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RESUMEN: El objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto antimicrobiano y
efectos aleloquimicos de 3-metil-2-
pentafluoroetilicromona gracias a la
evaluacién del potencial
antimicrobiano in vitro de 3-metil-2-
pentafluoroetilcromona sobre
Escherichia coli, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes,
Pseudomonas spp y Staphylococcus
aureus. Ademéas se evalué las
propiedades aleloquimicas
(herbicidas) de 3-metil-2-
pentafluoroetilcromona en semillas de
guinua (Chenopodium quinoa Willd) y
semillas de malezas de quinua; Holco
(Holcus lanatus) y Falsa quinua
(Chenopodium album).

En el caso de la germinacién se
determind los efectos aleloquimicos
del compuesto (A) de las semillas de
falsa quinua (C. album) y holco (H.
lanatus), y semillas de quinua (C.




quinoa), esto gracias a que se midio la
radicula de cada semilla y se
determiné el porcentaje de
germinacioén. Se utilizaron, soluciones
de 2.209 mM, 1045 mM, 0.5522 mM y
0.02209 mM frente a un blanco.

Para  determinar la  actividad
antimicrobiana se midio la longitud del
halo de inhibicién, utilizando como
estandar gentamicina (10pg/ml) y tres
niveles de concentracion, 10 pg/ml,
0.33 pg/ml y 0.166 pg/ml en los tres
compuestos.

Como resultado de la germinacion se
observ0 que los niveles de
concentracion utilizados no presentan
un efecto de inhibicion considerable.
Asimismo, se observé una influencia
similar del compuesto A, en el % de
germinacién y crecimiento radicular
(mm) de falsa quinua y holco,
resultando estadisticamente iguales.

El halo de inhibicion de B con una
concentracion de 0.16  pg/ml,
comparado con el estandar
gentamicina (10 pg/ml) presenté un
efecto antimicrobiano en dos de las
cinco bacterias analizadas. A una
concentracion aproximadamente 60
veces inferior se observé un efecto
antimicrobiano en las bacterias E. coli
y Salmonella spp, que generalmente
causan contaminacion por contacto en
alimentos.

PALABRAS CLAVES: Cromonas, haloalgquilcromonas,
alelopatia, antibiograma.




ABSTRACT:

The objective of the present study was
to evaluate the antimicrobial effect and
allelochemical effects of 3-methyl-2-
pentafluoroethylchromone thanks to
the evaluation of the in vitro
antimicrobial potential of 3-methyl-2-
pentafluoroethylchromone on
Escherichia coli, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes,
Pseudomonas spp and
Staphylococcus aureus. In addition,
the allelochemical properties
(herbicides) of 3-methyl-2-
pentafluoroethylchromone in quinoa
seeds (Chenopodium quinoa Willd)
and quinoa weed seeds were
evaluated; Holco (Holcus lanatus) and
Falsa quinua (Chenopodium album).

In the case of germination, the
allelochemical effects of the
compound (A) of the seeds of false
quinoa (C. album) and holco (H.
lanatus), and seeds of quinoa (C.
guinoa) were determined, this thanks
to the fact that measured the radicle of
each seed and determined the
percentage of germination. Solutions
of 2,209 mM, 1045 mM, 0.5522 mM
and 0.02209 mM were used against a
blank.

To determine the antimicrobial activity,
the length of the inhibition halo was
measured, using as a standard
gentamicin (10 pg / ml) and three
concentration levels, 10 ug / ml, 0.33
Mg / ml and 0.166 pg / ml in the three
compounds.

As a result of the germination, it was
observed that the concentration levels
used do not show a considerable




inhibition effect. Likewise, a similar
influence of compound A was
observed, in the% of germination and
root growth (mm) of false quinoa and
holco, being statistically equal.

The halo inhibition of B with a
concentration of 016 pg / ml,
compared to the standard gentamicin
(10 pg / ml) showed an antimicrobial
effect in two of the five bacteria
analyzed. At an approximately 60-fold
lower concentration an antimicrobial
effect was observed in E. coli and
Salmonella spp. Bacteria, which
generally cause contamination by
contact in food.

KEYWORDS | Chromones, haloalkylchromones,
allelopathy, antibiogram.
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto antimicrobiano y efectos
aleloguimicos de 3-metil-2-pentafluoroetiicromona gracias a la evaluacion del
potencial antimicrobiano in vitro de 3-metil-2-pentafluoroetilcromona sobre
Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Pseudomonas spp
y Staphylococcus aureus. Ademas se evaluo las propiedades aleloquimicas
(herbicidas) de 3-metil-2-pentafluoroetiicromona en semillas de quinua
(Chenopodium quinoa Willd) y semillas de malezas de quinua; Holco (Holcus
lanatus) y Falsa quinua (Chenopodium album).

En el caso de la germinacion se determiné los efectos aleloquimicos del
compuesto (A) de las semillas de falsa quinua (C. album) y holco (H. lanatus),
y semillas de quinua (C. quinoa), esto gracias a que se midio la radicula de
cada semilla y se determiné el porcentaje de germinacion. Se utilizaron,
soluciones de 2.209 mM, 1045 mM, 0.5522 mM y 0.02209 mM frente a un
blanco.

Para determinar la actividad antimicrobiana se midio la longitud del halo de
inhibicion, utilizando como estandar gentamicina (10ug/ml) y tres niveles de
concentracion, 10 pug/ml, 0.33 ug/mly 0.166 pg/ml en los tres compuestos.

Como resultado de la germinacion se observd que los niveles de
concentracion utilizados no presentan un efecto de inhibicion considerable.
Asimismo, se observé una influencia similar del compuesto A, en el % de
germinacion y crecimiento radicular (mm) de falsa quinua y holco, resultando
estadisticamente iguales.

El halo de inhibicién de B con una concentracién de 0.16 pg/ml, comparado
con el estdndar gentamicina (10 pg/ml) presenté un efecto antimicrobiano en
dos de las cinco bacterias analizadas. A una concentracion aproximadamente
60 veces inferior se observo un efecto antimicrobiano en las bacterias E. coli
y Salmonella spp, que generalmente causan contaminacién por contacto en
alimentos.

Palabras claves: Cromonas, haloalquilcromonas, alelopatia, antibiograma.



ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the antimicrobial effect and
allelochemical effects of 3-methyl-2-pentafluoroethylchromone thanks to the
evaluation of the in vitro antimicrobial potential of 3-methyl-2-
pentafluoroethylchromone on Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Pseudomonas spp and Staphylococcus aureus. In addition,
the allelochemical properties (herbicides) of 3-methyl-2-
pentafluoroethylchromone in quinoa seeds (Chenopodium quinoa Willd) and
quinoa weed seeds were evaluated; Holco (Holcus lanatus) and Falsa quinua
(Chenopodium album).

In the case of germination, the allelochemical effects of the compound (A) of
the seeds of false quinoa (C. album) and holco (H. lanatus), and seeds of
quinoa (C. quinoa) were determined, this thanks to the fact that measured the
radicle of each seed and determined the percentage of germination. Solutions
of 2,209 mM, 1045 mM, 0.5522 mM and 0.02209 mM were used against a
blank.

To determine the antimicrobial activity, the length of the inhibition halo was
measured, using as a standard gentamicin (10 ug/ ml) and three concentration
levels, 10 ug/ ml, 0.33 ug/ mland 0.166 pg / ml in the three compounds.

As a result of the germination, it was observed that the concentration levels
used do not show a considerable inhibition effect. Likewise, a similar influence
of compound A was observed, in the% of germination and root growth (mm) of
false quinoa and holco, being statistically equal.

The halo inhibition of B with a concentration of 0.16 ug / ml, compared to the
standard gentamicin (10 ug / ml) showed an antimicrobial effect in two of the
five bacteria analyzed. At an approximately 60-fold lower concentration an
antimicrobial effect was observed in E. coli and Salmonella spp. Bacteria,
which generally cause contamination by contact in food.

Keywords: Chromones, haloalkylchromones, allelopathy, antibiogram.
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1. INTRODUCCION

La quinua forma parte de la historia cultural de Ecuador desde la época
aborigen, pueblos originarios como los cafaris los utilizaban en su dieta diaria
resultando inclusive un alimento importante para los colonizadores que a
finales del siglo XVI, la seguian consumiendo. Asimismo, registros de esta
época (1605) mencionan que los indigenas ambatefios tenian como su
principal actividad el labrado de tierra en donde cosechaban productos
andinos como el maiz, frijoles y quinua (Peralta, 2009).

En cuanto, a la produccion de quinua en Ecuador, se siembra y cosecha en
zonas andinas, como las provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi,
Chimborazo y Loja. Ademas, especies de grano chico y también amargo son
cosechadas en Latacunga, Ambato, Riobamba y Cuenca (Peralta, 2009).

Respecto a las caracteristicas nutricionales, la quinua es un pseudocereal con
un valor proteico elevado entre un 14 y 20 % comparable incluso con proteinas
de origen animal, superando a la soya y el chocho ampliamente consumidos
en la dieta de la zona andina del pais. Asimismo, la quinua presenta
cantidades importantes de minerales como el calcio, hierro y fésforo. Inclusive,
aprovechando las hojas que son consumidas en algunos paises como
verduras (Peralta, 1985).

La quinua es capaz de adaptarse a diferentes pisos agroecoldgicos, climas
desérticos, calurosos y secos, su crecimiento puede darse en humedades
relativas de 40 a 88 % y ademas soporta temperaturas desde -4 °C hasta 38
°C. Se considera una planta eficiente ya que optimiza el uso del agua, siendo
resistente a la falta de humedad del suelo (Bojanic, 2011).

Ecuador es considerado como uno de los pioneros en produccion y
exportacion de quinua. En 2009 la produccion de este cereal se capitalizaba
por Peru y Bolivia con 78.000 t producidas y un aporte de 746 t de Ecuador
para consumo interno y exportacion generando un ingreso de $ 557mil para
el pais. El Anexo 6 muestra la distribucion de quinua en América Latina
(Bohorquez et al., 2009).

La demanda de este cereal en Ecuador incremento en recientes afios, debido
a que se implemento el Programa Mundial de Alimentos de las Naciones
Unidas incluyendo a la quinua como parte de la dieta escolar (Jacobsen &
Sherwood, 2002).

Por otra parte, cualquier tipo de cultivos indeseables, generalmente llamadas
malezas disminuyen la produccién. En el caso de la quinua, malezas como

4



Holco y Falsa quinua disminuyen el nivel de produccién de cultivos de quinua
hasta en un 10 %. La presencia de estas especies indeseadas no resulta
favorable en el desarrollo de la planta, donde la competencia afecta
principalmente el correcto desarrollo radicular (Hernandez, 2015).

Asi como existen microorganismos responsables del cambio deseado de un
alimento como microorganismos fermentadores, existen aquellos que son
responsables de las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA). Las
ETA se producen por la ingesta de alimentos o bebidas contaminados con
microorganismos, entre las bacterias comunmente conocidas encontramos a
especies de los géneros Campylobacter y Salmonella, asi como cepas de
0157:H7 de la enterobacteria Escherichia coli (Flores & Herrera, 2005).

En la actualidad una gran variedad de sustancias naturales o moléculas
obtenidas por sintesis, son investigadas para ser utilizadas como potenciales
moléculas con efecto antimicrobiano. De estas, una pequefa cantidad de
moléculas con potencial actividad biologica, llega a la fase de desarrollo y se
convierte en un farmaco que serd utilizado para tratar una enfermedad. Por
otra parte, existen algunos tipos de microorganismos patdgenos como Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Streptococcus suis, Campylobacter jejuni,
Pseudomonas spp, Straphylococcus aureus y Bacillus cereus entre otros, que
muestran cierta resistencia a sustancias de desinfeccibn comdnmente usadas
como el hipoclorito de sodio (NaOCIl) empleado como antiséptico frente a
ciertos microorganismos (Carballo Guerra et al., 2002). Las caracteristicas de
resistencia a los desinfectantes transcurre por la formacién de biopeliculas,
qgue vuelven a los microorganismos dificiles de erradicar (Vanegas et al.,
2009).

Particularmente, el area de produccién de alimentos adolece del efecto de
bacterias causantes de enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA). Estas
bacterias revisten importancia debido a su patogenicidad, y ademas resultan
tolerantes o resistentes a sustancias de desinfeccion con moléculas bioactivas
(Basile et al., 2000).

