos de longitud de brote

Variable Tratamiento Concentracion Tipo de N Medias D.E Medianas H p
(mg/mL}) semilla
Longitud TB1 0.004 Chenopodium 20 315 14,00 0,00 3345 =0,0001
de brote TB2 0.040 murale 0,00 0,00 0,00
TE3 0.400 0,00 0,00 0,00
TB4 4.000 0,00 0,00 0,00
TBS 0.004 Cynodon 20 2668 40,50
TES 0.040 dactylon 285 1021 450
TET 0.400 0,00 0,00 0,00
TB3 4.000 0,00 0,00 0,00
Tratamiento Medias Ranks
TB4:4.000: Chenaopodium murale 0,00 68,00 A
TBT.0.400: Cynodon dactyion 0,00 68,00 A
TB3: 4.000: Cynodon dactylon 0,00 68,00 A
TB3:0.4000: Chenopodivm murate 0,00 68,00 A
TB2:0.040: Chenopodium murale 0,00 68,00 A
TB1.0.004: Chenopodium murale 315 72,45 A
TB6:0.040: Cynodon dactylon 3,85 10448 B
TB5:0.004: Cynodon dactvion 34.20 12708 B

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

La figura 18 muestra la prueba de Kruskal Wallis, donde se observa que los
tratamientos que tienen la menor desviacion estandar (0,00) y menor media (0,00) en la
longitud de brote son TB2, TB3, TB4, TB7 y TB8. Estos tratamientos poseen el menor
valor de rango (68,00), lo que sugiere que son los mejores tratamientos debido a que

impiden el crecimiento de los brotes.

Determinacion del porcentaje del efecto alelopatico del aceite esencial de Tagetes

minuta en la germinacién de Chenopodium murale y Cynodon dactylon

El porcentaje del efecto alelopatico se calcul6 mediante el indice de alelopatia
sintético (IRsg). La tabla 9 indica que el valor del indice alelopatico (IR) e IRse es inferior

a 0 para los tratamientos T5, T6, T7 y T8 que corresponden a la aplicacion de las
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concentraciones de 0.004, 0.04, 0.4 y 4 mg/mL de disolucion de aceite esencial de
Tagetes minuta en las semillas de Cynodon dactylon, mostrando que ocurrié una
inhibicién tanto en la germinacion como en el desarrollo de los brotes. En los
tratamientos T7 y T8, se obtiene un porcentaje de efecto alelopatico del 100% ya que
inhiben por completo la germinacion de las semillas de C. dactylon (Fig. 11). Se sugiere
gue el efecto alelopatico del aceite esencial de T. minuta se debe a la accion de los
metabolitos secundarios que lo constituyen como son el anetol, la carvona, el timol y el

eugenol.
Tabla 9

indice alelopatico del aceite esencial de Tagetes minuta en las semillas de Cynodon

dactylon
Concentracién de indice indice indice
disolucion de aceite  alelopatico alelopético alelopético
esencial de T. (IR) en el (IR) en la sintético
minuta en semillas porcentaje de longitud de (IRsg)
de C. dactylon germinacion brotes (%)
(mg/mL) (%) (%)
0.004 (T5) -17,65% -19,05% -18,35%
0.04 (T6) -41,18% -78,57% -59,87%
0.4 (T7) -100% -100% -100%
4 (T8) -100% -100% -100%

En relacion a los tratamientos T1, T2, T3, T4 que corresponden a la aplicacién
de 0.004, 0.04, 0.4 y 4 mg/mL de disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta en las
semillas de Chenopodium murale no se obtuvo valores de IR, debido a que, en el
control para estos tratamientos, no se consiguio la germinacién de las semillas (Fig. 11).

Se puede sugerir que la disolucién de aceite esencial de T. minuta a partir de la
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concentracion de 0.04 mg/mL ejerce un alto porcentaje de efecto alelopatico en las
semillas de Chenopodium murale debido a que en los tratamientos T2, T3y T4, el
aceite esencial de Tagetes minuta inhibié por completo la germinacion (Fig. 11) y el
crecimiento de los brotes, donde no existié formacion de brotes por lo que se obtuvo un

valor de 0 mm de longitud (Fig. 15).

