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RESUMEN

Los taninos y ligninas son compuestos naturales abundantes en la corteza de
muchas especies lefiosas que han producido un gran interés de estudio en estos
ultimos afios debido a sus midltiples propiedades biol6gicas. Ademas, estos
compuestos se pueden modificar con agentes quimicos especificos, en este caso
con oxido de propileno, para obtener un mejor desempefio de estos compuestos al
ser utilizados como aditivos a materiales como por ejemplo plasticos comerciales,

insecticidas, etc.

No obstante, no existe informacién sobre la toxicidad de estos compuestos, para
poder evaluar un posible impacto ambiental cuando estos sean utilizados como

aditivos a materiales en mayor cantidad.

Por esto, se estudid el perfil toxicolégico de polifenoles naturales (Taninos de
Pinus radiata, Eucalyptus globulus, Schinopsis balanceae (Quebracho), Acacia
mearnsii (Mimosa); Lignina de P. radiata y E. globulus) y sus modificaciones con
oxido de propileno (hidroxipropilacion), mediante el uso de bioindicadores (P.

subcapitata, L. sativa, R. raphanistrum subsp. Sativus y D. magna).

Estas diferentes especies P. subcapitata, L. sativa, R. raphanistrum y D. magna
fueron sometidas a diferentes concentraciones de los compuestos (0,01; 0,1; 1;
10; 100 mgLt), mediante el uso de ensayos convencionales de toxicidad aguda y

ademas toxicidad cronica para D. magna.

Respecto a los resultados que se obtuvieron se puede decir que la modificacion no
mostro mucho efecto, pero si el tipo de fenol. La especie R. raphanistrum fue mas
sensible que la especie L. sativa por lo que se propone como un buen

bioindicador.

Palabras claves: Toxicologia, polifenoles, taninos, lignina.
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1. INTRODUCCION

En Chile, la industria maderera es un gran participante en las exportaciones, por lo
cual es un gran atractivo evaluar su potencial y el de sus subproductos generados
en esta actividad (CORMA, 2016). De ahi la importancia de estudiar los extractos

provenientes de dichas plantas; asi como otros de interés agricola e industrial.

En la Octava Regién la madera es utilizada principalmente para producir pasta de
celulosa y, en segundo lugar, paneles y tableros. En ambos casos, se separa la
corteza como un desecho y se utiliza como combustible (Vazquez et al., 2008).

La corteza esta compuesta quimicamente por componentes que se encuentran en
la pared celular: Celulosa, lignina y compuestos fendlicos. La corteza se
caracteriza por tener una gran abundancia de fenoles totales, proantocianidinas y

taninos poliméricos.

Los polifenoles han atraido crecientemente la atencion en los campos de la
ciencia, la salud y la medicina y se han encontrado muchos productos que los
contienen. Los polifenoles son importantes para el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Jeréz et al., 2007) y se prevé gque estos compuestos se utilicen de forma
masiva en un futuro cercano, como por ejemplo como bioherbicida, biomaterial y/o

plaguicidas en general.

Los compuestos fendlicos se relacionan tanto al metabolismo primario como al
metabolismo secundario. Las plantas sintetizan una gran variedad de productos
secundarios que contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de
compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas del
fenol, el cual estd compuesto por un anillo aromatico con un grupo hidroxilo (Fig.
1).
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Figura 1. Estructura quimica del fenol.
Fuente: http://zzct.blogspot.com/2013/04/fenoles.html.

Desde el punto de vista estructural, son un grupo muy diverso que comprende
moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los
taninos y la lignina. En el grupo también se encuentran los pigmentos de tipo
flavonoides (Avalos et al., 2009).

Particularmente los taninos son metabolitos secundarios que resultan solubles en
agua y/o etanol. Varios autores les han asignado a estos compuestos un papel
defensivo contra plagas o en el ataque de herbivoros depredadores (Palo et al.,
1991).

Otros autores consideran que los taninos son productos de reserva que la planta
moviliza ante condiciones no propicias para el crecimiento como pueden ser altas
temperaturas, alta intensidad luminosa, estrés hidrico, entre otras (Palo et al.,
1991). La caracteristica principal de los taninos es su capacidad para formar

complejos con las proteinas.

Existen dos grupos principales de taninos: hidrolizables y condensados, los cuales
pueden tener efectos toxicos, antinutricionales o benéficos en animales,

dependiendo de su concentracion en las plantas (Lara et al., 2008).

Los taninos tienen tres usos mayoritarios: a) Curtientes: utilizados en la industria
del cuero, b) Astringentes: utilizados en terapéutica como cicatrizantes de uso
externo y antidiarreicos de uso interno, c) Fuente polimérica para el disefio de

materiales.

La unidad monomérica de los taninos condensados consta de unidades de
flavonoides (Csis: flavan-3-ol o flavan-3,4-diol). Su estructura es un derivado de la

unidad basica de flavan Ces — C3 — Cg, que son anillos aromaticos separados por
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tres atomos de carbono. Los anillos flavan estan etiquetados A, C y B,
respectivamente. (Fig. 2) (Garcia et al., 2016).

! OH '
OH

HO 0 @ OH
C
OH

OH

Figura N°2: Estructura quimica de la unidad Cis en taninos condensados.
Fuente: https://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2015/nj/c5nj02131f.

Por otra parte, la lignina (Fig. 3) es uno de los biopolimeros mas abundantes en
las plantas y junto con la celulosa conforma la pared celular de las mismas en una
disposicion regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de
lignina-hidratos de carbono. La lignina estd considerada como un recurso

renovable asequible y de potencial uso industrial (Chavez-Sifontes et al., 2013).

La lignina es un copolimero que se deriva principalmente de tres unidades
fenilpropano monomeéricas (monolignoles) basicas: alcohol p-cumarilico (H=
cumaril), alcohol coniferilico (G= guaiacyl) y alcohol sinapilico (S= siringil), cuyas

estructuras se muestran en la Figura 3 (Chavez-Sifontes et al., 2013).

La lignina puede tener aplicaciones directas, como las presentadas por los ligno-
sulfanatos, compuestos no peligrosos que poseen aplicaciones como dispersantes
de pesticidas, emulsificantes y secuestradores de metales pesados. Ademas, la
lignina (sin ningun proceso de modificacion quimica) puede ser utilizada como

copolimero para incorporarse en resinas tipo fenol-formaldehido, polimeros tipo
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poliolefinas-lignina, poliésteres-lignina, poliuretanos-lignina, etc. (Calvo et al.,
2010).

CH,0H
CH ,OH CH,OH (
\
T
= | = | o
e
P P ocH, H,CO OCH4
OH
OH OH

Figura N°3: Estructura quimica de los tipos de monolignoles mas comunes
encontrados de la lignina: 1: alcohol p-cumarilico (H), 2: alcohol coniferilico (G), 3:
alcohol sinapilico (S)

Fuente: https://quimica.laguia2000.com/elementos-quimicos/lignina-la-quimica-de-

la-madera.

Vale la pena destacar que para el disefio de estos productos derivados de
polifenoles en muchas ocasiones estos compuestos son modificados
guimicamente para superar inconvenientes como la baja solubilidad, alta
viscosidad y también reactividad alta o demasiado alta. La modificacion permite
una mejora adicional de estas propiedades teniendo en cuenta los requisitos para

la aplicacion seleccionada (Garcia et al., 2016).

En este sentido, la hidroxipropilacion con éxido de propileno es muy utilizada para
obtener un biomaterial (Garcia et al., 2017) con mejores caracteristicas como, por
ejemplo, un biomaterial resistente a la radiacion UV, un biomaterial de féacil

degradacion, etc.

La hidroxipropilacibn es una estrategia comun para modificar las propiedades
fisicoquimicas de las fuentes naturales, mejora la solubilidad en solventes no

polares, mientras que en consecuencia se redujo la solubilidad en solventes
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polares (H-O, acetona y acetonitrilo), la reactividad (Garcia et al., 2016). Por tal
motivo, es importante conocer el posible potencial toxico que pudieran tener tanto
los polifenoles modificados por este método; asi como los no modificados;
considerando que en muchos casos son utilizados como aditivos para plasticos y
otros materiales. Adicionalmente, es bien conocido que la lignina es menos toxica

gue los taninos, de ahi su elevado potencial para el desarrollo de biomateriales.

Los ensayos de toxicidad son empleados para reconocer y evaluar los efectos de
los contaminantes sobre la biota, en estos se utilizan tejido vivo, organismo, o
grupo de organismos como reactivo para evaluar los efectos de cualquier
sustancia fisiologicamente activa. Los organismos deben estar en buenas
condiciones de salud, previamente aclimatados a las condiciones del ensayo, y se
mantienen en condiciones ambientales constantes. Ademas, se dispone de grupos
de control (que no se exponen al toxico). Luego se miden y evaltan los efectos
biologicos observados en cada uno de los grupos control y tratados y
posteriormente, se efectia un andlisis estadistico de los datos obtenidos (Cricyt,
2009). Para realizar este trabajo se utilizaron cuatro bioindicadores
Pseudokirchneriella subcapitata (microalga), Lactuca sativa (planta), Raphanus

raphanistrum (planta) y Daphnia magna (microcrustaceo).

La microalga verde, Pseudokirchneriella subcapitata (Fig.4), anteriormente
denominada Selenastrum capricornutum sp., es el mas utilizado como organismos
de prueba o de referencia en ensayos de toxicidad, que viven en cuerpos de agua
dulce y es una buena representante de los productores primarios en las redes

alimenticias de ambiente dulceacuicolas (Larsen, 2002).
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Figura 4. Vista microscépica de P. subcapitata.
Fuente: http://ecotox.ibot.cas.cz/temp-sbirka/foto/B002.jpg

P. subcapitata se presenta en diversos medios acuaticos, siempre y cuando tenga
suficiente luz. Es autoétrofa obligatoria. Las células en los cultivos son solitarias
excepto durante la divisiéon celular, en la que forman una especie de racimos. Las
células tienen una forma helicoidal, por lo general semicircular. La reproduccion es

por division de la célula madre en 2, 4 u 8 células hijas (Prades, 2014).

Algunas microalgas son consideradas un ejemplar de estudio para la realizacion
de bioensayos de toxicidad, esto por su alta sensibilidad frente a diversas
sustancias quimicas, sus requerimientos nutricionales son conocidos, poseen una
alta tasa de crecimiento lo que permite en pocos dias conocer la densidad y el
efecto causado por un agente toxico, y se destaca por su facil y relativamente

sencilla manipulacion en laboratorio (Cordova et al., 2009).

El ensayo de toxicidad con L. sativa es una prueba estatica aguda, en la que se
pueden evaluar los efectos fitotOxicos de compuestos puros o de mezclas
complejas en el proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las
plantulas durante los primeros dias de crecimiento, siendo por lo tanto una etapa
de gran sensibilidad frente a factores externos adversos (Fig.5). A diferencia de la
prueba tradicional de germinacion de semillas, la evaluacién del efecto en la
elongacion de la radicula y del hipocatilo de las plantulas permite evaluar el efecto
toxico de compuestos solubles presentes en niveles de concentracion tan bajos
gue no son suficientes para inhibir la germinacién, pero que sin embargo pueden
retardar o inhibir completamente los procesos de elongacion de la radicula o del
hipocétilo, dependiendo ello del modo y sitio de accién del compuesto. De esta

manera, la inhibicion en la elongacién de la radicula e hipocotilo constituyen
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indicadores subletales muy sensibles para la evaluacién de efectos biol6gicos en
vegetales, aportando informacion complementaria a la proporcionada al estudiar el

efecto en la germinacion (Sanchez et al., 2004).

Figura 5. Morfologia de la semilla y la plantula de lechuga y rabanito (L. sativay R.

raphanistrum).
Fuente: https://www.idrc.ca/sites/default/files/openebooks/147-7/index.html

Raphanus raphanistrum subsp. Sativus es un tipo de hortaliza que forma parte,
junto a las coles y los berros, de la familia de las cruciferas. Se conocen seis
especies de rabanos, pero solo se cultiva el R. Sativus. Esta especie es
frecuentemente utilizada para determinar el potencial contaminante de diferentes

tipos de compuestos (Lee et al., 2012).

Su féacil uso en los laboratorios de ecotoxicologia lo colocan como una buena
opcion para la evaluacion del efecto inhibidor del crecimiento indebido por dosis
crecientes de polifenoles (Agarwal et al., 2016); ya que constituye una especie que
en muchas ocasiones aporta informacion adicional para entender el cuadro de

toxicidad de compuestos complejos.

Daphnia magna (Fig.6) es un microcrustaceo, empleado como bioindicador
ambiental de efluentes dulciacuicolas en ensayos ecotoxicolégicos (Nufez &
Hurtado, 2005). El género Daphnia se ubica dentro del orden cladécero de la clase
crustacea, son utilizadas extensivamente en pruebas de toxicidad. Es un

organismo muy representativo y eficiente para analizar, ya que posee un corto
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ciclo de vida y facil manipulacion, ademas de permitir determinar la letalidad
potencial de sustancias puras, aguas residuales domésticas, aguas superficiales u
subterraneas, entre otros (Diaz et al., 2004).

Figura 6. Vista microscépica de la morfologia externa de D. magna.
Fuente:http://p-rosso.blogspot.cl/2011/06/daphnia-o-pulga-de-agua-alimento.html

Este microcrustaceo se reproduce durante todo el afio, por partenogénesis,
producen huevos diploides los cuales eclosionan dando hembras partenogénesis
durante muchas generaciones. El desarrollo es directo y cuando los juveniles
abandonan la camara de incubacion, situada bajo el caparazon, el exoesqueleto
se desprende, se produce la muda y una nueva puesta es expulsada dentro de la
camara incubadora (Fig.7) (Villarroel, 2004). No obstante, también tienen
reproduccion sexual. D. magna vive en zonas donde el agua tiene una gran
cantidad de minerales debido a la eutrofizacion. En lo que respecta a su
alimentacion, la Daphnia es un crustaceo depredador, se pueden alimentar de
bacterias, algas, detritus y de zooplancton de menor tamafio. En su pequefio
mundo son avidos devoradores de infusorios, que en algunos casos constituye su

Unica fuente de alimentacién (Pérez & Blanco, 2010).
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Figura 7. Morfologia interna D. magna.

Fuente: http://biologiatresquintosemestre.blogspot.cl/2016/09/

De acuerdo con lo anterior el objetivo de esta investigacion fue evaluar el perfil
ecotoxicologico de polifenoles y sus derivados modificados por hidroxipropilacion,
sobre los organismos bioindicadores, a través de mediciones experimentales
sobre la inhibicion en el crecimiento de la biomasa en P. subcapitata, evaluacion
del efecto en la germinacion de L. sativa y R. raphanistrum; y la mortalidad e
identificacion de alteraciones morfologicas en D. magna. Con ello demostrar que
estos compuestos polifendlicos altamente deseables para el disefio de

biomateriales puedan ser 6ptimos y no contaminantes.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 Hipotesis

Los polifenoles (taninos condensados y lignina) se encontraran significativamente
afectado por el tipo de estructura molecular y la modificacion quimica
(hidroxipropilacién), cuando son evaluados su perfil ecotoxicolégico mediante
cuatro especies bioindicadoras (Pseudokirchneriella subcapitata, Lactuca sativa,

Raphanus raphanistrum y Daphnia magna).
2.2 Objetivo General

Evaluar el perfil ecotoxicologico de diversos polifenoles y sus derivados
modificados por hidroxipropilacion mediante el uso de cuatro bioindicadores
(Pseudokirchneriella subcapitata, Lactuca sativa, Raphanus raphanistrum vy
Daphnia magna).

2.3 Objetivos Especificos

e Determinar el efecto en el crecimiento celular de la microalga P. subcapitata
expuestas a concentraciones crecientes de taninos condensados y lignina con

sus respectivas modificaciones.

e Determinar la inhibicién en la germinacién y el crecimiento de L. sativa y R.
raphanistrum expuestas a concentraciones crecientes de taninos condensados

y lignina con sus respectivas modificaciones.

e Determinar la toxicidad aguda y crénica en D. magna expuesta a
concentraciones crecientes de taninos condensados y lignina con sus

respectivas modificaciones.

e Establecer posibles relaciones estructura — efecto ecotoxicolégico a los
bioindicadores de prueba, mediante una caracterizaciéon de los polifenoles

utilizados.
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3. METODOLOGIA

La realizacibn de esta investigacion en conjunto con el desarrollo del
procedimiento experimental, se llevé a cabo en el Laboratorio de Toxicologia en la

Facultad de Ciencias de la Universidad Catdlica de la Santisima Concepcion.

3.1 Preparacion de soluciones stock de taninos condensados y lignina con

su respectiva modificacion (hidroxipropilado).

Para la realizacion de los ensayos se utilizaron doce muestras de polifenoles
naturales (Taninos de Pinus radiata, Eucalyptus globulus, Schinopsis balanceae
(Quebracho), Acacia mearnsii (Mimosa); Lignina de P. radiata y E. globulus) y sus

modificaciones con Oxido de propileno (hidroxipropilacion).

Los polifenoles fueron pesados (0,001 gr de muestra aproximadamente) y llevados
a un matraz Erlenmeyer de 1000 mL con agua destilada, obteniéndose las
soluciones stock de las muestras de polifenoles y sus modificaciones
(hidroxipropilado). Una vez obtenidas las soluciones, se procedio preparar las
disoluciones de cada compuesto fendlico en un rango de concentraciones de 0,01;
0,1;1; 10y 100 mgL™.

3.2 Prueba de toxicidad con Pseudokrichneriella subcapitata.

Se utilizé las microalgas obtenidos del Laboratorio de toxicologia de la Universidad

Catolica de la Santisima Concepcion, y se realizé bajo la NCh2083 Of. (1999).

Las pruebas de inhibicion de crecimiento con P. subcapitata (toxicidad crénica) se
realizaron en tubos de ensayo transparentes y esterilizados de 10 mL de vidrio; en
el cual se afiadieron 5,0 mL de las diluciones previamente preparadas de cada
muestra de los taninos y lignina, posteriormente a esto se le agrego 1,0 mL de un
inéculo de microalgas con la densidad celular 6ptima (4,75x10* células mL™)
incluyendo controles. Cada tratamiento se realizd en triplicado. Las pruebas de
microalgas se llevaron a cabo en condiciones controladas de iluminacién continua

con luz blanca fria de 11.000 lux y temperatura 20-21°C.
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La concentracion de biomasa se determiné diariamente durante el transcurso del
experimento, desde tiempo O hasta las 72 horas en términos de densidad 6ptica
(USEPA, 2002) a 680 nm, utlizando un colorimetro Nannocolor PT-3
MACHEREY-NAGEL.

En la tabla 1 se resume las condiciones experimentales implementadas en la

prueba de toxicidad.

Tabla 1. Condiciones experimentales para el desarrollo del ensayo de toxicidad
cronica con P. subcapitata.

Bioensayo Cronico Caracteristicas

Duracion de la prueba (h) 72

Temperatura (°C) 20-21

Fotoperiodo (lux) [luminacién continua 11.000
Longitud de onda 680 nm

Volumen de solucién de prueba 6 mL

Réplicas por concentracion 3

Criterio de toxicidad Inhibicion de crecimiento

3.3 Prueba de toxicidad con Lactuca sativay Raphanus raphanistrum.

Se emplearon semillas de L. sativa (lechuga) y R. raphanistrum (rabanito),
obtenidas de manera comercial en formato de sachet; para la realizacion del
ensayo de toxicidad. Para R. raphanistrum se utilizé la metodologia de Garcia et
al., 2015 con pequefias variaciones y para L. sativa se utiliz6 la metodologia
utilizada por la USEPA, 1993.

