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RESUMEN

La alelopatia es descrita como el efecto positivo o negativo que puede causar una planta en
el crecimiento y desarrollo de otra, a través de la liberacion de componentes quimicos al
ambiente. El tarwi Lupinus mutabilis Sweet. es una leguminosa originaria de la zona andina
cuyos granos tienen alto contenido de proteinas; sin embargo, poseen sabor amargo debido
a la presencia de alcaloides, éstos son metabolitos que han sido reportados como potenciales
componentes aleloquimicos, cuyos usos en agricultura estan siendo investigados. Se
condujeron experimentos en laboratorio para determinar el efecto de 5 concentraciones (0,
1.55, 3.1, 4.65 y 6.2 mg/ml) de extracto acuoso de alcaloides del tarwi sobre la germinacion
y crecimiento de las plantulas in vitro de tres especies de malezas Amaranthus dubius, Bidens
pilosa y Medicago polymorpha, en las cuales se evalu6 el porcentaje de germinacion y las
longitudes de radicula e hipocotilo de las plantulas. Se observo una relacion inversamente
proporcional entre las dosis y ambas longitudes evaluadas para todas las especies, siendo A.
dubius la mas afectada en germinacion y M. polymorpha en crecimiento de plantula. Se
puede considerar a 4.65 mg/ml como la concentracién de extracto que produce mayor

reduccion de la germinacion y del crecimiento de plantulas.

Palabras clave: alelopatia, tarwi, malezas, alcaloides, extracto acuoso, germinacion,

crecimiento de plantulas.



ABSTRACT

Allelopathy is described as the positive or negative effect of one plant cause on the growing
of another, which occurs through the release of chemical components to the environment.
The ‘tarwi’ Lupinus mutabilis Sweet. is a native legume from the Andean region whose
grains have a high protein content, however, these have a bitter taste due to the presence of
alkaloids, metabolites that have been reported as allelochemical components, whose uses in
agriculture are being investigated. Laboratory experiments were conducted to determine the
effect of 5 concentrations (0, 1.55, 3.1, 4.65 and 6.2 mg/ml) of aqueous extract of tarwi
alkaloids on the germination and growth of in vitro seedlings of three species of weeds;
Amaranthus dubius, Bidens pilosa and Medicago polymorpha, in which the germination
percentage, radicle and hypocotyl lengths of the seedlings were evaluated. An inversely
proportional relationship between the doses and both lengths evaluated for all species was
considered, having A. dubius germination and M. polymorpha seedling growth as the most
affected. A 4.65 mg/ml can be considered as the extract concentration that produces

significant reduction of germination and plant growth.

Key words: allelopathy, tarwi, weeds, alkaloids, aqueous extract, germination, seedling
growth.



I. INTRODUCCION

Gran parte de la agricultura en el Per( esta centrada en la costa, es aqui donde se cultivan
especies de interés que contribuyen a la seguridad alimentaria tanto nacional como mundial.
Los principales cultivos en los valles son: maiz amarillo (Zea mays), arroz (Oryza sativa) y
cafia de azUcar (Saccharum officinarum), mientras que en las zonas éaridas, el riego
tecnificado permite el desarrollo de cultivos de exportacién como esparrago (Asparagus
officinalis), palta (Persea americana), uva (Vitis vinifera) y pimiento (Capsicum annuum),
estos cultivos ocupan una superficie de 449 878 hectéareas en todo el territorio nacional
(Helfgott et al., 2010; MINAGRI, 2018).

En campo, durante el establecimiento y desarrollo de los cultivos, la presencia de las malezas
representa una amenaza constante para el agricultor. La interferencia de las ‘malas hierbas’
con los cultivos es la suma de competencia por agua, luz y nutrientes; generando pérdidas
tanto econdmicas, como en calidad y rendimiento de los productos, desperdiciandose
enormes cantidades de energia, sobre todo no renovable (Rodriguez, 2012). Para asegurar
los mejores rendimientos y evitar pérdidas econdmicas, es necesario el manejo integrado de
plagas, enfermedades y malezas; sin embargo, se suele abusar del control quimico con el uso

de herbicidas sintéticos para el caso de las malezas.

En la actualidad, la aplicacion de herbicidas representa un problema importante en los
sectores agricola y salud, debido al uso indiscriminado de los productos y la mala ‘praxis’
durante la aplicacion en campo, poniendo en riesgo tanto al aplicador como al usuario.
Ademas, si no se cumple con el manejo integrado de malezas en campo, las malezas pueden
generar resistencia o alta tolerancia a los quimicos, ocasionando cuantiosas pérdidas

econdmicas al agricultor.

Por otro lado, el comercio de productos organicos a nivel mundial ha tenido un crecimiento
del 69% al afio 2015 con respecto al 2011, conservando una tendencia a aumentar, tanto en
produccion como en hectareas cultivadas (Campos et al., 2017). Asimismo, el aumento
constante en la conciencia publica sobre el cuidado del ambiente y la calidad de los alimentos
obliga a buscar nuevos métodos de control mucho mas inocuos. Dentro de este control
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alternativo, encontramos a los herbicidas de origen natural cuyo principal mecanismo es la
alelopatia (Weston y Duke, 2003).

El uso de herbicidas de origen natural es la herramienta fitoquimica alterna al uso de
herbicidas sintéticos. Los bioherbicidas estan intimamente ligados al desarrollo de las
técnicas de aislamiento e identificacién de compuestos, que generalmente tienen un efecto
alelopatico. Esto supone una ventana para el manejo integrado de malezas en agricultura
organica por el minimo impacto ambiental en su elaboracion y aplicacién. Ademas, la

aplicacion de bioherbicidas no causa efectos adversos en la salud humana (Alvarez, 2012).

Asimismo, se potenciaria la revaloracion del cultivo de tarwi (L. mutabilis Sweet.), que a
pesar de ser una leguminosa rica en proteinas (44.3%) y aceites esenciales (16.5%), no posee
un consumo muy difundido en nuestro pais, probablemente por el alto contenido de
alcaloides que poseen sus granos, teniendo que pasar por procesos previos como son la
coccion y lavado de las semillas para su consumo. Estos alcaloides, en lugar de ser

desperdiciados, pueden contribuir favorablemente a la agricultura (Tapia, 2015).

El presente trabajo presenta una alternativa al control quimico de malezas en los diversos
cultivos, utilizando a los alcaloides quinolizidinicos provenientes de los granos de tarwi,
como agentes aleloquimicos, obteniendo un extracto acuoso que causa un efecto
bioherbicida sobre las malezas aplicadas afectando sus procesos fisioldégicos de manera

irreversible.

1.1 Objetivo general

o Determinar el potencial fitotdxico del extracto acuoso de los alcaloides provenientes
de los granos de Lupinus mutabilis Sweet sobre tres malezas de importancia en la

costa peruana (Amaranthus dubius, Bidens pilosa y Medicago polymorpha).

1.2 Objetivos especificos
e Evaluar el efecto de la aplicacion del extracto acuoso de los alcaloides Lupinus

mutabilis Sweet. sobre la germinacion in vitro de Amaranthus dubius, Bidens pilosa
y Medicago polymorpha.

e Evaluar el efecto de la aplicacion del extracto acuoso de los alcaloides Lupinus
mutabilis Sweet. sobre el crecimiento y desarrollo de plantulas de Amaranthus

dubius, Bidens pilosa y Medicago polymorpha.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 GENERALIDADES DE Lupinus mutabilis Sweet.
2.1.1 Situacién actual del tarwi

Segin FAO (2000), Lupinus mutabilis es la Gnica leguminosa de grano comestible cuyo
origen se enfoca en los Andes, teniendo una extension desde Ecuador hasta Argentina, bajo
diferentes sistemas de produccion. Camarena et al. (2012) mencionan que hasta el afio 2012,
la superficie cosechada mundial del Lupinus habia ido en descenso, llegando a 678 mil
hectareas en el afio 2009, siendo el menor nivel registrado desde 1983. Sin embargo, en los
altimos afios ha ido en aumento, para el afio 2016 se cultivaron alrededor de 2 millones de
hectareas con Lupinus en todo el mundo, de los cuales el 60% se destina a la produccion de

grano y el 40% a forraje y abono verde.

Segun datos del MINAGRI (2017) hay incrementos paulatinos en la produccion y area
cultivada de Lupinus en nuestro pais hasta el afio 2016, para el afio 2017 la produccion cay6
ligeramente dos y siete por ciento respectivamente, tal como se aprecia en la Tabla 1. La
region La Libertad se ha posicionado como la mayor productora de tarwi, produciendo hasta
4681 ton en el afio 2017, seguida por Cuzco (3057 ton) y Apurimac (1807 ton). Sin embargo,
los mejores rendimientos se alcanzaron en la region Apurimac con 2232 kg/ha, seguidas por
Huancavelica (1783 kg/ha) y Puno (1350 kg/ha).

Tabla 1: Produccidn, area cultivada y rendimiento de Lupinus en el Pert en los afios 2012-2017

Afio  Produccion (ton)  Area cultivada (ha) Rendimiento (ton/ha)

2012 11746 9657 1.216
2013 12042 9625 1.251
2014 12156 9537 1.274
2015 13305 10189 1.305
2016 14019 11115 1.261
2017 13783 10326 1.334

Fuente: FAOSTAT (2019) y MINAGRI (2017)



El tarwi es considerado como un recurso valioso para la seguridad alimentaria, debido a su
alto valor de proteinas, grasas, vitaminas y minerales, no obstante la presencia de alcaloides
constituye una desventaja para su consumo. FAO (2000), considera que las lineas de
investigacion que requieren ser completadas para este cultivo son la coleccion de
germoplasma, mejoramiento genético, postcosecha e industrializacion y promocion de su

consumo.

2.1.2 Taxonomia

Segun Camarena et al. (2012) la clasificacion taxondmica es:

Reino: Vegetal
Division: Fanerégama
Clase: Dicotiledonea
Orden: Fabales
Sub-orden: Leguminosinae
Familia: Fabaceae
Tribu: Genisteas
Geénero: Lupinus
Especie: Lupinus mutabilis Sweet.
Este cultivo tiene diferentes denominaciones, generalmente posee un nombre regional. En el
norte de nuestro pais, como en Colombia y Ecuador se conoce a L. mutabilis con el nombre
de ‘chocho’, mientras que en la zona centro y sur de Pert toma el nombre de tarwi o tarhui
en el idioma quechua, tauri en aymara al sur de Puno y en Bolivia y ‘chuchus muti’ en la
zona quechua de Cochabamba. En Espaiia se lleva el nombre lupini o lupino amargo y en
la zona sur, altramuz, este Gltimo nombre posiblemente de origen arabe (Jacobsen y Mujica,

2006; Tapia, 2015).
2.1.3 Origeny distribucion geografica

En la antigliedad, dos culturas, la egipcia y la andina, fueron las que dieron inicio a la
domesticacion y consumo de dos especies de Lupinus: L. luteus en Egipto y L. mutabilis en
los Andes, siendo uno de los pilares en la alimentacion de dichas poblaciones (Tapia, 2015).

Gross, citado por Camarena et al. (2012) mencionan que se deben considerar dos grandes
regiones genéticas para el género Lupinus, siendo la primera la region del Mediterraneo, que
comprende las zonas de Espafia, Italia y Grecia, extendiéndose hasta Africa norte y la
segunda region abarca todo el continente americano, exceptuando a la zona tropical del
Amazonas. El género Lupinus comprende mas de 300 especies, sin embargo solo cuatro son

de gran importancia para la agricultura, estos son: L. albus, L. angustifolius, L. luteus,

4



provenientes de la region mediterranea, y L. mutabilis, proveniente de la zona andina de

Ecuador, Pert y Bolivia (Yorgancilar et al., 2009).

En nuestro pais, la produccion del lupino andino se concentra principalmente en la sierra de
La Libertad, Cusco, Puno, Apurimac, Huancavelica, Huénuco, Ancash, Ayacucho,
Cajamarca, Amazonas y Junin. (MINAGRI, 2017).

2.1.4 Descripcion botanica

El tarwi es una especie generalmente anual, herbéacea, que puede alcanzar alturas de 0.8 m
hasta mas de 2 m., el tamafio que alcanzan, asi como la cantidad de ramas presentes, pueden
variar de acuerdo a los diferentes cultivares que se puedan encontrar en las distintas zonas
de cultivos (Tapia, 2015).

Como toda leguminosa, posee una raiz pivotante, vigorosa, ramificada, lefiosa y poco
profunda. Una de las caracteristicas mas resaltantes en las raices de las leguminosas es la
formacién de nddulos, estas pueden presentar un gran nimero de bacterias de la especie
Rhizobium lupini que a través de una simbiosis, se encargan de fijar nitrdgeno atmosférico,

el cual serd aprovechado por el siguiente cultivo en rotacion (Velasco y Valdivia, 1981).

Los tallos son gruesos, glabros y lefiosos, que se ramifican a partir de un eje central en forma
de un candelabro. La terminacion del tallo o eje principal serd una inflorescencia, bajo ésta
creceran ramas primarias muy productivas. Las hojas de tarwi son digitadas, tienen forma
ovalada o lanceolada, que estan compuestas por 5 a 12 foliolos, en cuya base se encuentran
pequefias hojas estipulares. El color de hojas varia entre tonos amarillos verdosos a verdes
oscuros, esto dependera del contenido de antocianina. La mayoria de flores miden de 1 a 2
cm cada una y presentan una coloracion azul-purpurea, pero pueden presentar tonalidades

blancas, cremas, amarillas e incluso rosadas (Camarena et al., 2012).

El fruto estd constituido por una vaina, que puede contener de 5 a 12 semillas. El color de
los granos es muy variable, entre blanca, gris, marrén e incluso combinaciones de estos.
También presentan diferentes formas, las hay redondas, ovaladas o casi cuadrangulares, con
un tamafio que va desde los 0.5 hasta 1.5 cm. Las semillas estan cubiertas por un tegumento

duro que puede representar hasta el 10 por ciento de su peso total (Tapia, 2015).

