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RESUMEN

Introduccion. Los aceites esenciales han sido muy estudiados en los Gltimos afios gracias a sus
diversas aplicaciones, entre las cuales estan la accion plaguicida y su utilizacion como bioplaguicida
natural, esta es una buena alternativa para remplazar los productos quimicos, ya que gracias a sus
constituyentes monoterpenos y sesquiterpenos se han evidenciado toxinas de accién réapida contra
insectos, que pueden incluir la disuasion y la repelencia, logrando resultados positivos para el control
de plagas. Objetivo. Evaluar el efecto alelopatico y la actividad plaguicida producidos por el aceite
esencial de anis estrellado (Illicium verum Hook. f). Metodologia. Se extrajo aceite esencial empleando
427,51 g de frutos secos de anis estrellado. Para la prueba cualitativa de alelopatia se realiz6
germinacion in vitro de semillas de lechuga teniendo un grupo control y un grupo de ensayo durante
siete dias. Ademas, se realizé una prueba cuantitativa para evaluar la actividad plaguicida del aceite
esencial utilizando camaras himedas en donde se colocaron 12 pulgones y una hoja fresca por cada
frasco con concentraciones del aceite esencial de 0, 0.2, 0.5y 0.8 % v/v. Para la medicién de la variable
respuesta se utilizo el programa Image J version 1.8.0 y el andlisis estadistico se hizo en el software
estadistico InfoStat version 2017.1.2. realizando un disefio completamente aleatorizado (DCA) con
cuatro tratamientos (T1, T2, T3, T4), dos controles (CE y CAE) y cuatro réplicas por cada tratamiento.
Resultados y Discusion. Se obtuvieron 4 mL de aceite esencial con un rendimiento de 0.936 %. En el
analisis fitoquimico se encontraron los siguientes metabolitos: o—terpineno, eugenol, linalol, 1,8-

cineol, p-anisaldehido, limoneno y anetol. De acuerdo a los resultados obtenidos, en la prueba
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cualitativa se observa el efecto alelopatico al inhibir la germinacion de las semillas de lechuga a
comparacion del grupo control. A partir del ensayo cuantitativo se observa que el aceite esencial de
anis estrellado posee una buena actividad plaguicida, ya que se observé un menor % de dafio al tratar
las hojas con bajas concentraciones de aceite esencial (0.2 %), ademas hubo diferencias entre las
muestras y los controles, indicando que los resultados fueron especificamente por el aceite esencial y
no por factores externos como el dafio oxidativo sobre la hoja por el tiempo de estudio y los
componentes del aceite esencial.

Palabras clave: aceite esencial; efecto alelopatico; Illicium verum; plaguicida natural.

ABSTRACT

Introduction. Essential oils have been widely studied in recent years thanks to their various
applications, among which are the pesticide action and its use as a natural biopesticide, this is a good
alternative to replace chemical products, since thanks to its monoterpene constituents and
Sesquiterpenes have shown fast-acting toxins against insects, which can include deterrence and
repellency, achieving positive results for pest control. Objective. To evaluate the allelopathic effect
and the pesticidal activity produced by the essential oil of star anise (lllicium verum Hook. F).
Methodology. Essential oil was extracted using 427.51 g of star anise nuts. For the qualitative
allelopathy test, in vitro germination of lettuce seeds was carried out, having a control group and a test
group for seven days. In addition, a quantitative test was carried out to evaluate the pesticidal activity
of the essential oil using humid chambers where 12 aphids and a fresh leaf were placed for each bottle
with concentrations of the essential oil of 0, 0.2, 0.5 and 0.8% v/v. For the measurement of the response
variable, the Image J program version 1.8.0 was used and the statistical analysis was done in the
statistical software InfoStat version 2017.1.2. performing a completely randomized design (DCA) with
four treatments (T1, T2, T3, T4), two controls (CE and CAE) and four replications for each treatment.
Results and Discussion. Four mL of essential oil were obtained with a yield of 0.936%. In the
phytochemical analysis the following metabolites were found: a-terpinene, eugenol, linalol, 1,8-
cineole, p-anisaldehyde, limonene and anethole. According to the results obtained, in the qualitative
test the allelopathic effect is observed by inhibiting the germination of lettuce seeds compared to the

control group. From the quantitative test it is observed that the essential oil of star anise has a good
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pesticidal activity, since a lower% of damage was observed when treating the leaves with low

concentrations of essential oil (0.2%), in addition there were differences between the samples and the

controls, indicating that the results were specifically for the essential oil and not for external factors

such as oxidative damage on the leaf due to the study time and the essential oil components.

