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RESUMEN

FITOTOXICIDAD Y ACTIVIDAD ALELOPATICA DE EXTRACTOS DE NONI
(Morinda citrifolia L.)

El uso indiscriminado de herbicidas sintéticos ha generado problemas de
contaminacién en suelo, atmésfera y agua. Como una alternativa sostenible, se
ha considerado el uso de bioherbicidas, constituidos principalmente por
sustancias naturales que se pueden obtener a partir de extractos vegetales que
contienen sustancias fitotoxicas, con actividad alelopatica, y podrian ofrecer una
solucion mas amigable con el medio ambiente. La presente investigacion
consistio en evaluar extractos de semilla, fruto y hoja de la planta de noni
(Morinda citrifolia L.) sobre la germinacion de semillas de lechuga (Lactuca sativa
L.) y amaranto (Amaranthus spp.). Aunque el noni se ha utilizado ampliamente
por sus propiedades medicinales e industriales, se carece de informacién de su
actividad fitotdéxica y alelopatica, por lo que se obtuvieron extractos que se
identificaron de manera cualitativa por cromatografia en capa fina, tales como
flavonoides, alcaloides, compuestos volatiles y terpenos. Los extractos que
ocasionaron mayor inhibicion de la germinacién en las semillas de lechuga fueron
los de acetato de etilo (2 y 3 %) y hexano (1, 2y 3 %) ambos generados del fruto.
El mismo efecto fitotoxico se presentd en las semillas de amaranto con los
extractos de acetato de etilo y hexanico desde las concentraciones menores (0.5,
1, 2y 3 %). Las semillas de lechuga y amaranto que lograron germinar con el
extracto metandlico, desarrollaron radicula y tallos anormales. En la evaluacion
de la actividad alelopatica, el extracto hexanico de fruto ocasiono 27 y 25 % de
germinacién en las semillas de lechuga y de amaranto, respectivamente, con
afectaciones en el desarrollo de raiz y tallo. Estos resultados sugieren que los
extractos de noni podrian ofrecer un potencial importante como componentes de
bioherbicidas.

Palabras clave: Bioherbicidas, inhibicion, plantas anormales, metabolitos secundarios,
terpenos.
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Universidad Autonoma Chapingo

Autor: Carlos Gilberto Hernandez Castro
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ABSTRACT

PHYTOTOXICITY AND ALLELOPATHIC ACTIVITY OF NONI EXTRACTS
(Morinda citrifolia L.)

The arbitrary use of synthetic herbicides has generated contamination problems
in soil, atmosphere, and water. The use of bioherbicides has been considered as
an ecological alternative, since consisting mainly of natural substances which can
be obtained from plant extracts that contain phytotoxic substances, with allopathic
activity, and could offer a more environmentally friendly solution. The present
research consisted of evaluating the effect of seed, fruit, and leaf extracts
obtained by noni plant (Morinda citrifolia L.) on lettuce (Lactuca sativa L.) and
amaranth (Amaranthus spp.) seed germination. Although noni has been widely
used for its medicinal and industrial properties, there is a lack of information
related to its phytotoxic and allelopathic activity. In these extracts were founded
the presence of flavonoids, alkaloids, volatile compounds, and terpenes which
were qualitatively identified by thin layer chromatography. The extracts that
caused the greatest inhibition of germination in lettuce seeds were ethyl acetate
(2 and 3%) and hexane (1, 2 and 3%), both obtained from the fruit. The same
phytotoxic effect was present in amaranth seeds with ethyl acetate and hexane
extracts even with the lowest concentrations (0.5, 1, 2 and 3 %). The lettuce and
amaranth seeds that germinated under the methanolic extract developed
abnormal seedlings (radicle and stems). In the evaluation of allelopathic activity,
hexanic fruit extract caused 27 and 25 % germination in lettuce and amaranth
seeds, respectively, affecting root and stem development. These results suggest
that noni extracts could offer significant potential as components of bioherbicides.

Keywords: Bioherbicides, inhibition, secondary metabolites, abnormal seedlings,
terpenes

Thesis in Agricultural Biotechnology Sciences, Universidad Auténoma Chapingo
Author: Carlos Gilberto Hernandez Castro
Advisor: Dra. Maria del Rosario Garcia Mateos
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1. INTRODUCCION

El aumento de la poblacion a nivel mundial ha traido grandes retos para la
agricultura debido a la alta demanda de alimentos, donde ademas los sistemas de
produccion agricola tradicionales presentan una gran problematica ante diferentes
factores como plagas, enfermedades, cambios climaticos, entre otros (Thrall et al.,
2011).

Entre 1940 y 1970, la revolucién verde tuvo un mejor control sobre estos factores a
través del uso de maquinaria, innovacion en sistemas de riego, fertilizantes
quimicos, pesticidas y herbicidas sintéticos (Thrall et al., 2011; McCullough et al.,
2016). Estos ultimos se utilizan para eliminar las malezas o hierbas no deseadas,
las cuales limitan la produccidén agricola, ya que compiten con los cultivos por
espacio, luz, agua y nutrientes e incluso pueden ser hospederos tanto de plagas

como enfermedades (Menalled, 2010; Nichols et al., 2015).

En algunos casos, las pérdidas en la produccion agricola a causa de la presencia
de las malezas pueden ser de 15 %, pero en condiciones desfavorables o si no se
toman medidas adecuadas para su control, las pérdidas pueden llegar alcanzar mas
de 76 % (Gharde et al., 2018). Los herbicidas sintéticos son eficaces y accesibles a
todo el mundo, ya que suelen ser baratos, eliminan las malezas en corto tiempo y
reducen los costos de mano de obra (Singh et al., 2020). Sin embargo, al existir
algunos cultivos como el maiz y la soya resistentes a herbicidas como el glifosato,
provocan la dependencia de estos productos aumentando el uso y las dosis de
aplicacion sin tomar en cuenta las consecuencias que podrian traer (Landrigan et
al., 2015).

Varios estudios epidemioldgicos han sugerido una posible asociacién entre los
efectos de los herbicidas con la salud humana en el desarrollo de enfermedades
como hepatitis, discapacidad mental, dafio en érganos, varios tipos de cancer,
incluso se ha detectado la presencia de ingredientes activos de los herbicidas en la
orina, sangre y leche materna (Guzman-Plazola et al., 2016; Peillex et al., 2020),

por lo que se ha buscado disminuir su uso con estrategias alternativas como la
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rotacion de cultivos, uso de coberturas, labranza competitiva, agentes de control
bioldgico y bioherbicidas (Hasan et al., 2021).

En la actualidad, se busca encontrar compuestos amigables con el medio ambiente
para la produccion de alimentos en la agricultura, principalmente para el control de
malezas, por lo tanto, la produccion de bioherbicidas a partir de la extraccion de
aleloquimicos de materiales vegetales podria ser util (Scavo et al., 2020). Las
sustancias aleloquimicas son producidas a partir del metabolismo secundario y
reciben el nombre de productos naturales o metabolitos secundarios (MS),
compuestos producidos en pequenas cantidades y en lugares especificos de cada
planta. Una de las principales funciones que se les atribuye a estos compuestos es
la defensa contra plagas, enfermedades e incluso contra otras especies vegetales
(Kaab et al., 2020). La separacion e identificacion de los extractos de estos MS se
puede realizar mediante cromatografia en capa fina, al ser una técnica analitica,
rapida y sencilla, que consiste en la separacion de los componentes de una muestra
debido a su migracion diferencial a través de una capa delgada de adsorbente,
sostenido por una superficie plana e inerte (Coskun, 2016; Vallejo-Rosero et al.,
2021).

El uso de extractos ha ganado importancia en los ultimos tiempos debido a sus
caracteristicas mas sostenibles y amigables con el medio ambiente. Algunos de los
efectos que causan los MS como sustancias fitotoxicas es el retraso del desarrollo
fisiolégico, deformacién en algunos 6rganos, clorosis y necrosis en plantulas,
mientras que en semillas inhiben la germinacion (Aung et al., 2019). Estas
caracteristicas pueden deberse a la presencia de diversos grupos de MS como los
esteroides, compuestos fendlicos, flavonoides, cumarinas, quinonas, taninos,
terpenos y alcaloides (Aung et al., 2019). Al identificar plantas con propiedades
herbicidas, es posible que se logre un control mas especifico sobre ciertas especies
de malezas sin afectar negativamente a los cultivos deseados o al medio ambiente
circundante. Se han estudiado las propiedades fitotoxicas y alelopaticas de diversas
especies vegetales (Alonso-Sanchez et al., 2020; Garcia-Mateos et al., 2013; Amira

et al., 2020) estudios en los que no se ha incluido el noni.
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El noni (Morinda citrifolia L.) es una planta utilizada dentro de la farmacologia,
industria y agronomia por sus propiedades antifungicas (Susilawati et al., 2023),
antibacterianas (Royani et al., 2023) e insecticidas (Dias et al., 2023). Se han
identificado y aislado al menos 200 tipos de MS de la raiz, tallo, hojas, frutos, asi
como del jugo de fruto (Abou-Assi et al., 2017). Sin embargo, al existir poca
informacion sobre su actividad fitotdxica o alelopatica, la presente investigacién tuvo
como objetivo evaluar los efectos fitotdxicos y alelopaticos de extractos de diferente
polaridad de semillas, de fruto y de las hojas en semillas de lechuga (Lactuca sativa
L.) y de amaranto (Amaranthus spp.).

2. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso indiscriminado de herbicidas sintéticos puede llegar a ser toxico para una
amplia gama de organismos, incluidos insectos, aves, mamiferos y animales
acuaticos, debido a que, la exposicion directa o indirecta a estos productos puede
resultar en la muerte de especies no objetivo y en la reduccién de la biodiversidad
en los ecosistemas agricolas y su entorno (Alza-Camacho et al., 2016). Ademas,
esto pueden generar resistencia, es decir, se vuelven menos susceptibles a los
herbicidas sintéticos, lo que puede resultar en la necesidad de utilizar dosis mas
altas o productos quimicos mas potentes, lo que agrava aun mas los problemas
ambientales y crear un ciclo de dependencia continua a los herbicidas (Menalled,
2010).

Por ello, es necesario valorar el efecto de extractos de plantas que puedan contribuir
significativamente a la promocidn de practicas agricolas mas sostenibles y al
manejo integrado de plagas como es el caso de malezas, que permitan disminuir la
dependencia de los herbicidas sintéticos y sus impactos negativos asociados en el

medio ambiente y la salud humana.

3. JUSTIFICACION

La fitotoxicidad y la actividad alelopatica de extractos de plantas son aspectos
importantes para considerar al evaluar su potencial como bioherbicidas. Algunos

compuestos bioactivos aislados de plantas como potenciales bioherbicidas incluyen
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a los alcaloides, terpenos, compuestos fenodlicos y acidos organicos. Estos
metabolitos pueden tener una diversidad de mecanismos de accion herbicida y ser
utilizados como alternativas sostenibles a los herbicidas sintéticos en la agricultura,
los cuales pueden persistir en los alimentos y ser consumidos por las personas, o
que ha planteado preocupaciones sobre la exposicidon a largo plazo y los posibles

efectos en la salud humana.

Sin embargo, es importante llevar a cabo investigaciones adicionales para evaluar
su eficacia, seguridad y viabilidad en diferentes sistemas agricolas. Ademas, es
esencial identificar y caracterizar los metabolitos responsables de la actividad
fitotoxica y alelopatica de estos extractos, ya que esto puede proporcionar
informacion sobre los mecanismos de accion y ayudar en la optimizacion de las

formulaciones de bioherbicidas.
4. REVISION DE LITERATURA
4.1 Herbicidas sintéticos

Los herbicidas son productos quimicos creados para controlar las malezas en los
cultivos agricolas y otras areas. Han sido una herramienta importante en la
agricultura moderna para controlar las malezas de manera rapida y eficiente, en
comparacion con métodos mecanicos como la labranza, que puede ser mas costoso
en términos de tiempo, mano de obra y equipos necesarios (Rani et al., 2020). Estos
productos se pueden agrupar por la época de aplicacion, sustancia quimica, familia,
modo de accién o tipo de vegetacion controlada, lo que facilita la seleccion y el uso
adecuado de estos en diferentes contextos agricolas, de jardineria e industriales
(Das et al., 2014; Torrens et al., 2014).

De los herbicidas aplicados al suelo se encuentran los de incorporacion pre-planta,
que se aplican al suelo antes de la siembra y de manera mecanica; los herbicidas
pre-emergentes se incorporan al suelo antes de que emerja el cultivo, y fueron
disefiados para evitar la germinacion o el crecimiento temprano de las semillas de
malezas, lo que permite un control efectivo en las etapas iniciales de crecimiento al

ser absorbidos por las raices o hipocétilos de las malezas emergentes; finalmente,
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los herbicidas post-emergentes se aplican una vez que el cultivo ha emergido y de
manera directa sobre las malezas o al suelo, para posteriormente ser absorbidos
por las hojas (Das et al., 2014). Por otra parte, los herbicidas de contacto actuan al
destruir unicamente el tejido vegetal en contacto directo con el producto, por lo que
son efectivos para el control de malezas de crecimiento rapido, mientras que los
herbicidas sistémicos se trasladan a través de la planta, ya sea desde la aplicacién
foliar hasta las raices, o desde la aplicacién al suelo hasta las hojas, lo que les
permite controlar eficazmente las malezas perennes y pueden tener una accion mas

lenta, pero mas completa que los herbicidas de contacto (Das et al., 2014).
4.2 Bioherbicidas

Los bioherbicidas son productos que eliminan las malezas sin causar dafios sobre
el medio ambiente por medio de productos naturales (metabolitos secundarios) que
generan seres vivos (bacterias, hongos, virus, nematodos y plantas) durante su

desarrollo (Soltys et al., 2013).

La ventaja principal de los bioherbicidas es que tienen un impacto ambiental menor
al de los herbicidas sintéticos, debido a que se disefian con ingredientes naturales
y no toxicos; ademas, éstos pueden ser parte de un enfoque de manejo integrado
de malezas, que combina diferentes métodos para lograr un control efectivo y
sostenible debido al funcionamiento que tienen. Se les considera como un tipo de
control biolégico inundativo (Hasan et al., 2021) y se utilizan del mismo modo que
los sintéticos y es decir en diferentes formas segun el producto, a través de la

pulverizacion foliar, aplicacion al suelo o en forma de granulos (Bailey, 2014).

4.3 Metabolitos secundarios
El metabolismo es un proceso fundamental en los seres vivos que implica
reacciones quimicas que ocurren dentro de las células para sintetizar sustancias

complejas a partir de otras mas simples o para degradarlas (Avalos-Garcia et al.,
2009).

Este se divide en metabolismo primario y secundario; el primero abarca una serie

de procesos bioquimicos cruciales que sustentan la vida celular y el desarrollo

17



vegetal que son fundamentales para la produccion de energia, el mantenimiento del
equilibrio interno de las plantas y la sintesis de compuestos esenciales conocidos
como metabolitos primarios (Taiz et al., 2006; Avalos-Garcia et al., 2009). Por otra
parte el metabolismo secundario es responsable de la produccion de una amplia
variedad de moléculas organicas especializadas, como alcaloides, terpenos,
compuestos fendlicos, glucosinolatos, entre otros, y se les denominan metabolitos
secundarios porque sus precursores son algunos metabolitos primarios; dentro de
sus funciones en la planta esta la defensa contra herbivoros y patdgenos, la
atraccion de polinizadores, la proteccién contra el estrés ambiental, asi como la
regulacion del crecimiento y el desarrollo (Taiz et al., 2006; Avalos-Garcia et al.,
2009; Lépez-Valdez et al., 2021).

4.4 Fitotoxicidad

Algunos metabolitos secundarios producidos por las plantas tienen propiedades
fitotoxicas que inhiben el crecimiento y desarrollo de otras especies vegetales
(Ronco-Campana, 2018). Es importante destacar que la presencia de metabolitos
secundarios fitotoxicos en el ambiente puede influir en la composicion y la diversidad
de la vegetacion, asi como en la dinamica de las comunidades de plantas en
diferentes habitats, ademas, pueden tener potencial como bioherbicidas y ser objeto
de investigacion para el desarrollo de herbicidas mas seguros y respetuosos con el

medio ambiente (Lépez-Valdez et al., 2021).

4.5 Alelopatia

La alelopatia es un fenémeno bioldgico en el cual un organismo produce y libera a
través de diversas partes de la planta, uno o mas metabolitos llamados
aleloquimicos que afectan el crecimiento, la supervivencia y/o la reproduccién de

otros organismos (Chaib et al., 2021).

Estos aleloquimicos pueden tener efectos tanto beneficiosos como perjudiciales
sobre los organismos receptores, dependiendo de las circunstancias y las
concentraciones en las que se encuentren; el término "alelopatia" fue introducido

por el cientifico checoaustriaco Hans Molisch en 1937, mientras investigaba cémo
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una planta afecta a otra. Alelopatia proviene del griego "allelos" que significa
"mutuo" y "pathos" que significa "sufrimiento" o "afectado”, esto refleja la naturaleza
del fendbmeno, donde un organismo afecta a otro mediante la liberacion de

compuestos quimicos (Chaib et al., 2021).