La resistencia de algunas bacterias se ha convertido en un problema de salud
publica, debido a que, desde el descubrimiento de los primeros antibiéticos,
algunos microorganismos han sido capaces de evadir su accién. Un ejemplo
de bacteria que muestra evolucion en su resistencia a través de los afios es
Staphylococcus aureus, que en 1946 presentaba la mayoria de sus cepas
sensibles a la penicilina. Sin embargo, en la actualidad casi todas las cepas
hospitalarias presentan resistencia a antibiéticos de amplio espectro como la
bencilpenicilina, meticilina, gentaminicina o vancomicina (Cabrera, et al.
2007).



Por otra parte, el uso no controlado de sustancias como antibiéticos en la
agricultura y acuacultura ha ocasionado que restos de estas sustancias estén
presentes en la carne de los animales y plantas, exponiendo a los
consumidores a un contacto residual con diversos farmacos, lo cual
incrementa la probabilidad de resistencia de las bacterias. La resistencia que
presentan ciertas bacterias puede deberse a algunas variables como son las
propiedades naturales de un organismo (intrinseca), propiedad por mutacion
o0 adquisicion de plasmidos (autorreplicacion ADN extracromosOmico), o
también propiedad de transposones (cromosomal o integrado en plasmidos,
ADN transmisibles o secuencia de ADN que puede moverse de manera
autosuficiente a diferentes partes del genoma de una célula) (Cabrera, et al.
2007).

El método que se utiliza para reconocer la sensibilidad bacteriana ante
antibioticos es el antibiograma, técnica que consisten en depositar en la
superficie de agar de una placa Petri previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel secante impregnados con los diferentes
antibioticos (Picazo, 2000).

El antibiograma tiene como parte de su proceso el uso de un estandar de
McFarland, que es una suspension de sulfato de bario que permiten comparar
la turbidez bacteriana (densidad) de manera visual. El estandar de McFarland
es equivalente a una suspension bacteriana que contiene entre 1 x 108y 2 x
108 UFC/ml de E. coli (Hudzicki, 2009).

Las plantas han co-evolucionado exponiéndose a factores biéticos y abidticos
que a lo largo de los afios han generado una presion de seleccion evolutiva
provocando un correcto desarrollo de vegetacion y cumpliendo procesos de
sintesis que acumularon una variedad de metabolitos secundarios
responsables de las interacciones complejas entre organismos vivos. Entre
estos metabolitos secundarios existen sustancias producidas por las plantas,
gue se consideran compuestos aleloquimicos (Sampietro, 2001).

Sampietro (2001), define a la alelopatia como “los efectos perjudiciales o
benéficos que son directa o indirectamente el resultado de la accion de
compuestos quimicos que, liberados por una planta, ejercen su accién en
otra”.

Las cromonas son compuestos heterocicliclos oxigenados y se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza especificamente en plantas. El
nacleo estructural es un biciclico formado por un anillo benceno y 4-pirano. El
mismo, presenta caracteristicas estructurales relevantes en el andamiaje y
descubrimiento de farmacos, agroquimicos o como precursores de nuevos



materiales (Alcivar, et al. 2015). El Anexo 1, muestra el ndcleo cromona
numerado y las nuevas estructuras estudiadas en la presente tesis.

Las nuevas moléculas estudiadas, 3-metil-2-pentafluoroetiicromona (A), 1-etil-
3-(2-trifluorometilcromon-3-il)  metil tiourea (B) y 1.1-bis- (2-
trifluorometilcromon-3-il) metil urea (C), presentan grupos pentafluoroetil [-
CF2CF3], tiourea [R-NHC(S)NHR’] y urea [R-N(R’)C(O)NHz] como
sustituyentes distintivos en el anillo cromona, respectivamente (Alcivar, et al.
2015).

Estos nuevos compuestos se caracterizaron y estudiaron completamente, por
técnicas de Espectroscopia electronica UV-Visible, Espectroscopia infrarroja
y Raman, Espectroscopia de masas, Espectroscopia de resonancia
magnética nuclear y Difraccion de rayos X (Alcivar, et al. 2015).

Como caracteristica distintiva, los compuestos A, B y C presentan como
sustituto del anillo cromona atomos de fluor. Las caracteristicas que brindan
los atomos de flaor, como la alta electronegatividad y el pequefio tamafio del
fldor, asi como su reactividad quimica muy diferente con respecto al
hidrogeno, le confieren mejores propiedades farmacocinéticas y de
liposolubilidad, que son valoradas por la industria farmacéutica y que mejoran
variadas propiedades biologicas (Martinez, s.f). El Anexo 1, ilustra algunas
moléculas con sustituyentes trifluorometilo y atomos de fluor y sus
propiedades farmacologicas.

Investigaciones que han aportado el desarrollo de este estudio muestran los
efectos de alelopatia por el uso de extractos de especies de leguminosas haba
(Vicia faba L.) y calliandra (Calliandra carbonaria), en semillas de dos
malezas, Chenopodium album L. (falsa quinua) y Holcus lanatus L. (Holco) y
en semillas de quinua (Chenopodium quinoa Willd), este efecto varia
dependiendo del 6rgano vegetativo de la planta del que se obtuvo el extracto
y del tipo de semilla en los que se probaron los extractos (Hernandez, 2015).

El mezquite (Prosopis juliflora) es una planta abundante en muchas regiones
aridas de América y con frecuencia constituyen el Unico elemento arbéreo de
vegetacion, su extracto fue usado para el estudio de efectos alelopaticos
dejando como resultado la afectacién de la germinacién de Amaranto
(Amaranthus hypochondriacus), suponiendo gue no es una buena alternativa
en este escenario, por otro lado es una buena alternativa para acelerar
germinacion de maiz (Zea mays) sin dafiar su calidad, llegando a obtener
plantas mas vigorosas (Vargas, 2013).

Cazon y colaboradores en 2002 realizaron la comparacion del efecto fitotoxico
de aleloquimicos de Baccharis boliviensis (Asteraceae) en la germinacion
de Trichocereus pasacana (Cactaceae), dando como resultado que el efecto



inhibidor solo se present6 en el extracto cloroférmico, lo que puede deberse a
un efecto sinérgico de los compuestos contenidos en este extracto. Este
estudié concluyé en que el &cido ferralico es aquel que posee el efecto
inhibidor y ademas los autores sugieren que estos compuestos podrian ser
desarrollados como herbicidas naturales o bien como estimulantes del
crecimiento.

