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1. Resumen

La utilizacién de herbicidas en la produccién agricola, tiene como objetivo controlar
el crecimiento malezas perjudiciales para el cultivo, pero a su vez estos herbicidas
contienen productos quimicos toxicos que se acumulan en el agua y la tierra y
producen impactos ambientales negativos. Es por ello que en los ultimos afos se
ha visto un aumento considerable en la preocupacion sobre los riesgos para el
medio ambiente y la salud humana derivados del uso de herbicidas sintéticos que
ha llevado a la busqueda e investigacion de nuevas técnicas agricolas y productos
quimicos naturales menos contaminantes para el medio ambiente. (Rasmussen et
al.)

En éste trabajo se evalud la capacidad herbicida de plantas nativas de Cérdoba,
con el fin de encontrar un herbicida de origen natural, cuya persistencia en el medio
ambiente se estima muy corta y que no tengan efectos contaminantes para el
ecosistema y las especies que habitan.

A partir de una investigacion previa donde se realizaron ensayos de 71 plantas
nativas de Cordoba, Argentina que mostraron actividad herbicida se tomaron
aguellas especies que obtuvieron una mayor potencia herbicida, y se realizaron con
dichas especies ensayos a concentraciones mas bajas de 0.5mg/ml, 0.25mg/ml,
0.125mg/ml 0.06mg/ml 0.03mg/ml y 0.015mg/ml, con el fin de seleccionar las
especies mas activas a dosis de miligramos por ml.

Se obtuvieron extractos etanolicos de las plantas seleccionadas y se realizaron
diluciones correspondientes para obtener las diferentes concentraciones. Con las
diluciones obtenidas se realizaron bioensayos de germinacién en placa con semillas
de Raphanus sativa.

Los extractos derivados de Angelphytum aspilioides, B.salicifolia, Melissa officinalis,
Minthostachys verticillata, Ophryosporus charuay, Podranea ricasoliana maifestaron
100% de inhibicion de la germinacién de Raphanus sativa (Palacios et al.) a
concentraciones elevadas, pero este efecto no se mantuvo a concentraciones
menores.

Ademas se elaboraron extractos de plantas nuevas, no investigadas anteriormente,
y combinaciones de aquellos extractos que obtuvieron un mayor porcentaje
herbicida.

Si bien, se demostré la capacidad alelopéatica de ciertas especies que obtuvieron
porcentajes mayores al 50% a concentraciones de 0.5 mg/ml Cortaderia speciosa,
Artemisia annua L, Atriplex nummularia, Atriplex cordobensis "macho”, tipa campus,
Baccharis coridifolia, Jasminium mesnyi Hance, no se identificO ninguna especie
cuyo porcentaje de inhibicion de la germinacibn sea mayor a 90% a una
concentracion 0.015mg/ml.



2. Introduccion

La contaminacion ambiental derivada del uso de sustancias herbicidas es una
importante preocupacion ambiental en la actualidad, los efectos negativos de los
herbicidas pueden afectar tanto a la calidad ecolédgica del agua como del aire y del
suelo y a su biota residente (Pelosi et al.), es por eso que la de busqueda métodos
suplementarios para mantener la calidad ecologia del medio ambiente cuya pérdida
seria irreparable, es de suma importancia.

Los herbicidas y sus residuos llegan a los rios a través de diferentes vias, estos
pueden persistir e incluso acumularse en el agua como compuestos insolubles y
pueden contribuir significativamente a la toxicidad de las especies acuaticas,
especialmente macro invertebrados. (Rasmussen et al.).

Ademas existen contaminantes que permanecen por largos periodos de tiempo en
el medio ambiente y pueden llegar a las aguas superficiales a través de aguas
subterraneas, deposiciones atmosféricas o través de filtraciones continuas de
campos de agricultura y vertederos, esto genera un nivel relativamente constante
de pesticidas en la superficie del agua haciendo que la cantidad anual de pesticidas
en agua dulce pueda superar varias veces la cantidad anual aplicada para esa zona
geografica. (Rasmussen et al.)

Una forma mas racional de control de malezas esté orientada a la identificacion de
sustancias naturales que pueden controlar la aparicion de malezas. Estas
sustancias son metabolitos de origen vegetal que, en muchos casos, tienen un
propésito defensivo en la naturaleza, especialmente en las plantas que tienen pocas
opciones que no sean sustancias quimicas para evitar y combatir plagas o especies
de plantas competitivas. Por lo tanto, la evaluacion de las plantas para las
actividades de plaguicidas es una estrategia muy viable para el descubrimiento de
herbicidas nuevos (Cantrell et al.)