Este bioensayo de toxicidad es el mas utlizado en la actualidad y ha sido
recomendado y aplicado por diferentes organismos de proteccion ambiental
(USEPA, 1993) para la evaluacion ecotoxicolégica de muestras ambientales,
compuestos puros, ademas de la evaluaciéon del efecto fitotoxico de plaguicidas,
control de efluentes, evaluacién de lodos, lixiviados, calidad de aguas, toxicidad de

sustancias quimicas en suelos contaminados y otros (Ratto et al., 2010).
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Es un ensayo facil de realizar, y econémico en lo referente a requerimientos de
materiales y equipos; sin embargo, se invierten muchas horas de personal en la
medicion de los pardmetros indicadores de toxicidad, de una muestra problema
(Infante & Morales, 2012).

Para el ensayo de germinacion se utilizaron semillas con similares dimensiones
visiblemente apreciables de tamafio, forma y color. El ensayo ecotoxicol6gico se
ejecutd, colocando un disco de papel filtro micropore n° 1 en la base de la placa
petri, posteriormente se seleccionaron 10 semillas por tratamiento las cuales
fueron colocadas con la ayuda de una pinza. Posteriormente, se humedecié con
2mL de las diluciones previamente preparadas de taninos, lignina y sus
respectivas modificaciones a concentraciones crecientes; evitando la formaciéon de
bolsas de aire, luego se taparon las capsulas y fueron colocadas en bolsas
plasticas para evitar la pérdida de humedad, las placas Petri fueron incubadas en
la oscuridad inmediatamente después de colocar las semillas en su interior, y
durante un periodo de 120 h (5 dias) a una temperatura de 18 + 1 °C, cada
experimento se realizd por triplicado, mas un serie triplicada de control negativo

(agua destilada estéril).

En la tabla 2 se describen las condiciones experimentales implementadas en la
prueba de toxicidad. Los puntos finales de evaluacion de la fitotoxicidad se
basaron en la comparacion del efecto generado en los organismos expuestos a la
muestra con respecto a la respuesta en los organismos expuestos al control
negativo, sujeto a las mismas condiciones de ensayo. Transcurrido el periodo de
exposicidon (120 horas), se cuantifico el efecto en la germinacién y en la elongacién

de la radicula y del hipocotilo (Ramirez et al., 2008).

La toxicidad fue expresada como toxicidad aguda, la cual se estima a través de la
concentracion a la cual se produce mas del 50% de inhibicidon de la germinacién
de las semillas, entendiéndose que la falta de germinacion es la muerte de las
semillas debido al efecto toxico en la muestra que se esté evaluando (Infante &
Morales, 2012).
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Tabla 2. Condiciones experimentales para el desarrollo del bioensayo de toxicidad

aguda con L. sativa.

Bioensayo Agudo

Caracteristicas

Tipo de ensayo Estéatico
Temperatura (°C) 18+1
Calidad de luz Oscuridad
Volumen de la solucién de prueba (mL) 2
Semillas por réplicas 10
Réplicas 3
Duracion de la prueba (h) 120

Efecto medido

Inhibicion en la germinacion

Resultado final

Porcentaje de inhibicidon en la germinacion

Aceptabilidad de los resultados

Germinacion > 90%

Control Negativo

Agua destilada

La medida de la elongacién de la radicula se considera desde el nudo (region mas

engrosada de la transicion entra la radicula y el hipocétilo) hasta el apice radicular.

La medida de elongacién del hipocotilo se considera desde el nudo hasta el sitio

de insercion de los dos cotiledones (Fig.8).
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Figura 8. Esquema de plantula de L. sativa y R. raphanistrum al finalizar el periodo
de exposicion.

Fuente: https://www.idrc.ca/sites/default/files/openebooks/147-8/index.html

3.4 Prueba de toxicidad para Daphnia magna.

Se utilizé D. magna, obtenida del Laboratorio de Toxicologia en la Facultad de
Ciencias de la Universidad Catolica de la Santisima Concepcion. Se preparo las
distintas soluciones de agua reconstituida, de diluciéon y de cultivo. Todos los
procedimientos anteriormente mencionados, ademas de la renovacion de agua y
la alimentacion de los cultivos, se realizara de acuerdo a la normativa chilena NCh
2083 Of. (1999).

Para el desarrollo de esta prueba de toxicidad se debera disponer de neonatos de
menos de 24 horas de nacidos, los cuales seran expuestos a disoluciones con las
muestras de los polifenoles, una vez que se finalice la transferencia de los
organismos, se colocaran bajo condiciones controladas de iluminacion y
temperatura (Tabla 3) por un periodo de 48 horas. Paralelamente para la
preparacion de la prueba de toxicidad, se realizard un control positivo y uno
negativo, todo en triplicado. En el control negativo se utilizara agua dura
reconstituida sin suplementos y para el control positivo, una solucion del
compuesto toéxico de referencia (Cr (V1)) trascurrido el tiempo se registra el nimero
de organismos muertos (sin movimiento) en cada dilucion de las muestras de

polifenoles.
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Tabla 3. Condiciones experimentales para el desarrollo del bioensayo de toxicidad

aguda con D. magna.

Bioensayo Agudo Caracteristicas
Duracién de la prueba (h) 48
Temperatura (°C) 20+£0,2
Fotoperiodo 16 horas de luz; 8 horas de oscuridad
Edad de los organismos Neonatos < 24 horas
Organismos por tubos 5
Réplicas por concentracion 3
Organismos por concentracion 15
Agua reconstituida (mgL™t) Dureza: 250 + 25
Agua de dilucién CaCOg; pH: 7,8 £ 0,2
Oxigeno disuelto Sobre un 80% de saturacion
Criterio de toxicidad Mortalidad LCso
Criterio de aceptabilidad Sobrevivencia de Controles sobre 90%

LCso = Concentracion Letal media.

Se evaluo la toxicidad aguda utilizando neonatos de D. magna menores a 24 h de
vida. Cinco de estos organismos fueron depositados en tubos de ensayos de 10
mL con 1 mL de su medio de cultivo, posteriormente se adicionaron 5,0 mL de las
distintas disoluciones preparadas de los taninos, lignina y sus derivados
modificados durante 48 horas, sin recambio ni alimentacion. Transcurrido el
tiempo de exposicion, se evalué la mortalidad de los organismos expresada en

porcentaje de mortalidad.

3.4.1 Prueba de toxicidad crénica con D. magna.

Se realizé un ensayo de toxicidad crénica con D. magna, en el cual se utilizaron
cinco neonatos (< 24 horas de nacidos) por replica, los que fueron expuestos
durante 21 dias con una alimentacibn de P. subcapitata, previamente
contaminadas con estos 6 polifenoles: PRI, PRI6, PRS, PRS6, LE y LE6

respectivamente; las cuales fueron 10,0 mgL*y 50,0 mgL™! para las 6 muestras de
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polifenoles. Se realiz6 cada 48 horas recambio del medio, en conjunto con

alimentacion diaria, consistente en 2,0 mL de microalgas para cada tratamiento.

El ensayo se efectud a temperatura y fotoperiodo controlado, 18+1°C con 16 h luz
y 8 h oscuridad. Posteriormente trascurridos los 21 dias de alimentacién continua
a los que se expusieron los organismos, se evalué la longitud promedio de los
cladéceros nacidos, y malformaciones en caparazon, espina caudal y antenas
(ASTM, 1988). Estas Ultimas se evaluaron mediante el uso de un microscopio
ARQUIMED, CX31 OLYMPUS.

3.5 Andlisis Estadistico

Los datos de mortalidad obtenidos de los bioensayos fueron analizados
estadisticamente mediante el programa computacional Probit (USEPA, 1993),
también conocido como método de unidades probabilisticas, con el fin de evaluar
la relacion dosis-respuesta de las muestras, sobre los organismos, en términos de
la LCso (Concentracion Letal media). Esto lo realizo el programa, ajustando los
valores de mortalidad mediante una técnica de probabilidad para estimar los

valores que siguen una distribucion logaritmica de tolerancias.

El porcentaje de organismos afectados o muertos por la accion toxica de una
sustancia, se transformara a unidades Probit, permitiendo el ajuste de una linea de
regresion, en la cual la concentracion correspondiente al Probit 0.5 correspondera
a la cantidad de sustancia capaz de generar el efecto estudiado en la mitad de la

poblacién (Finney, 1971).

Al momento de realizar una prueba de toxicidad, se debe seguir un niamero
razonable de repeticiones (dependiendo de lo que requiera cada prueba y
organismo) y un control para lograr una estimacion valida del error en los
experimentos, para dar validez a los valores obtenidos como resultados. Por ende,
posteriormente y para verificar si existen o no diferencias significativas entre los
valores obtenidos en los respectivos bioensayos realizados, con las muestras de
taninos condensados y ligninas con su respectiva modificacion, se realizé una

prueba de ANOVA de un factor y dos colas, obteniendo un valor del estadistico F,
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que reflejo el grado de parecido que exista entre las medias que se compararon;
ademds de una comparacién post hoc o a posteriori, mediante un test de Tukey de

ser necesario.
3.5 Estadistica descriptiva

Para la realizacién de los analisis descriptivos y las correlaciones lineales de
Pearson se realizaron mediante el Software SPSS Statistics (versién22), los
analisis de estadistica descriptiva y las correlaciones lineales de Pearson se
realizaron para las siguientes pruebas: crecimiento de la microalga; de
germinacion y longitud de radicula e hipocétilo de lechuga y rabanito; de toxicidad
aguda y cronica del microcrustaceo, este programa presenta las funciones
principales necesarias para realizar el proceso analitico a través de la ventana

“analisis de datos” (Ray et al., 2016).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion de la toxicidad sobre P. subcapitata a 0 y 72 horas de

exposicion a concentraciones crecientes de taninos condensados y lignina.

A continuacién, se muestra el comportamiento del crecimiento celular de la

microalga P. subcapitata con taninos condensados y lignina (Figura 9 al 14).

En la Fig. 9 se observa el comportamiento del crecimiento celular de la microalga
P. subcapitata a 0 y 72 horas de exposicidbn a concentraciones crecientes de
tanino de P. radiata insoluble y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 9. Densidad celular de P. subcapitata, a concentraciones crecientes de

tanino de P. radiata insoluble y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad a través de la densidad celular, se observo
variaciones en la biomasa celular de la especie P. subcapitata con la muestra de
P. radiata insoluble (PRI) al tiempo O horas, presenté un aumento en la biomasa
celular en todo el rango de concentraciones con respecto al control y ademas se
observo que hubo un aumento de la absorbancia a mayor a concentracion de
100mgL™? respecto a las otras concentraciones. Para el tiempo 72 horas, se
presentd un aumento en la biomasa celular en todo el rango de concentraciones
con respecto al control y ademas se observd que el mayor aumento ocurrié a la

concentracion de 100mgL™.

En la evaluacion de la toxicidad a través de la densidad celular, se observo

variaciones en la biomasa celular de la especie P. subcapitata con la muestra de
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P. radiata insoluble modificado (PRI6) al tiempo 0 horas, presenté un aumento en
la biomasa celular en todo el rango de concentraciones con respecto al control y
ademas se observo que el mayor aumento ocurrié a la concentracion de 100mgL-
!, Para el tiempo 72 horas, se presenté un aumento en la biomasa celular en todo
el rango de concentraciones con respecto al control y ademas se observé que el
mayor aumento ocurrié a la concentraciéon de 100mgL*; pero la biomasa celular
de la muestra PRI6 a tiempo 72 horas es menor con respecto a la misma

concentracion al tiempo 0 horas.

El andlisis ANOVA para la muestra PRI (Anexo 7.4.1) arrojé un valor F calculado
48,805 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipétesis nula.
El analisis ANOVA para la muestra PRI6 (Anexo 7.4.2) arrojo un valor F calculado

86,850 > F critico (5,12 igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipotesis nula.

En la Fig. 10, se observa el comportamiento del crecimiento celular de la
microalga P. subcapitata a 0 y 72 horas de exposicion a concentraciones

crecientes de tanino de Mimosa y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 10. Densidad celular de P. subcapitata, a concentraciones crecientes de

tanino de Mimosa y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad a través de la densidad celular, se observo
variaciones en la biomasa celular de la especie P. subcapitata con la muestra de
Mimosa (M) al tiempo 0 horas, presentdé un aumento en la biomasa celular en todo

el rango de concentraciones con respecto al control, pero no presentd un aumento
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entre las diferentes concentraciones. Para el tiempo 72 horas, se present6 un
aumento biomasa celular en todo el rango de concentraciones con respecto al
control y ademas se observé que el mayor aumento ocurrié a la concentraciéon de
100mgL™. En la evaluaciéon de la toxicidad a través de la densidad celular, se
observa variaciones en la biomasa celular de la especie P. subcapitata con la
muestra de Mimosa modificada (M6) al tiempo 0 horas, presenté un aumento en la
biomasa celular en todo el rango de concentraciones con respecto al control. Para
el tiempo 72 horas, se presenté un aumento en la biomasa celular en todo el rango

de concentraciones con respecto al control.

El analisis ANOVA para la muestra M (Anexo 7.4.3) arrojé un valor F calculado
23,098 > F critico (5,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipotesis nula.
El analisis ANOVA para la muestra M6 (Anexo 7.4.4) arroj6 un valor F calculado
122,690 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipétesis

nula.

En la Fig. 11, se observa el comportamiento del crecimiento celular de la
microalga P. subcapitata a 0 y 72 horas de exposicion a concentraciones

crecientes de tanino de Quebracho y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 11. Densidad celular de P. subcapitata, a concentraciones crecientes de

tanino de Quebracho y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad a través de la densidad celular, se observd
observa variaciones en la biomasa celular de la especie P. subcapitata con la

muestra de Quebracho (Q) al tiempo 0 horas, presentdé un aumento en la biomasa
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celular en todo el rango de concentraciones con respecto al control. Para el tiempo
72 horas, se presentd un aumento en la biomasa celular en todo el rango de
concentraciones con respecto al control y ademas se observé que el mayor
aumento ocurrié a la concentracion de 100mgL*. En la evaluacién de la toxicidad
a través de la densidad celular, se observa variaciones en la biomasa celular de la
especie P. subcapitata con la muestra de Quebracho modificado (Q6) al tiempo 0
horas, presentd un aumento en la biomasa celular en todo el rango de
concentraciones con respecto al control y ademas se observé que el mayor

aumento ocurrié a la concentracion de 100mL1.

El andlisis ANOVA para la muestra Q (Anexo 7.4.5) arroj6é un valor F calculado
56,288 > F critico (5,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipotesis nula.
El andlisis ANOVA para la muestra Q6 (Anexo 7.4.6) arrojo un valor F calculado
130,460 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipotesis

nula.

En la Fig. 12, se observa el comportamiento del crecimiento celular de la
microalga P. subcapitata a 0 y 72 horas de exposicion a concentraciones

crecientes de tanino de P. radiata soluble y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 12. Densidad celular de P. subcapitata, a concentraciones crecientes de

tanino de P. radiata soluble y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad a través de la densidad celular, se observd
variaciones en la biomasa celular de la especie P. subcapitata con la muestra de

P. radiata soluble (PRS) al tiempo 0 horas, presentd un aumento en la biomasa
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celular con respecto al control y ademas se observé que el aumento ocurrié a
concentraciones crecientes. Para el tiempo 72 horas, se presenté un aumento en
la biomasa celular en todo el rango de concentraciones con respecto al control y
ademdas se observé que ocurri6 una leve disminucion en las concentraciones
1mgLty 10mgL™. En la evaluacién de la toxicidad a través de la densidad celular,
se observé variaciones en la biomasa celular de la especie P. subcapitata con la
muestra de P. radiata soluble modificado (PRS6) al tiempo O horas, presenté un
aumento en la biomasa celular con respecto al control y ademas se observd que
ocurrié una leve disminucién en la biomasa celular en la concentracion de 1mgL ™.
Para el tiempo 72 horas, se presenté un aumento en la biomasa celular en todo el
rango de concentraciones con respecto al control sin diferencia entre las distintas

concentraciones.

El analisis ANOVA para la muestra PRS (Anexo 7.4.7) arrojo un valor F calculado
114,500 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipétesis
nula. El analisis ANOVA para la muestra PRS6 (Anexo 7.4.8) arrojo un valor F
calculado 50,400 > F critico (s12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la

hipétesis nula.

En la Fig. 13, se observa el comportamiento del crecimiento celular de la
microalga P. subcapitata a 0 y 72 horas de exposicion a concentraciones

crecientes de lignina de P. radiata y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 13. Densidad celular de P. subcapitata, a concentraciones crecientes de
lignina de P. radiata y su modificacion (hidroxipropilado)

En la evaluacion de la toxicidad a traveés de la densidad celular, se observo
variaciones en la biomasa celular de la especie P. subcapitata con la muestra de
P. radiata (LPR) al tiempo O horas, presenté un aumento en la biomasa celular con
respecto al control y ademas se observé que ocurri6 un aumento a altas
concentraciones en cambio a menor concentraciones disminuyo la biomasa celular
con respecto a las distintas concentraciones. Para el tiempo 72 horas, se presenté
un aumento en la biomasa celular en todo el rango de concentraciones con
respecto al control y ademéas se observd que ocurrié un mayor aumento en la
concentracion 100mgL™. En la evaluacién de la toxicidad a través de la densidad
celular, se observo variaciones en la biomasa celular de la especie P. subcapitata
con la muestra de P. radiata modificado (LPR6) al tiempo O horas, presenté un
aumento en la biomasa celular con respecto al control y ademas se observé que
ocurrié una disminucién de la biomasa celular en la concentracién 0,1mgL™? con
respecto a las distintas concentraciones, también se observé un aumento en la
biomasa celular en la concentracion de 100mgL™t. Para el tiempo 72 horas, se
presentd un aumento en la biomasa celular en todo el rango de concentraciones
con respecto al control y ademas se observd que ocurrié una disminucion de la
biomasa celular en la concentracién 0,ImgL! con respecto a las distintas
concentraciones, también se observO un aumento en la biomasa en la

concentracion de 100mgL™.

El analisis ANOVA para la muestra LPR (Anexo 7.4.9) arrojo un valor F calculado
870,560 > F critico (5,12 igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipotesis
nula. El analisis ANOVA para la muestra LPR6 (Anexo 7.4.10) arrojé un valor F
calculado 354,380 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la

hipétesis nula.

En la Fig. 14, se observa el comportamiento del crecimiento celular de la
microalga P. subcapitata a 0 y 72 horas de exposicion a concentraciones

crecientes de lignina de E. globulus y su modificacién (hidroxipropilado).
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Figura 14. Densidad celular de P. subcapitata, a concentraciones crecientes de

lignina de E. globulus y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad a través de la densidad celular, se observo
variaciones en la biomasa celular de la especie P. subcapitata con la muestra de
E. globulus (LE) al tiempo O horas, presentd un aumento en la biomasa celular con
respecto al control y ademas se observdé que ocurrio una disminucién en la
biomasa celular en las concentraciones bajas, también se observé un mayor
aumento en las concentraciones altas. Para el tiempo 72 horas, se presenté un
aumento en la biomasa celular en todo el rango de concentraciones con respecto
al control y ademas se observo que ocurrié un mayor aumento en la concentracion
100mgL™?, también se observé una leve disminucién en la concentracion de 1mgL-
1, En la evaluacién de la toxicidad a través de la densidad celular, se observo
variaciones en la biomasa celular de la especie P. subcapitata con la muestra de
E. globulus modificado (LE6) al tiempo O horas, presentd un aumento en la
biomasa celular con respecto al control y ademas se observé que ocurrié una
disminucién de la biomasa celular en la concentracion 1mgL! con respecto a las
distintas concentraciones, también se observo un aumento a la concentracion de
100mgL™. Para el tiempo 72 horas, se presentdé un aumento en la biomasa celular
en todo el rango de concentraciones con respecto al control y ademas se observo
gue ocurrié una disminucién de la biomasa celular en las concentraciones bajas
con respecto a las distintas concentraciones, también se observo un aumento a la

concentracion de 100mgL™.
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El andlisis ANOVA para la muestra LE (Anexo 7.4.11) arroj6é un valor F calculado
426,020 > F critico (5,12 igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipétesis
nula. El analisis ANOVA para la muestra LE6 (Anexo 7.4.12) arrojé un valor F
calculado 770,200 > F critico (s12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la

hipotesis nula.

