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Resumen

Introduccién. Las arvenses son uno de los principales problemas en la productividad agricola, debido a interacciones con el
cultivo, como efectos alelopdticos sobre la germinacién. Objetivo. Evaluar la alelopatia del pasto kikuyo (Cenchrus
clandestinus) en la germinacién de frijol (Phaseolus vulgaris L.) variedad ICA Cerinza. Materiales y métodos. El estudio se
realizé en el laboratorio de Control de Calidad de la Universidad de Pamplona, Campus Central, Pamplona, Norte de
Santander, Colombia, en mayo-agosto 2022. A cada unidad experimental (caja de Petri) con doce semillas de frijol se le agregd 6
mL de extracto acuoso de kikuyo (hoja, tallo y raiz) en tres concentraciones (1, 2,5y 5 %), més un testigo (0 %), para un total de
doce tratamientos. En el lapso de 0 a 12 dfas, se registrd el nimero de semillas germinadas (NSG), se calculé el indice de tasa de
germinacién (ITG) y el indice de germinacién (IG), y se determind el perfil biomolecular del extracto acuoso mediante la
técnica de espectroscopia transformada de Fourier. Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial
(3x4), con medidas repetidas en cada unidad experimental. Los factores intersujetos fueron el tipo de érgano y concentracidn, y
el factor intrasujeto fue el tiempo (12 dias) de evaluacién. Resultados. Se observaron diferencias significativas (p<0,001) para
NSG entre tratamientos por efecto de la concentracién del extracto acuoso al igual que para IG, mientras que ITG dependi6 del
4rgano (p<0,05) y la concentracién (p<0,001); ambos fueron afectados de forma negativa conforme aumentd la concentracién.
En el espectro infrarrojo del extracto se determinaron polifenoles, nitrilos y siloxanos. Conclusién. C. clandestinus afecté NSG,
el ITG ¢ IG de P. vulgaris, con efecto alelopatico del extracto acuoso de hoja en mayor concentracién. En los extractos acuosos se
determinaron polifenoles, nitrilos y siloxanos, asociados a efecto alelopatico.

Palabras clave: semillas, aleloquimicos, bioensayos, sensibilidad, extractos.

Abstract

Introduction. Weeds are one of the main problems in agricultural productivity due to their interactions with crops, such as
alelopatic effects on germination. Objective. To evaluate the allelopathy of kikuyo grass (Cenchrus clandestinus) on the
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germination of beans (Phascolus vulgaris L.) variety ICA Cerinza. Materials and methods. The study was conducted at the
Quality Control Laboratory of the Universidad de Pamplona, Central Campus, Pamplona, Norte de Santander, Colombia,
from May to August 2022. To each experimental unit (Petri dishe) with 12 been seeds, 6 mL of kikuyo aqueous extract (leaf,
stem, and root) at three concentrations (1, 2.5, and 5 %), plus a control (0 %), were added, totaling 12 treatments. From day 0 to
12, the number of germinated seeds (NGS) was recorded, and the germination rate index (GRI) and germination index (IG)
were calculated. The biomolecular profile of the aqueous extract was determined using the Fourier-transform spectroscopy. A
completely randomized experimental design with a factorial arrangement (3x4), with repeated measures in each experimental
unit, was employed. The intersuject factors were the organ type and concentration, while the intrasubject factor was the
evaluation time (12 days). Results. Significant differences (p<0.001) were observed for NSG among treatments due to the
concentration of the aqueous extract, as well as for IG, while GRI depended on the organ (p<0.05) and concentration
(p<0.001), both negatively affected as the concentration increased. The infrared spectrum of the extract determined the
presence of polyphenols, nitriles, and siloxanes. Conclusion. C. clandestinus affected NGS, GRI, and GI of P. vulgaris, with an
allelopathic effect of the leaf aqueous extract at higher concentrations. Polyphenols, nitriles, and siloxanes associated with
allelopathic effects were identified in the aqueous extracts.

Keywords: seeds, allelochemicals, bioassays, sensitivity, extracts.



Introduccion

Los frijoles (Phascolus vulgaris L.) son semillas comestibles e importantes a nivel econémico, se cultivan
y consumen en todo el mundo. El frijol se destaca como fuente de proteina, almidén y fibra dietética,
necesaria para las personas en paises en desarrollo (Gomes Basso Los et al., 2018). Colombia no logra suplir
la demanda interna de leguminosas, por lo que importa de China, Bolivia, Pert, Ecuador y Estados Unidos
(Federacién Nacional de Cultivadores de Cereales, Leguminosas y Soya de Colombia [FENALCE], 2022).
En el afo 2022 este pais importd 47 324 t de leguminosas, lo cual significé un incremento de 58,70 %, en
comparacién con el afio 2020 (FENALCE, 2022). En cuanto a produccién, el departamento del Norte de
Santander ocup el cuarto lugar a nivel nacional con 10 990 t en el afo 2013. En el afio 2017 la region
disminuyé su produccién a 4923,78 t en un 4rea de 2646,75 ha (Camara de Comercio de Bogot4, 2015).