Las nuevas técnicas agricolas apuntan a un manejo organico de los suelos.
Actualmente aproximadamente el 0.7% de aéreas agricolas de Latinoamérica
tienen un manejo organico de los suelos lo que representa 6.4 millones de hectareas
bajo cultivacién organica de los cuales solo 2.4millones de ha estan en Argentina.
(Willer et al.)

Hay evidencia de alelopatia en algunas especies, pero no siempre se han
identificado los aleloquimicos responsables (Blair et al.)

En este estudio se evaluara la capacidad alelopatica de especies vegetales con el
fin de encontrar una especie cuyo potencial inhibitorio sea relativamente alto (90%)
para ser producido a gran escala como herbicida.



3. Objetivos generales

Detectar plantas con capacidad inhibitoria de la germinacién y el crecimiento vegetal
para ser utilizado como herbicida natural.



4. Objetivos especificos

e Determinar la concentracion minima capaz de inhibir la germinacién de
especies vegetales, utilizando extractos de plantas nativas de Cérdoba.

e Determinar la concentracion minima capaz de inhibir la germinacién de
especies vegetales, utilizando combinaciones de extractos de plantas nativas
de Cérdoba.



5. Marco teorico

5.1 influencia de los herbicidas en el agua

Los pesticidas aplicados actualmente en los campos agricolas pueden llegar a la
superficie de los rios a través de diferentes vias, las mas importantes son a través
de vertederos superficiales y a través de los sistemas de drenaje. Esta llegada se
da principalmente en las épocas de fuerte precipitacion y da como resultado una
concentracion maxima transitoria.

Los plaguicidas y sus residuos pueden persistir e incluso acumularse como
sedimentos en ecosistemas de agua dulce. Debido a esta acumulacion, la
concentracion anual de pesticidas existentes en ecosistemas de agua dulce puede
exceder varias veces la cantidad anual aplicada para esa zona geogréfica.
(Rasmussen et al.)

La mayoria de los pesticidas (organoclorados vy triazinas) tienen el potencial de
persistir varias décadas en los suelos agricolas, en consecuencia, estos suelos son
importantes fuentes que proporcionan un flujo continuo de pesticidas hacia los
ecosistemas de agua dulce a través de una corriente superficial. Es decir, que una
de las fuentes mas predominantes de pesticidas son las capas superiores del suelo.
Durante épocas de lluvia se produce la re suspension de las particulas del suelo
contaminado y por lo tanto esta seria una de las fuentes principales que lleva a un
aumento de las concentraciones de plaguicidas observados durante la época de
tormenta.

Hay diversos factores que influyen el destino de un pesticida en las zonas agricolas,
incluyendo una variedad de productos quimicos y ambientales propiedades del
pesticida (por ejemplo, velocidad de degradacion, la adsorcién en carbono organico
y solubilidad en agua), los factores climéticos (temperatura y precipitacion, por
ejemplo), las caracteristicas del suelo, topografia y practicas agricolas (Leonard et
al.).

Otras fuentes adicionales podrian incluir deposiciones atmosféricas, fuentes
puntuales tales como vertederos de residuos, de uso industrial y comercial de
productos, y el uso privado ilegal. (Weber et al.)

Entre los pesticidas existentes, los clorpirifos organofosforados y organoclorados
como el DDT vy lindano son principalmente toxicos en pescado e invertebrados,
mientras que el diuron y los herbicidas de triazina (terbutilazina y simazina) son
principalmente toxicos para algas.



5.2 Herbicidas en areas protegidas

Muchos paises tropicales contienen una alta densidad de los ecosistemas
protegidos, estos a menudo estan rodeados por una gran cantidad de campos
agricolas que utilizan agroquimicos. En estas areas protegidas la concentracion de
plaguicidas supera el umbral de seguridad vigente, esta contaminacion genera un
deterioro ecoldgico en los sitios protegidos.

La produccién agricola convencional deja residuos que llegan a los campos
protegidos través de redes fluviales interconectadas, esto genera un riesgo
significativo de contaminacion por herbicidas en los rios de las areas protegidas. En
estos se supera concentraciones limites estimadas para la prevencion de los efectos
ambientales, especialmente durante la temporada de lluvias. (Rasmussen et al.)
Ademas en zonas tropicales al aumentar la temperatura de los rios, se ve
aumentada la sensibilidad de la especies a la accion toxica de los agroquimicos.
(Rico et al.)

