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Resumen: Los herbicidas son productos quimicos ampliamente utilizados en la agricultura, sin embargo, a
largo plazo podtian tener incidencia en el crecimiento de algunos cultivos. Es por ello que el objetivo de esta
investigacion consistié en evaluar el efecto de extractos organicos a base de aloina y de bulbos de A/ zums sativum
en el proceso de germinacién de Coffea ardbica L. Se realizaron cuatro experimentos por triplicado de aloina,
ajo y un herbicida en dosis de 0,1, 0,5 y 1,0 mg/litro, ademas de agua como control positivo. Como resultado,
se observé una variacién en la germinacién con los tratamientos aplicados de aloina y Alium sativum, a
diferencia del Paraquat, el cual ocasioné necrosis radicular en la semilla debido a la contaminacién. En el
tratamiento realizado con aloina de 0,1 mg/1 se presentd una germinacion del 85,7 % con tespecto al control
positivo; con el tratamiento de 0,5 mg/1, el rendimiento fue del 100 % comparado con el control positivo;
diferente al proceso de germinacion realizado con 1,0 mg/1 de aloina, el cual obtuvo una germinacién del
53,3 %; en cuanto Alium sativum, se logré un rendimiento del 9,6 % de germinacién del 100 % en el tratamiento
aplicado del 0,5 y del 86,4 % con el tratamiento de 1 mg/1. En relacién con el herbicida Paraquat, este presentd
una germinacién de tan solo el 20 %. Finalmente, se determiné que los extractos organicos de aloina y Alium
sativum no ejercen una influencia negativa en la geminacion de Coffea arabica, comparados con el Paraquat.

Palabras clave: aloina, contaminacién, germinacién, herbicida, necrosis radicular.

Abstract: Herbicides are chemicals widely used in agriculture. However, in the long term they could have an
impact on the growth of some crops. Therefore, the objective of this research was to evaluate the effect of
organic extracts based on aloin and A/ium sativum bulbs on the germination process of Coffea arabica 1., Four
experiments were conducted in triplicate with aloin, garlic and a herbicide at doses of 0.1, 0.5, 1.0 mg/liter,
plus water as a positive control. A variation in germination was observed with the treatments applied with
aloin and Allium sativum, unlike Paraquat, which caused root necrosis in the seed, due to contamination. The
treatment with 0.1 mg/1 aloin showed a germination of 85.7%, with respect to the positive control, with the
treatment of 0.5 mg/1 the yield was 100% compared to the positive control, different from the germination
process cartied out with 1.0 mg/1 of aloin which obtained a germination of 53.3%, as fot Alium sativum, a yield
of 9.6% germination was achieved. As for A/lium sativum, a germination yield of 9.6 % of 100 % was achieved
with the 0.5 and 86.4 % with the 1 mg/I treatment, in relation to the herbicide Paraquat. The latter presented
germination of only 20 %. Finally, it was determined that the organic extracts of aloin and A/ium sativum do
not have a negative influence on the germination of Cyffea arabica, compared to Paraquat.

Keywords: aloin, contamination, germination, herbicides, root necrosis.
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Introduccion

Los herbicidas representan alrededor de un 40 % del uso total de los agroquimicos que se utilizan
en el mundo, ya que se emplean en el control de malezas de diferentes cultivos (Pujisiswanto,
2012), es por ello que el uso de sustancias naturales es mas seguro con el ambiente y la salud que
los herbicidas, y ello se convierte en una razén para investigar este tipo de productos en la
agricultura convencional y organica (Dayan & Duke, 2014).

