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RESUMEN

La aplicacion anual de herbicidas en el mundo aumenta cada afio, debido a
que hay grandes pérdidas de los cultivos a causa de las malezas, como alternativa
a esto tenemos el uso de agroquimicos, especialmente herbicidas, que pueden
constituir la Gnica manera eficaz de defender temporalmente un cultivo de las malas
hierbas. Sin embargo, hoy en dia, se aplican herbicidas peligrosos en los campos,
causando dafios a los agricultores, los consumidores y el medio ambiente. Debido a
esto se propone la busqueda de nuevas alternativas, como la identificacién de
sustancias naturales con efectos alelopéaticos para la obtencién de herbicidas
naturales. Los aceites esenciales son una clase adecuada de aleloquimicos para
ser utilizados como bioherbicidas debido a su biodegradabilidad, alta diversidad

estructural y resistencia natural reduciendo las malas hierbas.

El objetivo de este trabajo de investigacion es la busqueda de potenciales
fitotdxicos a partir de los aceites esenciales de especies vegetales de la familia
Piparaceae. Para la extraccion de los diez (10) aceites esenciales se utiliz6 el
método de hidrodestilacién, las especies son: P. coruscan Kunth, P. sancti-felicis
trel, P. casapiense (Miq) C. DC, P. obliquum Ruiz & Pav, P. anonifolium (Kunth), P.
tuberculatum Jacq, P. dumosum Rudge, P. reticulatum L, P. soledadense Trel y P.
mituense Trel & Yunck. Los aceites esenciales fueron ensayados frente a la
monocotiledénea Lolium perenne L. y la dicotiledénea Lactuca sativa F. Como
resultado se observé que todos los aceites esenciales de Piper, fueron activos
frente a L. perenne L, mientras que solo los aceites esenciales de P. sancti-felicis
trel, P. mituense Trel & Yunck, P. reticulatum L y P. casapiense (Miq) C. DC, fueron

activos frente a L. sativa F.

En el analisis por cromatografia de gases acoplada a masas de los aceites
esenciales que presentaron los mejores resultados de actividad fitotéxica frente L.
perenne L. y L. sativa F, fueron P. sancti-felicis Trel (76,08%), P. mituense Trel &
Yunck (51,58%), P. reticulatum L (14,99%), que tienen como compuesto mayoritario
al fenilpropanoide apiol y P. casapiense (22,64%) al compuesto biciclo[5,2,0]nonane,

2-metileno-4,8,8-trimetil-4-vinil.

Palabras clave: Piper, aceites esenciales, metabolitos secundarios y fitotoxicidad.



ABSTRACT

The annual application of herbicides in the world increases every year, due
to the great losses of crops due to weeds, as an alternative to this, we have the use
of agrochemicals, especially herbicides, which may be the only effective way to
temporarily defend a weed crop. However, nowadays, dangerous herbicides are
applied in the fields, causing harm to farmers, consumers and the environment. Due
to this, the search for new alternatives is proposed, such as the identification of
natural substances with allelopathic effects to obtain natural herbicides. Essential
oils are a suitable type of allelochemicals to be used as bioherbicides due to their
biodegradability, high structural diversity, and natural resistance to reducing weeds.

The objective of this research is to search for phytotoxic potentials from the
essential oils of plant species of the Piparaceae family. For the extraction of the ten
(10) essential oils, the hydrodistillation method was used, the species are: P.
coruscan Kunth, P. sancti-felicis trel, P. casapiense (Miq) C. DC, P. obliquum Ruiz &
Pav, P. anonifolium (Kunth), P. tuberculatum Jacq, P. dumosum Rudge, P.
reticulatum L, P. soledadense Trel y P. mituense Trel & Yunck. Essential oils were
tested against the monocot Lolium perenne L. and the dicot Lactuca sativa F. As a
result, it was observed that all Piper essential oils were active against L. perenne L,
while only the essential oils of P. sancti-felicis trel, P. mituense Trel & Yunck, P.

reticulatum L and P. casapiense (Mig) C. DC. were active against L. sativa F.

In the analysis by gas chromatography pinned to masses of the essential
oils that presented the best results of phytotoxic activity against L. perenne L and L.
sativa F, were P. sancti-felicis (76,08%), P. mituense (51, 58%), P. reticulatum
(14,99%), which have the phenylpropanoid apiol as the main compound and P.
casapiense (22,64%) to the bicyclic compound [5,2,0] nhonane, 2-methylene-4, 8,8-

trimethyl-4-vinyl.

Keywords: Piper, essential oils, secondary metabolites, and phytotoxicity
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INTRODUCCION

Desde el comienzo de este siglo, la aplicacion anual de herbicidas en el
mundo ha aumentado de 0,65 a 2 millones de toneladas, pero la produccién anual
de alimentos en el mismo periodo aumenté de 1,9 a 2,1 billones de toneladas
(12,3%) (Shah et al., 2016).

La pérdida anual de la economia global causada por las malezas se ha
estimado que es de US$ 100 mil millones de doélares (Swanton et al., 2015), como
alternativa a esto tenemos el uso de agroquimicos, especialmente herbicidas,
necesarios para controlar las plagas con el fin de producir alimentos adecuados
para la poblacién mundial (Mensah et al., 2015).

Los plaguicidas pueden constituir la Unica manera eficaz de defender
temporalmente un cultivo de las malas hierbas (Ojeda D"Ugard, 2018). Sin embargo,
hoy en dia, se aplican herbicidas peligrosos en los campos, causando dafios a los
agricultores, los consumidores y el medio ambiente (Choopayak et al., 2015).

Sin embargo, muchas especies de malezas han desarrollado resistencia a los
herbicidas debido a la mayor capacidad metabdlica para desintoxicar estas
sustancias (resistencia metabdlica) siendo un problema importante. La resistencia a
los herbicidas se hizo evidente por primera vez en la década de 1980 en Australia
(Lolium rigidum) y en Reino Unido (Alopecurus myosuroides). Ahora se reconoce
cada vez mas la inminente amenaza para la sostenibilidad de los herbicidas vy, por

lo tanto, en la produccién de cultivos a nivel mundial (Yu & Powles, 2014).

Una alternativa factible podria ser la identificacion de sustancias naturales con
efectos alelopéticos para la realizacion de herbicidas naturales (Choopayak et al.,
2015; Ojeda D’Ugard, 2018). La ventaja en la utilizacion de tales compuestos
naturales es el rapido proceso de descomposicion en el medio ambiente y, por lo
tanto, la posible aplicacién en la agricultura sostenible como la agricultura organica
(Ojeda D"Ugard, 2018).

Los aceites esenciales son una clase adecuada de aleloquimicos para ser
utilizados como bioherbicidas debido a su biodegradabilidad, alta diversidad
estructural y resistencia natural reduciendo las malas hierbas (Abd El-Gawad, 2016).

Los aceites esenciales de P. auritum y P. hispidum presentaron un potencial efecto
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alelopatico inhibiendo la germinacion de las semillas y crecimiento de malezas. El
constituyente quimico mayoritario de estas especies fue safrol (60 a 70%). Sin
embargo, el a y B-pineno en Piper auritum, apenas esta presente, pero son los
responsables de la actividad (Rizvi, 1992).

Como se ha indicado los pesticidas sintéticos presentan residuos peligrosos
que se incorporan en las plantas y el suelo, entrando asi en la cadena alimentaria y
causando grandes dafios a la salud y el medio ambiente. En base a los
antecedentes este trabajo de investigacion tuvo como objetivo la busqueda de
herbicidas naturales a partir de los aceites esenciales de diez (10) especies del

género Piper.

En este trabajo para la obtencién de los aceites esenciales se empleé el
método de hidrodestilacion y los aceites esenciales obtenidos se evaluaron la
actividad biologica vy fitotoxica frente a Lolium perenne. L (monocotiledénea) y
Lactuca Sativa. F (dicotiledénea), obteniendo como resultado que todos los aceites
esenciales de Piper, fueron activos frente a Lolium perenne. L., mientras que solo
los aceites esenciales de P. sancti-felicis Trel, P. mituense Trel & Yunck, P.
reticulatum L. y P. casapiense (Miq) C.DC. Fueron activos frente a L. sativa .F.

Los resultados de los andlisis por cromatografia de gases acoplada a masas
de las 10 especies del género Piper, solo 4 presentaron actividad fitotoxica frente L.
perenne L y L. sativa F, fueron P. sancti-felicis Trel (76,08%), P. mituense Trel &
Yunck (51,58%), P. reticulatum. L (14,99%), que tienen como compuesto
mayoritario al fenilpropanoide apiol y P. casapiense (22,64%) al compuesto

biciclo[5,2,0]nonane, 2-metileno-4,8,8-trimetil-4-vinil.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En una investigacion cuantitativa, evaluaron el extracto metanol/agua de Piper
sarmentosum, en sus resultados encontraron sustancias con potencial actividad
alelopético inhibiendo el crecimiento de especies de plantas como Lepidium sativum,
Lactuca sativa, Lolium multiplorum y Medicago sativa, dependiente de la dosis, se
sugiere que el acido 3-fenilpropionico puede funcionar como sustancia alelopética a
través de la inhibicion del crecimiento de especies de plantas vecinas (Piyatida
et al., 2012).

En un estudio cuantitativo, identificaron que los componentes principales del
aceite esencial de Piper hispidinervum, son safrol (78-81%), y terpinoleno (5-9%),
donde se observd que safrol afecta la germinacién de Lycopersicum solani y
Lactuca sativa a las 24 h de tratamiento y terpinoleno afecté el crecimiento de la
raiz de Lycopersicum Solani. Ademas, esta especie presentd actividad

antialimentaria y nematicida (Andrés et al., 2017).

En una investigacion ha identificado una gran diversidad de compuestos
guimicos en diferentes especies del género Piper, que pertenecen a diferentes
clases, que incluye alcaloides, amidas, cromenos, derivados de acidos benzoicos,
lignanos, neolignanos, propenilfencles, terpenos, esteroides, chalconas,
dihidrochalconas, flavonas, flavanonas, kavalactonas, piperélidos, ceramidas,

acidos grasos, flavonoides y aceites esenciales (Takeara et al., 2017).

Se realizo un estudio cuantitativo, en las que identificaron los aceites
esenciales de P. divaricatum (eugenol, metil eugenol y y-elemene); P. dilatatum
(apiol y trans-cariofileno), P. sanctifelicis (6-3-careno, limoneno, p-cimeno, B-pineno
y nerolidol) y P. a ff. hispidum (limoneno, ©&-3-careno, p-cimeno, elemol y
espatulenol). Ademas, los aceites esenciales de P. dilatatum y P. divaricatum
mostraron una fuerte actividad herbicida frente a Lolium perenne y P. a ff hispidum,

redujo el crecimiento de la raiz de Lactuca sativa (Jaramillo-Colorado et al., 2019).

En un estudio, evaluaron la actividad herbicida del aceite esencial de Piper
cubeba y P. nigrum. Donde P. cubeba mostr6 mayor actividad inhibiendo la

germinacion y el crecimiento de Bidens pilosa y Echinochloa crus-galli. En el



analisis de cromatografia de gases acoplado a masas (GC-MS) y cromatografia de
liquidos-ionizacion por electroespray-espectrometria de masas (LC-ESI-MS),
revelaron que los componentes principales para P. nigrum fueron (B-cariofileno
(51,12%) y B-tujeno (20,58 %) y de P. cubeba son Terpinen-4-ol (42,41%), a-
copaeno (20,04%) y y-elemeno (17,68%). Los aceites esenciales de estas plantas
pueden ser Utiles para controlar Bidens pilosa y Echinochloa crus-galli, las dos
malezas mas invasivas y problematicas en la practica agricola (Andriana et al.,
2019).

En un estudio cuantitativo evaluaron el extracto acuoso de hoja de Piper betle
L. sobre la germinacién, el crecimiento y la fisiologia del frijol mungo (Vigna radiata
(L.), inhibiendo la actividad de la a-amilasa, que puede afectar la sintesis de
proteinas de las semillas, causando asi la no germinacion de las mismas

(Thonsoongnern & Phraprasert, 2019).

1.2. Bases tedricas

1.2.1. Generalidades de la familia Piperaceae

La Familia Piperaceae, también conocida como la familia de la pimienta,
contiene alrededor de 3600 especies, constituida por 13 géneros, que se
encuentran distribuidos en dos géneros principales: Piper (2000 especies) y

Peperomia (1600 especies) (Oyemitan, 2017).

Esta familia ha proporcionado a muchas civilizaciones pasadas y
presentes una fuente de diversos medicamentos y especias que presentan un
alto valor alimenticio (Scott et al., 2008). Se encuentran muy extendidos en
regiones tropicales y subtropicales y son comunes especialmente en América

del Sur y Central, y en Asia central (Kuete et al., 2013).

1.2.2. Generalidades del género Piper.

El género Piper pertenece a la familia de las Pieraceae, es el mas grande
de la familia, con aproximadamente 2000 especies. En Per( esta familia esta
representada por tres géneros y 830 especies, de las cuales aproximadamente
324 pertenecen al género Piper (Jaramillo & Manos, 2001; Leon, 2013; Takeara
et al., 2017).



Las Piper pueden ser pequefios arboles,
arbustos, hierbas o enredaderas (Kuete et al.,
2013). Se conocen como “cordoncillos”,
debido a la presencia de diminutas flores
agrupadas en una inflorescencia en forma de
espiga 0 en racimos, con androceo formado
entre 1-10 estambres y gineceo de 1-4

carpelos, poseen tallos nudosos, sus hojas

son variadas, siempre simples, alternas,
frecuentemente enteras, elipticas u ovaladas (Jaramillo et al., 2008; Parra Amin,
2011).

Tabla 1. Clasificacion Taxonémica del género Piper

Clasificacion Taxonémica*

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Piperales

Familia Piperaceae
Género Piper

Nombre comun Cordoncillo, matico

Fuente:(Leon, 2013; Oyemitan, 2017)

1.2.3. Actividades Biolégicas de los aceites esenciales de Piper

Se ha identificado una gran diversidad de compuestos quimicos de las
especies del género Piper, que pertenecen a diferentes clases, que incluye
alcaloides, amidas, cromenos, derivados de acidos benzoicos, lignanos,
neolignanos, propenilfenoles, terpenos, esteroides, chalcones, diidrochalcones,
flavonas, flavanonas, kavalactonas, piperdlidos, ceramidas, acidos grasos,

flavonoides y aceites esenciales (Takeara et al., 2017).

Los aceites esenciales son ampliamente utilizados en las industrias de
alimentos, cosmética, salud y agricultura (Laosinwattana et al., 2018). Estos se

extraen de los tejidos de las plantas generalmente por hidrodestilacion (Abd EI-
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Gawad, 2016), son liquidos hidrofobos que contiene compuestos aromaticos
volatiles. Se sabe que los aceites esenciales extraidos de diferentes érganos
de especies del género Piper estan constituidos principalmente por terpenos
del tipo monoterpénicos (figuras 1 y 2) y sesquiterpenicos (figuras 3 y 4),
ademds de fenilpropanoides (figura 5) y otros compuestos minoritarios (Da
Silva et al., 2017; Nascimento et al., 2012; Parmar et al., 1997; Paz et al., 2017).
Las especies del género Piper se caracterizan por presentar diversas
actividades biolégicas y son utilizadas en farmacopeas a nivel mundial.
También se usan en la medicina popular para el tratamiento de diferentes

enfermedades en muchos paises (Takeara et al., 2017).

Debido a la gran variedad de metabolitos secundarios y a los diferentes
tejidos de los que se obtuvieron los aceites esenciales, es dificil resumir la
naturaleza de los mismos en Piper. Sin embargo, se ha identificado que hay
mas de 270 compuestos en los aceites esenciales. (Mgbeahuruike et al., 2017).
Otros autores afirman que identificaron mas de 80 compuestos en especies
Piper spp de origen Chino (Xiang et al., 2017). Los compuestos identificados
pertenecen principalmente a las clases de hidrocarburos mono vy
sesquiterpénicos, seguidos de aldehidos, alcoholes, acidos, cetonas, ésteres y
fenoles (Mgbeahuruike et al., 2017; Salehi et al., 2019).

Segun algunos autores indican que los aceites esenciales de frutos son
guimicamente menos diversos que en las partes aéreas, siendo los
hidrocarburos sesquiterpénicos y los compuestos oxigenados los mas
importantes en estas partes de la planta. El B-cariofileno es el compuesto mas
importante en el aceites esenciales de frutos, y menos importante en las hojas
(Mgbeahuruike et al., 2017; Salehi et al., 2019).