Los herbicidas ademas son transportados a través de las corrientes a las reservas
naturales protegidas aguas abajo

La aplicacion de pesticidas aguas arriba puede causar una contaminacion critica de
las organismos en el curso inferior de los rios aguas abajo

El area de cultivo utilizado para el crecimiento de cultivos organicos no debe ser
tratada con pesticidas y herbicidas sintéticos como minimo por tres afios anteriores
a la cosecha, y el control de la maleza se basa principalmente en el uso de técnicas
agricolas ecoldgicas. (Lin et al.)

5.3 Naftoquinonas

Las naftoquinonas es una sustancia producida por la especie Impatiens glandulifera,
qgue fue aislada por su alto potencial inhibidor del crecimiento de malezas. Esta
sustancia se encuentra especialmente en las raices de la planta y es liberada hacia
la tierra durante las épocas de lluvia. (Ruckli et al.)

Los extractos acuosos de brotes de floracion de l.grandulifera inhiben la
germinacion y la longitud de la raiz con éxito.

Impatiens glandulifera contiene metabolitos secundarios incluyendo flavonas,
derivados del acido cafeico y naftoquinonas las naftoquinonas han sido objeto de
estudios ecoldgicos debido a sus propiedades anticancerigenas crecimiento de
bacterias, germinacion y crecimiento de plantas, y sus efectos negativos sobre el
desarrollo larvario (Terzi |.)

En general, las sustancias fitotoxicas se liberan de plantas al medio ambiente por:
(1) exudacién de raices, (2) lixiviacion De las plantas por lluvia, o (3)
descomposicion de residuos.



5.4 Fitotoxico

La Antofina es un fitoquimico altamente bioactivo, presente en concentraciones
mayores en los tejidos de las raices en comparacion con los tejidos de los brotes.

Se identificé la (-) antofina fitoquimica como una potente fitotoxina capaz de inhibir
la germinacién de las semillas y el crecimiento radicular (Gibson et al)

Vincetoxicum rossicum y V. nigrum, son dos especies de plantas invasoras asiladas
por su alta actividad. Ambas especies poseen una fitotoxina altamente bioactiva
denominada Antofina en los tejidos de las raices que causa una inhibicion de la
germinacion de especies vegetales realizada en bioensayos de laboratorio.

Se encontr6 que los eextractos de semillas y plantas jévenes tenian
aproximadamente 2-3 veces la concentracion de antofina en comparacion con los
extractos de raiz de Plantas. (Gibson et al)

Los productos de descomposicion de antofina se acumulan rapidamente ante la
exposicion a la luz, pero lo hacen mas lentamente en la oscuridades es por ello que
estos productos no retienen actividad bioldégica cuando son conservados bajo
ausencia de luz. Las plantas invasoras exhiben tipicamente un conjunto
propiedades que pueden contribuir efectivamente a su invasividad en un nuevo
entorno ambas especies poseen alta fecundidad, particularmente en ambientes de
alta luz (Averill et al.)



6. Materiales y Métodos

6.1 Materia vegetal

Las plantas fueron recolectadas en la provincia de Cordoba, Argentina y fueron
seleccionadas de acuerdo a su disponibilidad y accesibilidad.

El material vegetal fue secado al aire a temperatura ambiente, molidas y luego
extraidas mediante una maceracion de 48hs con etanol. Los rendimientosde cada
extracto viscoso, obtenido después de la eliminacion del disolvente, expresado
como porcentaje en peso de material vegetal secado al aire.

6.2 Semillas

Las semillas de Raphanus sativus utilizadas en los ensayos de herbicidas, fueron
adquiridas en semilleria Florenso, Cérdoba Argentina.

6.3 Bioensayos de germinacion

Cinco semillas por well de Raphanus sativus fueron sembrados en una placa con
300ul de agua destilada y con 0.5mg de extracto etanolico disueltos en 2ml DMSO
dimetil sulfoxido de esta solucion se tomd 6 pl 3 ply 1.5 ul que se llevaron a volumen
final con 300 pl de agua destilada para obtener concentraciones de 0.5 mg/ml 0.25
mg/ml y 0.125 mg/ml respectivamente que se repitieron tres veces cada
concentracion.

Ademas de la elaboracion de un control el cual contenia 300 pl de agua destilada y
6 pul de DMSO, que fue replicado como minimo tres veces.

