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RESUMEN

La alelopatia es un fendmeno bioldgico-ecoldgico, qué tiene una fuerte influencia en la
estructura de las comunidades vegetales. Las plantas contienen metabolitos secundarios que
funcionan como antagonistas de otras especies, denominados aleloguimicos. Dichos
compuestos naturales fitotoxicos resultan de gran interés para la agricultura sostenible, pudiendo
reemplazar a los herbicidas de sintesis quimica de alta residualidad y toxicidad.

Con base a lo anterior, en el presente estudio se analizaron los extractos crudos de Metopium
brownei y Viguiera dentata, dos especies cuyo potencial fitotdxico es sugerido a través de las
interacciones ecoldgicas que presentan, dominando los ambientes en los que se encuentran. En
primer lugar, se obtuvieron extractos crudos de diferentes drganos de las dos especies por el
método de destilacion por arraste de vapor y empleando distintos solventes organicos. Dichos
extractos fueron caracterizados cualitativamente por tamizaje fitoquimico para posteriormente
ser evaluado su papel en la inihibidn de la germinacion de semillas de tres especies arvenses.
Los resultados obtenidos demuestran que los extractos etanolicos obtenidos a partir de hojas
para ambas especies contienen un mayor nimero de metabolitos secundarios descritos como
aleloguimicos. Por otro lado, se encontré evidencia del efecto alelopatico de dichos extractos,
inhibiendo la germinacion de semillas de las arvenses evaluadas. En particular, la maxima
efectividad se encontré con el extracto de M. brownei aplicado al 1%, inhibiendo el 100% de la
germinacion de semillas de S. uniflora; mientras que para Macroptilium atropurpureum el
extracto de V. dentata resulto efectivo al aplicarse al 20%. De forma similar, todos los extractos
etanolicos preparados a partir de ambas especies fueron efectivos contra Ballota nigra, a dosis
superiores al 2.5%. Por tanto, es posible postular a ambas especies como fuentes potenciales de
bioherbicidas Utiles para el manejo de agroecosistemas del tropico.

Palabras clave: Alelopatia, arvenses, extractos crudos, bioherbicida.
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ABSTRACT

Allelopathy is a biological-ecological phenomenon, which has a strong influence on the
structure of plant communities. Plants contain secondary metabolites that function as
antagonists to other species, called allelochemicals. These phytotoxic natural compounds are of
great interest for sustainable agriculture, as they can replace chemically synthesized herbicides
with high residuality and toxicity.

Based on the above, in the present study the crude extracts of Metopium brownei and Viguiera
dentata were analyzed, two species whose phytotoxic potential is suggested through the
ecological interactions they present, dominating the environments in which they are found. In
the first place, crude extracts of different organs of the two species were obtained by the steam
distillation method and using different organic solvents. These extracts were qualitatively
characterized by phytochemical screening to subsequently evaluate their role in inhibiting seed
germination of three weed species.

The results obtained demonstrate that the ethanolic extracts obtained from leaves for both
species contain a greater number of secondary metabolites described as allelochemicals. On the
other hand, evidence of the allelopathic effect of these extracts was found, inhibiting the
germination of seeds of the evaluated weeds. In particular, the maximum effectiveness was
found with the extract of M. brownei applied at 1%, inhibiting 100% of the germination of S.
uniflora seeds; while for Macroptilium atropurpureum the extract of V. dentata was effective
when applied at 20%. Similarly, all the ethanolic extracts prepared from both species were
effective against Ballota nigra, at doses higher than 2.5%. Therefore, it is possible to postulate
both species as potential sources of useful bioherbicides for the management of agroecosystems

in the tropics.

Keywords: Allelopathy, weeds, crude extracts, bioherbicide.
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EDUCACION

TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

1. INTRODUCCION
Entre los principales retos de la agricultura, se encuentra el control de malezas. Las especies
arvenses afectan la produccion agricola al establecerse en los terrenos cultivados de forma

indeseada, interactuando con las especies cultivadas afectando su crecimiento y productividad.

En general, para el control de arvenses se usan compuestos quimicos que son nocivos para el
medio ambiente debido a que contaminan las aguas y el suelo, con alta persistencia y toxicidad
(Krautmann et al., 2001). Adicionalmente, provocan un desequilibrio ecoldgico, debido a la

eliminacién de microorganismos benéficos (Bettiol, 2009).

Las plantas producen metabolitos secundarios de aplicacion en la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmética (Pérez-Alonso & Jiménez, 2011). Se ha descrito que dichas
substancias no contaminan al amedio ambiente y pueden controlar de forma efectiva el
establecimiento de otras especies, por el fendmeno conocido como alelopatia (Alvarez et al.,
2013). La alelopatia, al afectar el crecimiento y desarrollo de otras plantas, en la dominancia y

diversidad de especies (Blanco, 2006).

Existe una gran diversidad de aleloguimicos, entre los que se detacan los fenoles, terpenos,
alcaloides, lactonas y taninos, por mencionar algunos. Estos compuestos al liberrse al medio
ambiente, provocan la inhibicién de la germinacion y/o crecimiento de especies distintas a la
que los produce. Un mecanismo de liberacion muy frecuente en las especies alelopaticas es la

exudacion por las raices (Zamorano y Fuentes, 2005).

Se ha reportado el efecto de alelopatico de extractos acuosos y organicos de diversas especies,
como los obtenidos a partir de Amaranthus dubius, Echinochloa sp. y Trianthema
portulacastrum que inhibieron el porcentaje de germinacion y la longitud radical de especies
cultivables tales como cebolla, pepino, lechuga, tomate y arroz (Celis et al., 2009). En otro
estudio se evaluo el efecto alelopatico de extractos etanolicos de Swinglia glutinosa y Piper
aduncum, empleando diferentes concentraciones de dichos extractos sobre semillas de cinco

arvenses, observandose inhibicion de la germinacién en todas las especies estudiadas; de igual



forma, se demostrd el efecto fitotoxico de dichos extractos en las arvenses germinadas (Celis et
al., 2009).

En la peninsula de Yucatan existen diversas especies que dada su abundancia, comportamiento
bioldgico e interacciones con otras especies, resultan de interés dado su potencial alelopatico.
En ese sentido, Metopium brownei es un arbol abundante en las selvas de la peninsula de
Yucatan, que produce exudados y lixiviados ricos en urushioles. Existe un estudio en el que se
reportaron los efectos alelopéaticos de los extractos de M. brownei sobre la germinacién de dos
especies de plantas arvenses y hongos fitopatégenos (Anaya et al.,1999). Ademas, se ha
reportado que los metabolitos bioactivos presentes en sus exudados radiculares favorecen la
descomposicion de la materia organica (Anaya, 2001). El tajonal (Viguiera dentata) es una
planta silvestre herbacea que crece hasta 2.5 metros de altura y es comin en muchos estados de
la Republica Mexicana, Centroamérica y el sur de los Estados Unidos. Se le considera como
una especie altamente invasiva, creciendo principalmente en vegetacion secundaria en sitios
perturbados, impidiendo el crecimiento de otras especies en donde se encuentra establecida. Se
ha reportado que los extractos vegetales de esta especie tienen potencial antimicrobiano (Telma,
2017; Canales et al., 2008) y que el abono verde preparado con sus hojas inhibe la germinacion

de semillas de arvenses (Anaya, 1999).

De acuerdo a lo anterior, el presente trabajo se propuso como objetivo principal estudiar la
composicion cualitativa de metabolitos de extractos organicos crudos de M. brownei y V.
dentata asi como evaluar en bioensayos in vitro el efecto fitotoxico de dichos extractos
obtenidos a partir de distintos 6rganos vegetales de dos especies nativas de la peninsula de

Yucatan con potencial alelopatico.



2. ANTECEDENTES

En los altimos afios, como producto del deterioro de medio ambiente por el uso de herbicidas
de sintesis quimica para el control de arvenses en cultivos de interés econdémico, se ha iniciado
una linea de investigacion enfocada a la busqueda de productos inocuos y amigables con el

medio ambiente.

Asi, la agricultura sostenible busca tener cultivos libres de quimicos, siendo una alternativa los
extractos natuales con metabolitos aleloquimicos y poder bioherbicida, que actualmente estan
siendo probados en laboratorio (Battacharyya et al., 2015) Estos productos naturales son
biodegradables y de nula toxicidad en alimentos de origen animal y vegetal (Preston et al., 2006;
Collins, 1993)

En este sentido Avila et al. (2007) demostraron que el eucalipto (Eucalyptus obliqua) fue capaz
de inhibir la germinacion y desarrollo de gramineas tales como maiz (Zea mays) sorgo (Sorghum
vulgare) y arroz (Oriza sativa). Sin embargo, también se ha demostrado que algunas gramineas
pueden tener un efecto estimulante cuando son tratadas con extractos acuosos de plantas

alelopaticas (Laynez-Garsaball y Méndez-Natera, 2006).

De igual forma, los extractos de especies arvenses pueden ser buenos biocontroladores de otras
arvenses. Por ejemplo, se ha comprobado que los extractos de Convolvulus arvensis L y Ammi
visnaga L. son eficientes para el control de malezas en cultivos de trigo, sin afectar su
productividad (Khan,2015).

Con base en lo anterior, la investigacion del potencial alelopatico de especies locales resulta una
buena opcion para el desarrollo de productos bioherbicidas eficaces para el control de malezas

caracteristicas de la region.



3. JUSTIFICACION

Se denominan malezas o especies arvenses a aquellas especies que crecen de forma indeseable,
en especial en los sitios de cultivo. El control de malezas representa una inversion econémica
importante para los productores, gasto que resulta imposible eludir ya que afectan a las especies

cultivadas al competir con éstas por agua, nutrientes y luz, afectando su crecimiento y desarrollo.

Los herbicidas de sintesis quimica, aunque son efectivos para el control de malezas, causan
efectos adversos al ser humano y al medio ambiente a largo plazo. Lo anterior, dada su alta
toxicidad y residualidad, la bioacumulacion y biomagnificacidn que se presenta a través de las

redes troficas.

Algunas especies de plantas producen metabolitos secundarios que resultan ser fitotoxicos para
las especies que intentan establecerse en su entorno, dominando en los ambientes que se
presentan. Dichas subtancias se conocen como aleloquimicos y a sus efectos sobre las otras

especies, alelopatia.

Con base en lo anterior, las especies alelopaticas son potenciales fuentes de herbicidas
organicos, que pudieran ser mas amigables con el medio ambiente. Metopium brownei y
Viguiera dentata son especies que se presentan de forma abundante en la peninsula de Yucatan.
Existen algunos reportes sobre el efecto alelopatico de los lixiviados acuosos y extractos
organicos obtenidos a partir de hojas, corteza y madera de esta especie. Por su parte, tajonal (V.
dentata) es una especie que se ha descrito como invasora, dada su alta dominancia en los
ambientes que se presenta. Ademas, se ha probado que sus hojas, al descomponerse, ejercen un

efecto supresor de la germinacion de malezas.

Sin embargo, no se ha evaluado el efecto alelopatios de dichas especies sobre malezas que se

presentan de forma caracteristica en los cultivos de la peninsula de Yucatan.

Por tanto, resulta de interés describir los metabolitos con potencial aleloquimico que se
presentan en dichas especies bajo las condiciones ambientales propias de la region, ademas de
evaluar en bioensayos el efecto supresor de la germinacién de extractos obtenidos a partir de

otros tejidos vegetales a los caracterizados en estudios previos, con el fin de sentar las bases



para el desarrollo de productos naturales que posibiliten el control de arvenses en los cultivos
del tropico.

4. HIPOTESIS

4.1 Hipotesis general

Los extractos crudos de Metopium brownei y Viguiera dentata tienen metabolitos secundarios
alelopéticos capaces de inhibir la germinacion de semillas de especies arvenses.