De acuerdo con Barba-Ho y Becerra (2011), los herbicidas son sustancias usadas para el control
de malezas, que pueden tener el potencial de causar toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad,
induciendo aberraciones cromosémicas y micronucleos en linfocitos humanos, dependiendo de
la dosificaciéon (Sun et al, 2010). Un ejemplo de ello es el Paraquat, el cual es un herbicida
bipiridilico con accién toxica que actua bloqueando los procesos de respiracion celular (Viales
Loépez, 2014). Es por ello que los herbicidas organicos se presentan como una alternativa para
los problemas de contaminacién generados por herbicidas sintéticos, ya que el uso constante de
productos quimicos puede afectar la salud humana y el medio ambiente, que de acuerdo con
Meléndez Gélvez et al. (2017), se debe a su persistencia y toxicidad; sin embargo, existen algunas
especies vegetales que presentan propiedades de control debido a la presencia de metabolitos
secundarios en sus tejidos (Villa-Martinez et al., 2015), siendo una de ellas el .A/e vera (AV), la
cual cuenta con una amplia distribucién en el trépico y con una actividad econémica importante.

Sobre ello, Matos Acurero y Sanchez (2011) establecen que estos compuestos bioquimicos
poseen la capacidad de evitar la proliferacion de bacterias, hongos y virus, mientras que Zapata et
al. (2013) mencionan que esto se encuentra relacionado con la concentracion de aloina; por su
parte, Batista Oliveira et al. (2014) destacaron la importancia de la actividad antifingica de la
fraccion de gel de AV 7n vitro. Otro ejemplo de ello es el AZium sativum (ajo), donde Bordones et
al. (2018) establecieron que este es un repelente sistémico con gran cantidad de compuestos
azufrados, entre los que predominan: alicina, aliina, alixina, alil metano, tiosulfinato, dialil
disulfuro, dialil trisulfuro, alil metil tiosulfinato y s-alil mercapto-cisteina, que de acuerdo con
Ramirez-Concepcion et al. (2016), contribuyen de manera benéfica para la salud, ademas de que
contienen un alto contenido de compuestos fendlicos, polifenoles y fitoesteroles, por lo que
puede considerarse que su utilizacién brinda un aporte importante como bioplaguicida.

Por su parte, Leng et al. (2011) mencionan que los herbicidas organicos son sustitutos ideales
para los quimicos tradicionales, ya que los productos de origen vegetal resultan ser eficaces, mas
econémicos, biodegradables y mas seguros que los sintéticos, pues estos son persistentes en el
medio ambiente y son toxicos para los organismos no blancos, incluidos los humanos, que, de
acuerdo con Martinez y Rugama (2020), pueden causar enfermedades no identificadas por
bioacumulacién.

Al tener en cuenta que los herbicidas de tipo organico podrian servir como una posible
alternativa en el sector agropecuario, mitigando la contaminacién que generan los herbicidas
tradicionales, la presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de dos extractos
organicos a base de aloina y Alium sativum en el proceso de germinacion de Coffea arabica.
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Materiales y métodos
Extraccion de aloina

Se trabaj6 con el extracto de aloina, proveniente del AV, para lo cual se utilizaron 2 kg de hojas
de AV, variedad Ale barbadensis Miller, producidas en el municipio de Hacari Norte, Santander,
Colombia, con una edad promedio de 5 a 6 afios y en las que se realizaron cortes longitudinales
de sus hojas, con el fin de extraer el gel del AV; posteriormente, se realiz6 un proceso de
licuefaccion, utilizando agua destilada en relacion 1:1, de acuerdo con la cantidad de gel. Ademas,
se usé la metodologia planteada por Vega Contreras y Torres Salazar (2021), en la cual se
mezclaron 350 ml de etanol al 96 % con 150 g de gel de AV, almacenados en bolsas herméticas
y, posteriormente, fueron sometidos a un proceso de sonicacion en un equipo Branson 1800-
CPXH de 5,71, por un tiempo de 60 minutos y a una temperatura de 65 °C; luego, se realizé un
proceso de filtracién, con el cual se obtuvo una mezcla de aloina-etanol, la cual se llevo a
calentamiento a una temperatura de 70 °C para evaporar el etanol y obtener la aloina
concentrada. Finalmente, el resultado se refrigeré a una temperatura de 15 °C. Rojas et al. (2019)
han demostrado que la extraccién de componentes bioactivos por ultrasonido es un método
limpio, sencillo y rapido en comparacion con los métodos convencionales.