4.6 Noni (Morinda citrifolia)

El noni de la familia Rubiaceae esta posicionada en la cuarta familia de plantas que
poseen flor. Comprende alrededor de 650 géneros y Morinda incluye 80 especies.
A continuacion, se muestra la clasificacion taxonémica del noni de acuerdo con
Neyra (2006):

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Género: Morinda
Especie: M. citrifolia L.
Nombre comun: Noni

El noni (Morinda citrifolia L.) tiene su origen en el sureste de Asia y se extiende hasta
Australia; sin embargo, su distribucién se ha expandido rapidamente a otras
regiones del mundo, incluyendo Polinesia, India, Caribe, América Central, América
del Sur y México (Ulloa et al., 2012). El noni se adapta a una variedad de habitats
principalmente en los bosques con cambios climaticos, zonas cercanas a la costa y

pastizales (Nelson, 2006).

19



2 A | AN
Figura 1. Planta adulta de noni ubicada en el Municipio

de lzucar de Matamoros, Puebla, México. Fuente:
Elaboracion propia.

4.7 Morfologia de la planta

El noni se caracteriza por raiz pivotante con raices secundarias, el tallo esta
compuesto por uno principal con ramas secundarias y puede alcanzar de 3 a 10 m
de altura (Nelson, 2006). Presenta hojas grandes, entre 12 a 28 cm de largo y de 7
a 16 cm de ancho, tienen forma cuneiforme de color verde oscuro, con un peciolo
alado de 12 a 20 mm de largo y 2 mm de diametro, lo que les confiere cierta
movilidad (Acosta, 2003). Las flores son blancas de forma tubular, cada flor presenta

cinco lébulos, que contiene de 4 a 6 estambres (Acosta, 2003).
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Figura 2. Hojas, flores y formacion del fruto de noni. Fuente: Elaboracion
propia.

Los frutos son de forma ovoide y en algunos casos deforme, con pequefios circulos
en la parte exterior de la cascara, el peso de estos puede variar entre 50 y 300 g,
contiene aproximadamente 90 % de agua (Ulloa et al., 2012).

Figura 3. Fruto maduro de noni. Fuente: Elaboracion propia.

El color de los frutos cuando estan inmaduros es verde y luego se tornan a amarillo

traslucido a medida que maduran, ademas, el olor también vuelve mas penetrante,
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caracteristico, a menudo se describe como fuerte y algo desagradable por algunas
personas, las semillas tienen forma ovalada y un didametro que oscila entre 0.4y 0.8
cm (Acosta, 2003).

4.8 Usos del noni

El noni ha sido objeto de numerosas investigaciones debido a su potencial para
proporcionar una amplia gama de beneficios para la salud, asi como su utilidad en
la industria y la agricultura. En el area de la salud tiene actividad inmunomoduladora,
antitumoral, antidiabética, antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante,
neuroprotectora, analgésica y antinociceptiva, ademas promueve la cicatrizacién de

heridas y lesiones cutaneas (Anantharaj et al., 2017; Barbosa et al., 2017).

Se han reportado propiedades insecticidas y larvicidas (Morales et al., 2010) por
tener accion téxica de su aceite esencial sobre larvas del mosquito Aedes aegypti,

vector principal del dengue.

4.9 Compuestos quimicos del noni

Los principales componentes del fruto incluyen sélidos solubles, fibras dietéticas y
proteinas, asi como metabolitos en frutos, raices y hojas, tales como flavonoides,
glucosidos, polisacaridos, iridoides, alcaloides, lignanos, triterpenoides, trisacaridos,
acidos grasos (acido octanoico), antraquinonas, escopoletina, morindina, ademas
de compuestos derivados de la benzofenona (moritrinfolinas A y B) (Anantharaj et
al., 2017; Barbosa et al., 2017; Valencia et al., 2017).

4.10 Extraccion por Soxhlet

El método de extraccién solido-liquido a través de equipos Soxhlet, es una técnica
ampliamente utilizada para extraer o aislar compuestos de una muestra mediante
disolventes, que permite una extraccion eficiente y completa principalmente de los
componentes lipidicos de la muestra, lo que minimiza su degradacién y asegura una

alta pureza del extracto final (Lépez-Bastén et al., 2020).

El equipo Soxhlet consiste en un matraz, un condensador y un extractor; la muestra

sélida se coloca en un cartucho de papel de filtro y se introduce en el matraz, el
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disolvente se calienta y cuando llega a punto de ebullicion, los vapores pasan a
través de la muestra solida, estos vapores se condensan y luego gotean de nuevo
en el matraz, lo que permite una extraccion continua del componente deseado, este
ciclo se repite hasta que se ha extraido la cantidad deseada. (Lopez-Baston et al.,
2020).

4.11 Efecto del disolvente en la extraccion

El efecto del disolvente es un aspecto crucial en la extraccion de metabolitos
secundarios, ya que la seleccién de éste depende de varios factores, como la
polaridad de los compuestos deseados, la naturaleza de la matriz de la muestra, de
las propiedades fisicas y quimicas (polaridad) de los disolventes empleados, lo que
afecta tanto al rendimiento cuantitativo como al cualitativo del proceso, asi como del

perfil quimico de los componentes del extracto (Soto-Garcia et al., 2016).

Algunos metabolitos secundarios son solubles en disolventes polares, como agua,
alcoholes o acetona, mientras que otros son mas solubles en disolventes no polares,
como el hexano, tolueno o cloroformo, por ello, es importante seleccionar un
disolvente que sea compatible con los metabolitos que se desean extraer (Azmir et
al., 2013).

4.12 Identificacion de MS por cromatografia en capa fina

El analisis de los extractos de metabolitos secundarios mediante cromatografia en
capa fina es utilizada por su simplicidad y rapidez, la cual permite la separacion y la
identificacion de los diferentes componentes, brindando informacién sobre su
composicion quimica y su potencial aplicativo en multiples areas de la industria y
campos de investigacion (Coskun, 2016; Vallejo-Rosero et al., 2021), lo que ha
permitido la identificacidén principalmente cualitativa metabolitos en plantas, como
flavonoides, terpenos, alcaloides y entre otros.

4.13 Bioensayos de fitotoxicidad

Un bioensayo de toxicidad es una técnica utilizada para evaluar los efectos de una

sustancia en organismos vivos, los fitotoxicos especificamente en plantas, son

23



importantes para determinar la toxicidad de sustancias quimicas en el medio
ambiente y en la agricultura, los cuales pueden ayudar a identificar compuestos

fitotoxicos y genotodxicos (Florez-Jalixto et al., 2020).
5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Material vegetal

El material vegetal (semillas, fruto y hojas) se obtuvo de tres plantas adultas de noni
(Morinda citrifolia L.) distribuidas aleatoriamente en el municipio de lzucar de
Matamoros, Puebla, México (18°32'51.4" N, 98°27'23.18" W, altitud de 1346 m, en
el mes de febrero de 2023; la temperatura media anual es de 22.7 °C y el promedio

de lluvia anual es de 891.3 mm con un clima calido subhumedo (INEGI, 2021).

El noni presenta cinco etapas de maduracion (Pérez-Lopez et al., 2020) que se
caracterizan por la evolucién del color y la firmeza; la Etapa 3 presenta un color
externo amarillo palido y muy firme, la Etapa 4 los frutos tienen la misma coloracion,
pero comienzan a perder un poco de firmeza y en la Etapa 5 la coloracion es
grisacea translucida y la pulpa muy blanda. Para el presente estudio, se cosecharon
aleatoriamente frutos en la Etapa 5 para utilizar unicamente las semillas, los frutos
se recolectaron en la Etapa 2 con una coloracién aun verde libres de plagas y
enfermedades. El material se trasladd al Laboratorio de Fitoquimica del
Departamento de Fitotecnia en la Universidad Autonoma Chapingo en un equipo de
refrigeracion portatil. Las hojas también libres de plagas y enfermedades
aproximadamente del mismo tamafo se secaron a temperatura ambiente,

previamente limpias y libres de impurezas y polvo.
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Flgura 4. a) Rodajas de frutos de noni liofilizados. b) Muestra
molida de semillas de noni.

5.2 Obtencion de extractos

Previo a su molienda, las hojas y semillas se colocaron en una estufa de conveccién
de aire secado (ED023UL-120V, BINDER WORLD® USA) a 45 °C por 5 h., mientras
que los frutos se trabajaron hasta que alcanzaron la Etapa de Maduracién 4, los
cuales se seccionaron en rodajas y después se liofilizaron (FreeZone 18 Liter -50C
Console Freeze Dryer 7755040, Labconco™ USA), para finalmente ser molidos. La
extraccion de los tres tejidos (semillas, hoja y fruto) se realizé separadamente, con
tres disolventes elegidos de menor a mayor polaridad (hexano, acetato de etilo y

metanol) en un equipo Soxhlet por 48 h.

Figura 5. a) Extraccion de metabolitos secundarlos por Soxhlet. b)
Separacion del disolvente de un extracto en un rotaevaporador.
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Posteriormente, se elimind el disolvente de cada extracto por medio de un
rotaevaporador (Rotavapor R-210, Biichi®, Suiza) para obtener los extractos en

crudo y cada uno se almacend en frascos a —20 + 2 °C, hasta su analisis.