Las quinolonas constituyen un grupo de antimicrobianos que derivan de una
molécula basica formada por una doble estructura de anillo, contiene un
residuo N en la posicion uno y acttan inhibiendo el ADN girasa, enzima que
cataliza el superenrrollamiento del ADN cromosémico que asegura una
adecuada division celular. Diferentes sustituciones, abarcando la inclusion de
residuos de fluor, han derivado desde el Acido Nalidixico hasta las quinolonas
fluoradas o de "segunda generacion" (Quintana, 2013).

Campylobacter spp es una bacteria capaz de causar diarreas en el hombre.
La infeccidén en el hombre se produce principalmente a través de alimentos,
sobre todo de pollos. En Holanda se observé entre 1982 y 1989 un incremento
notable de la resistencia a fluoroquinolonas en estas bacterias tanto aisladas
de pollos (de 0 a 14 %) como de humanos (de 0 a 11 %). Aunque es dificil
demostrar la transferencia de bacterias resistentes a antimicrobianos desde
los animales al hombre, el amplio uso de fluoroquinolonas en pollos (utilizadas
en el agua de forma profilactica) y la casi exclusiva ruta de transmision de
Campylobacter spp de pollos al hombre sugiere que dicha resistencia es
debida al uso de enrofloxacina en los pollos (Orden, 2001).

Algunas estirpes de E. coli son capaces de producir enfermedades en el
hombre. Dentro de ellas se encuentran los E. coli verotoxigénicos (ECVT) los
cuales producen unas citotoxinas denominadas verotoxinas y se aislan de
diversas especies animales sobre todo de rumiantes. Dentro de estos ECVT
hay que destacar sobre todo a E. coli 0157, el cual ha originado graves brotes
en todo el mundo. Ademas, los E. coli enteropatogénicos (ECEP) son capaces
de producir diarreas en el hombre y se aislan también de diversas especies
animales. Hasta la fecha se ha investigado la resistencia a quinolonas sobre
todo en E. coli O157 y muy poco en otros ECVT o en los ECEP vy, que
sepamos, no se ha encontrado ninguna cepa de E. coli O157 resistente a
fluoroquinolonas (Orden, 2001).

Por lo tanto la presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto
antimicrobiano y aleloquimico de 3-metil-2-pentafluoroetilcromona. Para
cumplir con el objetivo principal se han establecido los siguientes objetivos
especificos:

Evaluar el efecto inhibitorio en la germinacion y crecimiento de la radicula
utilizando 3-metil-2-pentafluoroetiicromona (A) en semillas de quinua, holco
(maleza) y falsa quinua (maleza). Con la finalidad de contribuir al control de
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malezas y mejorar la produccion de cultivos alimenticios andinos como la
quinua.

Evaluar el potencial antimicrobiano in vitro de tres nuevas moléculas 3-metil-
2-pentafluoroetilcromona (A), 1-etil-3-(2-trifluorometilcromon-3-il) metil tiourea
(B), 1.1-bis- (2-trifluorometilcromon-3-il) metil urea (C) en microorganismos
como Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas spp,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp, causantes de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA).
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2. METODOLOGIA

2.1 PREPARACION DE ESTANDARES DE 3-METIL-2-
PENTAFLUOROETILCROMONA

2.1.1 PREPARACION DE CONCENTRACIONES MOLARES DEL
COMPUESTO (A)

Se pes6 0.0154 g de 3-metil-2-pentafluoroetiicromona (A) en un balén
volumétrico de 100 mly se aforé con metanol. La concentracion obtenida fue
de 2.209 mM (100 %). A partir, de esta solucién patron, se diluyé hasta
conseguir tres concentraciones de 1.1045 mM (50 %), 0.5522 mM (25 %) y
0.02209 mM (1 %). Asimismo, se prepar6 un blanco de metanol.

2.1.2 SOLUBILIDAD

Se solubiliz6 previo al antibiograma, los compuestos 1-etil-3-(2-
trifluorometilcromon-3-il) metil tiourea (B) y 1.1-bis- (2-trifluorometilcromon-3-
il) metil urea (C), utilizando DMSO como disolvente, se pes6 en un balon de
10 ml cantidades de 16 pug y 12 ug, respectivamente. Se utilizé discos de
gentamicina (10 pug/ml) como estandar.

2.2 ENSAYOS PREVIOS AL ANTIBIOGRAMA

2.2.1 PREPARACION DE MEDIOS

La preparacion de medios se la realizé en un mismo dia. Se preparé 200 ml
caldo nutritivo que fueron dispensados en 10 tubos de 20 ml. Luego 300 ml
de solucién salina al 9 % con cloruro de sodio puro que fueron vertidos en 15
tubos, 200 ml de agar standard se agregaron en 10 cajas Petri. Finalmente
500 ml de agar Mueller Hinton fueron dosificadas en 30 cajas Petri.

2.2.2 RESIEMBRA DE LAS CEPAS PURAS

Se tuvieron cinco cepas en estado puro, se procedioé a hacer una resiembra.
Se desinfecto el area de laboratorio a usar. Se esterilizé estas utilizando la
flama de un mechero de Bunsen. Se inoculé la cepa pura de cada bacteria y
se sembro por depdsito en 15 ml de caldo nutritivo. Se dejé incubar a 37 °C.
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2.3 GERMINACION

Las soluciones de 3-metil-2-pentafluoroetiicromona en concentracion 1.1045
mM, 0.5522 mM y 0.02209 mM, fueron dosificadas en cajas Petri que
contenian un disco de papel filtro del mismo diametro interno. Se dejé
evaporar el metanol en una camara de flujo laminar. Este procedimiento busca
impregnar de manera homogénea dosis de diferente concentracién del
compuesto (A) en el papel filtro. En cada caja Petri se agreg6 20 semillas de
falsa quinua (C. album) y Holco (H. lanatus), y semillas de quinua (C. quinoa).
Se utilizaron, soluciones de 2.209 mM, 1.045 mM, 0.5522 mM y 0.02209 mM.
Se agreg6 2.5 ml de agua destilada en cada caja Petri y se introdujeron las
cajas en una germinadora a 25 °Cy 70-80 % de humedad relativa por 7 dias
las semillas de quinua y 14 dias sus malezas, de esta manera se logro
determinar el porcentaje de germinacion de las tres especies de semillas y el
crecimiento radicular.