Keywords: essential oil; allelopathic effect; Illicium verum; natural pesticide.

INTRODUCCION
Los aceites esenciales son compuestos volatiles

fuertemente aromaticos que son producidos por
organismos Vivos y son obtenidos de una planta
entera o parte de esta mediante procesos fisicos
como la extraccion por arrastre de vapor [1].
Las moleculas que componen los aceites
esenciales son conocidas como metabolitos
secundarios y pueden estar formados por
terpenos, fenoles, aldehidos, cetonas, taninos y
alcaloides, estos componentes se encargan de
defender a las plantas de infecciones por
patégenos microbianos y de la digestion por
Se

cantidades y son producidas por especies

herbivoros. sintetizan en pequefias

especificas [2].

La destilacion por arrastre con vapor es la
técnica mas utilizada, en la cual factores como
el tamafio de particula del material vegetal y el
de

composicién 'y

tiempo extraccion influyen en la

rendimiento del producto
adquirido [3]. Los aceites esenciales poseen
puntos de ebullicién elevados y son insolubles

en agua, sin embargo, se pueden separar de su
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fuente natural usando el punto de ebullicion del
agua; ya que el vapor de agua va arrastrando
estos componentes [4]. El vapor asciende y
rompe las células que contienen los aceites
esenciales en la muestra vegetal, este vapor se
condensa y por diferencia de pesos moleculares
el aceite esencial se deposita en la parte superior
de la columna condensada [5]. El vapor
condensado que se obtiene junto con el aceite
esencial es llamado agua floral o hidrolato. Este
subproducto posee una pequefia concentracion
de los compuestos solubles del aceite escencial,
es por esto que tiene un aroma ligero similar al

aceite obtenido [6].

En la evolucion de las comunidades de plantas
existe interferencia quimica o alelopatia que
tiene lugar cuando metabolitos producidos por
una planta tienen efectos sobre el crecimiento
de otras plantas. Los productos aleloquimicos
pueden estimular o inhibir el crecimiento de
otras plantas que crecen en su proximidad [7].
La fitotoxicidad de una molécula incrementa
segun la cantidad de grupos hidroxilos y

carbonilos, de igual manera las plantas que
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producen lactonas sesquiterpénicas inhiben el
crecimiento y germinacion de plantas aledafias
ya que estos compuestos afectan la sintesis de
ADN y ARN.

METODOLOGIA
Extraccion de aceite

Para la extraccion del aceite esencial, se
pesaron 427.51 g de frutos secos de anis
estrellado (Illicium verum Hook. f) triturados,
luego la muestra se colocd en un matraz de
destilacion y se llené a 3/4 partes de su
volumen, se conectd la trampa de destilacion
Dean Stark sobre el balon junto con el
refrigerante y se colocé en la manta de
calentamiento durante 1 hora, controlando la
temperatura para evitar la formacion de
burbujas de ebullicién. Finalmente, el aceite
obtenido fue colocado en un frasco ambar y el
hidrolato se recolect6 en un frasco transparente
[8].

Para determinar los componentes del aceite
esencial se realizd una cromatografia de capa
fina, utilizando como fase sélida una placa de
silica gel y como fase movil se ocup6 tolueno y
acetato de etilo en proporcion 93:7, la cual fue
elegida debido a la polaridad que presentan los
componentes del aceite esencial y el hidrolato.
La muestra se coloco en la placa de silica gel

con ayuda de un tubo capilar. A continuacion se
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coloco la placa de silica gel al interior de la
camara cromatografica que contenia la fase
movil y se esper6 que el solvente recorriera la
placa arrastrando las sustancias apolares y
separando los componentes [8]. Para
determinar los componentes que se encontraban
en el aceite esencial se midieron los valores del
factor de retardo (Rf) que representa la
distancia que recorre un analito sobre la fase
estacionaria respecto a la distancia que recorre
la fase movil en la cromatografia [9]. Estos
valores obtenidos se compararon con valores
tedricos de Rf para el aceite esencial de anis
(IMlicium verum Hook. f) [10].