Identificacién por cromatografia

Para la identificacion de la aloina extraida, se realiz6 un analisis por cromatografia liquida, para
lo cual se utilizé un cromatégrafo de liquidos de ultra alta presion (UHPLC, por sus siglas en
inglés): Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Sunnyvale, Estados Unidos), equipado con
una bomba binaria de gradiente (HP G3400RS), un inyector automatico de muestras (WPS
300TRS) y una unidad termostada para la columna (TCC 3000). La interfaz de la cromatografia
liquida-espectrometria de masas (LC-MS, segun sus siglas en inglés) fue la ionizacién por
electrospray (ESI, segun sus siglas en inglés) y el espectrometro de masas fue de alta resolucion,
con un sistema de deteccion de corrientes de iones Orbitrap, operado en modo negativo con un
voltaje de capilar de 4,5 kV. La separaciéon cromatografica se realizé en una columna Hypersil
GOLD Aq (Thermo Scientific, Sunnyvale, Estados Unidos; 100 X 2,1 mm, 1,9 pm de tamafio
de particula) a 30 °C. Por su patte, la fase mévil fue: A: una solucién acuosa de 1 % de acido
férmico y B: acetonitrilo. La condicién inicial del gradiente fue del 100 % A, cambiando
linealmente hasta 100 % B (8 minutos) y se mantuvo durante 4 minutos, mientras que el retorno
a las condiciones iniciales fue en 1 minuto; el tiempo total de corrida fue de 13 minutos, con 3
minutos para poscorrida. La identificacién de los compuestos se realizé usando el modo negativo
de adquisicion full scan y extraccion de iones (EIC, segun sus siglas en inglés), correspondientes
a los iones [M-H] de compuestos de interés, medicién de masas con exactitud y precision de la
desviacioén de la masa, medida de la masa tedrica en partes por millén de Appm < 1.

Preparacion de extractos organicos de Allium sativum

Para la preparacion de la solucion, se utilizaron 2 kg de Alinm sativum, variedad ajo (ajo blanco),
proveniente del municipio de Mustiscua, Norte de Santander, Colombia, cultivado a una
temperatura entre 15 y 17 °C, aproximadamente. El tratamiento previo del ajo consisti6 en la
remocién de la tanica y el fraccionado, los cuales fueron removidos manualmente para el
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posterior fraccionamiento de los bulbos, con los cuales se realizé un proceso de licuefaccion
hasta obtener una masa homogénea, ademas, se les agregd 11 de agua destilada y se coloco en
refrigeracion por 72 horas, a temperatura de 15 °C, realizando continuamente el proceso de
filtracion hasta obtener la solucidn, la cual se tuvo a un pH 6,2. De este resultado, se prepararon
tres dosis a partir de las soluciones patron de aloina y Alium sativum, a concentraciones 0,1, 0,5
y 1,0 mg/1 por cada extracto.

Preparacion de semillas de Coffea arabica, variedad castillo

Para la preparacion de las semillas, se procedio a retirar el pericarpio del fruto, las semillas, las
cuales posteriormente fueron sumergidas en agua por 48 horas, con el fin de ser hidratadas, y
luego se secaron durante 48 horas.

Pruebas de fitotoxicidad

La evaluacion de la toxicidad se realizé con base en las metodologias propuestas por Schmidt y
Redshaw (2015), la cual se basé en la evaluacion del efecto de inhibicion en la germinacion y
crecimiento de la radicula en semillas, luego de la exposicion a un compuesto toxico. Para ello,
se realizé la aplicacién de tratamientos de 0,1, 0,5 y 1,0 mg/1 de cada extracto de ajo y aloina, en
las semillas de Coffea arabica y un tratamiento de 0,05 mg/1 del producto comercial herbicida
“Paraquat” como control negativo, esto con el fin de comparar los resultados y los efectos
producidos en la germinacion, de igual manera se realizo un tratamiento con agua como control
positivo y se establecié un disefio experimental que consistio en un analisis de bloques al azar
con tres repeticiones y 10 semillas por repeticion para el experimento. Con el fin de comprobar
el efecto de los tratamientos sobre la germinacion, se aplicé un analisis de varianza (Anova) para
determinar si existian diferencias significativas con nivel de significancia de 0,05 (p < 0,05). El
analisis estadistico se realizé con el soffware SPSS version 27.