Discusién

Al analizar y evaluar los resultados de densidad celular obtenidos en la parte
experimental, las soluciones con taninos condensados y lignina a concentraciones
crecientes presentaron un comportamiento de estimulacién en la biomasa celular
de la especie P. subcapitata, tanto en las muestras con modificacion como en las
muestras sin modificacion respecto al control. También podemos decir que los
resultados entre los polifenoles fueron variados, para los taninos de P. radiata
aumenta el crecimiento de la especie P. subcapitata sin modificacion; para el
tanino de Mimosa aumenta el crecimiento la modificacion que el sin modificar;
para el tanino de Quebracho aumenta el crecimiento sin modificacion; para la
lignina de E. globulus aumenta el crecimiento la modificacion y para la lignina de

P. radiata aumenta el crecimiento sin modificacion.

Este efecto es comparable con los resultados obtenidos por Bohérquez-Echeverry,
donde se observo que polifenoles presentes en aguas residuales no presentan
una inhibicion en el crecimiento de la especie P. subcapitata (Bohorquez-
Echeverry et al., 2007). Las variaciones obtenidas en los resultados también se
dan por la diferencia que existe en las estructuras de los mismos polifenoles y sus
modificaciones: el tanino de P. radiata es principalmente lineal 4— 8 en su
estructura, Mimosa estd mayoritariamente ligado 4— 6 lo que confiere una
tipologia “angular” en su estructura, el Quebracho posee una mezcla de enlaces

4— 6 /4— 8 (angular y lineal) en su estructura (Garcia et al., 2016).

La lignina presenta una estructura macromolecular con unidades unidas por varios
tipos de enlaces que no se repiten con cierta frecuencia, es decir, tiene una

estructura tridimensional triangular. La lignina de la muestra E. globulus posee una
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estructura principalmente en unidades de guaiacyl (G) y la lignina de P. radiata
posee una estructura en unidades de guaiacyl (G) y siringil (S) (Prinsen, 2010).

Teniendo en cuenta los hallazgos mas relevantes en a especie P. subcapitata la
caracteristica de toxicidad de los polifenoles antes mencionados podria sugerirse

de la siguiente manera:
Al t=0 hrs: PRS6>M>PRS>M6>PRI>Q6>Q>PRI6>LE>LPR6>LPR>LE®6.
Al t=72 hrs: PRS6>M>PRS>PRI6>Q>M6>Q6>PRI>LE>LPR6>LPR>LE®6.

Sin embargo, la literatura asociada a la toxicidad de las modificaciones de los
polifenoles es escasa, casi nula. Se han reportado caracteristicas toxicologicas de
otros tipos de polifenoles (itacénico, maleico y citraconico) utilizando la especie P.

subcapitata (Garcia et al., 2017).

El aumento positivo de los valores de Aeso a varias concentraciones probadas es
una evidencia del crecimiento de algas durante el experimento, se considera una
sefal tipica de baja toxicidad (USEPA, 2002). Dicha especie permiten la
biodegradacion de varios compuestos organicos, incluidos fenoles (Garcia et
al.,2017).

4.2 Evaluacion de la toxicidad en la germinacion, la longitud de radicula e
hipocoétilo de L. sativa y R. raphanistrum a 120 horas de exposicion a

concentraciones crecientes de taninos condensados y lignina.

4.2.1 Evaluacion de la toxicidad sobre la germinacion de L. sativa y R.
raphanistrum a 120 horas de exposicion a concentraciones crecientes de

taninos condensados y lignina.
A continuacién, se muestra el comportamiento de la germinacion de L. sativa y R.
raphanistrum con taninos condensados y lignina (figura 15 al 26).

En la Fig. 15, se observa la germinacion de L. sativa durante 120 horas de
exposicién a concentraciones crecientes de tanino de P. radiata insoluble y su

modificacién (hidroxipropilado).
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Figura 15. Germinacion (%) de L. sativa a concentraciones crecientes de tanino de
P. radiata insoluble y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad a través del porcentaje de germinacion, se
observo que no hay variaciones en la inhibicion de la especie L. sativa con la
muestra de P. radiata insoluble (PRI) y la muestra de P. radiata insoluble
modificado (PRI6) en todo el rango de las concentraciones crecientes respecto al
control.

Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una
inhibicion de la germinacion de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
observé como minimo un 93,3% de germinacion para PRI y para PRI6 se observo
como minimo un 96,7% de germinaciéon (Anexo 7.1) dentro de las horas de

exposicion.

El analisis ANOVA para la muestra PRI (Anexo 7.5.1) arrojo un valor F calculado
0,667 < F critico (5,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis
nula. El andlisis ANOVA para la muestra PRI6 (Anexo 7.5.2) arroj6 un valor F
calculado 0,800 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la
hipétesis nula.

En la Fig. 16, se observa la germinacion de L. sativa durante 120 horas de
exposicién a concentraciones crecientes de tanino de Mimosa y su modificacion

(hidroxipropilado).
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Figura 16. Germinacion (%) de L. sativa a concentraciones crecientes de tanino de
Mimosa y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad a través del porcentaje de germinacion, se
observo variaciones en la inhibicion de la especie L. sativa con la muestra de
Mimosa (M) en todo el rango de concentraciones respecto al control. Para la
germinacion de L. sativa con la muestra de Mimosa modificada (M6) se observo
variaciones en la inhibicion de la germinacién a menor concentraciones y a mayor

concentracion se obteniendo un 100% de germinacion respecto al control.

Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una
inhibicién de la germinacion de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
observé como minimo un 90% de germinacion (Anexo 7.1) para ambas muestras

dentro de las horas de exposicion.

El analisis ANOVA para la muestra M (Anexo 7.5.3) arrojé un valor F calculado
0,914 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis
nula. El andlisis ANOVA para la muestra M6 (Anexo 7.5.4) arrojé un valor F
calculado 4,800 > F critico (s12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la
hipétesis nula.

En la Fig. 17, se observa la germinacion de L. sativa durante 120 horas de
exposicibn a concentraciones crecientes de tanino de Quebracho y su

modificacién (hidroxipropilado).
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Figura 17. Germinacion (%) de L. sativa a concentraciones crecientes de tanino de
Quebracho y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad a través del porcentaje de germinacién, se
observo variaciones en la inhibicion de la especie L. sativa con la muestra de
Quebracho (Q) a mayores concentraciones respecto al control y a menor
concentracion se obtuvo un 100% de germinacion respecto al control. Para la
germinacion de L. sativa con la muestra de Quebracho modificado (Q6) también
presentd un aumento en la germinacion a medida que las concentraciones

aumentan.

Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una
inhibicién de la germinacion de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
observé6 como minimo un 93,3% de germinacion para Q y para Q6 se observa
como minimo un 90% de germinacion (Anexo 7.1) dentro de las horas de

exposicion.

El analisis ANOVA para la muestra Q (Anexo 7.5.5) arroj6 un valor F calculado
0,486 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis
nula. El analisis ANOVA para la muestra Q6 (Anexo 7.5.6) arrojo un valor F
calculado 2,400 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la

hipétesis nula.
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En la Fig. 18, se observa la germinacion de L. sativa durante 120 horas de
exposicion a concentraciones crecientes de tanino de P. radiata soluble y su

modificacién (hidroxipropilado).

L. sativa tanino P. radiata soluble y su
modificacién (PRS-PRS6)
10000 2. = = om a=
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Figura 18. Germinacion (%) de L. sativa a concentraciones crecientes de tanino de

P. radiata soluble y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad a través del porcentaje de germinacion, no se
observo inhibicién de la especie L. sativa con la muestra de P. radiata soluble
(PRS) a través de las diferentes concentraciones se obtuvo un 100% de
germinacion respecto al control. Para la germinacion de L. sativa con la muestra
de P. radiata soluble modificado (PRS6) se presentd una inhibicion en las
concentraciones 0,01mgL?; 0,1mgL?; ImgL? y 10mgL-! respecto al control y para

la concentracién 100mgLt, se obtuvo un 100% de germinacion.

Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una
inhibicién de la germinacion de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
observé una germinacion del 100% (Anexo 7.1) para PRS y para PRS6 se
observd como minimo un 93,3% de germinacién dentro de las horas de

exposicion.
El analisis ANOVA para la muestra PRS (Anexo 7.5.7) arroj6é un valor F calculado

1,000 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis

nula. El analisis ANOVA para la muestra PRS6 (Anexo 7.5.8) arroj6 un valor F
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calculado 1,450 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la

hipotesis nula.

En la Fig. 19, se observa la germinacion de L. sativa durante 120 horas de

exposicion a concentraciones crecientes de lignina de P. radiata y su modificacion

(hidroxipropilado).
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Figura 19. Germinacion (%) de L. sativa a concentraciones crecientes de lignina

de P. radiata y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad a través del porcentaje de germinacion, se
observo una inhibicion de la especie L. sativa con la muestra P. radiata (LPR) en
las concentraciones: 0,01mgL*; 0,dmgL™* y 10mgL-* respecto al control y para las
concentraciones: ImgL'y 100mgL-! se observé un 100% de germinacién respecto
al control. Para la germinacion de L. sativa con la muestra P. radiata modificada
(LPR6) a menor concentraciones se obtuvo un 100% de germinacién respecto al
control y a mayor concentracion se observd una inhibicion de la germinacion

respecto al control.

Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una
inhibicién de la germinacion de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
observé como minimo un 90% de germinacion (Anexo 7.1) para ambas muestras

dentro de las horas de exposicion.

El analisis ANOVA para la muestra LPR (Anexo 7.5.9) arrojo un valor F calculado
4,100 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipotesis nula.

El analisis ANOVA para la muestra LPR6 (Anexo 7.5.10) arroj6 un valor F
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calculado 4,800 > F critico (512 igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la
hipotesis nula.

En la Fig. 20, se observa la germinacion de L. sativa durante 120 horas de
exposicion a concentraciones crecientes de lignina de E. globulus y su
modificacién (hidroxipropilado).
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Figura 20. Germinacion (%) de L. sativa a concentraciones crecientes de lignina

de E. globulus y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad a través del porcentaje de germinacion, se
observo una inhibicion de la especie L. sativa con la muestra E. globulus (LE) en
las concentraciones 0,dmgL' y 1mgL'! respecto al control y para las
concentraciones 0,0lmgL?; 10mgL! y 100mgL! se observé un 100% de
germinacion respecto al control. Para la germinacion de L. sativa con la muestra E.
globulus modificada (LE6) en las concentraciones 0,1mgL™; 1mgL* y 100mgL*
0,ImgL! se observé un 100% de germinaciéon respecto al control y para las
concentraciones 0,0lmgL* y 10mgL™* se observé variaciones en la inhibicién

respecto al control.

Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una
inhibicién de la germinacion de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
observé un minimo de germinacion del 96,7% para LE y para LE6 se observo
como minimo un 96,3% de germinacién (Anexo 7.1) dentro de las horas de

exposicion.

46



El andlisis ANOVA para la muestra LE (Anexo 7.5.11) arroj6é un valor F calculado
0,800 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis
nula. El analisis ANOVA para la muestra LE6 (Anexo 7.5.12) arrojé un valor F
calculado 2,100 < F critico s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la
hipotesis nula.

En la Fig. 21, se observa la germinacion de R. raphanistrum durante 120 horas de
exposicion a concentraciones crecientes de tanino de P. radiata insoluble y su

modificacién (hidroxipropilado).
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Figura 21. Germinacion (%) de R. raphanistrum a concentraciones crecientes de

tanino de P. radiata insoluble y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad a través del porcentaje de germinacion, se
observo variaciones en la inhibicién de la especie R. raphanistrum con la muestra
de P. radiata insoluble (PRI) a menor concentracion se obtuvo un 100% de
germinacién respecto al control y a mayor concentracion menor es el porcentaje
de germinacion respecto al control. Para la germinacion de R. raphanistrum con la
muestra de P. radiata insoluble modificado (PRI6) se present6 variaciones en la
inhibicién en las concentraciones 0,01mgL; ImgLy 10mgL™* respecto al control
y para la concentracion 0,1 mgL* y 100mgL™, se obtuvo el mismo porcentaje de

germinacion respecto al control.

Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una

inhibicién de la germinacion de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
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observé un minimo de germinacion del 90% para PRI y para PRI6 se observo
como minimo un 86,7% de germinacion (Anexo 7.2) dentro de las horas de

exposicion.

El analisis ANOVA para la muestra PRI (Anexo 7.6.1) arrojé un valor F calculado
1,450 < F critico (5,12 igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipoétesis
nula. El andlisis ANOVA para la muestra PRI6 (Anexo 7.6.2) arrojo un valor F
calculado 0,390 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la
hipotesis nula.

En la Fig. 22, se observa la germinacion de R. raphanistrum durante 120 horas de
exposicion a concentraciones crecientes de tanino de Mimosa y su modificacion

(hidroxipropilado).

R. raphanistrum tanino Mimosa y su
modificacion (M-M6)
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Figura 22. Germinacion (%) de R. raphanistrum a concentraciones crecientes de

tanino de Mimosa y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad a través del porcentaje de germinacion, se
observo una inhibicion de la especie R. raphanistrum con la muestra Mimosa (M) a
una concentracion intermedia de 10mgL™ respecto al control y a una germinacion
intermedia en las concentraciones 0,01mgLt; 0,1mgL™%, llegando en dos de ellas
(ImgL?t y 100mgL™) a una germinaciéon del 100% respecto al control. Para la
germinacién de R. raphanistrum con la muestra Mimosa modificada (M6) presentd

un aumento en la germinacién a concentraciones bajas.
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Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una
inhibicion de la germinacién de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
observé un minimo de germinacion del 83,3% para M y para M6 se observo como
minimo un 90% de germinacién (Anexo 7.2) dentro de las horas de exposicion.

El andalisis ANOVA para la muestra M (Anexo 7.6.3) arrojé un valor F calculado
5,200 > F critico 5.12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipétesis nula.
El analisis ANOVA para la muestra M6 (Anexo 7.6.4) arroj6é un valor F calculado

4,800 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hip6tesis nula.

En la Fig. 23, se observa la germinacion de R. raphanistrum durante 120 horas de
exposicion a concentraciones crecientes de tanino de Quebracho y su

modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 23. Germinacion (%) de R. raphanistrum a concentraciones crecientes de

tanino de Quebracho y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad a través del porcentaje de germinacion, se
observo una inhibicion de la especie R. raphanistrum con la muestra Quebracho
(Q) a concentraciones mayores respecto al control y a menor concentracion se
obtuvo una germinaciéon del 100% respecto al control. Para la germinacién de R.
raphanistrum con la muestra Quebracho modificada (Q6) se observé una
inhibiciébn en las concentraciones 0,01mgL?; 0,dmgL! y 10mgL? respecto al
control y para las concentraciones 1mgL* y 100mgL? se observé el mismo

porcentaje de germinacién que el control.
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Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una
inhibicion de la germinacién de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
observé un minimo de germinacion del 90% para Q y para Q6 se observdé como
minimo un 90% de germinacién (Anexo 7.2) dentro de las horas de exposicion.

El andlisis ANOVA para la muestra Q (Anexo 7.6.5) arroj6é un valor F calculado
1,600 < F critico (s12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipoétesis
nula. El andlisis ANOVA para la muestra Q6 (Anexo 7.6.6) arrojo un valor F
calculado 0,800 < F critico s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la
hipotesis nula.

En la Fig. 24, se observa la germinacion de R. raphanistrum durante 120 horas de
exposicion a concentraciones crecientes de tanino de P. radiata soluble y su

modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 24. Germinacion (%) de R. raphanistrum a concentraciones crecientes de

tanino de P. radiata soluble y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad a través del porcentaje de germinacion, se
observo una inhibicion de la especie R. raphanistrum con la muestra P. radiata
soluble (PRS) en las concentraciones 0,1mgL' y 100mgL* respecto al control,
para las concentraciones 0,01mgL' y 1mgL* en las cuales se observa un 100%
de germinacién por sobre el control y para la concentraciéon 10mgL* se observo el
mismo porcentaje de germinacién que el control. Para la germinacion de R.

raphanistrum con la muestra P. radiata soluble modificada (PRS6) se observo la
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misma germinacién del control, excepto en la concentraciéon 0,1mgL™ (100% de

germinacién respecto al control).

Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una
inhibicion de la germinacién de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
observé un minimo de germinacion del 93,3% para PRS y para PRS6 se observo
como minimo un 96,7% de germinacién (Anexo 7.2) dentro de las horas de

exposicion.

El andlisis ANOVA para la muestra PRS (Anexo 7.6.7) arrojo un valor F calculado
1,200 < F critico (s12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipoétesis
nula. El analisis ANOVA para la muestra PRS6 (Anexo 7.6.8) arrojo un valor F
calculado 0,200 < F critico s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la
hipotesis nula.

En la Fig. 25, se observa la germinacion de R. raphanistrum durante 120 horas de
exposicion a concentraciones crecientes de lignina de P. radiata y su modificacion

(hidroxipropilado).

R. raphanistrum lignina P. radiata y su
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Figura 25. Germinacion (%) de R. raphanistrum a concentraciones crecientes de

lignina de P. radiata y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad a través del porcentaje de germinacion, se
observo una inhibicion de la especie R. raphanistrum con la muestra P. radiata
(LPR) en las concentraciones 0,01mgL%; 1mgL™' y 100mgL™ respecto al control y

para las concentraciones 0,0lmgL™* y 10mgL™* se observé mismo porcentaje de
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germinacion que el control. Para la germinacion de R. raphanistrum con la
muestra P. radiata modificada (LPR6) en las concentraciones 0,1mgL%; 1mgL?ty
10mgL* se observé la misma germinacién del control, a una menor concentracion
0,01mgL* que se observé una inhibicién de la germinacion respecto al control y
para una mayor concentracion se observa un 100% de germinacion sobre el

control.

Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una
inhibicion de la germinacién de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
observé como minimo un 90% de germinacion (Anexo 7.2) para ambas muestras

dentro de las horas de exposicion.

El analisis ANOVA para la muestra LPR (Anexo 7.6.9) arrojo un valor F calculado
1,200 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis
nula. El analisis ANOVA para la muestra LPR6 (Anexo 7.6.10) arrojé un valor F
calculado 1,450 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la

hipétesis nula.

En la Fig. 26, se observa la germinacion de R. raphanistrum durante 120 horas de
exposicibn a concentraciones crecientes de lignina de E. globulus y su

modificacién (hidroxipropilado).

Figura 26. Germinacion (%) de R. raphanistrum a concentraciones crecientes de

lignina de E. globulus y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad a través del porcentaje de germinacion, no se
observo inhibicién de la especie R. raphanistrum con la muestra E. globulus (LE)
respecto al control. Para la germinacién de R. raphanistrum con la muestra E.
globulus modificada (LE6) se presento inhibicion en las concentraciones 0,01mgL-
1-0,dmgL; ImgLty 10mgL! y para la concentracion 100mgL™ que se observo el

mismo porcentaje de germinacion que el control.
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Para el ensayo no se reporté Concentracion Inhibitoria (Clso), ya que no hubo una
inhibicion de la germinacién de la semilla superior al 50%; por lo contrario, se
observé un minimo de germinacién del 96,7% para LE y para LE6 se observo
como minimo un 86,7% de germinacién (Anexo 7.2) dentro de las horas de

exposicion.

El analisis ANOVA para la muestra PRS (Anexo 7.6.11) arroj6 un valor F
calculado 0,400 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la
hipotesis nula. El analisis ANOVA para la muestra PRS6 (Anexo 7.6.12) arrojé un
valor F calculado 0,967 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se

rechaza la hipétesis nula.

4.2.2 Evaluacion de la toxicidad sobre la longitud de radicula e hipocotilo de
L. sativa y R. raphanistrum a 120 horas de exposicién a concentraciones

crecientes de taninos condensados y lignina.

A continuacion, se muestra el comportamiento de la radicula e hipocotilo de L.

sativa y R. raphanistrum con taninos condensados y lignina (figura 27 al 38).