Concentracion efectiva de la disolucion del aceite esencial de Tagetes minuta

La tabla 10 muestra que la concentracion efectiva para la disminucion del 50%
(ECgs0) Y 90% (ECgy90) en la germinacion de las semillas de Chenopodium murale es de
0.014 mg/mL y 0.016 mg/mL de disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta,
respectivamente. En cambio, la concentracion para la disminucion del 50% (ECgyso) y 90%
(ECg90) €n la germinacion de las semillas de Cynodon dactylon es de 0.055 mg/mL y 0.201

mg/mL de disolucién de aceite esencial de T. minuta, respectivamente.

Tabla 10

Concentracion efectiva de disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta ECgso Y ECggo

ECgys0 (mg/mL) ECgy90 (Mg/mL)
Semilla Estimado Error estandar Estimado Error estandar
Chenopodium 0.014 38.014 0.016 49.655
murale
Cynodon dactylon 0.055 0.011 0.201 0.186

Nota. ECgso: Concentracién efectiva que provoca una disminucion del 50% en la germinacion;

ECgo0: Concentracion efectiva que causa una reduccion del 90% en la germinacion.

La curva dosis-respuesta de la figura 19 muestra que la disolucion de aceite

esencial de Tagetes minuta L. reduce el porcentaje de germinacion de las semillas de
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Cynodon dactylon. Las concentraciones crecientes de disolucién de aceite esencial de
T. minuta L. no afectan al porcentaje de germinacion de Chenopodium murale ya que
bajas concentraciones de disolucion de aceite esencial inhiben por completo la

germinacion de estas semillas.

Figura 19

Curva Dosis-Respuesta para la germinacion de las semillas de Chenopodium murale y

Cynodon dactylon en relacion a la disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta
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La tabla 11 muestra que la concentracion efectiva para la disminucion del 50%
(ECus0) Y 90% (ECho0) en la longitud de brote de las semillas de Chenopodium murale es
de 0.019 mg/mL y 0.027 mg/mL de disolucidon de aceite esencial de Tagetes minuta,
respectivamente. En cambio, la concentracion que causa una disminucion del 50%
(ECbso) Y 90% (EChug0) en la longitud del brote de las semillas de Cynodon dactylon es de
0.013 mg/mL y 0.083 mg/mL de disolucibn de aceite esencial de T. minuta,

respectivamente.
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Tabla 11

Concentracioén efectiva de disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta ECys0 y EChoo

ECps0(mg/mL) ECboo (Mmg/mL)
Semilla Estimado Error estandar Estimado Error estandar
Chenopodium 0.019 0.147 0.027 0.204
murale
Cynodon 0.013 0.002 0.083 0.014
dactylon

Nota. EChso: Concentracidn efectiva que provoca una disminucion del 50% en la longitud de

brote; ECpe0: Concentracion efectiva que causa una reduccion del 90% en la longitud de brote.

La curva dosis-respuesta de la figura 20 muestra que la disolucion de aceite
esencial de Tagetes minuta L. reduce la longitud de brote de las semillas de Cynodon
dactylon L. Las concentraciones crecientes de disolucion de aceite esencial de T.
minuta L. no afectan a la longitud de brote de las semillas de Chenopodium murale ya
gue bajas concentraciones de disolucion de aceite esencial inhiben el crecimiento del

brote.
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Figura 20

Curva Dosis-Respuesta para la longitud de brote de las semillas de Chenopodium murale

y Cynodon dactylon en relacion a la disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta
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Capitulo 4: Discusién

Extraccion del aceite esencial de Tagetes minuta L.

El método de extraccion aplicado para obtener el aceite esencial es de facil
operacion, de bajo costo y que permite obtener cantidades a escala de laboratorio,
necesarias para los ensayos de alelopatia (UPV, 2011). En la extraccién de los aceites
esenciales es importante tomar en cuenta: lugar, época de recoleccion, cantidad de

material vegetal y sobre todo el rendimiento obtenido.