4.2 Hipotesis especificas
Los extractos crudos de Metopium brownei poseen mayor contenido de metabolitos secundarios

con potencial alelopéatico que los Viguiera dentata.

Los extractos de Metopium brownei aplicados a dosis bajas disminuyen de forma efectiva la
germinacion in vitro de semillas de arvenses, mientras que los obtenidos a partir de Viguiera

dentata solo presentaran efectos a dosis altas.

En general, los extractos etandlicos de ambas especies tendran mayor efecto fitotdxico sobre el
desarrollo inicial de plantulas de arvenses tropicales.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la fitotoxicidad de los extractos crudos de Metopium brownei y Viguiera

dentata sobre la germinacion de arvenses tropicales

5.2 Objetivos especificos

- Determinar la composicion fitoquimica de los extractos crudos de Metopium brownei y
Viguiera dentata obtenidas con diferentes solventes organicos

- Determinar el porcentaje de germinacion in vitro de tres arvenses tropicales con seis
diferentes concentraciones de extractos crudos de Metopium brownei y Viguiera dentata

- Determinar el crecimiento, desarrollo de hipocotilo y raiz in vitro de cuatro arvenses
tropicales con seis diferentes concentraciones de extractos crudos de Metopium brownei

y Viguiera dentata
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7.1 Efecto alelopatico de Metopium brownei y Viguiera dentata sobre Senna
uniflora*
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RESUMEN

La alelopatia es un fenémeno bioldgico en el que las substancias quimicas liberadas por una
especie vegetal influyen directamente sobre el crecimiento y desarrollo de otra; por tanto, las
especies alelopaticas pueden ser fuente natural de herbicidas. Se ha demostrado que Metopium
brownei y Viguiera dentata tienen un efecto inhibidor sobre plantas y microorganismos. El
presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto supresor de diferentes dosis de
extractos crudos de M. brownei y V. dentata sobre la germinacién in vitro de una arvense tropical
Senna uniflora y rabano (Raphanus sativus), una especie altamente sensible a aleloquimicos.
Para ello, se prepararon extractos acuosos y etandlicos macerando el tejido vegetal de diferentes
organos de ambas especies por 3 dias, a 4°C. Se realizaron bioensayos en cajas de Petri con
discos de papel filtro en el que se colocaron 10 semillas de las especies evaluadas y aplicando
distintas dosis de los extractos obtenidos. Los resultados obtenidos demostraron que que los
extractos acuosos de frutos de M. brownei aplicados a dosis tan bajas como del 0.5%
suprimieron la germinacion de la arvense S. uniflora al 100%. Los extractos etanolicos de ambas
especies demostraron un efecto inhibitorio de la germinacion de semillas de S. uniflora en
concentraciones del 8% o superiores. Por otra parte, los extractos acuosos de flores de V. dentata
fueron los mas efectivos en inhibir la germinacion de semillas de R. sativus al aplicarse en dosis
superiores al 15%. De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye

que V. dentata tiene un fuerte efecto alelopatico sobre S. uniflora cuando se emplea en extractos

*Articulo sometido para su publicacion a la Revista Mexicana de Ciencias Agricolas (ver Anexo)
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etandlicos y acuosos, por lo que puede emplearse como bioherbicida para el control de la arvense

en cultivos tropicales.

PALABRAS CLAVE: Alelopatia, bioherbicidas, arvenses, extractos naturales

ABSTRACT

Allelopathy is a biological phenomenon in which the chemical substances released by one plant
species directly influence the growth and development of another; therefore, allelopathic species
can be a natural source of herbicides. Metopium brownei and Viguiera dentata have been shown
to have an inhibitory effect on plants and microorganisms. The objective of this work was to
determine the suppressive effect of different doses of crude extracts of M. brownei and V.
dentata on the in vitro germination of a tropical weed Senna uniflora and radish (Raphanus
sativus), a species highly sensitive to allelochemicals. For this, aqueous and ethanolic extracts
were prepared by macerating plant tissue from different organs of both species for 3 days at
4°C. Bioassays were carried out in Petri dishes with filter paper discs in which 10 seeds of the
evaluated species were placed and different doses of the obtained extracts were applied. The
results obtained showed that the aqueous extracts of M. brownei fruits applied at doses as low
as 0.5% suppressed the germination of the weed S. uniflora at 100%. The ethanolic extracts of
both species showed an inhibitory effect on the germination of S. uniflora seeds at
concentrations of 8% or higher. On the other hand, the aqueous extracts of V. dentata flowers
were the most effective in inhibiting the germination of R. sativus seeds when applied in doses
higher than 15%. According to the results obtained in the present work, it is concluded that V.
dentata has a strong allelopathic effect on S. uniflora when used in ethanolic and aqueous
extracts, so it can be used as a bioherbicide for the control of weeds in tropical crops.

KEYWORDS: Allelopathy, bioherbicides, weeds, natural extracts
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INTRODUCCION

En México, la agricultura es una actividad que se ha desarrollado durante muchos afios, esta es
de gran importancia para el desarrollo econdémico local, nacional e internacional (Macias, 2013).
El control de malezas o especies arvenses representa una de las principales problematicas a
resolver con miras a alcanzar mejoras en la produccion agricola mediante la disminucion de los
costos. En ese sentido, tradicionalmente se han empleado herbicidas que tienen efectos
negativos en el medio ambiente, causando afectaciones a la biodiversidad del suelo y a la salud
humana (Oliva y Pefia, 2004). Un ejemplo puntual es el uso de glifosato, que contamina el medio
ambiente y suele causar dafio a los anfibios (Hermosin et al; 2009). Asi mismo, el herbicida 2,4-
D presenta efectos secundarios que provoca la muerte de mamiferos y aves, ademas la dispersion
de los vapores de este herbicida puede provocar dafios al aire, cultivos y el agua (Verzini et al.,
2001). De igual forma la atrazina presenta una alta toxicidad y se acumula en aguas superficiales
y subterraneas (Hansen et al., 2013). Por su parte el paraquat, otro herbicida ampliamente
empleado y cuya forma de accion es como bloqueador de la respiracion, presenta un alto indice
de intoxicacion y mortalidad en mamiferos, y su persistencia en el ambiente es prolongada
(Hernandez et al., 2008; Rojas, 2018)

Una alternativa para solventar esta problematica es el desarrollo de productos basados en el uso
de especies vegetales que han demostrado poseer efectos supresores sobre el crecimiento y
desarrollo de las malezas, a un menor costo para el ambiente (Dousseau et al., 2008; Celis et
al., 2009; Oliveira et al., 2015). Dicho efector inhibidor de una especie vegetal sobre otra
mediante la secrecidn de metabolitos secundarios se conoce como alelopatia y los metabolitos
secundarios que son liberados al medio ambiente por las especies alelopaticas se conocen como
aleloquimicos. Un ejemplo de estos son los extractos de hojas y semillas de Canavalia
ensiformis cuyo efecto bioherbicida ha sido probado sobre Grandifolia ipomoea y G.
benghalensis (Mendes y Rezende, 2014). El efecto alelopatico en muchos casos se manifiesta
en la inhibicidn de la germinacion, crecimiento de la planta, desarrollo de brotes y la raiz (Sahu
y Devkota, 2013).
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En los cultivos tropicales Senna uniflora es una arvense de importancia econémica sus semillas
tienen la capacidad de entrar en dormancia durante las épocas de sequia, germinar y crecer
vigorosamente en el periodo de lluvias (Figueroa y Galeano, 2007). Esta especie tiene una atla
presencia en cultivos tropicales como maracuya (Muraira et al., 2016), agave (Salamanca et al.,
2007), maiz, frijol, arroz, cafia de azucar y algodon, café y tabaco (Alipi y Flores, 2013). De
acuerdo con lo anterior, resulta un interesante modelo de estudio para probar el efecto de nuevos
herbicidas. Por otro lado, las especies vegetales Metopium brownei y Viguiera dentata presentan
una amplia distribucion en la Peninsula de Yucatan, cuyo potencial alelopatico sobre otras
especies vegetales o microorganismos ha sido reportado en diferentes estudios. Por lo anterior,
los extractos acuosos y etandlicos preparados a partir de diferentes 6rganos de ambas especies
alelopaticas fueron evaluados para conocer sus efectos sobre la germinacion de Senna uniflora,
ya que esta graminea se presenta como maleza en diferentes cultivos del tropico. Lo anterior,
con el fin de establecer las bases que posibiliten el desarrollo de un producto bioherbicida inocuo

y eficaz para el control de arvenses caracteristicas de la Peninsula de Yucatan.
MATERIALES Y METODOS

Se recolecté material vegetal de diferentes 6rganos de M. brownei y V. dentata, en el rancho
experimental Xamantan, del Instituto Tecnol6gico de China. Las muestras fueron almacenadas
en refrigeracion hasta su desinfeccion, empleando una solucion de hipoclorito de sodio al 5%
durante 10 minutos. Hecho esto, se enjuagaron con abundante agua estéril y se procedié a su
deshidratacién a 55°C en una estufa de secado, durante 3 dias. EI material seco, tritur6 y macero
por 72 horas con etanol absoluto 96% a temperatura ambiente o agua destilada (a 4°C), a razon
de 1:3 v/v (material vegetal/solvente). Posteriormente, se realizd la evaluacion de la
fitotoxicidad de los extractos mediante la técnica de RSF descritas por Lu et al. (2016) que
consistio en embeber discos de papel filtro Whatman grado 3 con 1 mL de los extractos a evaluar
diluidos a las concentraciones de 0.3, 0.5, 1, 2.5, 8, 15y 20% (Cuadro 1). En los bioensayos, se
usaron como especies receptoras, semillas de Senna uniflora y Raphanus sativus; esta dltima
especie, dada su descrita susceptibilidad a los aleloquimicos (Othman et al., 2012; Turk et al.,
2005). Para ello, se desinfectaron y colocaron sobre discos ya embebidos con las diluciones de

extractos. Los tratamientos estuvieron sujetos a experimentacion hasta observar la germinacién
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de todas las semillas en los frascos del control negativo (agua destilada estéril). Como control
positivo se empled pirocatecol a una concentracion de 5 x 10 M disuelto en DMSO al 0.05%.
El efecto fitotdxico se determind mediante el calculo del porcentaje de germinacion obtenido en
cada tratamiento. Los datos se analizaron por ANOVA de una via y la prueba de medias de
Tukey (0=0.05), usando el software Infostat V. 2017.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se observa que los extractos acuosos y etandlicos de M. brownei y M. brownei
afectaron la germinacion de las semillas de R. sativus. Este efecto presentd diferentes
intensidades de la inhibicion de la germinacion de las semillas de acuerdo con el tipo de extracto,

concentracion del extracto y tejido de la planta alelopética en cuestion.

Se observo que los extractos acuosos de V. dentata obtenidos a partir de hojas, la aplicacion de
una dosis superior al 8% se tradujo en una inhibicion de la germinacion de alrededor del 70%.
Asi mismo, los extractos acuosos obtenidos a partir de flores causaron la inhibicion de la
germinacién del 100% a partir de una dosis del 15%. En general, dichos extractos fueron méas
efectivos que los obtenidos de los diferentes érganos de M. brownei.

Con respecto a los extractos etanoélicos de M. brownei, los obtenidos a partir de hojas condujeron
a una inhibicion del 100% de la germinacion de las semillas de rabano al aplicarlos en dosis
desde de 8%, siendo los mas efectivos los aislados a partir de frutos, corteza y raiz en dosis a
partir del 2.5%. Con respecto a V. dentata, nuevamente los extractos preparados a partir de hojas
fueron los mas efectivos, inhibiendo la germinacion al 100% desde la dosis del 2.5%. Los
extractos obtenidos a partir de sus otros drganos alcanzaron la misma efectividad a partir de la
dosis del 8%.