Prueba cualitativa de alelopatia

La prueba cualitativa se desarrollé para evaluar
el efecto alelopatico de los componentes del
aceite esencial de anis estrellado encontrados a
partir de la cromatografia de capa fina como el
eugenol, linalol, limoneno, anetol, cineol,
anisaldehido y terpineno. Con el fin de
comprobar la actividad del aceite esencial para
su posterior uso en el ensayo cuantitativo, se
utilizé la prueba de germinacion [11], en la que
se utilizaron 32 semillas certificadas por
Agripac S.A de lechuga (Lactuca sativa L.) e
hidrolato obtenido a partir de la extraccién de
aceite esencial por el método de destilacion por
arrastre de vapor [3].
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Se realizaron dos ensayos sin replicacion,
utilizando agua destilada e hidrolato obtenido al
100%. La metodologia se adaptd del estudio
realizado por Hernandez [12] y Gonzales [13],
para lo cual se utilizaron dos cajas cubiertas con
papel filtro y se colocaron 16 semillas de
lechuga en cada caja. Posteriormente, se
afiadieron 5 mL de agua destilada (Control) e
hidrolato (Ensayo) segun corresponda (Anexo
1). El ensayo tuvo una duracion de siete dias de
los cuales se tomaron anotaciones diarias del
desarrollo cualitativo observado en la

germinacion de las semillas (Tabla 3).

Prueba Cuantitativa de la actividad
plaguicida

La prueba cuantitativa se desarrolld para
evaluar la actividad plaguicida del aceite
esencial en cadmara humeda, en la cual se
utilizaron 48 hojas frescas y sin dafios, como
plaga se utilizaron un aproximado de 480
pulgones (Aphis gossypii) mezclados entre
ninfas y hembras apteras, las cuales se
identificaron segin su morfologia [14]. Dichos
organismos fueron recolectados de un huerto
ubicado en el sector de Fajardo, en la Parroquia
de Sangolqui perteneciente al Canton
Rumifiahui, en la Provincia de Pichincha-
Ecuador [15].

Para el ensayo de la prueba cuantitativa de la
actividad plaguicida se utilizé la metodologia

de Bravo [15], con condiciones adaptadas. Esta
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se realiz0 a partir de cAmaras humedas, en el
que se utilizaron veinte frascos de vidrio de 250
mL, realizando cuatro replicas por cada
tratamiento. Para la construccion de las cAmaras
se colocaron en el fondo de cada recipiente, una
capa de papel absorbente, el cual fue
humedecido con 5 mL de agua destilada.
Después, se colocd una hoja fresca de arveja
(Pisum sativum L.) completamente entera 'y un
aproximado de doce pulgones entre ninfas y
hembras é&pteras por cada frasco. Los
recipientes se mantuvieron en un lugar fresco y
fueron cubiertos con una gasa para permitir el
ingreso de aire a su interior y evitar la salida de
la plaga (Anexo 2).

Ademas, se realizaron tres diluciones del aceite
esencial (0, 0.2, 0.5 y 0.8 % v/v) utilizando
Tween 20 al 0.1% v/v en un total de 10 mL por
cada dilucion. Se realizaron tres tratamientos
con aceite esencial y se obtuvieron dos
muestras control, una en base a Tween 20 al
0.1% vy la otra en base a hidrolato al 100%, las
muestras control se utilizaron para demostrar la
efectividad del ensayo, en cuanto al dafio
provocado por el pulgdn sobre la hoja,
descartando dafio por contacto con los
componentes del aceite esencial y por
humedad. Las cantidades de aceite utilizados
para cada concentracion se presentan en la tabla
1, los cuales se aplicaron a diario a razon de un

golpe de atomizador (0.2 mL) por cada frasco.
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Tabla 1. Preparacion de diluciones de aceite esencial de anis estrellado a diferentes
concentraciones y Tween 20 al 0.1%.

