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Resumen

El uso de herbicidas sintéticos ha demostrado tener efectos nocivos en el medio ambiente y en la salud
humana. Una alternativa al uso de estos compuestos sintéticos es el desarrollo de pesticidas
derivados de principios activos, encontrados en plantas o metabolitos secundarios provenientes de
microorganismos, que presenten propiedades fitotoxicas, pero de poca o nula toxicidad en mamiferos
y utilizables en agricultura organica. En este contexto, el presente trabajo analizé6 la capacidad
bioherbicida de un extracto fenélico obtenido de alpechin, que es un residuo liquido producido en la
obtencion de aceite de oliva. El efecto fitotoxico fue evaluado a través de pruebas de germinacion de
semillas de trigo (7riticum aestivum). La efectividad del extracto fenélico fue comparada con un
herbicida comercial cuyo principio activo es Simazina. Los resultados muestran que a
concentraciones de 100 ppm (equivalentes de acido galico) aproximadamente el 10% de las semillas
germinan. Las pruebas a concentraciones de 480 y 1050 ppm inhiben todas las etapas de la
germinacion. A diferencia de las pruebas con el extracto fenélico, el herbicida comercial no detiene la
emergencia radicular en las semillas. Sin embargo, ellas aparecen con deformaciones y no logran
desarrollarse de manera normal.
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Abstract

The use of synthetic herbicides has been shown to have harmful effects on the environment and human
health. An alternative to the use of these synthetic compounds is the development of pesticides derived
from active principles, found in plants or secondary metabolites from microorganisms, which have
phytotoxic properties, but of little or no toxicity in mammals and that can be used in organic
agriculture. In this context, the present work analyzed the bioherbicidal capacity of a phenolic extract
obtained from olive mill wastewater, which is a liquid residue produced in the olive oil production. The
phytotoxic effect was evaluated through germination tests of wheat seeds ( 7Triticum aestivum). The
effectiveness of the phenolic extract was compared with a commercial herbicide whose active
principle is Simazine. The results show that at concentrations of 100 ppm (gallic acid equivalents)
approximately 10% of the seeds germinate. Tests at concentrations of 480 and 1050 ppm inhibit all
stages of germination. Unlike the tests with the phenolic extract, the commercial herbicide does not
stop the radicular emergence in the seeds. However, they appear with deformations and fail to develop
normally.
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medioambiente, asi como los efectos que
éstos pueden tener en la salud humana
(Gavrilescu et al., 2015; Van Bruggen et al.,
2018; Jumarie et al., 2017; Diepens et al.,

1. Introduccién

Los herbicidas quimicos han constituido un
método efectivo y econébmico para com-
batir las malezas; sin embargo, la poblacion

ha comenzado a preocuparse respecto a la
cantidad de residuos quimicos que se
pueden encontrar en alimentos y en el

2017; Miko et al. 2017; époljarié etal., 2018;
Hasenbein et al, 2017; Hernandes et al.
2017). Existen variados estudios cientificos
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que asocian la exposicion crénica a pesti-
cidas, especialmente herbicidas y fungici-
das, con malformaciones congénitas y
disminucion de la fertilidad en mujeres
dedicadas a actividades laborales relacio-
nadas con dichos compuestos. El glifosato
ha sido relacionado con diferentes tipos de
cancer, autismo, Alzheimer y Parkinson
(Cavieres, 2004; Van Bruggen et al., 2018,
Gouveia et al.,, 2018; Varona et al., 2012;
Thundiyil et al., 2008). Junto a los efectos
en la salud humana, también se han repor-
tado efectos negativos en el medioam-
biente. Un problema que actualmente ha
tomado gran importancia es el efecto de los
pesticidas en la disminucion de los polini-
zadores, en especial las abejas (Stanley et
al., 2015).