La produccién agricola estd sometida a diversas limitaciones. Las arvenses, las plagas, el desequilibrio en
la nutricién y los factores abiéticos, son las principales amenazas (Tahseen et al.,, 2015). Las plantas
arvenses presentan mayor crecimiento y tolerancia a diferentes factores ambientales y su reproduccion es
mas eficiente (Ibanhes Neto et al., 2020). Las plantas compiten por la luminosidad (Araniti et al., 2015) y
pueden sufrir otros efectos perjudiciales, como los alelopdticos de un cultivo sobre el otro (Huang et al,,
2015). La presencia de plantas arvenses, entre otros factores fitosanitarios, es la principal limitacién del
cultivo de frijol, por lo que representan un obsticulo para lograr mayores rendimientos, limitan la
produccién de grano e incrementan los costos de produccién (Pratibha et al., 2021).

La alelopatia involucra fitoquimicos producidos por las plantas con impacto en el crecimiento y el
desarrollo de la planta receptora (Hussain et al., 2020). La intensidad y la naturaleza de los fitotéxicos
producidos por la planta, afecta el drea donde se desarrollan las receptoras (Hussain et al., 2020). Altera la
estructura y la elongacién celular, cambia su sistema y altera las reacciones enzimdticas de la planta
receptora (Ibanhes Neto et al., 2020). Las arvenses liberan al medio ambiente una gran diversidad de
metabolitos primarios y secundarios a partir de las hojas, tallo y raiz (Taiz et al., 2017). Se han observado
diferencias sobre el efecto alelopatico de extractos acuosos de Argemone ochroleuca, segtin el 6rgano de la
planta utilizado (Mlombo et al., 2021).

Investigaciones han identificado funciones bioldgicas complejas de los metabolitos secundarios. Los
compuestos que se han detectado incluyen una variedad de clases quimicas como 4cidos fendlicos,
cumarinas, benzoquinonas, terpenoides, glucosinolatos y taninos (Putnam & Duke, 1978). Los
compuestos fendlicos estdn presentes en las arvenses (Nunes Lopes et al., 2022; Vargas Martinez et al,,
2018) con propiedades alelopaticas, como la lignina (Jaimes-Cruz et al., 2021), que es un metabolito
secundario con efecto fitotdxico sobre otras especies (Macias et al., 2019). Cynara cardunculus posee
propiedades fitotdxicas, debido a la presencia de un anillo aromdtico en su composicién, con multiples
grupos hidroxilo (Ben Kaab et al., 2020).

Las propiedades fitotdxicas de los compuestos fenélicos destruyen la membrana plasmatica y
contribuyen al efecto oxidativo (Hasan et al., 2021). Las moléculas modificadas de siloxanos (Burbano
Salas, 2019), son utilizadas como herbicidas, por su accidn fitotéxica contra las malezas (Undabeytia et al.,
2021). Estos y otros aleloquimicos se encuentran en diversas especies, desde lenosas hasta herbéceas, pastos,
hojas anchas, arvenses y cultivos (Tahseen et al.,, 2015). Existen arvenses con capacidad de inhibir la
germinacion de semillas, la emergencia y el crecimiento de pléntulas de frijol (Ibanhes Neto et al., 2020).
Investigaciones previas reportaron la disminucién de la germinacién de P. vulgaris por el efecto alelopético
de A. ochroleuca. Los extractos acuosos de hoja, presentaron mayor efecto alelopatico, en comparacién con
el tallo y la raiz (Mlombo et al., 2021).

Es necesario conocer la biologia y la ecologia de las especies arvenses, para realizar un correcto manejo
integral hacia su control (Moreno-Preciado & Balaguera-Lépez, 2021). La gran diversidad de plantas
arvenses con efecto alelopdtico en campos agricolas, justifica la necesidad de investigacion en el drea (Flores
Cordova et al., 2015). El municipio Pamplona en Norte de Santander, presenta escasos estudios sobre el
potencial alelopético de C. clandestinus (Hochst. ex Chiov.), el cual puede interferir en la germinacién,
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crecimiento y desarrollo de P. vulgaris, de alli la importancia del estudio. El objetivo de la presente
investigacion fue evaluar la alelopatia del pasto kikuyo (C. clandestinus) en la germinacién de frijol (P.
vulgaris) variedad ICA Cerinza.