En esta investigacién se obtuvo un rendimiento de 0.33% en la extraccion del
aceite esencial de Tagetes minuta L. por arrastre de vapor, empleando material vegetal
recolectado en la provincia de Pichincha en el mes de octubre. El resultado obtenido es
similar al de Cofre (2011) que a partir de muestra proveniente de la provincia de Cotopaxi
reporta un rendimiento 0.36%. Al contrario de lo reportado, en Pera, donde se obtuvieron
rendimientos superiores, correspondientes a 0.83% y 1.5%, en plantas de T. minuta L.
recolectadas en los meses de enero y febrero, en las provincias de Rodriguez de
Mendoza y Bongara, respectivamente (Baca, 2018), por lo tanto, los factores que
posiblemente pueden afectar el rendimiento son la altura, tipo de suelo y época de
recoleccién (Preedy, 2016). Adicionalmente, en Kenia, se han reportado rendimientos
inferiores correspondientes a 0.0594% (Gakuubi et al., 2016), lo que confirma que el
lugar o zona de recoleccion influye en el rendimiento de la extraccion del aceite esencial

de T. minuta.

El aceite esencial extraido de Tagetes minuta L. (chincho) present6
caracteristicas particulares como: color amarillo, textura oleosa y olor penetrante,

concentrado y aroméatico (Tabla 6). Autores como Silva (2013) y Mendoza y Ricardo
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(2019) reportan el mismo color y textura mencionado, sin embargo, el primero indica
gue el olor ademas de ser penetrante es picante y el segundo considera que el olor es

sui generis, debido a que es Unico y lo posee solo la especie Tagetes minuta L.

El hidrodestilado de Tagetes minuta L. obtenido como subproducto de la
extraccién por arrastre de vapor, tenia un olor similar al de aceite esencial pero menos
concentrado debido a que posee moléculas que presentan grupos polares como
hidroxilos que los hace permanecer en el agua dandole caracteristicas aromaticas (Vera,
2012). Esta particularidad permitiria sugerir que el hidrodestilado puede ser una alternativa
de uso para ensayos donde se compare la actividad alelopatica del aceite esencial y el

hidrodestilado.

Cromatografia en capa fina del aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho)

Para este ensayo se aplico la técnica de cromatografia en capa fina (CCF)
usando aceite esencial proveniente de hojas de Tagetes minuta L. (chincho)
recolectadas en el mes de octubre, para determinar los principios activos que posee. Se
utilizé la CCF debido a que requiere una pequefia cantidad de muestra, pocos equipos
gue estan disponibles en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal y menor tiempo en

comparacion a técnicas mas sofisticadas y costosas (Kumar, 2019).

La separacion cromatogréfica report6 factores de retardo (Rf) (Fig. 9) con
valores de 0.84, 0.61, 0.56 y 0.48 que corresponden a anetol, eugenol, timol y carvona,
respectivamente (Wagner & Bladt, 1996; Oliva, 2012). Pelin (2020) informé acerca de la
presencia de anetol y carvona en el aceite esencial extraido por arrastre de vapor de las
hojas y flores de Tagetes minuta. Estudios similares detectaron eugenol (Gupta &

Vasudeva, 2012), carvona (Gillij et al., 2008) y timol (Karimian et al., 2014) en este
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aceite esencial. Estas investigaciones reportan resultados de la presencia de principios
activos o metabolitos secundarios comunes formando el aceite esencial de T. minuta.
Los factores que influyen en la composicion y abundancia de constituyentes del aceite
esencial son la localizacion geografica del material vegetal, la temperatura, el estado
nutricional y salinidad del suelo, la época de recoleccién y la disponibilidad de agua

(Ncube et al., 2012; Preedy, 2016; Li et al., 2020).