Los aceites esenciales de las especies de Piper son ricos en todas las
clases de compuestos quimicos volatiles, pero la composicion es muy variable,
tanto inter como intra especificamente, y estas diferencias parecen depender
del polimorfismo, parte de la planta, diferencias geograficas, condiciones
ambientales y quimiotipos (da Silva et al., 2017; Salehi et al., 2019; Thin et al.,
2018).



También hay que resaltar la importante actividad de como se ha indicado
la mayoria de las especies de Piper son biolégicamente activas (Andriana et al.,
2019; Mesquita et al., 2006; Prakash et al., 2014) y han demostrado importante
actividad como antioxidante, insecticida (Rojas E Silva Aizzo, 2013),
antiinflamatorio, inhibidor enzimatico, tripanocida, antiplaquetario, antiofidico,
antipaludico, ansiolitico/antidepresivo, antituberculoso, antidiabético, herbicida,
hepatoprotector, alelopético, antibacteriano (Helicobacter pylori) (Nascimento
et al.,, 2012), antimicrobiano (Saga Kitamura et al., 2006), amebicida (Sauter
et al.,, 2012), antitumoral (Girola et al., 2015), diurético (Novaes et al., 2014;
Takeara etal., 2017), antialimentario, nematicida y fitotoxico (Andrés et al.,
2017; Jaramillo-Colorado et al., 2019) (ver tabla 2).

1.2.3.1. Metabolitos secundarios
Terpenos: también conocidos como isoprenoides, son los productos
naturales mas numerosos y estructuralmente diversos. El nombre genérico
"terpeno” se aplico originalmente a los hidrocarburos aislados de la trementina,
el sufijo "ene" indica la presencia de enlaces olefinicos (Ludwiczuk et al., 2017).

Los terpenoides se clasifican en funcion del niumero y la organizacion
estructural de los carbonos formados por la disposicion lineal de las unidades de
isopreno seguida de la ciclacion y reordenamientos del esqueleto de carbono
con una caracteristica empirica conocida como la regla del isopreno. El
isopreno, es el 2-metilbuta-1,3-dieno (CsHg) por lo tanto, representa la clase
mas basica de terpenoides (Ludwiczuk et al., 2017).

La biosintesis de los precursores quimicos de isopreno, pirofosfato de
dimetilalilo (DMAPP) y pirofosfato de isopentenilo (IPP) se produce por dos
rutas metabdlicas diversificadas, la ruta del mevalonato (MEV) y la ruta del 2C-
metil-D-eritirol-4-fosfato (MEP) (Noriega, 2020).

Pirofosfaro de demetilalilo y el pirofosfato de isopentilo son hemiterpenos
y son responsables de formar las diversas subclases de compuestos que
componen los terpenos. Ademas, estos polimeros de isopreno pueden ser
lineales o pueden formar anillos y adherir a su estructura atomos de oxigeno y
nitrégeno. El nimero aproximado de terpenos conocidos se acerca a los
55.000 compuestos (Noriega, 2020).



El uso de terpenoides esta implicado en interacciones alelopaticas como
fuentes de nuevos modelos agroquimicos que podrian satisfacer los requisitos
de proteccion de cultivos y manejo de malezas (Amri et al., 2013). Muchos de
los compuestos identificados en el género Piper, presentan importantes
actividades biolégicos (Da Silva et al., 2017; Nascimento et al., 2012; Parmar
et al., 1997; Paz et al., 2017).

Monoterpenos: consisten en una estructura de 10 atomos de carbono (2
unidades de isopreno) y se pueden dividir en tres subgrupos: aciclico,
monociclico y biciclico. Muestran gran variabilidad de hidrocarburos, alcoholes,
aldehidos y otros compuestos oxigenados que, en conjunto, engloban gran
cantidad de isébmeros no solo funcionales sino también de posicién vy
geométricos. Estan considerados como una de las mas grandes familias de

productos naturales (Ludwiczuk et al., 2017; Noriega, 2020).

Los compuestos mas importantes que se encuentran en los aceites
esenciales de Piper son hidrocarburos monoterpénicos (a-pineno, mirceno,
limoneno, a-terpineno, p-cimeno, B-pineno, a-felandreno, (Z)-B-ocimeno),
monoterpenoides oxigenados (1,8 cineol, linalol, terpinen-4-ol, borneol,
alcanfor). En la tabla 2, se puede observar los monoterpenos mas importantes
de algunas especies de Piper (Da Silva et al., 2017; Salehi et al., 2019) (ver
tabla 2, figuras 1y 2).
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Figura N° 2.Monoterpenos Oxigenados

Sesquiterpenos: se derivan de tres unidades de isopreno y existen en
una amplia variedad de formas, estructuras lineales, monociclicas, biciclicas y
triciclicas. Son el grupo de terpenoides mas diverso (Ludwiczuk et al., 2017).

Los hidrocarburos sesquiterpénicos (B-elemeno, B-sesquifelandreno, (2)-
B-bisaboleno, (Z,Z)-a-farneseno, ar-curcumeno, a-zingibereno, &-cadineno, (-
cariofileno, a-humuleno, germacreno D, biciclogermacreno, a-cubebeno) y

sesquiterpenoides oxigenados (espatulenol, (E) -nerolidol, éxido de cariofileno,
10



a-cadinol, epi-a-bisabolol) son metabolitos secundarios que se encuentran

comunmente en las especies de Piper. En la tabla 2, se muestra

sesquiterpenos de Piper (figuras 3 y 4) (Da Silva et al.,, 2017; Salehi et al.,
2019) .
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Figura N° 3.Hidrocarburos sequiterpénicos
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Figura N° 4. Sesquiterpenos oxigenados

Fenilpropanoides (F): Son compuestos que también pueden
encontrarse en los aceites esenciales de especies de Piper (tabla 2, figura 5).
Biogenéticamente derivan del &cido shikimico, llamada la “ruta de los
fenilpropanoides o del acido shikimico”, a través de la cual las especies
vegetales biosintetizan mas de 8000 compuestos fendlicos y polifenélicos cuya
caracteristica més relevante es su actividad antioxidante (Gordo, 2018). Los
fenilpropanos son sustancias naturales ampliamente distribuidas en los
vegetales caracterizados por un anillo aromatico unido a una cadena de 3
carbonos.

Los fenilpropanoides mas representativos del género Piper son safrol,
dilapiole, miristicina, elemicina, (Z)-asarona, eugenol y presentan importantes
actividades biolégicos (Da Silva et al., 2017; Nascimento et al., 2012; Parmar
et al., 1997; Paz et al., 2017).
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Tabla 2.Principales metabolitos secundarios y actividades biolégicas de especies de Piper.

Especies Origen Pal;'ign(izla Principales metabolitos secundarios Propiedades bioldgicas Referencia
. . . Espatulenol (SO); . i .
P. angustifolium |Brasil Hojas 6xido de cariofileno (SO) Leishmanicida (L. infantum) (Takeara et al., 2017)
P anonifolium Bahia-Brasil | Partes aéreas a-p.lnen.o (MH); B-selineno  (S); a-selineno CItO.tOX'ICO; antifangico, antioxidante, |(Takeara et al., 2017)
(S); selin-11-en-4-a-ol (S) Anticolinesterasa
Oxido de cariofileno (SO); Espatulenol (Takeara et al., 2017)
Porto velho- |Hoias.  tallos (SO); B-pineno  (MH); canfeno  (MH); &- | Antinociceptivo; antiinflamatorio;
P. aleyreanum ; jas, ' lelemeno (SH); B-elemeno (SH); B-cariofileno | antiulceroso, citotoxico; antifingico,
Brasil partes aéreas ) o -
(SH); germacreno D (SH); biciclogermacreno | antioxidante
(SH)
B-pineno  (MH); E- cariofileno  (SH); B-|Larvicida (A. aegypti); antihelmintico | (Takeara et al., 2017)
P aduncum Bocaiuva Frutas. hoias cubebeno (SH); B-elemeno (SH); a-copaeno | (Haemonchus contortus); ixodicida
' -Brasil » o) (SH); a-farneseno (SH); 1,8-cineol (MO); a- | (Rhipicephalus) (Boophilus)
terpineol (MO); dillapiole (F) (microplus)
P callosum Ama_zonas " | Hojas Safrol (F) Antlfl_mglco (C. ~_ perniciosa, P.|(Takeara et al., 2017)
Brasil palmivora y P. capsici)
P. cernuum 2?;3” Paulo- Sucursales Canfeno (MH) Antitumoral (Takeara etal., 2017)
Mostré mayor actividad inhibiendo la
Jatiroto- Hojas y e 4 i germinacion y el crecimiento de
P. cubeba Indonesia Ramas Terpinen-4-ol (MO), a-copaeno (SH) Bidens pilosa y Echinochloa crus- (Bos et al., 2007)
galli.
Sabineno (MH), eucaliptol (MO), Terpinen-4-
. ol (MO), B-pineno (MH), alcanfor (MO), ©-3- ~
P. cubeba Nar_ela delhi Frutos careno (MH), a-tujeno (MH), canfeno (MH), | Citotoxidad (Magalhdes etal,
India ; 2012)
felandreno (MH), cis-carveol (MO), asarona
(F), hedycariol (SO)
P corcovadensis Parmba Hojas tgrpmoleno (MH), trans-cariofileno (SH); a- Larvicida (A. aegypti L.) (Takeara et al., 2017)
-Brasil pineno (MH)
Y-muuroleno (SH); limoneno (MH); (Takeara et al., 2017)
P. diospyrifolium | Brasil Hojas germacreno (SH) Antifangico
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Especies

Origen

Parte de la
planta

Principales metabolitos secundarios

Propiedades bioldgicas

Referencia

P. enckea

Brasil

Hojas

Antifangico (C. perniciosa, P.
palmivora y P. capsici)

(Takeara et al., 2017)

P. divaricatum

Choco-
Colombia

Hojas y Tallos

Metileugenol (F), eugenol (F), y-elemeno
(SH), a-copaeno (SH), B-Cubebeno (SH), t-
Cariofileno (SH), B-Selineno (SH), Apiol (F)

Fitotoxico frente a L. perenne

(Jaramillo-Colorado et al.,

2019)

P. dilatum

Choco-
Colombia

Hojas y tallos

a-Pineno (MH), B-Pineno (MH), Apiol (F),
trans cariofileno (SH), Linalool (MO), a-
copaeno (SH), pB-Cubebeno (SH), t-
Cariofileno (SH), y-Elemeno (SH), 8-
Selineno (SH), a-Muuroleno (SH), vy-
Cadineno (SH), Espathulenol (SO)

Antialimentario, fitotoxico

frente a L. perenne

(Jaramillo-Colorado et al.,

2019)

P. a ff hispidum

Choco-
Colombia

Hojas y tallos

Limoneno (MH), a-Pineno (MH), B-Pineno
(MH), p-cimeno (MH); ©&-3-careno (MH),
Linalool (MO), a-copaeno (SH), trans
cariofileno (SH), elemol (SO), y-Elemeno
(SH), y-Gurjuneno (SH), B-Selineno (SH),
a-Muuroleno  (SH), y-Cadineno (SH),
Nerolidol (SH), Espathulenol (SO)

Redujeron el crecimiento de
las raices de L. sativa

(Jaramillo-Colorado et al.,

2019)

P. sanctifelicis

Choco-
Colombia

Hojas y tallos

0-3-careno (MH), limoneno (MH), p-cimeno
(F), B pineno (MH), nerolidol (SH),
a-Pineno (MH), Linalool (MO), t-
Cariofileno (SH)

Efecto
fitotoxica

antialimentario vy

(Jaramillo-Colorado et al.,

2019)

P.
gaudichaudianum

Brasil

Hojas

a-humuleno (SH); biciclogermacreno (SH);
nerolidol (SH); viridiflorol (SH);
aromadendreno (SH); B-selineno (SH)

Citotoxico
cerevisiae);
larvicida (A. aegypti)

(Saccharomyces

(Takeara et al., 2017)

P. guineense

Africa

Frutas

B-cariofileno (SH), germacreno (SH),
asaricina (F), a-pineno (MH), B-pineno
(MH), germacreno (SH), 1,8-cineol (MO),
Linalol (MO),

Potencial herbicida,
hipotérmicos, sedantes,
relajantes musculares
antipsicoticos y
anticonculsivos

(Oyemitan, 2017)
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Especies

Origen

Parte de la

Principales metabolitos secundarios

Propiedades bioldgicas

Referencia

planta
0-3-careno (MH); limoneno (MH); a- | Citotoxico;
_— . . . copaeno (SH); B-cariofileno (SH); a- | antifungico,
P. hispidum Bahia-Brasil |Partes aéreas humuleno (SH): B-selineno (SH): 6xido de | antioxidante. (Takeara et al., 2017)
cariofileno (SO) Anticolinesterasa
Antifingico (B.
sorokiniana, F.
P. hispidinervum Portc_) alegre- Hojas Safrol (F); a-terpinoleno (MH) oxysporumyc. o . .| (Takeara et al., 2017)
Brasil gloeosporioides); insecticida
(S. frugiperda); amebicida (A.
polyphaga)
P. hostmanianum | Brasil Hojas Asaricina (F); miristicina (F) Larvicida (A. aegypti) (Takeara et al., 2017)
P. humaytanum |Brasil Hojas B-selineno (SH); oxido de cariofileno (SO) |Larvicida (A. aegypti) (Takeara et al., 2017)
P. malacophyllum | Brasil Hojas a-pineno  (MH); canfeno - (MH); alcanfor Antimicrobiano; antifangico (Takeara et al., 2017)

(MO), nerolidol (SH)

Isoelemicina (F); Apiol (F); d-guaieno (SH),
Safrol (F), B-carifileno (SH), Elemicina (F),

Antifungico (C. perniciosa, P.

P. marginatum Paraiba-Brasil |Hojas y Tallos a-terpineno  (MH), a-terpinoleno (MH), | palmivoray P. (Takeara et al., 2017)
miristicina (F), a-pineno (MH), a-copaeno | capsici); larvicida (A. aegypti)
(SH), Y-elemeno (SH), a-humuleno (SH)

P ni Mayurbhanj- . . .

. nigrum india Frutos secos Limoneno (MH); cariofileno (SH) Antioxidante (Nahak & Sahu, 2011)
. . . . Limoneno (MH); 6xido de cariofileno (SO), . .

P. nigrum Paraiba-Brasil | Semilla B-cariofileno (SH) Larvicida (A. aegypti) (Takeara et al., 2017)
B-Tujeno (MH), Terpinen-4-ol (MO), ©-
Elemeno (SH), a-copaeno (SH), B-|Antioxidante,

P. nigrum Tokio-Japon |Semillas cariofileno (SH), Humuleno (SH), [-|antihiperuricemiantes y | (Andriana et al., 2019)

Selineno (SH), 8-Cadineno (SH), Oxido de
cariofileno (SO)

herbicida
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Especies

Origen

Parte de la

Principales metabolitos secundarios

Propiedades bioldgicas

Referencia

planta
a-Felandreno  (MH), canfeno (MH),
sabineno (MH), a-pineno (MH), B-pineno
. Chittagong- . (MH), 3-careno (MH), O-cimeno (MH), -
P. nigrum Bangladesh Hojas y Ramas limoneno  (MH),  B-felandreno  (MH), Insecticida (Morshed et al., 2017)
terpinoleno (MH), linalol (MO), a-bisabolol
(S0O), espathulenol (SO), carifileno (SH)
Terpinen-4-ol (MO), 6-Elemeno (SH), a-
cubebeno (SH), a-copaeno (SH),
P cubeba Bogor- Semillas Germacreno D (SH), y-Elemeno (SH), ©-|Reducen el crecimiento de |(Jaramillo-Colorado et al.,
' Indonesia Cadineno (SH), a-Elemol (S0O), | las raices de L. sativa 2019)
Espathulenol (SO), Cubenol (SO), B-
Eudesmol (SO)
P. . . L o . .
permucronatum Brasil Hojas Dillapiol (F); miristicina (F) Larvicida (A. aegypti) (Takeara et al., 2017)
P. vicosanum Dourados- Hojas a-Alaskeno (SH); Y-elemeno (SH):| Antiinflamatorio (Takeara et al., 2017)
Brasil limoneno (MH)

P. vicosanum

Minas Gerais -
Brasil

Hojas y ramas

a-pineno (MH), canfeno (MH), B-pineno
(MH), mirceno (MH), felandreno (MH), 6-3-
careno (MH), a-terpineno (MH), p-cimeno
(MH), 1,8-cineol (MO), limoneno (MH), (2)-
B-ocimeno (MH), Y-terpineno (MH),
fenchone (MO), terpinoleno (MH), borneol
(MO), terpinen-4-ol (MO), a-copaeno (SH),
B-carifileno (SH), a-guaiene (SH), a-
humuleno (SH)

Antioxidante; insecticida

(Mesquita et al., 2006)
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Especies

Origen

Parte de la

Principales metabolitos secundarios

Propiedades bioldgicas

Referencia

planta
a-pineno (MH), B-pineno (MH), mirceno
(MH), piperitono (MO), a-copaeno (SH), B-
, Rondifa- . elemeno (SH), [3-copaeno SH,| .
P. hostmanianum Brasil Hojas y Ramas aromadendreno (SH), a-humuleno (SH). (de Morais et al., 2007)

asaricin (F), miristicin (F), elemicin (F),
dillapiol (F).