La camara germinadora marca LabTech Modelo LGC -5201 posee las
siguientes caracteristicas, dimensiones internas: 600 mm x 600 mm x 1200
mm, dimensiones externas: 825 mm x 940 mm x 1965 mm, capacidad: 432
litros posee un rango de temperatura 0 °C a 60 °C, Humedad: Rango 30 % a
98 % de HR y un sistema de evaporacion por ventilador. Este equipo da
condiciones ideales para el proceso de germinacion de semillas. Gracias a
este proceso se logré determinar el porcentaje de germinacion de las tres
especies de semillas y el crecimiento radicular

2.4 ANTIBIOGRAMA

Para identificar el efecto de 3-metil-2-pentafluoroetiicromona en Listeria
monocytogenes (cepa identificada y donada por el Instituto Nacional de
Investigacion de Salud Publica (INSPI) y la Universidad San Francisco de
Quito ), Escherichia coli (25922), Pseudomonas spp (27853), Staphylococcus
aureus (292103) y Salmonella spp (14028) se emplearon las técnicas
descritas en el Protocolo de Prueba para la Difusion de Susceptibilidad de
Disco basado en el método Kirby-Bauer segin Cona en 2002, en donde se
comprobd la sensibilidad bacteriana de estas cepas mediante el depdsito en
la superficie de agar de una placa Petri con agar Mueller Hinton previamente
inoculada con el microorganismo, discos de papel secante impregnados con
el compuesto B y C. Se realiz6 un triplicado de cada cepa inoculada versus
gentamicina. Se incub6 a 37 °C por 24 horas a excepcion de Listeria
monocytogenes que por ser psicrofila se incubd a 25 °C por 24 horas.
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2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Tomando en cuenta las dos variables independientes, concentracion y
especie de semilla, se escogi6é un disefio a x b que permitio el analisis de los
factores % de germinacion y crecimiento radicular (mm), aplicando la prueba
de Tukey con un nivel de confianza de 95% gracias al programa Statgraphics.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 GERMINACION

3.1.1 RESULTADO DE CRECIMIENTO RADICULAR (mm)
La Figura 1 muestra el resultado de crecimiento radicular (mm) de las semillas

de quinua, falsa quinua y holco. Asimismo las cuatro concentraciones
estudiadas y el blanco.
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Figura 1. Resultado del crecimiento radicular de quinua, falsa quinua y holco en cuatro
concentraciones y un blanco. El andlisis estadistico muestra un valor de (p > 0.05), Tukey=
0.3055 en la interaccion.

El Anexo 5 y 6 muestran el analisis estadistico con respecto al crecimiento
radicular y porcentaje de germinacién en donde se demuestra que no existe
diferencia significativa entre la especie de semilla y las concentraciones
aplicadas.

El compuesto A (3-metil-2-pentafluoroetilcromona), utilizado para estudiar el
efecto aleloquimico presenta el nucleo estructural cromona, y una porcion
aromatica que se encuentra presente en una gran cantidad de agentes
alelopéticos, siendo representativos, los fenoles, derivados del acido
benzoico, derivados del acido cinamico, quinonas, cumarinas, flavonoides y
taninos, la germinacion de la quinua podria no presentar efectos ante esta
estructura debido a que se diluyo previamente con un compuesto organico de
caracteristicas volatiles como es el metanol (Guerra, 2014).
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El efecto en el crecimiento segun Guerra y colaboradores (2014) se debe a
un mecanismo secundario del modo de accion de los inhibidores alelopaticos,
que tienen relacion directa con la interferencia en el crecimiento y germinacion
de las plantas. Estos modos o mecanismos de accion de dichos compuestos
quimicos estan involucrados por ejemplo con el caso de uno de los grupos
importantes de herbicidas, las acetanilidas, que actidan directamente en la
sintesis de proteinas de las especies susceptibles a este fendbmeno, entonces
podriamos decir que el compuesto A no posee estos mecanismos de accion
inhibitoria (Zamorano, 2006).

3.1.2 RESULTADO DEL PORCENTAJE DE GERMINACION

La Figura 2, corresponde al resultado del porcentaje (%) de germinacion de
las semillas de quinua, falsa quinua y holco aplicadas las cuatro
concentraciones a estudiar, comparadas con un blanco.
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Figura 2. Resultado del porcentaje (%) de germinacion de quinua, falsa quinua y holco en
cuatro concentraciones y un blanco. El andlisis estadistico muestra un valor de (p < 0.05),
Tukey= 0.1021 para la interaccion.

El compuesto A no tuvo un importante efecto sobre el porcentaje de
germinacion de la quinua y sus malezas, y esto posiblemente se deberia a
que el compuesto posee un alto peso molecular y gracias a que no se
encuentra de forma natural en el sistema de estas plantas, no presenta un
efecto en el ritmo de biosintesis, almacenamiento y degradacion de los tejidos
de la quinua y sus malezas (Sampietro, 2001).
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Los efectos de germinacién con respecto al blanco reflejan que el compuesto
no interviene en el correcto desarrollo de estas semillas. No se puede
descartar que el método utilizado sea efectivo para este ensayo, ya que el
compuesto podria haber perdido las caracteristicas de inhibicion que poseen
los alcoholes fendlicos considerados como fuertes inhibidores de los procesos
enzimaticos en la naturaleza de las plantas, en el momento de la evaporacion
con metanol en placas (Montes-Belmont, 2009).

Cabe recalcar la diferencia entre germinacién y crecimiento radicular en
plantas, en donde se entiende que una semilla germinada es aquella cuya raiz
se ha desarrollado, es decir, desde el brote de la radicula, mientras que el
crecimiento depende del aumento gradual del tamafio, en este estudio la
germinacion de las tres especies de semillas fue exitosa, con una ventaja muy
clara de la quinua respecto a sus competidoras gracias a sus caracteristicas
de viabilidad fisica y esto podria deberse a la correcta recoleccion de las
semillas realizada en el INIAP (Cardona & Salazar, 2012).

3.2 ANTIBIOGRAMA

Esta investigacion mostr6 que no existe efecto antimicrobiano de los
compuestos A y C en ninguna de las bacterias estudiadas. Pseudomona spp
resulté resistente al compuesto A, B y C en las tres concentraciones
estudiadas, al igual que Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus.
Solamente, el compuesto B mostré actividad antimicrobiana, en contra de E.
coli y Salmonella spp.