Se ha demostrado que los componentes encontrados en el aceite esencial en
estudio, correspondientes a anetol, timol, carvona y eugenol tienen actividad alelopética
frente a malezas como Lolium rigidum Gaudin, inhibiendo la germinacién y el desarrollo
de su raiz (Vasilakoglou et al., 2013). Segun Azirak y Karaman (2008) el timol y la
carvona impiden la germinacion de varias malezas. Ademas, estos dos compuestos
actian de forma sinérgica para ejercer efectos inhibitorios en la germinacion de malezas

(Vasilakoglou et al., 2013).

Evaluacién del efecto alelopatico del aceite esencial de Tagetes minuta L.
(chincho)

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto alelopético del aceite esencial de
Tagetes minuta L. (chincho) sobre las variables de germinacion y longitud de brote.
Estas variables son importantes para detectar el potencial alelopatico de los aceites
esenciales en condiciones in vitro (Arora, 2015; Arora, 2017; Laosinwattana et al.,
2018). En los ensayos de esta investigacion se observo que al incrementar la
concentracion de aceite esencial disminuy6 el porcentaje de germinacion (Fig. 11) y la
longitud de brote (Fig. 15) de las semillas de Cynodon dactylon. Estos resultados
dependientes de la concentracién son similares a los presentados por Arora'y

colaboradores (2015, 2017).
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Las concentraciones de 0.04, 0.4 y 4 mg/mL de disolucion de aceite esencial de

Tagetes minuta L. (chincho) inhibieron por completo la germinacion de las semillas de
Chenopodium murale L. (Fig. 11). Arora y colaboradores (2015) confirmaron estos
resultados, utilizando 2 mg de aceite esencial de Tagetes minuta en 7 mL de agua
destilada por cada caja Petri, que corresponderian a 0.4 mg/mL de aceite esencial,
obteniendo un 0% de germinacion de semillas de C. murale L. Segun el estudio
analizado, la inhibicion de la germinacion no se limita a los 0.4 mg/mL de aceite
esencial, sino que se comprobo6 que el efecto inhibitorio se obtuvo a la minima
concentracion que fue 0.04 mg/mL de disolucién de aceite esencial. La diferencia puede
radicar en la forma de aplicacion del aceite esencial de T. minuta, pues en el presente
analisis se empled el aceite en forma de disolucién, mientras que Arora y colaboradores
(2015) utilizaron el aceite esencial de forma volatil. Lo que sugiere, que se ejerce un
mejor efecto alelopatico cuando las semillas entran en contacto directo con los

principios activos.

Otro factor que pudo contribuir en la mayor actividad alelopatica del aceite
esencial de Tagetes minuta en este estudio a comparacion del realizado por Arora 'y
colaboradores (2015) es la zona de recoleccién de la muestra vegetal y su incidencia
con las condiciones ambientales que pueden influir en la cantidad de principios activos

gue provocan un efecto alelopatico (Sayed, 2017).

En el control negativo, se observo un 0% de germinacion en las semillas de
Chenopodium murale L., lo que impidié el calculo del indice alelopatico. En los ensayos
de viabilidad se obtuvo un porcentaje de germinacion del 70%, valor considerado
aceptable por Hendry (2019) (Anexo 2). Se sugiere que la germinacion de

Chenopodium murale fue inhibida debido a que en el tratamiento de desinfeccion se
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empled hipoclorito se sodio (NaClO) al 1%, una concentracion muy alta en comparacion
a la usada para estas semillas por Abd-Elgawad y colaboradores (2020). Billard y
colaboradores (2014) mencionan que concentraciones de hipoclorito de sodio mayores
a 0.5% pueden disminuir la germinacion de semillas de Oncidium bifolium. Ademas,
Ditommaso y Nurse (2003) reportaron que los efectos de la concentracion y el tiempo
de exposicion del hipoclorito se sodio (NaClO) en las semillas podrian ser especie

dependientes, por ello solo la germinacion de Chenopodium murale se vio afectada.

Se ha reportado que el aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho) tiene un
efecto alelopatico en las semillas de Chenopodium murale L., Amaranthus tricolor, A.
viridis, Phalaris minor, Echicochloa cruz-galli y Bidens pilosa (Arora et al., 2017). No se
han realizado estudios, en cuanto a su fitotoxicidad en las semillas de Cynodon
dactylon L. El presente estudio reporta que el aceite esencial de Tagetes minuta L. tiene
efecto alelopatico en las semillas de Cynodon dactylon L. pues a las concentraciones
de 0.4 mg/mL y 4 mg/mL de disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta L. se
obtiene la inhibicidon completa de la germinacion (Fig. 11) y el desarrollo de brotes (Fig.