P. angustifolium

Mato Grosso

Hojas y Ramas

a-pineno (MH), canfeno (MH), p-cimeno
(MH), limoneno (MH), cuminaldehido (MO),
o-elemeno (SH), a-copaeno (SH), B-

Leishmanicida

(Bosquiroli et al., 2015)

de sur-Brasil elemeno (SH), Y-cadineno (SH),
espathulenol (SO), viridiflorero  (SH),
torreyol (SO)
a-Felandreno  (MH), canfeno  (MH),
sabineno (MH), a-pineno (MH), B-pineno
P. nigrum gggt;;ggggh Hojas y Ramas I(ixgz;en:;Carg\?a),(M?-'felgnglrrgr?go Em:; Insecticida (Morshed et al., 2017)

terpinoleno (MH), linalol (MO), a-bisabolol
(S0O), espathulenol (SO), carifileno (SH)

P. hispidinervum

Puerto Alegre
- Brasil

Hojas y Ramas

a-pineno  (MH), B-pineno (MH), a-
felandreno (MH), pB-felandreno (MH), &-3-
careno (MH), a-terpineno (MH), (2)-B-
ocimeno  (MH), Y-terpineno  (MH),
terpinoleno (MH), safrol (F), a-copaeno
(SH), B-elemeno (SH), metil eugenol (F),
(E)-carifileno  (SH), a-humuleno (SH),
germacreno D (SH), biciclogermacreno
(SH), Y-cadineno (SH), &-cadideno (SH),
elemicina (F), oxido de cariofileno (SO),
guaiol (SO)

Amebicida

(Sauter et al., 2012)
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Parte de la

Propiedades

Especies Origen Principales metabolitos secundarios g Referencia
planta biologicas
a-pineno (MH), B-pineno (MH), canfeno (MH), mirceno
(MH), limoneno (MH), terpinoleno (MH), o6xido de a- Antiinflamatorio
Rondifia- . pineno (MO), linalol (MO), isoborneol (MO), terpinen-4-ol L ’ . . .
. . Hojas y X ; enzimatico, (Rojas E Silva Aizzo,
P. obliguum Brasil (MO), acetato de bornil (MO), 1,8-cineol (MO), a-|. . :
ramas tripanocida 2013)
cubebeno (SH), a-copaeno (SH), B-elemeno (SH), a- antiolaguetario
gurjuneno (SH), (E)-carifileno (SH), a-humuleno (SH), a- plaq '
cadinol (SO), carotol (SO), elemol (SO), metileugenol (F)
Cubatao- Hoias a-pineno (MH), canfeno (MH), limoneno (MH), carvacrol Antitumoral
P. cernuum Brasil ) y (MO), tymol (MO), mircene (MH), p-cimeno (MH), a-| . . . (Girola et al., 2015)
ramas : . citotoxico
terpineol (MO), linalol (MO)
Rondifa- a-pineno  (MH), B-pineno (MH), mirceno (MH),
. . Brasil Hojas y |aromadendreno (SH), Y-muuroleno (SH), PB-sileneno - .
P. guadichaudianum Ramas (SH), a-selineno (SH). viridiflorol (SH), Larvicida (de Morais et al., 2007)
selin-11-en-4-a-ol (SO),
Rondifa- Hoias a-pineno (MH), canfeno (MH), B-pineno (MH), mirceno
P. humaytanum Brasil Ra]mas y (MH), B-bourboneno (SH), B-elemeno (SH), (S), E-|Larvicida (de Morais et al., 2007)
cariofileno (SH), Y-muuroleno (SH), Ar-curcumeno (SH)
Rondifa- canfeno (MH), B-pineno (MH), mirceno (MH), asaricin (F), - .
P. permucronatum Brasil miristicin (F), elemicin (F), dillapiol (F). Larvicida (de Morais et al., 2007)

Fuente: Elaboracion Propia
Leyenda: MH= monoterpenos hidrocarbonados; MO= monoterpenos oxigenados; SH: sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: sesquiterpenos oxigenados; F:
fenilpropanoides.
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1.2.4. Aceites esenciales y su manejo en el control de malas hierbas

Las malas hierbas (planta arvense) son plantas que pueden crecer en
diferentes habitat, especialmente en campos cultivados, la presencia de malezas
en los campos de cultivo generalmente no es deseada por los agricultores por
varias razones; en primer lugar reduce la produccion de cultivos al competir con
las plantas deseadas por los recursos como nutrientes del suelo, agua y espacio
para el crecimiento y, lo mas importante, se consideran en la mayoria de los casos

como plantas hospedadores de plagas (Amri et al., 2013).

La creciente resistencia a los herbicidas de las malas hierbas ha resultado
en un gran aumento en el uso de herbicidas. En la actualidad hay un aumento
sustancial de residuos de plaguicidas en los alimentos. Esto viene generando el
interés de buscar nuevos pesticidas como alternativa. Los terpenos representan el
mayor y el mas diverso grupo de metabolitos secundarios y son los constituyentes

mas abundantes en los aceites esenciales (Amri et al., 2013).

El uso de terpenoides esta implicado en interacciones alelopaticas como
fuentes de nuevos modelos agroquimicos que podrian dar proteccion a cultivos y
al manejo de malezas. Los Monoterpenos y sesquiterpenos de los aceites
esenciales presentan un potencial efecto fitotoxico, al igual que sus compuestos
puros (Amri et al., 2013).

Los aceites esenciales extraidos de diferentes organos de especies del
género Piper estan constituidos principalmente por hidrocarburos monoterpénicos
(ejemplo, a-pineno, mirceno, limoneno, a-terpineno, p-cimeno, (-ocimeno),
monoterpenos oxigenados (ejemplo, 1,8-cineol, linalol, terpineno-4-ol, borneol,
alcanfor), hidrocarburos sesquiterpénicos (ejemplo, [B-cariofileno, a-humuleno,
germacreno D, biciclogermacreno, a-cubebeno), sesquiterpenos oxigenados
(ejemplo, Espatulenol, (E)-nerolidol, 6xido de cariofileno, a-cadinol, epi-a-
bisabolol) y fenilpropanoides (ejemplo, safrol, dilapiole, miristicina, elemicina, (Z)-
asarona, eugenol) como los mas representativos del género, ademas presentan
importantes actividades biologicos (da Silva et al., 2017; Nascimento et al., 2012;
Parmar et al., 1997; Paz et al., 2017). (Ver tabla 2).
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1.2.5. Compuestos con efectos fitotoxicos

1.2.5.1.

Compuestos ay B-pineno

Los compuestos a y B-pineno (figura 1) cumplen una funcién muy
importante en las interacciones alelopéticas entre las plantas. Estos
compuestos se encuentran en muchas especies de Piper (tabla 2 y 3) y en
otras especies como arboles coniferos de Pinos sp, Cupressus sp, Pistacia
sp (Amri et al., 2013).

El a pineno inhibe la germinacion de las semillas, el crecimiento de
las raices primarias en el maiz, el crecimiento de las plantulas de Cassia
occidentalis, Amaranthus viridis, Triticum avestium y la exposicion de las
raices de Cassia occidentalis. El a-pineno y su isémero (3-pineno, actuan
contra la germinacién y elongacion radical de Raphanus sativus y Lepidium

sativum, revelando importantes propiedades fitotoxicas (Amri et al., 2013).

Es reconocido que el a-pineno tiene un papel ecoldgico importante en
las interacciones alelopéaticas entre plantas, por lo que puede ser
considerado como candidato potencial para el desarrollo de nuevos
herbicidas. Se ha demostrado que el a-pineno inhibe la germinacién de las
semillas, el crecimiento de las raices primarias en el maiz. Ademas,
compuestos como a-pineno, limoneno, 1,8-cineol y alcanfor afectan la
actividad respiratoria de las mitocondrias de los ejes de hipocotilo de maiz y
soja, demostrando que el a-pineno es el mas activo entre todos los
monoterpenos probados (Abrahim etal., 2000, 2003; Amri etal.,, 2013).
También, se ha demostrado que el a pineno actla sobre el metabolismo
energético de las mitocondrias aisladas del maiz, mediante el
desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa, inhibiendo la transferencia de
electrones y la produccion de adenosin trifosfato (ATP) mitocondrial
(Abrahim et al., 2003).

Se ha probado la actividad herbicida de los 10 aceites esenciales de
Ruta graveolens; donde el a-pineno inhibe significativamente la germinacion
y el alargamiento de las raices del rabano después de 120 horas de
siembra, indicando que el a-pineno era el inhibidor mas potente de la
germinacion a la luz y oscuridad (De Feo et al.,, 2002). Los is6meros a-

pineno y B-pineno mostraron efectos fitotdxicos, inhibiendo la germinacion y
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1.2.5.2.

1.2.5.3.

elongacion radical de Raphanus sativus y Lepidium sativum. También se
encontré que los pinenos reducen el contenido de clorofila en los coleoptiles
de Oryza sativa, respiracion celular, actividad enzimatica de proteasas, a y
B-amilasas y raices y longitud de coleoptilos (Amri et al., 2013; De Martino
et al., 2010).

Compuesto 1,8-cineol

Se cree que los monoterpenos cineoles tienen actividad fitotdxica
desde la década de 1960. El 1,8-cineol (figura 2) ha sido identificado como
uno de los aleloquimicos mas potentes liberados por muchas especies como
Eucalyptus sp. Los estudios de laboratorio respaldan los datos de campo al
mostrar que el 1,8-cineol y su analogo natural, el 1,4-cineol, suprimen el

crecimiento de varias malezas (Amri et al., 2013; Romagni et al., 2000).

Se ha demostrado que el 1,8-cineol inhibe la germinacion, la velocidad
de germinacion, el crecimiento de las plantulas, el contenido de clorofila y la
actividad respiratoria de Ageratum conyzoides (Singh et al., 2002). Si bien
muchos cineoles (por ejemplo, 1,4-cineol y 1,8-cineol) son fitotoxicos, pero
su mecanismo de accion no ha sido dilucidado claramente (Dayan & Duke,
2014). El 1,8- cineol muestra datos donde disminuye severamente todas las
etapas de la mitosis en comparacion con los controles (Romagni et al.,
2000). También se ha probado la actividad herbicida de 10 compuestos
volatiles de los aceites esenciales Ruta graveolens; demostraron que el 1,8-
cineol inhibe significativamente la germinacién y el alargamiento radical del

rabano en condiciones de luz y oscuridad (De Feo et al., 2002).

Ademas, el 1,8-cineol inhibe la germinacién y elongacién radical de
Raphanus sativus y Lipidium sativum, demostrando una importante actividad
fitotoxica (Amri et al., 2013; De Martino et al., 2010).

Compuesto Carvacrol

El carvacrol (figura 2) presenta efectos fitotoxicos inhibiendo la
germinacion y el crecimiento de las plantas de Amaranthus retroflexus y
Chenopodium album y sus efectos fueron mas altos que los del herbicida
comercial 2,4-D-isooctil éster (Kordali et al., 2008). Inhibe la germinacion y
elongacién radical de Raphanus sativus y Lepidium sativum y presenta

efectos fitotoxicos sobre la germinacion y crecimiento de plantas de Sinapis
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arvensis, Amaranthus retroflexus, Centaurea salsotitialis, Raphanus
raphanistrum, Rumex nepalensis y Sonchus oleraceus, solo la especie
Alceapallida mostro resistencias frente a carvacrol (Amri et al., 2013; Azirak
& Karaman, 2008).

En la tabla 3, se observa metabolitos secundarios aislados de

especies vegetales del género Piper se puede observar que hay muchos

compuestos que presentan actividad fitotoxica (Amri et al., 2013).
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Tabla 3. Principales Metabolitos secundarios que presentan actividad fitotdxica en las especies de Piper.

Especies Metabolitos secundarios Referencia
- Limoneno (MH), a—-Pineno (MH), B-Pineno (MH), p-cimeno (MH); Linalol .
- a ff hispidum (MQ), elemol (SO), y-Cadineno (SH), Espatulenol (SO) (Amri etal., 2013)
. aduncum B-pineno (MH); a-farneseno (SH); 1,8-cineol (MO) (Amri et al., 2013)
. aequale a-pineno (MH), B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
Oxido de cariofileno (SO); Espatulenol (SO); B-pineno (MH); canfeno (MH); .
- aleyreanum (SH); p-cariofileno (SH); germacreno D (SH) (Amri et al., 2013)
. amplum a-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)

. angustifolium

a-pineno (MH), canfeno (MH), p-cimeno (MH), limoneno (MH), &-elemeno
(SH), a-copaeno (SH), B-elemeno (SH), Y-cadineno (SH), espatulenol (SO)

(Amri et al., 2013; De Martino et al.,
2010)

. anonifolium a-pineno (MH) (Amri et al., 2013)

. arboretum a-pineno (MH), B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
. augustum a-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
. callosum B-pineno (MH) y 1,8 cineol (MO) (Salehi et al., 2019)
. caninum B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
. carniconnectivum B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
. carpunya 1,8 cineol (MO) (Salehi et al., 2019)
. cernuum Canfeno (MH) (Amri et al., 2013)

a-pineno (MH), canfeno (MH), limoneno (MH), carvacrol (MO), timol (MO), .

- cernuum mi?ceno (ﬁ/IH),) p-cimeno((MH)), linalol (Mé)) : o) o) (Amri et al., 2013)

. cernuum a-pineno (MH), B-pineno (MH) y carvacrol (MO) (Salehi et al., 2019)
. corcovadensis a-pineno (MH) (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)
. corrugatum a-pineno (MH), B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)

. crassinervium

a-pineno (MH), B-pineno (MH)

(Salehi et al., 2019)

Germacreno D (SH), 6-Cadineno (SH), Espatulenol (SO), 3-Eudesmol (SO),

(SO)

. cubeba B-pineno (MH), canfeno (MH), a-pineno (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)
. demeraranum a-pineno (MH), B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
dilatum a—-Pineno (MH), B-Pineno (MH), Linalol (MO), y-Cadineno (SH), Espatulenol (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)

. diospyrifolium

Y-muuroleno (SH); limoneno (MH)

(Amri et al., 2013)

©v|U|v|U| U |U| U |U|U|U|Ol U |U|0U|U|0|0U|0U0|0 U U] U |UlT| ©

. divaricatum B-pineno (MH) y 1,8 cineol (MO) (Salehi et al., 2019)
. duckei 1,8 cineol (MO) (Salehi et al., 2019)
. durilignum B-pineno (MH), B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
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Especies Metabolitos secundarios Referencia
P. fimbriulatum a-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
P. friedrichsthalii a-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
P. glabratum a-pineno (MH), B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
P. glabrescens a-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
P. grande a-pineno (MH), B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
P. guadichaudianum gi_lgir?;r?:(éﬂr)&-séﬁreenn;(s(l\lﬂ;')’ mirceno (MH), Y-muuroleno (SH), B- (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)
P. guineense B-cariofileno (SH), a-pineno (MH), B-pineno (MH), 1,8-cineol (MO), Linalol (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)

(MO)

. heterophyllum

a-pineno (MH), 1,8 cineol (MO)

(Salehi et al., 2019)

. hispidinervum

a-pineno (MH), B-pineno (MH), a-felandreno (MH), B-felandreno (MH),
(2)-B-ocimeno (MH), (E)-carifileno (SH), a-humuleno (SH), germacreno D,
Y-cadineno (SH), &-cadideno (SH), elemicina (F), 6xido de cariofileno
(SO)

(Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)

limoneno (MH); B-cariofileno (SH); a-humuleno (SH); 6xido de cariofileno

(Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)

P. hispidum . .
(SO), a-pineno, B-pineno

P. hostmanianum a-pineno (MH), B-pineno (MH), mirceno (MH), a-humuleno (SH) (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)
a-pineno (MH), canfeno (MH), B-pineno (MH), mirceno (MH), E- ; . .