2.1.5 Composicion quimica del grano

Camarena et al. (2012) comparan al tarwi con la soya, cultivo que es mundialmente conocido

por su alto contenido de proteinas y aceites insaturados, convirtiéndolo asi en uno de los seis



alimentos de mayor consumo; sin embargo, se enfatiza la importancia del tarwi debido a que
contiene mayor contenido tanto de proteinas como de aceites insaturados que la soya, tal
como se observa en la Tabla 2. Otros granos de leguminosas como el frijol, la arveja y la
lenteja contienen entre el 18 y 25% de proteinas, mientras que los cereales como la avena,

trigo y maiz apenas alcanzan 8 a 13%.

Tabla 2: Comparacién de la composicién del tarwi, soya y frijol (9/100 g)

Tarwi
Componentes Tarwi Semilla Cotiledon Tegumento Soya Frijol
(%) (88.97%) (11.03%)
Proteina 443 4487 49.22 9.39 334 220
Grasa 16.5 13.91 15.58 2.20 16.4 1.6
Carbohidratos 28.2  27.12 27.08 27.50 355 608
Fibra 7.1 8.58 2.42 58.35 5.7 4.3
Ceniza 3.3 5.52 5.89 2.55 55 3.6
Humedad 7.7 9.63 9.67 10.79 9.2 12.0

Fuente: Mujica y Jacobsen (2006), Morén (2005), Ortega et al. (2010)

Caligari et al. (2011) manifiestan que Lupinus mutabilis es la especie que presenta mayor
porcentaje de grasas y proteinas en sus granos, a comparacion de otros lupinus, tal como se
aprecia en la Tabla 3. Se puede encontrar una correlacion negativa entre proteina y aceite y
una correlacion positiva entre proteina y alcaloide, lo que significa que a mayor cantidad de
proteina posea el grano, mayor serd la cantidad de alcaloides, caso contrario del aceite
(Jacobsen y Mujica, 2006).

Tanto la soya como el tarwi son leguminosas consideradas como fuentes oleaginosas debido
a su contenido graso, esto ha despertado el interés por investigar mas las propiedades

funcionales del lupino (Suca y Suca, 2015).

Segun Villacrés et al. (1998) los acidos grasos insaturados son predominantes en el
contenido graso de los granos de tarwi, siendo el acido oleico (omega 9) el principal dentro
de la composicién, con un valor que se aproxima al 41% del total de acidos grasos, seguido

por el acido linoléico (omega 6) con 37%.

Hatzold et al. (1983) destacan la importancia de la ausencia de acido erucico en el aceite de
L. mutabilis, ya que este acido es potencialmente toxico. Algunos parientes cercanos, de
origen mediterraneo, de esta especie tal como L. angustifolius, si poseen este acido graso, lo

cual dificulta su uso como aceite para consumo.



Tabla 3: Contenido de proteinas, aceites y alcaloides de 246 ecotipos de L. mutabilis de origen

2.1.

peruano (% de materia seca de semilla)

Promedio Minimo Maximo
Alcaloides 2.83 1.66 4,17
Proteinas 41.92 34.60 50.20
Aceites 19.85 14.30 23.60
Proteinas + Aceites 61.77 55.20 71.80

Fuente: Caligari (2011)

5.1 Sustancias antinutricionales

El tarwi es un grano con un valor nutritivo muy valioso; sin embargo, posee algunas

sustancias antinutritivas que limitan su consumo directo. La presencia de alcaloides en el

tarwi es limitante importante, son toxicos y le confieren el sabor extremadamente amargo

a

la semilla, razo6n por la cual precisan de un proceso de desamargado.

Existen otras sustancias antinutritivas como inhibidores de proteasas, hemaglutininas,

acido prusico y glucosidos cianogenéticos; sin embargo, no se han encontrado presentes

en cantidades significativas en el tarwi (Schoeneberger et al., 1982).

2.1.

5.2 Aprovechamiento del tarwi

Alimentacion

Para ser consumido, precisa del desamargado previo para eliminar sustancias amargas
gue pueden ser perjudiciales debido al grado de toxicidad que presentan. Este proceso se
da mediante el mejoramiento genético con el desarrollo de variedades ‘dulces’ y a través
de tecnologias de desamargado, que constan basicamente de cuatro etapas; hidratacion,

coccién, lavado y secado de grano.

Los granos desamargados de tarwi forman parte de una amplia gamma culinaria, siendo
consumida de forma fresca en potajes como ‘ceviche de chocho’ muy comun en la zona

andina del Peru y Ecuador, en guisos, purés, sopas, postres, snacks y refrescos.

Segun Ortega-David et al. (2010), el tarwi es una especie rica en proteinas y fibra,
especialmente en celulosa y hemicelulosa, lo cual lo convierte en una excelente
alternativa para la dieta de animales rumiantes, particularmente en bovinos. Puede ser

utilizado como forraje o ensilado a manera de tortas.



e Agroindustria
La industrializacion de tarwi esta orientada a la obtencidn de tres productos, siendo estos
harina, aceite y ‘leche’, los cuales tiene que provenir de granos previamente
desamargados. Otros usos de la harina de tarwi en la industria, es la obtencién de fideos

y diferentes snacks dulces y salados.

e Medicina
La gran concentracion de proteinas que poseen los granos, lo convierte en un buen
suplemento de la carne y el alimento ideal para madres gestantes y nifios. En este marco,
el chocho es un potencial alimento para combatir la anemia y desnutricion en nuestro
pais. Jacobsen y Mujica (2006) se basaron en los conocimientos andinos de los
agricultores en su investigacion que sefialan que el tarwi es medicinal y controla distintas

enfermedades como la diabetes, males renales e incluso el mal de resaca.

Msika, citado por Camarena et al. (2012) sefialan que la aplicacion de los alcaloides de
tarwi se han reportado para el tratamiento de afecciones cardiacas y como antioxidante.
Ademas, el extracto acuoso obtenido del desamargado puede aplicarse para el control de

ectoparasitos y parasitos intestinales del ganado.

e Agricultura
Jacobsen y Mujica (2006) resaltan la capacidad biocida del agua proveniente de
desamargado que, gracias a los alcaloides que posee, logra controlar plagas de muchos
cultivos nativos como la papa, oca, habas, entre otros; controlando pulgones, trips e
incluso plagas importantes como la pulguilla saltona de la papa (Epitrix subcrinita), asi
como al gorgojo de los Andes (Premnotripes solani).

Los mismos autores adicionan el potencial del cultivo como materia verde y abono,
incorporando plantas florecidas en suelos pobres, de esta manera, se incrementa la
cantidad de materia organicay se mejora la estructura y retencién de humedad del suelo.
Ademas, al fijar nitrogeno atmosférico con Rhizobium sp., restituye la fertilidad del

suelo.



2.2 GENERALIDADES DE Amaranthus dubius

2.2.1 Taxonomia
Segun la base de datos CABI (2018), el cominmente llamado amaranto o yuyo recibe la
siguiente clasificacion taxonémica:

Reino: Plantae
Phylum: Espermatofita
Subphylum: Angiosperma
Clase: Dicotiledonea
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Género: Amaranthus
Especie: Amaranthus dubius Mart.

2.2.2 Distribucion

Es una planta nativa de América del Sur, México y las Indias Occidentales, considerada
invasiva en diversos paises. A. dubius crece como maleza de cultivos anuales, plantaciones,
jardines y vegetacion secundaria. En nuestro pais, esta planta esta clasificada como maleza
nativa segun la data online de Germplasm Resources Information Network (USDA-ARS,

2015).

2.2.3 Descripcion botanica

Segun Grubben y Dento (2004) A. dubius es una hierba anual, que puede alcanzar hasta los
150 cm. de altura. Posee tallos erectos y ramificados, hojas dispuestas en espiral e
inflorescencias de paniculas terminales y puntas axilares; paniculas verdes, densas,
ramificadas, sin hojas distales. Presenta flores pistiladas, compuestas de 5 tépalos oblongos
de 1.5-2 mm. En cuanto a sus semillas, son de color marrdn rojizo oscuro a negro,

subglobosas o lenticulares, de 0,8 a 1 mm de didmetro, brillantes y lisas.

2.2.4 Medios de dispersion

Esta y todas las especies que pertenecen al género Amaranthus se propagan por semilla,
llegando a producir miles de pequefias semillas por planta que poseen alto poder
germinativo, éstas son dispersadas facilmente por aire u otros agentes como aves, razén por

la cual, es una maleza potencial en los campos de cultivo.

2.2.5 Cultivos afectados
Las amarantaceas como malezas estan presentes en los campos de una gran variedad de
cultivos. En gramineas las encontramos frecuentemente en maiz, ademas es considerado una

maleza frecuente en los cultivos de arroz a lo largo de Mesoamérica y America del sur



También estan presenten en leguminosas como el frejol y diversas hortalizas, siendo la
cebollay alcachofa unos de los cultivos en donde se requiere un mayor control de esta maleza

en nuestro pais (Degiovani, 2010).

2.2.6 Prevencion y control fitosanitario

La produccién agricola convencional sugiere el control de esta maleza, en los cultivos
mencionados anteriormente, mediante el uso de herbicidas quimicos que posean como
ingredientes activos 2,4-D, atrazina, bensulfuron, butachlor, linuron, metribuzin, glifosato,
metribuzin, oxadiazon, oxyfluorfen, paraquat, pendimetalina, propanil y trifluralin (CABI,
2018).

2.3 GENERALIDADES DE Bidens pilosa

2.3.1 Taxonomia
Segun la base de datos CABI (2018), el comunmente llamado amor seco o0 pega-pega recibe
la siguiente clasificacion taxonomica:

Reino: Plantae
Phylum: Espermatofita
Subphylum: Angiosperma
Clase: Dicotileddnea
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Bidens
Especie: Bidens pilosa L.

2.3.2 Distribucion

B. pilosa es nativa de la zona de América tropical, pero ahora es considerada una maleza
pantropical. En la actualidad, América Latina y Africa oriental presentan las peores
infestaciones de esta maleza, que se encuentran en cultivos, pastizales, jardines y areas
cultivadas (Grubben y Dento, 2004). En nuestro pais, ésta maleza esta reportada inicialmente
con los trabajos de Bazan y Ochea (1974), quienes realizaron una investigacion en la
determinacion del periodo de competencia de malezas en tomate (Lycopersicon esculentum)

var. ‘Marglobe’ en la regién de Lambayeque.

2.3.3 Descripcion botanica

Segun Grubben y Dento (2004), B. pilosa es una planta anual, de arquitectura erecta, puede
medir desde los 20 a 150 cm. de alto. Posee una sola raiz pivotante, los tallos son cuadrados,
verdes o con franjas marrones, las hojas color verde oscuro, opuestas en tallos y ramas, de

4-20 cm de largo, hasta 6 cm de ancho. Las inflorescencias estdn conformadas por varias
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cabezuelas agrupadas en cimas corimbosas, las flores con involucro anchamente
campanulado de 3 a5 cm de largo. Las semillas denominadas aquenios, con una longitud de

5a 12 mm de largo, con 3 aristas de color amarillo, de 1 a 3 mm de largo.

2.3.4 Medios de dispersion

Los aquenios son las unidades de dispersion de esta especie, ésta es ayudada por las aristas
de la semilla, ya que se adhieren facilmente a la piel, maquinaria, animales y ropa de las
personas que transitan en campo. Ademas puede ser dispersada por agua y viento, mediante

esta Ultima con mucha facilidad, ya que la semilla es muy liviana.

Otro factor que la convierte en un problema en los campos de cultivo es la cantidad de
semillas producidas por planta, ya que pueden llegar a ser méas de 30,000 semillas altamente
viables, pudiendo germinar méas del 90% de semillas maduras con mucha facilidad, haciendo

posible tres o cuatro generaciones por afio en algunas areas (Mitich, 1994).

2.3.5 Cultivos afectados

Esta mala hierba esta reportada en diversos cultivos tanto a nivel mundial como nacional,
estando presente en mas de 40 paises. Es considerada como maleza principal de la cafia de
azUcar, soya, maiz, café, té, algodon, papas, hortalizas, platano, frijoles y citricos en varios
paises de América Latina y Africa (Holm et al., 1977). En México, Villasefior y Espinosa
(1998) la reportan ademas como maleza importante en avena, calabaza, fresa, manzana y
sorgo. En Peru, B. pilosa es también considerada una maleza muy invasiva en cultivos como
quinua, arroz, cebolla, esparrago, pimiento, alcachofa, anis, mandarina, palto, mango, vid y

lGcumo.

En un estudio realizado en el campus de la Universidad Nacional Agraria La Molina, se
identifico a Bidens pilosa como una de las malezas méas abundantes para el cultivo de licumo
(Pouteria lucuma), con una poblacion estimada de 62,500 plantas/ha, representando

aproximadamente el 40% de las malezas reportadas para el cultivo. (Castillo et al., 2015)

Blanco et al. (1996) reportaron que B. pilosa redujo la biomasa, el nimero y el peso de las
plantas y semillas de frijol. Generando una correlacién negativa significativa entre la
densidad de malezas y el crecimiento del frijol. A su vez, Cernay Valdez (1987), realizaron
un trabajo en el cual pudieron demostrar que la presencia de Bidens pilosa y Sorghum
halepense disminuyen el rendimiento del frijol var. ‘pirata 2°. A una densidad de 1,85

plantas/m? B. pilosa produjo una reduccion del 18,75% de la produccion total de frijol
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mientras que 10 plantas/m?2 causaron una reduccion del 48.9%, comprobando asi que a mayor

presencia de malezas en campo, menor seré la producciéon del cultivo.

Arce et al. (1995) desarrollaron una investigacion realizada en Argentina, en la cual se
comprobd la perdida de rendimiento en el cultivo de soya debido al aumento de la densidad
(plantas/m?) de B. pilosa, dio como resultado una pérdida de rendimiento del 9,4% en una
planta; 17.3%; en dos plantas y de cuatro a ocho plantas, 28%. Las densidades superiores a
ocho plantas produjeron una pérdida de rendimiento del 43%. La competencia entre maleza-

cultivo afect6 principalmente el nimero de vainas de soya por planta.