Tratamiento  Concentracion Aceite esencial Hidrolato Tween 20 al Agua
(VIV) % de anis estrellado (mL) 0.1% (mL) destilada
(mL)
Control CA 1 0 0 0 10
Control CAE 1 0 10 0 0
T1 0 0 0 10 0
T2 0.2 0.02 0 9.98 0
T3 0.5 0.05 0 9.95 0
T4 0.8 0.08 0 9.92 0

Nota: Cada una de las diluciones preparadas y las muestras control se colocaron en atomizadores plasticos
de 10 mL y fueron almacenados en refrigeracion a -4°C. CA: Control con agua destilada; CAE: Control con

hidrolato.

Finalmente, para el andlisis estadistico se
procedié a medir el porcentaje de dafio causado
por la plaga en la hoja, a partir del programa de
procesamiento de imagen digital Image J
version 1.8.0, en el cual se midio el area inicial
y final de las hojas en pixeles para conseguir los
resultados en milimetros cuadrados y obtener el
porcentaje de dafio recibido en las hojas de cada
tratamiento. Para el disefio experimental se
utilizé el Disefio Completamente Aleatorizado
(DCA). En donde el factor de estudio se
representa  como  las  concentraciones
preparadas de aceite esencial (0.2, 0.5y 0.8 %
v/v) y las muestras control. La variable de
respuesta es el porcentaje del efecto causado
por la plaga en cada hoja para cada tratamiento
[16].

Los datos obtenidos en este ensayo se
analizaron a través de un analisis de media con
la prueba Shapiro-Wilks para comprobar si el
disefio sigue una distribucién normal. Luego se

analiz6 la homocedasticidad de la muestra

utilizando un analisis de varianzas mediante la
prueba de Levene. Finalmente se realizd la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para
lo cual se utiliz6 el software estadistico InfoStat
version 2017.1.2.

RESULTADOS

Extraccion del aceite esencial

Se obtuvieron 4 ml de aceite esencial con un
rendimiento de 0.936 %. EIl rendimiento se

calculé mediante la siguiente ecuacion [17]:

% rendimiento = [(Volumen del aceite obtenido/masa
de la muestra seca) * 100]

En donde el volumen del aceite obtenido fue de
4 mL y lamasa de la muestra seca fue de 427.51
g. Con el aceite obtenido se realizd una
cromatografia de capa fina, que tuvo como
objetivo determinar los metabolitos
secundarios presentes en la especie vegetal a
estudiar. Se compararon los valores de Rf
obtenidos con los valores de Rf tedricos (Tabla

2).
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Tabla 2. Factores de retardo (Rf) obtenidos a partir de las muestras tomadas por
cromatografia. Fase solida: Silica gel. Fase mdvil: Tolueno: Acetato de etilo (93:7).

Revelado: Anisaldehido y &cido sulfurico.

Muestra Rf Teérico  Rf Experimental Comp;onent Cromatografia

1 0,25 0,25 a —terpineno

2 0,30 0,31 Eugenol

3 0,4 0,38 Linalol

4 0,43 0,44 1,8-cineol

p_

5 0,50 0,51 anisaldehido

6 0,84 0,83 Limoneno

7 0,94 0,93 Anetol

Nota: Valores de Rf tedrico adaptado de Thorburn [10].

Prueba cualitativa de alelopatia

La prueba cualitativa se realizo durante siete dias
y se comparo el efecto alelopéatico del hidrolato
obtenido de la extraccion del aceite esencial de
anis estrellado a partir de una prueba de
germinacién usando dos tratamientos control y

ensayo como se puede ver en la tabla 3.

Prueba cuantitativa de la actividad
plaguicida
En acuerdo con el experimento planteado en el

anexo 2, se observé que los pulgones afectan a
las hojas durante el experimento, ya que se
alimentan de ellas.

Se analizaron los resultados por separado para
ver la influencia de la concentracion de aceite
esencial segun los tratamientos aplicados
(Figura 1).