Una alternativa al uso de herbicidas
sintéticos, que ha tomado cada vez mas
importancia, es el desarrollo de pesticidas
derivados de principios activos presentes
en plantas o metabolitos secundarios pro-
venientes de microorganismos (Reichert et
al., 2019; Lawrance et al., 2019; Masi et al.,
2019). Las caracteristicas deseables en
estos compuestos son: ser de rapida
degradacion, de poca o nula toxicidad en
mamiferos y utilizables en agricultura
organica (Seiber et al.,, 2014, Morra et al.,
2018). Diversos compuestos bioactivos han
sido aislados desde plantas como poten-
ciales bioherbicidas (Kadioglu y Yanar,
2004). El aceite de clavo de olor (Eugenia
caryophyllus) (Copping y Duke, 2007) y
acidos grasos obtenidos de Achillea
gypsicola Hub-Mor y Achillea biebersteinii
afan han sido probados como herbicidas
naturales (Kordali et a/.,, 2009). Pruebas de
fitotoxicidad exitosas fueron realizadas con
acido pelargénico y gluten de maiz
(Copping y Duke, 2007). Los fenoles y
polifenoles también se encuentran entre los
principios activos encontrados en plantas.
Junto a sus ya conocidas propiedades
antioxidantes (Balasandram et al, 2006;
Yangui y Abderrabba, 2018) también han
mostrado propiedades fitotéxicas, bacteri-
cidas y fungicidas (Martin et al, 2002;
Medina et al, 2011; Yangui et al., 2010;
Reigosa et al, 1999; Reigosa y Pazos-
Malvido, 2007; El-Abbassi et al., 2017). Se
ha demostrado que ellos influyen en
variados procesos fisiolégicos, tales como
extension celular para la migracion,
permeabilidad de membrana, sintesis de
proteinas, actividad enzimatica, balance
ionico, sintesis de clorofila, fotosintesis,
relacion agua-planta y respiracion (Araniti
et al, 2014). De acuerdo a estudios
realizados por Patterson (1981), los acidos
fendlicos ferulico, p-cumarico y vanilico,

reducen la biomasa al disminuir el
contenido de clorofila en las hojas de soya
(Patterson, 1981). Esta reduccion esta
asociada a la disminucion de la Mg-
quelatasa lo que produce una disminucién
en la acumulacion de los contenidos de
clorofila y porfirina. El acido Vanilico, ha
demostrado actuar como interferente en el
metabolismo mitocondrial al reducir el Ca+*2
(Yang et al., 2002).

Una fuente de obtencion de fenoles y
polifenoles son los residuos de la industria
hortofruticola. El alpechin y alperujo son
residuos derivados de la manufactura de
aceite de oliva, altamente contaminantes
por su elevado contenido fendlico (Martin
et al., 2002; Mantzavinos et al., 2009) por lo
tanto, no se pueden eliminar directamente
al suelo agricola o cuerpos de agua.
Diversos autores han extraido fenoles a
través de diferentes métodos y probado
sus propiedades fitotoxicas. Paraskeva et
al. (2007) a través de una planta piloto de
ultrafiltraciéon, nanofiltracion y osmosis
reversa trataron alpechin para recuperar
agua detoxificada con calidad para riego.
Las propiedades fitotoxicas de la fraccion
fenodlica fueron determinadas por pruebas
de germinacion de semillas de Avena
sterilis L., Setaria sp L., Sinapis alba L., y
Sonchus oleraceus L. Por su parte, Isidori
et al. (2005), analizaron la fitotoxicidad de
165 fenoles comerciales de bajo peso
molecular que se encuentran en el alpechin
(catecol, cuatro acidos benzoicos, tres
acidos fenilacéticos, tres feniletanoles y
cuatro acidos cinamicos). A través de
pruebas de germinacion de semillas de
Cucumis sativus, Lepidium sativum 'y
Sorghum bicolor, determinaron que el fenol
mas toxico fue el catecol seguido de
hidroxitirosol.

El presente trabajo tiene como objetivo
comparar la germinacion de semillas de
trigo (Triticum aestivum), sometidas a dos
tratamientos: a) extracto fenélico obtenido
de alpechin y b) herbicida comercial cuyo
principio activo es Simazina (6-Cloro-N,N'-
dietil-1,3,5-triazina-2,4-diamina).