P. humaytanum cariofileno (SH), Y-muuroleno, 6xido de cariofileno (SO) (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)

P. jacquemontianum a-pineno (MH), B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)

P. lanceifolium a-pineno (MH), B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)

P. longun 1,8 cineol (MO) (Salehi et al., 2019)

P. lucaeanum a-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
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elemol (SO),

P. malacophyllum a-pineno (MH); canfeno (MH) (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)
P. marginatum B-carifileno (SH), a-terpineno (MH), a-pineno (MH), a-humuleno (SH) (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)
P. mollicomun a-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
P. mosenii B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
P. multiplinervium a-pineno (MH), B-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)
a-Felandreno (MH), canfeno (MH), a-pineno (MH), B-pineno (MH), (MH),
. limoneno (MH), B-felandreno (MH), linalol (MO), espathulenol (SO), : ) .
P. nigrum carifileno (SH), B-cariofileno (SH), Humuleno (SH), d-Cadineno (SH), [(AM" etal. 2013; Salehietal., 2019)
Oxido de cariofileno (SO), 1,8 cineol, carvacrol
a-pineno (MH), B-pineno (MH), canfeno (MH), mirceno (MH), limoneno
P. obliquum (MH), linalol (MO), 1,8-cineol (MO), (E)-carifileno (SH), a-humuleno (SH), | (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)

P. permucronatum

canfeno (MH), B-pineno (MH), mirceno (MH),

Especies Metabolitos secundarios Referencia
. sanctifelicis L!moneno (MH), p-cimeno (F), B-Pineno (MH), a-Pineno (MH), (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)
Linalol (MO)
solmsianum a-pineno (MH) (Salehi et al., 2019)

tectoniaefolium

a-pineno (MH), B-pineno (MH)

(Salehi et al., 2019)

tuberculatum

a-pineno (MH), B-pineno (MH)

(Salehi et al., 2019)

v o0 T

umbellatum

a-pineno (MH), B-pineno (MH)

(Salehi et al., 2019)

P. vicosanum

a-pineno (MH), canfeno (MH), B-pineno (MH), mirceno (MH),
felandreno (MH), a-terpineno (MH), p-cimeno (MH), 1,8-cineol
(MO), limoneno (MH), (z)-B-ocimeno (MH), borneol (MO), terpinen-
4-ol (MO), a-copaeno (SH), a-humuleno (SH)

(Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019)

Fuente: Elaboracion Propia
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1.2.6. Herbicidas

Si bien casi el 70% de todos los ingredientes de plaguicidas activos
recientemente registrados tienen su origen en la investigacion de productos
naturales, solo el 8% de los herbicidas convencionales se derivan de compuestos
naturales aprobados por la Agencia de Proteccion Ambiental de los EE. UU son
bioherbicidas (Cantrell et al., 2012). Esto es notable, porque las malezas tienen el
mayor impacto negativo en la productividad de los cultivos entre las plagas y la
falta de control de malezas es la preocupacion mas urgente expresada por los
agricultores (Dayan & Duke, 2014).

Los herbicidas son sustancias quimicas fitotoxicas que se utilizan para
destruir diversas malezas o inhibir su crecimiento (Cobb & Reade, 2010). Tienen
grados variables de especificidad. De todos los grupos de plaguicidas (incluidos
insecticidas, fungicidas y raticidas), los herbicidas son el grupo lider en términos
de toneladas producidas, el uso mundial representa alrededor del 48% del uso
total de pesticidas (Gupta, 2011).

El uso extenso y generalizado de herbicidas en la agricultura continda
debido a su alto nivel de efectividad y bajo costo en relacién con otros métodos de
control de malezas. Los herbicidas se utilizan en ecosistemas agricolas, acuaticos,
forestales y silvestres para reducir la densidad de vegetacion no deseada
(malezas) y permitir el crecimiento de especies deseables. Con el tiempo, el uso
de herbicidas en los agroecosistemas reduce la densidad de malezas y también
puede seleccionar especies que se adapten a los productos quimicos particulares,
reduciendo asi la diversidad de especies de malezas. En los ecosistemas de
zonas silvestres, a veces se utilizan herbicidas para reducir la densidad de
especies de malezas exoéticas o invasoras y, por lo tanto, aumentar indirectamente

la diversidad de especies nativas o deseables (Holt, 2013).

Cuando los herbicidas ingresan inadvertidamente al medio ambiente como
contaminante, pueden ocurrir impactos perjudiciales en plantas no objetivo y otros
organismos. Sin embargo, la amenaza para la biodiversidad vegetal causada por
la pérdida de habitat y la propagacion de especies exoticas es mucho mayor que
la causada por todas las formas de contaminacion ambiental, incluidos los
herbicidas (Holt, 2013).
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El uso de herbicidas también conlleva riesgos, que incluyen dafios a cultivos
y plantas no objetivo. Los residuos de herbicidas en el suelo, agua, toxicidad para
organismos no objetivo genera preocupaciones por la salud y seguridad de los
humanos (Holt, 2013).

Los herbicidas tienen diferentes mecanismos de accién para poder matar las
malezas en los cultivos agricolas, se presentan los mecanismos de accidon mas

importantes de los herbicidas.

1.2.6.1. Mecanismos de accién de los herbicidas

En su mayoria los grupos de herbicidas afectan, bien la fotosintesis o la
division celular y el crecimiento, sin embargo, hay algunos herbicidas que pueden
afectar en varios puntos. Tenemos asi, el bromoxynil nitrilo que inhibe la
fotosintesis y desacopla la fosforilacién oxidativa. Generalmente los herbicidas
que pertenecen a un mismo grupo quimico tienden a tener el mismo sitio de
accion, pero no siempre es asi. Por ejemplo, la anilida propanil inhibe la
fotosintesis, mientras que otro miembro de este grupo, diflufenican, inhibe la

biosintesis de carotenoides (Labrada et al., 1996).

1.2.6.1.1. Herbicidas que interfieren con la fotosintesis

Muchos de los herbicidas disponibles comercialmente interfieren con la
fotosintesis, este proceso esta involucrado en la conversién de energia luminosa
en energia quimica, para asi producir la liberacion de oxigeno y la transformacion

del CO; en azlcares. En este grupo tenemos:

Herbicidas del Fotosistema 1 (FS1): Estos son los compuestos
bipiridilicos (Holt, 2013), estos productos desvian el flujo de electrones en el
extremo terminal del Fotosistema 1. La accion de estos herbicidas es,
dependiente de luz para promover el flujo de electrones y del oxigeno para
producir superoxido fitotoxico, peréxido de hidrégeno, y el altamente dafiino
hidroxil (radical libre) (Holt, 2013; Labrada et al., 1996).

“Estos radicales fitotoxicos interactian rapidamente con los lipidos de las

membranas y con los aminoacidos de las proteinas y &cidos nucleicos
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enzimaticos, produciendo rapida filtracion de las membranas y destruccion del
tejido foliar, lo que da una apariencia de mojado por agua, que es seguida de
necrosis y desecacion” (Labrada et al., 1996).

Inhibidores del Fotosistema 2 (FS2): Estos compuestos bloquean el
transporte de electrones mediante la interaccion con un polipéptido en la
membrana de los cloroplastos. La especificidad de este sitio de accidén requiere
del elemento estructural -CO-N< 0 -N=C-N< para la accién inhibitoria, asi tenemos

el s-triazina, fenilurea y uracilo; metribuzina, etc (Holt, 2013; Labrada et al., 1996).

“Esta forma de accion es altamente dafiina de oxigeno puede interactuar
con los lipidos, proteinas, acidos nucleicos y otras moléculas celulares para
causar la desorganizacion celular y, como consecuencia, la muerte de la planta.
Esto se refleja en la aparicion de sintomas fitotoxicos, como la clorosis y la

necrosis” (Labrada et al., 1996).

Inhibidores de la biosintesis de carotenoides: El norflurazon Inhiben las
"reacciones de desaturacién" en la biosintesis de carotenoides, mientras que el
amitrol bloquea otra etapa no identificada de este proceso. Tenemos, ademas, los
compuestos clomazona, fluridona y isoxaflutol (Holt, 2013; Labrada et al., 1996).

Inhibicién de la sintesis de lipidos: Los acidos grasos son necesarios en
la formacion de los componentes lipidos de las membranas y ceras cuticulares,
respectivamente. Los herbicidas Propionato de ariloxifenoxi y las oximas inhiben
la biosintesis de los acidos grasos, el acetil Coenzima A carboxilasa (Holt, 2013;
Labrada et al., 1996).

Inhibicién de la divisién celular: Herbicidas, como dinitroanilinas y
carbamatos, inhiben la divisibn celular mediante su interaccibn con los
microtubulos. La formacién de microtubulos del huso mitético es necesaria para la
separacion de nuevos cromosomas. Las puntas de las raices expuestas a
dinitroanilinas y carbamatos se abultan, la mitosis se detiene y un reducido
namero de microtubulos usualmente se observan. Ademas, tenemos compuestos
como bensulida, napropamida y sidurén que también inhiben la divisién celular
(Holt, 2013; Labrada et al., 1996).
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Inhibidores de la biosintesis de aminoéacidos: Los aminoacidos son
componentes esenciales de las proteinas. El bloqueo de la sintesis de
aminoacidos afecta la biosintesis enzimatica y el metabolismo vegetal. Los
amino&cidos esenciales, se encuentran solamente en plantas y microorganismos,
por lo que los herbicidas que inhiben su biosintesis de estos tienden a ser de baja
toxicidad para los mamiferos. Sin embargo, el glufosinato, herbicidas que inhibe la
sintesis de glutamina, un aminoacido importante en los animales, es también
considerado de baja toxicidad para (Holt, 2013; Labrada et al., 1996).

Inhibicién de la biosintesis de aminoacidos aromaticos: El glifosato
inhibe la via del shikimato y es el Unico herbicida comercializado que afecta la
biosintesis de los aminoacidos aroméaticos. Se trata de uno de los herbicidas mas
moviles por el floema y es especialmente efectivo contra las malezas perennes, al
acumularse en el tejido meristematico de los tallos, raices y O6rganos de
almacenamiento. Como resultado, la division celular y el crecimiento se detienen 'y
una semana o0 mas despues, el follaje se toma clorético (Holt, 2013; Labrada et al.,
1996).

A continuacion, se describird uno de los herbicidas de mayor uso en el

mundo:

El glifosato, (N- fosfonometi glicina) es un herbicida no selectivo de amplio
espectro que inhibe la biosintesis de aminoacidos aroméaticos en las plantas,
bloqueando un paso clave en la via del shikimato. Su uso en el control de malezas
para cultivos se inicié en la década de 1970 con Roundup®. Sus usos agricolas
aumentaron considerablemente después del desarrollo de variedades modificadas
genéticamente, para especies resistentes al glifosato. Desde que se introdujo el
glifosato en 1974, todas las evaluaciones regulatorias han establecido que el
glifosato tiene un bajo potencial de peligro para los mamiferos, sin embargo, la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) concluyé en marzo

de 2015 que probablemente sea cancerigeno (Tarazona et al., 2017).

En consecuencia, su manejo y aplicacion en los diferentes cultivos, tanto
licitos como ilicitos, tiene efecto ambiental nocivo que podria poner en riesgo un
ecosistema entero. Estudios recientes de la agencia de proteccion ambiental han
reclasificado al glifosato como altamente contaminante para plantas y animales
sensibles a este compuesto. En la salud se ha encontrado que es nocivo para los

humanos, ya que puede ser utilizado como veneno. Investigaciones realizadas por
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la agencia internacional de investigacién sobre el cancer expresaron que algunas
comunidades cercanas a los cultivos erradicados con glifosato han presentado
serios problemas de salud: irritaciones oculares graves, enfermedades
estomacales cancerigenas o leucemia. En particular, el uso de glifosato tiene que
ser controlado y moderado con estandares que supervisen el dafio ambiental y la
salud tanto de animales como de comunidades humanas (Quintero, 2020).

Los efectos cronicos vinculados al glifosato y sus productos derivados
pueden ser reproductivos, cancer, neurologicos, y efectos agudos vinculados al
uso directo del producto por los agricultores o la exposicion de habitantes. A pesar
del amplio uso de productos que contienen glifosato, hay datos limitados sobre los
residuos en alimentos y forrajes, incluidos los productos de origen animal tales

como las visceras, consumidos por personas y animales (Castro & Evelyn, 2017).

Los cultivos transgénicos han aumentado considerablemente el uso de
glifosato, especialmente en América, donde son principalmente cultivados.
Teniendo en cuenta las nuevas evidencias sobre la toxicidad del glifosato, esto es
muy preocupante. El aumento de las malezas resistentes al glifosato esta

asociado a los cultivos transgénicos

En la actualidad muchos de las malezas presentan resistencia a los
herbicidas, actualmente hay 522 casos Unicos (especie x sitio de accion) de
malezas resistentes a herbicidas a nivel mundial, con 263 especies (152
dicotiledoneas y 111 monocotiledoneas). Las malas hierbas han desarrollado
resistencia a 23 de los 26 sitios de accion de herbicidas conocidos y, a 164
herbicidas diferentes. Se han reportado malezas resistentes a herbicidas en 94
cultivos en 71 paises (Current Status of the International Herbicide-Resistant
Weed Database, s. f.).

La resistencia a los herbicidas es un resultado normal y predecible de
seleccidon. Existen mutaciones raras que confieren resistencia a herbicidas a
individuos dentro de una poblacion de malezas antes del tratamiento con
herbicidas. Se enriquecen mediante el uso repetido de herbicidas hasta el punto
en que la poblacién de malezas ya no esta controlada por el herbicida a la tasa

recomendada en condiciones agricolas (Heap, 2014).
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Hay cinco mecanismos principales de resistencia a los herbicidas:

1. La resistencia en el sitio activo es el resultado de
mutaciones que alteran el sitio de unién del herbicida (a menudo dentro
de una enzima), previniendo o reduciendo la capacidad del herbicida
para unirse al sitio activo. La resistencia al inhibidor ALS (acetolactato
sintasa), al inhibidor de la ACAC (acetil CoA carboxilasa), dinitroanalina

y triazina son a menudo herbicidas, resistencia del sitio accién.

2. El metabolismo mejorado es el aumento de la capacidad
de una planta para metabolizar (degradar) un herbicida antes de que

mate a la planta.

3. La disminucién de la absorcion y / o la translocacion
puede resultar en una restriccion suficiente del movimiento del herbicida

al sitio de accion, lo que permite que la planta sobreviva.

4, El secuestro de un herbicida en las paredes celulares o
en las vacuolas reduce la concentracion de herbicida que llega al sitio

de accién y puede resultar en resistencia.

5. La amplificacién y/o sobreexpresién de genes aumenta la
produccién del enzima blanco, lo que requiere una mayor concentracion
de herbicida para llegar al sitio de accion para inhibir la enzima y causar

la muerte (Heap, 2014).

1.2.7. Cromatografia de gases acoplado a espectometria de masas (GC-MS)

La cromatografia engloba una serie de técnicas que tienen en comun
la separacion de los componentes de una mezcla mediante una serie de
operaciones de equilibrio que resultan en la separacion de las entidades
como resultado de su reparto (sorcion diferencial) entre dos fases diferentes,
una estacionaria con una gran superficie y la otra una fase movil en contacto
con la primera.lLa cromatografia no se limita a separaciones
analiticas. Puede utilizarse en la preparacion de sustancias puras, el estudio
de la cinética de reacciones, las investigaciones estructurales a escala

molecular y la determinaciéon de constantes fisicoquimicas, incluidas las
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constantes de estabilidad de complejos, entalpia, entropia y energia libre
(Engewald & Dettmer-Wilde, 2014).

La Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
(GCIMS, por sus siglas en inglés) es una técnica analitica dedicada a la
separacion, identificacion y cuantificacion de mezclas de sustancias volatiles y
semivolatiles. La separacion de dichas sustancias depende de la diferente
distribucién de las sustancias estudiadas entre las fases movil y estacionaria
gue conforman el sistema. Una vez separadas las sustancias son
fragmentadas y analizadas en funcion de su patron de fragmentacion, el cual
puede ser comparado con informacién contenida en una base de datos de
espectros de masas para su identificacién preliminar. La identificacion definitiva,
asi como la cuantificacién de cada sustancia debe hacerse mediante el empleo
de sustancia de referencia (Lorenzo & Pico, 2017; Nagana Gowda et al.,
2017).

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas es
ampliamente utilizada en metabolémica debido a numerosos factores,
incluyendo su fiabilidad y el costo relativamente bajo del instrumento y el
mantenimiento. Cubre la identificacion / cuantificacién de una gran variedad
de metabolitos volatiles y no volatiles (después de la derivatizacion)
(Lorenzo & Pico, 2017; Nagana Gowda et al., 2017).

La mayoria de los compuestos volatiles, de bajo peso molecular, a
menudo se detectan en el rango de masa de 30-400 masa/carga (m/z). Sin
embargo, cuando se detectan metabolitos especificos de alto peso
molecular, el escaneo de masas podria realizarse en un amplio espectro de
30 a 600 m/z (Misra et al., 2015). Como resultado, Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas se puede aplicar al andlisis de una
amplia gama de clases de metabolitos, incluidos lipidos, péptidos, alcoholes,
acidos orgéanicos., aminoacidos, cetonas, aldehidos, ésteres, sulfuros,
azucares, fosfatos de azlcar, alcoholes de azucar, alcaloides, aminas y
amidas. Debido al uso de una fase movil gaseosa y la naturaleza de alta
energia de su fuente de ionizacion (tipicamente 70 eV) (Nagana Gowda
et al., 2017).
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1.2.8.

Una mezcla de compuestos inyectada en el cromatdografo de gases se
separa en la columna cromatografica obteniendo la elucién sucesiva de los
componentes individuales aislados que pasan inmediatamente al
espectrometro de masas. Cada uno de estos componentes se registra en
forma de pico cromatogréfico y se identifica mediante su respectivo espectro
de masas. En este proceso, el espectrometro de masas, ademas de
proporcionar los espectros, actia como detector cromatografico al registrar
la corriente idnica total generada en la fuente i6nica, cuya representacion
grafica constituye el cromatograma o “TIC” (total ion current) (Gutiérrez
Bouzan & Droguet, 2002).

La retencion de analitos es influenciada basicamente por el tiempo de
su permanencia en la fase estacionaria. A mayores valores de constante de
distribucion, mas largos seran los tiempos de retencién de analitos. Depende
del tipo y dimensiones de la columna, la polaridad de la fase estacionaria y
su grosor, temperatura de la columna y la velocidad de su calentamiento, el
tipo del gas de arrastre y su velocidad, el modo de inyeccion y la presion de
salida de la columna (ambiental Vs presion reducida), dependen, inclusive,
de la cantidad (concentracién) del analito que se eluye de la columna
(Stashenko & Martinez, 2010).

Ensayos de fitotoxicidad

Lolium perenne L. (raigras italiano), se encuentra entre las diez
malezas mas abundantes y problematicas para la produccion de trigo en el
centro-sur de los Estados Unidos. Tiene una alta capacidad para desarrollar
patrones complejos de resistencia a herbicidas (glifosato), lo que las
convierte en una de las malezas mas dificiles de controlar. Se informé que
los indices competitivos del raigras italiano, incluida la tasa de desarrollo de
las hojas y la altura de las plantas, eran superiores a los del trigo (T.

Bararpour et al., 2020).

Desde 1998, se ha documentado que las poblaciones de raigras
italiano son resistentes al glifosato, uno de los herbicidas mas utilizados para

aplicaciones quemadas (Powles et al., 1998).

Lolium perenne L. pertenece a la familia de las gramineas. Originario

del Centro y Sur de Europa, Noroeste de Africa y Suroeste de Asia. Es una
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1.3.

planta perenne de 10-80 cm, cespitosa, con los tallos lisos. Hojas con ligula
membranosa de hasta 2 mm y auriculas, la vaina basal generalmente rojiza
cuando joven. Inflorescencia en espiga con el raquis rigido (Lolium perenne
L., 2020). Esta planta se encuentra entre las diez malas hierbas mas
abundantes y problematicos para la produccion de trigo en todo el mundo.
Tiene una alta capacidad para desarrollar patrones complejos de resistencia
a herbicidas, lo que lo convierte en una de las malezas mas problematicas
para controlar (M. T. Bararpour etal.,, 2017; T. Bararpour et al., 2020;

Fernandez-Moreno et al., 2017).

Lactuca sativa F. var. Carrascoy (o lechuga). Esta variedad de
semilla es empleada habitualmente en los estudios de interacciones
alelopéticas y estudios de fitotoxicidad (Pino et al., 2016). Es una planta
con raiz pivotante y ramificada de unos 25 cm. El crecimiento se desarrolla
en la roseta; las hojas se disponen alrededor de un tronco central, corto y
cilindrico que gradualmente se va alargando para producir
las inflorescencias, formadas por capitulos de color amarillo (parecidos
al diente de ledn) reunidos en corimbos. Las semillas estdn provistas de
un vilano plumoso. Su cultivo se remonta a la antigiedad de 2.500 afios,

siendo conocida por griegos y romanos (Noumedem et al., 2017).

Definicion de Términos Bésicos

Aceites esenciales: son una mezcla compleja de metabolitos
secundarios, tienen consistencia liquida, aromatico y muchos son volatiles.
Se obtienen del material vegetal de diferentes plantas a través de destilacion
al vapor, Hidrodestilacion u otros métodos distintos a la destilacion (Rios,
2016; Takeara et al., 2017).

Hidrodestilacion: es un método de extraccion de aceites esenciales
en el cual el material estd sumergido en agua en ebullicién, la caracteristica
principal de este proceso es el contacto directo del agua y el material del

cual se extraera el aceite esencial (Oreopoulou et al., 2019).
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Herbicida: son quimicos fitotoxicos (Gupta, 2011) utilizados en
ecosistemas agricolas y forestales para destruir diversas malezas o inhibir
su crecimiento, promoviendo el crecimiento de especies deseables (Holt,
2013).

Metabolitos secundarios: son compuestos con estructuras quimicas
variadas y sofisticadas, producidos por bacterias, hongos o plantas los
cuales no estan directamente involucrados en el crecimiento, desarrollo o

reproducciéon normal del organismo (Barrios-Gonzalez, 2018).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de la hipotesis

Los metabolitos secundarios de los aceites esenciales de las especies vegetales
de familia Piperaceae presentan actividad fitotoxica frente Lolium perenne L y Lactuca
sativa F.

2.2. Variables y su operacionalizacién

a. Variable Independiente.

- Aceites esenciales de las especies vegetales de la familia Piperaceae.
b. Variable Dependiente.

- Actividad fitotoxica.

- Metabolitos secundarios de los aceites esenciales con actividad fitotoxica.
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Tabla 4. Variables y operacionalizacion

. L, Tipo de la . Escala de . Valores de la Medio de
Variable Definicién Indicador . Categoria ) e
naturaleza medicién categoria verificacion
Independiente: Son liquidos aromaticos que se cuantitativa % Rendimiento del|Razon Masa y volumen|mg, mL Muestras
Aceites esenciales de |obtienen de diferentes partes de aceite esencial del aceite esencial obtenidas
las especies vegetales |la planta sea de las flores, raices,
de la familia | hojas, tallos, frutos, semillas, etc.
Piperaceae.
Dependientes: Ensayo que se realiza con la cuantitativa % de inhibicién del|Razén Ensayos Dosis: 100 pg/cm?® | Graficos de
Actividad fitotoxica finalidad de buscar sustancias crecimiento radicular actividad de los
que puedan ser usados para y folicular ensayos
destruir o reducir las malas
hierbas.
Metabolitos son compuestos quimicos cuantitativa Numero de | Razon Numero de|Tablas de los
secundarios de los |Sintetizados por las plantas que metabolitos Metabolitos metabolitos metabolitos
aceites esenciales con |Puéden cumplir - funciones de secundarios secundarios secundarios
actividad fitotéxica defensas de factores bidticos y identificados. identificados

abioticos.

Fuente: Elaboracién Propia
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3.1

CAPITULO Ill: METODOLOGIA

Tipo y Disefio

3.1.1. Tipo de Investigacién

Este estudio fue Experimental y prospectivo.

3.1.2. Disefio de Investigacién

3.2.

Experimental: manipulamos la variable experimental no comprobada
“activida fitotdxica” para describir las causas en condiciones rigurosamente
controladas asi se pudo observar la conducta de estos evitando que otros factores

intervengan.

Prospectivo: Se determind la relacién entre las variables sobre los resultados
obtenidos. Se registraron todos los hechos ocurridos a partir de la fecha de

ejecucion de la investigacion.

Disefio Muestral

3.2.1. Poblacidon de estudio

La poblacién estuvo constituida por diez (10) especies vegetales basado en
su clasificacién taxondmica (familia Piperaceae). Las especies vegetales fueron
recolectadas en los Distritos de Mazan, Punchana y San Juan Bautista (Carretera

Iquitos — Nauta km 29), Departamento de Loreto.

3.2.2. Muestras Vegetales

Constituida por las hojas, tallos y flores de diez (10) especies vegetales de la
familia Piperaceae: P. coruscan Kunth, P. sancti-felicis trel, P. casapiense (Miq) C.
DC, P. obliquum Ruiz & Pav, P. anonifolium (Kunth), P. tuberculatum Jacq, P.
dumosum Rudge, P. reticulatum L, P. soledadense trel y P. mituense Trel & Yunck.
Todas las especies vegetales fueron autentificadas por Centro de Investigacion de

Recursos Naturales Herbarium amazonense - AMAZ
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3.2.2.1.  Piper coruscan Kunth.
Arbusto con flores en forma de espiga, de esta

especie se recolectaron las hojas, tallos y flores en el
Distrito de Mazén, Fundo Estacion biologica — Isula Rio
Napo. En el mes de diciembre de 2019. Cédigo de exicata
039849. Coordenadas en UTM, X: 710990; Y: 9619525
(Anexos 1y 2).

3.2.2.2.  Piper sancti-felicis Trel.

Arbusto con flores en forma de espiga, de esta especie se
recolectaron las hojas, tallos y flores, se recolecto en el Distrito
de Punchana. En el mes de enero del 2020. Cd4digo exicata
036367. Coordenadas en UTM, X: 695305; Y: 9587673
(Anexos 1y 2).

3.2.2.3.  Piper casapiense (Miq) C. DC.

Arbusto con flores en forma de espiga, de esta especie
se recolectaron las hojas, tallos y flores en el Distrito de Mazan,
Fundo Estacion biolégica — Isula Rio Napo, especie se
encuentra en tipo de suelo arcilloso, bosque secundario no
inundable. En el mes de diciembre del 2019. Cédigo exicata
041044. Coordenadas en UTM, X: 711556; Y: 9623266
(Anexos 1y 2).

3.2.2.4. Piper obliquum Ruiz & Pav.

Arbusto con flores en forma de espiga, de esta
especie se recolectaron las hojas, tallos y flores, en el
Distrito de Mazan, Fundo Estacion bioldgica — Isula, Rio
Napo, se encuentra en tipo de bosque purma. En el mes de
diciembre del 2019. Cdadigo exicata 027690. Coordenadas
en UTM, X: 711396; Y: 9623398 (Anexos 1y 2).
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3.2.2.5.  Piper anonifolium (Kunth).

Arbusto con flores en forma de espiga, de esta especie
se recolectaron las hojas, tallos y flores en el Distrito de
Mazan-fundo estacion bioldgica-Isula, Rio Napo. En el mes de
diciembre del 2019. Cddigo exicata 042381. Coordenadas en
UTM, X: 711399; Y: 9623398 (Anexos 1y 2).

3.2.2.6.  Piper tuberculatum Jacq.

Arbusto con flores en forma de espiga, de esta
especie se recolectaron las hojas, tallos y flores a orillas del
Rio Napo, en el Distrito de Mazéan, Fundo Estacion biolégica-
Isula. En el mes de diciembre del 2019. Cédigo exicata
020115. Coordenadas en UTM, X: 710947; Y: 9619547
(Anexos 1y 2).

3.2.2.7. Piper dumosum Rudge.

Arbusto con flores en forma de espiga, se recolectaron
las hojas y tallos, en la carretera lquitos-Nauta Km 29, a la
entrada de Palo seco, Distrito de San Juan Bautista. En el afio
2019. Cdbdigo exicata 040311. Coordenadas en UTM, X:
675962; Y: 9559237 (Anexos 1y 2).

3.2.2.8. Piper reticulatum L.

Arbusto con flores en forma de espiga, se recolectaron
las hojas y tallos, en la carretera Iquitos — Nauta Km 29, a la
entrada de Palo seco, Distrito de San Juan Bautista. En el
afio 2019. Cddigo exicata 042127. Coordenadas en UTM,
X:676047; Y: 9559417 (Anexos 1y 2).
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3.2.2.9. Piper soledadense Trel.

Arbusto con flores en forma de espiga, se recolectaron las
hojas, tallos y florescencia en la carretera Iquitos-Nauta Km 29, a ) \
la entrada de Palo seco, Distrito de San Juan Bautista. En el afio @
2019. Cdbdigo de exicata 033308. Coordenadas en UTM, X:
675915; Y: 9559216 (Anexos 1y 2).

3.2.2.10. Piper mituense Trel. & Yunck.

Arbusto con flores en forma de espiga, se recolectaron las
hojas y tallos, en la Carretera lquitos-Nauta km 29 a la entrada
de Palo seco, Distrito de San Juan Bautista. En el afio 2019.
Cdédigo de exicata 041473 Coordenadas en UTM, X: 676010; Y:
9559392 (Anexos 1y 2).

3.3. Procedimiento de Recoleccion de Datos

3.3.1. Recolecciéon de las Muestras

Las especies vegetales (flores, hojas y tallos) se recolectaron de su habitat
natural en los lugares donde exista mayor niumero de individuos de estas especies,
(carretera lquitos Nauta y en la estacién biologica la Isula) preferentemente en
época de floracién, previa georreferenciacion, un ejemplar codificado de cada
especie se encuentra depositado en el HERBARIUM AMAZONENSE de la

Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (Anexo 2).

Posteriormente las muestras fueron transportadas al Laboratorio de
investigacion de Productos Naturales Antiparasitarios de la Amazonia (LIPNAA) -
Centro de Investigacion de Recursos Naturales de la Amazonia (CIRNA).
Seguidamente se procedio a limpiar y secar la muestra biol6gica durante 72 horas a

temperatura de 20° C.

3.3.2. Preparacion de las Muestras.

Las flores, hojas y tallos de las especies vegetales, una vez secas fueron

molidas y pesadas, antes de ser extraida.
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3.4. Protocolos de ensayos

3.4.1. Metodo de obtencidn de los aceites esenciales:

Para este procedimiento se monté un equipo de hidrodestilacion, donde se utilizé
un balén de fondo plano de 2000 mL, que fue colocado sobre una cocinilla eléctrica y
con ayuda de un soporte universal, aros y unas nueces fue conectado a un refrigerante.
Seguidamente se coloc6 entre 100 - 300 g de muestra seca en el balén, seguidamente
se afiadié 1000 mL de agua destilada y se procedio a extraer los aceites esenciales por
arrastre de vapor, este procedimiento se realizd hasta agotamiento de los aceites
esenciales de las muestras (los dias de trabajo fueron de hasta 30 dias por muestra
dependiendo del rendimiento). Los aceites esenciales se obtuvieron mezclado con agua,
para la separacién se utilizé una pera de decantacion y por densidad fue obtenido el
aceite y algunas muestras fueron centrifugadas a 24000 RPM. Una vez obtenido el
aceite puro se almacenaron en viales de color &mbar, hasta su utilizaciébn para los
ensayos actividad fitotoxica (anexo 3), este proceso se repitid para cada una de las

especies en estudio.