5.3 Identificacidon por cromatografia en capa fina

Una vez que se obtuvieron los extractos se realizé por cromatografia en capa fina
la identificacion cualitativa de aceites esenciales, terpenoides, flavonoides, vy
alcaloides. Con un capilar se aplicé la muestra sobre una placa de silica gel 60 F2s4
(10 x 5 cm) (Merck). Una vez que la camara se saturo con la mezcla de eluyentes,
se introdujo la placa en la camara de elucion para separar los componentes de la
mezcla. Se retird la placa después que el disolvente llegé a 1 cm de distancia del
borde superior de la misma, se sacé y se analizé de acuerdo con la metodologia de
identificacion cada tipo de metabolito secundario.

5.3.3 Identificacion de volatiles
Para la identificacion de aceites volatiles se emple6 el método descrito por Harborne
(1998). El eluyente empleado fue una mezcla de tolueno: acetato de etilo en una
proporcion 93:7, respectivamente. La placa se revelé con una mezcla de vainillina
a 1 % en etanol (v/v), se dejo secar y posteriormente se asperjé con una solucion
etandlica de H2SO4 a 10 % (v/v); por ultimo, se colocd en una estufa a 110 °C

durante 5 min para su observacion a simple vista.

5.3.4 Identificacién de terpenos
Para la identificacion de terpenos se utiliz6 como eluyente tolueno: acetato de etilo
en una proporcion 85:15. Se asperjo la placa con el reactivo de Liebermann—
Burchard y se colocd sobre el calentador y agitador (Thermolyne Cimarec 2
SP46925, CSA® USA) a 100 ° C durante 5 min; se expuso la placa a la luz
ultravioleta a una longitud de 254 nm para su observacion.

5.3.1 Identificacion de flavonoides
Para la identificacion de flavonoides se emple6 el método descrito por Wagner et al.
(1996). Se utiliz6 como eluyente BAW (butanol: acido acético: agua en una

proporcion 4:1:5). Después de que el disolvente llego a 1 cm antes del borde de la
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placa se asperjoé con el reactivo NP (difenilboriloxietilamina) a 0.3 % en metanol, y
posteriormente con PEG (polietilenglicol) 4000 a 5 % p/v en metanol para acentuar
la coloracion de las manchas. Finalmente, se expuso la placa a la luz ultravioleta a

una longitud de 365 nm para observar las diferentes coloraciones.

5.3.2 Identificacion de alcaloides
Para la identificacidn de alcaloides se siguid la metodologia descrita por Wagner et
al. (1996). Se emple6 como eluyente la mezcla metanol:diclorometano en una
proporcion de 8:2. Luego de que el disolvente llegara a 1cm antes del borde de la
borde de la placa se asperjo con el reactivo de Dragendorff, previamente preparado;
finalmente, se coloco la placa en una parrilla eléctrica. La aparicion de manchas de

color marroén indicé la presencia de alcaloides.

5.4 Evaluacion de la actividad fitotéxica

La evaluacion fitotdxica de cada extracto se realizé en semillas de dos especies de
dicotiledéneas: lechuga (Lactuca sativa L.) y amaranto (Amaranthus spp. L.). Las
semillas de lechuga fueron compradas en Agro Montemarv y las semillas de
amaranto fueron donadas por la Universidad Autéonoma Chapingo. Previo al
bioensayo se realizaron pruebas de viabilidad y germinacion; se utilizaron 5 cajas
de Petri con 25 semillas dispuestas sobre el papel filtro; se regaron con agua
esterilizada; después de 5 horas se aplico tetrazolio a 0.1 %, reportandose al final
de la prueba 99 % de viabilidad. Para germinacion estandar se utilizaron cajas de
Petri de vidrio con papel filtro Whatman N°1; se colocaron 25 semillas de lechuga y
25 semillas de amaranto por caja, por separado con tres repeticiones. Se evaluaron
tres disolventes para la extraccion de metabolitos secundarios (metanol, acetato de
etilo y hexano), con tres tejidos vegetales del noni (semillas, fruto y hojas) a cuatro
concentraciones (0.5, 1, 2 y 3 % p/v) disueltos en agua + Tween 20 (0.1 %). Luego
se asperjaron con 2.5 mL de cada extracto de acuerdo con los tratamientos
evaluados. Estas se llevaron a una camara de germinacién a temperatura

controlada de 20 °C durante 7 d. Las variables evaluadas fueron las siguientes:

Porcentaje de germinacion (% G): se contabiliz6 en porcentaje el numero de
plantulas normales, considerando aquellas con todas sus estructuras esenciales.
27



Plantulas anormales (PA). se contabilizé en porcentaje el numero de plantulas
anormales, considerando aquellas con falta de alguna de sus estructuras esenciales

o bien malformaciones.

Longitud de raiz (LR): Se midié en centimetros desde la punta de la raiz hasta la

base del cuello del tallo.

Longitud de tallo (LT): Se midié en centimetros desde el cuello del tallo hasta la

punta de la plumula.

5.5 Evaluacion de la actividad alelopatica

Se realizo6 el bioensayo para la evaluacion de la actividad alelopatica con el extracto
que mostré mayor efecto fitotoxico (extracto hexanico de fruto). Como unidad
experimental se utilizaron contenedores de plastico (altura:7.6, largo: 14.5 y ancho:
13.3 cm) con 175 g de suelo humedo a capacidad de campo con 25 semillas de
cada especie (lechuga y amaranto), por separado con tres repeticiones por

tratamiento.

Se adicionaron 5 mL del extracto a diferentes concentraciones (0.5, 1, 2 % p/v), mas
dos testigos uno negativo (agua destilada + Tween 20 a 0.1 % p/v) y el otro positivo
un herbicida sintético (acido 2,4-diclorofenoxiacético 1 % p/v). Posteriormente se
colocaron en una camara de germinacion a 25 °C durante 7 d. Se evalu6 el
porcentaje de germinacion (% G), longitud de raiz (LR) y longitud de tallo (LT) a los
7 d después de la siembra, todos los dias se realizé una revision para mantener las
semillas con las condiciones ideales dentro de la camara de germinacién, a 25 °Cy

85 % de humedad relativa.

5.6 Analisis estadistico

Los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) bajo un disefio
experimental completamente al azar por disolventes y una comparacion de medias
de Tukey (P < 0.05) mediante el software estadistico SAS version 9.2. Se reportaron

los datos como la media de tres repeticiones para ambos bioensayos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Identificacion por cromatografia en capa fina de metabolitos

secundarios

Se llevo a cabo un analisis cualitativo de los grupos de metabolitos secundarios
presentes en los ocho extractos realizados mediante cromatografia en capa fina
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Identificacion de metabolitos secundarios por cromatografia en capa fina
de los extractos de noni con diferentes disolventes y tejidos vegetales.

Disolvente Tejido Flavonoides Alcaloides Volatiles Terpenos
vegetal

Semillas + - ~ ~
Metanol Fruto + + ~ ~
Hojas +4 - ~ -
Acetato de Fruto +2 ~ + +
etilo Hojas +1 ~ + +
Semillas ~ ~ + +
Hexano.0 Fruto ~ ~ +3 +3
Hojas ~ ~ + +

* ~: no identificados, (+): identificacion positiva, (-): identificacidon negativa. Castillo-Mompié et al.
(2014)", Sanchez-Varela & Rodriguez-Luna, (2018)?, Pino et al. (2010)3, Trieu-Ly et al. (2020)*.

En el estudio realizado por Castillo-Mompié et al. (2014) detectd mediante
cromatografia en capa fina la presencia de quinonas, cumarinas y flavonoides en
extractos hexanico y de acetato de etilo obtenidos de hojas, ademas de cumarinas

y flavonoides en el extracto de semillas con los mismos disolventes.

Por otra parte, Trieu-Ly et al. (2020) detectd en extractos etandlicos de hojas de
noni la presencia de flavonoides, alcaloides, taninos, triterpenos, saponinas,
cumarinas, antraquinonas y carotenoides, mientras que Sanchez-Varela et al.
(2018) identifico por cromatografia en capa fina en extractos de fruto de noni

antraquinonas, flavonoides, compuestos fendlicos, esteroides y alcaloides.

Susilawati et al. (2023) identificé mediante cromatografia de gases-masas (GC-MS)

32 metabolitos del extracto de fruto del noni entre los que destacan el acido 2-
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fluorobenzoico y el eucaliptol en cloroformo; asimismo en acetato de etilo se detecto
eucaliptol, el acido 2-cloroanilina-5-sulfénico, hexadecametil octasiloxano en 2-
propanol y tetrapropil estanano en metanol (Susilawati et al., 2023). Estos hallazgos
subrayan la diversidad de metabolitos presentes en los extractos de noni de diversa
polaridad y permiten comprender mejor el potencial de esta planta con propiedades

medicinales y atributos en la alimentacién, la industria y la agricultura.