2. Materiales y métodos

Muestreo de Alpechin

El muestreo de alpechin fue realizado en
junio de 2016 en una Almazara ubicada en
el Valle de Lontué, Provincia de Curico,
Region del Maule - Chile. Se recolectaron
aproximadamente 40 litros de alpechin pro-
veniente del procesamiento de aceituna,
variedad arbequina. El residuo fue conge-
lado a -4 °C para su preservacion y la
posterior extraccion de fenoles.
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Extraccion de fenoles desde alpechin

La extraccion de fenoles desde alpechin se
realiz6 utilizando una columna de intercam-
bio ionico. La fase estacionaria estuvo
compuesta de 300 g de una resina de
intercambio anionica fuerte (Dowex™
Marathon™ A). La masa de alpechin utili-
zada fue de 1000 g. Esta fue eluida cinco
veces a través de la columna. Posterior-
mente, los fenoles adsorbidos en la resina
fueron recuperados utilizando 1000 ml de
etanol los cuales fueron eluidos cinco
veces a través de la columna. La solucion
final fue concentrada en rotavapor a 40 °C.

Determinacion de la concentracion de
fenoles totales

La concentracion de fenoles totales en el
extracto fue determinada a través de la
técnica de Folin-Ciocalteu. La metodologia
utilizada fue la de Cicco et al. (2009). En
viales se preparan estandares de acido
galico de 2, 3, 5, 7 y 10 mgl/l, adicionando
volumenes de 30, 45, 75, 105 y 150 pl desde
una solucion madre de 100 mg/l y volu-
menes de agua de 1070, 1055, 1025, 995 y
950 ul respectivamente. Posteriormente, a
cada vial se le adiciona 100 pl del reactivo
de Folin- Ciocalteu 2 N. Después de 5 minu-
tos, se adicionan 300 pl de una solucién de
NaCOs al 20%. Los viales se agitan
suavemente a 40°C por 30 min en un baifo
termoregulado. El volumen final de cada
mezcla es de 1500 pl. La absorbancia de
las muestras se determina a 750 nm. Los
resultados se expresan en equivalentes de
acido galico

Pruebas de germinacion con extracto
fenélico a diferentes concentraciones

La evaluacion del efecto herbicida se
realiz6 a través de pruebas de germinacion
de semillas de trigo desinfectadas de
procedencia comercial. Las pruebas se
realizaron en triplicado segun se describe a
continuacion. En placas Petri, previamente
desinfectada con una soluciéon acuosa de
hipoclorito de sodio al 10%, se dispusieron
30 semillas. Se evaluaron 4 soluciones de
diferente concentracion de fenoles totales,
50, 100, 480 y 1050 ppm mas un control
(agua destilada). En cada placa se colocé
un sustrato de celulosa al cual se le
vertieron 20 mL de la solucion de extracto o
agua. Las placas fueron depositadas en
una incubadora a 25°C + 0,1 °C. Las semi-
llas se evaluaron por cinco dias.

El porcentaje de germinacion de semillas
fue calculado contando el numero de
semillas germinadas respecto al total de
cada placa (30 semillas).

Semillas germinadas

% Germinacion = 30 x 100

Comparacion de la actividad herbicida del
extracto fenélico y herbicida comercial

La evaluacion de la actividad herbicida se
realiz6 utilizando la misma metodologia de
la etapa anterior. Se usaron dos concen-
traciones del herbicida comercial (Sima-
zina al 90% p/p), 250 ppm y 500 ppm, se
comparo su efecto con el extracto fenélico
a 500 ppm. Se utilizé6 un control con agua
destilada como referencia.

Andlisis estadisticos

Se utilizé la Prueba de Levene para analisis
de varianza. En los casos que no existan
diferencias estadisticamente significativas
en las desviaciones estandares se utiliz6 el
método LSD para verificar que medias son
estadisticamente diferentes. En los casos
que existan diferencias estadisticamente
significativas en las desviaciones estandar
se utilizé la Prueba de Kruskal-Wallis para
evaluar las diferencias entre las medianas
de las muestras.