15).

La disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta L. a las concentraciones
iguales o mayores que 0.4 mg/mL, inhiben la germinacion de las semillas de Cynodon
dactylon L. Segun Abrahim y colaboradores (2000) el efecto inhibitorio de los aceites
esenciales se debe a que tienen la capacidad de alterar la respiracion en las
mitocondrias y la via oxidativa de las pentosas fosfato. Vaid y colaboradores (2010)
mencionan que el eugenol puede obstaculizar la actividad mit6tica en las semillas y
reducir la respiracion. De Assis y colaboradores (2018) indican en cambio, que el timol

promueve dafio en el ADN y en el huso mitético de las raices.
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La longitud de los brotes de Cynodon dactylon disminuy6 con respecto al control
negativo al aplicar los tratamientos con la disolucién de aceite esencial de Tagetes
minuta L. Segiin Romagni y colaboradores (2000) los terpenos presentes en los aceites
pueden alterar la mitosis y provocar anomalias en el crecimiento de los brotes. Arora y
colaboradores (2015) observaron que el aceite esencial de T. minuta puede detener la
division celular en la etapa de interfase provocando anomalias citologicas. Ademas,
Verdeguer y colaboradores (2020) mencionaron que los aceites esenciales pueden

disminuir la elongacion celular.

La concentracion mas alta (4mg/mL) de disolucién de aceite esencial de
Tagetes minuta posee DMSO al 0.5%. Segun Xuefeng y colaboradores (2001) la
mencionada concentraciéon de DMSO tienen la capacidad de incrementar el porcentaje
de germinacion en semillas de Triticum aestivum (trigo). Erdman & Hsieh (1969)
determinaron que las concentraciones de DMSO del 10% o mas en las semillas de
Phaseolus vulgaris (frijoles), Pisum sativa (guisantes), Secale cereale (centeno) y
Hordeum vulgare (cebada) generan una inhibicién en la germinaciéon, mientras que las
concentraciones del 5% o menos no afectan significativamente. Las concentraciones
empleadas de DMSO en las disoluciones son iguales e inferiores al 0.5% por lo que se

sugiere que no afectan significativamente a la germinacion de las malezas en estudio.

La concentracién mas alta (4mg/mL) de disolucién de aceite esencial de T.
minuta L. contiene Tween 20 al 0.5%. Segun Arlon (1965) esta concentracién no afecta
la germinacion de Raphanus sativus var. Scarlet Globe, pero reduce ligeramente la
germinacion de Zea mays y Setaria faberi. Posiblemente, el Tween 20 afecta
selectivamente la germinacién de las malezas como lo menciona Hurtt y Hodgson

(1987). Arora y colaboradores (2017) determinaron que Tween 20 al 0.1% no afecta a la
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germinacion de Chenopodium murale, por lo que probablemente no afecte a los

tratamientos que emplean concentraciones inferiores.

En relacion a las semillas de Chenopodium murale L. y Cynodon dactylon L., se
obtuvo un porcentaje de 10% y 20% en la germinacion respectivamente, al aplicar
1mg/mL de glifosato. Estos resultados sugieren, que la disolucion de aceite esencial de
Tagetes minuta L. a la concentracion de 0.4 mg/mL posee mayor efecto alelopatico que
el agroguimico pues inhibe por completo la germinacién de las malezas en estudio. Por
tanto, se recomienda realizar méas estudios empleando el aceite esencial de T. minuta
pues su aplicacion es menos téxica para el medio ambiente ya que no persiste en el

suelo o el agua debido a su rapida descomposicion (Laosinwattana et al., 2018).