6.2 Evaluacion de actividad fitotoxica

Se observo actividad fitotdxica de los extractos sobre germinacion de semillas de
lechuga (Lactuca sativa L.) y amaranto (Amaranthus spp. L.); siendo este ultimo

mas sensible a los dafios provocados por los extractos (Figuras 6, 7 y 8).

La sensibilidad de la germinacion en algunas semillas por la presencia de fitotdxicos
ha sido objeto de investigacion. Se ha observado que esta sensibilidad puede
depender de algunos factores como la concentracién del extracto, el tiempo de
exposicion, asi como el perfil de metabolitos presentes en la muestra (Huerta-Mufioz
et al., 2015; Urriola et al., 2022).

Los extractos metandlicos de semillas y fruto produjeron los menores porcentajes
de germinacion en semillas de lechuga con 68 y 70.67 %, respectivamente (Figura
6a), mientras que, en el bioensayo de amaranto, se encontraron diferencias
significativas entre los extractos de semillas, fruto y hojas a partir de 2 % de
concentracion, lo que implica que los productos obtenidos de semillas y fruto son
mas agresivos, ya que inhibieron la germinacion en su totalidad (Figura 6b).
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Figura 6. Efecto de extractos metandlicos de semillas, fruto y hojas de noni en
el porcentaje de germinacion de semillas de lechuga (a) y amaranto (b).

Con los extractos de acetato de etilo obtenidos del fruto se observé una disminucién
gradual del porcentaje de germinacién en semillas de lechuga conforme aumento la
concentracion; sin embargo, el extracto de hoja mostro el efecto negativo a partir de
2 % de concentracion (Figura 7a). Un comportamiento similar al de lechuga se
observo en los extractos de semillas y fruto en semillas de amaranto, no obstante,
cabe destacar que el extracto de fruto fue mas agresivo en esta especie debido a

que a partir de la concentracion mas pequena no se observé germinacién (Figura
7b).

Los extractos hexanicos derivados del fruto fueron los uUnicos que inhibieron la
germinaciéon en semillas de lechuga desde el 0.5 % de concentracion (Figura 8a),
mientras que en amaranto se presento la misma tendencia; no obstante, el extracto

de semillas al 0.5 % abati6 en casi 30 % la germinacién en este cereal (Figura 8b).
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Figura 7. Efecto de extractos de acetato de etilo de fruto y hojas de noni en la
germinacién de semillas de lechuga (a) y amaranto (b).
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Figura 8. Efecto de extractos hexanicos de semillas, fruto y hojas de noni en la
germinacion de semillas de lechuga (a) y amaranto (b).
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En este contexto los extractos de acetato de etilo y hexanico derivados del fruto
presentaron el mayor efecto fitotéxico en la germinacién de ambas especies, lo que
se puede deber al perfil de metabolitos que contiene cada uno de los extractos de
acuerdo con la polaridad del disolvente utilizado. El extracto de acetato de etilo
contiene metabolitos como flavonoides, volatiles y terpenos, mientras que en el
hexanico se identificaron aceites volatiles y terpenos (Cuadro 1). De acuerdo con
Susilawati et al. (2023) el extracto de fruto contiene flavonoides, taninos vy
fitoesteroles, aseveraciones que coinciden con los grupos de metabolitos
identificados en la presente investigacion.

A pesar de que no existen estudios de referencia sobre las propiedades fitotoxicas
y alelopaticas del noni, se han sefialado numerosas investigaciones en diversas
especies en donde se han identificado grupos de metabolitos con propiedades
fitotoxicas y alelopaticas. Rial et al. (2018) evalud la actividad fitotéxica en un
bioensayo de coledptilo de trigo y detectdé compuestos como el estigmasterol,
bergapten y a-tomatina aislados de raices de tomate, donde a pesar de que la o-
tomatina fue mas activa que el estigmasterol, no se descarté el efecto fitotoxico que

puede provocar este producto en otras especies.

En otro experimento Mahfuzur-Rob et al. (2020) evalud el potencial fitotéxico de
hojas y ramas de Schumannianthus dichotomus en lechuga (Lactuca sativa L.),
canola (Brassica napus L.), cola de ratén (Vulpia myuros L.) y fleo de los prados
(Phleum pratense L.), donde se reporto la actividad fitotoxica por la presencia de los
acidos 8-carboxilinalool y octanoico, este ultimo responsable del mayor efecto
fitotoxico y que puede encontrarse también en frutos del noni (Abou-Assi et al.,
2015). El acido octanoico, también conocido como acido caprilico, es un derivado
de butandlido, previamente reportado como un producto de oxidacion del acido
linoleico generado por la oxidacion y degradacion de lipidos (Mahfuzur-Rob et al.,
2020), por lo que su presencia en extractos del fruto podria deberse a su afinidad

con disolventes no polares.

De acuerdo con Suarez-Medina et al. (2016) la sintesis de metabolitos secundarios

depende de varios factores, principalmente a dafios provocados por estrés bidtico
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debido a la presencia de microorganismos, insectos o herbivoros, asi como al estrés
abidtico relacionado con las altas temperaturas, sequia o exceso de lluvias, como

inclusive a la alta radiacién solar.

Por razones obvias, la longitud de raiz y de tallo, asi como el numero de plantulas
anormales se evalud exclusivamente en los tratamientos donde se registrd
germinacion. Los extractos metandlicos de semillas, fruto y hojas de noni afectaron
negativamente la longitud de raiz de lechuga a medida que fue mayor la
concentracion en los tratamientos, particularmente en los derivados de semillas y
fruto, los cuales ocasionaron disminucién desde la menor concentracion (Figura 9a).
Situacién similar se presentdé en amaranto, una aparente estimulacion de las

primeras dos concentraciones en comparacion al testigo (Figura 9b).

El extracto de acetato de etilo de fruto afecté drasticamente la longitud de la raiz de
las plantulas en lechuga (Figura 10a) y amaranto (Figura 10b) a medida que se
incrementd la concentracidn, y no obstante que el obtenido de hojas present6 la
misma tendencia, el efecto no fue tan grave particularmente en las concentraciones

0.5y 1.0 %, que reportaron resultados estadisticamente iguales al testigo.
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Figura 9. Efecto de extractos de acetato de etilo sobre la longitud de raiz de
plantulas de lechuga (a) y amaranto (b).

El extracto hexanico de semillas y hojas no afectaron significativamente el proceso
de germinacion de lechuga y amaranto a pesar de que a 0.5 % de concentracion,
en ambas especies el porcentaje se abatido 30 % con respecto al testigo positivo
(Figura 8). Sin embargo, el hexanico obtenido del fruto redujo la germinacién de los
dos cultivos, particularmente a partir de 1 % de concentracion. Resultados similares
se muestran en la longitud de raiz debido a que el extracto de fruto influyo
negativamente en el crecimiento de dicha estructura desde la dosis mas baja (Figura
11), al mismo tiempo que los valores alcanzados con extractos de semillas y hojas
si bien también afectaron negativamente la longitud a medida que se incremento la

concentracion, dicho abatimiento fue alrededor de 50 % del registrado en el testigo.

De manera general el incremento en las concentraciones de extracto hexanico
afectan negativamente la longitud de raiz en ambas especies (Figura 11),
particularmente el obtenido de fruto, siendo un poco mas susceptible el amaranto;

no obstante, cabe mencionar que en éste ultimo, los resultados de las primeras dos
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concentraciones de semillas y hojas son superiores a los del testigo positivo, que

pudiese ser el resultado de una estimulacién por efecto del extracto (Figura 11b).

A pesar de que en todos los casos se presentaron raices, esto no asegura que la
planta se desarrolle de forma correcta, ya que en muchos casos las raices
presentaron una longitud minima, partes necrosadas y el vigor fue poco favorable,
lo que probablemente no permitiria el crecimiento y desarrollo 6ptimo de la planta,

iniciando con un anclaje inadecuado y mala absorcion de nutrientes del suelo.
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Figura 10. Efecto de extractos hexanicos de semillas, fruto y hojas de noni
sobre la longitud de raiz de plantulas de lechuga (a) y amaranto (b).
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Figura 11. Semillas germinadas de lechuga con raiz anormal por el
extracto hexanico de semilla a una concentracion de 3 %.
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Figura 12. Efecto de extractos metandlicos de semillas, fruto y hojas de noni
sobre la longitud del tallo de plantulas de lechuga (a) y amaranto (b).

Cabe destacar que los extractos metandlicos de fruto y hojas al 0.5 y 1 % tuvieron
valores estadisticamente iguales al testigo, siendo mas marcado este resultado en

las plantulas de amaranto.