Materiales y métodos

Sitio de estudio

La investigacion se realizé durante los meses de mayo a agosto de 2022, en el laboratorio de Control de
Calidad de la Universidad de Pamplona, Campus Central (7°23’9,41” N, 72°38’59,98” O, 2300 m s. n.
m.), Pamplona, Norte de Santander, Colombia.

Poblaciéon y muestra de estudio

Para evaluar el efecto alelopatico de C. clandestinus en la germinacién, se utilizaron 432 semillas
homogéneas en forma y tamano de frijol de la variedad ICA Cerinza, seleccionada por su adaptacién a las
zonas de produccién (2000 a 2300 m s. n. m.). Las semillas de frijol fueron lavadas con agua potable y
sometidas a desinfecciéon con hipoclorito de sodio (3 % v/v), durante 10 min, seguido de dos enjuagues con
agua destilada (Castillo-Quiroz et al., 2018).

Toma de muestras de las plantas de kikuyo

Las plantas de C. clandestinus, se recolectaron en el campo del Centro de Investigacién en Sanidad
Vegetal y Bioinsumos (CISVEB) de la Universidad de Pamplona, durante el periodo de floracién. Esta
arvense se considera invasora en el territorio de Pamplona, segin estudios previos del Programa de
Ingenierfa Agrondmica de la Universidad de Pamplona (Labrada, s.f; Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura [FAQO], 2006). Las plantas de C. clandestinus se identificaron en el
Herbario Catatumbo Sarare de la Universidad de Pamplona, Colombia.

Después de la colecta, las plantas se lavaron con agua destilada y se secaron en oscuridad, durante dos
semanas. Luego, la materia seca fue separada por érgano (hoja, tallo y raiz) y triturada en un procesador de
alimentos para la obtencién del polvo (Sithara et al., 2017).

Preparacion del extracto

El extracto acuoso se obtuvo a partir de 5 g de polvo de las muestras trituradas (hoja, tallo y raiz) de C.
clandestinus, los cuales se agregaron en 100 mL de agua destilada (Arora, 2015), relacién masa/volumen
(g/mL). La mezcla se homogeneizé en un agitador mecénico a 100 rpm, durante 20 min y luego se dejo
reposar durante 24 h a temperatura ambiente (23 + 2 °C) y oscuridad.

Los extractos se filtraron en papel filtro (Whatman n° 1) mediante una bomba de vacio, capacidad 2,00
m3/h. Los tratamientos se constituyeron en las proporciones 1 %, 2,5 % y 5 %, de extracto de C.
clandestinusy uno adicional, compuesto por agua destilada (0 %), para cada uno de los érganos (hoja, tallo
y raiz), con un total de doce tratamientos (Cuadro 1). Los extractos acuosos se conservaron en envases de
pléstico protegido de la luz hasta su uso.

Cuadro 1
Tratamientos generados por la combinacién de niveles de los factores 6rgano de la planta y concentracion del
extracto acuoso de C. clandestinus, aplicados a las semillas de P. vulgaris, variedad ICA Cerinza. Laboratorio de
Control de Calidad de la Universidad de Pamplona, Campus Central, Pamplona, Norte de Santander, Colombia,
mayo-agosto 2022.

Organo de la Concentracion (%)
planta
Hoja 0,0 1,0 2,5 5,0
Tallo 0,0 1,0 2.5 5,0
Raiz 0,0 1,0 2,5 5,0

Table 1. Treatments generated by the combination of levels of the plant organ factors and concentration of the aqueous extract of C.
clandestinus, applied to the seeds of P. vulgaris, variety ICA Cerinza. Quality Control Laboratory of the Universidad de Pamplona, Central
Campus, Pamplona, Norte de Santander, Colombia, May-August 2022.



Obtencién del extracto acuoso liofilizado
Para la obtencidn del extracto acuoso liofilizado, se colocaron 30 mL de extracto de C. clandestinus en
bandejas de liofilizacién y se llevaron a un liofilizador a 40 mbar de presién. El proceso de liofilizacién
consistid en seis segmentos, de acuerdo con el Cuadro 2.
Cuadro 2
Protocolo de liofilizacién del extracto acuoso de C. clandestinus. Laboratorio de Biocalorimetria de la Universidad
de Pamplona, Norte de Santander, Colombia, mayo-agosto 2022.