3.4.2. Actividad fitotoxica

En este ensayo se utilizé semilla de las especies vegetales de Lolium perenne L.,
una hierba invasiva que compite con los cultivos, que crea resistencia facilmente a los
herbicidas (M. T. Bararpour et al., 2017; T. Bararpour et al., 2020; Fernandez-Moreno
et al., 2017). Lactuca sativa F. var. Carrascoy, esta variedad de semilla es empleada
habitualmente en los estudios de interacciones alelopaticas. Las especies de L. perenne
L y L. sativa F. se seleccionaron por su capacidad germinativa y por su rapido
crecimiento (<72h y <24h respectivamente). Los aceites esenciales se ensayaron para
ver el efecto que producen sobre la germinacién de las semillas, longitud radicular y
foliar de L. perenne L y sobre la germinacién y longitud radicular de L. sativa F. (Andrés
et al., 2017).

3.4.2.1. Ensayo de actividad fitotoxica (anexo 3):

El ensayo se realiz6 en placas de 12 pocillos (2 cm? cada pozo). En cada pocillo
se incluyé discos de papel filtro (Whatman n° 1, 2.0 cm? de didmetro) tratados con 20 pl
de aceite esencial (100 pg/cm?), disolvente como control (acetona), 10 semillas y 500 pl
de agua destilada. Las placas fueron tapadas, selladas con parafilm y colocadas en una
camara de cultivo vegetal (25 + 1 °C, HR>70%, Luz: Oscuridad 16:8 h) durante 7 dias.

De cada muestra se realiz6 4 réplicas. La germinacion se controlé cada 24 h hasta
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completar los 7 dias, empezando a las 72 horas para L. perenne L y a las 24 horas para

L. sativa F.

3.4.3. Metodo de identificacion de compuestos por cormatografia de gases
acoplada a masa.

La determinacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos presentes en los
aceites esenciales se realiz6 por cromatografia de gases acoplada a un
espectrémetro de masas (CG-MS), utilizando un equipo Shimadzu GC-2010
acoplado a un detector de masas Shimadzu GCMS-QP2010-Ultra con una fuente
ionizacién por impacto electrénico a 70 eV y utilizando un analizador Quadrupolo
Simple. Se utiliz6 Helio como gas portador. La cromatografia se llevé a cabo con
una columna capilar Teknokroma TRB-5 (95%) Dimetil- (5%) difenilpolisiloxano, 30
m x 0,25 mm ID y 0.25 ym de espesor de fase. Las condiciones de trabajo
utilizadas han sido: inyeccion en modo Split inyectando 1 pl de muestra con una
relacién de division (20:1), temperatura del inyector 300 °C, temperatura de la linea
de transferencia conectada al espectrometro de masas 250 °C y temperatura de la
fuente de ionizacion 220 °C. La temperatura de la columna inicial fue de 70 °C,
calentando hasta 290 °C a 6°C/min y dejando a 290 °C durante 15 min. Los
espectros de masas y el tiempo de retencion han sido utilizados para identificar los
compuestos por comparacion con los encontrados en la base de datos Wiley (Wiley
275 Mass Spectra Database, 2001), mientras que para la cuantificacion se ha

utilizado los % de area relativos de todos los picos obtenidos en los cromatogramas.

3.5. Materiales y/o reactivos, instrumentos y equipos.
3.5.1. Materiales para la extraccién de aceites esenciales.
- Refrigerante recto
- Vasos de precipitados de 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 2000 mL
- Pipetas Pasteur
- Viales color @mbar
- Embudo de filtracién simple
- Erlenmeyer de 25, 50, 100, 250 y 500 mL
- Balones de 1000 y 2000 mL
- Peras de separacion de 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 2000 mL
- Probetas de 5, 10y 25 mL
- Soporte universal
- Nueces

- Aros de metal
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3.5.2. Materiales para ensayo de actividad fitotoxica.

Micropipetas 20, 200 y 1000 pl
Tips de 20, 200 y 1000 pl
Placas de vidrio de 12 pocillos
Papel filtro de 2 cm? de diametro
Parafilm

Semillas de L. sativa F

Semillas de L. perenne L

Viales

3.5.3. Materiales para la identificacion de compuestos quimicos por
cromatografia de gases acoplada a masa

- Filtro de 17 mm de longitud 0.2 um de pozo
- Viales de 1.8 mL

- Balanza Analitica (Blas 31 Plus)

- Micro pipeta de 100 — 1000 pl

- Puntas de micropipeta

- Vortex
3.5.4. Solventes.

Diclorometano
Hexano.
Agua destilada
Acetona

3.5.5. Equipos.

Cocina eléctrica

- Balanza Analitica (Blas 31 Plus)

Cromatografo de gases-acoplado a masas

Céamara climatizada
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3.6. Procesamiento y Andlisis de los Datos.

o Para el andlisis de datos se midi6 la longitud radicular y foliar, digitalmente
con el programa de procesamiento de imagen digital ImageJd (Andrés et al.,
2017; Reina et al., 2012).

o (*) Indica las diferencias significativas respecto del control, p<0,05 con
95,0% de nivel de confianza, prueba de diferencias minimas significativas de
Fisher (LSD).
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Datos obtenidos de las especies vegetales del genero Piper.

Como parte de este trabajo de tesis se ha extraido el aceite esencial de diez (10)
especies vegetales del género Piper, utilizando el método de hidrodestilacion, en la
tabla 5 se muestra las especies vegetales recolectadas, parte de la planta utilizada
(hojas, tallos y flores), masa de la muestra seca, masa de los aceites esenciales y

porcentaje de rendimiento.

Tabla 5. Porcentaje de rendimiento de los aceites esenciales de las especies vegetales
del género Piper

N° Especie Parte de la planta Masadela  Masade aceites o4 de rendimiento
Vegetal muestra seca esenciales
01 P.coruscan Hojas, tallos y flores 589,13 ¢ 280¢g 0,47%
02 P.sancti-felicis  Hojas, tallos y flores 458,03 g 4059 0,88%
03 P.casapiense Hojas, tallos y flores 422,69 g 0,53 ¢ 0,13%
04 P. obliquum Hojas, tallos y flores 1239,67 g 1,56 g 0,13%
05 P. anonifolium Hojas, tallos y flores 1246,35 g 1,16 9 0,10%
06 P.tuberculatum Hojas, tallos y flores 565,39 g 0,74 g 0,13%
07 P.dumosum Hojas y tallos 1102,49 g 0,86 g 0,08%
08 P. reticulatum Hojas y tallos 766,39 g 0,97 ¢ 1,26%
09 P.soledadense Hojas, tallos y flores 442,23 g 241¢g 0,54%
10 P. mituense Hojas y tallos 393,76 g 0,449 0,11%

De las diez (10) muestras de aceites esenciales extraidos del género Piper, se
realizaron ensayos de fitotoxicidad frente a dos especies de plantas, una
monocotiledonea L. perenne L. (gramineas) y una dicotiledénea L. sativa F., con el fin
de conocer la capacidad invasiva de las especies y que puedan ser promisorios
fitotoxicos. Los resultados de la evaluacion de los efectos fitotoxicos de los aceites

esenciales se muestran en las figuras 6 (L. perenne L) y 7 (L. sativa F).
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4.2. Evaluacion de los efectos fitotoxicos de las especies Piper frente a
Lolium perenne L.

Lolium perenne

Germinacion ® Germinacion ® Longitud Radicular ~ ®mLongitud Folicular

10,000

-10,000

-30,000

-50,000

-70,000

-90,000

-110,000

Figura N° 6. Actividad fitotoxica de los aceites esenciales del género Piper estudiados,
sobre Lolium perenne L. (germinacién, longitud radicular y longitud foliar (expresado
como % respecto al control) (n=25)

En la figura 6, se puede observar el importante efecto fitotoxico de los aceites
esenciales de las especies vegetales del género Piper en estudio (P. coruscan Kunth, P.
sancti-felicis trel, P. casapiense (Mig) C. DC, P. obliguum Ruiz & Pav, P. anonifolium
(Kunth), P. tuberculatum Jacq, P. dumosum Rudge, P. reticulatum L, P. soledadense
Trel y P. mituense Trel & Yunck; importancia de la actividad segun orden), ya que
inhibieron significativamente la germinacion de las semillas de L. perenne L. a las 72
horas del experimento, y que este resultado sigue siendo significativo a las 168 horas
para siete de las especies (P. sancti-felicis Trel, P. casapiense (Miq), P. reticulatum L, P.
dumosum Rudge, P. soledadense Trel, P. mituense Trel & Yunck y P. anonifolium
(Kunth)).

Con respecto al crecimiento foliar se observa que todos los aceites esenciales
inhibieron significativamente el desarrollo de las hojas, mostrando fuertes efectos

fitotoxicos frente a L. perenne L. también, se muestra los importantes efectos fitotoxicos
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sobre las raices de L. perenne L. de los aceites esenciales de P. casapiense (Miq), P.
sancti-felicis Trel, P. reticulatum L, P. mituense Trel & Yunck, P. soledadense Trel, P.
tuberculatum Jacq, P. anonifolium (Kunth) y P. dumosum Rudge (figura 6).

4.3. Evaluacion de los efectos fitotoxicos de las especies Piper frente
Lactuca sativa F.

Lactuca sativa

Germination of seeds 24 h ® Germination of seeds 168 h ® Radicular length

—
o
3
=
=
o
o
X

Figura N° 7. Actividad fitotoxica de los aceites esenciales de las especies del género

Piper estudiados, frente Lactuca sativa F. (germinacién y longitud radicular, expresado cémo %

respecto al control) (n=25).

En la figura 7, se observa los resultados de los ensayos de actividad fitotdxica
frente a L. sativa F., se puede ver que los efectos frente a plantas tipo dicotiledoneas de
los aceites esenciales de Piper, no es tan significativo como frente a la monocotiledénea

de L. perenne.

Solo el aceite esencial de P. casapiense (Miq) C.DC presenté efectos fitotoxicos
significativos inhibiendo tanto la germinacion de las semillas a las 24 y 168 horas,
ademas, de afectar el crecimiento de las raices de L. sativa F. Las especies de P.
reticulatum L y P. mituense Trel & Yunck fueron activos sobre la geminacion de las
semillas a las 24 horas y al crecimiento de las raices. Finalmente P. sancti-felicis trel

solo afecto el crecimiento de las raices de L. sativa F (figura 7).
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En este trabajo de tesis solo se realizd el andlisis por cromatografia de gases
acoplada a masas de los aceites esenciales de P. sancti-felicis Trel, P. casapiense (Miq)
C.DC, P. reticulatum L y P. mituense Trel & Yunck, debido que presentaron los mejores
resultados de actividad fitotoxica frente L. perenne L. y L. sativa F. Se presenta una
constancia (Anexo 5) de todos los contituyentes quimicos encontrados en las muestras

de los aceites esenciales.

4.4. Resultados de metabolitos secundarios de los aceites esenciales
analisados por cromatografia de gases aclopado a masa
El analisis de los espectros de masas y el tiempo de retencion que fueron

utilizados para identificar los compuestos por comparacion con los encontrados en la
base de datos Wiley (Wiley 275 Mass Spectra Database, 2001), mientras que para la
cuantificacion se han utilizado los % de area relativos de todos los picos obtenidos en

los cromatogramas.

El compuesto principal de P. sancti-felicis Trel, fue el apiol (76,08%), seguido de
compuestos minoritarios como cariofilano (4,07%), croweacin (1,91%), O6xido de
cariofilano (1,87%), a-humuleno (1,75%), germacreno-D (1,61%), &-cadineno (1,35%),
eicosano (1,33%), piperitone (1,23%) vy viridiflorol (1,10%), los demas compuestos se

encuentran en concentraciones menores al 1%, como se muestra en el (Anexo 4).

En el caso del aceite esencial de P. casapiense (Miq) C.DC, no se ha identificado
los compuestos 49 (17,01%; Anexo 4), (Anexo 5, compuesto 49, m/z=
93/91/79/133/105/119/107/189/81/67), 50 y 51 (22,64%, 5,53% respectivamente; Anexo
4), (Anexo 5, compuesto 50 y 51, m/z= 93/133/91/105/79/107/119/77/106/121), es dos
tltimos compuestos, no identificado presentan los mismos fragmentos de masa pero
diferentes tiempos de retencién (T. Ret.=21,13 y 21,55 respectivamente), lo cual podria
indicar que se trata de compuestos isoméricos y se trata de compuestos con altas
concentraciones en la muestra, luego tenemos el 6xido de cariofilano (10,18%),
cariofilano  (4,73%), (1R,3E,7E,11R)-1,5,5,8-Tetramethyl-12-oxabicyclo[9.1.0]dodeca-
3,7-diene (3,80%), 6-cadineno (2,08%), a-humuleno (2,50%), (1S,2E,6E,10R)-3,7,11,11-
tetrametillbiciclo[8.1.0]Jundeca-2,6-dieno  (2,17%), (+)-Aromadendreno (1,11%), a-
Cubebeno (1,05%) y (4aS,8R)-4a,8-dimetil-4,4a,5,6,7,8-hexahidronaptaleno-2(3H)-ona

(1,04%), los deméas compuestos se encuentran en concentraciones inferior al 1%.
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Con respecto al aceite esencial de P. reticulatum L, se han identificado como
compuestos mayoritarios a apiol (14.99%), germacreno-D (12,62%), (1S,2E,6E,10R)-
3,7,11,11-Tetrametilbiciclo[8.1.0Jundeca-2,6-dieno  (8,07%), &-cadineno  (5,99%),
seguidos de copaeno (4,60%), cariofilano (4,46%), trans-a-bergamotene (4,25%),
naptaleno, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-7-metil-4-metileno-1-(1-metiletil)-(1-alpha,4a-
alpha,8a-alpha) (4,00%), vy-cadineno (2,51%), B-elemeno (2,45%), &-elemeno (2,15%),
(1R,2S,6S,7S,8S)-8-Isopropil-1-metil-3-metilenetriciclo [4.4.0.0.2,7]decano (1,90%), o-
humuleno (1,61%), germacreno B (1,37%), 6-cadinol (1,27%), a-cubebeno (1,16%) y
oxido de cariofilano (1,16%), los demas compuestos se encuentran en concentraciones

del 1% o menos (Anexo 4).

Finalmente tenemos el aceite esencial de P. mituense Trel & Yunck, que tiene
como compuesto principal al apiol (51,58%), seguido de (1S,2E,6E,10R)-3,7,11,11-
Tetrametilbiciclo [8,1,0]Jundeca-2,6-dieno (9,01), germacreno-D (6,72%), miristicina
(4,59%), cariofilano (2,87%), o-cubebene (2,80%), pB-elemeno (2,11%), copaeno
(1,85%), trans-a-bergamoteno (1,42%) y ciclohexano, 1-etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-4-
(1-metiletilideno) (1,04%), los dem&s compuestos se encuentran en concentraciones
menores al 1% (Anexo 4).
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CAPITULO V: DISCUSION

Las especies de la familia Piperaceae son ampliamente investigados debido a su
gran diversidad estructural quimica, importancia de sus actividades bioldgica,

importancia econdémica de sus especias y por ser referente quimiotaxdémico y ecoldgico.

Las especies de Piper producen metabolitos secundarios con una gran diversidad
estructural y diversas actividades biologicas. Se sabe que los aceites esenciales
extraidos de diferentes 6rganos de especies del género Piper estan constituidos
principalmente por hidrocarburos monoterpénicos (ejemplo, a-pineno, mirceno,
limoneno, a-terpineno, p-cimeno, B-ocimeno), monoterpenos oxigenados (ejemplo, 1,8-
cineol, linalol, terpineno-4-ol, borneol, alcanfor), hidrocarburos sesquiterpénicos
(ejemplo, B-cariofileno, a-humuleno, germacreno D, biciclogermacreno, a-cubebeno),
sesquiterpenos oxigenados (ejemplo, Espatulenol, (E)-nerolidol, éxido de cariofileno, a -
cadinol, epi-a-bisabolol) y fenilpropanoides (ejemplo, safrol, apiol, dilapiole, miristicina,
elemicina, (Z)-asarona, eugenol) (Da Silva et al.,, 2017; Nascimento et al., 2012; Paz
et al., 2017).

Los compuestos encontrados en los aceites esenciales de diferentes especies de
Piper, se han reportado que muchos son biolégicamente activos y han demostrado
importantes actividades como insecticida (Autran et al., 2009), leishmacida, antioxidante,
antifungico, antiinflamatorio, antiulceroso, larvicida, ixodicida, antihelmintico, antitumoral
(Takeara et al., 2017), antialimentario, nematicida y fitotoxico (Andrés et al., 2017; Bos
et al., 2007; Jaramillo-Colorado et al., 2019).