37



La aplicacion del acetato de etilo derivado de fruto y hojas promovié un abatimiento
de la longitud de tallo en plantulas de lechuga y amaranto, a partir concentraciones
del 1y 2 %, respectivamente, para el obtenido de hojas y desde el 0.5 % para el
generado de fruto (Figura 14), argumento que permite concluir que este ultimo

puede ser una buena alternativa para el control de malezas.
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Figura 13. Efecto de extractos de acetato de etilo de fruto y hojas de noni sobre
la longitud del tallo de plantulas de lechuga (a) y amaranto (b).

Los extractos hexanicos de semillas y hoja influyeron negativamente en el
crecimiento del tallo por arriba de 2 y 3 % de concentracién en lechuga y amaranto,
respectivamente, no asi en el obtenido del fruto el cual demostré efecto fitotoxico a

partir de la concentracion mas baja (0.5 %) (Figura 15).
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Figura 14. Efecto de extractos hexanicos de semillas, fruto y hojas de noni
sobre la longitud del tallo de plantulas de lechuga (a) y amaranto (b).

Una plantula anormal es aquella que muestra caracteristicas inusuales o atipicas
en su crecimiento y desarrollo, por lo que usualmente no tiene todas sus estructuras
esenciales bien desarrolladas, comportamiento que puede ser resultado de diversas
causas del deterioro de la semilla, efectos ambientales desfavorables o bien el
haber sido expuesta a compuestos dafiinos, como pudiese ser extractos fitotdxicos.
En este contexto, una semilla que produce una plantula anormal no asegura el éxito
de su establecimiento y consecuentemente se dificultaria su supervivencia por lo
que en este estudio se cuantificd el efecto de los extractos en el porcentaje de

plantulas normales producidas.

Los extractos metandlicos promovieron la produccion de plantulas anormales de
lechuga y amaranto a partir de la concentracion mas baja (Figura 16); sin embargo,
el efecto fue mas evidente en amaranto (Figura 16b), en virtud de que en lechuga
dicha tendencia se observé en lo generado por las hojas, es decir que los extractos

de semillas y fruto una vez alcanzado el mayor numero de plantulas anormales a 1
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%, por arriba de esta concentracion la cantidad de plantulas anormales fue similar

a las reportadas en el testigo (Figura 16a).
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Figura 15. Efecto de extractos metandlicos de semillas, fruto y hojas de noni
en la produccion de plantulas anormales de lechuga (a) y amaranto (b).

El extracto de acetato de etilo obtenido de hojas de noni incrementé el numero de
plantulas anormales en ambos cultivos, especialmente en lechuga donde se
presento el mayor numero de plantulas anormales a partir de 1 % de concentracion,
alcanzando hasta poco mas de 20 plantulas anormales a 2 % de concentracion
(Figura 17a), al mismo tiempo que en amaranto, si bien la tendencia es la misma, el
mayor numero de plantulas anormales (seis) se registré a 3 % de concentracion
(Figura 17b). En este contexto, los extractos de fruto no fueron fitotéxicos en virtud

de que la mayoria de los resultados fueron iguales a los registrados en el testigo.

Del mismo modo que en el caso anterior, los extractos hexanicos de fruto no
afectaron negativamente el crecimiento de la plantula en ambas especies, no asi lo
derivados de semillas y hojas que afectaron negativamente el comportamiento
natural de la misma (Figura 18), promoviendo incremento del numero de plantulas

normales en ambos cultivos con efecto notorio a partir de concentraciones mayores
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de 2 % y con mayor sensibilidad en la lechuga (Figura 18a). Es evidente que la
tendencia por arriba de 3 % pronostica una mayor aparicion de plantulas anormales

en ambas especies, por lo que son espacios que en futuro podrian explorarse.
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Figura 16. Efecto de extractos de acetato de etilo de fruto y hojas de noni en
la produccion de plantulas anormales de lechuga (a) y amaranto (b).

Con esta investigacion se demuestra lo reportado por Garcia-Mateos et al. (2013)
quienes reportan efecto fitotoxico de extractos de chile manzano en lechuga y
amaranto desde concentraciones de 5y 10 %, respectivamente. Sin embargo, los
extractos de Calia Secundiflora tuvieron mayor impacto en lechuga al reducir a 14.5
% la germinacion mientras que las semillas de amaranto presentaron 97.5 %
(Garcia-Mateos et al., 2011) lo que demuestra que cada especie tiene diferente
comportamiento ante los metabolitos, ya que estos fitoquimicos se caracterizan por
tener una distribucion restringida, es decir, son sintetizados por especies o
corresponden a un taxon, lo que explica un mayor o menor efecto fitotdxico en los

modelos vegetales estudiados.
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Figura 17. Efecto de extractos hexanicos de semillas, fruto y hojas de noni en
la produccion de plantulas anormales de lechuga (a) y amaranto (b).

A continuacién, se muestra una imagen de algunas plantulas que se obtuvieron con
el extracto metandlico a 2 % en la cual se puede observar que no se desarrollé de
manera normal la raiz, asi como la parte superior de la planta (Figura 19). Cabe
resaltar que, en estas plantulas de lechuga con el extracto metandlico la parte del
coleoptilo presenta una anormalidad en forma de nudo, lo cual no asegura una larga
vida a la planta al tener esta anormalidad en uno de sus organos principales,
mientras que la raiz es muy pequefia y delgada como para brindar un soporte a la

plantula ademas de estar un poco necrosadas en la punta.

Sanchez y Garcia-Figueroa (2022) report6é que en las hojas del noni la presencia de
glicésidos iridoides como el citrifolindsido, asperuldsido acido asperulosidico, asi
como el iridoide “aucubina” con propiedades bactericidas. Los iridoides pertenecen
a los monoterpenos, sintetizados a partir del acido mevalonico (Boluda et al., 2013).
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Figura 18. Plantulas anormales de lechuga por el extracto
metandlico de semillas a 2 %.

Soriano et al. (2022) evalu6 el efecto de los extractos de Bellardia trixago con
disolventes de diferente polaridad (acetato de etilo, diclorometano y hexano), de los
cuales, la principal actividad inhibidora del crecimiento de plantulas de Orobanche
cumana se obtuvo con el extracto de acetato de etilo de la raiz de B. trixago;
posteriormente, por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) encontraron seis
metabolitos como el acido benzoico, bartsiésido, melampirdsido, éster metilico de
gardosido, musendsido y aucubina. Este ultimo, también presente en las hojas de
noni, lo cual podria explicar en la presente investigacion, el efecto negativo que

provocaron los extractos de acetato de etilo en el crecimiento y desarrollo de la raiz.

De acuerdo con Royani et al. (2023) identificd los componentes activos de extractos
de noni mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-
MS) determinaron la presencia de cirsiumaldehido y 7-hidroxi-metoxicumarina. Este
ultimo es una cumarina, la cual pertenece a la familia de las benzopironas, son
sustancias polifendlicas (Katsori et al., 2014), que se encuentran en gran variedad
de especies vegetales y se ha demostrado tener diversas actividades bioldgicas en
las plantas, como defensa contra patdgenos, respuesta al estrés abidtico,
regulacion del estrés oxidativo y posiblemente regulacion hormonal, ademas
pueden inhibir la germinacién, el crecimiento y desarrollo de otras especies
vegetales en su entorno (Pan et al., 2015). Sin embargo, el potencial fitotéxico de
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las cumarinas parece depender en gran medida de la naturaleza y la posicion del

grupo funcional (Katsori et al., 2014).

El estudio realizado por Facenda et al. (2023) proporcion6 informacién sobre las
cumarinas naturales, menciona que la mayoria de estas contienen un sustituto
oxigenado en la posicion C7, entre las mas comunes se encuentran la 7-
hidroxicumarina (umbeliferona), la 6,7-hidroxicumarina (esculetina) y la 7-hidroxi-6-
metoxicumarina (escopoletina), por lo que se ha propuesto que el grupo hidroxilo en
la posicion C7 contribuye a la fitotoxicidad de las 7-hidroxicumarinas, lo que significa
que puede afectar el crecimiento y desarrollo de otras plantas. Los autores antes
mencionados, determinaron que ninguna de las hidroxicumarinas evaluadas en la
investigacion inhibié la germinacion de las semillas, pero afectaron el crecimiento

de las raices de las plantulas en diferentes grados.

La umbeliferona mostré la actividad inhibitoria mas fuerte en comparacién con la
esculetina y la escopoletina; ademas, las especies dicotiledoneas (Lactuca sativa y
Eruca sativa) fueron mas sensibles a las hidroxicumarinas que las especies
monocotiledéneas (Hordeum vulgare), segun los autores esto puede estar
relacionado con el modo de accién de las hidroxicumarinas, ya que parece ser
analogo al de herbicidas auxinicos, debido a que los herbicidas auxinicos afectan
principalmente el crecimiento de las plantas al interferir con la regulacion del
crecimiento celular, lo que puede explicar por qué las dicotiledéneas que tienen un
crecimiento mas activo de tejidos, son mas susceptibles a estos compuestos en

comparacion con las monocotiledoneas (Facenda et al., 2023).