En la Fig. 27, se observa el crecimiento de radicula e hipocétilo de L. sativa
durante 120 horas de exposicidn a concentraciones crecientes de tanino de P.

radiata insoluble y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 27. Longitud (mm) de radicula e hipocoétilo de L. sativa a concentraciones
crecientes de tanino de P. radiata insoluble y su modificacién (hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad mediante la elongacion de la radicula de la
especie L. sativa, no se observaron diferencias de inhibicion en el crecimiento
mediante las concentraciones crecientes para la muestra P. radiata insoluble (PRI)
respecto al control. Para la muestra P. radiata insoluble modificada (PRI6) se
observé que a menor concentracion menor es el crecimiento respecto al control y
a mayor concentracion mayor es la elongacion respecto al control. En la
evaluacion de la toxicidad mediante la elongacion del hipocétilo de la especie L.
sativa, se observaron diferencias de inhibicion en el crecimiento mediante las
concentraciones crecientes de la muestra P. radiata insoluble (PRI) y la muestra P.
radiata insoluble modificada (PRI6) respecto al control.

El analisis ANOVA para radicula de la muestra PRI (Anexo 7.5.13) arrojo un valor
F calculado 0,446 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la
hipétesis nula. El analisis ANOVA para radicula de la muestra PRI6 (Anexo
7.5.14) arrojé un valor F calculado 0,975< F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica
gue no se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA para hipocotilo de la
muestra PRI (Anexo 7.5.25) arrojo un valor F calculado 1,636 < F critico (s,12) igual
a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA para
hipocotilo de la muestra PRI6 (Anexo 7.5.26) arrojo un valor F calculado 1,616 < F

critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipétesis nula.

En la Fig. 28, se observa el crecimiento de radicula e hipocotilo de L. sativa
durante 120 horas de exposicion a concentraciones crecientes de tanino de

Mimosa y su modificacién (hidroxipropilado).
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Figura 28. Longitud (mm) radicula e hipocétilo de L. sativa a concentraciones

crecientes de tanino de Mimosa y su modificacién (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad mediante la elongacion de la radicula de la
especie L. sativa, se observaron diferencias de inhibicion en el crecimiento entre la
muestra Mimosa (M) y la muestra Mimosa modificada (M6) respecto al control,
presentando un mayor crecimiento a menor concentracion de M (0,01mgL™?)

respecto al control.

En la evaluacion de la toxicidad mediante la elongacion del hipocétilo de la
especie L. sativa, se observaron un mayor crecimiento del hipocoétilo mediante las
concentraciones crecientes de la muestra Mimosa (M) respecto al control. Para la
muestra Mimosa modificada (M6) se observé variaciones en la inhibicion en el
crecimiento en las concentraciones 0,0lmgL?* y 1mgL™ respecto al control y para
las concentraciones 0,1mgL?; 10mgL'y 100mgL™ se observé un crecimiento igual

y/o superior al del control.

El analisis ANOVA para radicula de la muestra M (Anexo 7.5.15) arroj6 un valor F
calculado 3,275 > F critico (s12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la
hipétesis nula. El analisis ANOVA para radicula de la muestra M6 (Anexo 7.5.16)
arrojo un valor F calculado 2,798 < F critico 5,12 igual a 3,106; lo que indica que no
se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA para hipocotilo de la muestra M
(Anexo 7.5.27) arrojoé un valor F calculado 1,035 < F critico s12) igual a 3,106; lo

gue indica que no se rechaza la hipétesis nula. El analisis ANOVA para hipocoétilo
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de la muestra M6 (Anexo 7.5.28) arrojo un valor F calculado 0,571 < F critico s,12)

igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis nula.

En la Fig. 29, se observa el crecimiento de radicula e hipocétilo de L. sativa
durante 120 horas de exposicibn a concentraciones crecientes de tanino de
Quebracho y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 29. Longitud (mm) de L. sativa a concentraciones crecientes de tanino de

Quebracho y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad mediante la elongacion de la radicula de la
especie L. sativa, se observaron diferencias de inhibicion en el crecimiento
mediante las concentraciones de la muestra Quebracho (Q) respecto al control,
siendo la concentracion 10mgL? la de menor valor respecto al control. Para la
muestra Quebracho modificado (Q6) se observdé un mayor crecimiento a menor
concentraciones respecto al control. En la evaluacion de la toxicidad mediante la
elongacion del hipocoétilo de la especie L. sativa, se observaron diferencias de
inhibicion en el crecimiento mediante las concentraciones de la muestra
Quebracho (Q) respecto al control, siendo la concentracién 0,1mgL™ la de menor
valor respecto al control. Para la muestra Quebracho modificado (Q6) se observé

un mayor crecimiento mediante las concentraciones respecto al control.

El analisis ANOVA para radicula de la muestra Q (Anexo 7.5.17) arrojo un valor F
calculado 0,883 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la

hipétesis nula. El andlisis ANOVA para radicula de la muestra Q6 (Anexo 7.5.18)
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arrojo un valor F calculado 0,245 < F critico s,12) igual a 3,106; lo que indica que no
se rechaza la hipoétesis nula. El analisis ANOVA para hipocotilo de la muestra Q
(Anexo 7.5.29) arrojé un valor F calculado 1,402 < F critico s12) igual a 3,106; lo
gue indica que no se rechaza la hipétesis nula. El analisis ANOVA para hipocotilo
de la muestra Q6 (Anexo 7.5.30) arrojé un valor F calculado 0,212 < F critico s,12)

igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipétesis nula.

En la Fig. 30, se observa el crecimiento de radicula e hipocétilo de L. sativa
durante 120 horas de exposicidn a concentraciones crecientes de tanino de P.

radiata soluble y su modificacién (hidroxipropilado).
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Figura 30. Longitud (mm) de radicula e hipocaétilo de L. sativa a concentraciones

crecientes de tanino de P. radiata soluble y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad mediante la elongacion de la radicula de la
especie L. sativa, se observaron diferencias de inhibicion en el crecimiento a
menor concentraciones de la muestra P. radiata soluble (PRS) respecto al control,
en cambio a mayores concentraciones el crecimiento es mayor respecto al control.
Para la muestra P. radiata soluble modificada (PRS6) se observo variaciones en la
inhibicién en el crecimiento en las concentraciones 0,1mgL%; 1mgL! y 10mgL™*
respecto al control y para las concentraciones 0,01mgL™ y 100mgL* se observé
un crecimiento igual y/o superior al del control. En la evaluacion de la toxicidad
mediante la elongacién del hipocotilo de la especie L. sativa, se observaron un

aumento en el crecimiento a través de las diferentes concentraciones de la
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muestra P. radiata soluble (PRS) y la muestra P. radiata soluble modificada
(PRS6) respecto al control.

El analisis ANOVA para radicula de la muestra PRS (Anexo 7.5.19) arroj6 un valor
F calculado 2,761 < F critico (.12 igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la
hip6tesis nula. ElI analisis ANOVA para radicula de la muestra PRS6 (Anexo
7.5.20) arrojé un valor F calculado 1,080 < F critico (s12) igual a 3,106; lo que
indica que no se rechaza la hipétesis nula. El andlisis ANOVA para hipocatilo de la
muestra PRS (Anexo 7.5.31) arroj6 un valor F calculado 0,942 < F critico (512
igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipétesis nula. El analisis ANOVA
para hipocétilo de la muestra PRS6 (Anexo 7.5.32) arrojé un valor F calculado
2,541 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis

nula.

En la Fig. 31, se observa el crecimiento de radicula de L. sativa durante 120 horas
de exposicibn a concentraciones crecientes de lignina de P. radiata y su

modificacién (hidroxipropilado).
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Figura 31. Longitud (mm) de radicula e hipocaétilo de L. sativa a concentraciones

crecientes de lignina de P. radiata y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad mediante la elongacién de la radicula de la
especie L. sativa, se observaron una inhibicién en el crecimiento de la muestra P.
radiata (LPR) en todo el rango de las concentraciones crecientes respecto al
control. Para la muestra P. radiata modificado (LPR6) se observé variacion de

inhibicién en el crecimiento en la concentracién 0,01mgL™? respecto al control y
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para las concentraciones 0,1mgL; 1mgL?%; 10mgL™* y 100mgL? se observé una
inhibicion en el crecimiento respecto al control. En la evaluacion de la toxicidad
mediante la elongacion del hipocoétilo de la especie L. sativa, se observan un
aumento superior en el crecimiento a través de las concentraciones crecientes de
la muestra P. radiata (LPR) respecto al control. Para la muestra de P. radiata
modificada (LPR6) se observé un aumento en el crecimiento superior respecto al

control.

El andlisis ANOVA para radicula de la muestra PRI (Anexo 7.5.21) arrojé un valor
F calculado 0,657 < F critico (s.12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la
hipotesis nula. El analisis ANOVA para radicula de la muestra PRI6 (Anexo
7.5.22) arrojo un valor F calculado 0,978 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que
indica que no se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA para hipocaétilo de la
muestra PRI (Anexo 7.5.33) arrojo un valor F calculado 0,304 < F critico (s,12) igual
a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA para
hipocotilo de la muestra PRI6 (Anexo 7.5.34) arrojo un valor F calculado 0,648 < F

critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipoétesis nula.

En la Fig. 32, se observa el crecimiento de radicula e hipocotilo de L. sativa
durante 120 horas de exposicidon a concentraciones crecientes de lignina de E.

globulus y su modificacién (hidroxipropilado).
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Figura 32. Longitud (mm) de radicula e hipocotilo de L. sativa a concentraciones

crecientes de lignina de E. globulus y su modificacién (hidroxipropilado).
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En la evaluacion de la toxicidad mediante la elongacion de la radicula de la
especie L. sativa, se observaron una inhibicién en el crecimiento de la muestra E.
globulus (LE) en las concentraciones 0,1mgL'; 1mgL* y 100mgL* respecto al
control y para las concentraciones 0,01mgL™? y 10mgL™! se observé un crecimiento
superior respecto al control. Para la muestra E. globulus modificado (LE6) se
observé una disminucién de inhibiciébn en el crecimiento en todo el rango de
concentraciones crecientes respecto al control. En la evaluacién de la toxicidad
mediante la elongacién del hipocotilo de la especie L. sativa, se observaron un
aumento en el crecimiento de la muestra E. globulus (LE) superior respecto al
control. Para la muestra E. globulus modificado (LE6) se observé una inhibicion en
el crecimiento en la concentracién 0,0lmgL™ respecto al control y para las
concentraciones 0,1mgLt; ImgLt; 10mgL? y 100mgL™! se observé un crecimiento

superior respecto al control.

El analisis ANOVA para radicula de la muestra LE (Anexo 7.6.23) arrojo un valor
F calculado 8,110 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la
hipétesis nula. El analisis ANOVA para radicula de la muestra LE6 (Anexo 7.6.24)
arrojo un valor F calculado 1,326 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no
se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA para hipocotilo de la muestra LE
(Anexo 7.6.35) arrojé un valor F calculado 4,069 > F critico (512) igual a 3,106; lo
gue indica que se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA para hipocatilo de
la muestra LE6 (Anexo 7.6.36) arrojo un valor F calculado 3,399 > F critico (.12

igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipotesis nula.
En la Fig. 33, se observa el crecimiento de radicula e hipocétilo de R.

raphanistrum durante 120 horas de exposicion a concentraciones crecientes de

tanino de P. radiata insoluble y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 33. Longitud (mm) de radicula e hipocétilo de R. raphanistrum a
concentraciones crecientes de tanino de P. radiata insoluble y su modificacion

(hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad mediante la elongacion de la radicula de la
especie R. raphanistrum, se observaron una inhibicién en el crecimiento en todo el
rango de concentraciones de la muestra P. radiata insoluble (PRI) respecto al
control. Para la muestra P. radiata insoluble modificado (PRI6) se observo
variaciones en la inhibiciéon en el crecimiento en las concentraciones 0,1mgL;
10mgLt y 100mgL™ respecto al control y para las concentraciones 0,0lmgL™? y
1mgL-! se observé un crecimiento igual y/o superior al del control. En la evaluacion
de la toxicidad mediante la elongacion del hipocétilo de la especie R.
raphanistrum, se observaron diferencias de inhibicion en el crecimiento mediante
las concentraciones crecientes de la muestra P. radiata insoluble (PRI) respecto al
control. Para la muestra P. radiata insoluble modificado (PRI6) se observé un
mayor crecimiento a mayor concentracion respecto al control y a menor
concentracion se observé observa una inhibicion en el crecimiento respecto al

control.

El analisis ANOVA para radicula de la muestra PRI (Anexo 7.6.13) arrojo un valor
F calculado 1,590 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la
hipétesis nula. El analisis ANOVA para radicula de la muestra PRI6 (Anexo
7.6.14) arrojé un valor F calculado 3,483 > F critico (s12) igual a 3,106; lo que
indica que se rechaza la hipétesis nula. El andlisis ANOVA para hipocotilo de la

muestra PRI (Anexo 7.6.25) arrojo un valor F calculado 0,285 < F critico (s,12) igual
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a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis nula. El andlisis ANOVA para
hipocatilo de la muestra PRI6 (Anexo 7.6.26) arroj6 un valor F calculado 1,647 < F

critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipétesis nula.

En la Fig. 34, se observa el crecimiento de radicula e hipocétilo de R.
raphanistrum durante 120 horas de exposicion a concentraciones crecientes de

tanino de Mimosa y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 34. Longitud (mm) de radicula
de

e hipocotilo de R. raphanistrum a

concentraciones crecientes tanino de Mimosa y su modificacion

(hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad mediante la elongacion de la radicula de la
especie R. raphanistrum, se observaron una inhibicion en el crecimiento de la
muestra Mimosa (M) en las concentraciones 0,1mgL; 1mgL?; 10mgL*y 100mgL-
! respecto al control y para la concentracion 0,01mgL* se observé un crecimiento
superior respecto al control. Para la muestra Mimosa modificada (M6) se observo
una inhibicion en el crecimiento en todo el rango de concentraciones crecientes
respecto al control. En la evaluacion de la toxicidad mediante la elongacion del
hipocodtilo de la especie R. raphanistrum, se observaron una inhibicion en el
crecimiento con la muestra Mimosa (M) en las concentraciones 0,1mgL™; 1mgL?;
10mgL?t y 100mgL? respecto al control y para la concentraciéon 0,01lmgL™* se
observé un crecimiento superior respecto al control. Para la muestra Mimosa
modificada (M6) se observé una inhibicién en el crecimiento en todo el rango de

concentraciones crecientes respecto al control.
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El andlisis ANOVA para radicula de la muestra M (Anexo 7.6.15) arrojé un valor F
calculado 10,456 > F critico (s.12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la
hipotesis nula. El anélisis ANOVA para radicula de la muestra M6 (Anexo 7.6.16)
arrojo un valor F calculado 4,677 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se
rechaza la hipotesis nula. El andlisis ANOVA para hipocoétilo de la muestra M
(Anexo 7.6.27) arrojo un valor F 8,604 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica
que se rechaza la hipotesis nula. El anélisis ANOVA para hipocaétilo de la muestra
M6 (Anexo 7.6.28) arrojé un valor F calculado 3,943 < F critico (s,12) igual a 3,106;

lo que indica que se rechaza la hip6tesis nula.

En la Fig. 35, se observa el crecimiento de radicula e hipocétilo de R.
raphanistrum durante 120 horas de exposicion a concentraciones crecientes de

tanino de Quebracho y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 35. Longitud (mm) de radicula e hipocotilo de R. raphanistrum a
concentraciones crecientes de tanino de Quebracho y su modificacion

(hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad mediante la elongacion de la radicula de la
especie R. raphanistrum, se observaron una inhibicibn en el crecimiento de la
muestra Quebracho (Q) en todo el rango de concentraciones crecientes respecto
al control. Para la muestra Quebracho modificado (Q6) se observé una inhibicion
en el crecimiento en todo el rango de concentraciones crecientes respecto al
control. En la evaluacion de la toxicidad mediante la elongacion del hipocatilo de la
especie R. raphanistrum, se observaron una inhibicibn en el crecimiento de la

muestra Quebracho (Q) en las concentraciones 0,01mgL™t; 10mgL* y 100mgL*
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respecto al control y para la concentracion 0,dmgL? y 1mgL? se observd un
crecimiento superior respecto al control. Para la muestra Quebracho modificado
(Q6) se observd inhibicion en el crecimiento en las concentraciones 0,01mgL;
ImgL?! y 10mgL? respecto al control y para las concentraciones 0,1mgL™? y

100mgL™* se observé un crecimiento no superior respecto al control.

El andlisis ANOVA para radicula de la muestra Q (Anexo 7.6.17) arrojé un valor F
calculado 5,049 > F critico 5,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la
hipotesis nula. El analisis ANOVA para radicula de la muestra Q6 (Anexo 7.6.18)
arrojo un valor F calculado 0,958 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no
se rechaza la hipoétesis nula. El analisis ANOVA para hipocotilo de la muestra Q
(Anexo 7.6.29) arrojoé un valor F calculado 4,277 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo
gue indica que se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA para hipocatilo de
la muestra Q6 (Anexo 7.6.30) arrojo un valor F calculado 0,655 < F critico (.12

igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis nula.

En la Fig. 36, se observa el crecimiento de radicula e hipocétilo de R.
raphanistrum durante 120 horas de exposicion a concentraciones crecientes de

tanino de P. radiata soluble y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 36. Longitud (mm) de radicula e hipocétilo de R. raphanistrum a
concentraciones crecientes de tanino de P. radiata soluble y su modificacion

(hidroxipropilado).
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En la evaluacion de la toxicidad mediante la elongacion de la radicula de la
especie R. raphanistrum, no se observaron una inhibicion en el crecimiento de la
muestra P. radiata soluble (PRS) por lo contrario el crecimiento es superior
respecto al control. Para la muestra P. radiata soluble modificado (PRS6) se
observé variacion de inhibicion en el crecimiento en la concentraciéon 0,01mgL*
respecto al control y para las concentraciones 0,1mgL?; 1mgL?; 10mgL? y
100mgL™* se observé un crecimiento superior respecto al control. En la evaluacion
de la toxicidad mediante la elongacion del hipocétilo de la especie R.
raphanistrum, no se observaron una inhibicion en el crecimiento de la muestra P.
radiata soluble (PRS) por lo contrario el crecimiento es superior respecto al
control. Para la muestra P. radiata soluble modificado (PRS6) se observé un

aumento en el crecimiento superior respecto al control.

El andlisis ANOVA para radicula de la muestra PRS (Anexo 7.6.19) arrojé un valor
F calculado 7,266 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la
hipétesis nula. El analisis ANOVA para radicula de la muestra PRS6 (Anexo
7.6.20) arrojé un valor F calculado 3,316 > F critico (512 igual a 3,106; lo que
indica que se rechaza la hipétesis nula. El analisis ANOVA para hipocotilo de la
muestra PRS (Anexo 7.6.31) arrojé un valor F calculado 25,285 > F critico (.12
igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA
para hipocétilo de la muestra PRS6 (Anexo 7.6.32) arrojo un valor F calculado

14,622 >F critico (5,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipétesis nula.
En la Fig. 37, se observa el crecimiento de radicula e hipocétilo de R.

raphanistrum durante 120 horas de exposicion a concentraciones crecientes de

lignina de P. radiata y su modificacion (hidroxipropilado).
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Figura 37. Longitud (mm) de radicula e hipocétilo de R. raphanistrum a
concentraciones crecientes de lignina de P. radiata y su modificacion
(hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad mediante la elongacion de la radicula de la
especie R. raphanistrum, se observaron una inhibicion en el crecimiento de la
muestra P. radiata (LPR) en todo el rango de concentraciones respecto al control.

Para la muestra P. radiata modificado (LPR6) se observé un aumento en el
crecimiento en las concentraciones 0,01mgL?; 0,1mgL; 10mgL?' y 100mgL*
superior respecto al control y en la concentracion 1mgL' se observé una
disminucién de inhibicidon en el crecimiento respecto al control. En la evaluacién de
la toxicidad mediante la elongacién del hipocotilo de la especie R. raphanistrum,
se observaron un aumento en el crecimiento de la muestra P. radiata (LPR)
superior respecto al control. Para la muestra P. radiata modificado (LPR6) se

observo un aumento en el crecimiento superior respecto al control.