El ensayo se colocé en una habitacién de temperatura 25+1°C y humedad relativa
70-75% apta para su crecimiento.

Luego de 2 a 7 dias se evalla el crecimiento y se calcula el indice de inhibicién de
la germinacion 1IG% = [1-(T/C)]x100, donde T es el nUmero de plantas germinadas
en el tratamiento, y C es el nUmero de plantas germinadas en el control.

Ademas se realizaron mezclas de aquellos extractos que exhibian una actividad
herbicida mayor.



6.4 Mezclas

Se prepararon dos soluciones que contenian 0.5 mg de extracto etanolico disuelto
en 2 ml de DMSO respectivamente, de cada dilucion se tomo 1mly se mezclé. Una
vez obtenida la combinaciéon de los dos extractos se precedid a realizarlos
bioensayos de germinacion, explicado en el punto 6.3.




7. Resultados
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Tabla I: Porcentajes de inhibicion de la germinacion de extractos vegetales nativos
de Cordoba, Argentina medido en Raphanus sativus.

Flourensia
campestris
Griseb.

Cortaderia
speciosa (Nees
& Meyen) Stapf

Ophryosporus
charua (Griseb.)
Hieron

Angelphytum
aspilioides
(Griseb.) H. Rob.

Prosopissp alba
(Griseb.)

Baccharis
rufescens
Spreng

Artemisia annua
L.

Baccharis
articulata (Lam.)
Pers

Atriplex
nummularia

Atriplex
cordobensis
"macho"

0,5

mg/ml mg/ml

54,70

28,55

13,40

53,20

18,0

53,80

50,20

% Inhibicion de la germinacion

0,25 0,125 0,06

mg/ml mg/ml 0,03mg/ml 0,015mg/mi

0 0 0 0 0
6,08 20,40 33,40 O 26,80
760 2255 6,30 15,47 30,20
15,80 15,80 8,90 8,90 2,90
15 53,80

20 0




Atriplex
cordobensis
"hembra"

*P-127
*P-128

Adesmia
muricata (Jacq.)
DC. var. dentata
(Lag.) Benth

Tradescantia
fluminensis Vell.

Tradescantia
fluminensis Vell.

*P-132
*P-133
*P-134
*P-135
*P-136
*P-137

Phacelia
pinnatifida
Griseb. Ex Wedd.

Croton sp. (sin
identificar)

Polystichum
montevidense
(Spreng.)
Rosenst.

Calceolaria
parviflora Benth.

Echium
plantagineum L.

Jasminium
mesnyi Hance

Jasminium
mesnyi Hance
(centeno)

39,90

42,50

8,40

50

3,70

64,40
79,34
30,30
50

16,70
23,10
39,39

39,39

20

9,06

7,18

39,90

25

56

50

42,90
20,78
39,40
16,50
11,10
7,62

9,09

21,21

20

13,93

28

10,72

9,90
-8,30
25,00

11,10

14,16

3,70

28,50
11,75
39,40
34,80
33,80

51,50

21,21

13,40

12,12

48

11,10 11,10
60 14
0 10,73

2,6

14

0
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Tabla Il. Porcentajes de inhibicion de la germinacion de mezclas de extractos

vegetales nativos de Cordoba, Argentina medidos en Raphanus Sativus.

Baccharis salicifolia (Ruiz et
Pav.) Pers.

Cortaderia speciosa
(Nees&Meyen) Stapf

Baccharis salicifolia (Ruiz et
Pav.) Pers. / Cortaderia
speciosa (Nees&Meyen) Stapf

Baccharis salicifolia (Ruiz et
Pav.) Pers.

Flourensia oolepis S.F. Blake

Baccharis salicifolia (Ruiz et
Pav.) Pers. / Flourensiao
olepis S.F. Blake

Trichocline reptans (Wedd.)
Hieron.

Baccharis salicifolia (Ruiz et
Pav.) Pers.

Baccharis salicifolia (Ruiz et
Pav.) Pers./Trichocline reptans
(Wedd.) Hieron.

Flourensiac ampestris Griseb
Flourensia oolepis S.F. Blake

Flourensia campestris Griseb /
Flourensia oolepis S.F. Blake

Baccharis salicifolia (Ruiz et
Pav.) Pers.