Segmentos Temperatura (°C) Tiempo (h)
-40 9
-30 9
-20 9
9
7

-10
0
0 5

bk WM =

Table 2. Lyophilization protocol of aqueous extract of C. clandestinus. Biocalorimetry Laboratory of the Universidad de Pamplona, Norte de
Santander, Colombia, May-August 2022.

Germinacion

La prueba de germinacién se realizd para los doce tratamientos (Cuadro 1). Las semillas de frijol se
dispusieron en cajas de Petri (12 cm @) con papel esterilizado (Whatman No. 1), doce semillas por
repeticién (Abril-Saltos et al., 2023; Morales-Santos et al., 2017) y tres repeticiones por tratamiento. El
papel esterilizado se humedecié con 6 mL del extracto acuoso (Rodriguez-Gutiérrez et al.,, 2016). El
extracto acuoso se aplicé a las cajas de Petri en dias alternos, a razén de 6 mL del extracto, durante la
evaluacién.

Las cajas de Petri con los tratamientos se mantuvieron en condiciones de laboratorio con temperatura de
21 £1°C, 48 £ 2 % de humedad relativa y 24 h de oscuridad. El recuento de la prueba de germinacion se
ralizé a diario; como semilla germinada se considerd la semilla que presenté 1 cm de raiz primaria. La
lectura se realizd hasta que la estabilizacién de la germinacién alcanzé el valor méaximo, a los doce dias
después de la siembra (Hartmann & Kester, 1988).

Para el andlisis de la dindmica de germinacién se consideraron las variables: numero de semillas
germinadas (NSG), indice de tasa de germinacién (ITG) e indice de germinacién de Scott (IG). EINSG se
registré como nimero de semillas germinadas. El ITG representé el tiempo transcurrido en germinar las
semillas (Clavijo & Baker, 1988; Quevedo Garcia et al., 2015), calculado segin la ecuacion 1.

ITG=(G1/T1+G2/T2.....+4 Gn/Tn) / % G (1)

Donde G1 es el porcentaje de semillas germinadas en T1, G2 el porcentaje de semillas germinadas entre
T1 yT2, Gn el porcentaje de semillas germinadas al final, T1 corresponde a los dias al primer conteo, T2
los dias al segundo conteo, Tn los dias al conteo final y % G es el porcentaje total de germinacion.

El IG provee una medida del tiempo de germinacién en relacién con la capacidad de germinacién
(Gonzélez-Zertuche & Orozco-Segovia, 1996; Scott et al., 1984), calculado segtin la ecuacion 2.

IG=Y (ni*ti) /N (2)

Donde ni es el numero de semillas germinadas el i-ésimo dia, ti el numero de dias después de la siembra 'y
N el niimero total de semillas sembradas.

Obtencién de espectros infrarrojos mediante espectroscopia

Los espectros de las muestras secas y el extracto acuoso liofilizado de C. clandestinus (hoja, tallo y raiz),
se realizaron en el laboratorio de Biocalorimetria de la Universidad de Pamplona, con la técnica de
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés), acoplada con
reflectancia total atenuada (ATR, por sus siglas en inglés).
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La medicién por espectroscopia ATR-FTIR se realiz6 en un espectrofotémetro FTIR, provisto de un
detector DLATGS (sulfato de triglicina dopado con L-alanina deuterada) equipado con un accesorio
ATR, con cristal de diamante. Los espectros se obtuvieron en la regién del infrarrojo medio, con un

barrido de 4000 hasta 500 cm™, a una resolucién de 4 cm™! y 48 scans. El espectro de cada muestra se
analizé por triplicado de manera independiente.

Disefio y analisis estadistico

Se utilizé un arreglo factorial (3x4) en un disefio totalmente al azar, con medidas repetidas en la unidad
experimental, con enfoque univariado, donde los factores intersujetos fueron el 6rgano de la planta (A3=
hoja, tallo y raiz) y la concentracién del extracto acuoso de C. clandestinus (B4=0 %, 1 %, 2,5 % y 5 %),
mientras que el factor intrasujeto fue el tiempo o dias después del inicio del experimento (doce
mediciones).

Para el anilisis estadistico de la variable nimero de semillas germinadas, se realizé un anélisis
exploratorio de la normalidad, mediante la prueba de Shapiro-Wilk y homogeneidad de varianzas, con la
prueba de levene, encontrindose que la variable NSG no siguié una distribucién normal, por ello, se utilizé
la transformacién vx+1 y se aplicé luego el analisis de la varianza (ANDEVA) de medidas repetidas. Las
medias se compararon por el test de Bonferroni, al 5 %. Las variables ITG ¢ IG, cumplieron con los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas, por lo que se realizé6 el ANDEVA en el disenio
completamente aleatorio con arreglo factorial (3x4), con los factores 6rgano de la planta, concentracion y
su interaccion. En las comparaciones de medias de los indices, se utilizé la prueba de comparaciones
multiples de Tukey al 5 %, con el programa estadistico SPSS (International Business Machine, 2015).