El anédlisis ANOVA para radicula de la muestra LPR (Anexo 7.6.21) arrojé un valor
F calculado 3,498 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la
hipétesis nula. El analisis ANOVA para radicula de la muestra LPR6 (Anexo
7.6.22) arrojé un valor F calculado 8,413 > F critico (s12) igual a 3,106; lo que
indica que se rechaza la hipétesis nula. El analisis ANOVA para hipocotilo de la
muestra LPR (Anexo 7.6.33) arrojo un valor F calculado 8,514 > F critico (512
igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA
para hipocotilo de la muestra LPR6 (Anexo 7.6.34) arrojé un valor F calculado

10,703 > F critico (5,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipétesis nula.
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En la Fig. 38, se observa el crecimiento de radicula e hipocdtilo de R.
raphanistrum durante 120 horas de exposicion a concentraciones crecientes de

lignina de E. globulus y su modificacion (hidroxipropilado).

s e N
Radicula R. raphanistrum lignina E. Hipocétilo R. raphanistrum lignina E.
— globulus y su modificacion (LE-LE6) globulus y su modificacién (LE-LEG)
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Figura 38. Longitud (mm) radicula e hipocétilo de R. raphanistrum a
concentraciones crecientes de lignina de E. globulus y su modificacion

(hidroxipropilado).

En la evaluacion de la toxicidad mediante la elongacion de la radicula de la
especie L. sativa, se observd un aumento en el crecimiento de la muestra E.
globulus (LE) superior respecto al control. Para la muestra E. globulus modificado
(LE®G) se observo una inhibicion en el crecimiento en las concentraciones 0,01mgL-
1 0,1mgL?; 1mgLt y 10mgL* respecto al control y en la concentracion 100mgL*
se observo un aumento en el crecimiento respecto al control. En la evaluacion de
la toxicidad mediante la elongacion del hipocoétilo de la especie R. raphanistrum,
se observaron un aumento en el crecimiento de la muestra E. globulus (LE)
superior respecto al control. Para la muestra E. globulus modificado (LE6) se

observo un aumento en el crecimiento respecto al control.

El analisis ANOVA para radicula de la muestra LE (Anexo 7.6.23) arrojo un valor
F calculado 6,748 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la
hipétesis nula. El analisis ANOVA para radicula de la muestra LE6 (Anexo 7.6.24)
arrojo un valor F calculado 4,134 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se
rechaza la hipotesis nula. El andlisis ANOVA para hipocétilo de la muestra LE
(Anexo 7.6.35) arrojo un valor F calculado 28,288 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo

gue indica que se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA para hipocatilo de
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la muestra LE6 (Anexo 7.6.36) arrojé un valor F calculado 6,703 > F critico (512

igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipétesis nula.

Discusién

Al analizar y evaluar los resultados de germinacién, longitud de radicula e
hipocétilo obtenidos en la parte experimental, las soluciones con taninos
condensados y lignina a concentraciones crecientes presentaron un
comportamiento de estimulacion en la germinacién de la especie L. sativa, en las
muestras con modificacion. Y para la longitud de radicula e hipocétilo de la
especie L. sativa, en las muestras sin modificar y en las muestras con

modificacion.

Los resultados de germinacién, longitud de radicula e hipocotilo obtenidos en la
parte experimental, las soluciones con taninos condensados y lignina a
concentraciones crecientes presentaron un comportamiento de estimulacion en la
germinacion de la especie R. raphanistrum, en las muestras sin modificar y una
inhibicién en las muestras con modificacion. Y para la longitud de radicula de la
especie R. raphanistrum, en muestras que no estaban modificadas, en cambio las

muestras modificadas presentaron una inhibicion en el crecimiento del hipocaétilo.

Este efecto es comparable a la accion de las hormonas de crecimiento presentes
en las plantas (Macias et al., 2004), por lo que podria utilizarse como un agente
promotor de crecimiento en los cultivos (Aristizabal et al., 2017). En la agricultura
no existe mayor informacién sobre los usos de taninos de especies lefiosas, en
cambio si hay estudios sobre taninos de especies leguminosas forrajeras en la
alimentacion de rumiantes lo cual han demostrado que los taninos condensados

tienen efecto benéfico (Lara et al., 2008).

Lo anterior es consistente con estudios previos, donde se ha encontrado que
algunos polifenoles inhiben la descarboxilacion de la hormona de crecimiento I1AA
(acido indol acético), por lo que produce una estimulacion de crecimiento de las
plantulas (Li et al., 2010).
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La descarboxilacion (Fig. 39) es un proceso de obtencion (liberacion) de didxido
de carbono (CO3) a partir de una reaccion quimica en la cual ocurre la eliminacién

del grupo carboxilo de un acido carboxilico (Knoow, 2018).

8]
R ,jf’ Calor R—H + CO,
OH

Figura 39. Reaccion general de descarboxilacion.
Fuente: https://knoow.net/es/ciencias-tierra-vida/biologia-es/descarboxilacion/

Sin embargo, para algunos casos de radicula e hipocoétilo de la especie L. sativa la
estimulacion se observo solamente a bajas concentraciones; mientras que a
niveles superiores a 0,1 mgL-1 el efecto de inhibicion fue dominante. Este
comportamiento se explica considerando que el efecto de los polifenoles en

modelos vegetales es dosis dependiente (Garcia, 2014)

Vale la pena destacar que tanto en poliflavonoides como lignina la modificacion
guimica afecta positivamente la germinacion, lo cual pudiera relacionarse con el
grupo hidroxipropilo introducido mediante la modificacion quimica (Fig. 40 - 41). En
sentido general, esta influencia de los polifenoles modificados fue mas notable con
L. sativa, tanto a baja como a altas concentraciones. No obstante, se debe
destacar que los mayores efectos fueron observados a concentraciones
intermedias en la mayoria de los casos, debido a un efecto de hormesis, que se
refiere a una respuesta adaptativa caracterizada por una dosis-respuesta bifasica
(activacion-inhibicion) que puede ser, o bien directamente inducida, dependiendo
del rango y amplitud del estimulo, o bien el resultado del proceso bioldgico
(Morales, 2016).
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Figura 40: Estructura de la reaccion quimica de modificacion de taninos

condensados con 6xido de propileno.

/
/
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Figura 41: Estructura de la reaccién quimica de modificacion de lignina con 6xido

de propileno.

La reacciéon de “oxipropilacion” es una via alternativa para la funcionalizacion de
taninos condensados y lignina. Esta reaccion ha sido ampliamente estudiada
también para la modificacion de biopolimeros no fendlicos. La oxipropilacién de
polifenoles es una estrategia comun para modificar las propiedades fisicoquimicas
como, por ejemplo: mejora la solubilidad de los derivados en varios solventes

organicos, asi como la resistencia térmica (Garcia et al., 2016).
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4.3. Evaluacion de la toxicidad aguda (48 horas) y toxicidad crénica (21 dias)
sobre D. magna a concentraciones crecientes de taninos condensados y

lignina.

4.3.1 Evaluacion de la toxicidad aguda sobre D. magna a 48 horas a

concentraciones crecientes de taninos condensados y lignina.

A continuacion, se obtuvieron los resultados de toxicidad con del microcrustaceo

D. magna con taninos condensados y lignina (Figura 42 al 47).

En la Fig. 42, se observa el comportamiento en el % mortalidad del microcrustaceo
D. magna a 48 horas de exposicién a concentraciones crecientes de tanino de P.

radiata insoluble y su modificacion (hidroxipropilado).

e ™
D. magna tanino P. radiata insoluble y

su modificacion (PRI-PRI6)
100,0 _
80,0
60,0
40,0 PRI

Mortalidad (%)

20,0 PRI6

0,0 - ~ - -
001 01 1 10 100 Control

Concentracién (mgL-1)
N\ 4

Figura 42. Mortalidad (%) de D. magna expuesta a concentraciones crecientes de

tanino de P. radiata insoluble y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluaciéon de la toxicidad a través del porcentaje de mortalidad, se obtuvo
gue al ser expuesta la especie D. magna a la muestra de P. radiata insoluble (PRI)
por un tiempo de 48 horas, present6 un aumento en la mortalidad en las
concentraciones 0,1mgL? y 100mgL* con respecto al control. Para la mortalidad
de D. magna con la muestra P. radiata insoluble modificado (PRI6) se presentd un
aumento en la mortalidad en la concentracion de 0,01mgLt con respecto al
control. Ademas, para las concentraciones (0,1; 1; 10 y 100mgL™) se obtuvo una

mortalidad igual a la experimentada por el control, siendo un 0% de mortalidad.
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Para el ensayo no se report6 Concentracion Letal (LCso), ya que no hubo una
inhibicion en la mortalidad de D. magna superior al 50%; por lo contrario, se
observdé como minimo un 100% de mortalidad para PRI y para PRI6 (Anexo 7.3)

dentro de las horas de exposicion.

El andlisis ANOVA para el porcentaje de mortalidad de la muestra PRI (Anexo
7.7.1) arroj6é un valor F calculado 217,00 > F critico (s12) igual a 3,106; lo que
indica que se rechaza la hip6tesis nula. El analisis ANOVA para el porcentaje de
mortalidad de la muestra PRI6 (Anexo 7.7.2) arrojo un valor F calculado 1,000 < F

critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipétesis nula.

En la Fig. 43, se observa el comportamiento en la mortalidad del microcrustaceo
D. magna a 48 horas de exposicion a concentraciones crecientes de tanino de

Mimosa (M) y su modificacion (M6) (hidroxipropilado).

s ™
D. magna tanino Mimosay su
100,0 modificacion (M-M6)
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Figura 43. Mortalidad (%) de D. magna expuesta a concentraciones crecientes de

tanino de Mimosa y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad a través del porcentaje de mortalidad, se obtuvo
gue al ser expuesta la especie D. magna a la muestra de Mimosa (M) por un
tiempo de 48 horas, presentd un aumento en la mortalidad en la concentracién de
100mgL™ con respecto al control. Ademas, para las concentraciones (0,01; 0,1; 1
y 10mgL™?) se obtuvo una mortalidad igual a la experimentada por el control,

siendo un 0% de mortalidad. Para la mortalidad de D. magna con la muestra
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Mimosa modificado (M6) se presentdé un aumento en la mortalidad en las
concentraciones 0,1mgL! y 100mgL* con respecto al control. Ademas, para las
concentraciones (0,01; 1 y 10mgL?) se obtuvo una mortalidad igual a la
experimentada por el control, siendo un 0% de mortalidad. Para el ensayo no se
reportd Concentracion Letal (LCso), ya que no hubo una inhibicién en la mortalidad
de D. magna superior al 50%; por lo contrario, se observdé como minimo un 100%

de mortalidad para M y para M6 (Anexo 7.3) dentro de las horas de exposicion.

El andlisis ANOVA para el porcentaje de mortalidad de la muestra M (Anexo
7.7.3) arrojo un valor F calculado 1,000 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica
gue no se rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA para el porcentaje de
mortalidad de la muestra M6 (Anexo 7.7.4) arrojo un valor F calculado 0,800 < F

critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis nula.

En la Fig. 44, se observa el comportamiento en el % mortalidad del microcrustaceo
D. magna a 48 horas de exposicidn a concentraciones crecientes de tanino de

Quebracho (Q) y su modificacion (Q6) (hidroxipropilado).

r ™
D. magna tanino Quebrachoy su

modificacion (Q-Q6)
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Figura 44. Mortalidad (%) de D. magna expuesta a concentraciones crecientes de

tanino de Quebracho y su modificacién (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad a través del porcentaje de mortalidad, se obtuvo
gue al ser expuesta la especie D. magna a la muestra de Quebracho (Q) por un
tiempo de 48 horas, presentd un aumento en la mortalidad en las concentraciones

1; 10 y 100mgL"* con respecto al control. Ademas, para las concentraciones (0,01
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y 0,1mgL?') se obtuvo una mortalidad igual a la experimentada por el control,
siendo un 0% de mortalidad. Para la mortalidad de D. magna con la muestra
Quebracho modificado (Q6) se presenté un aumento en la mortalidad en las
concentraciones 0,1 y 1mgL™* con respecto al control.

Para el ensayo no se reporté Concentracion Letal (LCso), ya que no hubo una
inhibicion en la mortalidad de D. magna superior al 50%; por lo contrario, se
observé como minimo un 100% de mortalidad para Q y para Q6 (Anexo 7.3)

dentro de las horas de exposicion.

El analisis ANOVA para el porcentaje de mortalidad de la muestra Q (Anexo 7.7.5)
arrojo un valor F calculado 9,767 > F critico (s,12) igual a 3,106; lo que indica que se
rechaza la hipotesis nula. El analisis ANOVA para radicula de la muestra Q6
(Anexo 7.7.6) arrojo un valor F calculado 2,100 < F critico (s,12) igual a 3,106; lo

gue indica que no se rechaza la hipétesis nula.

En la Fig. 45, se observa el comportamiento en la mortalidad del microcrustaceo
D. magna a 48 horas de exposicion a concentraciones crecientes de tanino de P.
radiata soluble (PRS) y su modificacion (hidroxipropilado) (PRS6).
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Figura 45. Mortalidad (%) de D. magna expuesta a concentraciones crecientes de

tanino de P. radiata soluble y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad a través del porcentaje de mortalidad, se obtuvo

gue al ser expuesta la especie D. magna a la muestra de P. radiata soluble (PRS)
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por un tiempo de 48 horas, presentd un aumento en la mortalidad en las distintas

concentraciones con respecto al control.

Para la mortalidad de D. magna con la muestra P. radiata soluble modificado
(PRS6) se present6 un aumento en la mortalidad en las concentraciones 0,01; 0,1;
10 y 100mgL™* con respecto al control. Ademas, para la concentracion 1mgL™* se
obtuvo una mortalidad igual a la experimentada por el control, siendo un 0% de
mortalidad.

Para el ensayo no se report6 Concentracion Letal (LCso), ya que no hubo una
inhibicion en la mortalidad de D. magna superior al 50%; por lo contrario, se
observé como minimo un 100% de mortalidad para PRS y para PRS6 (Anexo 7.3)

dentro de las horas de exposicion.

El analisis ANOVA para el porcentaje de mortalidad de la muestra PRS (Anexo
7.7.7) arroj6é un valor F calculado 217,00 > F critico (512 igual a 3,106; lo que
indica que se rechaza la hipoétesis nula. El analisis ANOVA para el porcentaje de
mortalidad de la muestra PRS6 (Anexo 7.7.8) arrojé un valor F calculado 1,632 <

F critico (5,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipotesis nula.

En la Fig. 46, se observa el comportamiento en la mortalidad del microcrustaceo
D. magna a 48 horas de exposicion a concentraciones crecientes de lignina de P.
radiata (LPR)y su modificacién (hidroxipropilado) (LPR6).

4 ™
D. magna lignina P. radiata y su
modificacion (LPR-LPR6)
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. J
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Figura 46. Mortalidad (%) de D. magna expuesta a concentraciones crecientes de

lignina de P. radiata y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluacién de la toxicidad a través del porcentaje de mortalidad, se obtuvo
gue al ser expuesta la especie D. magna a la muestra de P. radiata (LPR) por un
tiempo de 48 horas, presentdé un aumento en la mortalidad en las concentraciones
0,01; 0,1; 1 y 10mgL?' con respecto al control; y una disminucién a mayor
concentracion con respecto a las diferentes concentraciones. Ademas, para la
concentracion 100mgL* se obtuvo una mortalidad igual a la experimentada por el
control, siendo un 0% de mortalidad. Para la mortalidad de D. magna con la
muestra P. radiata modificado (LPR6) se presenté un aumento en la mortalidad en
las concentraciones 0,1 y 10mgL* con respecto al control. Para el ensayo no se
reporté Concentracion Letal (LCso), ya que no hubo una inhibicion en la mortalidad
de D. magna superior al 50%; por lo contrario, se observdo como minimo un 100%
de mortalidad para LPR y para LPR6 (Anexo 7.3) dentro de las horas de

exposicion.

El analisis ANOVA para el porcentaje de mortalidad de la muestra LPR (Anexo
7.7.9) arroj6 un valor F calculado 340,00 > F critico (s12) igual a 3,106; lo que
indica que se rechaza la hipoétesis nula. El analisis ANOVA para el porcentaje de
mortalidad de la muestra PRI6 (Anexo 7.7.10) arroj6é un valor F calculado 2,100 <

F critico (5,12) igual a 3,106; lo que indica que no se rechaza la hipétesis nula.

En la Fig. 47, se observa el comportamiento en la mortalidad del microcrustaceo
D. magna a 48 horas de exposicion a concentraciones crecientes de lignina de E.

globulus (LE) y su modificacion (hidroxipropilado)(LES6).
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D. magna lignina E. globulus y su
modificacion (LE-LE6G)
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Figura 47. Mortalidad (%) de D. magna expuesta a concentraciones crecientes de
lignina de E. globulus y su modificacion (hidroxipropilado).

En la evaluaciéon de la toxicidad a través del porcentaje de mortalidad, se obtuvo
gue al ser expuesta la especie D. magna a la muestra de E. globulus (LE) por un
tiempo de 48 horas, presentd un aumento en la mortalidad en las diferentes
concentraciones con respecto al control y una disminucioén de la mortalidad a
mayor concentracion con respecto a las diferentes concentraciones. Para la
mortalidad de D. magna con la muestra E. globulus modificado (LE6) se presento
un aumento en la mortalidad en las concentraciones 0,01; 0,1; 1 y 10mgL* con
respecto al control y una disminucién en la mortalidad a mayor concentracion con
respecto a las diferentes concentraciones. Ademas, para la concentracion
100mgL* se obtuvo una mortalidad igual a la experimentada por el control, siendo
un 0% de mortalidad. Para el ensayo no se reportd Concentracion Letal (LCso), ya
gue no hubo una inhibicion en la mortalidad de D. magna superior al 50%; por lo
contrario, se observd como minimo un 100% de mortalidad para LE y para LE6

(Anexo 7.3) dentro de las horas de exposicion.

El analisis ANOVA para el porcentaje de mortalidad de la muestra LE (Anexo
7.7.11) arroj6 un valor F calculado 16,189 > F critico (s12) igual a 3,106; lo que
indica que se rechaza la hipoétesis nula. El analisis ANOVA para el porcentaje de
mortalidad de la muestra LE6 (Anexo 7.7.12) arrojo un valor F calculado 328,00 >

F critico (5,12 igual a 3,106; lo que indica que se rechaza la hipétesis nula.
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4.3.2 Evaluacion de la toxicidad crénica sobre D. magna a concentraciones
subletales de taninos condensados y lignina en un periodo de 21 dias de

exposicion.

Entre los pardmetros evaluados en el ensayo de toxicidad cronico con D. magna,
las alteraciones fisiologicas se manifiestan principalmente en la antena, anténulas
y espinal apical, en una exposicion prolongada de 21 dias tras el suministro de

concentraciones subletales de taninos condensados y lignina (Figura 48 al 53).

En la Fig. 48, se muestra el efecto ocasionado por el suministro de dos
concentraciones de tanino de P. radiata insoluble, referido a alteraciones en la

fisiologia externa del caparazén de D. magna.

Figura 48. Morfologia externa de D. magna expuesta a concentraciones subletales
de tanino de P. radiata insoluble 10 mgL! (a), 50 mgL™ (b) y control (c).