2.3.6 Prevencion y control fitosanitario

El método de control mas utilizado para esta maleza es mediante el uso de herbicidas
quimicos, estos dependeran de la especie de cultivo asociada. En nuestro pais podemos tener
los siguientes quimicos asociados a ciertos cultivos para el control de B. pilosa:

Tabla 4: Relacion de ingredientes activos mas importantes y los cultivos en los cuales estan
registrados en el pais

Ingrediente . .
grec Cultivo asociado
activo
2,4-D Arroz, avena, café, cafia de azlcar, cebada, maiz, sorgo, soya, trigo

Atrazina Cafa de azUcar, maiz

Alcachofa, arroz, café, cafia de azucar, cebolla, esparrago,
mandarina, mango, palto, pimiento, vid.

Glifosato

Linuron Alcachofa, anis, cebolla, frijol.
Oxyfluorfen | Ajo, alcachofa, cacao, cebolla gladiolo, mandarina, manzana.

Paraquat Café, limén sutil, mandarina, naranja dulce, manzana, mango, vid.

Pendimethalin | Alcachofa, cebolla, esparrago, pimiento.
Fuente: SIGIA — SENASA (2019)

El control cultural es otro método para erradicar parcialmente B. pilosa del campo, aplicando
cortes persistentes, deshierbo manual o deshierbo mecénico, en el cual se efectian varias
técnicas de manejo del suelo sobre la emergencia de las plantulas, reforzado con una
aplicacion de quimicos siguiendo el siguiente orden: grada de discos mas rodillo, grada de

discos y herbicida de contacto (Blanco y Arévalo, 1991).

Otra técnica aplicada en menor proporcion es la solarizacién del suelo, con el uso de laminas
de polietileno negras y transparentes, de esta manera se evita el crecimiento de las malezas

que pueden estar compitiendo con el cultivo, si bien esta técnica puede llegar a tener cierta
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efectividad no se usa constantemente debido a los altos costos del material y la instalacion

del mismo.

2.4 GENERALIDADES DE Medicago polymorpha
2.4.1 Taxonomia

Segun la base de datos CABI (2018), el comUinmente Ilamado carretilla o trébol de carretilla
recibe la siguiente clasificacion taxondmica:

Reino: Plantae
Phylum: Espermatofita
Subphylum: Angiosperma
Clase: Dicotiledonea
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Género: Medicago
Especie: Medicago polymorpha L.
2.4.2 Distribucion
M. polymorpha es una leguminosa originaria de Asia y de paises del Mediterraneo que ha
sido introducida ampliamente en todo el mundo como resultado del transporte accidental de
las vainas de semillas espinosas y probablemente también de la introduccion deliberada
como planta forrajera. En algunos paises es considerada una planta de pasto util debido a su
capacidad de fijacion de nitrogeno, pero en otros se considera una maleza muy invasora. En
nuestro pais, ésta planta esta clasificada como maleza introducida segln la data online de

Germplasm Resources Information Network (GRIN) del afio 2013.

2.4.3 Descripcion boténica

Segun CABI (2018), la carretilla de trébol es una leguminosa herbacea anual que posee un
habito rastrero y ramificado. Sus tallos son débiles y alcanzan una longitud de 60-75 cm.
Posee un sistema de raices poco profundas. Las hojas son trifoliadas, como tréboles y
dentadas hacia la parte superior. Las inflorescencias se producen al final de los tallos. Las
flores son de color amarillo, atractivas para las mariposas y los insectos polinizadores. La
fruta es una vaina espinosa, aplanada y enrollada, de unos 6-7 mm de longitud. Las vainas

contienen varias semillas de color marrén en forma de rifién.
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2.4.4 Medios de dispersion
Las espinas de las vainas a menudo terminan en pequefios ganchos y se adhieren a la piel,
ropa o lana de animales, facilitando la dispersion de un campo a otro. Muchas veces al ser

utilizado como especie forrajera, pueden ser propagados en el heno y paja para el ganado.

2.4.5 Cultivos afectados

Segun Rapoport et al. (2009) esta especie es invasora en praderas naturales y cultivadas, se
encuentra infestando cultivos de trigo y otros cereales, papa, lino, alfalfa, alméacigos de
tabaco y cebolla. En la zona norte de América se reporta principalmente como mala hierba
en jardines, césped, areas recreativas y pastizales mientras que en nuestro pais ha sido

reportada en el cultivo de quinua (Quispe, 2017).

2.4.6 Prevencion y control fitosanitario

Una vez establecida, la carretilla es dificil de controlar, ya que es tolerante al glifosato, al
pastoreo y a remocion mecanica. Como alternativa, se puede usar aminocyclopyrachlor,
aminopyralid, chlorsulfuron, clopyralid, dicamba, hexazinone, metsulfuron, piroclam,
triclopyr o 2,4-D como herbicidas para dar un control selectivo; sin embargo, para ser
efectiva la erradicacion el uso debe repetirse anualmente durante varios afios. Como medida
preventiva en zonas de cultivo, se recomienda la técnica de solarizacion y labranza del suelo
y en zonas de césped se recomienda tener un buen manejo de la misma para evitar la

aparicion del trébol de carretilla (Western Australian Herbarium, 2013; DiTomasso, 2013).

2.5 MANEJO DE MALEZAS

La incidencia nociva de las plantas indeseables, también conocidas como malezas o malas
hierbas, es uno de los mayores obstaculos a la produccién agricola del mundo. Segun la PSU
(2009), existen ciertas caracteristicas asociadas a la supervivencia de las malezas, siendo
estas la abundante reproduccion, latencia y supervivencia de semillas, rapido
establecimiento en campo de la poblacién, eficientes mecanismos de dispersion y la

capacidad para ocupar lugares perturbados por actividades humanas.

Las malezas son un problema principalmente por reducir los rendimientos de los cultivos
por competencia de luz, agua, nutrientes del suelo y espacio, mientras mas similares son los
requerimientos del cultivo y la maleza, mayor sera la competencia por estos recursos. Bajo
esta premisa es importante el momento en el que ocurre la competencia cultivo-maleza, para
ello se ha establecido un periodo critico, que expresa el tiempo en el que los efectos de

competencia ocasionan mermas agricolas y econémicas significativas. De esta manera, las
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malezas que se eliminan antes del establecimiento del cultivo o que emergen tiempo después

de la misma generan pérdidas de rendimientos poco relevantes (Frick y Johnson, 2002).

Otros problemas asociados con malezas en agricultura incluyen la reduccion de la calidad
del cultivo principal por contaminacion, obstruccion en el proceso de cosecha, ser plantas
hospederas de enfermedades y plagas de cultivos y la produccién de sustancias quimicas o
exudados que son toxicas para las plantas cultivadas (alelopatia), animales o humanos (PSU,
2009).

2.5.1 Impacto de las malezas

Parker y Fryer citados por Labrada et al. (1996) sefialaron que las pérdidas anuales causadas
por las malezas en la agricultura de los paises en desarrollo han sido estimadas en 125
millones de toneladas de alimentos, ademas, los costos de produccion de cultivos se elevan
debido al uso de herbicidas, maquinaria y mano de obra para el control de malezas. De igual
manera, indicd que el dafio de estas plagas puede ser del orden de un 5 a 10% de las cosechas
en los paises desarrollados, mientras que en los paises en desarrollo las pérdidas pueden ser
superiores al 20 a 30% de la produccion. El gobierno australiano estimo que las malezas
cuestan a los agricultores australianos alrededor de $1.5 billones al afio en actividades de

control de malezas y otros $2.5 billones al afio en produccion agricola perdida.

2.5.2 Manejo integrado de malezas

Se ha optado por desarrollar un manejo integrado de malezas (MIM), considerando a las
malezas como una plaga importante en los campos de cultivo. Segun Labrada et al. (1996)
existen diferentes métodos para el control de las malezas o para reducir su infestacion a un

determinado nivel, siendo estos:

Métodos preventivos, incluyendo los procedimientos de cuarentena para prevenir la

introduccién de una maleza exotica a un territorio particular.

— Métodos fisicos: arranque manual, escarda con azada, corte con machete u otra
herramienta y labores de cultivo.

— Meétodos culturales: rotacion de cultivos, preparacion del terreno, uso de variedades
competitivas, distancia de siembra o plantacion, cultivos intercalados o policultivo,
cobertura viva de cultivos, acolchado y manejo de agua.

— Control quimico a través del uso de herbicidas.

— Control bioldgico a través del uso de enemigos naturales especificos para el control de

especies de malezas.
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— Otros métodos no convencionales como la solarizacién del suelo.

De acuerdo con Bedmar (2015) la eleccion para un buen método de control dependen de
muchos factores como un diagnostico e identificacion de las especies en campo, los recursos

econdmicos disponibles, el acceso a los implementos, entre otros.

Uno de los métodos maés utilizados mundialmente es el control quimico; sin embargo,
presenta dos grandes inconvenientes, el primero es la resistencia que ciertas malezas han
conferido a algunos productos quimicos, haciendo que el control sea mas dificil y costoso,
y el segundo es el impacto ambiental negativo que ha tenido, tanto en el ambiente como en
la salud de los agricultores y consumidores, ya que mucho de estos productos son altamente
toxicos. En la actualidad, se vienen implementando nuevas alternativas al control quimico,
tales como el uso de bioherbicidas o herbicidas sintetizados a partir de extractos de plantas,
que, acompafnados de un apropiado manejo integrado pueden llegar a tener una buena

eficiencia en el control.

2.5.3 Agricultura sostenible

Segun Senerman et al. (2016) el sector agricola enfrenta diversos desafios a nivel global en
la actualidad, tales como aumentar su productividad para cubrir la creciente demanda de
alimentos, mejorar su efectividad en el uso de los recursos naturales, adaptarse al cambio
climético y causar un impacto positivo al medio ambiente y a la sociedad. Es por ello, que
surge la necesidad de desarrollar una actividad que implique proteccion al medio ambiente,

la equidad social y la viabilidad econémica, en suma, una agricultura sustentable.

Labrada et al. (1996) indican que el uso indiscriminado de pesticidas, ha tenido un impacto
negativo sobre el ambiente, la salud de los agricultores y consumidores, los costos de
produccion, el balance ecoldgico de las poblaciones de plagas y la resistencia a los quimicos
que han presentado tanto plagas como malezas. Pareja citado por Gamboa y Pohlan (1997)
menciona que el control quimico no debe ser el centro del manejo integrado, sino formar
parte de un sistema que incluya otros métodos que en conjunto logren mitigar o disminuir el

dafio por malezas.

Para un apropiado manejo de malezas, en una agricultura sostenible, es necesario conocer la
biologia de las malezas. Estos estudios establecen la base para conocer mejor sus
poblaciones, crecimiento y desarrollo, fenologia, interacciones con el agroecosistema,
interferencia con los cultivos y alelopatia. Teniendo esta informacidn, es mas sencillo elegir

la estrategia de manejo integrado que se adecua tanto a la maleza como al cultivo asociado.
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Roig et al., (2017) realizaron un ensayo con diferentes productos herbicidas alternativos y
aplicables en agricultura ecologica, siendo estos vinagre al 6% de acido acético pulverizado
directamente a 300 I/ha'y 600 I/ha, &cido tartarico al 10% y al 30% a 300 I/ha, dos soluciones
de urea al 20% Yy al 40% a 300 I/ha y cloruro potésico al 10% y del 30% a 300 I/ha. Estos
tratamientos se compararon con un testigo sin tratar, y con glifosato del 36% a 1/hay a 2
I/ha de producto comercial. Como resultado obtuvo un control parcial de las malezas con
todas las sustancias mencionadas, siendo la dosis alta del vinagre, la urea y el cloruro de

potasio los que mas se acercaban en eficiencia al control con glifosato.

De la misma manera, Smith-Fiolay Gill (2017) consideran una alternativa al uso de glifosato
al vinagre (acido acético), considerandolo como herbicidas de contacto, no sistémicos. Por
lo general, funcionan quemando el follaje de las plantas, pero solo aquel que entra en
contacto con el producto y no teniendo actividad residual en aquellas que emergen después
de la aplicacién, causando un efecto de quemado a corto plazo. Sin embargo, estas malezas
requieren multiples tratamientos y mayores volumenes del mismo para un control aceptable.
También hace mencion a los herbicidas a base de hierro quelatado, haciendo que las hojas
de las malezas se necrosen y mueran a las pocas horas de aplicacion; sin embargo también

precisan de una mayor cantidad de aplicaciones para un buen control.

El uso de aceites es otra alternativa viable para el control de malezas. Marshall (2015)
menciona a los herbicidas hechos a base de aceite de pino, estos eliminan la capa exterior de
cera de la planta y la deshidratan, también reducen la viabilidad de las semillas de malezas
en el suelo que entran en contacto con el rocio. Uno de los herbicidas comerciales mas

importantes de este tipo es BioWeed™, el cual presenta un esquema bastante sustentable.

En la actualidad, muchas tecnologias de manejo de malezas estan centradas en el reemplazo
de los herbicidas quimicos convencionales biopesticidas, algunas veces estos son
sintetizados a partir del extracto de alguna planta y cuyo principio de accion es la alelopatia,

estos estan generalmente direccionados al control de malezas no persistentes.

26  ALELOPATIA

La palabra alelopatia deriva de dos términos, estos son allelon que significa “uno al otro” y
pathos que significa “sufrir”, la International Allelopathy Society (2015) define al término
como el impacto que tiene una planta sobre otra y/o su microflora y/o macrofauna asociada
con la produccion de aleloquimicos, éstos a menudo tienen un efecto negativo en las plantas,

interfiriendo en los procesos de germinacion, desarrollo o crecimiento.
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Existen sustancias producidas por las plantas, microorganismos, hongos, bacterias y virus,
que pueden provocar efectos, tanto negativos como positivos, sobre otros organismos, éstas
se denominan aleloquimicos y en las plantas pueden estar presentes en uno 0 mas 6rganos
desde hojas, tallos, raices, flores, semillas, frutos e incluso polen y rizomas (Blanco, 2006;
Zeng et al. 2008).