El aceite esencial de Tagetes minuta L. ademas de afectar el crecimiento de
malezas, puede afectar a plantas de interés agricola como Zea mays (maiz). Segun
Scrivanti y colaboradores (2003) el aceite esencial de Tagetes minuta sin diluir y
aplicado de forma volatil tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de las raices de
Zea mays y ejercer un efecto oxidante sobre ellas. Se deberia emplear el aceite
esencial de T. minuta L. en forma de disolucion a las concentraciones 0.04 mg/mL, 0.4

mg/mL y 4mg/mL para determinar si tiene efectos fitotbxicos sobre Zea mays.

Las concentraciones que provocaron la disminucion del 50% (CEgso) y 90%
(CEge0) de la germinacion de las semillas de Cynodon dactylon correspondientes a
0.055 mg/mL y 0.201 mg/mL de disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta, son
superiores a las concentraciones que causaron el mismo efecto en la germinacién
Chenopodium murale que corresponden a 0.014 mg/mL (CEgso) ¥y 0.016 mg/mL (CEgeo).

Una tendencia similar se reporta en las concentraciones efectivas para la longitud de
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los brotes. Segun Synowiec y colaboradores (2016) las semillas de mayor tamafio son
menos susceptibles a los aceites esenciales, esto se puede confirmar en este estudio
debido a que las semillas de Cynodon dactylon son mas grandes que las semillas de

Chenopodium murale.
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Capitulo 5: Conclusiones

La técnica de arrastre de vapor permitié una adecuada extraccion del aceite
esencial de las hojas de Tagetes minuta L. (chincho) con un rendimiento de
0.33%. El aceite esencial se caracterizd por tener color amarillo, textura oleosa y
olor penetrante, concentrado y aromatico.

La presencia de principios activos como carvona, timol, eugenol y anetol se
identificd en el aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho) por medio de
cromatografia en capa fina.

Las concentraciones efectivas para la disminucion del 50% (ECgso) en la
germinacion de las semillas de Chenopodium murale y Cynodon dactylon son de
0.014 mg/mL y 0.055 mg/mL de disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta
L. (chincho), respectivamente.

El mayor porcentaje de efecto alelopético en la germinacion de las semillas de
Cynodon dactylon (césped) se obtuvo con los tratamientos que emplearon la
disolucién de aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho) a las
concentraciones de 0.4 y 4 mg/mL pues inhibieron totalmente la germinacién y el
desarrollo de brotes en las semillas de Cynodon dactylon.

Las condiciones de asepsia aplicadas como el hipoclorito de sodio (NaClO) al
1% no permitieron determinar el porcentaje del efecto alelopatico del aceite
esencial de Tagetes minuta L. (chincho) en las semillas de Chenopodium murale
(cenizo negro) debido a que pudieron ejercer efectos inhibitorios sobre la

germinacion.



79
o El aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho) ejerce un alto porcentaje de
efecto alelopético en las semillas de Cynodon dactylon, pudiendo ser un

potencial bioherbicida natural.
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Capitulo 6: Recomendaciones

Se recomienda desinfectar a las semillas de Chenopodium murale (cenizo
negro) con una concentracion de 0.3% de hipoclorito de sodio y realizar ensayos
de viabilidad empleando ensayos de germinacion y la prueba de tetrazolio previo
a los ensayos de alelopatia.

En préximos ensayos de alelopatia se podria utilizar ademas de semillas de
malezas, semillas de interés agricola para evaluar el efecto que genera en ellas
la disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta L. (chincho) y analizar la
posibilidad de emplear el aceite esencial en andlisis en suelos destinados a la
agricultura.

Se recomienda realizar ensayos a las concentraciones (0.055 y 0.201 mg/mL) de
disolucion de aceite esencial de Tagetes minuta L. correspondientes a las
concentraciones efectivas para la disminucion del 50% (ECgso) y 90% (ECge0) €n
la germinacion de las semillas de Cynodon dactylon para validar los resultados
obtenidos con la funcién log-logistic en el software R.

A futuro, se deberia realizar ensayos de campo para analizar el efecto
alelopatico de aceite esencial en cultivos de interés agricola que se encuentran

afectados por malezas.
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