3. Resultados y discusion

Pruebas de germinacioén con extracto
fendlico a diferentes concentraciones

La concentracion inicial total de fenoles del
extracto de alpechin fue de 1400 ppm (me-
didos como equivalentes de acido galico).
De esta solucion se prepararon las dilucio-
nes para las pruebas de fitotoxicidad.

El efecto herbicida del extracto de
alpechin, se evalu6 a través de pruebas de
germinacion. Se probaron cuatro concen-
traciones diferentes de fenoles totales, 50,
100, 480 y 1050 ppm (medidos como
equivalentes de acido galico) mas un con-
trol con agua destilada. Los datos de germi-
nacion y el analisis de varianza se muestran
en la Tabla 1. Las semillas tratadas con las
soluciones de 480 y 1050 ppm de extracto
no germinaron (Figura 1).

Tabla 1
Semillas germinadas a diferentes tiempos y tratamien-
tos con las soluciones fendlicas

; 50 100 480 1050
Dia Control
ppm ppm ppm ppm
2 1 1 0 0
2 3 (1] 0 0 0
3 1 0 0 0
6 9 2 0 0
3 17 10 2 0 0
14 10 1 0 0
16 18 3 0 0
4 22 16 2 0 0
22 14 2 0 0

Prueba de Levene: 7,6741, valor-P: 0,00265117.

El analisis de varianza de las germina-
ciones de semillas del control y las tratadas
con las diferentes soluciones fendlicas,
indica que existen diferencias estadistica-
mente significativas, al 95% de confianza,
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entre las desviaciones estandar de las
muestras (estadistico de Levene: 7,6741,
valor-P: 0,00265117).

Figura 1. Placas de germinacion al cuarto dia. (a)
Control; (b) semillas en solucién de 480 ppm.

Para verificar la existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre el
control y los diferentes tratamientos, se
aplic6é la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis. Este estadistico (10,0656,
valor-P = 0,00652068) da cuenta de la
existencia de diferencias estadisticamente
significativa entre las muestras.
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Figura 2. Grafico de Cajas y Bigotes para las
germinaciones de: control, tratamiento con 50 ppm (C1)
y tratamiento con 100 ppm (C2).

La Figura 2 corresponde a la grafica de
cajas y bigotes del control, solucion fenoé-
lica de 50 ppm (C1) y 100 ppm (C2). Los
resultados muestran que estadisticamente
no existe diferencias en la germinacion
entre el control y la solucion fenélica de 50
ppm, pero si con la de 100 ppm.

100
90 | Control

11 50 ppm

m 100 ppm

80

70
60
50
40
30
20

Germinacion de se semillas (%)

10
0

1 2 3
Tiempo (dias)
Figura 3. Germinacion de semillas de trigo en

soluciones de extracto fendlico a diferentes

concentraciones.

En la Figura 3 se presentan las medias de
germinacion respecto al tiempo. A concen-
traciones de 100 ppm de fenol total, la

germinacion no es mas del 10% al tercer
dia, mientras que, en el mismo tiempo, para
el control y tratamiento con 50 ppm de
fenol total, la germinacion alcanza aproxi-
madamente el 65 y 50 % (respectivamente).