El andlisis del perfil Quimico por cromatografia de gases acoplada a masas solo
se realiz6 de los aceites esenciales de P. sancti-felicis Trel, P. casapiense (Miq) C.DC,
P. reticulatum L y P. mituense Trel & Yunck, debido que presentaron los mejores

resultados de actividad fitotdxica frente L. perenne L y L. sativa F.

En el andlisis quimico de los aceites esenciales por cromatografia de gases
acoplado a masas (GC-MS) las especies de P. sancti-felicis Trel (76,08%), P.
reticulatum L (14,99%) y P. mituense Trel & Yunck (51,58%), se observé que el
compuesto mayoritario para estas tres especies fue el fenilpropanoide apiol (figura 5), el
cual se podria ser el responsable de la actividad fitotoxica, los resultados muestran
fuerte inhibicién de la germinacion y el crecimiento de la raices y hojas de L. perenne,

ademas de afectar la germinaciéon y crecimiento de las raices de L. sativa L. En
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publicaciones previas se encuentra efectos similares del aceite esencial de P. dilatatum,
la cual inhibe el crecimiento de hojas y raices de L. perenne L y raices de L. sativa F,
siendo su compuesto mayoritario el apiol (79%) (Jaramillo-Colorado et al., 2019). Sin
embargo, habria que realizar los ensayos de actividad fitotéxica del apiol para confirmar
su actividad.

Hay publicaciones que indican que el apiol presenta actividad de efectos téxico
frente a termitas (Meepagala etal.,, 2006), antifingica (Aspegillus parasiticus)

(Razzaghi-Abyaneh et al., 2007), antiproliferativa (Lien et al., 2011).

Ademas, hay que indicar que el apiol se encuentra presente en algunas especies
de Piper, muchas de ellas en rangos de concentracién altas que van desde el 79-11 %
como P. dilatatum (Jaramillo-Colorado et al., 2019), P. lineatum (Valarezo et al., 2020),
P. krukaffii, P. mikanianum, P. lanceifolium y P. artanthe (Salehi et al., 2019) y otros en
concentraciones menores (<8%) como P. divaricatum (Jaramillo-Colorado et al., 2019),
P. arboretum y P. marginatum, P. longum, P. cachimboense, P. austrosinense, P.

barbatum y P. puberulum (Salehi et al., 2019).

Después del apiol tenemos el sesquiterpeno germacreno D, que fue identificado
en las cuatro especies de Piper con mayor actividad fitotoxica, sin embargo, P.
reticulatum L (12,62%) y P. mituense Trel & Yunck (6,72%), fueron donde se
encontraron concentraciones mayores. Mientras que en P. sancti-felicis Trel (1,61%) y P.
casapiense (Mig) C.DC (0,98%) se encontr6 en concentraciones muy bajas.
Investigaciones indican que este compuesto se encuentra presente en el aceite esencial
de especies de Teucrium Maghrebinum (Lamiaceae), Artemisia iwayomogi (Asteraceae),
Hypericum perforatumotras (Clusiaceae) y estas especies han demostrado tener
actividad fitotoxica (Amri et al., 2013; Salehi et al., 2019).

Germacrano D, ha demostrado poseer propiedades antibacterianas (Pérez
Zamora et al., 2018), y se encuentra como componente mayoritario en especies de P.
crassinervium, P. umbellatum y en P. aduncum, P. amalago, P. cernuum, P.
gaudichaudianum, P. leptorum, P. marginatum, P. solmsianum y P. xylosteoides se

encuentra como componente minoritario (Salehi et al., 2019).

El compuesto 49 y 50, a pesar de ser compuestos mayoritarios en P. casapiense
(Miqg) C.DC, la similitud de los datos de masas solo representa el 86%, por lo que no se

puede confirmar la identidad de estos compuestos. En esta especie también se
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encontré al sesquiterpeno Oxido de cariofileno (10,18%) como compuesto en buena
concentracion y también ha sido encontrado en los aceites esenciales de diferentes
especies donde mostraron efectos fitotdéxicos (Amri et al., 2013; De Martino et al., 2010;
Mancini et al., 2009).

Tenemos compuestos de tipo hidrocarburos monoterpénicos que se encuentran
en concentraciones minoritarias como o-pipeno y B-pineno presentes en P. sancti-felicis
Trel y P. mituense Trel & Yunck, compuesto limoneno que esti en P. sancti-felicis Trel,
P. reticulatum L y P. mituense Trel & Yunck (ver tabla 6). Todos estos compuestos han
sido identificados en diferentes especies de plantas y como compuestos puros han sido
ensayados como fitotéxicos, mostrando muy buenos resultados (Amri etal., 2013),

ademas estos compuestos son comunes en las especies de Piper (Salehi et al., 2019).

Si bien los compuestos Oxido de cariofileno, a-pipeno, B-pineno y limoneno se
encuentran en concentraciones menores, pueden tener actividad sinérgica y contribuir
con los compuestos mayoritarios para dar mayor actividad fitotoxica a estas especies.
Es reconocido que el a-pineno tiene un papel ecolégico importante en las interacciones
alelopaticas entre plantas, por lo que puede ser considerado como candidato potencial
para el desarrollo de nuevos herbicidas (Abrahim et al., 2000, 2003; Amri et al., 2013).
P. auritum los compuestos a y B-pineno, apenas estan presentes, sin embargo, son los

responsables de la actividad fitotéxica (Rizvi, 1992).

Compuestos como a-humuleno, cariofilano y copaeno, estan presentes en las
cuatro especies: P. sancti-felicis Trel, P. casapiense (Miq) C.DC, P. reticulatum L y P.
mituense Trel & Yunck. También tenemos al compuesto d-cadineno presente en P.
sancti-felicis Trel, P. casapiense (Miq) C.DC y P. reticulatum L, y finalmente los
compuestos B-elemeno, espatulenol presentes en P. reticulatum L y P. mituense Trel &
Yunck (ver Anexo 4). todos estos compuestos han sido identificados en diferentes
especies de Piper (Salehi et al., 2019). Sin embargo, sus actividades como fitotoxicos
no han sido ensayados de forma individual, la cual seria muy importante realizar con el

fin de poder identificar quienes son los responsables de la importante actividad.

En este trabajo se puede ver claramente que todas las especies de Piper: P.
coruscan Kunth, P. sancti-felicis trel, P. casapiense (Miq) C. DC, P. obliguum Ruiz & Pav,
P. anonifolium (Kunth), P. tuberculatum Jacq, P. dumosum Rudge, P. reticulatum L, P.

soledadense Trel y P. mituense Trel & Yunck; fueron activos frente a la
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monocotiledonea L. perenne, que es una de las diez malezas mas abundantes y
problematicas, que facilmente crea resistencia a los herbicidas como glifosato, uno de
los més usados en todo el mundo (M. T. Bararpour et al., 2017; T. Bararpour et al.,
2020). Mientras que con la dicotiledénea L. sativa, solo P. casapiense, P. reticulatum, P.
mituese y P. sancti-felicis fueron activos. Esto indica que hay una mejor respuesta de
estos aceites esenciales frente a malezas del tipo monocotiledénea, siendo un aporte

muy importante que merece profundizar los estudios.

De estas especies solo P. sanctifelicisTrel ha sido estudiado y reporta efecto como
fitotoxico, siendo sus compuestos mayoritarios 0-3-careno, limoneno, seguido de p-
cimeno, B-pineno y nerolidol (Jaramillo-Colorado et al., 2019), sin embargo, si lo
comparamos con la especie de P. sancti-felicis de nuestro trabajo podemos observar
gue en esta especie el compuesto mayoritario es el apiol, seguido de minoritarios como
o-pineno, B-pineno, limoneno, cariofileno y neridiol, compuestos que estan presentes en

estudios previos por otro autor (Jaramillo-Colorado et al., 2019).

Sin embargo, es la primera vez que se reporta sus efectos fitotoxicos frente a L.
perenne y L. Sativa de especies de Piper en la Amazonia Peruana.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion se estudi6 la actividad fitotoxica de diez aceites
esenciales extraidos de especies del género Piper, los cuales mostraron importantes
efectos fitotoxicos (inhibicién de germinacion, crecimiento radicular y foliar), resaltando
la importante actividad de todos los aceites esenciales frente a la monocotiledénea L.
perenne que fue la méas sensible. Los aceites esenciales de Piper también fueron

activos frente a L. sativa, sin embrago su efecto fue menor, pero significativo.

Las especies de P. sancti-felicis Trel, P. casapiense (Miq) C.DC, P. reticulatum L y
P. mituense Trel & Yunck, fueron los que presentaron los resultados de actividad
fitotoxica frente L. perenne y L. sativa. En el analisis por cromatografia de gases
acoplada a masas se observa que las especies P. sancti-felicis Trel (76,08%), P.
reticulatum L (14,99%) y P. mituense Trel & Yunck (51,58%), el constituyente quimico
mayoritario es el fenilpropanoide apiol. Mientras que para P. casapiense (Miq) C.DC los
compuestos 49 y 50, presenta similitud de los datos de masas en el 86%, por lo que no
se puede confirmar la identidad con certeza de estos compuestos. Estos resultados
indican que los metabolitos secundarios presentes en Piper, presentan importante
actividad fitotdxica

Ademas, es importante destacar que es la primera vez que se presentan estudios
de actividad fitotoxica de las especies vegetales del género Piper (P. coruscan Kunth, P.
sancti-felicis Trel, P. casapiense (Miq) C.DC, P. obliguum Ruiz & Pav, P. anonifolium
Kunth, P. tuberculatum Jacq, P. dumosum Rudge, P. reticulatum L, P. soledadense Trel
y P. mituense Trel & Yunck), recolectadas en la Amazonia Peruana, obteniendo

excelentes resultados para continuar los estudios como potenciales herbicidas.

En este trabajo se puede ver claramente que se han obtenido buenos resultados,
todas las especies de Piper: P. coruscans Kunth, P. sancti-felicis Trel, P. casapiense
(Miq) C.DC, P. reticulatum L, P. dumosum Rudge, P. soledadense Trel, P. mituense Trel
& Yunck, P. tuberculatum Jacq, P. obliguum Ruiz & Pav y P. anonifolium Kunth fueron
activos frente a la monocotiledénea L. perenne, que es una de las diez malezas méas
abundantes y problematicas, que facilmente crea resistencia a los herbicidas como

glifosato, uno de los méas usados en todo el mundo.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

. Realizar més estudios para la busqueda de nuevas alternativas para el control de
malezas que ocasionan grandes pérdidas a los agricultores cada afio.

. Realizar los ensayos de actividad fitotoxica de los compuestos puros (muchos
pueden ser comprados), con el fin de realizar el andlisis de relacién estructura

actividad y poder conocer la contribucién individual de los compuestos en la actividad.

. Considerar los aspectos fisicos y quimicos durante la extraccién de los aceites

esenciales por el método de hidrodestilacion.

. Extender los estudios de la actividad fitotoxica de los aceites esenciales de la familia
Piperaceae en la semilla monocotiledénea, con el fin de obtener potenciales
herbicidas naturales que ayuden a reducir el uso excesivo de herbicidas sintéticos

gue vienen causando un gran dafio a la salud humana y al medio ambiente.
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Anexo N° 1: Especies vegetales de Piper, cddigo de exicata, parte de la planta, lugar de
recoleccién y ubicacién en Universal Transverse Mercator (UTM)

Cdédigo de Especie Lugar de Ubicacién
) Parte de la planta y
exicata Vegetal recoleccion UTM
Distrito de 710990
039849 . coruscan Hojas, tallos y flores
Mazan 9619525
o ) Distrito de 695305
036367 . sancti-felicis Hojas, tallos y flores
Punchana 9587673
] ) Distrito de 711556
041044 . casapiense Hojas, tallos y flores i
Mazan 9623266
i . Distrito de 711396
027690 . obliguum Hojas, tallos y flores i
Mazan 9623398
o ) Distrito de 711399
042381 . anonifolium Hojas, tallos y flores
Mazan 9623398
) Distrito de 710947
020115 . tuberculatum Hojas, tallos y flores
Mazéan 9619547
. Distrito de San 675962
040311 . dumosum Hojas y tallos )
Juan Bautista 9559237
) ) Distrito de San 676047
042127 . reticulatum Hojas y tallos )
Juan Bautista 9559417
) Distrito de San 675915
033308 . soledadense Hojas, tallos y flores )
Juan Bautista 9559216
) ] Distrito de San 676010
041473 . mituense Hojas y tallos )
Juan Bautista 9559392

Fuente: Centro de Investigacion de Recursos Naturales Herbarium amazonense - AMAZ
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Anexo N° 2: Constancia de identificacion taxondmica de las especies vegetales del
género Piper

Centro de Investigacion de
Recursos Naturales
Herbarium Amazonense - AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORTIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, las muestras botdnicas presentado por HENRRY DENNY CABALLERO CEFERINO, Bachiller
de la Escuela de Formacion Profesional de Ingenieria quimica, Facultad de Ingenieria Quimica,
de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana, pertence a la tesis titulado: ACTIVIDAD
FITOTOXICA Y ANALISIS DEL PERFIL QUIMICO POR CROMATOGRAFIA DE GASES DE ACEITES
ESENCIALES DE PIPERACEAES, POTENCIALES HERBICIDAS NATURALES, 2020; han sido
DETERMINADAS en este Centro de Investigacion y Ensefianza, Herbarium Amazonense-AMAZ,
del Centro de Investigaciéon de Recursos Naturales de la UNAP-CIRNA-UNAP, como se indica a
continuacion:

Codigo exslccatal Especie Vegetal ] Partes de recoleccién
039849 Piper coruscans Kunth Hojas, tallo y flores
036367 Piper sancti-felicis Trel. Hojas, tallo y flores
041044 Piper casapiense (Miq.) C. DC. Hojas, tallo y flores
027690 Piper obliquum Ruiz & Pav. Hojas, tallo y flores
042381 Piper anonifolium (Kunth) C. DC. Hojas, tallo y flores
020115 Piper tuberculatum Jacq. Hojas, tallo y flores
040311 Piper dumosum Rudge Hojas y tallos
042127 Piper reticulatum L. Hojas y talios
033308 Piper soledadense Trel. Hojas, tallos y flores
041473 Piper mituense Trel. & Yunck. Hojas y tallos

Se expide la presente constancia al interesado, para los fines que estime conveniente.

Atentamente,
Iquitos, 04 de octubre del 2021
UNIVERSIDAD
. _ ; LICENCIADA
Direccion Pevas/Nanay - lquitos Peru Pagina 1 de 1 RELOLSCVM 0 6910118 SO 0D
Apdo. 435 MR
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Anexo N° 3: Procedimiento para la obtencidén de aceites esenciales y ensayos de actividad fitotoxica

7| Secado de la
miiectra

Masa de
la muestra seca

Extraccién de los aceites esenciales

Aceites esenciales

Ensayos de actividad fitotoxica en
L. perenne L

Ensayos de actividad fitotoxica en
L. sativa F

72




Anexo N° 4: Metabolitos secundarios identificados por cromatografia de gases-masa en las especies de Piper con mejor actividad Fitotdxica.