Las semillas se colocaron sobre sobre papel servilleta de 1 mm de espesor en cajas Petri de 90
mm y se agregaron 25 ml de cada tratamiento por cada caja, las cuales se colocaron en la
oscuridad por 25 dias, humedeciendo el papel cada 5 dias, observando continuamente su proceso
germinativo. En la tabla 1 se describen las condiciones del ensayo de toxicidad de las semillas de
café.

Se calcul6 el porcentaje de germinacion (% G) de las semillas para cada concentracién con
respecto al control negativo, utilizando la siguiente expresiéon planteada por Rodriguez Romero
et al. (2014).

% G # de semillas germinadas en cada concentracién 100
= X
° # de semillas germinadas en el control

Para la evaluacién de dafio celular, se sigui6é la metodologia planteada por Salazar Mercado y
Quintero Calefio (2021), donde las puntas de las raices se sumergieron en HCl 1M por 20
minutos; seguidamente se lavaron con agua, se tifieron con acetato de orceina por un tiempo de
15 minutos, se colocaron sobre placas de portaobjetos y, con ayuda de cubreobjetos, se aplicé la
técnica de sguash, para finalmente observar los efectos causados en el microscopio.
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Tablal. Condiciones del ensayo de toxicidad en semillas de Coffea arabica

Factor

Condicion

Temperatura

Intensidad de luz

Agua de dilucion

Volumen de solucién a prueba (ml)
Numero de tratamientos aplicados
Numero de semillas por réplica
Numero de replicas

Tipo de control positivo

Tiempo de duracién de la prueba (dias)

Efecto medido

Criterio de aceptabilidad de la prueba

35°C
Oscuridad
Agua destilada
25

8

10

3

Agua destilada
25

Porcentaje de germinacion y elongacion de la
radicula

Geminacion de la prueba al 90 %, variacion
del control negativo

Fuente: Elaboracion propia

Resultados y discusiéon

Mediante el andlisis por cromatografia se identificé una concentracion de aloina de 128,2 mg/kg,

como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Analisis de aloina por UHPLC-ESIT-Orbitrap-MS en la muestra

Concentracion en la muestra, mg kg™

Compuesto tr, NMC, 992560-01-EB
min mg kg
Analisis cualitativo de contenido de aloina
Aloina 11,4 0,1 128,2

Notas aclaratorias: UHPLC: cromatégrafo de liquidos de ultra alta presion, EST: ionizacion por
electrospray , MS: espectrometria de masas, tr: tiempo de retenciéon en minutos (tiempo que
tarda la muestra en ser retenida), min: minutos, NMC: nivel minimo de cuantificacién, mg:
miligramo, kg: kilogramos.

Fuente: Elaboraciéon propia
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Por su parte, Matos Acurero (2011) estableci6 que el contenido de aloina es wvariable,
dependiendo del tipo del explante y de la edad del cultivo. En Ia figura 1 se observa el tiempo de
retencion en el cual se dio la identificacion de la muestra analizada.

RT: 11.43 NL: 8.07E4
_ MA: 601711 mfz=
1003 417.11702-417.12120
904 F: FTMS - ¢ ESI Ful
E ms [80.0000-800.0000]
0 203 MS 992610-01-EB-1-dil
e 707
8 S
c 60i ‘
3 |
< 507
o =
,E 405 ‘
& 3
& 30§
203 ‘
'ﬂ
e N
RT. 11.42 NL: 8.15E4

Figura 1. Tiempo de retencién de la muestra en la identificacion del contenido cualitativo
de aloina
Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 3 se observan diferentes tratamientos aplicados, cada uno de ellos por triplicado,
y el nimero de semillas germinadas.