Actividad fitotoxica del extracto fenélico y
herbicida comercial

A través de pruebas de germinacion, se
contrast6 el efecto herbicida del extracto
de alpechin respecto a un herbicida comer-
cial cuyo principio activo es Simazina (al
90% pl/p). Este ultimo se prob6é en dos
concentraciones 250 ppm y 500 ppm. La
concentracion de extracto fendélico utiliza-
da fue de 480 ppm. El control fueron
semillas tratadas con agua destilada. Los
datos de germinacion y el analisis de
varianza se muestran en la Tabla 2. Las
semillas tratadas con el extracto fendlico
no germinaron

Tabla 2
Semillas germinadas a diferentes tiempos y tratamien-
tos (herbicida comercial y soluciones fenélicas)

p 250 ppm 500 ppm 480 ppm
Rl Herbicida Herbicida Extracto
23 5 12 0
2 7 14 11 0
11 11 6 0
28 17 19 0
3 25 19 19 0
28 24 18 0
29 20 22 0
4 26 24 23 0
28 27 20 0

Prueba de Levene: 0.0993464, valor-P: 0.905799

El analisis de varianza de las germina-
ciones de semillas del control y las tratadas
con las diferentes concentraciones de
herbicida comercial no muestra diferencias
estadisticamente significativas, al 95% de
confianza, entre las desviaciones estandar
de las muestras (estadistico de Levene:
0,0993464, valor-P: 0,905799). El método
LSD, muestra que no existe diferencias
entre las medias, del control y los dos
tratamientos con el herbicida comercial. En
la Figura 4 se presentan las medias de
germinacion de trigo respecto al tiempo del
control y de los tratamientos con herbicida
comercial (250 y 500 ppm).

La Figura 5 muestra los resultados del
ensayo de germinacion al cuarto dia. Se
observa que las semillas de trigo se
encuentran en una primera etapa de germi-
nacion (emergencia de radicula) tanto en el
control como en las tratadas con herbicida
comercial (250 y 500 ppm). Las primeras
(control), formaron radicula normal y las
ultimas deforme (herbicida). Por otro lado,
semillas las tratadas con el extracto feno-
lico no germinaron ni formaron radicula.
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Figura 4. Germinacion de semillas regadas con
soluciones de herbicida comercial. Con el extracto
fendlico no germinaron semillas.

Todos los grupos de semillas probadas
imbibieron, observandose hinchadas por el
ingreso de liquido (respecto a control sin
liquido), por lo que, en estos ensayos, tanto
el herbicida como el extracto fenélico, no
impiden la imbibicion, si no que penetran
en la semilla y afectan su proceso de
germinacion. Por otra parte, la radicula
formada en ambas concentraciones de
herbicida se generé con deformaciones vis-
tas como varios ejes protuberantes cortos,
sin proseguir su desarrollo. A diferencia de
lo observado con el extracto fenélico,
donde la semilla imbibio, pero no fue capaz
de generar radicula. El efecto herbicida se
observé también en la inhibicion del

crecimiento del coleoptilo, que no emergi6
de la testa, es decir, no se observo. Los
efectos tanto en la radicula como en el
coleoptilo, en las semillas tratadas con
herbicida, son similares en ambas dosis.

Figura 5. Placas germinacion al cuarto dia. a: semillas
iniciales (sin tratamiento de agua); b: control; c:
herbicida comercial 250 ppm; d: herbicida comercial
500 ppm; e: extracto fenélico 480 ppm.

4. Conclusiones

En la busqueda de principios activo menos
dafninos con el medio ambiente y la salud
de las personas que pueden ser utilizados
en el desarrollo de nuevos bioherbicidas,
en este trabajo se ha evaluado el efecto

fitotéoxico de un extracto fendlico obtenido
desde un residuo de la industria agricola.
Los resultados confirman la inhibicion de la
germinacion de semillas. A concentra-
ciones de 100 ppm (equivalentes de acido
galico) aproximadamente sélo el 10% de las
semillas germinan. Las pruebas a con-
centraciones de 480 y 1050 ppm inhiben
todas las etapas de la germinacion. A
diferencia de las pruebas con el extracto
fenolico, el herbicida comercial no detiene
la emergencia radicular en las semillas. Sin
embargo, ellas aparecen con deforma-
ciones y no logran desarrollarse de manera
normal.

Si bien los resultados obtenidos indican el
potencial del extracto fendélico como
bioherbicida, es necesario complementar
estos estudios con pruebas de campo para
establecer la eficacia del extracto al ser
utilizado en diferentes tipos de suelo.
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