La alelopatia ha sido descrita como un mecanismo de defensa especializado en plantas,
permitiendo asi, que éstas puedan liberar diversos metabolitos secundarios bioactivos de
bajo peso molecular que al interactuar con su entorno las protegen causando un efecto

perjudicial sobre otras plantas vecinas (Fernandez et al., 2013).

2.6.1 Modo de accion de los aleloquimicos

Uno de los desafios actuales en la alelopatia es determinar los modos especificos de accion
de los aleloguimicos en asociacion con su naturaleza quimica y multiples sitios objetivo en
plantas. Se han disefiado varios ensayos biologicos para estudiar los efectos directos de los
aleloquimicos en las plantas y evaluar su mecanismo de accion (Inderjit y Weston, 2000).
Latif et al. (2017) refieren cinco diferentes modos de accién, que se mencionan a

continuacion.

2.6.1.1  Permeabilidad de membrana
Diferentes metabolitos secundarios alteran la permeabilidad celular y la funcion de la
membrana con la exposicion a concentraciones adecuadas, esto puede provocar la pérdida
de contenido celular y, en consecuencia, la muerte celular por apoptosis y necrosis. Este
proceso eventualmente conduce a la muerte del tejido y la pérdida de una funcién
especifica (Li et al., 2010).

2.6.1.2  Captacion de agua y nutrientes
Para investigar mas a fondo el posible modo de accién de los aleloquimicos liberados en

el ambiente, Latif et al., (2017) resaltan la importancia de la funcion del sistema radicular
de las plantas. Los aleloquimicos pueden afectar las raices vivas y la actividad de las
bombas de Na+/ K+ involucradas en la absorcion de iones a través de la membrana

plasmatica.

2.6.1.3  Respiracién
Cheng y Cheng (2015) sefialan que los aleloquimicos liberados por las plantas donantes

pueden afectar seriamente el crecimiento de las plantas receptoras impactando en el

proceso de respiracion, incluyendo la transferencia de electrones en las mitocondrias, la
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absorcidn de oxigeno, la generacion de CO2 y la fosforilacion oxidativa para la generacion
de ATP.

Los aleloquimicos generalmente exhiben un efecto mas fuerte en el crecimiento y la
germinacion de las plantulas en contraste con el crecimiento de las plantas maduras, y se
ha sugerido que uno de los mecanismos subyacentes de la germinacién y la inhibicion del
crecimiento de las plantulas es a través de la interrupcion frecuente de la capacidad

mitocondrial para llevar a cabo la respiracion (Weir et al., 2004).

2.6.1.4  Fotosintesis
Los aleloguimicos pueden influir en el proceso de la fotosintesis interrumpiendo el flujo
de electrones en los fotosistemas | y 11, afectando la sintesis de pigmentos fotosintéticos o
la estimulacion de la descomposicion de los mismos. En consecuencia, la disminucion de
las concentraciones de pigmentos fotosintéticos en los brotes de las plantas puede conducir
a una sintesis reducida de ATP, principalmente en el fotosistema Il (Cheng y Cheng, 2015;
Weir et al., 2004).

2.6.1.5  Sintesis de proteinas y acidos nucleicos y regulacion del crecimiento
Los aleloquimicos pueden afectar el crecimiento de las plantas vecinas atacando
mecanismos reguladores que afectan el crecimiento de las plantas receptoras. Wink y Latz-
Brining, (1995) indicaron que los alcaloides alteran la intercalacion de ADN, la inhibicion
de enzimas como la ADN polimerasa | y la transcriptasa reversa, y la inhibicion de la
biosintesis de proteinas, ademas de la interferencia con la permeabilidad de la membrana
en plantas en desarrollo. Estas se han asociado con una reduccion en el crecimiento de las

plantas debido a la exposicion aleloguimica.

2.6.2 Aplicacion de la alelopatia en la agricultura

Los principales objetivos de la investigacion sobre la alelopatia incluyen la aplicacion de
aleloguimicos en la produccién agricola, estos implican la reduccién del uso de pesticidas
quimicos y contaminacion ambiental, y el suministro de métodos efectivos para el desarrollo

sostenible de los sistemas ecoldgicos (Labrada, 2006).

Segun Bhadoria (2018), los aleloquimicos son un sustituto adecuado de los herbicidas
sintéticos porque no tienen efectos residuales o toxicos ni son perjudiciales para el ser
humano, aunque la eficacia y la especificidad de muchos de éstos son limitadas y precisan

ser investigadas.
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Con el propésito de identificar tecnologias limpias que tiendan a reducir el uso de herbicidas
quimicos, Jarmay Tirado (2004) desarrollaron una investigacion para el manejo de malezas
de algodon en el caribe colombiano, en el cual indican que existe potencial para obtener
extractos bioherbicidas a partir de extractos obtenidos por destilacidn etandlica de raices de
Gliricidia sepium, Cyperus rotundus y Crotalaria juncea diluidas al 25, 50 y 100% de
concentracion, con base a la respuesta evaluadas en la preemergencia y postemergencia
sobre las especies arvenses C. rotundus, Amaranthus dubius, Ipomoea tiliacea y Cucumis
melo. En preemergencia, G. sepium registrd efectos alelopaticos sobre A. dubius y algodon;
C. juncea sobre C. rotundus, y C. melo fue susceptible a los tres extractos. En
postemergencia, se observo que la masa seca de I. tiliacea se redujo considerablemente ante
la aplicacion de G. sepium. Las masas secas de C. melo y C. rotundus no fue afectada por
ninguno de los extractos. G. sepium indujo sintomas de fitotoxicidad sobre las plantulas de
algodon.

Un experimento realizado en la ciudad de Medellin, comprobo el efecto alelopéatico de
extractos de hojas de eucalipto (Eucalyptus robusta) sobre la germinacién y crecimiento de
especies de importancia econdmica como frijol, maiz, lechuga, arveja, arroz y sorgo. Las
semillas se colocaron con una solucion del extracto o fraccion a concentraciones de 7000
ppm de extracto total y 500 ppm de fraccion hexano hasta por ocho dias, posteriormente se
observo el efecto de estas sustancias sobre la germinacion de las semillas y crecimiento de
plantulas, esto se determin6 mediante la observacion del nimero de germinados y midiendo
la longitud de la radicula. Ninguna de las fracciones ni el extracto total inhibieron la
germinacion de las semillas, pero se manifiesta un retraso del crecimiento. Se observo un
mayor efecto del extracto total y de la fraccion de hexano de eucalipto sobre el crecimiento
de monocotiledoneas que sobre dicotileddneas. El efecto diferencial del extracto de eucalipto
podria ser la base del desarrollo de productos para el control de gramineas (Avila et al.,
2007).

Con el fin de determinar el posible uso de aceites esenciales como herbicida natural, Garcia
(2013) evaluo la capacidad fitotdxica del aceite esencial de los 6rganos aéreos de Thymus
capitatus sobre la germinacion in vitro y crecimiento de las arvenses Setaria adhaerens,
Solanum nigrum, Sonchus oleraceus y Chenopodium album a concentraciones de 0.125,
0.250, 0.50 y 1 pl/ml. Sobre S. oleraceus y C. album se obtuvo 100% de inhibicion en la
germinacion con las cuatro concentraciones ensayadas, mientras que S. adhaerens y S.

nigrum tuvieron el mismo efecto con las mayores dosis. Ademas, se evalud el efecto sobre
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la germinacion y crecimiento de las arvenses Portulaca oleracea, Amaranthus hybridus,
Conyza canadensis, S. adhaerens, S. nigrum, S. oleraceus y C. album en condiciones de
invernadero para la cual se probaron tres métodos de aplicacion, siendo estas; inyectado
directamente al suelo, emulsionado con Twen 20 y emulsionado con Fitoil, a
concentraciones de 1, 2 y 4 ul/ml. La mezcla con Fitoil resulto ser la mas eficiente, ya que

logré mantener la actividad fitotoxica por 7 de las 9 semanas que duro el experimento.

Chocarro y Lloveras (2014) analizaron el efecto alelopatico del extracto acuoso de la alfalfa
(Medicago sativa L.) sobre ocho especies forrajeras: Medicago sativa, Onobrychis viciifolia,
Trifolium repens, T. pratense, T. incarnatum, Vicia sativa, V. villosa y Lotus corniculatus en
donde se utilizaron cuatro concentraciones (0-10-20-40 g/l) de extracto acuoso de diferentes
partes de la planta: raiz, tallo y hojas, siendo estas Ultimas las que presentan mayor efecto
inhibitorio. Los extractos de las hojas tuvieron un efecto significativo a concentracion de 40
g/l, reduciendo cerca del 50% la germinacion y entre el 70 y 80% la longitud radicular media
en todas las especies a excepcion de M. sativa. T. incarnatum y T. repens son las especies
cuya germinacion es mas sensible a los extractos de raiz y tallos de alfalfa, mientras que con

extractos de hojas O. viciifolia muestra mayor sensibilidad.

Quintero y Valero (2015) comprobaron el efecto herbicida del mucilago de café (Coffea
arabica) bajo diferentes tiempos de fermentacion (0, 20 y 40 dias) y diversas
concentraciones (10, 50 y 100%) en malezas asociadas al cultivo en el valle de Risaralda,
Colombia. Se evalu6 la composicion fisicoquimica del mucilago de café con métodos
cualitativos los cuales arrojaron resultados positivos en cuanto a quinonas, taninos y fenoles
que han sido reportados como metabolitos bioherbicidas. Se logro evidenciar que el
tratamiento con el mucilago fermentado durante 40 dias aplicado al 100% presenta
porcentajes de control en las parcelas experimentales de hasta un 65%, mostrando un amplio
rango de control sobre especies arvenses nobles y principios de intoxicacidn sobre puntos de

crecimiento de especies de las familias Poaceae y Ciperaceae.

En la busqueda de alternativas que puedan suplantar el uso de herbicidas quimicos, Anjum
et al. (2017) investigaron el potencial alelopatico de tres cultivares de girasol; Suncross42,
Gulshan93 y Supper25, para las cuales se utilizaron extractos acuosos de raiz, tallo y hojas
a concentraciones de 10, 20, 30, 40 and 50% p/v y fueron aplicadas sobre cinco malezas
problematicas para el cultivo de trigo; Phalaris minor, Chenopodium album, Coronopus
didymus, Rumex dentatus y Medicago polymorpha, donde el pardmetro a evaluar fue el peso
seco de las malezas. El extracto de hojas tuvo mayor efectividad que el de raices y tallos,
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incluso a la menor concentracion, mientras que las malezas mas afectadas fueron las de hoja
ancha R. dentatus y C. album, en las que se registré una reduccién de peso seco de hasta el
98%. El cultivar Suncross42 fue la variedad mas alelopatica, por lo que se seleccioné para
los andlisis adicionales de caracterizacion quimica, el cual confirmd la presencia de lactonas
sesquiterpénicas en las hojas, pudiendo ser la fuente mas efectiva de aleloquimicos para ser

utilizados como herbicidas naturales.

2.6.3 Metabolitos secundarios

Afendi et al. (2012) han identificado hasta la fecha, aproximadamente 100,000 metabolitos
secundarios en plantas. Un reducido nimero de estos estan descritos como aleloquimicos
bioactivos y estan generalmente clasificados como miembros de grupos quimicos
especificos. Tal como presentan Walton y Brown (1999) y Rice (1984), los metabolitos y
aleloguimicos de las plantas se pueden dividir en tres grupos principales: fenolicos,

terpenoides y alcaloides.

2.7 ALCALOIDES

Los alcaloides son compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno de origen vegetal v,
predominan en cuatro familias de plantas, incluidas las Asteraceae, Apocynaceae,
Boraginaceae y Fabaceae y pueden estar presentes en todos los érganos de la planta (Haig
citado por Latif et al., 2017).

Actualmente, son uno de los grupos mas grande de metabolitos secundarios con
aproximadamente 20,000 compuestos identificados que representan una gran diversidad
biosintética estructural. En funcién de su origen biosintético, los alcaloides se clasifican en
diferentes clases; por ejemplo, los alcaloides de indol se derivan de tript6fano, los alcaloides
de pirrolizidina se derivan de ornitina o arginina, y los alcaloides de quinolizidina se derivan
de lisina (Yang y Stockigt, 2010).

2.7.1  Alcaloides quinolizidinicos (QAS)

Los alcaloides quinolizidinicos son un grupo de alcaloides que poseen un anillo de
quinolizidina, la mayoria son biciclicos o tetraciclicos, se encuentran como bases terciarias
y como N-0xidos. Los QAs aparecen principalmente en la familia Fabaceae, especialmente
en los géneros Lupinus, Baptisia, Thermopsis, Genista, Cytisus y Sophora (Ohmiya citado
por Bunsupa et al., 2012). Los alcaloides quinolizidinicos son sintetizados en los
cloroplastos y traslocados por toda la planta a través del floema, se acumulan especialmente
en el fruto, vainas y raices (Wink, 1983).
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En los lupinos, los alcaloides que se encuentran en mayor proporcion son la lupanina, 13-
hidroxylupanina, esparteina, gramina Yy angustifolina; sin embargo, el alcaloide
predominante y la concentracion puede variar debido a distintos factores como la especie, la
variedad, fluctuaciones climaticas, fenologia y 6rgano de la planta. En el caso de las especies
domesticadas europeas como las americanas, la lupanina es la que se encuentra en mayor

concentracion (Muzquiz, 1988). Podemos observar su estructura en la Figura 1.