Resultados

Numero de semillas germinadas (NSG)

Las estadisticas descriptivas del nimero de semillas germinadas (NSG) de frijol en las diferentes
concentraciones de extracto acuoso de C. clandestinus, se presentan en el Cuadro 3. La mayor media en el
NSG se observé para las tres concentraciones del extracto acuoso en comparacién con el testigo que
presentd un valor de 1,27.

Cuadro 3
Estadisticas descriptivas del ntimero de semillas germinadas (NSG) de Phascolus vulgaris variedad ICA Cerinza, en
las diferentes concentraciones de extracto acuoso de Cenchrus clandestinus. Laboratorio de Control de Calidad de la
Universidad de Pamplona, Campus Central, Pamplona, Norte de Santander, Colombia. Mayo-agosto 2022.

Concentracion Media/SE Limite Limite Rango
(%) inferior superior
0 1,27+0,004 1,26 1,28 0,02
1 1,30+0,004 1,29 1. 31 0,02
2,5 1,29+0,004 1,29 1,30 0,01
5 1,30+0,004 1,29 1:31 0,02

* Intervalo de confianza 95 %. SE: error estandar. / 95 % confidence interval. SE:
Standard error.

Table 3. Descriptive statistics of the number of germinated seeds (NSG) of Phascolus vulgaris variety ICA Cerinza, at different
concentrations of Cenchrus clandestinus aqueous extract. Quality Control Laboratory of the Universidad de Pamplona, Central Campus,
Pamplona, Norte de Santander, Colombia. May-August 2022.

Cuando se evalud la fitotoxicidad de los extractos acuosos de C. clandestinus en la germinacion de frijol,
en el andlisis de varianza se encontraron diferencias estadisticas significativas (p<0,001) en el NSG entre



los tratamientos y el testigo, por efecto de la interaccién tiempo después de la siembra por concentracién
del extracto acuoso, pero no para el 6rgano de la planta.

La germinacién se inicié con la imbibicién de frijol, a partir del segundo dia de evaluacién, con la
emergencia de la radicula, y se incrementé hasta el dia cinco, a partir del cual empezé a descender (Figura
1). La media mis alta en el NSG se registré en los dias tres y cinco del experimento (3,75 y 1,03,
respectivamente), con una tendencia cuadrética, donde se cruzaron dichas lineas, lo que identificé el efecto
de la interaccién entre el tiempo (dfas después de la siembra) y la concentracién del extracto acuoso. El
mayor NSG de frijol con los extractos acuosos de C. clandestinus se registré el dia 4, en el orden de
concentracién 1,5y 2,5 % (Figura 1), mientras que para el testigo fue el dia 3.
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Figura 1

Perfil del tiempo y el nimero de semillas germinadas (NSG) de Phascolus vulgaris en las diferentes concentraciones
de extracto acuoso de kikuyo (Cenchrus clandestinus). Laboratorio de Control de Calidad de la Universidad de
Pamplona, Campus Central, Pamplona, Norte de Santander, Colombia. Mayo-agosto 2022.

Los asteriscos indican diferencias con respecto al testigo (sin extracto acuoso), segtin la prueba por pares de Bonferroni (p<0,05)
para el cuarto dia.

Figure 1. Profile of time and number of germinated seeds (NSG) of Phascolus vulgaris at different concentrations of kikuyo
aqueous extract ( Cenchrus clandestinus). Quality Control Laboratory of the Universidad de Pamplona, Central Campus,
Pamplona, Norte de Santander, Colombia. May-August 2022.

Asterisks indicate differences with respect to the control (without aqueous extract), according to the Bonferroni’s paired t-
test (p<0.05) for the 4 day.

Indices de germinacién

En relacion con los indices de germinacién evaluados, el andlisis de la varianza detecté diferencias para el
ITG por efecto de los factores drgano (p<0,05) y concentracion (p<0,001) y en el IG para la concentraciéon
(p<0,001).