Es importante sefialar que, aunque en los tratamientos con extractos se pudieron observar altos
porcentajes de germinacion, en general puede establecerse que los etandlicos de ambas especies

son efectivos al aplicarlos en dosis tan minimas como del 2.5%.
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Cuadro 1. Efecto de los extractos acuosos y etandlicos de Metopium brownei y Viguiera dentata sobre la

germinacion de semillas de Raphanus sativus.

Extracto acuoso

Dosis Mb_Hoja Mb_Fruto  Mb_Corteza Mb_Raiz Vd_Hoja Vd_Flor Vd_Tallo Vd_Raiz
C- 66.6+47.14%  66.6+47.14%  66.6+47.14%  66.6+47.14%0  66.6+47.14%  66.6+47.14%  66.6+47.14>  66.6+47.14%°
C+ 0+02 0+0? 0+0? 0+0? 0+0? 0+02? 0+0? 0+0?
0.3% 86.6+18.5°  90.0+14.14%®  76.6+14.14° 100+0° 90.0+8.167 100+0° 100+0° 80.0+28.28%
0.5% 93.3+4.17°  83.3+2357% 90.0+23.57° 83.3+23.57° 53.3+38.58%  53.3+41.090®°  93.3+9.42"  86.6+18.85"
1% 03.3+9.42°  90.0+14.14* 93.3+14.14P> 83.3+23.57°  46.6+36.812 100+0° 100+0° 60.0+43.20
25%  90.0+14.14° 80.0+28.28*° 93.3+28.28" 83.3+23.57°  86.6+9.4228  90.0+47.14® 100400 100+0°
8% 86.6+18.85°  83.3+2357° 93.3+23.57 86.6+12.47° 30.0£21.60°8  33.3¥14.14®  93.3+9.42° 100+0°
15%  86.6+18.85° 70.0£3559° 93.3+35.59" 86.6+18.85°  16.6+16.992 0+02 76.6+9.42Y  83.3+12.47%
20%  83.3+23.57 83.3+2357% 90.0+23.57°  96.6+4.71P 6.6+9.422 0+02 03.3+9.42°  93.3+9.42P
Extracto etanodlico
Dosis Mb_Hoja Mb_Fruto  Mb_Corteza Mb_Raiz Vd_Hoja Vd_Flor Vd_Tallo Vd_Raiz
C-  66.6+47.14%°  66.6+47.14>  66.6+47.14° 66.6+47.14°  66.6+47.14*  66.6+47.14°  66.6+47.14°  66.6+47.14°
c+ 0+0? 0+0a 0+0? 0+0 0402 0+02 0+02 0402
03%  90+14.14¢  83.3+9.42° 90+8.16° 96.6+4.71°  40.0+#43.20°  46.6+41.06%  46.6241.09*°  60.0+43.20?
05%  83.3+9.42°  83.3+9.42° 76.6+20.54" 86.6+12.47° 46.6+41.142 26.6+37.71% 66.6+47.14°  66.6+47.142
1%  46.6+33.993¢  80+8.16°  83.3+12.47P 76.6+20.54°  33.3+47.14*  36.6+44.96® 10+14.14®  56.6+41.892
25%  13.3+18.85% 0+02 0+02 0+0? 0402 3.3+4.712 6.6+9.422 3.3+4.712
8% 0+0?2 00?2 00?2 00?2 04072 0+02 0402 00?2
15% 0+02 0+02 0+02 0+0? 0402 0+02 0+02 0+0?
20% 0+0?2 00?2 00?2 00?2 04072 0+02 0402 00?2

Donde: Mb: Metopium brownei; Vd: Viguiera dentata; C-: control negativo (agua); C+: control positivo

(pirocatecol). 2°: Literales diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (Tukey, p <

0.05)
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La aplicacion de metabolitos secundarios puede inducir a la liberacion de compuestos fenélicos
implicados en la fisiologia de defensa ante el estrés (Hernandez y Gonzalez, 2010). Dicha
acumulacién de fenoles se ha detectado en altas cantidades en la vacuola y en las paredes
celulares de diversas especies, conduciendo a la oxidacion fenolica e inhibicién del crecimiento
en plantas lefiosas (Marks y Simpson 1990; Jacome y Rojas 2017). Efectos similares de
fenolizacion se observaron en este estudio en las semillas de R. sativus tratadas con los extractos
organicos obtenidos a partir de los rganos vegetales de M. brownei, tales como el de hojas (1E),
corteza (1H) y raiz (1N) aplicados al 20% (Figura 1). Es posible atribuir a este fenémeno los

bajos porcentajes de germinacion observados.

Figura 1. Efecto de los extractos etandlicos de Metopium brownei sobre las semillas de Raphanus sativus. Donde:
A) Control; B) Control+; C) Extracto de Hojas al 8%; D) Extracto de Hojas al 15%; E) Extracto de Hojas al 20%;
F) Extracto de corteza al 8%; G) Extracto de corteza al 15%; H) Extracto de corteza al 20%; I) Extracto de frutos
al 8%; J) Extracto de frutos al 15%; K) Extracto de frutos al 20%; L) Extracto de raiz al 8%; M) Extracto de raiz
al 15%; N) Extracto de raiz al 20%.

Se han reportado diversos extractos de plantas que han sido evaluados demostrando una

efectividad similar a la observada en este estudio. De igual forma, los estudios realizados con
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extractos acuosos demuestran que pueden inhibir o promover la germinacion y desarrollo de
plantas, en funcién de la dosis aplicada. Por ejemplo, como se ha mencionado con anterioridad,
los extractos de Brassica nigra L. de hoja, flor, raiz y tallo han demostrado tener efecto
inhibitorio sobre la germinacion de rabano (Turk et al., 2005). En contraparte, en otro estudio
se demostrd que los extractos de Phyla strugulosa estimularon el proceso de germinacién de
Zea mays L. pero inhibieron el desarrollo de las raices y los tallos de dicha especie (Jova-
Séez,2006). De forma similar, los extractos de Tectona grandis L. y Tagetes erecta L. inhibieron
la germinacion de semillas de pepino (Cucumis sativus L.), quimbombé (Hibiscus sculentus L.),
rabano (Raphanus sativus L.) y lechuga (Lactuca sativa L.), mientras que estimularon la
germinacion de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y aji (Capsicum annum L.) (Quispe et al.,2010).
De igual forma los extractos acuosos de Calotropis procera aplicados en dosis altas (entre un
40 y 60%) retrasaron la germinacion de semillas de cebada (Hordeum vulgare L.), trigo
(Triticum aestivum L.), pepino (Cucumis satirus L), fenogreco (Trigonella foenum graecum L.)
y Alssana (Senna occidentalis L. Link) mientras que en dosis méas bajas (5%) estimularon el
crecimiento de plantulas de pepino, Alssana y fenogreco incluso mas que el tratamiento control
(Al-Zahrani y Al-Robai,2007). Por tanto, es importante tomar en cuenta que los extractos de
plantas alelopéticas presentan también sustancias activas capaces de promover la germinacién
mas rapida y uniforme (Carrillo-Martinez et al., 2018). Por ejemplo, las lactonas se han probado
como estimuladoras del crecimiento y desarrollo de las plantas (Aristizabal et al., 2017).

En la region de estudio V. dentata es una herbacea cuya biomasa no se aprovecha y una vez que
ha pasado su etapa de floracidn termina desecandose y perdiéndose en los ambientes en los que
se presenta, los extractos etanolicos preparados a partir de hojas de dicha especie se postulan
como una buena alternativa bioherbicida, dada su alta efectividad y que en biomasa las hojas
superan a los restantes 6rganos vegetales, lo que facilitaria la elaboracion de un producto de

aplicacion en la agricultura sustentable.

En el Cuadro 2 se puede observar, los extractos de hojas de M. brownei tuvieron los mejores
efectos en la inhibicion de la germinacion. En especifico, los extractos acuosos de frutos
inhibieron al 100% a partir de la concentracion de 0.5 hasta la de 20% En los valores de

germinacion obtenidos de la aplicacién de extractos acuosos de corteza y raiz no hubo
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diferencias significativas, aunque cabe mencionar que la germinacion fue menor a la obtenida

en el control negativo.

Cuadro 2. Efecto de extractos acuosos y etantlicos de Metopium brownei y Viguiera dentata sobre la germinacion

de semillas de Senna uniflora.

Extracto Acuoso

Dosis Mb_Hoja  Mb_Fruto  MbCorteza Mb_Raiz Vd_Hoja Vd_Flor Vd_Tallo Vd_Raiz
C- 67+33.990 67+33.99"° 67+33.99°  67+33.99% 67+35.592%  67+35.592  67+35.59° 6735592
C+ 0+0a 0+02 0 +0a 0+0a 0+0° 002 0+0? 0+02

0.3% 20428288  90+14.14°  10+14.142 30+42.422 40+43.202 43+41.89? 60+43.20°  16+23.572

05%  13+18.85° 0+0? 13+18.85°  33+47.14% 40+44.96° 53+41.092  13+18.85%  23+32.99
1% 16+23.572 0+0? 13+18.85*  13+18.85% 0+02 37+44.96%  20+28.28%  40+43.20°

2.5% 20+28.282 0+0? 23£32.992 23£32.992 23+£32.992 73142427 3+4.712 10+14.142
8% 7+9.422 0+0? 26+37.718 26£37.712 002 52+41.09? 3+4.712 3+4.712

15% 20+28.282 0+0? 20+28.28%  33+47.14% 13+18.85° 58+43.20°  26437.71*  20+28.28°

20% 20+28.282 0+0? 20+28.28°  23%32.992 002 41+44.9628  43+41.89°  33%47.142

Extracto etandlico
Dosis Hoja Fruto Corteza Raiz Hoja Flor Tallo Raiz
C- 67+33.99 67+33.99 67+33.99® 67+33.99° 67+35.59 P 67+35.592 67+35.59%  67+35.592
b a
C+ 00° 0+0° 002 0+0° 002 0£0° 0£0° 0+0°
0.3% 16.67+23. 1667423572  6.67+9.422 43.33+41.89° 13.33+18.85 63.33t41.89°  63.33+41.89°  43.33:41.89°
57
0.5% 166742357 2333%33.99"  10+14.14  33.33+47.14° 10+14.142 30+43.20? 30+41.89%  33.33+47.
148
1% 0+0? 23.33+33.99°  13.33+18.85°  30+18.852 6.67+49.422  53.3343.20°  53.33+47.14%  30+42.422

2.5% 0+0? 10+14.142 0+0? 0+0? 10+14.4228 20£28.28? 284£28.28°  10£14.142

8% 0+0? 0+0? 0+0? 0+0? 6.67+£9.428 0+02 002 002
15% 0+0? 0+0° 0+0° 0+0° 3.334.712 0+0° 0+0° 0+0°
20% 0+0? 0+0? 0+0? 0+0? 0+0? 0+02 002 002

Donde: Mb: Metopium brownei; Vd: Viguiera dentata; C-:control negativo (agua);

C+: control positivo

(pirocatecol). **Literales diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (Tukey, p <

0.05)

Los extractos de hojas de M. brownei tuvieron un mayor efecto sobre la inhibicion de la

germinacion. En especifico, los extractos acuosos de frutos inhibieron al 100% a partir de la
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concentracion de 0.5 hasta la de 20% .En los valores de germinacion obtenidos de la aplicacion
de extractos acuosos de corteza y raiz no hubo diferencias significativas, aunque cabe mencionar

que la germinacién fue menor a la obtenida en el control negativo.

Con los extractos acuosos de V. dentata obtenidos a partir de hojas, se obtuvo el menor
porcentaje de germinacion obtuvo al compararla con los extractos obtenidos a partir de sus otros

organos y en general, fueron menos efectivos que los extractos acuosos de M. brownei.