Lupanina Esparteina

Figura 1: Estructura quimica de algunos QAs que se encuentran en los lupinos

Segun Swiecicki y Jach (1980) los QAs en el género Lupinus pueden encontrarse en
concentraciones que van desde los 0.01% en variedades ‘dulces’, hasta un 4% en especies
amargas, principalmente silvestres. En el caso de las semillas de L. mutabilis, Hatzold et al.
(1983) manifiestan que de la composicion quimica bruta, el rango de contenido de alcaloides
totales va desde 2.56 g/100g hasta 4.14 g/100g. Ademas sefiala que los principales QAs de
las semillas de L. mutabilis son lupanina, 13-hidroxilupanina, 4-hidroxilupanina y

esparteina, tal como se muestra en la Tabla 5.

En un estudio de L. mutabilis de Huancayo, Perd, Castillo (1979) reporta que los alcaloides

estan mayormente presentes en la semilla que la cascara (2.77 y 0.26% respectivamente).

Tabla 5: Principales fracciones de alcaloides del tarwi

Alcaloides Porcentaje (%)
Lupanina 60,0
13-Hidroxylupanina 15,0
Esparteina 7,5
4-Hidroxylupanina 9,0
Isolupanina 3,0

Fuente: Camarena et al. (2012)

Si bien para las especies del género Lupinus los alcaloides no son indispensables para el
metabolismo primario, son importantes en el mecanismo de defensa de las plantas contra el
ataque de plagas, organismos patégenos y virus, ayudandolas a prosperar en un medio

natural.
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2.7.2  Uso de alcaloides en la agricultura

Uno de los primeros trabajos de investigacion en acotar el efecto alelopatico de los alcaloides
fue el de Wink (1983) que logré inhibir hasta el 90% la germinacién de Lactuca sativa a una
concentracion de 4 mM de mezclas de alcaloides de quinolizidina provenientes de semillas
de Lupinus mutabilis y partes aéreas de Lupinus polyphyllus. Ademas, en otro conjunto de
experimentos, observo el efecto de los alcaloides individuales en donde la esparteina alcanzé
una inhibicion del 20% y la lupanina del 45%, mientras que los esteres de alcaloides
resultaron en una inhibicién hasta del 100% en la germinacion, siendo 13-tigliloxilupanina

el componente principal.

En una investigacion realizada por Aerts et al., (1991) se estudio la inhibicion de la
germinacion de semillas por efecto de los alcaloides (quinolina metoxilada, quinolina no
metoxilada, quinamina) sintetizados por las raices de plantas del género Cinchona sobre
cuatro especies; Cinchona ledgeriuna, Catharanthus roseus, Spermacoce tenuior y Ocimum
americunum. Se tomaron datos de la longitud de las radiculas, siendo el pardmetro de
crecimiento mas sensible. A concentraciones superiores, los alcaloides son fuertemente
toxicos para las cuatro especies. A medida que las concentraciones aumentaron, las
longitudes de las radiculas se vuelven cada vez mas cortas, incluso, en las concentraciones
mas altas, las radiculas mueren inmediatamente después de la emergencia 0 no emergen en
absoluto. La especie O. americunum resultd ser la mas sensible. Estos efectos pueden
deberse a una induccion o inhibicion de las actividades enzimaticas, interacciones con el

ADN vy una influencia en la glucolisis por parte de los alcaloides.

Muzquiz et al., (1994) obtuvieron extractos de Lupinus albus y Lupinus hispanicus, donde
lupanina (3.6%) y lupinina (1.5%) fueron los alcaloides mayoritarios respectivamente. Se
evalud el efecto antigerminativo de los alcaloides en semillas de tres especies silvestres Vicia
villosa, Avena sterillis y Chenopodium sp. y de tres cultivadas. Pisum sativum, Triticum
aestivum y Lycopersicum sculentum. Se encontré un alto efecto antigerminativo cuando se
uso la lupanina sobre las semillas de A. sterillis, pero fue mayor el efecto por el extracto

alcaloideo, a una dosis de 14 mM.

M. Wink y Latz-Brlning (1995) utilizaron semillas de Lepidium sativum en germinacion
para analizar una seleccion de alcaloides, como cafeina, colchicina, gramina, esparteina,

entre otros, ademas de algunas sustancias naturales, por sus propiedades alelopaticas. Se
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observo que la longitud de la radicula era generalmente una medida mas sensible que el

crecimiento de hipocatilo.

Zarate et al. (2006) comprobaron la actividad fitotoxica de los alcaloides quinolizidinicos
presentes en Calia secundiflora. Se obtuvieron extractos acuosos de las hojas y raices de C.
secundiflora a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 % y se evalud el efecto sobre
la germinacion de semillas y desarrollo de plantulas de Lactuca sativa, Amaranthus
hybridus, Lolium perenne, Ipomoea purpurea y Bidens odorata. Se logré observar una
disminucién del porcentaje de germinacion en las cinco especies conforme aumenté la
concentracion del extracto acuoso de hoja solo hasta llegar a la concentracion de 4%, ya que
con la concentracion de 5% mostro una tendencia a volver a aumentar. Los extractos acuosos
de hoja tuvieron mayor fitotoxicidad que los de raiz y en ambos casos, el efecto aumentd
con la concentracion, ademas se resalta la diferente respuesta de cada especie frente al

extracto aplicado.

Asimismo, Zamora et al. (2008), estudiaron la actividad antifungica y alelopatica in vitro
del extracto crudo de alcaloides provenientes de Lupinus mexicanus. La accién antifingica
del extracto se evalud con base en la inhibicién del crecimiento micelial de los hongos
fitopatdgenos Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum. El extracto
inhibid significativamente el crecimiento micelial de R. solani en 87%, mientras que el
micelio de S. rolfsii solo se inhibi6 72% con la concentracion més alta. La actividad
alelopatica se evalué sobre la germinacion de semillas de Amaranthus hybridus y
Echinochloa crus-galli, a concentraciones de 0.25, 0.50, 0.75 y 1.0 mg mL—1. Sélo la
germinacion de semillas de A. hybridus mostré diferencias significativas por efecto del

extracto, y la inhibicion de la germinacién fue 80% con la mayor concentracion.

Una investigacion realizada en la Universidad Estadual de Oeste de Parana evalu el efecto
alelopético del extracto acuoso de las hojas de Lupinus albus sobre la germinacion y
crecimiento de plantulas de Lactuca sativa, Glycine max y Bidens pilosa, a concentraciones
de 20, 40, 60 y 80%. Se observo gue el extracto interfirié negativamente en el porcentaje de
germinacion y longitud promedio de L. sativa y B. pilosa a partir de la concentracion de
20%, mientras que en la soja solo fue afectado el pardmetro de velocidad media de
germinacién a la concentracién de 80%. Este efecto fitotdxico fue atribuido a los alcaloides
quinolizidinicos presente en la parte aérea de la planta y puede significar un potencial

bioherbicida especifico para la soja (Malagultti, et al. 2008).
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Yepes et al. (2009) evaluaron el efecto antifingico del extracto acuoso de semillas de
Lupinus mutabilis sobre los hongos: Alternaria solani y Fusarium solani, en el medio de
cultivo agar papa combinacion con una concentracion de 0, 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 mL% del
extracto acuoso. Al cabo de 5 dias se realizaron las medidas del crecimiento micelial y se
observo que el efecto antifungico del extracto acuoso de semillas de L. mutabilis mostré una
inhibicion del crecimiento micelial en A. solani del 74.2% y en F. solani del 66.86% con la
concentracion de 13 mL% y a la concentraciéon de 1 mL% la inhibicién del crecimiento
micelial alcanzo el 10.33% para F. solani y 14.66% en A. solani.

Zegarra (2010) evaluo la actividad deterrente y acaricida de extractos de variedades de
quinuas amargas Yy tarwi; asi como de aceites esenciales de molle y mufia sobre las especies
Boophilus microplus, Epilachna paenulata y Spodoptera littoralis, nocivas para ganaderia y
agricultura. Se logré comprobar la actividad deterrente de los extractos crudos de quinua
variedad Markjo (42.1%) y tarwi (94.3%); asi como de los aceites esenciales de molle
(69.6%) y mufa (99.1%) sobre la especie E. paenulata, siendo los tres ultimos los mas
activos. Ninguna de las muestras mostro actividad deterrente contra S. littoralis y todas las
especies mostraron actividad sobre B. microplus; siendo el aceite esencial de mufa y la

quinua Markjo los que mostraron alta bioactividad.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION DEL EXPERIMENTO
El experimento se llevo a cabo en los Laboratorios de Biotecnologia 1y 2 del Programa de
Investigacion y Proyeccion Social (PIPS) en Cereales y Granos Nativos de la Universidad

Nacional Agraria La Molina, Lima — Per(, cuyas coordenadas geograficas son las siguientes:

Latitud: 12°04'40.1"S
Longitud: 76°56'37.6"0O
Altitud: 238 msnm.

3.2 MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron 4 kg de granos de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) var. ‘Andenes’, cosechados
en el Instituto Regional de Desarrollo (IRD) Sierra, para la obtencién del extracto puro de
alcaloides. Las semillas de amaranto (Amaranthus dubius) y amor seco (Bidens pilosa)
fueron colectadas en el campus de la Universidad Nacional Agraria La Molina durante los
meses de octubre y noviembre del afio 2018, mientras que las semillas de carretilla
(Medicago polymorpha) fueron colectadas en noviembre del afio 2018 y proporcionadas por

el Instituto Regional de Desarrollo (IRD) Sierra.

3.3 MATERIALES Y EQUIPOS
Equipos
— Campana extractora
— Estufa
— Molino Thomas Wiley Modelo 4
— Pulverizador Fritsch Modelo Pulverisette 2
— Electromanta Boeco Germany LabHeat
— Shaker giratorio Brunswick Scientific G10
— Centrifuga Multifuge 3 L-R
— Rotavapor Buchi R 11

— Incubadora Binder Modelo Estandar Serie BD Avantgarde.Line
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Visi cooler

Autoclave

Balanza analitica Sartorius CP124S
Medidor de pH Hanna ORP Edge

Reactivos quimicos

Agua destilada

Alcohol 70°

n-Hexano (Merck)

Eter de petréleo (Merck)

Acido tricloroacético 5 por ciento (Merck)
Hidrdxido de sodio 10 M (Merck)
Diclorometano (Merck)

Metanol (Merck)

Cloroformo (Merck)

Ciclohexano (Merck)

Dietilamina (Merck)

Reactivo de Dragendorff (Merck)
Acido sulfirico 96%

Lejia comercial (Hipoclorito de sodio 5%)

Materiales de laboratorio

Micropipeta 1ml

Tips azules

Tips amarillos

Tiras de pH

Papel Whatman N°1y N°3

Placas de Silicagel TLC 60 F254 (Merck)
Placas Petri de plastico

Equipo Soxhlet

Equipo destilador

Embudo de separacion de 250 ml

Frascos ambar
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— Tamices N°35, N°60, N°016
— Matraces 250 ml

— Tubos Falcon 50 mi

— Vernier o Pie de rey

— Guantes de nitrilo

— Papel film

— Papel milimetrado

— Papel filtro

— Papel aluminio

— Bolsas kraft

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Pruebas de germinacion

Se siguid con el protocolo de ISTA (2016) para obtener semilla pura del material colectado.
Para desinfectar las semillas colectadas en campo, se sumergieron en lejia comercial
(hipoclorito de sodio 5%) y se agité por dos minutos, luego, las semillas se enjuagaron por
5 minutos en agua fria para eliminar tanto el desinfectante residual como sustancias exudadas
por la semilla que puedan interferir en la germinacion. Después del lavado, las semillas
fueron esparcidas en papel toalla y llevadas a secado a 20 a 25°C, para, posteriormente,
almacenarlas en placas Petri esterilizadas y selladas con papel film.

Se realiz6 la prueba de germinacion 100 semillas por especie, cantidad aceptada como
minima bajo las reglas ISTA (2016), probadas en repeticiones de 25 semillas para el caso de
A. dubius y 20 para B. pilosa y M. polymorpha respectivamente, se escogieron estas
cantidades de acuerdo al tamafio de la semilla con respecto al tamafio de la placa Petri. Como
sustrato para las pruebas se utilizaron discos de papel Whatman N°1, éstos se colocaron
sobre las placas Petri y sobre estos, las semillas. A cada placa se le agregé 4 ml de agua

destilada.

En el caso de A. dubius y B. pilosa, no se precisé de algin tratamiento previo para garantizar
la germinacion, las placas se colocaron en la incubadora a 26+£2°C, realizandose el primer
conteo de semillas germinadas al segundo dia y finalizando la prueba de germinacion al

sexto dia. Se obtuvieron 88% y 97% como porcentajes de germinacion respectivamente.
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Para M. polymorpha se realizé la alternancia de temperaturas como método para romper
dormancia adaptando la metodologia de Algandaby & El-Darier (2018), modificado en el
laboratorio, proporcionando a las semillas 16 horas de frio, a temperatura promedio de
11+2°C y 8 horas de calor a 24+2°C, estas temperaturas fueron escogidas con la finalidad
de replicar las condiciones en las que se encuentra en campo. El primer conteo de semillas
germinadas fue al cuarto dia y la prueba de germinacion finaliz6 al noveno dia. Se obtuvo

un porcentaje de germinacion de 48%.

3.4.2 Obtencién de harina de tarwi

Para obtener los alcaloides de los granos de tarwi, estos se molieron Laboratorio de Analisis
de Suelos, Plantas, Aguay Fertilizantes (LASPAF) y el Laboratorio de Calidad del Programa
del PIPS en Cereales y Granos Nativos. Los granos de L. mutabilis se deshidrataron en estufa
por 24 horas a 70°C para facilitar su posterior trituracién en el molino. Posteriormente, los
granos pasaron al Molino Thomas Wiley Modelo 4, con 10 minutos como tiempo de
molienda para cada 120 g de granos de tarwi. Se obtuvo aproximadamente 4 kg de harina de
tarwi. Luego, se tamizd harina con los tamices N°35, N°60, N°016, siendo este ultimo el
tamiz mas fino. Para no desperdiciar material, el restante del tamiz N°35 fue procesada con

el pulverizador. La harina obtenida se desengrasé con n-hexano en equipo Soxhlet.