Indice de tasa de germinacién (ITG)

El aumento de la concentracién del extracto acuoso de C. clandestinus disminuyé el ITG en frijol, con
interaccion entre todos los factores evaluados (Figura 2).
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Figura 2
Indice de tasa de germinacién (ITG) de semillas de Phaseolus vulgaris tratadas con extracto acuoso de Cenchrus
clandestinus (hoja, tallo y raiz) en diferentes concentraciones (0 %, 1 %, 2,5 %y 5 %). Laboratorio de Control de
Calidad de la Universidad de Pamplona, Campus Central, Pamplona, Norte de Santander, Colombia. Mayo-agosto
2022.

n = 3. Valores de medias con alguna letra en comtin no difieren significativamente segtin la prueba de Tukey (p<0,05).
Figure 2. Germination rate index (ITG) of Phascolus vulgaris seeds treated with Cenchrus clandestinus aqueous extract (leaf,
stem, and root) at different concentrations (0 %, 1 %, 2,5 %, and 5 %). Quality Control Laboratory of the Universidad de
Pamplona, Central Campus, Pamplona, Norte de Santander, Colombia. May-August 2022.
n = 3. Values of means with some common letter do not differ significantly according to the Tukey’s test (p<0.05).

La mayor velocidad de germinacién se observo para las semillas del control (4,61), la cual disminuyé con
el aumento de la concentracién de los tres extractos acuosos en comparacion con el testigo. La aplicacién
de extracto acuoso del tallo de C. clandestinus al 2,5 %, fue la que menos afecto el ITG (4,40), pero sin
exceder al testigo. El mayor y menor ITG se observé con 1 % y 5 % de concentracidn del extracto de hoja
(4,00 % y 3,87 %, respectivamente), tallo (4,07 % y 4,06 %, respectivamente) y raiz (4,18 % y 4,08 %,
respectivamente). La menor media en el ITG fue para las semillas de frijol tratadas con el extracto acuoso
de hojaal 5% (3,87).

Indice de germinacién (IG)

La mayor media en el IG (Figura 3), fue para las semillas de frijol tratadas con el extracto acuoso de C.
clandestinus al 5 % (4,30), lo que indica que la semilla requiri6 mayor niimero de dias promedio para
alcanzar la mdxima germinacién, en comparacién con el testigo que fue menor (3,39). Para el extracto
acuoso de hoja al 1 %, se registré mayor valor (4,17) de IG en comparacién con la concentracion al 2,5 %,

que fue 4,14.



5,00 - 00% B1% E250% 5%
4,50 - ab ab b ab i o ab @b
4,00 { ab ab

3,50 {1 M

3,00 { [

2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 -
0,50 -
0,00

ab

indice de germinacion

Hoja Tallo Raiz
Organos de la planta de Cenchrus clandestinus

Figura 3
Indice de germinacién (IG) de semillas de Phascolus vulgaris tratadas con extracto acuoso de Cenchrus clandestinus
(hoja, tallo y raiz) en diferentes concentraciones (0 %, 1 %, 2,5 %y 5 %). Laboratorio de Control de Calidad de la
Universidad de Pamplona, Campus Central, Pamplona, Norte de Santander, Colombia. Mayo-agosto 2022.

n = 3. Valores de medias con alguna letra en comun no difieren significativamente segtn la prueba de Tukey (p<0,05).
Figure 3. Germination index (GI) of Phascolus vulgaris seeds treated with Cenchrus clandestinus aqueous extract (leaf, stem,
and root) at different concentrations (0 %, 1 %, 2,5 %, and 5 %). Quality Control Laboratory of the Universidad de Pamplona,
Central Campus, Pamplona, Norte de Santander, Colombia. May-August 2022.
n = 3. Values of means with some common letter do not differ significantly according to the Tukey’s test (p<0.05).

El menor IG de semillas de frijol tratadas con los extractos acuosos de tallo y raiz de C. clandestinus, fue
para el testigo pero el resultado no difiri6 de las concentraciones evaluadas (1 %, 2,5 %y 5 %).
Anlisis de FTIR y figura del espectro de C. clandestinus

Los datos del espectro ATR-FTIR se obtuvieron en la regién infrarroja entre 4000 y 500 em’t La Figura

4 muestra los espectros obtenidos a partir del andlisis de los extractos de las muestras de hoja, tallo y raiz de

C. clandestinus. Cada una de ellas estd representada por la absorbancia versus el nimero de onda (em™), en
los cuales se identificaron las bandas mds significativas, que representan las vibraciones de los grupos
funcionales presentes en las biomoléculas de esta planta.
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Figura 4
Espectro infrarrojo obtenido por ATR-FTIR para hoja, tallo y raiz de Cenchrus clandestinus en la regién espectral
de 4000 a 500 cm™!. Laboratorio de Biocalorimetria de la Universidad de Pamplona, Norte de Santander, Colombia.