En la comparacion del porcentaje de éarea
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afectada por cada tratamiento, se observo que el
tratamiento T1 con una concentracion de aceite
esencial nula tuvo un 6% de area afectada, en el
tratamiento T2 con 0.2 % de aceite esencial
existe un menor porcentaje de area afectada con
respecto al resto de tratamiento. El tratamiento
T3y T4 presentan un 23 y 27 % de area afectada
respectivamente. Pese a que los tratamientos T3
y T4 contenian aceite esencial, esta
concentracion influyd en el dafio que tenian las
hojas.

Segln los andlisis estadisticos realizados se
puede  observar que las diferentes
concentraciones de aceite esencial aplicadas en
las hojas frescas de arveja influyen en el
porcentaje de dafio causado en la hoja,
evidenciando mayor efectividad el tratamiento
con la menor concentracion de aceite esencial

T2 (Tween 20: Aceite esencial (100:0.2)).
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Tabla 3. Evaluacion del efecto alelopatico del hidrolato de anis estrellado (lllicium verum Hook. f) en
semillas lechuga (Lactuca sativa L.).

Tiempo
(dias)

Observaciones

Fotografias

Control

Ensayo

Control

Se  incremento
gradualmente ¢l
tamaio del 50%
de semillas.

No presentd
cambios.

Se incrementd
gradualmente el
tamario del 93%
de semillas.

No presentd
cambios.

Sc inicio ¢l
crecimiento del
cjc cmbrionario
del 50% de las
semillas en las
cuales se
observo la
abertura del
endospermo.

Se observo un
incremento
leve cen el
tamaiio 81%
de las
semillas.

El 50% de las
semillas  formé
una pequena
radicula y el otro
50% empezaron
con la ruptura
del endospermo.

No hubo
cambios  en
ninguna dc las
semillas.

Se dio el
alargamiento de
las raices en el
50% de las
semillas

El 25% de las
semillas
presentaron
crecimiento
radicular
pequeiio y el
75% dc las
scmillas
restantes
permanccicro
n conuna leve
hinchazon.

EI 100% dc las
semillas
continian cl
proceso de
germinacion.

Aumenté el
namero  de
semillas con
crecimicento
radicular leve
del 25% al
30%

Se observé un
mayor
crecimiento  en
los tallos del
50%.

Alargamiento
leve de las
raices del
25% de
semillas

Crecimiento en
longitudes de
tallos y raices
del 100% de las
semillas

Crecimicnto
radicular leve
y formacién
de tallo
primario cn ¢l
31% de las
semillas.
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Comparacion de la media del porcentaje de area afectada por
tratamiento y controles

N N W
o o1 O

[y
o

% de area afectada
(=Y
(2]

]

T1 T2

o

T3

T4 CAE CA

Tratamiento

Figura 1. Comparacion entre las concentraciones de aceite esencial de anis
estrellado aplicado en hojas de arveja. T1: 0 %, T2: 0.2 %, T3: 0.5 %, T4:
0.8 %, CA: Control con agua destilada; CAE: Control con hidrolato.

DISCUSION

El rendimiento del aceite esencial de anis se
encuentra entre el 2 y 3 %, si el anis se
encuentra en su etapa madura [18], en el
presente trabajo el rendimiento obtenido del
anis en su etapa madura fue de 0.936 %, valor
que se encuentra muy por debajo de los valores
de referencia. La composicion del aceite
esencial varia segun diferentes factores como el
tipo de suelo, método de cultivo, época de
recoleccion, manejo, almacenamiento, material
vegetal, edad de la planta y método de
obtencion del aceite. En la cromatografia
realizada en silica gel se muestran componentes
como: eugenol, linalol, cineol, anisaldehido,
limoneno y anetol [19]. Para estimar la
concentracion presente de cada componente se

puede aplicar la técnica de cromatografia
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liquida de alta eficiencia (HPLC). Sin embargo,
en este trabajo no se presentan estos resultados
por el alto costo que implica realizar este

proceso.