3.4.3 Extraccion de alcaloides

Se realiz6 siguiendo el protocolo modificado de Zamora et al. (2008). Se colocaron 50 g de
harina desengrasada en un matraz de 250 ml y se homogenizdé con 200 ml de &cido
tricloroacético (TCA) al 5 por ciento en agitacion constante por 12 horas en el shaker. La
mezcla se centrifugd en tubos Falcon por 20 minutos a 2650 x g-force, incrementandose
tanto el tiempo como la velocidad de centrifugado con respecto al protocolo inicial, esto con
la finalidad de lograr separar mejor el sobrenadante del precipitado. El sobrenadante se
alcaliniz6 con 8 ml de hidroxido de sodio 10 M en un embudo de separacion y se verific el
pH. Los alcaloides se extrajeron con diclorometano (3x50 ml), se recuperd la fase organica
y se secd a 40°C con rotavapor, separando asi, el solvente del extracto crudo de alcaloides.
El extracto se resuspendié en metanol y se transfirié a frascos &mbar, luego de 24 horas el
solvente se evapord y fue almacenado a 4°C hasta su uso en los ensayos. El extracto obtenido
fue de color naranja claro, de viscosidad mayor a la del agua a temperatura ambiente. Se

adjunta flujograma y fotografias en los Anexos 1y 2.
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3.4.4 Prueba de cromatografia

Se realizé la prueba de cromatografia en capa fina para identificar la presencia de alcaloides
totales en el extracto obtenido. Alicuotas de 20 uL del extracto alcaloideo fueron sembradas
en placas de Silicagel TLC 60 F254 (20 x 20 cm., 250 um), como fase mavil se mezclaron
los solventes cloroformo, ciclohexano y dietilamina (6:4:1). Para el revelado del patron de
manchas, se utilizé el reactivo de Dragendorff, éste se aplicd a manera uniforme a la placa y
se dejo secar por 3 horas en la campana extractora. Posteriormente, se comparé con el patron

de manchas establecidas por Muzquiz, et al. (1993).

3.4.5 Pruebas preliminares

Zamora et al. (2008) utilizaron extracto de alcaloides de Lupinus mexicanus, a
concentraciones de 0.25, 0.50, 0.75y 1.0 mg/ml, adicional al tratamiento control de 0 mg/ml.
El presente estudio incluyd nuevas concentraciones de extracto teniendo en cuenta otra
especie, Lupinus mutabilis. Se realizaron dos pruebas preliminares para probar la efectividad
del extracto alcaloideo, éstas solo en las especies Amaranthus dubius y Bidens pilosa,
utilizdndose 25 y 15 semillas respectivamente para la primera prueba preliminar y 25y 20
para la segunda. En el primer experimento preliminar, se utilizaron concentraciones de 0,
0.75, 1.5, 2.25 y 3 mg/ml del extracto de alcaloides obtenido de la especie L. mutabilis, con
dos repeticiones por tratamiento para cada especie. Se aplicaron 4 ml de cada concentracion

a cada placa y se incubaron a 26+£2°C de temperatura, a oscuridad por 84 horas.

Para la segunda prueba preliminar se aumentaron tanto las concentraciones de 0, 1.45, 2.9,
4.35y 5.8 mg/ml, y el nimero de repeticiones, elevandose a cinco por tratamiento para cada
especie. Se aplicaron 4 ml del extracto en cada placa y se incubaron a 26£2°C a oscuridad

por 84 horas.

3.4.6 Preparacion del experimento

Se prepararon soluciones de extracto alcaloideo en agua destilada en concentraciones 0, 1.55,
3.1, 4.65 y 6.2 mg/ml. Estas concentraciones se obtuvieron a partir de una concentracion
stock 200X. Para el caso de Bidens pilosa y Medicago polymorpha se colocaron 20 semillas
por cada placa Petri sobre papel filtro (Whatman N°1), mientras que para Amaranthus dubius
se colocaron 25. Se adicionaron 4 ml de cada concentracidn, asi como 4 ml de agua destilada
en el tratamiento testigo (0 mg/ml). Se tomaron datos cuantitativos para cada concentracion.
Las placas se incubaron por nueve dias en oscuridad en el cuarto de germinacion, en el caso

de B. pilosa y A. dubius a 26£2°C y para M. polymorpha se alternd las temperatura, tal como

31



se describe en la prueba de germinacion. Se establecid esta cantidad de dias de incubacion
debido al crecimiento de las plantulas del tratamiento testigo en las placas Petri. Se registro
diariamente la germinacién, se construy6 la curva de germinacion y ademas evalud el

crecimiento de las plantulas.

3.4.7 Andlisis experimental
3.4.7.1 Variables en estudio

e Paralasemilla

— Porcentaje de germinacién
Se cuantific6 como semilla germinada aquella que logré romper las capas de la semilla
para dar aparicion a la radicula. El conteo se realiz6 cada 24 horas durante los nueve

dias que durd el experimento.

e Paralaplantula
En esta investigacion, se tomaron los datos de las medidas de algunas de las estructuras
que componen el sistema de raices y el eje de brote en plantulas con ayuda de un Vernier
y papel milimetrado:
— Longitud de la radicula: Tomada desde la punta mas austral hasta el cambio de color

entre radicula e hipocatilo.

— Longitud del hipocotilo: Tomada desde el inicio de cambio de color entre radicula e

hipocotilo hasta el inicio de los cotiledones.

3.4.7.2 Disefo experimental
El disefio utilizado para la presente investigacion fue el disefio completamente al azar

(DCA) conarreglo factorial 3A x 5B siendo A el factor especie de maleza, con tres especies
(A. dubius, B. pilosa y M. polymorpha) y B el factor extracto de alcaloides, con cinco
concentraciones (0, 1.55, 3.1, 4.65 y 6.2 mg/ml). Se realizaron cinco repeticiones por
tratamiento. La unidad experimental estuvo constituida por 25 plantulas de A. dubius, 20
plantulas de B. pilosa y 20 plantulas de M. polymorpha contenidas en placas Petri. Las
caracteristicas evaluadas de las interacciones de cada uno de los componentes fueron
sometidos a la prueba de comparaciéon de medias de Tukey, a un nivel de significancia de

0.05. El analisis estadistico se realizo utilizando el programa SAS versién 9.3.

32



El modelo aditivo lineal esta representado por:
Yij =+ ai +0j + (aB)ij + Ej
Para:

i=1, 2, 3 especies
=1, 2,3, 4,5 dosis

Donde:

Yij = Variable respuesta al usar la i-ésima especie en la j- ésima dosis de alcaloides
M = efecto de la media global.

ai = Efecto de la i-ésima especie de maleza.

) = Efecto de la j-ésima dosis de extracto de alcaloides.

(ab)ij = Efecto de la interaccion entre el factor especie y el factor dosis.

€ij = error aleatorio experimental.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Segun los datos obtenidos del andlisis de varianza de la Tabla 6 a un nivel de significancia
de o= 0.05, se encontr6 que existen diferencias altamente significativas con un p-valor
<0.001 en las fuentes de variabilidad especie, dosis y la interaccion de ambas. Los
coeficientes de variacion son menores al 20%, demostrando resultados de confianza y
aceptables para condiciones de laboratorio, afirmando la uniformidad de los datos tomados.
Tabla 6: Cuadrados medios del ANVA de porcentaje de germinacion, longitud de radicula 'y

longitud de hipocotilo de las tres especies de malezas frente a la aplicacion de las cinco dosis de
extracto acuoso de alcaloides de L. mutabilis

— - Porcentaje de , Longituq .
germinacion Radicula Hipocatilo
Especie 2 27832.68 *** 1271.94 *** 2648.2 ***
Dosis 4 3983.68 *** 1521.68 *** 3194.1 ***
Especie*Dosis 8 1302.58 *** 144,88 *** 171.4 ***
Error 60 52.7 8.25 15.5
Total 74
p-Valor <0.001
Coeficiente de Variacion (%) 14.09 16.43 15.37

Las Tablas de andlisis de varianza de las fuentes de variabilidad; porcentaje de germinacion,

longitud de radicula e hipocotilo, se detallan en los Anexos 3, 4y 5.

Al resultar significativa la interaccion de los factores en estudio, se procederd a analizar la
interaccion y no los factores principales (Calzada, 1970). Las pruebas de comparacion de
medias de Tukey para los efectos principales especie y dosis se encuentran especificados en
los Anexos 6 y 7 para porcentaje de germinacion y en Anexos 14 y 16 para longitudes de

radiculay 15y 17 para longitudes de hipocaotilo.
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4.1 Germinacion de la semilla:

4.1.1 Porcentaje de germinacion

La actividad alelopatica y el efecto antigerminativo del extracto de alcaloides de tarwi se
evalud in vitro sobre Amaranthus dubius, Bidens pilosa y Medicago polymorpha (Tabla 7).
Se aprecia una respuesta inversamente proporcional entre la dosis y el porcentaje de
germinacion en todas las especies; sin embargo, cada una reaccion6 de manera diferente ante

la aplicacion del extracto.

Solo en A. dubius se produjo la inhibicion en la germinacion con el tratamiento T4 (6.2
mg/ml), ademas existen diferentes niveles de significancia en cada tratamiento exceptuando
a los tratamientos T3 (4.65 mg/ml) y T4 (6.2 mg/ml), los cuales son estadisticamente
similares. Ninguno de los tratamientos de la especie B. pilosa presentan diferencias
significativas y poseen elevada capacidad germinativa para todas las dosis comparada con
A. dubius y M. polymorpha, cuyos porcentajes de germinacion fueron notablemente mas
afectados, esto indicaria la rusticidad y la capacidad de recuperacion de B. pilosa ante la
aplicacion del extracto. M. polymorpha fue la especie con el menor porcentaje de
germinacion sin aplicar ninguna dosis; sin embargo, éste disminuyo en presencia de todas
las dosis de extracto aplicadas, siendo significativa en el tratamiento T2 (3.1 mg/ml) y T4

(6.2 mg/ml) con respecto al TO.

Tabla 7: Prueba Tukey para la interaccion de los factores Especie x Dosis para porcentaje de
germinacion (a al 0.05)

Especie
A. dubius B. pilosa M. polymorpha
TO (0 mg/ml) 86.4 a 97 a 38 ¢
Dosis | T1 (1.55 mg/ml) 488 b % a 3B c
del T2 (3.1 mg/ml) 384 ¢ 91 a 28 d
extracto | T3 (4.65 mg/ml) 7.2 f 83 a 24 d
T4 (6.2 mg/ml) 0f 83 a 18 e

Jarma y Tirado (2004) comprobaron el extracto etandlico de raices de Gliricidia sepium a
una concentracion del 100% registré efectos alelopéaticos sobre A. dubius, reduciendo su
porcentaje de emergencia a menos del 20%. A su vez, Zarate et al. (2006) comprobaron la
actividad fitotdxica sobre Amaranthus hybridus y Bidens odorata, de diferentes
concentraciones del extracto acuoso de Calia secundiflora, logrando reducir su porcentaje

de germinacion y desarrollo de plantulas. De la misma manera, el experimento realizado por

35



Zamora et al. (2008) muestra que las semillas de A. hybridus disminuyeron su germinacién
por efecto del extracto acuoso de semillas de Lupinus mexicanus, logrando inhibir el 80%
en germinacion con la dosis de 1 mg mL-1. De esta manera podemos confirmar la
sensibilidad del genero Amaranthus frente a la aplicacion de extractos de alcaloides y otros

metabolitos.

Estudios realizados por Raimondo (2013) indican que B. pilosa tiene un potencial
germinativo mayor al 95%, los aquenios de la especie son unidades de dispersion muy
eficientes y germinan inmediatamente después de la maduracion, incluso las semillas pueden
ser viables en un periodo mayor a dos afios. Chauhan et al. (2019) muestra en su
investigacion que a condiciones normales el 93% de semillas de B. pilosa germinan. Ambos
datos refuerzan lo obtenido con el tratamiento TO, en donde se obtuvieron 97% de semillas

germinadas.

Malagutti et al. (2008) observaron que el extracto de Lupinus albus afect6 la germinacion
de B. pilosa con la menor dosis (20%), logrando incluso inhibir la germinacion de la especie
con las dosis de 80 y 100%, esto contrasta con lo obtenido en este experimento,

probablemente debido a la especie de Lupinus utilizada en su investigacion.

Kimura e Islam (2012) sefialaron en su investigacion que las legumbres forrajeras, en
especial en las especies de Medicago, Trifolium y Astragalus, poseen semillas con cubierta
dura, que impide la normal germinacién y provoca emergencia desuniforme de plantulas,
por ello recomiendan el uso de distintos métodos de escarificacion en las semillas.
Asimismo, Martin y Cuadra (2004) muestran que, de un lote de semillas de M. polymorpha,
sin ningun tratamiento de escarificacion, solo el 11% germinaron, lo que representa un bajo
potencial germinativo. Si bien M. polymorpha presento la menor tasa germinativa, en esta
investigacion, se decidié no utilizar métodos de escarificacion con la finalidad de imitar el

comportamiento que tiene la semilla en campo.

El efecto que causa el extracto acuoso de L. mutabilis en M. polymorpha puede compararse
al de la investigacion de Algandaby y El-Darier (2018), en donde, la germinacién de M.
polymorpha se vio disminuida frente a la aplicacion de extractos acuosos de Achillea
santolina, Artemisia monosperma, Pituranthus tortuosus y Thymus capitatus, logrando ser
totalmente inhibida con A. santolina y A. monosperma, a dosis del 20%. Estas especies
presentan alcaloides en su composicion quimica, lo cual confirma la sensibilidad de M.

polymorpha frente a este metabolito.
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4.1.2 Curva de germinacion por especie

Se muestran los graficos de la curva de germinacion para cada especie y su respectivo
analisis. Se utilizo la abreviatura dds la cual significa dias después de la siembra. Las Tablas
de andlisis de variancia y comparacion de medias de Tukey se encuentran en los Anexos 8,
9,10,11,12y 13.