Especies en estudio
N° Compuestos — Area %
) ' P. santi-felicis | P. casapiense | P.reticulatum | P. mituense
01 o-pipeno 3,82 0,39 0,33
02 B-pineno 4,42 0,50 0,39
03 a-felandreno 4,81 0,45
04 3-careno 4,91 0,28
05 Limoneno 5,22 0,42 0,22 0,73
06 Trans-B-ocimeno 5,50 0,30
07 y-terpineno 5,74 0,69 0,50
08 Piperitone 9,85 1,23
09 Ciclphgxano, 1-etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-4-(1- 11,72 1,04
metiletilideno)
10 d-elemeno 11,73 2,15
11 a-cubebeno 12.00 1,05 1,16 2,80
12 Ylangeno 12,51 0,50
13 Copaeno 12,61 0,61 0,71 4,60 1,85
14 3-bourboneno 12,82 0,72
15 B-elemeno 12,94 2,45 2,11
16 Cariofilano 13,59 4,07 473 4,46 2,87
1R,2S,6S,7S,8S)-8-Isopropil-1-metil-3-metilenetriciclo
17 E4.4.0.0.2.7]decar)10 i 13,79 1,90 022
18 (+)-Aromadendreno 14,02 1,11
19 Isoledene 14,22 0,59
20 o-humuleno 14,33 1,75 2,50 1,61 0,49




Especies en estudio

N° Compuestos — e Area %
) ) P. santi-felicis | P. casapiense | P. reticulatum P. mituense
21 Neoalloocimeno 14,48 0,34
22 a-amorfeno 14,78 0,19
Naptaleno, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-7-metil-4-
23 mel?ileno—l—(l—metiletil)—, (1a,4aa,8aa) 14,79 0.79 4,00
24 Germacreno-D 14,91 1,61 0,98 12,62 6,72
25 Trans-oa-bergamoteno 15,07 4,25 1,42
26 Eicosano 15,16 1,33
1S,2E,6E,10R)-3,7,11,11-
21 '(I'etrametilbiciclzJ[S.1.0]undeca-2,6-dieno 15,24 2,17 8,07 9,01
28 E,E-a-farneseno 15,36 0,44
29 y-cadineno 15,59 0,60 2,51
30 Miristicina 15.67 0,97 4,59
31 Croweacin 15,68 1,91
32 3-cadineno 15,76 1,35 2,08 5,99
Naphthalene, 1,2,3,4,4a,7-hexahydro-1,6-dimethyl-4-
33 (1-methylethyl)- (CAS) 4,10-dimethyl-7-isopropyl- 15,96 0,79 0,99
bicyclo(4.4.0)-1,4-decanin
34 (4aS,8R)-4a,8-Dimethyl-4,4a,5,6,7,8- 104
hexahydronaphthalen-2(3H)-one 16,12 '
35 Cis-isoelemicina 16,33 0,36 0,78
36 Germacreno B 16,52 1,37
37 Nerolidol 16,53 0,60
38 y-elemeno 16,52 0,55
39 Espatulenol 16,93 0,94 0,65
40 Oxido de cariofileno 17,06 1,87 10,18 1,16
41 (-)-globulol 17,07 0,37
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Especies en estudio

N° Compuestos — Area %
) ) P. santi-felicis | P. casapiense | P. reticulatum P. mituense
42 Viridiflorol 17,25 1,10
43 Guaiol 17,31 2.88 0,85
(1R,3E,7E,11R)-1,5,5,8-Tetramethyl-12-
44 oxabicyclo[9.1.0]-dodeca-3,7-diene 17,59 081 3,80
4a(2H)-Naphthalenol, 1,3,4,5,6,8a-hexahydro-4,7-
45 | dimethyl-1-(1-methylethyl)-(1S,4R,4aS,8aR) 17,67 0.67
46 Apiol 17,87 76,08 14,99 51,58
4a(2H)-Naptalenol, 1,3,4,5,6,8a-hexahidro-4,7-dimetil-
471 (1-metiletil)-, (1S,4R 4aS,8aR) 18,24 0,90
48 d-cadinol= torreyol 18,28 1,27
49 No identificado 19,49 17,01
Especies en estudio
N° Compuestos — Area %
) ' P. santi-felicis | P. casapiense | P.reticulatum | P. mituense
50 No identificado 21,13 22,64
51 No identificado 21,55 5,43

Leyenda: T. ret: tiempo de retencion.
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Anexo N° 5: Constancia de analisis de muestras de aceites esenciales de las especies

de Piper por cromatografia de gases acoplado a masas.

MNISTERIO '_*':
DE CIENCIA E INNOVACIKON o
.

N e e

PR TITLITG £6 CORME IS ALMAIAS

INSTITUTO DE CIENCIAS AGRARIAS DEL CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
(ICA-CSIC)

INFORME DE RESULTADOS DE ANALSIS DE ACEITES ESENCILES POR GROMATOGRAFIA DE GASES
ACOPLADO A MASAS

Solicitante: Liliana Ruiz Vasquez
Muestras: cuatro (04) de aceites esenciales con codigos 2A, 5A, 10Ay 12A

Analisis: composicion quimica de 3 aceites esenciales por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas.

Fecha de entrega de resultados: 15 junio del 2021

Serrano 115 dup., 28006 Madrid (Espafia) Tel.: +34 91 745 25 00 Fax: +34 91 564 08 00
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Piper santi-felicis 2A

% Espectro
Ret. Tim4 aa Compuestos
3.32 039 | a-pipene
4.42 050 | g-pinene
5.22 042 | Limonene
5.50 030 | Trans-B-ocimene
5.74 0.69 | y-Terpinene
9.85 123 | piperitone
1261 061 | Copaene
1359 4.07 | Caryophyllene
1433 175 | a-humulene
1491 161 | Germacrene-D
15.16 133 | Eicosane
1536 0.44 | EE-alpha-famesene
1568 151 | Croweacin
15.76 135 | 5-cadinene
1633 0.36 | Cis-isoelemicin
1653 0.60 | Nerolidol
17.06 187 | Caryophyllene oxide
17.25 | 1.10 | viridiflorol
17.59 0.81 (1&3.5,75.1 1R)-1.5,5.8-Te(ramgthyl-12-
oxabicyclo[9.1.0]dodeca-3,7-diene
17.87 | 76.08 | Apiol
4a3(2H)-Naphthalenol, 1,3,4,5,6,8a-
1824 050 | hexahydro-4,7-dimethyl-1-{1-methylethyl}-,
(15,4R,435,8aR)-
1849 029 | No identificado 95/81/121/43/109/93/161/204/67/105
18.79 030 | No identificado 203/144/204/218/115/86/145/143/187/116
1892 0.71 | No identificado 222/145/177/206/121/191/91/77/223/133
CROMATOGRAMA
Ve
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L .
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Serrano 115 dup., 28006 Madrid (Espalia) Tel.: +34 91 745 25 00 Fax: +34 91 564 08 00
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Piper casapiense SA

Ret.

R [ Compuestos Espectro
1200 | 1.05 | a-Cubebene
12.61 | 0.71 | Copaene
1291 | 0.32 | Germacrene-D
1355 | 4.73 | Caryophyllene
14.02 | 111 | (+)-aromadendrene
1433 | 250 | Alpha-humulene

Naphthalene, 1,2,3,4,43,5,6,8a-octahydro-7-
1478 | 0.70 | methyl-4-methylene-1-{1-methylethyl)-,

(1.alpha.4a.alpha. 8a.alpha.}- (CAS) .gamma.
14591 | 098 | Germacrene-D
1523 | 217 | US2EEEIOR37ILIL- .

Tetramethylbicyclo[8.1.0Jundeca-2,6-diene
1559 | 0.60 | y-Cadinene
15.76 | 2.08 | 5-cadinene

(#a5,8R)-43,8-Dimethyl-4,43,5,6,7,8-
1612:] -L0¢ hexahydronaphthalen-2{3H)-one
16.94 | 257 [ spathulenol 91/119/205/105/93/43/159/107/147/79
17.06 | 10.18 | Caryophyllene oxide
17.32 | 2.88 | Guaiol

(1R.3E,7E,11R)-1,5,5,8-Tetramethyl-12-
79| 380 oxabicyclof9.1.0]dodeca-3,7-diene

Bicyclo[5.2.0]nonane, 2-methylene-4,8,8-
1756 | 208 | r vt 91/93/105/79/119/133/107/77/81/147
18.02 | 062 | No identificado 159/202/59/105/187/145/131/91/160/119
18.19 | 155 | Noidentificado 161/95/105/204/121/91/162/43/79/81
1830 | 1.07 | Noidentificado 105/93/91/161/119/79/133/155/81/77
18.46 | 1.63 | Noidentificado 95/121/161/204/43/109/105/81/164/108
1855 | 1.77 | Noidentificado 93/80/91/133/92/84/157/121/136/77
1872 | 0.63 | Noidentificado 107/157/135/105/93/59/161/115/91/189
18.81 | 1.17 | Neidentificado 159/147/105/187/162/119/91/174/55/202
19.49 | 17.01 | Ne identificado 93/91/79/133/105/119/107/189/81/67
2031 | 191 | Neidentificado 93/119/79/91/80/94/105/92/121/95
21.13 | 22.64 | No identificado 93/133/91/105/79/107/119/77/106/121
2125 | 155 | Neidentificado 93/91/43/133/105/79/119/107/131/67
2155 | 5.43 | Noidentificado 93/133/91/105/79/107/119/77/106/121
2217 | o084 | Neidentificado 126/108/95/109/122/107/67/69/81/93

Serrano 115 dup., 28006 Madrid (Espafia) Tel.: +34 91 745 25 00 Fax: +34 91 564 08 00




No identificado

2318 | 161 79/93/43/91/105/81/67/95/107/41
2392 | 109 | Neidentificado 79/93/43/91/105/81/67/95/107/41
CROMATOGRAMA
e

aD -

‘o;

20

103 \

QO s e e — = J',.‘." ..... - —

“e LA wmao ”s »o e M0 wn

Serrano 115 dup., 28006 Madrid (Espafia) Tel.: +34 91 745 25 00 Fax: +#34 91 564 08 00




Piper reticulatum 10A

Ret. % Area Compuestos Espectro

Time

5.22 0.22 Limonene

11.73 215 &-Elemene

12.00 116 a-Cubebene

1251 0.50 Ylangene

1261 4.60 Copaene

12.82 0.72 B-bourbonene

1294 245 g-elemene

13.59 446 Caryophyllene

13.79 1.90 (1R,2S5,65,7S,85)-8-Isopropyl-1-methyl-3-
methylenetricyclo[4.4.0.02,7]decane-rel-

14.06 054 (1R,3a5,8a5)-7-1sopropyl-1,4-dimethyl-
1,2,3,33,6,8a-hexahydroazulene

14.22 0.59 Isoledene

1432 161 a-humulene

1452 0.65 cis-Muurola-4(15),5-diene

14.79 4.00 Naphthalene, 1,2,3,4,43,5,6,83-octahydro-7-
methyl-4-methylene-1-(1-methylethyl)-,
{1.alpha_4a.alpha_8a.alpha.)- (CAS) .gamma.

1492 12,62 | Germacrene-D

15.07 4.25 Trans-o-Bergamotene

15.18 3.06 No identificado 161/105/119/120/91/207/133/81/92/204

15.24 8.07 (1S,2E,6E,10R)-3,7,11,11-
Tetramethylbicyclo]8.1.0Jundeca-2,6-diene

1543 117 Naphthalene, 1,2,43,5,8,8a-hexahydro-4,7-
dimethyl-1-(1-methylethyl})-,
(1.alpha.4a.beta_8a.alpha.)-{.+/-.}-

1559 251 y-Cadinene

15.63 101 No identificado 207/43/95/123/108/121/137/81/105/108

15.69 0.97 Myristicin

15.76 5.99 &-cadinene

1596 0.79 Naphthalene, 1,2,3,4,43,7-hexahydro-1,6-
dimethyl-4-{1-methylethyl}- (CAS) 4,10-dimethyl-
7-isopropyl-bicyclo{4.4.0)-1,4-decadien

16.07 0.35 Naphthalene, 1,2,4a,5,6,8a-hexahydro-4,7-
dimethyl-1-(1-methylethyl})-, [15-
{1.alpha.4a beta. 8a.alpha)]-

16.52 137 Germacrene B (CAS) 1,5-Cyclodecadiene, 1,5-
dimethyl-8-{1-methylethyfidene)-, (E.E)-

1693 0.94 Spathulenol

17.05 116 Caryophyllene oxide

17.21 0.77 No identificado 107/135/93/91/204/105/43/41/79/77

17.31 0.85 Guaiol

Serrano 115 dup., 28006 Madrid (Espafia) Tel.: +34 91 745 25 00 Fax: +#34 91 564 08 00
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17.67 0.67 4a(2H)-Naphthalenol, 1,3,4,5,6,8a-hexahydro-
4,7-dimethyl-1-{1-methylethyl)-, (15,4R,4a5,8aR)-

17.80 1499 | Apiol

1794 259 | Noidentificado 119/105/159/131/97/91/93/95/79/105

18.03 136 No identificado 161/179/105/204/189/95/81/109/133/119

18.20 210 t -Cadinol

18.28 127 MUUROLOL<ALPHA-> D85-1984 (= TORREYOL.=

DELTA CADINOL)
1842 0.87 No identificado 59/149/82/123/108/67/68/122/164/91
1846 363 t-Muurolol
1891 0.74 No identificado 222/149/177/207/121/91/191/77/223/133
CROMATOGRAMA
Rl
o |
oo
w-f. [
20" J‘ |
:):‘_;1'. — .—:‘th:'T*;*:l‘. - :Jl.J,." 1‘*"'";"*"‘ = -
nO % ‘ll‘N) me u:o”'. -Ilv& --H...W.S>A"’;0.A—-’;b.——:l;l;7"’..‘.5’““0

Serrano 115 dup., 28006 Madrid (Espafia) Tel.: +34 91 745 25 00 Fax: +34 91 564 08 00

81




Piper mituense 12A

Ret. % Area Compuestos

Time

3.82 0.33 a-pipene

442 0.39 B-pinene

4381 0.45 a-phellandrene

491 0.28 3-Carene

521 0.73 Limonene

5.74 0.50 y-Terpinene

10.54 0.20 Bicyclo[2.2.1]heptan-2-0l, 1,7,7-trimethyl-, acetate, {1S-endo)-

11.72 1.04 Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-methylethenyl)-4-{1-
methylethylidene)

12.00 2.80 a-Cubebene

1251 1.85 Copaene

12.94 2.11 B-Elemene

13.59 2.87 Caryophyliene

13.78 0.22 {1IR,25,65,75,85)-8-Isopropyl-1-methyl-3-
methylenetricycio[4.4.0.02,7]decane

1432 0.49 a-humulene

14.48 034 Neoalloocimene

14.78 0.19 a-amorphene

1491 6.72 Germacrene-D

15.07 1.42 Trans-a-Bergamotene

15.24 9.01 (1S5,2E,6E,10R)-3,7,11,11-Tetramethylbicyclo{8.1.0Jundeca-2,6-
diene

15.67 4.59 Myristicin

15.76 194 No identificado 159/161/105/119/134/204/8

1/91/162/133

15.96 0.59 Naphthalene, 1,2,3 4,43, 7-hexahydro-1,6-dimethyl-4-(1-
methylethyl)- (CAS) 4,10-dimethyl-7-isopropyl-bicyclo(4.4.0)-
1.4-decadien

16.33 0.78 Cis-isoelemicin

16.52 0.55 y-elemene

16.93 0.65 Spathulenol

17.07 0.37 (-}-Globulol

17.85 51.58 Apiol

18.22 0.84 t-Muurolol

18.49 0.52 Neointermedeol

18391 5.26 Apiol

Serrano 115 dup., 28006 Madrid (Espafia) Tel.: +34 91 745 25 00 Fax: +34 91 564 08 00
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METODOLOGIA
Cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS)

Para la determinacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos presentes en los aceites
esenciales y fracciones volatiles se utiliza como metodologia |a cromatografia de gases acoplada a
la espectrometria de masas (GC-MS), utilizando un equipo Shimadzu GC-2010 acoplado a un
detector de masas Shimadzu GCMS-QP2010-Ultra con una fuente ionizacion por impacto
electronico a 70 eV y utilizando un analizador Quadrupolo Simple. Se utilizd Helio como gas
portador. Las muestras fueron inyectadas por un inyector automatico (AOC-20i). La cromatografia
se llevo a cabo con una columna capilar Teknokroma TRB-5 (95%) Dimetil- (5%) diphenylpolisiloxane,
30 m x 0,25 mm ID y 0.25 um de espesor de fase. Las condiciones de trabajo utilizadas han sido:
inyeccion en modo Split inyectando 1 pl con una relacion de division (20:1) mediante un inyector
automatico Shimadzu AOC-20i, temperatura del inyector 300°C, temperatura de la linea de
transferencia conectada al espectrometro de masas 250°C y temperatura de la fuente de
ionizacion 220°C. La temperatura de la columna inicial fue de 70°C, calentando hasta 290°C a 6°C
/min y dejando a 290°C durante 15 min. Los espectros de masas y el tiempo de retencién han sido
utilizados para identificar los compuestos por comparacion con los encontrados en la base de datos
Wiley (Wiley 275 Mass Spectra Database, 2001) Y NIST, mientras que para la cuantificacion se han
utilizado los % de area relativos de todos los picos obtenidos en los cromatogramas. Todas las
muestras fueron disueltas en 100% DCM a una concentracion de 1ug/ul, para lievar a cabo su
inyeccion.
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