Tabla 3. Semillas germinadas en cada repeticion a diferentes concentraciones de los
extractos aplicados

Tratamientos Numero de semillas germinadas por réplica
mg/1

R1 R2 R3

Agua (control positivo) 6 2 5
0,1 de Allium sativum 4 3 5
0,1 de aloina 4 4 3

0,5 de _Allium sativum 4 6 3
0,5 de aloina 4 3 6
1,0 de Alliums sativum 2 5 4
1,0 de aloina 3 3 6
Paraquat (control negativo) 0 0

Fuente: Elaboracién propia
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Luego, se realizo el analisis de varianza ANOVA, el cual permitié comparar las semillas de café
germinadas con los extractos aplicados a diferentes concentraciones. El analisis de varianza
ANOVA permitié obtener un valor de probabilidad de germinacién de 0,023; al aplicar los
extractos de aloina y ajo, siendo menor del 5 %, como se observa en la tabla 4 y considerandose
un valor confiable para el proceso de germinacién, pero no estadisticamente significativo,
teniendo en cuenta que Molina Arias (2017) establecié que un valor mayor del 5% no es
confiable para negar la diferencia observada.

Tabla 4. Analisis de varianza de las semillas germinadas

Origen de las Suma de Grados  Promedio . Val.or
variaciones cuadrados de de los F Probabilidad  critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos 44,62 7 6,37 3,25 0,023 2,65
Dentro de los grupos 31,33 16 1,95
Total 75,95 23

Nota aclaratoria: F: factor que determina la variabilidad estadistica para calcular la diferencia
significativa.
Fuente: Elaboracion propia

En la figura 2 se muestran diferentes procesos de germinacion alcanzados, donde el tratamiento
de Allinum sativum de concentracién 0,1 mg/1 obtuvo un porcentaje de germinacion del 9,3 %; en
cuanto al tratamiento de concentracién de 0,5 mg/l1, este mostré un rendimiento del 100 % en
comparacion con el control positivo, ya que la cantidad de semillas germinadas a este tratamiento
fue igual al control. En el tratamiento de concentracién de 1 mg/1 de Allium sativum, se obtuvo
un porcentaje de germinacion del 84,6 %, mientras que con 0,1 mg/1 de aloina en concentracién
se dio un porcentaje de germinacion del 85,7 %, con respecto al control positivo, el cual fue del
65 % en relacion con el tratamiento 2 de concentraciéon de 0,5 mg/l, donde el rendimiento
alcanzado fue del 100 %, comparado con el control positivo, caso diferente al proceso de
germinacién realizado al de concentracion de 1 mg/1, donde el porcentaje de germinacion fue
de 92,3 %.

En cuanto al tratamiento aplicado con Paraquat a diferentes concentraciones, el porcentaje de
germinacién fue muy bajo, con valores del 20 % con el menor tratamiento de 0,1 mg/1 (figura
3). De acuerdo con Florida et al. (2012), este herbicida afecté negativamente el crecimiento de
las especies, evidenciando en las semillas una necrosis radicular, esto debido a que en el proceso
de germinacién se generd una sobreproduccion de radicales OH', los cuales provocaron un dafio
en la membrana celular (Hawkes, 2014), lo que gener6 una rapida filtracién de las membranas,
mostrando una apariencia himeda, seguida de una necrosis y una posterior desecacion
(Gobierno de Chile, 2011), que de acuerdo con Soto Cortés (1993), un crecimiento de la raiz
menor del 45 % demuestra efectos letales sobre las plantas. Por otra parte, Gil Diaz et al. (2021)
se refieren a la lixiviacion del quimico a través del suelo, el cual presentd una gran afinidad con
la materia organica, asi como también una alta solubilidad en el agua, lo que hizo que la movilidad
del herbicida fuese por las escorrentias de los rios y por la infiltracién hacia los cuerpos de agua
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cercanos (Salazar & Aldana, 2011; Salazar Coello et al., 2018; Arellano-Aguilar et al., 2017;
Verissimo et al., 2018).