Como se observo en la imagen (48.a) de la figura 48, la estructura externa del
caparazon expuesto a 10 mgL* de muestra de tanino de P. radiata insoluble; en la
zona superior se establece una similitud de la antena en comparacion al control
(48.c), ya que en ambos casos se observan ramificaciones segmentadas en dos
antenas, de igual tamafio. Otra similitud en la estructura (48.a), es la presencia de
las anténulas que se encuentran bajo la boca en comparacion al control (48.c). En

la zona inferior, el caparazén presenta una variacion en el tamafio de la espina
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apical, siendo de mayor tamafo y longitud, respecto a la exhibida por el ejemplar
del control (48.c)

La exposicién a 50 mgL! de muestra de tanino de P. radiata insoluble (48.b),
manifiesta variaciones externas del caparazdn, presenta alteraciones en la
posicién de las antenas y longitud, ya que se observé de menor tamafio y una
curvatura pronunciada, caracteristicas que D. magna control (48.c), no posee. Otra
similitud en la estructura (48.b), es la presencia de las anténulas que se
encuentran bajo la boca con mayor ramificacion en comparacion al control (48.c).
Ademas, presenta una disminucién en el tamafio de la espina apical, siendo de

menor tamafo y longitud en comparacion al control (48.c).

En la Fig. 49, se muestra el efecto ocasionado por el suministro de dos
concentraciones de tanino de P. radiata insoluble modificado (hidroxipropilado),

referido a alteraciones en la fisiologia externa del caparazén de D. magna.

Figura 49. Morfologia externa de D. magna expuesta a concentraciones subletales
de tanino de P. radiata insoluble modificado (hidroxipropilado) 10 mgL! (a), 50

mgL* (b) y control (c).

Como se observo en la imagen (49.a) de la figura 49, la estructura externa del
caparazén expuesto a 10 mgL' de muestra de tanino de P. radiata insoluble

modificado (hidroxipropilado); en la zona superior se establece una similitud de la
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antena en comparacion al control (49.c), ya que en ambos casos se observaron
ramificaciones segmentadas en dos antenas, de igual tamafio. Otra similitud en la
estructura (49.a), es la presencia de las anténulas que se encuentran bajo la boca
en comparacién al control (49.c). En la zona inferior, el caparazon presenta una
variacién en el tamafio de la espina apical, siendo de inferior tamafio y longitud,
respecto a la exhibida por el ejemplar del control (49.c)

La exposicion a 50 mgL* de muestra de tanino de P. radiata insoluble modificado
(hidroxipropilado) (49.b), en la zona superior se establece una similitud de la
antena en comparacion al control (49.c), ya que en ambos casos se observan
ramificaciones segmentadas en dos antenas, de igual tamafio. Otra similitud en la
estructura (49.a), es la presencia de las anténulas que se encuentran bajo la boca
siendo mismo tamafio y longitud en comparacién al control (49.c). En la zona
inferior, el caparazon presenta una variacion en el tamafio de la espina apical,
siendo de mayor tamafo y longitud, respecto a la exhibida por el ejemplar del

control (49.c)

En la Fig. 50, se muestra el efecto ocasionado por el suministro de dos
concentraciones de tanino de P. radiata soluble, referido a alteraciones en la

fisiologia externa del caparazén de D. magna.

Figura 50. Morfologia externa de D. magna expuesta a concentraciones subletales

de tanino de P. radiata soluble 10 mgL™* (a), 50 mgL™* (b) y control (c).
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Como se observo en la imagen (50.a) de la figura 50, la estructura externa del
caparazon expuesto a 10 mgL* de muestra de tanino de P. radiata soluble; en la
zona superior se establece una similitud de la antena en comparacion al control
(50.c), ya que en ambos casos se observaron ramificaciones segmentadas en dos
antenas, de igual tamafio, pero no en la misma orientacién. Otra similitud en la
estructura (50.a), es la presencia de las anténulas que se encuentran bajo la boca
siendo de mayor tamafio en comparacion al control (50.c). En la zona inferior, el
caparazon presenta una variacién en el tamafio de la espina apical, siendo de
inferior tamafio y longitud, respecto a la exhibida por el ejemplar del control (50.c)

La exposicion a 50 mgL! de muestra de tanino de P. radiata insoluble modificado
(hidroxipropilado) (50.b), en la zona superior se establece una similitud de la
antena en comparacion al control (50.c), ya que en ambos casos se observaron
ramificaciones segmentadas en dos antenas, de igual tamafio. Otra similitud en la
estructura (50.a), es la presencia de las anténulas que se encuentran bajo la boca
siendo del mismo tamafio en comparacion al control (50.c). En la zona inferior, el
caparazon presenta una variacion en el tamafo de la espina apical, siendo de

mayor tamafio y longitud, respecto a la exhibida por el ejemplar del control (50.c)
En la Fig. 51, se muestra el efecto ocasionado por el suministro de dos

concentraciones de tanino de P. radiata soluble modificado (hidroxipropilado),

referido a alteraciones en la fisiologia externa del caparazén de D. magna.
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Figura 51. Morfologia externa de D. magna expuesta a concentraciones subletales
de tanino de P. radiata soluble modificado (hidroxipropilado) 10 mgL™ (a), 50 mgL*
(b) y control (c).

Como se observé en la imagen (51.a) de la figura 51, la estructura externa del
caparazéon expuesto a 10 mgL?' de muestra de tanino de P. radiata soluble
modificado (hidroxipropilado); en la zona superior se establece una similitud de la
antena en comparacion al control (51.c), ya que en ambos casos se observaron
ramificaciones segmentadas en dos antenas, de igual tamafio. Otra similitud en la
estructura (51.a), es la presencia de las anténulas que se encuentran bajo la boca
siendo del mismo tamario y longitud en comparacion al control (51.c). En la zona
inferior, el caparazén presenta una variacion en el tamafio de la espina apical,
siendo de mayor tamafio y longitud, respecto a la exhibida por el ejemplar del
control (51.c)

La exposicion a 50 mgL* de muestra de tanino de P. radiata soluble modificado
(hidroxipropilado) (51.b), en la zona superior se establece una similitud de la
antena en comparacion al control (51.c), ya que en ambos casos se observaron
ramificaciones segmentadas en dos antenas, de igual tamafio. Otra similitud en la
estructura (51.a), es la presencia de las anténulas que se encuentran bajo la boca
siendo del mismo tamafio y longitud en comparacion al control (51.c). En la zona

inferior, el caparazén presenta una variacion en el tamafio de la espina apical,
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siendo de mayor tamafo y longitud, respecto a la exhibida por el ejemplar del
control (51.c)

En la Fig. 52, se muestra el efecto ocasionado por el suministro de dos
concentraciones de lignina de E. globulus, referido a alteraciones en la fisiologia

externa del caparazén de D. magna.

Figura 52. Morfologia externa de D. magna expuesta a concentraciones subletales

de lignina de E. globulus 10 mgL™ (a), 50 mgL™* (b) y control (c).

Como se observo en la imagen (52.a) de la figura 52, la estructura externa del
caparazon expuesto a 10 mgL* de muestra de lignina de E. globulus; en la zona
superior se establece una similitud de la antena en comparacion al control (52.c),
ya que en ambos casos se observan ramificaciones segmentadas en dos antenas,
de igual tamafio. Otra similitud en la estructura (52.a), es la presencia de las
anténulas que se encuentran bajo la boca que son mas cortas en comparacién al
control (52.c). En la zona inferior, el caparazén presenta una variacion en el
tamafo de la espina apical, siendo de mayor tamafio y longitud, respecto a la
exhibida por el ejemplar del control (52.c)

La exposicion a 50 mgL! de muestra de tanino de P. radiata insoluble modificado
(hidroxipropilado) (52.b), en la zona superior se establece una similitud de la

antena en comparaciéon al control (52.c), ya que en ambos casos se observaron

83



ramificaciones segmentadas en dos antenas, de igual tamafio. Otra similitud en la
estructura (52.a), es la presencia de las anténulas que se encuentran bajo la boca
siendo del mismo tamafio y longitud en comparacion al control (52.c). En la zona
inferior, el caparazon presenta una variacion en el tamafio de la espina apical,
siendo del mismo tamafio y longitud, respecto a la exhibida por el ejemplar del
control (52.c)

En la Fig. 53, se muestra el efecto ocasionado por el suministro de dos
concentraciones de lignina de E. globulus modificado (hidroxipropilado), referido a

alteraciones en la fisiologia externa del caparazon de D. magna.

Figura 53. Morfologia externa de D. magna expuesta a concentraciones subletales
de lignina de E. globulus modificado (hidroxipropilado) 10 mgL™* (a), 50 mgL* (b) y
control (c).

Como se observo en la imagen (53.a) de la figura 53, la estructura externa del
caparazon expuesto a 10 mgL! de muestra de tanino de P. radiata insoluble
modificado (hidroxipropilado); en la zona superior se establece una similitud de la
antena en comparaciéon al control (53.c), ya que en ambos casos se observaron
ramificaciones segmentadas en dos antenas, de igual tamafio. Otra similitud en la
estructura (53.a), es la presencia de las anténulas que se encuentran bajo la boca
con ramificacién siendo del mismo tamafo y longitud en comparacion al control

(53.¢). En la zona inferior, el caparazén presenta una variacién en el tamafio de la
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espina apical, siendo de inferior tamafo y longitud, respecto a la exhibida por el
ejemplar del control (53.c)

La exposicion a 50 mgL! de muestra de tanino de P. radiata insoluble modificado
(hidroxipropilado) (53.b), en la zona superior se establece una similitud de la
antena, pero con una variacion en el sentido de la orientacion de las antenas en
comparacién al control (53.c), ya que en ambos casos se observaron
ramificaciones segmentadas en dos antenas, de igual tamafio. Otra similitud en la
estructura (53.b), es la presencia de las anténulas que se encuentran bajo la boca
siendo del mismo tamafio y longitud en comparacion al control (53.c). En la zona
inferior, el caparazon presenta una variacion en el tamafo de la espina apical
siendo de menor tamafio y longitud respecto a la exhibida por el ejemplar del
control (53.c).

Discusion

Al analizar y evaluar los resultados del porcentaje de mortalidad obtenidos en la
parte experimental, las soluciones con taninos condensados y lignina no
presentaron un comportamiento uniforme en el porcentaje de mortalidad de la
especie D. magna, por lo tanto, en general las muestras sin modificacion
presentaron una mayor toxicidad en las diferentes concentraciones de exposicion
del bioindicador, en cambio las modificaciones no presentaron toxicidad
significativa en las diferentes concentraciones respecto al control. También
podemos decir que los resultados entre los polifenoles fueron variados, para los
taninos de P. radiata aumenta el porcentaje de mortalidad de la especie D. magna
sin modificacion; para el tanino de Mimosa aumenta el porcentaje de mortalidad la
modificacion que el sin modificar; para el tanino de Quebracho aumenta el
porcentaje de mortalidad sin modificacion donde ocurri6 un efecto hormesis
inversa; para la lignina de E. globulus aumenta el porcentaje de mortalidad con
modificacién y sin modificacion; y para la lignina de P. radiata aumenta el
porcentaje de mortalidad sin modificacion. Los resultados evidencian que los

polifenoles no presentan toxicidad aguda (LCsp), si existe evidencia de mortalidad
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y cambios en su morfologia al ser expuesta a una toxicidad crénica a

concentraciones subletales de polifenoles en un periodo de 21 dias de exposicion.

Las diferencias de toxicidad pueden interpretarse en funcién de la estructura
quimica de los polifenoles y sus modificaciones. Sin embargo, la literatura
asociada a la toxicidad de los derivados de polifenoles es escasa.

La escasa informacion encontrada no se indica que los taninos afecten la
mortalidad de la especie D. magna, en cambio las saponinas si afectan la
mortalidad de la especie a concentracion alta (lannacone et al., 2007). Sin
embargo, de la modificacion del tanino no existe informacion sobre toxicidad, la

cual podria dejar este trabajo como una fuente de informacién.

Para Mimosa existe un registro de toxicidad sobre esta especie en
concentraciones por sobre los 100ppm, lo cual indica que este tanino seria toxico
(Palacios et al., 2018).

Para Quebracho sin modificacion ocurrié un efecto de hormesis, que se refiere a
una respuesta adaptativa caracterizada por una dosis-respuesta bifasica
(activacion-inhibicion) que puede ser, o bien directamente inducida, dependiendo
del rango y amplitud del estimulo es capaz de activar una respuesta adaptativa

gue incrementa la resistencia de un organismo (Guerrero et al., 2019).

Los polifenoles no presentaron anomalias en las antenias ni anténulas de la
especie D. magna, pero si aumentaron el tamafio de la espina apical. Con
respecto a las D. magna sobre las muestras de lignina tanto con modificacion
como sin modificacion se obtuvieron neonatos (7 en promedio), excepto en LE6

50mgL.1 donde no existieron neonatos (Gonzaléz, 2015).

4.4 Tablas Estadistica descriptiva y correlacion de Pearson para las distintas
pruebas realizadas a los bioindicadores (P. subcapitata, L. sativa, R.

raphanistrum y D. magna).

Para las pruebas de: crecimiento celular (P. subcapitata), germinacion y longitud
de radicula e hipocotilo (L. sativa y R. raphanistrum) y mortalidad (D. magna); se

utilizé principalmente el andlisis de correlacion para evaluar los cambios en la
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inhibicion o activacién de las especies con las diferentes concentraciones de los

polifenoles.

A continuacion, se presentan las tablas de correlacion obtenidas a partir del

andlisis estadistico descriptivo que se realiz6 mediante el programa de software

SPSS Statistics 22, midiéndose crecimiento celular (P. subcapitata), germinacion y

longitud de radicula e hipocétilo (L. sativa y R. raphanistrum) y mortalidad (D.

magna); para las muestras con taninos, taninos modificados, lignina y lignina
modificado (Tabla 4 al 16).
A continuacién, la Tabla 4 presenta los resultados de la estadistica descriptiva de

las variables estudiadas para P. subcapitata.

P. subcapitata

t=0 horas t =72 horas

Variables | Minimo | M&XIM | \1oqiq | DESVIacion | variable | Minim | Maxim Desviacio

0 estandar |g 0 0 Media | n estandar
PRI | 0,063 | 0,090 | 0,071 | 0,011 PRI ] 0071 | 0,109 | 0,082 | 0,015
PRI6 | 0,068 | 0,110 | 0,078 | 0,018 PRI6 | 0,068 | 0,103 | 0,079 | 0,014
M 0,072 | 0,077 | 0,075 | 0,002 M 0,075 | 0,087 | 0,078 | 0,005
M6 | 0,081 | 0,088 | 0,084 | 0,003 M6 | 0,098 | 0107 | 0,101 | 0,004
Q 0,085 | 0,095 | 0,090 | 0,004 Q 0,097 | 0,105 | 0,100 | 0,003
Q6 | 0,079 | 0,092 | 0,083 | 0,005 Q6 | 0,091 | 0,108 | 0,096 | 0,007
PRS | 0,068 | 0,084 | 0,073 | 0,007 PRS | 0088 | 0,099 | 0,092 | 0,004
PRS6 | 0,063 | 0,071 | 0,068 | 0,003 PRS6 | 0,085 | 0,088 | 0,086 | 0,001
LPR | 0,065 | 0,126 | 0,080 | 0,026 LPR | 0,088 | 0,138 | 0,100 | 0,021
LPR6 | 0,062 | 0,182 | 0,091 | 0,051 LPR6 | 0,082 | 0179 | 0,103 | 0,043
LE | 0,070 | 0,179 | 0,096 | 0,046 LE ] 0086 | 0174 | 0,105 | 0,039
LE6 | 0,063 | 0,167 | 0,086 | 0,045 LE6 | 0,082 | 0,172 | 0,206 | 0,037

Tabla 4: Estadistica descriptiva para P. subcapitata.

A continuacion, se presentan las abreviaturas utilizadas en el andlisis de

correlacién para las cuatro especies bioindicadoras utilizadas en los ensayos.

e PRI, PRIG, PRIR, PRIH (muestra tanino P. radiata insoluble, germinacién,

radicula, hipocatilo).

e PRI6, PRI6G, PRI6R, PRI6H (muestra tanino P. radiata insoluble modificado,

germinacion, radicula, hipocdétilo).
e M, MG, MR, MH (muestra tanino Mimosa, germinacion, radicula, hipocétilo).
e M6, M6G, M6R, M6H (muestra tanino Mimosa modificada, germinacion,

radicula, hipocatilo).

e Q, QG, QR, QH (muestra tanino Quebracho, germinacion, radicula, hipocatilo).
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e Q6, Q6G, Q6R, Q6H (muestra tanino Quebracho modificado, germinacién,

radicula, hipocotilo).
e PRS, PRSG, PRSR, PRSH (muestra tanino P. radiata soluble, germinacion,
radicula, hipocotilo).
e PRS6, PRS6G, PRS6R, PRS6H (muestra tanino P. radiata soluble modificado,
germinacion, radicula, hipocétilo).
e LPR, LPRG, LPRR, LPRH (muestra lignina P. radiata, germinacién, radicula,
hipocotilo).
e LPR6, LPR6G, LPR6R, LPR6H (muestra lignina P. radiata modificado,
germinacion, radicula, hipocétilo).
e LE, LEG, LER, LEH (muestra lignina E. globulus, germinacién, radicula,
hipocotilo).
e LE6, LE6G, LE6R, LE6H (muestra lignina E. globulus modificado, germinacién,
radicula, hipocétilo).

La Tabla 5 muestra la correlacion de Pearson para el tiempo 0 horas de la especie

P. subcapitata con sus respectivos polifenoles y sus modificaciones
(hidroxipropilado).
t = 0 horas P. subcapitata

PRI | PRIE | M M6 Q Q6 PRS |PRS6| LPR | LPR6 | LE LE6
CONC|0,986™ 0,999 0,701*| 0,779* | 0,781*(0,957* | 0,965" | 0,318 0,999" | 0,999” | 0,998 | 0,998
PRI 0,984”|0,812*| 0,871*| 0,853*(0,943* | 0,974”| 0,212 0,983"| 0,981 | 0,986 | 0,982"
PRI6 0,698 0,781* | 0,794*|0,951* | 0,967"| 0,296 0,997 | 0,997"| 0,997 | 0,998"
M 0,978™| 0,887°| 0,673| 0,772*|-0,178| 0,697| 0,689 | 0,712*| 0,691
M6 0,959 | 0,702*| 0,866* | -0,104 | 0,778*| 0,772*| 0,780*| 0,765*
Q 0,657| 0,881"|-0,148| 0,779*| 0,775*| 0,775*| 0,770*
Q6 0,858* | 0,2470,946* [ 0,945* | 0,9717| 0,968
PRS 0,294 0,972 0,970™ | 0,952 | 0,950™*
PRS6 0,355| 0,357 | 0,283| 0,283
LPR 1,000” | 0,9947| 0,993
LPR6 0,9947| 0,994
LE 0,999

Tabla 5: Correlacion de Pearson para el t =0 horas de P. subcapitata.

Los resultados obtenidos a partir de esta tabla indicaron el efecto correlativo de

cada tipo de polifenol en el crecimiento celular de P. subcapitata a un tiempo 0

horas.

En este sentido, se nota una fuerte correlacion positiva entre la

concentracion de los diferentes polifenoles y el crecimiento celular, excepto PRS6.

Esto infiere que a mayores dosis de los polifenoles estos compuestos actian

como un activador en el crecimiento celular en dicha especie.
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Por otra parte, se observdé una correlacion fuertemente positiva entre el
comportamiento PRI en el crecimiento celular con los diferentes polifenoles,
excepto PRS6. Aparentemente al tener distintas estructuras de estos polifenoles
condiciona un efecto similar en el crecimiento celular de P. subcapitata.

También, se observé una correlacion fuertemente positiva entre el comportamiento
obtenido con PRI6 con los diferentes polifenoles, excepto M y PRS6.
Aparentemente las diferentes estructuras podrian condicionar un efecto similar en
el crecimiento celular P. subcapitata con estos dos tipos de polifenoles.

Ademas, se observo una correlacion fuertemente positiva entre el comportamiento
obtenido con M, M6, Q, PRS y LE, esto se pudo dar por el distinto tipo de polifenol.
Asimismo, se observé una correlacion fuertemente positiva entre el
comportamiento M6 en el crecimiento celular con los diferentes polifenoles,
excepto PRS6. Aparentemente al tener distintas estructuras de estos polifenoles
condiciona un efecto similar en el crecimiento celular de P. subcapitata.