Con respecto a los extractos etandlicos, los obtenidos a partir de hojas de M. brownei
condujeron a una inhibicién del 100% de la germinacién de S. uniflora a partir de la
concentracion de 1%. De forma similar, los extractos etanolicos de V. dentata fueron méas
eficientes en controlar la germinacion de la graminea que los acuosos obtenidos de la misma
especie. De esta forma, dosis por encima del 8% condujeron a una inhibicion del 100%, en

especial al emplear los extractos preparados con raices, tallos y flores de V. dentata.

Por su parte, los extractos etanolicos de M. brownei obtenidos a partir de hojas aplicados en
semillas de R. sativus, demostraron ser eficientes en inhibir la germinacién, cuando se aplicaron
en dosis por encima del 8%. Los extractos etanolicos de hojas de V. dentata demostraron ser
mas eficientes ya que demostraron inhibicion de la germinacién de rabano incluso a partir de
dosis del 2.5%.

Es importante sefialar que a pesar de que, con algunos tratamientos se observaron altos
porcentajes de germinacion, estos en todos los casos se mantuvieron por debajo de los valores
observados en el tratamiento control negativo (agua). De forma tal que, aunque en algunos casos
fue leve, todos los extractos evaluados tuvieron un efecto supresor de la germinacién de S.

uniflora.

Los extractos de diversas especies evaluados en otros estudios demuestran una efectividad
menor a la observada con los extractos evaluados en este estudio. Por ejemplo, los extractos
acuosos de Azadirachta indica A. Juss, Murraya koenigii (Linn.) Spreng y Paederia foetida Linn
empleados a dosis del 10% sobre Vigna radiata (L.) Wilczek demostraron una baja eficiencia
supresora, observandose una germinacion del 73.3%; al aplicarlos a razén del 5% hubo una

germinacion del 80% y al aplicarlos en dosis del 1% se presentd una germinacion del 86.7%.
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Por otro lado, los extractos de Paederia foetida, con la concentracion del 10% se obtuvo una
germinacion del 76.7% mientras que con la concentracion del 5 % se obtuvo un alto porcentaje
de germinacion, del 93.3% y con la concentracion del 1% hubo el 96.7% de germinacion (Kakati
y Baruah, 2013)

Algunos autores resaltan que la actividad inhibitoria de los extractos alelopaticos depende de
las concentraciones de extracto utilizadas; ademas influyen las especies de plantas donadoras y
receptoras. Es posible obtener incluso un efecto positivo en la germinacién y crecimiento de las
plantas, de forma similar al comportamiento observado en algunas de las concentraciones mas
altas evaluadas en este trabajo. Por ejemplo, en un estudio en el que se evaluaron extractos
acuosos de Ruta graveolens Baccharis alnifolia y Caesalpinia spinosa en la germinacion de
Chenopodium album, Amaranthus hybridus y Brassica rapa subsp. se encontré que los
obtenidos a partir de raices de R. graveolens estimularon la germinacién de B. rapa (Calderon,
2018). De forma similar, los extractos acuosos aislados a partir de flores de V. dentata en dosis

del 2.5% parecen estar promoviendo la germinacion de S. uniflora.

En la Figura 2 se presentan los efectos producidos por los extractos etanolicos de M. brownei.
En general, se observa necrosis de las semillas, comprobandose el efecto letal de todos los
tratamientos a partir de la dilucion al 8%. Un efecto similar se observa en la semilla tratada con

el pirocatecol (2B).
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Figura 2. Semillas de Senna uniflora después de ser sometidas a distintas dosis de M. brownei. Donde: A) Control-
; B) Control+; C) Extracto de Hojas al 8%; D) Extracto de Hojas al 15%; E) Extracto de Hojas al 20%; F) Extracto
de flores al 8%; G) Extracto de flores al 15%; H) Extracto de flores al 20%; I) Extracto de corteza al 8%; J) Extracto
de corteza al 15%; K) Extracto de corteza al 20%; L) Extracto de raiz al 8%; M) Extracto de raiz al 15%; N)
Extracto de raiz al 20%.

Finalmente, en la Figura 3 se presentan los efectos producidos por los extractos etandlicos de
M. brownei en el desarrollo inicial de plantulas de Senna uniflora. En general, se observan

puntos de necrosis en las hojas y tallo, clorosis e inhibicion de la raiz.
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Figura 3. Semillas de Senna uniflora después de ser sometidas a distintas dosis de extractos etanélicos de M.

brownei. Donde: A) Semilla fenolizada, producto del tratamiento con extracto de hojas al 1%; B) Plantulas
derivadas del tratamiento con extracto de frutos al 1%; C) Plantulas derivadas del tratamiento con extracto de frutos

al 2.5%. D) Plantula fenolizada, derivada del tratamiento con extracto de corteza al 1%.
CONCLUSION

Los extractos acuosos y etandlicos de Metopium brownei y Viguiera dentata presentan efecto
alelopatico responsable de la inhibicion de la germinacion de semillas de la arvense tropical
Senna uniflora y Raphanus sativus. Asi mismo, M. brownei presenta un efecto inhibitorio
superior cuando se emplean frutos para la obtencion de los extractos, mientras que V. dentata
fue mas eficiente cuando se emplearon hojas. Ambas especies tienen potencial para utilizarse

como bioherbicidas en cultivos tropicales.
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7.2 Caracterizacion fitoquimica de extractos organicos de Metopium brownei

y Viguiera dentata

RESUMEN

El uso de productos naturales que contengan aleloquimicos, representa una posible estrategia
respetuosa con el medio ambiente para el manejo de malezas. Metopium brownei y Viguiera
dentata son especies abundantes en la peninsula de Yucatan con caracteristicas alelopaticas. M.
brownei es un arbol que produce exudados y lixiviados altamente urticantes y se ha descrito que
sus extractos son inhibidores del crecimiento de plantas y hongos fitopatdégenos. Por su parte,
V. dentata es una planta que crece principalmente en vegetacion secundaria de sitios perturbados
y cuando se establece, inhibe el crecimiento de otras especies. Con base en lo anterior, resulta
de gran interés describir la composicion de metabolitos secundarios presentes en diferentes
extractos crudos de ambas especies. Lo anterior, con el fin de establecer las bases que posibiliten
el desarrollo de nuevos productos naturales para el manejo de los cultivos. En este estudio, se
describen los resultados obtenidos de la caracterizacion fitoquimica realizada en extractos
crudos obtenidos con agua y distintos solventes organicos a partir de diferentes estructuras
vegetales de ambas especies. En general, los extractos acusos y etandlicos obtenidos a partir de
las hojas de ambas especies presentaron mayor cantidad de metabolitos secundarios,
asumiéndose la naturaleza polar de los aleloquimicos producidos por ambas especies, siendo

éstos principalmente de tipo saponinas, lactonas, taninos, alcaloides, aminos y flavonas.

PALABRAS CLAVE: aleloquimicos, tamizaje fitoquimico, metabolismo secundario.
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ABSTRACT

The use of natural products containing allelochemicals represents a possible environmentally
friendly strategy for weed management. Metopium brownei and Viguiera dentata are abundant
species in the Yucatan Peninsula with allelopathic characteristics. M. brownei is a tree that
produces highly stinging exudates and leachates and its extracts have been described as
inhibitors of plant growth and phytopathogenic fungi. For its part, V. dentata is a plant that
grows mainly in secondary vegetation of disturbed sites and when it becomes established, it
inhibits the growth of other species. Based on the above, it is of great interest to describe the
composition of secondary metabolites present in different crude extracts of both species. The
foregoing, in order to establish the bases that enable the development of new natural products
for crop management. In this study, the results obtained from the phytochemical characterization
carried out on crude extracts obtained with water and different organic solvents from different
plant structures of both species are described. In general, the aqueous and ethanolic extracts
obtained from the leaves of both species presented a greater amount of secondary metabolites,
assuming the polar nature of the allelochemicals produced by both species, these being mainly

saponins, lactones, tannins, alkaloids, amines. and flavones.

KEYWORDS: Plants, Natural extracts, Secondary metabolites.
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INTRODUCCION

Desde tiempos remotos, las plantas han sido aprovechadas como fuente de alimentos asi como
de diversos productos que dan solucidn a problematicas de gran importancia e interés econémico
(Mittermeier y Goettsch, 1997; Corzo Barragan, 2012). Asi, gracias al contenido de sustancias
quimicas que poseen, de las plantas se pueden obtener extractos bioactivos derivados de la
aplicacion de diferentes solventes organicos acoplando técnicas para la extraccion de los fluidos,
lo que permite obtener extractos libres de solventes manteniendo las propiedades organolépticas
del material vegetal, que se caracterizan por no causar efecto secundarios al medio ambiente
(Herrero et al., 2010; Reyes-Najar et al., 2011).

La amplia diversidad de metabolitos secundarios producidos por las plantas ha favorecido que
sean empleados para la elaboracién de productos naturales Utiles para el manejo de los cultivos
en esquemas organicos o de menor impacto para el medio ambiente. De esta forma, se han
probado extractos de Allium sativum para el control de Alternaria spp. y Phytophtora spp.
siendo eficientes en el control de tizon de la hoja en zanahorias, papas y tomates (Slusarenko,
et al.,, 2008). Ademas, los extractos de Azardiachta indica, Artemessia annua, Eucalyptus
globulus, Ocimum sanctum y Rheum emodi se evaluaron contra Fusarium solani, probando su

eficiencia para el control de marchitez en berenjena (Babu Joseph, & Kumar, 2008).

De igual manera se ha probado la actividad actifungica in vitro de extractos de Larrea tridentata,
Flourensia cernua, Agave lechuguilla, Opuntia sp. y Yucca sp contra el hongo Rhizoctonia
solani inhibiendo el 100% de su crecimiento postulandose como una alternativa de agentes
antimicrobianos para la agricultura organica (Castillo et al., 2010). Los extractos de Hibsicus
sabdariffa, Punica granatum y Eucalyptus globulus al evaluarse en plantas de papa probaron su
efectividad contra la enfermedad de la marchitez bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum, presentandose una reduccion de mas del 94% del dafio (Hassan et al. 2009).

De igual manera, se han hecho estudios de aceites esenciales de plantas y sus constituyentes
como fumigantes, es decir, compuestos que actlan sobre los insectos objetivo, principalmente
pertenecientes a Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae y Myrtaceae. Se han centrado en gran medida

al control de plagas de escarabajos como Tribolium castaneum, Rhyzopertha dominica,
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Sitophilus oryzae y Sitophilus zeamais (Rajendran, & Sriranjini, 2008). De igual forma se
evaluaron los extractos de tomillo, ajedrea, romero, mejorana, dillsun y lavanda para el control
de Varroa en las colonias de abejas meliferas (Ariana et al., 2002). En otro trabajo, se utilizaron
las cascara de naranja para el control de termitas donde se demuestra la eficacia entre un 68 y
96% (Raina et al., 2007).

Por otro lado, destacan las plantas alelopéticas. EI fendmeno de alelopatia ha sido reconocido
desde hace muchos afos, describiéndose el poder inhibitorio que poseen algunas plantas sobre
el crecimiento de especies arvenses presentes en las cosechas de chicharo, frijol forrajero y
cebada (Rice, 1984). La definicion de alelopatia se habia manejado solo como un efecto dafiino
de una especie sobre otra (Molisch, 1937), aunque ahora define a los efectos perjudiciales o
benéficos que son directos o indirectos como resultado de la accion de los compuestos quimicos

que liberan las plantas generando accidn sobre otras (Blanco, 2006).