«» Amaranthus dubius

Se aprecia en la Figura 2 que la germinacion en la especie A. dubius, en el ler dds, las
diferencias fueron significativas entre el tratamiento TO y el resto de tratamientos; sin
embargo, los tratamientos T2 (1.55 mg/ml), T3 (4.65 mg/ml) y T4 (6.2 mg/ml) son
estadisticamente similares. En el 2do y 3er dds, los tratamientos T3 y T4 se diferencian
estadisticamente del resto de tratamientos y a partir del 4to dds y hasta el final del
experimento, todos los tratamientos se mantienen constantes. Esto confirma, que la especie
A. dubius es sensible a la aplicacion de extracto de alcaloides de tarwi, manteniendo
constante ndmero de semillas germinadas y sin germinar en todos los tratamientos

sometidos a las diferentes dosis hasta el final del experimento.
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Figura 2: Curvas de germinacion de A. dubius acorde a las dosis aplicadas del extracto acuoso de
alcaloides de L. mutabilis
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% Bidens pilosa
En la Figura 3 se aprecia que la germinacién de B. pilosa tiene tendencia a aumentar en
todos los tratamientos. En el ler dds, la germinacion de la especie no tuvo diferencias
significativas en los tratamientos TO, T2 (1.55 mg/ml), T3 (4.65 mg/ml) y T4 (6.2 mg/ml)
comparandolos con el tratamiento T1. A partir de los 3 dds, podemos notar que la
germinacidn se diferencia en tres grupos, para todos ellos la germinacion tiene tendencia a
aumentar en magnitudes proporcionales a sus dosis, siendo la mayor dosis T4 (6.2 mg/ml)
la que alcance la germinacion de los demas tratamientos con menor velocidad en un tiempo
mas prolongado. Esto se puede evidenciar mejor en el 8vo dds, en donde solo hay dos
grupos de significancia hasta el final del experimento. Esto indica que las semillas de B.
pilosa tienen alta capacidad de resiliencia, pudiéndose recuperar, incluso con la mayor
dosis, a la aplicacion del extracto de alcaloides de tarwi hasta alcanzar una germinacion

estadisticamente similar a la dosis mas baja.
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Figura 3: Curva de germinacion de B. pilosa acorde a las dosis aplicadas del extracto acuoso de
alcaloides de L. mutabilis
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% Medicago polymorpha
La germinacién en la especie M. polymorpha, al igual que con B. pilosa, presenta tendencia
a incrementar. En la Figura 4 se aprecia que al 2do dds el tratamiento TO empieza a
diferenciarse del resto, mas la cantidad de semillas germinadas sigue aumentando
inversamente proporcional a la dosis, al igual que en B. pilosa. La germinacién empieza a
ser constante a partir de los 7 dds, siendo los tratamientos TO y T1 (1.55 mg/ml) los menos
afectados y son estadisticamente diferentes a los tratamientos T2 (1.55 mg/ml), T3 (4.65
mg/ml) y T4 (6.2 mg/ml). Esto indicaria que la especie M. polymorpha logra recuperar su

germinacién medianamente ante la aplicacién de alcaloides de tarwi.
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——T0 (0 mg/ml) T1 (1.55 mg/ml) T2 (3.1 mg/ml) T3 (4.65 mg/ml) T4 (6.2 mg/ml)

Figura 4: Curva de germinacion de M. polymorpha acorde a las dosis aplicadas del
extracto acuoso de alcaloides de L. mutabilis

Como se aprecia, las tres malezas han reaccionado de manera distinta, bajo las mismas
condiciones de exposicion, al extracto acuoso de alcaloides de tarwi. Se evidencia que la
germinacion llega a ser constante incluso en dias diferentes para todas las especies
evaluadas. Para A. dubius la constancia en germinacion (no se incrementa el nimero de
semillas germinadas) se alcanzé a los 4 dds, mientras que para M. polymorpha a los 7 dds y

B. pilosa a los 8 dds.
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Para las tres especies de malezas, el tratamiento T3 (4.65 mg/ml) se podria considerar como
el mejor para retardar o inhibir el proceso de germinacion, ya que no presenta diferencias
significativas con el tratamiento T4 (6.2 mg/ml) en dos de las tres especies. El tiempo que
se ganaria con la aplicacién del extracto puede ser importante para que, en condiciones de
campo, se logre establecer el cultivo sin tener que competir con la maleza por agua, suelo y

nutrientes.

4.2 Emergencia de la plantula
4.2.1 Longitud de radicula e hipocétilo

En las Tablas 8 y 9, se observa una respuesta inversamente proporcional entre la dosis y la
longitud media de la radicula e hipocotilo, lo cual indica una reduccion de las longitudes de
ambas estructuras; siendo la mayor reduccion en la longitud media de radicula que en

hipocétilo para todas las especies.

En A. dubius (Tablas 8 y 9), se observa que existe una diferencia marcada y significativa
entre el tratamiento TO y el T1. Se observa en la Tabla 8 una reduccion del 52.94% de la
longitud radicular del tratamiento T1 con respecto al tratamiento TO, mientras que en la
Tabla 9, la reduccion en el tamario del hipocotilo es tan solo del 18.23% con respecto al TO.
Las longitudes para el T4 (6.2 mg/ml) en ambos casos son nulos debido a que el extracto
acuoso inhibio la germinacion. Esta informacion es comparable a los resultados obtenidos
por Zarate et al. (2006), en donde Amaranthus hybridus fue afectada por la aplicacion del
extracto de Calia secundiflora, disminuyendo también el desarrollo de la longitud radicular

conforme se aumenté la concentracidn del extracto acuoso de hojas.

B. pilosa respondio a todos los tratamientos, en la Tabla 8 se observa la reduccién del 38.21%
en la longitud radicular del tratamiento T1 con respecto al tratamiento TO, mientras que en
la Tabla 9, la reduccion en el tamafio del hipocdtilo es tan solo del 20.48% con respecto al
TO. Malagutti et al. (2008) tuvieron resultados similares donde B. pilosa presenta reduccion
en tamafio tanto de radicula como hipocétilo a medida que se aumentan las dosis del extracto
acuoso de Lupinus albus, concordando con los resultados obtenidos en esta investigacion. A
pesar que la capacidad germinativa de la especie no fue afectada (Tabla 7), las plantulas que
se desarrollaron a partir de estas semillas presentaron problemas con su crecimiento y dafios

fisicos evidentes en sus estructuras.

La respuesta al tratamiento T1 (1.55 mg/ml) también fue significativa para M. polymorpha

en la longitud de ambas estructuras con respecto al TO. La Tabla 8 muestra que el porcentaje
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de reduccién de la longitud de radicula entre el tratamiento TO y el T1 fue de 73.09%,
mientras que en la Tabla 9 la diferencia de las longitudes de hipocétilo entre los tratamientos
TOy T1 representa el 46.94%. Estos datos son similares a los obtenidos en la investigacion
de Algandaby y El-Darier (2018), en donde las longitudes de plumula y radicula de M.

polymorpha fueron reducidas con el uso de los extractos de diferentes plantas medicinales.

Con los resultados obtenidos en las Tablas 8 y 9 podemos inferir que los metabolitos
secundarios de los alcaloides presentes en Lupinus mutabilis no solo afectan la germinacion,
inhibiéndola o retardandola, sino también afectan la fisiologia durante el crecimiento y
desarrollo de algunas plantulas, observandose un efecto mas homogéneo en este Gltimo
parametro. Hall y Henderlong (1989) también observaron que el crecimiento de las plantulas

es mas sensible a los aleloquimicos que la germinacion de semillas asociada.

Tabla 8: Prueba Tukey para la interaccion de los factores Especie x Dosis para longitud de

radicula (a al 0.05)
Especie
A. dubius B. pilosa M. polymorpha
TO (0 mg/ml) 13.79 ¢ 41.51 a 2497 b
Dosis | T1(1.55 mg/ml) 6.49 e 25.65 b 6.72 e
del T2 (3.1 mg/ml) 173 f 13.83 ¢ 443 f
extracto | T3 (4.65 mg/ml) 0.89 f 7.66 d 3 f
T4 (6.2 mg/ml) 0f 312 f 213 f

Tabla 9: Prueba Tukey para la interaccion de los factores Especie x Dosis para longitud de

hipocoétilo (a al 0.05)
Especie
A. dubius B. pilosa M. polymorpha

TO (0 mg/ml) 26.99 d 55.92 a 3217 ¢

Dosis | T1 (1.55 mg/ml) 22.07 e 44.47 b 17.07 e
del T2 (3.1 mg/ml) 14 f 324 ¢ 777 ¢
extracto | T3 (4.65 mg/ml) 1.84 ¢ 13.69 f 462 g
T4 (6.2 mg/ml) 0g 7.24 ¢ 2.65 ¢

Para A. dubius los porcentajes de reduccién con respecto al control fueron de 77.98% para
longitud de radicula y 53.18% para hipocétilo, en caso de B. pilosa fueron de 76.62% para
radicula y 56.28% para hipocotilo, mientras que en M. polymorpha fueron de 83.70% y
75.05% respectivamente. Esto indica que el extracto de alcaloides de tarwi afecto mas al
crecimiento de la radicula que al hipocotilo. De la misma manera, Chung y Miller (1995)
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observan mayor disminucion en las longitudes de radicula que hipocétilo en seis especies

diferentes de malezas frente a la aplicacion del extracto de Medicago sativa.

Estos resultados también fueron obtenidos por Ashrafi et al. (2008), en donde la longitud de
radicula de Hordeum spontaneum fue més afectada que la del hipocoétilo frente a la
aplicacion del extracto de Helianthus annuus. Ademas, Sadeghi et al. (2009) declararon que
la longitud de la radicula era mas sensible a los aleloquimicos el hipocétilo, esto puede
deberse al hecho que las radiculas son las primeras en entrar en contacto con el extracto que

contiene los aleloquimicos.

El extracto acuoso de alcaloides de L. mutabilis redujo la longitud media de la radicula e
hipocétilo probablemente debido a que afectd los procesos de division y elongacion celular
en las diferentes especies de malezas, tal como ha sido reportado con otros aleloquimicos
(Javaid & Anjum, 2006). Son pocos los estudios de las propiedades fitotoxicas de algunos
alcaloides especificos; sin embargo M. Wink y Latz-Briining (1995) sugieren que la
alelopatia observada se debe a la interaccion de los alcaloides relacionados a la inhibicion
de ADN, biosintesis de proteinas, induccién o inhibicion procesos enzimaéticos y

permeabilidad de la membrana, afectando su estabilidad.

En las Tablas 8 y 9, se aprecia que el tratamiento T3 con la dosis de 4.65 mg/ml, disminuye
tanto la longitud de la radicula como el hipocétilo y, al no tener una diferencia significativa
tan marcada con el tratamiento T4 (6.2 mg/ml), podria considerarse al T3 como la mejor
concentracion de extracto que produce la reduccion del crecimiento de estas estructuras

radiculares.

La respuesta de las tres especies de malezas fue diferente ante la aplicacion del extracto
acuoso de L. mutabilis, en los dos parametros de evaluacion. En cuanto a germinacion el
efecto alelopatico se manifestd de la siguiente manera: A. dubius > M. polymorpha > Bidens
pilosa, mientras que la reduccion de la longitud de radicula e hipocotilo: M. polymorpha >

A. dubius > B. pilosa.

Muzquiz et al. (1994) evidenciaron diferencias en la sensibilidad entre especies luego de la
aplicacion de alcaloides quinolizidinicos; ellos utilizaron extracto de Lupinus hispanicus en
la germinacion de Pisum stivum, Lycopersicom sculentum, Triticum aestivum, Chenopodium
album, Vicia villosa y Avena sterilis, de las cuales solo lograron el efecto antigerminativo
en las semillas de A. sterilis. De la misma manera, Chung y Miller (1995) indicaron que el

grado de fitotoxicidad va a depender de la dosis aplicada y la especie receptora.
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En los Anexos 18, 19 y 20 podemos observar las imagenes de cada especie y como fueron
afectadas por el extracto acuoso de alcaloides de L. mutabilis. Si bien los datos numéricos
obtenidos reflejan el efecto negativo del extracto sobre las malezas tanto en el porcentaje de
germinacién y longitud de radicula e hipocotilo, también se aprecia el dafio fisico de estas

estructuras en las tres especies.

A partir del tratamiento T1 (1.55 mg/ml), se evidencia el efecto fitotdxico del extracto,
obteniéndose plantulas anormales caracterizadas por tener radiculas ahiladas o atrofiadas
con hendiduras e hipoco6tilos deformados, cortos o gruesos, con manchas necroticas, este
signo se extiende hasta la zona del hipocotilo en el tratamiento T2 (3.1 mg/ml) para M.
polymorpha y a partir del tratamiento T3 (4.65 mg/ml) para A. dubius y B. pilosa. El
tratamiento TO no presento ningun signo o dafio en la zona radicular. Estos resultados son
similares a los obtenidos en la investigacion de Zarate et al. (2006) quien describe los
mismos dafios para la zona radicular en todas las especies que fueron evaluadas, indicando
que estas plantas no podrian sobrevivir en condiciones de campo. Ademas, el deterioro en la
zona radicular provocaria mayor exposicion a patégenos del suelo, facilitando la penetracion

en las estructuras causando dafos irreversibles en el desarrollo de las malezas.

4.3 Prueba de cromatografia en capa fina
El revelado de la prueba de cromatografia permitio identificar y confirmar la presencia de
alcaloides, dentro de ellos, esparteina, lupaninay lupinina, los cuales fueron comparados con

un patron de manchas previamente establecidas (Figura 5).