La Figura 3, muestra la distancia (mm) de halo de inhibicion de 1-etil-3-(2-
trifluorometilcromon-3-il) metil tiourea (B) a una concentracion de 0.16 ug/ml,
comparado con el estandar gentamicina (10 pg/ml).
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Figura 3. Resultado de antibiograma gentamicina versus 1-etil-3-(2-trifluorometilcromon-3-il)
metil tiourea
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El compuesto B presentd un efecto antimicrobiano en dos de las cinco
bacterias analizadas (E. coli y salmonella spp) a una concentracion
aproximadamente 60 veces inferior, respecto al estandar gentamicina.
Tomando en cuenta, la resistencia de E. coli a ampicilina, cefalosporinas de
primera generacion y cotrimoxazol, asimismo sensibilidad a ciprofloxacina y
fluorquinolonas, el compuesto B presenta una actividad antimicrobiana
relevante (Sangrador, et al. 2005). El Anexo 3 muestra el resultado del efecto
de inhibicién del compuesto B en E. coli.

La resistencia de Salmonella spp se da en antibidticos betalactdmicos,
incluyendo derivados de la penicilina, cefalosporinas, monobactamicos,
carbacefem, carbapenems e inhibidores de la betalactamasa, los mismos que
comunmente son utilizados en diversos tratamientos infecciosos. El
compuesto B presentd actividad en contra de Salmonella spp que
generalmente es responsable de la contaminacion en alimentos. El efecto de
inhibicion que se observd en estas bacterias podria deberse a que el
compuesto B presenta un grupo trifluorometilo (-CF3) en su estructura, siendo
conocidos los efectos que producen la introduccion de atomos de flior, como
en los observados en fluoroquinolonas (Leyva & Leyva, 2008). El Anexo 4
muestra el resultado del efecto de inhibicion del compuesto B en Salmonella

Spp.

Asimismo, en las demas bacterias donde no se observé actividad
antimicrobina, la literatura revisada menciona los siguientes aspectos
respecto a la resistencia microbiana.

En el caso de Pseudomonas spp al presentar capsula, posee un medio de
defensa y de proteccién que inhibe la accién bactericida de los algunos
antibidticos, pero es sensible a Gentamicina, Amikacina, Carbenicilina y
Tobramicina. Los compuestos estudiados A, B y C que presentan el anillo
estructural cromona podrian no poseer caracteristicas estructurales para
inhibir el proceso de desarrollo de la bacteria (Molina & Uribarren, 2018).

L. monocytogenes es resistente a los mecanismos bactericidas de muchos
antibioticos, porque es intracelular (estilo de vida de esta bacteria para usar
proteinas que degradan la membrana fagosomal, proliferando posteriormente
en el citosol de la célula infectada) y usa este mecanismo para multiplicarse y
protegerse de los antibiéticos que se encuentran en el fluido extracelular; por
ende se considera que solo pocos agentes fisicos o quimicos pueden
penetrar, almacenar y llegar al citosol de las células que hospedan este
microorganismo (Villalobos & Martinez, 2006).

Los aminoglicésidos son antibidticos bactericidas que detienen el desarrollo
microbiano actuando directamente en el ribosoma, se registra su resistencia
entre 10 y 35 %, tomando gentamicina como el valor mas alto. La resistencia
se debe a que estos antimicrobianos son sintetizados por medio de

18



acetilacion, adenilacion o fosforilacion lo que dificulta que se unan de forma
adecuada a los ribosomas de la célula y desde alli se impida la biosintesis
normal de proteinas de Staphylococcus aureus. Los procesos de sintesis del
compuesto A, B y C son acilacidon y enolizacién pudiendo tener un mismo
mecanismo de accion limitado. A esta caracteristica se le podria atribuir la
resistencia de esta bacteria en los diferentes niveles de concentracion y la
actividad bacteriana no observada (Mamani, et al. 2006).

El comportamiento de las bacterias frente a las concentraciones altas de los
compuestos A, B y C, en las cuales no se observo actividad antimicrobiana,
podrian deberse a mutaciones deficientes en sistemas autoliticos.
Posiblemente, se reduce la seleccion de subpoblaciones por el incremento de
la dosis del antibiético, buscando que se supere las concentraciones minimas
inhibitorias y cuando se sospecha la existencia de ésta es necesario prolongar
el tiempo de duracién del tratamiento (Sauceda, 2011).
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4.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

De acuerdo con los datos obtenidos en esta investigacion, se pudo
determinar la capacidad que posee el compuesto B (1-etil-3-(2-
trifluorometilcromon-3-il) metil tiourea), para actuar como un inhibidor de
bacterias patdgenas como Escherichia coli y Salmonella spp, causantes
de enfermedades transmitidas por alimentos, que crean problemas de
salud publica.

El compuesto A (3-metil-2-pentafluoretiicromona) no mostré un efecto de
aleloquimico en las semillas de falsa quinua (C. album), holco (H. lanatus)
y semillas de quinua (C. quinoa), a pesar de haberse utilizado diversos
niveles de concentracion y condiciones de germinacion ideales. El
tratamiento estadistico de los datos no evidencido una diferencia de
germinacién en ninguna concentracion, con respecto al blanco.

Se observé una mayor viabilidad en el crecimiento radicular de las semillas
de quinua, respecto a las semillas de malezas. Este resultado podria
deberse a la correcta recoleccion de las semillas, realizada en el INIAP,
debido a que estas recibieron un tratamiento y condiciones ideales de
recoleccion, mientras que las malezas se encuentran de forma original en
la naturaleza como competidoras y muchas veces son mas resistentes que
la planta ideal.

Los compuesto estudiados poseen un grupo trifluorometilo (-CFs) en su
estructura, siendo conocidos los efectos que produce la introduccién de
atomos de fluor en algunos farmacos para la formacién de antibiéticos y al
que podriamos atribuir el efecto de inhibicibn de crecimiento de
Escherichia coli y Salmonella spp frente al compuesto B 1-etil-3-(2-
trifluorometilcromon-3-il) metil tiourea).
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4.2 RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar un estudio de la solubilidad de los compuestos A, B y
C para mejorar la interacciéon de las semillas con los compuestos
estudiados. Se debe considerar que determinados solventes pueden inferir
en la inhibicién de la germinacion de diversas especies. En el presente
estudio se realiz6 pruebas de solubilidad utilizando DMSO como disolvente
para los ensayos de germinacion. Sin embargo, se observé inhibicion del
crecimiento radicular en las semillas blanco donde se utilizo DMSO.