El fenébmeno alelopético se caracteriza, en primer lugar, por la interaccion que existe entre las
distintas especies de plantas, sin incluir la interaccion entre plantas y animales o la interaccion
entre plantas y organismos; en segundo lugar, el material de interaccion, o los metabolitos
secundarios que se liberan al medio ambiente; en tercer lugar, los aleloquimicos se utilizan para
influir en el crecimiento y el desarrollo de plantas propias o vecinas. La clave de la investigacion
de la alelopatia es el mecanismo de liberacién de los aleloquimicos, es decir, por qué y en qué
condiciones las plantas liberan aleloquimicos (Kong, 1998; Chengxu et al. 2011).

La liberacion de los aleloquimicos al medio ambiente se efectia por medio de lixiviados de las
hojas, exudados de raices o por volatilizacion (Sampietro, 2002). Como se ha mencionado con
anteridad, esos compuestos pueden afectar a otras especies de plantas que intentan establecerse
en el mismo lugar, causando efectos negativos notorios en la germinacion, crecimiento y

desarrollo de dichas especies receptoras (Kamaljit et al., 2005).

De acuerdo con lo anterior, los metabolitos secundarios producidos por las especies alelopaticas
pueden ser empleados como herbicidas naturales (Macias et al.,2007, Vilela et al.,2011). Un
claro ejemplo son los extractos de diente de leon, tomillo rojo, ajedrea de verano y canela. Estas

plantas se evaluaron en invernadero y laboratorio utilizando brotes de ambrosia y zacate
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Johnson, demostrandose la efectividad de los extractos como herbicidas (Tworkoski, 2002). En
otro estudio se evaluaron las hojas de Mangifera indica L. en el control de Parthenium
hysterophorus L. donde se demostro que su extracto redujo significativamente la germinacion,
la longitud y biomasa de los brotes y la raiz, demostrando actividad herbicida contra la arvense
(Javaid el al., 2010). De igual manera se evaluaron 22 extractos de plantas en la germinacion de
Lolium perenne donde se demuestra el notorio efecto inhibitorio en Salvia officinalis L., Laurus
nobilus L. y Artemisia vulgaris L. (Kadioglu, & Yanar, 2004). Cabe sefialar que los extractos
de todas las plantas estudiadas inhibieron la germinacion de Abutilon theophrastii Medik,
Amaranthus retroflexus L., Avena sterilis L., Rumex crispus L. y Trifolium repens L. Se
concluyd que los extractos pueden usarse como herbicidas para controlar la germinacion y el
crecimiento de dichas especies (Kadioglu, & Yanar, 2004). En otro estudio se observo el retraso
de crecimiento sobre algunas monocotiledéneas (maiz, arroz y sorgo) con los extractos totales
de Eucalyptus robusta, siendo mayor el efecto que al aplicar sobre dicotileddneas (arveja, frijol
y lechuga) de importancia agronomica (Avila et al., 2007).

Los aleloquimicos mas conocidos son los acidos fenoélicos, flavonoides, terpenoides, alcaloides
y quinonas, estos estan presentes en todos los tejidos de las plantas vasculares (Rabotnikof et
al., 2005; Rodriguez et al., 2002; Kumar, 1992).

Las saponinas que se encuentran en las plantas se caracterizan por su sabor amargo y por ser
espumosas; su complejidad estructural tiene como resultado propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas que incluyen dulzura y amargor, asi como propiedades espumantes y actividades

antimicrobianas e insecticidas y son compuestos bioactivos (Umaru et al., 2007).

Los taninos son polimeros solubles en agua de alto peso molecular y se encuentran generalmente
en los arbustos y las hojas (Vélez-Terranova et al., 2014; Smitha et al., 2013; Reddy, 2001). Los
terpenos son los compuestos secundarios mas comunes en plantas. Sus funciones varian ya que
tienen efectos inhibitorios o estimulantes (Jensen & Ehlers, 2010; Gershenzon &
Dudareva 2007; Langenheim, 1994).

Los flavonoides son los compuestos fendlicos mas numerosos que estan presente en todo el
reino vegetal, estan en la epidermis de las hojas y cascaras de las frutas (Crozier et al., 2006;

Vélez-Terranova et al 2014).
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Una manera de conocer las propiedades alelopéaticas de una especie es mediante bioensayos
cuantificando la germinacion o emergencia de plantulas midiendo la radicula o hipocétilo
(Lovett y Ryuntyu, 1992). En las ultimas décadas se han logrado significativos avances para
producir sustancias quimicas o biologicas que contamine menos el ambiente gracias al
contenido alelopético tdxicos de algunas plantas, ya que estos son biodegradables y muchos de
ellos son seguros para aplicar para cuidar el medio ambiental (Blanco, 2006).

Los metabolitos secundarios, podrian utilizarse para desarrollar herbicida para el control de
arvenses, asi como productos antifingicos para el control de postcosechas. (Trejo-Marquez,
2015).

Hoy en dia podemos realizar tamizajes fitoquimicos y conocer el contenido de las sustancias
presentes en las plantas caracterizando su probable funcién con base en las propiedades
reportadas en la literatura. Lo anterior, con el fin de desarrollar nuevos productos, eficaces y
amigables con el medio ambiente. Con base en lo anterior, en el presente estudio se analizan los
perfiles fitoquimicos de diferentes extractos crudos obtenidos con distintos solventes a partir de
los 6rganos vegetales de dos especies nativas de la peninsula de Yucatan cuyo potencial
alelopatico ha sido previamente reportado, suprimiendo el crecimiento de plantas y
microorganismos. El chechén (Metopium brownei) es un arbol que llega a medir hasta 25 m. Su
corteza produce un aceite rico en urushioles que se torna de color negro en contacto con el aire
y cuyo potencial alelopatico sobre otras especies ha sido demostrado (Anaya et al., 1999). El
tajonal (Viguiera dentata) por su parte, es una planta silvestre herbacea que crece hasta 2.5
metros de altura, comdn en muchos estados de la Republica Mexicana, Centroamérica y el sur
de los Estados Unidos (Telma, 2017). Al emplearse sus hojas como abono verde, suprimen el

crecimiento de algunas malezas (Anaya, 1999).

Sin embargo, esos estudios se han realizado con material vegetal colectado en el Estado de
México, donde predomina el clima templado a frio, con temperaturas mas bajas en los meses de
invierno. Por el contrario, en la peninsula de Yucatan el clima calido es constante durante todo
el afio siendo la presencia de precipitaciones pluviales el factor ambiental que determina el

cambio de épocas, de lluvias o de secas (estiaje). En ese esentido, se ha reportado para distintas
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especies que los perfiles de metabolitos secundarios de las plantas varian de acuerdo con las
condiciones ambientales (Franco, 2021)

MATERIALES /METODOS

Obtencion de las muestras.

Las muestras de tejidos vegetales de Metopium brownei y Viguiera dentata se obtuvieron del
rancho Xamantun, incluyendo muestras de hojas de plantas adultas, frutos, corteza, raiz y en el
caso de viguiera dentata hojas, flores, tallos y raices. Cabe mencionar que cada muestra se
colecto por separado, con el fin de no revolver las muestras colectadas. El material vegetal fue
procesado el mismo dia de su colecta, separando las diferentes estructuras vegetales para su
secado y posterior analisis.

Desinfeccion y secado del material vegtal

La asepsia del material vegetal se realizé por inmercién en una solucion de hipoclorito de sodio
al 5% durante 10 minutos. Hecho esto, se enjuagaron con abundante agua estéril y se

deshidrataron a una temperatura de 55°C en un horno de sacado durante 3 dias.
Obtencion de extractos

Ya deshidratadas las muestras se trituraron y se maceraron por 36 h con tres volimenes de etanol
absoluto, éter, acetona o diclorometano. Los extractos acuosos se prepararon con material
vegetal fresco y a 4°C. Una vez terminado este procedimiento, se filtraron las muestras y se

almacenaron a 4°C hasta su uso.

Caracterizacion fitoquimica
Ya obtenidos los extractos, se realizaron los andlisis por tamizaje fitoquimico descrito en el
trabajo de Lezcano y cols. (2012) (Tabla 1).
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Tabla 1. Metodologias empleadas para la identificacion de los metabolitos secundarios por tamizaje fitoquimico

Metabolitos secundarios Procedimiento
Alcaloides Dragendorff, Mayer
Saponinas Prueba de la espuma

Taninos FeClI3 4%

Grupo o amino Ninhidrina

) Bomtrager

Quinonas _
Acido picrico 1%
Saponinas esteroidales Acido anhidrido, acido sulftrico
Benzoquinonas Hidrdxido de potasio, cloroformo
Leucoantocianidinas Acido clorhidrico, alcohol
amilico

Etanol absoluto, acido

Flavonoides clorhidrico, Hidréxido de sodio

Saponinas.

Prueba de altura y estabilidad de espuma. En un tubo de ensaye se afiadié 1 ml de extracto, se
agito vigorosamente y se tomo la altura de la espuma producida, en caso de gque se presentara.
Se considerd positiva la prueba si la espuma alcanzaba una altura de 8 a 10 mm y se mantenia

estable por 30 minutos.

Lactonas.
A 1 ml de extracto se le adiciond 1 ml de &cido pitrico y 1 ml de hidroxido de sodio al 10%. Se

considero positiva la prueba si habia una coloracion roja o naranja.
Saponinas esteroides.

A 0.5 ml de extracto se afiadi6 2 gotas de acido anhidrido y 2 gotas de &cido sulfirico

concentrado. Se considero positiva la prueba si habia coloracion azul o verde.
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Presencia de grupo aminos.
A 1 ml de extracto se afiadié 1 ml de ninhidrina al 5%. EIl tubo de ensayo se introdujo en un
vaso de precipitado en agua a punto de ebullicion durante 5 a 10 minutos. Se considero positiva

la prueba si se presentaba una coloracion azul o violeta.
Taninos.

A 1 ml del extracto se adicionaron 2 ml de agua destilada y 3 gotas de cloruro de sodio al 10%.
Se calenté a punto de ebullicion por un minuto, para despues enfriar y filtrar. Se dividio el
filtrado en cuatro tubos de ensaye, utilizando uno de ellos como testigo. Se realiz6 una reaccién
de Cloruro férrico, adicionando una gota de cloruro férrico al 1%; la formacion de coloraciones
de azul a negro indicaron la presencia de derivados del acido galico y coloraciones verdes de
derivados del catecol. Al tercer tubo se le agregd una gota de cloruro férrico de potasio al 1%.

La formacion de una coloracién azul, indicé la presencia de compuestos fendlicos.

Quinonas.
A 1 ml del extracto se le agreg6 1 gota de acido sulfurico concentrado. La formacién de una

coloracion roja indico la presencia de antraquinonas.

Benzoquinonas.

A 1ml de extracto se le afiadié 3 ml de agua destilada y 3 ml de hidréxido de potasio. Las
muestras se introdujeron en un vaso de precipitado para llevar a punto de ebullicion por 3 min.
Posteriormente, se enfriaron y se les afiadié 3 ml de cloroformo, para después eliminar la fase
acuosa. A la fraccion cloroformica se le afiadio 2ml de hidroxido de potasio 5%. Si la coloracion

es roja la prueba era positiva.

Triterpenos.
A 1 ml de extracto se le afiadio 1 ml de cloroformo y 1 ml de Ninhidrina y se mezclé por

agitacion. Finalmente, se afiadieron 4 gotas de &cido sulfdrico concentrado. La prueba era
positiva si se presentaba una coloracién verde oscuro.

Alcaloides.
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A 1 ml de extracto se afiadié 10 ml de acido clorhidrico al 10%, después se calentd a punto de
ebullicion por 5 minutos y se dividio en tres tubos de ensayo, usando uno de ellos como testigo.
A los otros dos, se les agregaron dos gotas de reactivo Dragendorff; la prueba era positiva si se

presentaba una coloracion naranja.

Leucoantocianidinas
A 1 ml de extracto se afiadio 1 ml de &cido clorhidrico concentrado, 1 ml de agua destilada y 2

ml de alcohol amilico. La prueba indicaba resultado positivo si la coloracion era roja 0 marron.