Mayo-agosto 2022.
Figure 4. Infrared spectrum obtained by ATR-FTIR for leaf, stem, and root of Cenchrus clandestinus in the spectral region

from 4000 to 500 cmL. Biocalorimetry laboratory of the Universidad de Pamplona, Norte de Santander, Colombia, May-
August 2022.

El C. clandestinus es una arvense perenne baja, que en el andlisis ATR-FTIR proporciond un espectro
con bandas caracteristicas de compuestos lipidicos en la banda de 2913 cm’! (Figura 4, Cuadro 4), luego en

la banda de muy baja intensidad a 2326 em’), indicé la presencia de nitrilos especialmente en las muestras
de tallo y hoja, ya que en la raiz no se presenté dicha banda.



Cuadro 4

Caracterizacién de bandas de absorcién a partir de los espectros infrarrojos con reflectancia total atenuada en

muestras de Kikuyo (Cenchrus clandestinus), en la regién de 4000 a 500 em’L. Laboratorio de Biocalorimetria de la
Universidad de Pamplona, Norte de Santander, Colombia. Mayo-agosto 2022.

Nimero de onda (cm) Asignacion
3400 Estiramiento O-H polifenoles
2921 Estiramiento simétrico CH,
2840 Estiramiento asimétrico CH,
2320 Estiramiento R-C=N comun de nitrilos
1640 Tension NH, de aminoacidos
1550 Flexion NH o estiramiento CN en proteinas
1400 Tension CH, lipidos y aminoacidos
1330 Tension C-O acidos grasos
1241 Tension CO éter
1031 Tension Si-O-Si en siloxanos

Table 4. Characterization of absorption bands from attenuated total reflectance infrared spectra in samples of Kikuyo (Cenchrus
clandestinus), in the region from 4000 to 500 cm-1. Biocalorimetry Laboratory of the Universidad de Pamplona, Norte de Santander,
Colombia. May-August 2022.

En el rango espectral de 1700-1500 cm™! se registré la banda referente a la proteina contenida por la

1

arvense. En 1640 cm™, se situ6 la banda que denota vibraciones de tensién NH3, caracteristico en los

aminoécidos; también hubo presencia de éteres en la banda 1240 cm!, mientras que las bandas presentes
en la regiéon de 1000-1100 em’! fueron representativas de los enlaces Si-O-Si, propios en moléculas de

siloxanos. En la banda ancha e intensa alrededor de 3400 cm™ (Figura 4, Cuadro 4), se asignaron
vibraciones de estiramiento O-H de alcoholes que pueden presentarse en compuestos fenélicos.

Discusion

La semilla de frijol presenté diferencias en la germinacién con los extractos acuosos de C. clandestinus.
El incremento en la concentracién de los extractos acuosos redujo el nimero de semillas germinadas
(NSG) de frijol (Lessa et al., 2017). El extracto acuoso de Amburana cearensis y Plectranthus barbatus
disminuy® la germinacién de Amaranthus deflexus, 51,5 y 99,3 %, respectivamente (Lessa et al., 2017). El
efecto alelopatico de Sphaeranthus suaveolens en la germinacién de semillas y el crecimiento de plantulas
de P. vulgaris, fue reportado. El efecto alelopatico de diferentes concentraciones del extracto pudo resultar
en las diferentes anomalias del metabolismo (Laizer et al., 2021). Estudios previos sefialaron el efecto
inhibitorio de extractos acuosos de Parthenium hysterophorus, debido a la presencia de algunos
aleloquimicos (Tahseen et al., 2015).