Uno de los puntos importantes, a tomar en cuenta para el desarrollo
adecuado del ensayo de germinacion es obtener semillas que se
encuentren en condiciones de viabilidad fisica (estructura, color, tamafo)
y por otra parte, tener el acondicionamiento apropiado de temperatura,
humedad relativa y luz, siendo recomendable utilizar una camara
germinadora.

Pruebas iniciales del antibiograma fueron desarrolladas con gentamicina
de 10 pug y amoxicilina de 25 pg, pero se evidencié que el segundo
antibiotico a pesar de su alta concentracion no tiene efecto en algunas de
las cepas usadas, probablemente por efectos de resistencia, por lo que se
sugiere que se utilice gentamicina en futuras investigaciones relacionadas.

Se sugiere realizar estudios de toxicidad del compuesto B, en vista de que
se demostré que pueden ser inhibidores de crecimiento de bacterias como
E. coli y Salmonella spp. Mismas que producen contaminacién por
contacto en alimentos, siendo bacterias comunes que producen problemas
de salud publica.
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6. ANEXOS



ANEXO | ESTRUCTURAS QUIMICAS DE LOS
COMPUESTOS A, B Y C, ESTUDIADAS EN LA
PRESENTE TESIS (Alcivar, et al. 2015)

O
5 4all4
3

7 2
8aO
8 %%

Estructura del ntcleo cromona

6

o) O 3 5
3 _CH 3
CE™ |
0”2 CF,CF3 0“2 CF3
Compuesto (A) Compuesto (B)

Compuesto (C)




ANEXO Il EJEMPLO DE MOLECULAS QUE
PRESENTA ATOMOS DE FLUOR EN SU
ESTRUCTURA Y SUS ACTIVIDADES
FARMACOLOGICAS (Alcivar, et al. 2015)
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ANEXO Ill RESULTADO DEL EFECTO DE INHIBICION
DEL COMPUESTO B EN Escherichia coli

31



ANEXO IV RESULTADO DEL EFECTO DE INHIBICION
DEL COMPUESTO B EN Salmonella spp
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ANEXO V ANAL!SIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
DE GERMINACION EN LAS SEMILLAS DE QUINUA,
FALSA QUINUA Y HOLCO

ANOVA Multifactorial - GERMINACION (%)

Variable dependiente: GERMINACION (%)

Factores: ESPECIE DE SEMILLA Y CONCENTRACION

Numero de casos completos: 45

Analisis de Varianza para GERMINACION (%) - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cusdrade Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES

AESPECIE DE SEMILLA 10821.1 2 341036 73,50 (,0000
B:CONCENTRACION 113,333 4 283333 040 (.8103
INTERACCIONES

AB 107333 ] 134,167 1,87 01022
RESIDUQS 21500 30 | 71,6667

TOTAL (CORREGIDO) 14157 8 44

Todas las razones-F =2 baszan en el cuadrado medio del error residual

Pruehas de Multiple Rangos para GERMINACTION (%) por ESPECIE DE SEMILLA

Metodo: 930 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significat

iva.

ESPECIE DE SEMILILA Casos |MedialS |Sigmall |Grupes Homogéneos
A2 13 64,6667 218581 X

A3 15 67.0 218581 |[x

Al 13 08,6667 218381 X

Contraste | 8ig. | Diferencia |+~ Limites

Al-A2 * 340 762244

Al-A3 # 31,6667 762244

A2-A3 -2.33333 162244
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Tahbla de Medias por Minimos Cuadrados para GERMINACION (%) con intervalos de confianza del 95,0%

Error Limite Limite
Nivel Casos | Media Est Inferior | Superior
MEDIA GLOBAL 43 76,7778
ESPECIE DE SEMILLA
Al 15 08 6667 (218581 |942026 |1035.131
Al 15 64,6667 (218581 |602026 |69.1307
A3 15 67.0 218381 |62.336 71464
CONCENTEACION
ch 9 772222 (282187 |714392 | 829833
Cl 9 744444 (282187 |68,6314 80,2073
C2 9 11,171 282187 |72.,0147 |83.5408
C3 9 75,5356 [2.82187 |49,7023 |813186
C4 o 78,8880 [282187 |731258 |846510
ESPECIE DE SEMILLA por CONCENTEACION
ALCO 3 100.0 488763 |90.0181 |109.932
AlCL 3 100.0 488763 |90.0181 |109.932
AlC2 3 06,6667 (488763 |86,6348 |106.640
ALCS 3 100.0 488763 |90.0181 |109.982
AlC4 3 06,6667 (488763 |86,6348 |106.649
A2.C0 3 60.0 488763 |30.0181 |69.981%
A2C1 3 35.0 488763 450181 |649810
A0 3 66.6667 [4.88763 |36.6348 |76.6486
A2.C3 3 716667 (488763 |61,6348 |316486
A2C4 3 70,0 488763 |600181 |79981%
A3CO 3 716667 (488763 |61,6348 |316436
A3C 3 68,3333 [4.88763 |383314 |733132
A3C2 3 70,0 488763 |60.0181 |79981%
A3C3 3 35,0 488763 |450181 |64.981%
A3C4 3 70,0 488763 |60.0181 |79981%

Pruebas de Miltiple Rangos para GERMINACION (%) por CONCENTRACION

hgtodo: 93,0 porcentaje Tukey HSD
CONCENTRACION Casos |Media L5 |Sigmall |Grupos Homogéneos

C1 9 744444 282187 |X
C3 9 15,3356 282187 |
Cco 9 772222 282187 |x
C2 g 17,777 282187  |X
Cc4 o 78,3889 282187 |X




GERMINACION (%)

Contraste | Sig | Diferencia |+~ Limites
C0-C1 277778 11,5774
Co-C2 -0.3555336 11,5774
Co-C3 166667 11,5774
CO-C4 -1.66667 11,5774
C1-C2 -3,33333 11,5774
C1-C3 -1,11111 11,5774
Cl-C4 il 11,5774
Cl-C3 22221 11,5774
Cl-C4 -1,11111 11,5774
C3-C4 -3,33333 11,5774