Flavonoides.

A 0.5 ml de extracto se afiadié 2 ml de etanol absoluto y se dividié en 3 fracciones uno de ellos
como testigo; al segundo tuvo se le agregd 2 gotas de acido clorhidrico concentrado. Si la
coloracion es roja indica presencia de auronas o chalconas. Al tercer tubo se le agrego tres gotas
de hidroxido de sodio. Una coloracion amarilla indicaba la presencia de xantonas y flavonas.

RESULTADOS / DISCUSION
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De acuerdo con los resultados obtenidos con los extractos etandlico de chechén se observo la
presencia de las saponinas esteroide presentdndose en hojas y corteza, lactonas en todos los
organos de chechén, taninos en frutos y hojas, antraguinonas, hojas y corteza, alcaloide hojas

frutos y en xantonas frutos, hojas.

En la tabla 2 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado con diferentes
solventes, donde se muestra la alta variabilidad de los compuestos presentes en frutos, hojas,

corteza, raiz en chechén y Viguiera dentata hojas, raices, flores, tallos.

Tabla 2. Identificacion de metabolitos secundarios de Metopium brownei con diferentes solventes

Especie Metabolitos secundarios evaluados
[%] (2} W
©
3 3 £ S |S
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3 o g |8 = s |3
o (5] o) 8 8 (&) o
n w) [%] c — o
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[=) S I+ 1] ] = 5] —= o] > <
= ] n 9] — [ < < m < - < X
Frutos ++ +++ - - ++ + - ++
HOj as _ - ++ + +++ - - ++ +++ - - +
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Corteza LHclj ++ ++ - - +++ - ++ - +
Raiz - - +++ + +++ + - + - -
Frutos - +++ - - - B B . . .
Hojas - +++ +++ - - - - - - -
S
()
Corteza | (g HHE - - - - - - -
Raiz - - +++ - - - - - - -
Frutos - - - +++ - - - i+ B
+++
" o
HOJas c ++ +++ - - + - - - - +
=]
3
Corteza | < S - - - - - - -
Raiz - - +++ - +++ - - - - -
Frutos a e - +++ + - - - - - +++ -
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Hojas - +++ ++ - - - - - - -
Corteza - + ++ - - + - - - -
Raiz - - +++ - - + - + - -
Frutos - - +++ +++ +++ - - - +++ -
Hojas - - +++ | ++ - - - - - - -
©
>
Corteza 2’ - - +++ | +++ + + - - - - -
Raiz - - 4 | A+ | |+ |- - - - -

Simbologia: Negativo (-) Positivo (+), Presencia notoria (++) Presencia muy notoria (+++)

En cuanto al éter, las saponinas esteroides se presentaron en frutos y hoja, y las lactonas se
presentaron en hojas, corteza y raiz, y las leucoantociandinas se mostraron en frutos. En el caso
de acetona habia presencia de saponinas esteroide en hojas y corteza, lactonas en todos los
organos de chechén, los aminos en frutos, raiz y hojas, las leucoantociandinas en frutos. En
diclorometano se encontraron aponinas esteroide en frutos, hojas, corteza, las lactonas se
encontraron en todos los drganos, con mayor abundancia en raiz, las antraquinonas en corteza y
raiz, los taninos con poca presencia en los extractos acuosos. De acuerdo a estos resultados
pudimos observar la abundancia de metabolitos secundarios utilizando como solvente etanol y

extractos acuosos como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Cantidad de metabolitos encontrados en el tamizaje fitoquimico de Metopium brownei con diferentes

solventes
Material vegetal Cantidad de metabolitos encontrados
Metopium Etanol | Eter Acetona Diclorometano | Agua
brownei
Frutos 10 6 9 7 12
Hojas 12 6 7 5 5
Corteza 9 3 5 3 8
Raiz 8 3 6 5 10
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En la Tabla 3 se puede observar la cantidad de metabolitos secundarios, producidos con
extractos de Metopium brownei con diferentes solventes, obtenidos por cada material vegetal,
al utilizar el solvente etandlico el mayor contenido de metabolitos secundarios, fue en hojas
seguido de frutos. Al utilizar el solvente éter, se obtuvo mayor produccion de metabolitos en
frutos y hojas. Con el solvente de acetona, encontramos mayor produccién en frutos y hojas. En
cuanto a diclorometano, los frutos presentaron mayor concentecién de metabolitos seguidos de
hojas y raiz, en cuanto los extractos acuosos, encontramos en frutos y raiz. Cabe sefialar que los
valores se asignaron con conforme a la simbologia que contienen la Tabla 1 del tamizaje

fitoquimico.

Tabla 4. Identificacion de metabolitos secundarios de Viguiera dentata con diferentes solventes

Especie Metabolitos secundarios evaluados
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Raiz - - ++ - - - - - - -
2
Flores IS + - - - - - B I
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e
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>
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Simbologia: Negativo (-) Positivo (+), Presencia notoria (++) Presencia muy notoria (+++)

Con respecto a los extractos de V. dentata (Tabla 4) al utilizar etanol encontramos saponinas
esteroide en hojas; las lactonas se encontraron todos los materiales vegetales, asi como los
taninos. Los alcaloides solo en hojas se presentd este metabolito, las leucoantociandinas se
presentaron positivamente, las xantonas se presentaron en todos los érganos positivamente. En
cuanto los extractos de éter saponinas, los esteroides se encontré en hojas, las lactonas en todas
las muestras, con respecto a los taninos se encontraron en todos los 6rganos evaluados. Usando
la acetona, los alcaloides se encontraron en hojas, las leucoantociandinas en hojas y flores, las
lactonas se encontraron en todos los 6rganos y en los alcaloides solo en hojas se presentd, Las
leucoantociandinas se presentaron en hojas y las xantonas en los tallos. Con diclorometano solo
se encontrd xantonas en hojas, saponinas esteroide en hojas, las lactonas estuvieron presentes
en todos los 6rganos, los alcaloides solo en hojas y las leucoantociandinas solo en hojas, Las
xantonas se presentaron en flores y hojas. En cuanto los extractos acuosos los taninos se
presentaron en todos los 6rganos evaluados, los alcalodes y leucoantociandinas solo en hojas

teniendo mayor presencia los ultimos.
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Tabla 5. Cantidad de metabolitos encontrados en el tamizaje fitoquimico de Viguiera dentata con diferentes

solventes
Material vegetal Cantidad de metabolitos encontrados
Viguiera dentata | Etanol Eter Acetona | Diclorometano Acuosos
Raiz 7 5 3 2 3
Flores 10 5 3 2
Tallo 7 5 4 1 2
Hojas 12 10 8 7 6

En la Tabla 5 podemos ver la cantidad de metabolitos secundarios obtenidos por cada material
vegetal empleado de V. dentata. En la extraccion con etanol, las hojas presentaron mayor
contenido de metabolitos secundarios, seguido del extracto de flores. Con éter y acetona se
obtuvo mayor obtencion de metabolitos en hojas. En cuanto a diclorometano en los extractos

acuosos se encontrd que las hojas presentaron una mayor concentracion.

En resumen, los tamizajes fitoquimicos realizados en todos los extractos evaluados
determinaron la presencia de saponinas, lactonas, taninos, alcaloides, aminos y flavonas,
presentandose principalmente estos metabolitos en hojas, corteza y frutos de chechen; y en el
caso de Tajonal, en hojas y flores lo cual permite hipotetizar la presencia de una gran diversidad

de compuestos en los tejidos de estas dos plantas.

En un estudio similar realizados con extractos etandlicos y acuosos de 36 especies de plantas,
se report6 que las saponinas se encontraron principalmente en semillas y hojas, resultando ser
los metabolitos menos frecuentes en las especies estudiadas; los taninos y alcaloides se
encontraron en moderada proporcion en las hojas de las especies estudiadas (Beltran Villanueva
etal., 2013), de forma similar a los resultados obtenidos en este estudio, encontrandose la mayor

cantidad de taninos y alcaloides en los frutos y hojas de chechen, respectivamente.
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En otro estudio realizado con hojas, flores y tallo de Helychrysum sp. se encontraron quinonas
en tallos y flores (Garcia et al., 2010), de forma distinta a los resultados obtenidos en este
estudio, ya que no hubo presencia de estos metabolitos en los tejidos analizados de M. brownei

y V. dentata.

De igual forma, se ha reportado que las hojas y semillas son las de mayor produccion de
metabolitos secundarios en numerosas especies (Roca., et al 2009; Castillo Mompié et al., 2014;
Robles-Garcia et al., 2016) de forma concordante a los resultados encontrados en este estudio,
donde los extractos de hojas de chechen y tajonal presentaron la mayor concentracion de éstos
en las hojas.

Con respecto a la caracterizacion de la bioactividad de los metabolitos secundarios, se ha
reportado que en Sorghum bicolor, los metabolitos secundarios exudados por sus raices
destacandose las cumarinas y flavonoides, tienen bioactividad al aplicarse en semillas de la
especie arverse Pilocarpus goudotianus, inhibiendo o activando la germinacion (Santos et al.,
2014; Netzly et al., 1988; Vyvyan, 2002). Por otro lado, los extractos alelopaticos de Datura
metel contienen cumarinas, flavonides, taninos, alcaloides y triterpenos y son eficaces para
inhibir la longitud de los brotes y raices de plantas de Parthenium hysterophorus L., una arvense
conocida como atrayente de la mosca blanca causante de pérdidas en los cultivos (Javaid et al.,
2010; Yaranga Zaga, 2015).

Gracias a los estudios realizados se determina que los metabolitos secundarios de M. brownei y
V. dentata que pudieran tener potencial alelopatico son mayoritariamente de naturaleza polar,
dado que las extracciones con mayor rendimiento de metabolitos secundarios fueron la
realizadas con etanol o agua. De igual forma, se establece que las hojas de ambas especies
constituyen una buena fuente de compuestos bioactivos con actividad herbicida, ya que los
metabolitos encontrados, en especial los flavonoides, taninos y alcaloides, han sido probados

por su actividad alelopatica.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se reporta por primera vez el estudio fitoquimico de los extractos crudos de M.
borwnei y V. dentata, siendo los resultados obtenidos clave para el desarrollo de estudios
posteriores dirigidos a la evaluacion de su potencial bioherbicida para el manejo organico de las

malezas de la region.

En ese sentido, en las hojas, corteza y frutos de chehén se encontro principalmente presencia de
metabolitos secundarios como saponinas lactonas, taninos, alcaloides, aminos y flavonas. Se
sabe que estos conpuestos naturales poseen efecto alelopatico sobre otras especies de plantas,
hecho que confirma el potencial de chechen (M. brownei) y tajonal (V. dentata) para el
desarrollo de bioherbicidas. En ese sentido, se observd que los extractos de tajonal presentan
mayor abundancia de metabolitos secundarios cuando se preparan a partir de hojas y flores,

mientras que para chechen fueron los obtenidos a partir de hojas y frutos.