En el estudio realizado por Yan et al. (2016) investigo los efectos inhibidores de dos
cumarinas, la umbeliferona y la dafnoretina, en plantulas de lechuga, asi como los
mecanismos de su fitotoxicidad a partir de extractos de una maleza perenne llamada
Stellera chamaejasme. De acuerdo con sus resultados, la umbeliferona mostré una
efectiva inhibicion en la elongacion de brotes, raices y en el peso fresco de las
plantulas de lechuga, de manera dependiente de la concentracidon. La umbeliferona
provoco la formacidén de peroxido de lipidos de membrana y la muerte celular al
inducir la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas
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en inglés), que afectd la division celular, lo que resulté en la inhibicion del
crecimiento de la planta receptora, esto sugiere que la umbeliferona ejerce su efecto
fitotoxico al desencadenar una serie de respuestas celulares y moleculares que
perturban el equilibrio y la funcionalidad normal de la célula vegetal, lo que lleva
eventualmente a la inhibicion del crecimiento de la planta (Pan et al., 2015; Yan et
al., 2016).

El acido cafeico es otro metabolito identificado en los extractos acuosos de noni,
segun el estudio realizado por Zhu et al. (2020) identificaron este compuesto
mediante un sistema HPLC acoplado a un espectrometro de masas de alta
resolucién con un detector de arreglo de diodos; este método analitico permitio la
identificacion de los compuestos presentes en los extractos de noni, lo que ayuda a
comprender mejor su composicion quimica y sus posibles efectos biologicos.

Entre los numerosos compuestos que juegan un papel en las interacciones
ecologicas, los acidos hidroxicinamicos, que incluyen el acido cafeico, p-cumarico,
ferulico y sinapico, son abundantes en la naturaleza; estos acidos son ampliamente
conocidos y estudiados debido a su relevancia en diversos procesos biolégicos y

ecologicos (Lucio-Ferrarese et al., 2016).

Dentro de los posibles mecanismos por los cuales los acidos hidroxicinamicos
interfieren en los procesos mas comunes relacionados con el desarrollo de las
plantas incluyen: la despolarizacién de la membrana plasmatica, lo que puede
afectar la entrada y salida de iones y nutrientes esenciales, el aumento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), pueden provocar deficiencias
nutricionales y estrés hidrico por el dafio ocasionado en las raices, pueden alterar
el equilibrio hormonal en las plantas, lo que puede afectar el desarrollo y la
diferenciacidén celular, asi como la respuesta a factores ambientales, alteran el
proceso de fotosintesis, lo que puede reducir la capacidad de las plantas para
producir energia y biomasa, ademas de los dafios notorios asociadas con la sintesis
de lignina en la pared celular a causa de algunas enzimas, de manera general, estos

mecanismos pueden afectar negativamente el crecimiento y desarrollo de las
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plantas y pueden influir en su capacidad para competir con otros organismos en su

entorno (Lucio-Ferrarese et al., 2016).

Debido a las numerosas investigaciones sobre la identificacion de metabolitos en
los extractos de noni, permiten comprender como la presencia de estas sustancias
podria conferirles un potencial como bioherbicidas, es decir, sustancias que podrian
ser utilizadas para controlar malezas de manera mas natural y sostenible. Sin
embargo, las consideraciones que se deben tomar en cuenta son que, al ser
metabolitos secundarios, no siempre se puede garantizar que la planta las sintetice
en los mismos tejidos vegetales, asi como en las mismas concentraciones, ademas
la influencia que puede tener el método de extraccion y el disolvente empleado.
Cabe destacar que, al no encontrar investigaciones con esta especie sobre la
actividad fitotdxica, por esta razén se tomaron disolventes con diferentes
polaridades: metanol (polar), acetato de etilo (medio polar) y hexano (no polar), para

ser evaluados como fitotdéxicos.

Con base en lo antes expuesto, sobre la diversidad de metabolitos identificados en
diferentes extractos de noni y su actividad biolégica (efectos fitotoxicos) se
recomienda realizar una investigacion de los metabolitos presentes en los extractos
evaluados en esta investigacion, debido a que éstos pueden contener un perfil de
metabolitos diferente debido a las condiciones edafoclimaticas del sitio de recolecta

del fruto de noni.

6.3 Evaluacion de actividad alelopatica

Debido a que el extracto hexanico del fruto de noni presentd efecto fitotdxico en las
variables evaluadas en ambas especies, se considero realizar la evaluacion de la
actividad alelopatica. El mayor abatimiento de la germinacion se presentd con 2 %
p/v de concentracion, al permitir 26.66 y 25.33 % de germinacion en lechuga y
amaranto, respectivamente, es decir, casi 70 % menos que el reportado en el testigo
positivo, mientras que en el testigo negativo (2,4-D) no hubo germinacion (Cuadro
2). Adicionalmente, se aprecio el mismo comportamiento (P < 0.05) del porcentaje

de germinacion, longitud de raiz y tallo entre las concentraciones mas bajas.
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Cuadro 2. Evaluacién alelopatica del extracto hexanico del fruto de noni.

Conc. % G (Ic_ri) ((I;r-:;)
(%) Lechuga Amaranto Lechuga Amaranto Lechuga Amaranto
0 97.33 a 96 a 3.23 a 28a 43b 4.95 a
0.5 76 b 81.33 b 293 a 2.77 a 4.99 a 4.29 a
1.0 70.66 b 76 b 3.52 a 294 a 5.09 a 4.46 a
2.0 26.66c 25.33c 1.26 b 0.71b 19c 1.47b
2,4-D 0d 0d 0b Oc 0d Oc
C.V. 9.34 6.93 21.56 10.53 5.35 8.13

*Los datos se expresan como la media de tres repeticiones. Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas prueba de Tukey (P < 0.05). T: tratamiento, % G: porcentaje de
germinacioén, LR: longitud de raiz, LT: longitud de tallo, C. V.: coeficiente de variacion. 0: testigo
negativo (Agua + Tween 20 a 0.1%), 2,4-D: testigo positivo: 2,4-D a 1 %.

Sin embargo, es importante mencionar que cuando se prueban la mayoria de los
extractos de manera controlada y sin la presencia de suelo como sucedi6 en el
bioensayo de fitotoxicidad, normalmente los resultados suelen ser satisfactorios,
encontrandose asi un posible efecto inhibidor de la germinacion o del crecimiento
de las estructuras esenciales de las plantulas, por lo que se recomienda realizar
pruebas mas detalladas como puede ser incrementar la concentraciéon a la que se
empled el extracto inicial, pues la interaccion con el suelo al ser un componente
esencial compuesto por una combinacion de minerales, aire, agua, materia
organica, macro y microorganismos puede provocar que no se obtengan los mismos

resultados.

El estudio realizado por Facenda et al. (2023) proporciona una perspectiva
interesante sobre como los procesos del suelo pueden modular la actividad
alelopatica de ciertos compuestos quimicos naturales o metabolitos, como la
cumarina (umbeliferona), en diferentes condiciones edaficas. Los autores no
tuvieron los mismos resultados de la evaluacion in vitro a los obtenidos en suelo,
por lo que posteriormente evaluaron en dos tipos de suelo, uno alcalino y otro acido,
ademas que se esterilizaron para eliminar la actividad microbiana. En las
observaciones, se encontré que en el suelo alcalino, la umbeliferona mostré una

adsorcién insignificante, una rapida biodegradaciéon y su fitotoxicidad poco se
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expreso, mientras que en el suelo acido, el metabolito mostré una mayor adsorcion,
una biodegradacion mas lenta y su fitotoxicidad se expresé mejor que en el suelo
alcalino; pero cuando la actividad microbiana se eliminé mediante esterilizacion, el
efecto de la umbeliferona se volvié muy similar a la observado en condiciones sin
suelo (Facenda et al., 2023), por lo tanto, se confirma una vez mas que los
microorganismos tienen un efecto significativo en la degradacién y reduccion de la

actividad alelopatica de los compuestos quimicos presentes en el suelo.

Actualmente, no existen resultados de investigacion sobre su actividad fitotdxica,
pero si sobre los beneficios de los extractos de noni para la salud humana, ademas
de los usos encontrados como larvicidas, insecticidas y fungicidas; sin embargo, en
otra especie perteneciente al género Morinda se ha reportado un efecto similar al
de la presente investigacion pero en extractos acuosos sus hojas de la especie
Morinda lucida Benth conocida comunmente como “arbol de azufre” en el continente
africano. Okeke et al. (2015) evaluo el efecto de dicho extracto para germinar, nutrir
y comparar el crecimiento de Amaranthus spinosus y A. hybridus; en sus resultados
se determinaron efectos negativos a concentraciones altas de los extractos, ya que
se abatié el numero de hojas, el area foliar, la altura del tallo, el peso fresco, el peso
seco y en unas replicas se inhibié la germinacién; ademas la sensibilidad de la
actividad inhibidora sobre el crecimiento fue mayor en A. spinosus que en A.
hybridus, por lo que el efecto podria depender de la genética de cada especie.