Para Q y Q6, se observo una correlacion negativa la cual se puede deducir que, a
mayor crecimiento celular de Q, Q6 inhibe el crecimiento celular.

Para el caso de Q6 con PRS6 se observo una correlacion negativa la cual se
puede deducir que, la modificacion puede condicionar este efecto perjudicial.

Para PRS y PRS6, se observo una correlacién negativa la cual se puede deducir
gue, a mayor crecimiento celular de PRS, PRS6 inhibe el crecimiento celular de P.
subcapitata.

Por otra parte, se observd una correlacion débilmente positiva entre el
comportamiento PRS6 en el crecimiento celular con los diferentes polifenoles.
Aparentemente al tener distintas estructuras de estos polifenoles condiciona un
efecto similar en la inhibicién del crecimiento celular de P. subcapitata.

Para LPR y LPR6, se observo una correlacion fuertemente positiva la cual se
puede deducir que, a mayor crecimiento celular de LPR, LPR6 también aumenta el

crecimiento celular de P. subcapitata, asi también para LE y LE6.

Para el caso de LPR6, se observd una correlacion positiva con las otras muestras

de lignina. Finalmente, se observO una correlacion positiva entre el
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comportamiento obtenido con LE y LE6, de lo cual se puede decir que la

modificacién no inhibié el crecimiento celular de P. subcapitata.

La Tabla 6 muestra la correlacion de Pearson para el tiempo 72 horas de la
especie P. subcapitata con sus respectivos polifenoles y sus modificaciones

(hidroxipropilado).

t = 72 horas P. subcapitata

PRI PRI6 M M6 Q Q6 PRS | PRS6 | LPR LPR6 LE LE6
CONC |0,9937|0,968™| 0,997 | 0,944 | 0,9177| 0,944 | 0,938 | -0,724* | 0,989 | 0,999 | 0,998"| 0,996
PRI 0,9617|0,986™ | 0,936™| 0,873*| 0,926™ | 0,907" | -0,734*| 0,975™| 0,991™| 0,991"| 0,999™
PRI6 0,979 | 0,847+ | 0,833* | 0,862* | 0,843*| -0,842*|0,922*" | 0,956* | 0,952*" | 0,957*
M 0,9177|0,908" | 0,944™|0,921*" | -0,768*| 0,979"| 0,995"| 0,993 | 0,989"
M6 0,946™| 0,899°| 0,978"| -0,459| 0,974™| 0,949* | 0,952*"| 0,941*
Q 0,916 0,992 | -0,465|0,958* | 0,925* | 0,926* 0,889
Q6 0,929* | -0,649| 0,962™| 0,958*"| 0,959 | 0,943*
PRS -0,465| 0,9777| 0,946* | 0,948* | 0,919*
PRS6 -0,624| -0,709*|-0,700*| -0,727*
LPR 0,993"| 0,994™| 0,982"
LPR6 1,000"| 0,996"
LE 0,996"

Tabla 6: Correlacion de Pearson para el t =72 horas de P. subcapitata.

Los resultados obtenidos a partir de esta tabla indican el efecto correlativo de cada
tipo de polifenol en el crecimiento celular de P. subcapitata a un tiempo 72 horas.
En este sentido, se nota una fuerte correlacion positiva entre la concentracién de
los diferentes polifenoles y el crecimiento celular, excepto PRS6 que presenta una
fuerte correlacién negativa. Esto infiere que a mayores dosis de los polifenoles
estos compuestos actian como un activador en el crecimiento celular en dicha
especie.

Por otra parte, se observd una correlaciéon fuertemente positiva entre el
comportamiento PRI en el crecimiento celular con los diferentes polifenoles,
excepto PRS6 que presenta una correlacion negativa. Aparentemente al tener
distintas estructuras de estos polifenoles condiciona un efecto similar en el

crecimiento celular de P. subcapitata.
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También, se observo una correlacion fuertemente positiva entre el comportamiento
obtenido con PRI6 y M con los diferentes polifenoles, excepto PRS6 que posee
una correlaciobn negativa. Aparentemente las diferentes estructuras podrian
condicionar un efecto similar en el crecimiento celular P. subcapitata con estos dos
tipos de polifenoles.

Ademas, se observo una correlacion fuertemente positiva entre el comportamiento
obtenido con M6 con los diferentes polifenoles, excepto PRS6 esto se pudo dar
por el distinto tipo de polifenol.

Para Q, Q6 y PRS, se observ6 una correlacion positiva similar con los diferentes
polifenoles, excepto PRS6. Aparentemente las diferencias estructurales y la
modificacién pueden condicionar este efecto positivo, para PRS la modificacion es
perjudicial (PRS6).

Por otra parte, se observO una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento PRS6 en el crecimiento celular con los diferentes polifenoles.
Aparentemente al tener distintas estructuras de estos polifenoles condiciona un
efecto similar en la inhibicién del crecimiento celular de P. subcapitata.

Para LPR y LPR6, se observo una correlacion fuertemente positiva la cual se
puede deducir que, a mayor crecimiento celular de LPR, LPR6 también aumenta el

crecimiento celular de P. subcapitata, asi también para LE y LE6.

Para el caso de LPR6, se observo una correlacion positiva con las otras muestras
de

comportamiento obtenido con LE y LE6, de lo cual se puede decir que la

lignina. Finalmente, se observd una correlacibn positiva entre el
modificacidén no inhibi6 el crecimiento celular de P. subcapitata.
A continuacioén, la Tabla 7 presenta los resultados de la estadistica descriptiva de

las variables estudiadas para L. sativa.

L. sativa
Variables | Minimo | Maximo | Media DeS\{laC|on Variables | Minimo | Maximo | Media DeS\{laC|on
estandar estandar
PRIG 93,3 100,0 | 97,33 2,79 PRSR 13,4 18,0 | 15,37 2,00
PRI6G 96,7 100,0 | 98,67 1,82 PRS6R | 13,9 17,6 | 15,63 1,67
MG 90,0 96,7 | 94,67 2,98 LPRR 11,3 13,4 | 12,23 0,83
M6G 90,0 100,0 | 96,00 4,35 LPR6R | 12,4 16,3 | 14,59 1,87
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QG 93,3 | 100,0 | 96,67 2,36 LER 11,4 22,8 |15,81 4,49
Q6G 90,0 | 100,0 | 96,00 3,65 LE6R 10,9 14,2 113,06 1,33
PRSG | 100,0 | 100,0 |100,00 0,00 PRIH 17,5 22,1 |20,67 1,89
PRS6G | 93,3 | 100,0 | 95,33 2,98 PRI6H 20,0 24,3 |21,99 1,81
LPRG 90,0 | 100,0 | 96,67 4,08 MH 17,6 22,0 |18,79 1,86
LPR6G | 90,0 | 100,0 | 96,00 4,35 M6H 14,1 16,6 |15,44 0,94
LEG 96,7 | 100,0 | 98,67 1,82 QH 14,8 20,1 | 17,24 2,06
LE6G 93,3 | 100,0 | 98,00 2,98 Q6H 15,1 16,8 |15,95 0,72
PRIR 13,9 16,3 | 14,91 0,89 PRSH 18,3 20,9 |19,70 1,12
PRI6R 14,3 17,8 15,79 1,41 PRS6H 18,1 24,1 | 20,89 2,50
MR 12,9 19,0 14,93 2,42 LPRH 15,7 18,2 |17,26 0,96
M6R 9,9 13,1 11,81 1,16 LPR6H 17,1 20,7 |18,78 1,48
QR 12,0 15,3 | 13,26 1,27 LEH 19,1 27,2 | 22,60 2,93
Q6R 12,7 14,8 13,64 0,80 LE6H 14,1 19,3 |[17,33 2,14
Tabla 7: Estadistica descriptiva para L. sativa.
La Tabla 8 muestra la correlacion de Pearson para la germinacion de la especie L.
sativa con sus respectivos polifenoles y sus modificaciones (hidroxipropilado).
Germinacion L. sativa
PRIG | PRI6G | MG M6G QG Q6G | PRS6G | LPRG | LPR6G | LEG | LE6G
CONC 0,599| 0,454| 0,299| 0,576| 0,000 0,638 0,853"| 0,471| -0,350| 0,453| 0,298
PRIG 0,217| -0,468| 0,503| 0,424| 0,327 0,468 0,733"| -0,413| 0,764"| -0,468
PRI6G -0,102| 0,910"| -0,645| 0,667 0,102| -0,373| 0,210| 0,167| -0,103
MG -0,128| -0,396| 0,358 0,250| 0,000| -0,344| -0,613| 1,000”
M6G -0,542| 0,840 0,128| -0,001| -0,176| 0,210 -0,129
QG -0,645 0,396| 0,579| -0,001| 0,646| -0,395
Q6G 0,152| 0,186| -0,560| -0,167| 0,356
PRS6G 0,456| -0,086| 0,613| 0,250
LPRG -0,783"| 0,373| 0,000
LPR6G 0,210 -0,343
LEG -0,612

Tabla 8: Correlacion de Pearson para la germinacion de L. sativa.

Los resultados obtenidos a partir de esta tabla indican el efecto correlativo de cada

tipo de polifenol en la germinacién de L. sativa. En este sentido, se nota una fuerte

correlacién positiva entre la concentracién de PRS6 y la germinacion. Esto infiere

gue a mayores dosis de PRS6 este compuesto actia como un activador de la

germinacién en dicha especie.

Por otra parte, se observd una correlaciébn fuertemente positiva entre el

comportamiento en la germinacién con PRI, LE y LPR. Aparentemente el mayor
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peso molecular de estos tres tipos de polifenoles condiciona un efecto similar en la
germinacion de L. sativa.

También, se observé una correlacion fuertemente positiva entre el comportamiento
obtenido con PRI6 y M6. Aparentemente la modificacion podria condicionar un
efecto similar en la germinacion de L. sativa con estos dos tipos de polifenoles.
Ademas, se observo una correlacion fuertemente positiva entre el comportamiento
obtenido con My LEG6, esto se pudo dar por el distinto tipo de polifenol.

Asimismo, se observd una correlacion fuertemente positiva entre el
comportamiento obtenido con M6 y Q6, podriamos decir que la modificacién pudo
condicionar este efecto.

Para Q y Q6, se observl una correlacion negativa la cual se puede deducir que, a
mayor germinacion de Q, Q6 inhibe la germinacion.

Para el caso de Q6 con LPR6 se observd una correlacion negativa la cual se
puede deducir que, la modificacion puede condicionar este efecto perjudicial.
Ademas, se observo una correlacion positiva entre el comportamiento obtenido
con PRS6 y LE, lo cual no pudieron ser explicado considerando las caracteristicas
estructurales.

Para el caso de LPR con LPR6 se observé una correlacion fuertemente negativa
la cual se puede deducir que, a mayor germinacion de LPR, LPR6 inhibe la
germinacion.

Para el caso de LPR6 no se observd una correlacion importante con las otras
muestras. Finalmente, se observd una correlacion negativa entre el
comportamiento obtenido con LE y LE6, de lo cual se puede decir que la
modificacién inhibio la germinacion de L. sativa.

La Tabla 9 muestra la correlacion de Pearson para la longitud de radicula de la
especie L. sativa con sus respectivos polifenoles y sus modificaciones

(hidroxipropilado).

Radicula L. sativa

PRIR| PRIBR| MR | M6R | QR | Q6R |PRSR|PRS6R| LPRR |LPR6R | LER | LE6R
CONC |-0,371| 0,785"| -0,365| 0,173 0,106 | 0,849"| 0,507| 0,522 0,281| 0,258|-0,190| -0,169
PRIR 0,100| -0,292| 0,231|-0,019|-0,473|-0,664| -0,462| -0,818°| -0,237|-0,643| 0,860"
PRI6R -0,780"| 0,511|-0,236|0,799"| 0,495 0,109| 0,115| -0,295|-0,256| 0,016
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MR -0,202| 0,748 | -0,426 | -0,366| 0,530 0,083| 0,579| 0,287| -0,084
M6R 0,165| 0,500| 0,352| 0,326 0,302| -0,552| 0,268| -0,102
QR -0,090|-0,401| 0,810°| -0,117| 0,675|-0,121| 0,253
Q6R 0,845°| 0,468 0,655| -0,197| 0,268| -0,528
PRSR 0,199| 0,892"| -0,451| 0,656| -0,858"
PRS6R 0,403| 0,514| 0,204| -0,241
LPRR 0,285 0,887'| -0,971"
LPR6R -0,407| 0,279
LER -0,899"

Tabla 9: Correlacion de Pearson para la longitud de radicula de L. sativa.

Los resultados obtenidos a partir de esta tabla indican el efecto correlativo de cada
tipo de polifenol en la longitud de radicula de L. sativa. En este sentido, se nota
una fuerte correlacion positiva entre la concentracion de PRI6, Q6 y la longitud de
la radicula. Esto infiere que a mayores dosis de PRI6 y Q6 estos compuestos
actuan como un activador de la longitud de la radicula en dicha especie.

Por otra parte, se observO una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con PRI y LPR; y una correlacion fuertemente positiva
entre el comportamiento obtenido con PRI y LE6. Aparentemente, el mayor peso
molecular de estos dos tipos de polifenoles condiciona un efecto similar en la
longitud de la radicula de L. sativa.

También, se observd wuna correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con PRI6 y M; y una correlacion fuertemente positiva
entre el comportamiento obtenido con PRI6 y Q6. Aparentemente la modificacion
podria condicionar un efecto similar en la longitud de la radicula.

Ademas, se observé una correlacidon fuertemente positiva entre el comportamiento
obtenido con My Q, esto se debe aparentemente a la estructura quimica similar
de ambos taninos.

Asimismo, se observo una correlacion negativa entre el comportamiento obtenido
con M6 y LPR6, podriamos decir que la modificacion pudo condicionar este efecto

en dos polifenoles con estructura global.
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Para Q y PRS6, se observé una correlacion fuertemente positiva, la cual se puede
deducir que, aparentemente el peso molecular de estos dos tipos de polifenol
condiciona un efecto similar en la longitud de la radicula de L. sativa.

Para el caso de Q6 con PRS se observo una correlacion fuertemente positiva, la
cual se puede deducir que, la modificacibn puede condicionar este
comportamiento.

Ademés, se observd wuna correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con PRS y LE6; y una correlacion fuertemente positiva
entre el comportamiento obtenido con PRS y LPR. Aparentemente el efecto
combinado de la modificacién y el peso molecular podria condicionar un efecto
similar en la longitud de la radicula de L. sativa.

Por otra parte, se observd una correlacion positiva entre el comportamiento
obtenido con PRS6 y LPR6, aparentemente la modificacion y el mayor peso
molecular de estos polifenoles condiciona el efecto similar en la longitud de
radicula de L. sativa.

Asimismo, se observO una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con LPR y LE6; y una correlacion fuertemente positiva
entre el comportamiento obtenido con LPR y LE, se puede inferir que el tipo de
polifenol influye en la longitud de la radicula de L. sativa. Para el caso de LPR6
con LE se observo una correlacion negativa la cual se puede deducir que, el tipo
de polifenol condiciona este efecto.

Finalmente, se observd una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con LE y LE6, de lo cual se puede decir que la

modificacién inhibio la longitud de la radicula de L. sativa.

la Tabla 10 muestra la correlacion de Pearson para la longitud del hipocétilo de la
especie L. sativa con sus respectivos polifenoles y sus modificaciones

(hidroxipropilado).

Hipocdtilo L. sativa

PRIH | PRIGH MH M6H QH Q6H | PRSH | PRS6H | LPRH |LPR6H| LEH

LEGH

CONC

0,011| 0,195, 0,013| 0,268 0,768*| 0,469| 0,523| 0,679| 0,233| 0,276| -0,158

0,022
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PRIH 0,695 -0,995" | 0,099| -0,478|-0,109| 0,100| -0,505| -0,362| -0,038|-0,898"| 0,832
PRI6H -0,649 |-0,190| -0,020|-0,584| -0,416| -0,256| 0,008| 0,144| -0,588| 0,227
MH -0,180| 0,532| 0,060| -0,126| 0,555| 0,319 0,125| 0,865"| -0,840"
M6H -0,236| 0,640| 0,433| -0,290| 0,609|-0,808"| 0,175| 0,128
QH 0,153| 0,191| 0,937"| 0,142| 0,595| 0,198| -0,436
Q6H 0,939”| 0,331| 0,027| -0,171| 0,017| 0,317
PRSH 0,404| -0,262| 0,098| -0,287| 0,541
PRS6H -0,114| 0,696| 0,135| -0,272
LPRH -0,668| 0,661| -0,639
LPR6H -0,374| 0,090
LEH -0,884"

Tabla 10: Correlacion de Pearson para la longitud del hipocétilo de L. sativa.

Los resultados obtenidos a partir de esta tabla indican el efecto correlativo de cada
tipo de polifenol en la longitud del hipocotilo de L. sativa. En este sentido, se nota
una fuerte correlacion positiva entre la concentracion de Q y la longitud del
hipocotilo. Esto infiere que a mayor dosis de Q este compuesto actita como un
activador de la longitud del hipocotilo en dicha especie.

Por otra parte, se observdO una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con PRI, My LE; y una correlacion fuertemente positiva
entre el comportamiento obtenido con PRI y LE6. Aparentemente el mayor peso
molecular de estos dos tipos de polifenoles y su baja polaridad condiciona un
efecto similar en la longitud del hipocdtilo de L. sativa.

También, se observd wuna correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con PRI6 y M. Aparentemente la modificacion podria
condicionar un efecto similar en la longitud del hipocétilo de L. sativa.

Ademas, se observdO una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con M y LE6; y una correlacion fuertemente positiva
entre el comportamiento obtenido con M y LE. Aparentemente la modificacion
podria condicionar e inhibir este efecto.

Asimismo, se observé una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con M6 y LPR6, podriamos decir que la modificacion

pudo condicionar este efecto.
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Para Q y PRS6, se observé una correlacion fuertemente positiva la cual se puede
deducir que, aparentemente el peso molecular de estos dos tipos de polifenol
condiciona un efecto similar en la longitud del hipocétilo de L. sativa. Para el caso
de Q6 con PRS se observo una correlaciéon fuertemente positiva la cual se puede
deducir que, la modificacion y el peso molecular puede condicionar este
comportamiento. Ademas, se observd una correlacion positiva entre el
comportamiento obtenido con PRS y LE6. Aparentemente la modificacion podria
condicionar un efecto similar en la longitud del hipocétilo de L. sativa.

Por otra parte, se observé una correlacién positiva entre el comportamiento
obtenido con PRS6 y LPR6, aparentemente la modificaciéon y el mayor peso
molecular de estos polifenoles condiciona el efecto similar en la longitud del
hipocatilo de L. sativa.

Asimismo, se observO una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con LPR y LPR6, se puede inferir que la modificacion
influye en la longitud del hipocaotilo de L. sativa. Para el caso de LPR6 con LE se
observo una correlacion negativa la cual se puede deducir que, el tipo de polifenol
condiciona este efecto.

Finalmente, se observd una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con LE y LE6, de lo cual se puede decir que la

modificacién inhibio la longitud del hipocétilo de L. sativa.

A continuacion, la Tabla 11 presenta los resultados de la estadistica descriptiva de

las variables estudiadas para R. raphanistrum.