Los hallazgos derivados de este estudio establecen las bases para el desarrollo de nuevas
estrategias experimentales dirigidas hacia el desarrollo de tecnologias agricolas aplicables a los

agroecosistemas sostenibles.
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7.3 Potencial fitotoxico de extractos crudos de Metopium brownei y Viguiera

dentata sobre la germinacion de Macroptilium atropurpureum y Ballota nigra

RESUMEN
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La alelopatia es un fendmeno basado en la liberacion de metabolitos por las plantas, afectando
el establecimiento de otras especies, favoreciendo su dominancia en los ecosistemas. Por lo
anterior, las plantas alelopaticas son fuente potencial de bioherbicidas. Existen reportes de que
las especies Metopium brownei y Viguiera dentata, nativas de la peninsula de Yucatan, tienen
efecto alelopatico. Sin embargo, no se han evaluado sus extractos sobre especies arvenses
nativas de la region. Por lo anterior, el presente estudio estuvo dirigido a determinar el efecto
inhibitorio de extractos crudos acuosos y etanélicos obtenidos de distintos érganos de ambas
especies, sobre la germinacion y crecimiento in vitro de las arvenses Macroptilium
atropurpureum y Ballota nigra, ambas de gran distibucion y abundancia en la region. Para ello,
se expusieron semillas de las dos especies de malezas a los extractos preparados en distintas
dosis, determinandose pasados diez dias el porcentaje de germinacion presente en cada
tratamiento. Los extractos acusosos de M. brownei tuvieron mayor efecto alelopatico contra M.
atropurpureum, inhibiendo hasta en un 80% su germinacién a una dosis del 20%. De igual
forma, los extractos etanélicos obtenidos a partir de frutos y hojas de M. Brownei y V. dentata,
respetivamente, lograron la inhibicion del 100% de la germinacion de dicha arvense cuando se
aplicaron a dosis del 20%. Por su parte, los extractos acuosos de V. dentata fueron los mas
efectivos contra Ballota nigra, inhibiendo su germinacién al 100% tras aplicarse a dosis tan

bajas como del 0.3%.

Palabras claves: biohebicidas, malezas, inhibicion de la germinacion, extractos crudos.

ABSTRACT

Allelopathy is a phenomenon based on the release of metabolites by plants, affecting the
establishment of other species, favoring their dominance in ecosystems. Therefore, allelopathic

plants are a potential source of bioherbicides. There are reports that the species Metopium

47



brownei and Viguiera dentata, native to the Yucatan Peninsula, have an allelopathic effect.
However, their extracts on native weed species of the region have not been evaluated. Therefore,
the present study was aimed at determining the inhibitory effect of crude aqueous and ethanolic
extracts obtained from different organs of both species, on the germination and in vitro growth
of the weeds Macroptilium atropurpureum and Ballota nigra, both of great distribution and
abundance. in the region. To do this, seeds of the two weed species were exposed to the extracts
prepared at different doses, determining the percentage of germination present in each treatment
after ten days. The aqueous extracts of M. brownei had a greater allelopathic effect against M.
atropurpureum, inhibiting its germination by up to 80% at a dose of 20%. Similarly, the
ethanolic extracts obtained from the fruits and leaves of M. Brownei and V. dentata, respectively,
achieved 100% inhibition of the germination of said weed when applied at a dose of 20%. On
the other hand, the aqueous extracts of V. dentata were the most effective against Ballota nigra,

inhibiting its germination 100% after applying doses as low as 0.3%.

Keywords: biohebicides, weeds, germination inhibition, crude extracts.

INTRODUCCION

El control de malezas es uno de los grandes problemas para la agricultura. EI uso constante de
herbicidas ha alterado el medio ambiente y la biodiversidad (Wyse, 1994; Ozores-Hampton,
1998; Najul & Anzalone, 2006). La alta persistencia de los herbicidas de sintesis quimica mas
utilizados a nivel mundial ha provocado que se encuentren sus residuos en cuerpos de agua
superficial y subterranea de Estados Unidos de América y han sido prohibidos en varios paises

de la Comunidad Europea (Hansen, et al., 2013).
Por otro lado, las plantas alelopaticas segregan compuestos secundarios que inhiben la

germinacion de otras especies (Garrido-Godino, 2019). Dichas especies se conocen como

aelopaticas y resultan una fuente interesante de herbicidas organicos. Asi, la alelopatia es un
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fendmeno ecoldgico natural, que se conoce y maneja en la agricultura desde la antigiiedad
(Zeng, 2008; 2014).

Diversos extractos vegetales han demostrado ser efectivos, su obtencién es de bajo costo y no
contaminan al medio ambiente (Alvarez et al., 2013). Las sustancias con actividad alelopatica
son &cidos fendlicos, flavonoides, terpenoides, alcaloides y quinonas. Estas se encuentran en
todos los 6rganos de las plantas (Rabotnikof et al., 2005) y son liberadas por las plantas al medio
ambiente a través de exudaciones radicales, lixiviacion por el agua desde las partes aéreas, como
compuestos volatiles y posterior a la descomposicion de los residuos vegetales (Rabotnikof et
al., 2005).

El efecto de los compuestos aleloquimicos sobre la germinacién y el crecimiento puede suceder
a través de la disminucion de la actividad del crecimiento de las raices e hipocétilo, eliminacién
de la actividad hormonal, inhibicion de la fotosintesis y de la respiracion, reduccion de la
permeabilidad de las membranas y/o inhibicion de la accion enzimética, entre otros mecanismos
(Rice 1974; Céspedes et al. 2006).

De acuerdo a lo anterior, los metabolitos secundarios con efecto alelopatico se han convertido
en una fuente de nuevos herbicidas (Gliessman,2002; Robayo & Rodriguez, 2006). La
realizacion de evaluaciones del potencial alelopatico de especies nativas de las zonas agricolas
sobre las especies arvenses que afectan los cultivos resulta de interés si de desea desarrollar
productos bioherbicidas eficaces.

Por ejemplo, los extractos de hojas de Parthenium hysterophorus actian inbiendo la
germinacion y desarrollo de la raiz de Oryza sativa L., Zea mays L. y Triticum aestivum L.
(Maharjan et al., 2007). Por su parte, los extractos de hojas de mango (Mangifera indica L.)
reducen la germinacion y la longitud de los brotes y raices de plantulas de Parthenium
hysterophorus L (Javaid et al., 2010).

De igual forma, las plantaciones de arboles comerciales como Eucalyptus y Pinus liberan
metabolitos secundarios que llegan al suelo e inhiben la germinacién de arvenses (Espinosa-
Garcia et al. 2008; Zhang et al. 2010; VVokou et al. 2003).
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En ese sentido, Metopium brownei y Viguiera dentata han sido descritas por ser potencialmente
alelopéticas (Anaya et al., 1999; Anaya, 1999; Anaya et al., 2001) pero no se han realizado
estudios especificos para evaluar su efecto sobre malezas de la peninsula de Yucatan. En
estudios previos, se observo que Macroptilium atropurpureum y Ballota nigra son especies
arvenses muy abundante en las zonas cultivables de la region. Por tanto, se seleccion6 como
modelo de estudio para evaluar la fitotoxicidad de los extractos acuosos y etanolicos de M.
brownei y V. dentata, mismos que en estudios preliminares, presentaron alta presencia de
metabolitos secundarios con potencial alelopatico. Los resultados obtenidos de este estudio se

presentan y discuten a continuacion.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las muestras.

Las muestras de tejidos vegetales de Metopium brownei y Viguiera dentata se obtuvieron del
rancho Xamantun, incluyendo muestras de hojas de plantas adultas, frutos, corteza, raiz y en el
caso de Viguiera dentata hojas, flores, tallos y raices. Cabe mencionar que cada muestra se
colecto por separado, con el fin de no revolver las muestras colectadas. EI material vegetal fue
procesado el mismo dia de su colecta, separando las diferentes estructuras vegetales para su
secado y posterior analisis.

Desinfeccion

Este proceso se realizd6 empleando una solucion de hipoclorito de sodio al 5% durante 10
minutos para el lavado de las hojas. Hecho esto, se enjuagaron con abundante agua estéril y se
procedié a su deshidratacion. En cuanto las semillas evaluadas se utilizaron se les dio un previo
tratamiento que este consistia en lavar en una solucion de 250 ml formulada con hipoclorito de
sodio al 5%, 8 gotas de detergente y 12 gotas del desinfectante comercial Microdyn (MR). El
procedimiento de desifeccion se realizé durante 15 a 20 minutos, en agitacion continua en placa

de agitacion. Hecho lo anterior, se procedi6 a realizar cuatro lavados con agua estéril.
Deshidratacién y obtencion de los extractos.

El material vegetal se deshidrat6 a una temperatura de 55°C en estufa de secado durante 3 dias.

Una vez deshidratadas las muestras, se trituraron y se maceraron en un matraz Erlenmeyer de
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vidrio con 3 volimenes (v/v) de etanol absoluto o agua, por 36 horas y a 4°C. Una vez terminado
este procedimiento, las muestras tratadas con etanol se filtraron para proceder a la extraccion
por arrastre de vapor en rotavapor, empleando una temperatura de 70°C del bafio y a 120 rpm.
La obtencidn de los extractos acusos se realizd retirando el material vegetal del macerado y
filtrando los extractos. Ambos extractos fueron mantenidos en frascos ambar y en refrigeracion

a 4°C hasta su uso.

Evaluacion de la fitotoxicidad de los extractos mediante la técnica RSF

Una vez obtenidos los extractos, se procedié a realizar la determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI, por sus siglas en inglés) de la germinacion de las semillas de la
arvense. Para ello, se realizaron bioensayos con distintas concentraciones de los extractos en
diluidos en agua estéril, aplicandose a discos de papel filtro y colocandolos en cajas Petri, en los
que se dispusieron diez de las semillas a evaluar. Como control positivo se empled pirocatecol
a una concentracion de 5 x 10 M disuelto en DMSO al 0.05% y como control negativo, agua
estéril. La determinacién del potencial fitotoxico se realizo registrando los datos de la medida
de crecimiento del hipocoétilo y raiz tras exponer a las semillas de las especies evaluadas por 10
dias. Los datos se analizaron por ANOVA de una via y la prueba de medias de Tukey (0=0.05),
usando el software Infostat V. 2017.

RESULTADOS / DISCUSION

Se evaluaron los extractos acuosos y etandlicos de Metopium brownei y Viguiera dentata en
la germinacion de Macroptilium atropurpureum. Los porcentajes de germinacién obtenidos

con las distintas dosis aplicadas se observan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Efecto alelopético de los extractos de Metopium brownei y Viguiera dentata sobre la germinacion de
Macroptilium atropurpureum

Metopium brownei

Viguiera dentata

Concentracion

Extracto Acuoso

Hoja Fruto corteza Raiz Hoja Flor Tallo Raiz
C- 66+47.14 2 66+47.142 66+47.1° 66+47.14° | 56+41.89° | 56+41.89% | 56+41.89° | 56+41.892

C+ 0+0% 0+02 0+02 0+0? (0 0+0? 0+02 0+02
0.3% 20+28.28? 46+41.09% | 20+28.28° | 20+28.28% | 83+16.99% | 43+41.89% | 63+44.96% | 33+47.142
0.5% 23+32.99% | 26+37.71% | 23+32.9% | 23+£32.99% | 90+14.14° | 56+41.89% | 33+47.14* | 36+44.96°
1% 20+28.28 2 23+32.99% | 36+44.96% | 36+44.96% | 76+26.24% | 36+44.96% | 63+44.96% | 43+41.89?
2.5% 43+41.092 33+47.142 33+32.92 33+47.14% | 83+2357% | 66+47.14% | 43+41.89° | 40+43.20°
8% 13+18.85% 23+37.712 23+32.92 23+32.992 93+9.42° 56+£41.89% | 33x47.14% | 33+47.142
13% 40+43.20° | 43+41.89% | 50+40.8% | 50+40.82% | 73+37.71% | 63+44.96% | 33+33.99% | 43+41.89°
20% 20£28.28? 20+28.28? 36+44.92 36+44.96° 83+23.% 40+43.20% | 46+33.992 | 36+44.96°

Extracto Etandlico

C+ 661422 66+41.89% | 66+41.89% | 66+41.89% | 56+41.89% | 56+41.89° | 56+41.89% | 56+41.892

C- 0+07? 0+0a 0 +0a 0+02 0+02 002 0+0?2 0+02
0.3% 80+282 86+18.85% | 23+£32.99% | 36+44.96° | 56+24.94?2 | 43+26.24° | 63+44.96° | 33+47.14°
0.5% 86+182 76+£332 23+£32.99% | 46+41.89% | 63+£32.99% | 53+36.24% | 33+47.14% | 36+44.96%
1% 73£372 331047.14% | 43+41.89% | 10+14.14% | 66+16.99% | 73£37.71* | 36%44.96% | 43+41.892
2.5% 73+£374 83+23.57% | 43+41.89% | 26+37.71* | 66+16.992 | 46+41.09% | 43+41.89% | 43+41.892
8% 43+41° 53+410°% | 63+44.96% | 20+28.28* | 30+24.94% | 36+38.58% | 36+44.96° | 36+40.27¢
13% 50+402 33+47.140% | 46+41.09% | 26+37.14% | 10+16.32% | 53+24.94% | 46+41.06% | 33+47.142
20% 63+442 0+02 63+44.962 | 13+18.85% 0+0° 33+47.14% | 33+47.14% | 36x40.272

Donde: 2 Literales distintas indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la prueba de Tukey

(P<0.05)

Los resultados indicaron que, de los extractos acuosos, los mas efectivos en controlar la

germinacion de Macroptilium atropurpureum fueron los preparados a partir de hojas y frutos

de M. brownei, suprimiéndola alrededor de un 80%. Sin embargo, no hubo diferencia

estadistica significativa entre los resultados obtenidos con los distintos extractos acuosos de

las dos especies evaluadas. Por otro lado, los extractos etanélicos preparados a partir de hojas
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de V. dentata y frutos de M. brownei fueron los més efectivos contra esta arvense, logrando

suprimir su germinacion al 100% cuando se aplicaron a una dosis del 20% de concentracion.