La inhibicion del crecimiento provocado por la
liberacion de compuestos quimicos interfiere en
el desarrollo de la especie vegetal, impidiendo
su supervivencia, dando lugar al efecto
alelopatico negativo [12]. De los resultados
obtenidos en el ensayo cualitativo (Tabla 3) se
evidencia que al poner en contacto el hidrolato
obtenido de la extraccion del aceite esencial y
las semillas de lechuga (Lactuca sativa L.)
existe un efecto alelopatico negativo, ya que
interfirio en el crecimiento radicular de las
retardo de su

[20].

semillas, generando el

germinacion 'y crecimiento Segln
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investigaciones  anteriores  [21,22], los
monoterpenos pueden inhibir la mitosis, alterar
la permeabilidad de la membrana y el balance
hormonal de plantas, conducir a anomalias del
crecimiento e inhibir la respiracion de las
mitocondrias aisladas, dando como resultado
un porcentaje de germinacion muy bajo y lento.
Por lo tanto, a partir de esta prueba se verifica
la actividad del aceite esencial para su uso en
los ensayos posteriores, ya que al usar
hidrolato, se tiene los mismos componentes que
el aceite esencial, en menores concentraciones

[23].

Los aceites esenciales tienen varias funciones
entre las cuales destacan su capacidad
protectora frente a depredadores, al actuar
como disuasorios, dando a las plantas un sabor
amargo Yy transformandolas en materiales
indigestos 0 venenosos, es por esto que se ha
investigado la funcion de los productos
naturales como bioplaguicida [24]. En el
presente trabajo los componentes del aceite
esencial tienen actividad plaguicida debido a
que el 100% de las plagas (pulgones verdes)
colocadas en la cdmara himeda murieron al
final del experimento. Ademas, se descarta el
dafo de la hoja por el tiempo de observacion y
los componentes del aceite esencial a partir de
los controles CA y CAE respectivamente. El
efecto sobre los pulgones en las muestras

tratadas con las diferentes concentraciones de
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aceite esencial se debe posiblemente a que el
aceite esencial contiene varios metabolitos
secundarios como el eugenol, que se comporta
como neurotdxico en los insectos, ya que actua
a traveés del sistema octopaminérgico activando
receptores para la octopamina [25]. Otros
monoterpenos pueden actuar inhibiendo la
acetilcolinesterasa lo cual provoca
perturbaciones en la actividad celular y los
procesos bioldgicos de los insectos lo que causa

su muerte [26].

Otros estudios sugieren que los componentes de
los extractos de frutas de Illicum verum como el
eugenol y el trans anetol [27] pueden
desarrollarse potencialmente al actuar como
protectores de granos para controlar plagas
como gorgojos e insectos de los productos
almacenados como el maiz [19]. Existen varios
investigaciones que comprueban la actividad
plaguicida del anis estrellado contra diversas
plagas como Sitophilus zeamais, Cryptolestes
Schnoherr  [28],
serricorne, Callosobruchus chinensis [29] vy

pusillus Lasioderma
Aedes aegypti [30]. En base a estos estudios se
probd la efectividad el anis estrellado sobre
Aphis gossypii (pulgon verde), obteniendo
mejores resultados al utilizar concentraciones
de aceite esencial al 0.2 % (Figura 1); ya que
esta concentracion afect6 a los pulgones y
permitid una disminucion del dafio sobre las

hojas. En el presente trabajo se comprueba la

Articulo original




actividad plaguicida del aceite esencial como
alternativa para el control de plagas en plantas
adultas en un estudio in vitro, puesto que
contiene una amplia variedad de metabolitos

secundarios [31].

CONCLUSION

Se extrajeron 4 mL de aceite esencial a partir de
427.51 g de muestra de anis estrellado mediante
la técnica de extraccion por arrastre de vapor,
obteniendo un rendimiento de 0.936%. La
efectividad del efecto alelopatico se probo con
el ensayo de germinaciéon, en el cual, el
tratamiento con hidrolato presentdé un claro
retardo del proceso de germinacion. Se
cuantifico la actividad plaguicida por medio de
ensayos a diferentes concentraciones de aceite
esencial (0, 0.2, 0.5, y 0.8 %) mediante su
aplicacion en hojas frescas de alverja. La
concentracion 0.2 % de aceite esencial fue
buena para afectar a los pulgones y en
consecuencia disminuir el dafio sobre las hojas.
Se evidencié que la concentracion 0.2 % de
aceite esencial a pesar de presentar mayor
efecto alelopético e inhibitorio contra pulgén en
hojas, genera diferencias poco significativas

frente a los otros tratamientos.
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