La velocidad de germinacién disminuyé con el aumento de la concentracién de los extractos acuosos en
comparacion con el testigo y la alelopatia ocurrié en funcién de la concentracién del producto en el medio
(de Araujo Barbosa et al., 2018; Tahseen et al., 2015). La disminucién pudo estar relacionada con el efecto
del extracto acuoso sobre la permeabilidad y selectividad de las membranas celulares de las semillas de frijol
(Abugre et al., 2011; Carillo et al,, 2010). En P. vulgaris se reportd una reduccion en la velocidad de
germinacién con el aumento de extracto acuoso de hoja de Brassica napus (Rigon et al, 2012). La
germinacién fue menos sensible a los efectos aleloquimicos cuando se comparé con la velocidad de
germinacién (Rigon et al,, 2012). Los extractos de hoja exhibieron efectos alelopdticos mas altos sobre la
velocidad de germinacidn, en comparacion con el tallo y la raiz (Mlombo et al.,, 2021). El efecto de los
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extractos acuosos depende de la concentracién, del érgano utilizado y del estadio fenolédgico de la planta
(Lessa et al., 2017), y las plantas de C. clandestinus se cosecharon durante floracién. El extracto acuoso de
las flores de Parthenium hysterophorus ocasionaron mayor inhibicién de la germinacién de P. vulgaris,
debido a la presencia de aleloquimicos (Tahseen et al.,, 2015). La adicién de 50 % de extractos acuosos de
raiz de Digitaria insularis, solo redujeron 12,50 % la germinacién de P. vulgaris (Ibanhes Neto et al., 2020).
El mayor indice de germinaciéon de las semillas de frijol con el incremento de la concentracién de los
extractos acuosos de C. clandestinus, indicé que hubo necesidad de mayor tiempo para alcanzar el méximo
incremento de la germinacién. La modificacion de los patrones de germinacion de las semillas de frijol,
pudo ser debida a los aleloquimicos presentes en los extractos, aun cuando el nimero de semillas
germinadas durante la evaluacién no fue afectado (Santana et al., 2006). Las diferencias mostraron que los
indices de tasa de germinacién y de germinacion son marcadores mds sensibles a los aleloquimicos que el
numero de semillas germinadas.

El anélisis ATR-FTIR proporcioné un espectro con bandas caracteristicas de compuestos nitrilos, solo
en las muestras de tallo y hoja de C. clandestinus (Blazevi¢ et al., 2019), con efecto alelopético sobre la
germinacion de las semillas (Brown & Morra, 1995). Los nitrilos son algunos de los productos bioactivos
(Frisch et al., 2015; Mocniak et al., 2020) que se originan a través de la hidrélisis de los glucosinolatos, por
las enzimas mirosinasas (Frisch et al., 2015). Esto puede suceder en el tejido dafiado o tras la reorganizacién
de los compartimentos celulares en el tejido intacto, donde la hidrélisis de glucosinolatos no ocurre, debido
ala compartimentacién en la célula o por factores atin no identificados (Lv et al,, 2022).

La técnica FTIR permite determinar los grupos funcionales presentes en los diferentes fitoquimicos de
las muestras de plantas (Kumar Patle et al., 2020). La mayor intensidad de las bandas en el espectro de C.
clandestinus, puede relacionarse cuantitativamente con la presencia de fitoquimicos (Be¢ et al.,, 2020). La
mayor intensidad de las bandas en la muestra de hoja de C. clandestinus, se asocié al mayor efecto
alelopdtico (Be¢ et al., 2020; Laizer et al., 2021). Mientras que la menor fitotoxicidad de la rafz, coincidié
con la menor intensidad de sus bandas de absorcién (Beé et al., 2020). Condicién de la raiz que se asocié a
la menor presencia de los compuestos fitoquimicos determinados en la muestra de estudio (Smith, 2002).

En el presente trabajo se demostré que C. clandestinus es una fuente potencial de aleloquimicos que
influyen en la germinacién del frijol. ELNSG, ITG e IG se vieron afectados en semillas de frijol, germinadas
en presencia de extractos acuosos de C. clandestinus (Pérez-Peralta et al., 2019). Los 4cidos fenélicos
determinados en los extractos acuosos son tipos comunes de aleloquimicos (Shankar et al., 2009), los cuales
interrumpen los procesos fisioldgicos de la planta receptora, inhiben la actividad enzimética necesaria
durante la fotosintesis, la respiracién, el balance hidrico y hormonal de la planta receptora (Soltys et al.,
2013). Ademads, puede alterar importantes vias metabélicas del proceso de germinacién y el desarrollo
temprano de las pldntulas (de Araujo Barbosa et al., 2018).

Conclusiones

El efecto alelopético del tallo y la raiz de C. clandestinus sobre el nimero de semillas germinadas de
frijol, fue menor en comparacién con el extracto de hoja. En contraposicién, las semillas de frijol fueron
afectadas por los extractos de la hoja de C. clandestinus.

El indice de tasa de germinacién (ITG) indicé una reduccién de la velocidad de germinacién con el
aumento de la concentracién del extracto, con mayor valor para el extracto acuoso de hoja de C.
clandestinus al 5 %. Mientras que el indice de germinacién (IG) se asocié al mayor numero promedio de
dias para alcanzar el méximo incremento de la germinacién de las semillas de frijol, conforme la
concentracién del extracto acuoso aumenté.

El espectro infrarrojo del extracto reflejé la presencia de polifenoles, nitrilos y xilosanos, de acuerdo con
las bandas observadas. El espectro de la hoja de C. clandestinus, presenté las mayores intensidades en sus
bandas en comparacién con el tallo y la raiz.
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