% Inhibicion de la germinacion

0,5
mg/ml

18,19

54,70

27,58

17,87
32,75

32,32

43,79

17,87

40,31

48,70

7,09

0,25mg/ 0,125 mg/m 0,03mg/ 0,015mg/

mi mg/ml

9,20 0

30,20 23,71

23,14 16,41

0,06

| mi

22,50 22

ml

13,36
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Angelphytum aspilioides
(Griseb.) H. Rob. 28,55

Angelphytum aspilioides
(Griseb.) H. Rob./Baccharis
salicifolia (Ruiz et Pav.) Pers. 14,17

Baccharis salicifolia (Ruiz et

Pav.) Pers. 20
Ophryosporus charua (Griseb.)
Hieron 0

Baccharis salicifolia (Ruiz et
Pav.) Pers./Ophryosporu

scharua (Griseb.) Hieron 6,80
Baccharis salicifolia (Ruiz et
Pav.) Pers. 20

Aristolochia argentina Griseb. 26,80

Baccharis salicifolia (Ruiz et
Pav.) Pers./Aristolochia
argentina Griseb. 60

Baccharis artemisioides Hook.
&Arn. 54,54

Baccharis coridifolia DC. 86,36

Baccharis coridifolia
DC./Baccharis artemisioides

Hook. &Arn. 63,63
*P-133 62,57
Ophryosporuscharua (Griseb.)

Hieron. 39,43
*P-133 /Ophryosporuscharua

(Griseb.) Hieron. 51,34
*P-133 76,75
Baccharissalicifolia (Ruiz et

Pav.) Pers. 15,40
tipa campus

/Baccharissalicifolia (Ruiz et
Pav.) Pers. 0

6,80

46,80

25

50,6

-7,60

-7,29

6,80

2,27

24,38 21,39 17,2

38,57
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*P-133 76,75
Flourensiaoolepis S.F. Blake 13,04

tipa campus /Flourensiaoolepis
S.F. Blake 64,85

35,14 35,63

(*) Especie en vias de identificacion botanica.
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8. Discusion

La capacidad alelopatica de 33 especies vegetales fue examinada mediante
bioensayos de germinacion en Raphanus sativus expuestos en la Tabla 1, éstas
plantas son nativas de Cordoba, Argentina.

En un estudio previo se observé la capacidad alelopética de 71 especies nativas de
Cérdoba concentraciones superiores 10mg/ml (Palacios et al.)

Si bien en algunas especies se pudo demostrar la capacidad de inhibicion de la
germinacion de algunas especies, éstos resultados no se mantienen cuando las
concentraciones son mas bajas. El mayor porcentaje obtenido a 0.015mg/ml es de
30,20% Artemisia annua L., luego sigue Baccharis articulata 29,90% y 26,80%
Prosopis alba.

En cuanto a las combinaciones de especies que se hicieron, que se muestran en la
Tabla 2, La combinacion de Baccharis salicifolia (Ruiz et Pav.) Pers./Trichocline
reptans (Wedd.) mostré un alto sinergismo con un porcentaje de inhibicion de
40,31% a una concentracion de 0.05 mg/ ml, pero este sinergismo no se mantuvo
en las otras mezclas.

Este ensayo fue realizado en semillas de Rapanus sativus, perteneciente a la
variedad de monocotiledones, sin embargo se necesita ademas un ensayo para
plantas monocotiledoneas.
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9. Conclusiones

Los resultados arrojaron que para:
Concentracion 0,5 mg/ml

* 6 extractos dieron un % inhibicion igual o superior al 50%.
» 3 extractos entre el 30-50%
* el resto menos del 20%.

Las combinaciones los extractos mostraron:
* en 2 casos que el porcentaje fue mayor al de la planta sola
* enun caso la combinacion redujo el porcentaje de inhibicién.

Estos resultados arrojan que hay especies que tienen un potencial de inhibicion de
la germinacién

Con estos resultados podemos concluir que se ha demostrado actividad alelopatica
en algunas especies, cuya concentracion efectiva no alcanza la concentracién
minima buscada (0,015g/ml).

La combinacion de algunas extractos vegetales ha mostrado sinergismo no
alcanzando igualmente ser efectivo en la concentracién buscada y en algunos casos
ha habido una disminucién de la actividad.

La busqueda estaba orientada a una planta cuyo potencial de inhibicion sea mayor
al 90% a concentracién 0.015 mg/ml para que sea producible a nivel industrial, si
bien no se pudo encontrar hasta el momento una especie que alcance ese potencial
se hallaron muchas especies que demostraron tener capacidad alelopatica.
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