Estos resultados concuerdan con el efecto alelopatico observado al aplicar a concentraciones
elevadas, 25, 50 y 100%, el extracto acuoso preparado a partir de hojas de girasol (Helianthus

annuus) sobre la germinacion de Setaria ungulata y Chenopodium mural (Espejo et al., 2014).

Es importante resaltar que al evaluar los extractos acuosos de hojas de Viguiera dentata a dosis
por encima del 0.3%, se observaron porcentajes de germinacion superiores a los obtenidos en
el Control (-), por lo que se presume que dicho extracto tiene potencial para promover la

germinacion.

Es comun que los extractos acuosos aplicados a bajas dosis puedan tener efectos promotores de
la germinacion de semillas, como se reporto para los obtenidos a partir de hojas del corocillo
(Cyperus rotundus L.), que favorecié la germinacion de semillas de ajonjoli (Sesamum
indicum L.) cuando se aplicd a dosis de 0,5y 1,0%. EI mismo extracto podia funcionar como
inhibidor cuando se aplicaba a dosis superiores, entre el 1,5y 2,0% (Laynez-Garsaball &
Méndez-Natera, 2006).

De igual forma, como se puede observar en la Figura 1, los extractos acuosos de frutos y corteza

de M. brownei promueven el desarrollo del hipocotilo y raiz.

En estudios similares, los extractos de Cladonia verticillaris al aplicarse a bajas dosis, no
tuvieron efectos sobre la germinacion de semillas de lechuga (Lactuca sativa L.); sin embargo,
condujeron a modificaciones en el hipocétilo de las plantulas y el desarrollo de las raices (Tigre
etal., 2012). De forma contraria, los extractos de hojas y raices de Limnocharis flava al aplicarse
a altas dosis en semillas de arroz (Oryza sativa) reducian el alargamiento de la radicula y el

causando retraso en el crecimiento de las plantulas (Ranawakage et al.,2014)
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Figura 1. Efectos de los extractos acuosos de V. dentata en el desarrollo inicial de Macroptilium atropurpureum.
Donde: hojas (H), Corteza(C), Flores (F) y Raiz (R) de V. dentata. El porcentaje indica la dosis evaluada del
extracto. A) H8%, B) H15%, C) H20%; D) F8%, E) F15%, F) F20%, G) C8%, H) C15%, |) C20%, J) R8%, K)
R1.5%, L) R20%.

Por su parte, como se puede observar en la Tabla 2, los extractos acuosos preparados a partir de
V. dentata fueron altamente alelopaticos contra Ballota nigra, inhibiendo totalmente la
germinacion de sus semillas desde dosis del 0.3%. Con respecto a los extractos etanolicos, los
obtenidos a partir de hojas, corteza y raices de Metopium brownei presentaron mayor
bioactividad (Figura 2), causando la fenolizacion de los embriones (Figura 2J, K). Sin embargo,
los extractos de ambas especies evaluadas presentaron actividad inhibitoria de la germinacion

de Ballota nigra al 100% cuando se aplicaron a dosis superiores al 2.5%.
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Tabla 2. Efecto alelopatico de los extractos de Metopium brownei y Viguiera dentata sobre la germinacion de

Ballota nigra
Metopium brownei Viguiera dentata
Concentracion Extracto Acuoso

Hoja Fruto corteza Raiz Hoja Flor Tallo Raiz

C- 96+4.7b 96+4.72 96+4.72 96+4.72 70£4228 70x422 70£428 70£4228
C+ 0+0 0+0a 0+02 002 002 0+0° 0+02 0402
0.3% 16+23a 36+442 36+442 30£422 0+0? 0+0? 002 0+0?2
0.5% 334472 704422 704422 23+322 0+0? 0+0° 0+02 0+02
1% 26£37¢ 50+402 46+412 50+40? 0+07 0+02 0+02 0+07?
2.5% 204282 631442 631442 304422 002 0+0° 0+02 0+02
8% 26£37¢ 56+418 56+412 33472 0+07 0+02 0+02 0+0?
13% 23+32a 404432 364442 10+142 002 0+0° 0+02 0+02
20% 33x478 26+37¢ 26+37¢ 13+182 0+08 0+02 0+072 0+0?

Extracto Etandlico

C+ 96+4.7° 96° 96° 96P 70+42° 70x422 70+42° 70+42b
C- 0+0? 0+0a 0+0?2 0+0? 0+0? 0+0? 0+0?2 0+02

0.3% 0+02 13+1882 0+02 0+02 13+182 40432 20+282 20282

0.5% 0+0? 13+182 0+0?2 0+0? 0+0? 43+4148 0+0?2 20282
1% 0+0° 6+9° 0+02 002 002 0+0° 0+02 0+02
2.5% 0+07? 0+0?2 0+02 0+0? 0+0? 0+0? 0+0?2 0+02
8% 0+0° 0+02 0+02 002 002 0+0° 0+02 0+02
13% 0+0? 0+0?2 0+0?2 0+0? 0+0? 0+0? 0+0?2 0+02
20% 0+0° 0+02 0+02 002 002 0+0° 0+02 0+02

Donde: ¢ Literales distintas indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la prueba de Tukey

(P<0.05)

55




Figura 2. Efectos producidos por extractos etandlico de diferentes concentraciones de M. brownei en la

germinacién de B. nigra. Donde: hojas (H), Corteza(C), Flores (F) y Raiz (R) de V. dentata. El porcentaje indica
la dosis evaluada del extracto. A) Control+, B) Control-, C) H8%, D) H15%, E) H20%, F) F8%, G) F15%, H) 20%,
1) C8%, J) C15%, K) C20%, L) R8%, M) R1.5%, N) R20%.

CONCLUSIONES

En general, los extractos etandlicos obtenidos a partir de frutos de M. brownei y hojas de V.
dentata fueron los més efectivos para inhibir la germinacion de Macroptilium atropurpureum.
De forma similar a otros extractos alelopaticos reportados en la literatura, los extractos acuosos
preparados a partir de hojas de flores y hojas de V. dentata pueden promover la germinacion de

M. atropurpureum.

Por lo anterior, es importante destacar la importancia de las evaluaciones en laboratorio para
establecer las dosis que en campo pudieran resultar promisorias para inhibir la germinacion de
semillas de las malezas de interés ya que, de caso contrario, podria promoverse su

establecimiento.
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Por otro lado, los extractos acuosos de V. dentata se postulan como la mejor alternativa para el
manejo de B. nigra. Dado que V. dentata es una especie de interés para el sector apicola de la
region, resulta de interés evaluar en trabajos futuros el potencial de los extractos acusosos
preparados a partir de material vegetal seco colectado en campo; ya que de resultar efectivos
aun a dosis mas altas, representaria una excelente alternativa de aprovechamiento de la biomasa

seca de esta especie sin afectar la produccion de miel al cosechar la materia viva.
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8. CONCLUSION

La realizacion del tamizaje fitoquimico de los extractos crudos obtenidos para Metopium
brownei a partir de hojas, cortezay frutos permitié determinar la mayor presencia de metabolitos
secundarios con potencial alelopatico, como son las saponinas, lactonas, taninos, alcaloides,
aminos y flavonas. En V. dentata, por su parte, la mayor cantidad de metabolitos secundarios se
presentd en hojas y flores. De igual forma, los extractos etandlicos y acuosos fueron los que
presentaron mayor abundancia de metabolitos secundarios, en comparacion con los restantes
solventes evaluados; por lo que se postula a dichas estrategias de extraccion como las ideales

para el aislamiento de compuestos bioactivos para ambas especies.

Los extractos acuosos y etanolicos de Metopium brownei y Viguiera dentata presentaron efecto
alelopatico eficaz para inhibir de la germinacién de semillas de las tres especies de arvenses

evaluadas.

En especifico, los extractos etanolicos crudos obtenidos a partir de frutos de M. brownei y hojas
de V. dentata fueron mas eficientes para suprimir la germinacion de Senna uniflora y
Macroptilium atropurpureum. Finalmente, todos los extractos acuosos preparados a partir de

material vegetal fresco de V. dentata resultaron fitotoxicos para Ballota nigra.

Dado que las preparaciones evaluadas resultaron ser fuente potencial de productos bioherbicidas
de aplicacion en el manejo de los agroecosistemas, resulta de especial interés caracterizar
guimicamente y de forma cuantitativa los metabolitos secundarios presentes en ambos extractos.
Lo anterior, permitira aislar los metabolitos alelopaticos y realizar ensayos mas dirigidos con
concentraciones bien definidas, lo que posibilitara el desarrollo de productos més eficaces para

el manejo de las malezas.
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9. ANEXOS

Evidencia del envio del articulo “Efecto alelopatico de Metopium brownei y Viguiera dentata
sobre Senna uniflora” a la Revista Mexicana de Ciencias Agricola

inifap e

ILSTITUTO YACIIAL BE I/ETICACCHRES TORESTALES AGNICLYS Y POMAIVE REVISTA MEXICANA DE CIENCIAS AGRICOLAS

Texcoco, Estado de México, 08 de octubre de 2021
Nam, Ref.: 3015-21

Dra. Norma Laura Rodriguez-Avila
Tecnolégico Nacional de México
Presente

Por este medio le agradezco y acuso de recibido su manuscrito intitulado: “Efecto alelopético de
Meropium brownei'y Viguiera dentala sobre Senna uniflora cuyos autores (as) Abigail Malerva-Diaz,
Bernardino Candelaria-Martinez y Norma Laura Rodriguez-Avila que fue propuesto para su posible publicacion
a la Revista Mexicana de Ciencias Agricolas. Le notificamos que el texto inicial del manuscrito, autores (as)

principal y los coautores(as), autor(a) para correspondencia no podran alterarse y quedaran como se envia en
esta version.

Asimismo, me permito informarle que su contribucion sera enviada a revision técnica por los arbitros
que se designen en la REMEXCA, en caso de ser aceptado se le notificard sobre las observaciones
correspondientes.

Agradezco su colaboracion y le envio un cordial saludo.

Atentamente
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Dra. Dora Ma. Sanqennan-\latquh
Editora en Jefa de la Revis
Mexicana de Ciencias Aaric
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