Lo anterior, permite inferir que algunas plantas pertenecientes a este género
sintetizan metabolitos con actividad fitotoxica y alelopatica, o que puede contribuir
a futuras investigaciones en la busqueda de herbicidas naturales como una

alternativa al uso de herbicidas sintéticos.

Estos resultados sugieren mayor investigacion sobre la identificacion del perfil de
metabolitos responsables de esta actividad en el extracto hexanico con la finalidad
de destacar el potencial como componentes en el desarrollo y uso de estos

extractos como bioherbicidas.
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7. CONCLUSIONES

Los extractos de acetato de etilo y hexanico presentaron el mayor efecto fitotoxico
sobre la germinacion de semillas de lechuga y amaranto, debido a la presencia de
componentes volatiles y flavonoides. La aplicacién de extracto metandlico promovio
radiculas y tallos necrosados, lo que impidio el crecimiento de una plantula normal.
La mayor actividad fitotoxica la generd el extracto hexanico de fruto (2 % de
concentracion), por reducir alrededor de 70 % la germinacion en ambas especies

de semillas, asi como la longitud de la raiz y tallo en aquellas que germinaron.
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9. APENDICES

Cuadro 3. Analisis de varianza de extractos metandlicos en semillas y plantulas de
lechuga.

Tejido vegetal Concentracion (%) %G LR LT PA
Testigo - (Agua + tween 20) 97.33 a 3.39a 424 a 0d
0.5 97.33a 191bc 3.61ab 1.33d
Semillas 1 97.33a 1.85bcd 3ab 4d
2 93.33ab 0.64ef 1.23de 23.33a
3 68 b 0.18f 0.19e 17 ab
0.5 100 a 221b  3.52ab 5cd
Fruto 1 97.33a 2.09bc 3.16ab 5cd
2 92ab 1.19cde 1.83cd 2233a
3 70.67b 0.58ef 0.81de 17.67ab
0.5 98.67a 3.33a 3.97 a 3d
Hojas 1 97.33a 1.92bc 3.47ab 2.67d
2 92ab 1.48bcde 2.58bc 12.33 bc
3 93.33ab 0.85def 1.56cd 2.67d
C.v. 9.5 22.27 15.36 26.52

*Los datos se expresan como la media de tres repeticiones. Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas prueba de Tukey (P < 0.05). % G: porcentaje de germinacion, LR:
longitud de raiz, LT: longitud de tallo, PA: plantulas anormales, C. V.: coeficiente de variacion.

Cuadro 4. Analisis de varianza de extractos metandlicos en semillas y plantulas de
amaranto.

Tejido vegetal Concentracién (%) %G LR LT PA
Testigo - (Agua + tween 20) 96 a 1.86 bc 2.36 ab 0d
0.5 90.67a 246ab 2.88a 0.33d
Semillas 1 72 ab 1.8bc 2.01abc 4.67c
Oc Oe 0d 0d
3 Oc Oe 0d 0d
0.5 90.67a 232ab 2.77a 0d
Fruto 1 93.33a 26ab 272a 4.33c¢c
Oc Oe 0d 0d
3 Oc Oe 0d 0d
0.5 92 a 289a 297a 0.33d
Hojas 1 93.33a 194bc 238ab 5.33c
2 88 a 1.3cd 1.29bcd 9.33D
3 80ab 0.65cd 0.85cd 20 a
C.V. 8 22.18 31.81 30.26

*Los datos se expresan como la media de tres repeticiones. Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas prueba de Tukey (P < 0.05). % G: porcentaje de germinacion, LR:
longitud de raiz, LT: longitud de tallo, PA: plantulas anormales, C. V.: coeficiente de variacion.
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Cuadro 5. Andlisis de varianza de extractos de acetato de etilo en semillas y
plantulas de lechuga.

Tejido vegetal Concentracion (%) % G LR LT PA
Testigo - (Agua + tween 20) 97.33 a 3.39a 424 a 0b
0.5 16 c 0d Oc 4b
Fruto 1 9.33¢c 0.03d 0.51c¢c 2.33b
Oc 0d Oc Ob
3 Oc 0d Oc 0b
0.5 100 a 3.91a 3.63a 1.33b
Hojas 1 93.33 a 2.03b 2.68ab 19 a
2 94.67 a 0.93¢c 207b 2233 a
3 61.33b 0.17d 0.76 ¢ 15.33 a
C.v. 22.86 23.78 31.97 45.12

*Los datos se expresan como la media de tres repeticiones. Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas prueba de Tukey (P < 0.05). % G: porcentaje de germinacion, LR:
longitud de raiz, LT: longitud de tallo, PA: plantulas anormales, C. V.: coeficiente de variacion.

Cuadro 6. Analisis de varianza de extractos de acetato de etilo en semillas y
plantulas de amaranto.

Tejido vegetal Concentraciéon (%) %G LR LT PA
Testigo - (Agua + tween 20) 96 a 1.86 b 2.36 a 0Ob
0.5 Oc Oc Oc 0Ob
Fruto 1 Oc Oc Oc 0Ob
Oc Oc Oc 0Ob
3 Oc Oc Oc Ob
0.5 97.33 a 419 a 23a 1.33 ab
Hojas 1 92 a 217b 1.94 a 0Ob
2 57.33 b 0.95¢c 1.19b 2.67 ab
3 22.67 c 0.17 c 0.15¢c 5.67 a
C.V. 31.15 37.56 33.19 154

*Los datos se expresan como la media de tres repeticiones. Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas prueba de Tukey (P < 0.05). % G: porcentaje de germinacion, LR:
longitud de raiz, LT: longitud de tallo, PA: plantulas anormales, C. V.: coeficiente de variacion.

60



Cuadro 7. Analisis de varianza de extractos de hexanicos en semillas y plantulas
de lechuga.

Tejido vegetal Concentracion (%) % G LR LT PA
Testigo - (Agua + tween 20) 97.33 a 3.39a 424 a Oc
0.5 98.67a 2.72bc 3.81a 0.67 c
Semillas 1 94.67a 2.46 bc 39a 0.67 c
97.33a 237bc 3.43ab 2 bc
3 92 a 1.83¢c 227de 8.33bc
0.5 80 b 0.52d 203e 10.67ab
Fruto 1 Oc 0d of Oc
Oc 0d Of Oc
3 Oc 0d Of Oc
0.5 98.67a 3.13ab 3.38ab 6.33Dbc
, 1 97.33 a 3.81a 3.53ab 2.67 bc
Hojas
9467a 3.19ab 3.17bc 5bc
3 97.33 a 2.2bc 272cd 18.67 a
C.V. 4.7 19.44 8.78 6.64

*Los datos se expresan como la media de tres repeticiones. Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas prueba de Tukey (P < 0.05). % G: porcentaje de germinacion, LR:
longitud de raiz, LT: longitud de tallo, PA: plantulas anormales, C. V.: coeficiente de variacion.

Cuadro 8. Analisis de varianza de extractos hexanicos en semillas y plantulas de
amaranto.

Tejido vegetal Concentraciéon (%) %G LR LT PA
Testigo - (Agua + tween 20) 96 a 1.86 cd 2.36 a Ob
0.5 69.33a 2.38abc 2.23ab Ob
Semillas 1 89.33a 241abc 25a 0.33b
97.33a 1.81cd 2.2ab 3.67 ab
3 90.67 a 1.06 d 1.46 b 7a
0.5 Ob Oe Oc Ob
Fruto 1 Ob Oe Oc Ob
Ob Oe Oc Ob
3 Ob Oe Oc Ob
0.5 93.33a 3.11a 244 a 1.67 ab
Hojas 1 93.33a 2.83ab 243a 3.33ab
96 a 2.23 bc 231a 3ab
3 90.67a 2.03bc 2.07ab 5.67ab
C.V. 22.87 18.89 19.69 9.97

*Los datos se expresan como la media de tres repeticiones. Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas prueba de Tukey (P < 0.05). % G: porcentaje de germinacién, LR:
longitud de raiz, LT: longitud de tallo, PA: plantulas anormales, C. V.: coeficiente de variacion.
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Cuadro 9. Rendimiento de extractos por cada 100 g de muestra seca

Acetato de
Disolvente Metanol etilo Hexano
Tejido Semillas Frutos Hojas Frutos Hojas Semillas Frutos Hojas
Cantidad (g) 9.07 8 10 7.6 9.3 9.2 8.1 16.9
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