Control
positivo

Aloina

Allium
sativum

(ajo)

Figura 2. Semillas germinadas en los diferentes tratamientos de 0,1, 0,5 y 1,0 mg/1 (agua,
aloina y Allinm sativum)
Fuente: Elaboracién propia

Con respecto al crecimiento radicular, se observo que el tratamiento aplicado con Alium sativum
no presentd un efecto negativo en la geminacion, pero si se observé un efecto positivo en las
radiculas, comparado con el control positivo, por lo que de acuerdo con Chipana Mendoza
(2023), la exposicion de las semillas a condiciones restringidas de agua permite que se den
procesos fisiologicos en la germinacion. Por otra parte, el tratamiento con aloina present6 un
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determinado crecimiento en las semillas de Coffea arabica, en comparaciéon con el control y el de
Allinm sativum. De acuerdo con Giardini Bonfim et al. (2018), el proceso germinativo se ve
afectado por las concentraciones de los extractos, ademas, Scotto et al. (2020) establecen que la
rehidratacion de Alium sativum estimula el crecimiento de las raices, tal como se observa en la en
la figura 4. Con relacion al ajo, Juarez Segovia et al. (2019) consideran que su esencia posee
propiedades importantes por su contenido de alicina, compuesto que puede ejercer efectos
antioxidantes a largo plazo (Mocayar Marén et al., 2020).

a) Concentracién de 0,1 mg/1 b) Concentracién de 0,5 mg/1 ¢) Concentracién de 1,0 mg/1

Figura 3. Tratamientos con Paraquat a diferentes concentraciones
Fuente: Elaboracion propia

Eaa’s

Agua 0,1 Ajo 0,1 Aloina 0,1 Paraquat ),5 Ajo 0,5 Aloina 0,5 Paraquat 1 Ajo 1 Aloina 1 Paraquat

ul
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Figura 4. Variacion en la germinacion de las semillas de Coffea arabica por tratamiento
Fuente: Elaboracion propia
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Analisis citogenético

El tratamiento de Alimwm sativum mostrd células en proceso de division (profase), como se
observa en la figura 5, lo que concuerda con lo mencionado por Vilanova Costa et al. (2013),
quienes sugieren que no se presentarfa toxicidad, por lo que no expresan sintomas de afectaciéon
en el proceso de division celular.

Allium
sativum

(ajo)

Control

Figura 5. Efectos de los tratamientos aplicados con AZium sativum comparados con el control
positivo
Fuente: Elaboracion propia

Al comparar el proceso de germinacion de Coffea arabica al utilizar Allinm sativum y con el
tratamiento de aloina, el proceso de germinacién de este ultimo fue mas lento, sin embargo, se
observo el proceso de division celular al compararlo con el control utilizado, como se muestra
en la figura 6.
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Control

Figura 6. Proceso de division celular generado durante la germinacion con la aloina,
comparado con el control aplicado
Fuente: Elaboracién propia

Al utilizar Paraquat a diferentes concentraciones, no se observé division celular, lo que muy
probablemente afect6 el proceso de germinacién. De acuerdo con Benedetti et al. (2013), los
herbicidas inducen estrés oxidativo y alteran los mecanismos de desintoxicacién y eliminacién
de enzimas de la célula, lo que deteriora las funciones celular y enzimatica; sobre este punto,
Jacobsen-Pereira et al. (2018) sefialan que la generacion de especies reactivas al oxigeno puede
alterar el equilibrio oxidativo y dafar los componentes de la célula, como se muestra en la figura

Paraquat
Figura 7. Lesion nuclear generada con el tratamiento aplicado con el herbicida Paraquat
Fuente: Elaboracion propia

Conclusiones
A pesar de que los procesos de germinacion fueron variables con respecto a cada tratamiento,

un factor limitante pare ello fue el tiempo de exposicion de las semillas, por lo que se podrian
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mejorar las condiciones de exposicion, asi como las concentraciones de los extractos utilizados.
Este estudio determiné que, bajo las condiciones especificas de este experimento, el uso de
extractos a base de aloina y Alium sativum no presenté influencias negativas en el proceso de
geminacion de Coffee arabica, asi mismo, en los procesos de division celular no se vio afectacion
en las células germinales que ocasionaran dafio en la estructura celular, por lo que a futuro se
pretenden cambiar, tanto las condiciones del proceso germinativo, como las semillas utilizadas,
esto con el fin de fortalecer el proceso investigativo.
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