Wink (1983) reporta la influencia de alcaloides quinolizidinicos de Lupinus albus sobre la
germinacion de Latuca sativa, siendo inhibida hasta mas del 90%, ademés de afectar
negativamente la longitud de la radicula. Esta actividad fue gracias a la accion de la lupanina,
el cual es el componente mayoritario en la composicion de alcaloides de L. albus (58%).
Esto puede ser comparable a los resultados obtenidos en la presente investigacion con el
extracto de Lupinus mutabilis, ya que también se logré disminuir o retardar el proceso de
germinacion y reducir las longitudes de radicula e hipocétilo, siendo también lupanina el
componente predominante en la composicién de alcaloides (60%).
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Figura 5: Cromatografia en capa fina y revelado del patron de alcaloides quinolizidinicos mediante
el uso del reactivo de Dragendorff sobre una placa de Silicagel TLC 60. La tincion color naranja
indica presencia de alcaloides
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V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion permiten extraer las siguientes

conclusiones:

El efecto fitotdxico de los alcaloides de L. mutabilis, afectd el crecimiento y desarrollo de
las malezas en estudio. Probablemente los alcaloides quinolizidinicos provenientes de los

granos de tarwi pueden ser una fuente potencial para el desarrollo de bioherbicidas.

El extracto acuoso de alcaloides quinolizidinicos de Lupinus mutabilis disminuyo el
porcentaje de germinacion en las especies de malezas en estudio (Amaranthus dubius >
Medicago polymorpha > Bidens pilosa), cada una de manera diferente, en la cual se cumple

una relacién inversamente proporcional mayor dosis, menor porcentaje de germinacion.

El extracto acuoso de alcaloides quinolizidinicos de Lupinus mutabilis también redujo
significativamente la longitud de la radicula e hipoco6tilo de todas las malezas en estudio (M.

polymorpha > A. dubius > B. pilosa), afectando su normal crecimiento y desarrollo.
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V. RECOMENDACIONES

Optimizar el proceso de obtencion de harina de tarwi, utilizando un molino que triture
de manera uniforme los granos de tarwi, de esta manera se evitaria el desperdicio de

material vegetal y se ahorraria tiempo en el proceso de tamizado.

Utilizar un recirculador de agua durante el proceso de desengrasado con el equipo

Soxhlet, esto evitard dafios tanto al material vegetal como al equipo.

Trabajar siempre sobre superficies estériles previamente desinfectadas para evitar la

contaminacion.

Probar otras metodologias de extraccion de alcaloides, utilizando solventes menos
nocivos durante el proceso y asi poder darle un uso la harina de tarwi en vez de
desecharla.

Continuar las investigaciones sobre otros posibles efectos de la alelopatia sobre otras
especies de malezas, hongos fitopatdgenos, plagas, entre otras para asi disminuir el uso

de productos quimicos y tener una agricultura mas sostenible.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: Flujograma de extraccion de alcaloides de Lupinus mutabilis Sweet.

‘ 50 g Harina de tarwi desengrasada

v

Anadir 200 ml de TCA 5%

\ 4

Agitar por 12 horas

\ 4

Centrifugar por 20 min a 2650 xg

A 4

( Alcalinizar con 8 ml de NaOH 10 M ]

A 4

P
Extraccion de alcaloides con diclorometano 1

mediante decantacion (3x50 ml)

ONONONONONO

\4 \ 4

( Descartar fase acuosa ] ‘ Recuperacion de fase organica ’

\ 4

t Llevar a sequedad con rotavapor J

\ 4

t Almacenamiento a 4°C J

ONONO
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ANEXO 2: Fotografias del proceso de extraccion de alcaloides de tarwi

Imagen 1: Desengrasado de harina de Imagen 2: Agitacion de la harina de
tarwi con equipo Soxhlet. tarwi con TCA en el shaker.

Imagen 3: Tubos Falcon luego del Imagen 4: Extraccion de alcaloides
proceso de centrifugado. con en pera de decantacion.

Imagen 5: Equipo rotavapor. Imagen 6: Obtencion de los
alcaloides de tarwi.
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ANEXO 3: Analisis de variancia del porcentaje de germinacion (a al 0.05)

F.V. G.L. S.C. C.M. F-CAL p-VALOR | SIGNF
Especie 2 55665.36 | 27832.68 | 528.1343 0.0001 falaied
Dosis 4 15934.72 3983.68 75.5916 0.0001 falaed
Especie*Dosis 8 10420.64 1302.58 24.7168 0.0001 falaied
Error 60 3162 52.7
Total 74 85182
Coeficiente de Variacion (%) 14.09
ANEXO 4: Analisis de variancia de la longitud de radicula (a al 0.05)
F.V. G.L. S.C. C.M. F-CAL | p-VALOR | SIGNF
Especie 2 2543.89 1271.94 154.2 0.0001 Fkx
Dosis 4 6086.71 1521.68 184.47 0.0001 Fkx
Especie*Dosis 8 1159.06 144.88 17.56 0.0001 Fhk
Error 60 494.92 8.25
Total 74 10284.58
Coeficiente de Variacién (%) 16.43

ANEXO 5: Anélisis de variancia de la longitud de hipocétilo (a al 0.05)

F.V. G.L. S.C. C.M. F-CAL p-VALOR | SIGNF
Especie 2 5296.4 2648.2 170.42 0.0001 falehed
Dosis 4 12776.3 3194.1 205.55 0.0001 falehed
Especie*Dosis 8 1370.8 171.4 11.03 0.0001 falehed
Error 60 932.3 155
Total 74 20375.9 15.37
Coeficiente de Variacion (%) 15.37

ANEXO 6: Prueba Tukey para el factor especie para % de germinacion (a al 0.05)

Especie % Germinacion
Bidens pilosa 89.8 a
Amaranthus dubius 36.16 b
Medicago polymorpha 28.6 C

ANEXO 7: Prueba Tukey para el factor dosis para % de germinacion (o al 0.05)

Dosis % Germinacion
TO (0 mg/ml) 73.8 a
T1 (1.55 mg/ml) 59.6 b
T2 (3.1 mg/ml) 5247 b
T3 (4.65 mg/ml) 38.07 ¢
T4 (6.2 mg/ml) 33.67 ¢
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ANEXO 8: Anélisis de variancia para la curva de germinacion de A. dubius (o al 0.05)

Cuadrados Medios

FV. | G.L 1 2 3 4 5 6 7 8 9

dds dds dds dds dds dds dds dds dds

Dosis 4 0.75 | 0.79 | 0.8125| 0.8 |0.8125| 0.825 | 0.84 0.84 0.84

Error | 20 | 0.0055 | 0.009 | 0.0095 | 0.012 | 0.011 | 0.0105 | 0.0095 | 0.0095 | 0.0095
Total 24

P-valor 0.0001

Coeficiente

de Variacion 5.9 6.47 | 651 | 7.22 | 6.93 6.81 6.93 6.39 6.93
(%)**

** Se realiz6 una transformacion a estas variables debido a que no seguian los supuestos
de homogeneidad de varianza y normalidad de errores

ANEXO 9: Prueba Tukey para la curva de germinacion de A. Dubius (a al 0.05)

Dosis del % de Germinacion (dias después de la siembra)
extracto | 1dds | 2dds | 3dds | 4dds | 5dds | 6dds | 7dds | 8dds | 9dds
Vo 664 a|824a| 8 a [ 848 a|856a|864a|864a|864a|864a
mg/ml)
TLUSS 195 | 44 b [464b|472b 4720 48 b | 488 b|488 b | 488 b
mg/ml)
T2 (3.1
16 c |272c|288¢c| 32 b |344Db| 36 b [384b|384b 384D
mg/ml)
U e 0c 56d |56d | 72c | 72c | 72c | 72c | 72cCc | 72c¢C
mg/ml)
1462 1 5c | 94 | 0d | 0c | 0c | 0c | 0c | 0c | Oc
mg/ml)

ANEXO 10: Analisis de variancia para la curva de germinacion de B. pilosa (a al 0.05)

Cuadrados Medios

FV. | GL. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

dds dds dds dds dds dds dds dds dds
Dosis 4 10.0575|0.7275 | 3325.76 | 3128.64 | 1964.8 | 1216.96 | 650.24 | 187.2 | 138.24
Error | 20 | 0.008 | 0.017 | 84.16 75.84 | 4544 | 55.04 | 30.72 | 28.16 | 29.12
Total 24
P-valor 0.001 0.0001 0.001 | 0.007
Coeficiente
de Variacion | 8.5** 8** 18.92 16.8 11.23 11.39 8.17 7.45 7.51
(%)

** Se realizé una transformacion a estas variables debido a que no seguian los supuestos
de homogeneidad de varianza y normalidad de errores
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ANEXO 11: Prueba Tukey para la curva de germinacién de B. Pilosa (a al 0.05)

Dosis del % de Germinacion (dias después de la siembra)

extracto | 1dds | 2dds | 3dds | 4dds | 5dds | 6dds | 7dds | 8dds | 9dds
T0O |\ 9 p | 74ab|8a|90a| 9%al|o7a|97a|97a| 97a
mg/ml)

TLUSS g | 782 | 83a | 85a | 90a | %a | 9%5a | 9a | 95 ab
mg/ml)

T2@L 14y 5o | 79a|82a | 88a | 91 ab | 91 ab | 91 ab | 91 ab
mg/ml)

T3 (4.65

mgmp, | Ob | 18c |43b 51b | 65b | 75b | 78b  82b | 83b
T402 1 5y | 5¢ |12¢|16¢c| 36¢c | 50c|63c | 80b| 83b
mg/ml)

ANEXO 12: Analisis de variancia para la curva de germinacion de M. polymorpha (o al

0.05)
Fv. | 6L Cuadrados Medios
1dds | 2dds | 3dds | 4dds | 5dds | 6dds | 7dds | 8dds | 9dds
Dosis 4 10.00125| 0.08 |0.1275|0.0975 | 0.06 0.06 | 0.0425 | 0.0475 | 0.055
Error | 20 0.001 0.01 |0.0175| 0.01 | 0.0095 | 0.0095 | 0.0105| 0.011 | 0.011
Total | 24
P-valor 0.431 | 0.0005 | 0.0008 | 0.0001 | 0.0021 | 0.0021 | 0.01 0.01 | 0.0067
Coeficiente
de Variacion 3.5 8.95 9.98 7.12 6.71 5.25 6.52 6.7 6.72
(%)
** Se realizd una transformacion a estas variables debido a que no seguian los supuestos
de homogeneidad de varianza y normalidad de errores
ANEXO 13: Prueba Tukey para la curva de germinacion de M. Polymorpha (o al 0.05)
Dosis del % de Germinacién (dias después de la siembra)
extracto 1dds | 2dds | 3dds | 4dds | 5dds | 6dds | 7dds | 8dds | 9dds
T0O | g4 | 12a |21a|28a|30a|32a|3a|36a|38a
mg/ml)
VL (ee 0a 2 b 18a | 24b | 27 b | 3la|33a|3a]| 3Ha
mg/ml)
T2BL | g4 | 3b |12b|15¢ | 20c | 24b | 27b | 28b | 28 b
mg/ml)
Ve (e 1a 2 b 10b | 12c | 15¢c | 19b | 24b | 24 b | 24 Db
mg/ml)
462 | 5. | ob | 2b | 7c |13c | 14b | 18b | 18b | 18D
mg/ml)
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ANEXO 14: Prueba Tukey para el factor especie para longitud de radicula (a al 0.05)

Especie Longitud de Radicula (mm.)
Bidens pilosa 18.3517 a
Amaranthus dubius 8.2489 b
Medicago polymorpha 45777 ¢

ANEXO 15: Prueba Tukey para el factor especie para longitud de hipocétilo (a al 0.05)

Especie Longitud de Hipocétilo (mm.)
Bidens pilosa 30.7438 a
Amaranthus dubius 129791 b
Medicago polymorpha 12.8559 b

ANEXO 16: Prueba Tukey para el factor dosis para longitud de radicula (o al 0.05)

Dosis Longitud de Radicula (mm.)
TO (0 mg/ml) 26.7565 a
T1 (1.55 mg/ml) 12.9491 b
T2 (3.1 mg/ml) 6.6597 c
T3 (4.65 mg/ml) 3.8508 ¢
T4 (6.2 mg/ml) 1.7475 ¢

ANEXO 17: Prueba Tukey para el factor dosis para longitud de hipocétilo (o al 0.05)

Dosis Longitud de Hipocotilo (mm.)
TO (0 mg/ml) 38.3589 a
T1 (1.55 mg/ml) 27.8689 b
T2 (3.1 mg/ml) 18.0587 ¢
T3 (4.65 mg/ml) 6.7179 d
T4 (6.2 mg/ml) 3.2937 d
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ANEXO 18: Efecto del extracto acuoso de L. mutabilis en A. dubius

v / \m / ,(

(/ V.aC \

Imagen 1: Tratamiento TO (0 mg/ml) Imagen 2: Tratamiento T1 (1.55 mg/ml)

Imagen 3: Tratamiento T2 (3.1 mg/ml) Imagen 4: Tratamiento T3 (4.65 mg/ml)

Imagen 6: Se realizd un corte
longitudinal a las semillas del tratamiento
Imagen 5: Tratamiento T4 (6.2 mg/ml) T4 para observar el estado de la radicula.
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ANEXO 19: Efecto del extracto acuoso de L. mutabilis en B. pilosa
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Imagen 1: Tratamiento TO (0 mg/ml)

Imagen 2: Tratamiento T1 (1.55 mg/ml)
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Imagen 3: Tratamiento T2 (3.1 mg/ml)

Imagen 4: Tratamiento T3 (4.65 mg/ml)
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Imagen 5: Tratamiento T4 (6.2 mg/ml)

Imagen 6: Tratamiento T4 (6.2 mg/ml)
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ANEXO 20: Efecto del extracto acuoso de L. mutabilis en M. polymorpha

Imagen 1: Tratamiento TO (0 mg/ml)
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Imagen 2: Tratamiento T1 (1.55 mg/ml)
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Imagen 4: Tratamiento T3 (4.65 mg/ml)
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Imagen 5: Tratamiento T4 (6.2 mg/ml)
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Imagen 6: Tratamiento T4 (6.2 mg/ml)