* indica una diferencia sipnificativa.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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ANEXO VI ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

DE CRECIMIENTO RADICULAR EN LAS SEMILLAS

DE QUINUA, FALSA QUINUA Y HOLCO

ANOVA Multifactorial - CRECIMIENTO RADICULAR (mm)

Variable dependiente: CRECIMIENTO RADICULAR (mm)

Factores: ESPECIE DE SEMILLA Y CONCENTRACION

Tahbla de Medias por Minimos Cuadrados para CRECIMIENTOQ EADICULAR {mm) con intervalos de confianza del 95,0%

Error Limite Limite
Nivel Casos | Media Est. Inferior | Superior
MEDIA GLOBAL 43 27,5089
ESPECIE DE SEMILLA
Al 13 36,5767 |1.80610 |323041 |402492
A2 13 234 180619 (2135275 |202723
A3 13 20,75 180619 [16,3775 |24,6223
CONCENTEACION
ch L 324778 |2.44797 274783 374772
C1 L 243667 |2.44797 [19.3672 |293661
C2 L 272167 244797 (222172 |5322161
C3 o 231833 |2.44797 [20,183% |30,1828
C4 o 283 244797 (235006 |332004
ESPECIE DE SEMILLA por CONCENTRACION
ALCD 3 3943 424001 30,7907 |48,1003
AlLCT 3 206167 424001 [20,9574 382739
ALC2 3 317667 [424001 [23,1074 404239
ALCS 3 397167 424001 [310574 |483739
ALCY 3 41,3333 424001 [32,6741 |49.9026
A2.C0 3 330667 [424001 [233074 426239
A2C1 3 202333 424001 [11.3741 |28,8926
A2C2 3 283 424001 (20,6407 |37,9393
A2C3 3 19,3667 424001 |10.9074 282239
A2C4 3 239333 |424001 |152741 32,5926
A3.C0 3 240167 |424001 |13.3574 |32.6739
A3C1 3 2325 424001 (143807 |51.9003
A3C2 3 20,5833 424001 |119241 |282426
A3C3 3 162667 424001 |7.6074 |249239
A3C4 3 19,6333 [424001 [100741 282026
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Pruebas de Miiltiple Rangos para CRECIMIENTO RADICULAR (mm) por ESPECIE DE SEMILLA

higtede: 93,0 porcentaje LSD

ESPECIE DE SEMILLA Casos |Media LS |Sigmals |Grupos Homogéneos
A3 15 20,73 1.39619 |X

A2 15 254 1.89619 |X

Al 15 36,3767 1,80610 X

Confraste | Sig. | Diferencia |+~ Limites

Al-A2 i 10,9767 5.4766
Al-A3 * 15,6267 54766
A2 - A3 4.63 54766
* indica una diferencia sipnificativa.

Pruebas de Miltiple Rangos para CRECIMIENTO RADICULAR (mm) por CONCENTRACION
Metodo: 93,0 porcentaje Tukey HSD

CONCENTRACION Casos |Medials |Sigmall |Grupos Homogéneos
Cl1 9 24,3667 244797 |

C3 9 23,1833 244797 |

C2 9 272167 244797 [X

C4 9 283 244797 |

co 9 324778 244797 [

Contraste | Sig. | Diferencia |+~ Limites

Co-Cl1 8.11111 10,0434

Co-C2 326111 10,0434

CO-C3 720444 10,0434

Co-C4 417773 10,0434

Cl-C2 -2.83 10,0434

C1-C3 -0,816667 | 10,0434

Cl-C4 -3,93333 10,0434

C2-C3 203333 10,0434

Cl-C4 -1,08333 10,0434

C3i-C4 -3,11667 10,0434

* indica una diferencia sipnificativa.




Pruehas de Miltiple Rangos para CRECIMIENTO RADICULAR (mm) por ESPECIE DE SEMILLA

Metodo: 93,0 porcentaje Tukey HSD

ESPECIE DE SEMILLA Casos |MedialS |Sigmall |Grupos Homogéneos
A3 15 20,75 139619 |X

A2 15 254 139619 |X

Al 15 36,3767 130610 X

Contraste | Sig. | Diferencia | =/~ Limites

Al-A2 ® 10,9767 661246

Al-A3 ® 15,6267 661246

A2-A3 4.65 661246

* indica una diferencia sipnificativa.

Analisis de Varianza para CRECIMIENTO EADICULAR (mm) - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cundrados |G | Cuadrads Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES

AESPECIE DE SEMILLA 193151 2 063,736 1791 0,000
B:CONCENTEACION 366,146 4 01,5363 1,70 01767
INTEEACCIONES

AR 339513 3 674392 1,25 03053
RESIDUOS 1617 90 30 |53933

TOTAL (CORREGIDO) 443316 44

Todas las razones-F s2 basan en el cuadrado medio del error residual

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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ANEXO VII DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA
PRODUCCION DE QUINUA EN AMERICA LATINA
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ANEXO VIII CLASIFICACION BOTANICA DE FALSA
QUINUA (Chenopodium album L.)

Descripcién Especie Planta

Reino: Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Subfamilia: Chenopodioideae
Género: Chenopodium
Seccion: Chenopodia
Especie: Chenopodium album L.
VITMALLA, exrsoroniuy aLnoy i




ANEXO IX CLASIFICACION BOTANICA DE HOLCO
(Holcus lanatus)

Descripcién Especie Planta
Reino: Plantae
o)
Division : Magnoliophyta r;%,.wpl LRy
e\ §
Clase: Liliopsida 'v'x-l'f{ 4§
A\ i . )
Orden: Caryophyllales (\%f ks 8 iR
Familia: Poaceae A '.,{ 1
Especie: Holcus lanatus L.
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ANEXO X CLASIFICACION BOTANICA DE QUINUA
(Chenopodium quinoa willd)

Descripcién Especie Planta
Reino: Vegetal 5
Division : Fener6gamas 4
Clase: Dicotiledoneas
Sub clase Angiosperma
Orden: Centrospermales
Familia: Chenopodioideae
Género: Chenopodium
Seccion: Chenopodia ..Quinoa
Especie: Chenopodium quinoa willd