R. raphanistrum

Variable | Minimo | Maximo | Media DeS\{iacic')n Variable | Minimo | Maximo | Media DeS\{iacién

estandar estandar
PRIG 90,0 | 100,0 96,00 3,65 PRSR | 71,0 85,0 | 76,64 5,14
PRI6G 87,0 97,0 93,33 4,08 PRS6R | 68,6 78,1 | 74,05 3,51
MG 83,0 | 100,0 95,33 6,91 LPRR | 54,9 65,4 | 62,73 4,43
M6G 90,0 | 100,0 96,67 4,72 LPR6R | 67,7 91,0 | 78,11 8,81
QG 90,0 | 100,0 94,00 3,65 LER 73,7 94,9 | 81,11 8,66
Q6G 90,0 97,0 94,00 2,79 LE6R 45,0 70,0 | 59,47 9,78
PRSG 93,0 | 100,0 96,67 3,34 PRIH 7,2 10,0 8,76 1,07
PRS6G | 97,0 | 100,0 97,34 1,49 PRIGH | 12,4 18,6 15,20 2,37
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LPRG 90,0 97,0 92,67 3,65 MH 11,8 20,7 14,59 3,59
LPR6G | 90,0 100,0 96,00 3,65 M6H 9,6 14,7 12,36 2,13
LEG 96,7 100,0 98,00 1,82 QH 13,4 16,7 14,87 1,66
LE6G 86,7 96,7 91,33 3,80 Q6H 8,0 11,8 9,51 1,48
PRIR 46,5 59,8 53,03 5,83 PRSH 16,6 24,0 21,63 2,91
PRI6R 58,0 79,9 69,28 8,07 PRS6H | 21,0 26,0 23,24 2,32
MR 47,7 76,1 61,92 10,18 LPRH 16,9 20,3 18,93 1,42
M6R 40,4 63,8 51,77 9,67 LPR6H | 19,3 23,7 21,97 1,86
QR 53,5 67,2 61,20 511 LEH 26,5 31,3 28,44 2,04
Q6R 37,2 52,8 45,83 7,57 LE6H 15,8 17,9 16,99 0,82

Tabla 11: Estadistica descriptiva para R. raphanistrum.

A continuacion, la tabla 12 muestra la correlacion de Pearson para la germinacion
de la especie R. raphanistrum con sus respectivos polifenoles y sus
modificaciones (hidroxipropilado).

Germinacion R. raphanistrum

PRIG |PRI6G| MG M6G QG | Q6G | PRSG | PRS6G | LPRG | LPR6G | LEG | LE6G
CONC | -0,929"| 0,375| 0,291| -0,845 | -0,168| 0,471| -0,567| -0,283| -0,359| 0,638]|-0,453| 0,732
PRIG -0,373|-0,264| 0,807°| 0,458| -0,492| 0,685 0,102| 0,167| -0,875"| 0,167 -0,721"
PRI6G 0,886*| 0,144| 0,372| 0,731°| -0,410 0,457| -0,372| 0,187 0,373| 0,895*
MG 0,256| 0,484 | 0,922*| -0,001 0,108| -0,704°| 0,066| 0,396 | 0,719
M6G 0,484| 0,000 0,530 0,395| 0,000| -0,645| 0,646| -0,310
QG 0,217| 0,456| -0,102| -0,583| -0,792"|-0,167| 0,119
Q6G -0,001| -0,134|-0,764"| 0,328| 0,327| 0,681
PRSG -0,559| -0,456| -0,684| 0,000| -0,658
PRS6G 0,612] 0,102] 0,612| 0,294
LPRG 0,167 | 0,167 | -0,320
LPR6G 0,167 0,480
LEG 0,080

Tabla 12: Correlacion de Pearson para la germinacion de R. raphanistrum.

Los resultados obtenidos a partir de esta tabla indican el efecto correlativo de cada
tipo de polifenol en la germinacion de R. raphanistrum. En este sentido, se nota
una fuerte correlacion negativa entre la concentracion de PRI, M6 y la
germinacién. Y una correlacion positiva entre la concentracion de LE6 y la
germinacién. Esto infiere que a mayores dosis de taninos este compuesto podria
actuar como un inhibidor de la germinacion en dicha especie, en tanto la lignina

podria actuar como activador en mayores dosis.
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Por otra parte, se observdé una correlacion fuertemente positiva entre el
comportamiento obtenido con PRI y M6, y una correlacion altamente negativa
entre los comportamientos obtenidos con PRI, LPR6 y LE6. Aparentemente el
mayor peso molecular y la modificacion de estos tres tipos de polifenoles
condiciona un efecto similar en la germinacién de R. raphanistrum. También, se
observé una correlacion fuertemente positiva entre el comportamiento obtenido
con PRI6, M, Q6 y LE6. Aparentemente la modificacién podria condicionar un
efecto similar en la germinacion de R. raphanistrum.

Ademas, se observo una correlacion fuertemente positiva entre el comportamiento
obtenido con M, Q6 y LE6, y una correlaciéon fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con M y LPR6, esto se debidé a los distintos pesos
moleculares. Asimismo, se observd una correlacion positiva entre el
comportamiento obtenido con M6 y LE, y una correlaciéon negativa entre M6 y
LPR6 podriamos decir que la modificacion pudo condicionar este efecto.

Para Q y LPR6, se observo una correlacion negativa la cual se puede deducir que,
las diferencia en los pesos moleculares porfian condicionar este efecto. Para el
caso de Q6 con LPR se observé una correlacién negativa la cual se puede deducir
gue, la modificacion puede condicionar este efecto. Ademas, se observo una
correlacion negativa entre el comportamiento obtenido con PRS, LPR6 y LE6. Se
puede inferir que la modificacion condiciona este comportamiento. Para la
correlacién de PRS6 es positiva con LE.

Para el caso de LPR con LE6 se observé una correlacion fuertemente negativa la
cual se puede deducir que, el tipo de polifenol condiciona este efecto.

Para la correlaciéon de LPR6 es positiva con LE6, podemos decir que el tipo de
polifenol y la modificacion condicionan esta similaridad. Finalmente, se observo
una correlacién positiva entre el comportamiento obtenido con LE y LE6, de lo cual

se puede decir que la modificacion inhibié la germinacién de R. raphanistrum.

La tabla 13 muestra la correlacion de Pearson para la longitud de la radicula de la
especie R. raphanistrum con sus respectivos polifenoles y sus modificaciones

(hidroxipropilado).
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Radicula R. raphanistrum

PRIR | PRIBR| MR | MBR | QR | Q6R | PRSR | PRS6R | LPRR | LPR6R | LER | LE6R
CONC | -0,267| -0,026| 0,066|-0,446| -0,178| 0,386| 0,899*| 0,252| 0,179| -0,248| 0,173| 0,535
PRIR 0,647| -0,668|-0,586| -0,736"| -0,353| -0,631| -0,236| 0,220| -0,822"| -0,698| -0,493
PRIGR -0,318| -0,091| -0,858"| -0,217| -0,363| -0,664| -0,326| -0,819"| -0,821"| -0,002
MR 0,570| 0,709°| -0,438| 0,415| -0,433| -0,764°| 0,615| 0,010| -0,147
M6R 0,459| -0,024| -0,149| -0,368| -0,644| 0,641| 0,155| 0,187
QR -0,145| 0,258 0,196 -0,194| 0,946™| 0,550 -0,184
Q6R 0,335| 0,723°'| 0,611| 0,083 0,725| 0,889*
PRSR 0,281 0,022| 0,189| 0,405| 0,503
PRS6R 0,893*| 0,254| 0,840°| 0,376
LPRR -0,163| 0,518 0,216
LPR6R 0,677| 0,049
LER 0,528

Tabla 13: Correlacion de Pearson para la longitud de radicula de R.

raphanistrum.

Los resultados obtenidos a partir de esta tabla indican el efecto correlativo de cada
tipo de polifenol en la longitud de radicula de R. raphanistrum. En este sentido, se
nota una fuerte correlacion positiva entre la concentracion de PRS y la longitud de
la radicula. Esto infiere que a mayor dosis de PRS este compuesto actia como un
activador de la longitud de la radicula en dicha especie.

Por otra parte, se observdO una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con PRI, Q y LPR6. Aparentemente el mayor peso
molecular de estos dos tipos de polifenoles condiciona un efecto similar en la
longitud de la radicula de R. raphanistrum. También, se observé una correlacion
fuertemente negativa entre el comportamiento obtenido con PRI6, Q, LPR6 y LE.
Aparentemente la modificacion podria condicionar un efecto similar en la longitud
de la radicula de R. raphanistrum.

Ademas, se observé una correlacidon fuertemente positiva entre el comportamiento
obtenido con M y Q, y una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con M y LPR, esto se debi6 a los distintos pesos
moleculares. Asimismo, se observd una correlacibn negativa entre el
comportamiento obtenido con M6 y LPR, podriamos decir que la modificacion y el

tipo de polifenol pudo condicionar este efecto.
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Para Q y LPR6, se observo una correlacidon fuertemente positiva la cual se puede
deducir que, aparentemente el peso molecular de estos dos tipos de polifenol
condiciona un efecto similar en la longitud de la radicula de R. raphanistrum. Para
el caso de Q6, PRS6, LE y LE6 se observo una correlacion fuertemente positiva la
cual se puede deducir que, la modificacibn puede condicionar este
comportamiento. Ademéas, se observdé una correlacion positiva entre el
comportamiento obtenido con PRS y LE6. Aparentemente la modificacion podria
condicionar un efecto similar en la longitud de la radicula de R. raphanistrum.

Por otra parte, se observdé una correlacion fuertemente positiva entre el
comportamiento obtenido con PRS6, LPR y LE, aparentemente el tipo de
polifenoles condiciona el efecto similar en la longitud de radicula de R.
raphanistrum.

Asimismo, se observé una correlacion positiva entre el comportamiento obtenido
con LPR y LE, se puede inferir que el origen del polifenol influye en la longitud de
la radicula de R. raphanistrum. Para el caso de LPR6 con LE se observd una
correlacion positiva la cual se puede deducir que, el tipo y origen del polifenol
condiciona este efecto.

Finalmente, se observd una correlacion fuertemente positiva entre el
comportamiento obtenido con LE y LE6, de lo cual se puede decir que la

modificacion inhibio la longitud de la radicula de R. raphanistrum.

La tabla 14 muestra la correlacion de Pearson para la longitud del hipocétilo de la
especie R. raphanistrum con sus respectivos polifenoles y sus modificaciones

(hidroxipropilado).

Hipocdtilo R. raphanistrum

PRIH | PRI6H | MH M6H QH | Q6H | PRSH | PRS6H | LPRH | LPR6H | LEH | LE6H
CONC 0,444| 0,846°| -0,173| -0,517| -0,460| 0,164| 0,249| -0,506| 0,382| 0,277| -0,570| 0,416
PRIH 0,629| -0,632| -0,941"| -0,026| -0,202| 0,827°| 0,045| -0,098| 0,539| -0,700"| 0,465
PRIGH -0,221| -0,659| -0,446| -0,348| 0,467| -0,506| 0,008| 0,062| -0,901"| 0,697
MH 0,349 -0,706"| -0,263| -0,921"| -0,709°| -0,516| -0,116| 0,110 0,328
M6H 0,343| 0,250| -0,590| 0,251| 0,261| -0,679| 0,756"| -0,662
QH 0,342 0,477| 0,982*| 0,481| -0,284| 0,499 -0,800"
Q6H -0,094 0,370| 0,826°| 0,343| 0,672] -0,728"
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PRSH 0,482 0,209| 0,123| -0,463| 0,045
PRS6H 0,415| -0,121| 0,520] -0,783"
LPRH -0,047| 0,401| -0,678
LPR6H -0,086| 0,199
LEH -0,882"

Tabla 14: Correlacién de Pearson para la longitud del hipocétilo de R.

raphanistrum.

Los resultados obtenidos a partir de esta tabla indican el efecto correlativo de cada
tipo de polifenol en la longitud del hipocotilo de R. raphanistrum. En este sentido,
se nota una fuerte correlacion positiva entre la concentracion de PRI6 y la longitud
del hipocétilo. Esto infiere que a mayor dosis de PRI6 este compuesto actia como
un activador de la longitud del hipocotilo en dicha especie.
Por otra parte, se observdo una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con PRI, M6 y LE; y una correlacion fuertemente positiva
entre el comportamiento obtenido con PRI y PRS. Aparentemente el mayor peso
molecular de estos dos tipos de polifenoles condiciona un efecto similar en la
longitud del hipocotilo de R. raphanistrum. También, se observd una correlacion
fuertemente negativa entre el comportamiento obtenido con PRI6 y LE.
Aparentemente el tipo de polifenol podria condicionar un efecto similar en la
longitud del hipocotilo de R. raphanistrum.
Ademéas, se observd una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con M, Q, PRS y PRS6. Aparentemente la modificacion
y el tipo de polifenol podria condicionar este efecto. Asimismo, se observo una
correlaciéon fuertemente positiva entre el comportamiento obtenido con M6 y LES,
podriamos decir el tipo y origen del polifenol pudo condicionar este efecto.
Para Q y PRS6, se observé una correlacion fuertemente positiva y una correlacion
fuertemente negativa entre el comportamiento obtenido con Q y LEG6, de la cual se
puede deducir que, aparentemente el peso molecular de estos tipos de polifenol
condiciona un efecto similar en la longitud del hipocétilo de R. raphanistrum. Para
el caso de Q6 con LPR se observd una correlacion fuertemente positiva y una
correlaciéon fuertemente negativa entre el comportamiento obtenido con Q6 y LESG,
de la cual se puede deducir que, la modificacion y el tipo de polifenol puede
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condicionar este comportamiento. Ademas, se observd una correlacion positiva
entre el comportamiento obtenido con PRS y PRS6, podemos deducir que la
modificacién aumenta la longitud del hipocétilo de R. raphanistrum.

Por otra parte, se observO una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con PRS6 y LE6, aparentemente el tipo de polifenol y el
mayor peso molecular de estos polifenoles condiciona el efecto similar en la
longitud del hipocétilo de R. raphanistrum.

Asimismo, se observG wuna correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con LPR y LEG, se puede inferir que la modificacion vy el
origen del polifenol influye en la longitud del hipocotilo de R. raphanistrum. Para el
caso de LPR6 con LE se observo una correlacion positiva la cual se puede deducir
gue, el tipo de polifenol condiciona este efecto.

Finalmente, se observ0 una correlacion fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con LE y LE6, de lo cual se puede decir que la

modificacion inhibid la longitud del hipocotilo de R. raphanistrum.

A continuacion, la Tabla 15 presenta los resultados de la estadistica descriptiva de

las variables estudiadas para D. magna.

D. magna
Variables | Minimo | Maximo | Media D:;\gr?é:;c;n Variables | Minimo | Maximo | Media D:;\gr?g;)rn
PRI 0,00 100,00 | 22,66 43,62 PRS 86,70 | 100,00 | 97,34 5,95
PRI6 0,00 6,70 1,34 3,00 PRS6 0,00 | 46,70 | 16,00 18,02
M 0,00 6,70 1,34 3,00 LPR 6,70 | 100,00 | 70,66 40,70
M6 0,00 6,70 2,68 3,67 LPR6 0,00 | 100,00 | 74,66 43,31
Q 0,00 53,30 | 14,66 22,29 LE 0,00 | 100,00 | 77,34 43,62
Q6 0,00 13,30 | 4,00 5,95 LE6 0,00 13,30 4,00 5,95
Tabla 15: Estadistica descriptiva para D. magna.

La Tabla 16 muestra la correlacion de Pearson para mortalidad de la especie D.

magna con sus respectivos polifenoles y sus modificaciones (hidroxipropilado).

D. magna
PRI PRI6 M M6 Q Q6 PRS PRS6 LPR LPR6 LE LEG
CONC| 0,982"|-0,284|0,995"| 0,582| -0,106| -0,420| 0,284| 0,961"|-0,920**| -0,985**| -0,999**| -0,362
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PRI -0,290(0,991”| 0,711*| -0,255| -0,266| 0,290| 0,965"| -0,846*| -0,944**| -0,977**| -0,266
PRI6 -0,250| -0,408| -0,368| -0,376| -1,000| -0,288| 0,403 0,327 0,290| -0,376
M 0,612| -0,200| -0,376| 0,250| 0,952"| -0,878*| -0,964**| -0,991**| -0,376
M6 -0,463| 0,406| 0,408| 0,709*| -0,388| -0,520| -0,572| 0,406
Q -0,384| 0,368| -0,094| -0,290| -0,061 0,073| 0,120
Q6 0,376| -0,333| 0,559 0,491 0,436| 0,683
PRS 0,288 -0,403| -0,327| -0,290| 0,376
PRS6 -0,897*| -0,960** | -0,965**| -0,126
LPR 0,973"| 0,933"| 0,283
LPR6 0,991"| 0,318
LE 0,351

Tabla 16: Correlacién de Pearson para mortalidad de D. magna.

Los resultados obtenidos a partir de esta tabla indican el efecto correlativo de cada
tipo de polifenol en la mortalidad de D. magna. En este sentido, se nota una fuerte
correlacion negativa entre la concentracion de LPR, LPR6, LE y mortalidad. Y una
correlacion positiva entre la concentracion de PRI, M, PRS6 y la mortalidad. Esto
infiere que a mayores dosis de la lignina podria actuar como un inhibidor de la
mortalidad, en tanto los taninos podrian actuar como un activador de la mortalidad
en dicha especie.

Por otra parte, se observd una correlacion fuertemente positiva entre el
comportamiento obtenido con PRI, M, M6 y PRS6, y una correlacion altamente
negativa entre los comportamientos obtenidos con LPR, LPR6 y LE.
Aparentemente el mayor peso molecular y la modificacién de estos tres tipos de
polifenoles condiciona un efecto similar en la mortalidad de D. magna. También,
se observo una correlacion fuertemente negativa entre el comportamiento
obtenido con PRI6 y PRS. Aparentemente las diferencias estructurales entre
ambos polifenoles podrian condicionar un efecto perjudicial en la mortalidad de D.
magna.

Ademas, se observé una correlacion fuertemente positiva entre el comportamiento
obtenido con M y PRS6, y una correlaciéon fuertemente negativa entre el
comportamiento obtenido con LPR, LPR6 y LE, esto se debié a los distintos pesos
moleculares. Asimismo, se observd una correlacibn positiva entre el
comportamiento obtenido con M6 y PRS6 podriamos decir que la modificacién vy el

tipo de polifenol pudieron condicionar este efecto.
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Para Q y Q6, se observé una correlacion negativa la cual se puede deducir que, la
modificacién condiciona este efecto y para Q y PRS, se observd una correlacion
positiva lo cual se puede inferir que el tipo de polifenol condiciona un efecto similar
en la mortalidad de D. magna. Para el caso de Q6 con LE6 se observé una
correlacion positiva la cual se puede deducir que, la modificacion no puede
condicionar este efecto, pero si el tipo de polifenol. Ademéas, se observé una
correlacion negativa entre el comportamiento obtenido con PRS y LPR. Se puede
inferir que el tipo de polifenol condiciona este comportamiento. Para PRS6, se
observé una correlacion fuertemente negativa con LPR, LPR6 y LE.
Aparentemente podemos inferir que la lignina independiente si estan modificadas
inhiben la mortalidad de D. magna.

Para el caso de LPR con LPR6 y LE se observd una correlacion fuertemente
positiva la cual se puede deducir que, el tipo de polifenol y la modificacion
condicionan este efecto.

Para la correlacion de LPR6 es positiva con LE, podemos decir que el tipo de
polifenol y la modificacion condicionan esta similaridad. Finalmente, se observo
una correlacion débilmente positiva entre el comportamiento obtenido con LE y
LEG6, de lo cual se puede decir que la modificacion activo la mortalidad de D.

magna.
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5. CONCLUSIONES

Al finalizar el trabajo de investigacion y andlisis de los datos obtenidos podemos
decir que las muestras de tanino y lignina con sus modificaciones quimicas

(hidroxipropilacién) afectan a los bioindicadores de manera no significativa.

La modificacién quimica (hidroxipropilacion) promovio el crecimiento celular (P.
subcapitata), inhibié la germinacién y longitud de radicula (L. sativa), activo la
longitud del hipocotilo (L. sativa), inhibicion de la germinacion (R. raphanistrum), y
activacion e inhibicion en la longitud de la radicula e hipocétilo para (R.
raphanistrum), y aumento el porcentaje de mortalidad en D. magna).

Para la especie D. magna se obtuvo que, dependiendo el tipo de polifenol, para el
tanino y lignina de P. radiata y la lignina de E. globulus con y sin modificacion
guimica estos presentaron ligeras propiedades toxicas. Ademas, en este trabajo
se propone al R. raphanistrum como un bioindicador de toxicidad y con una alta

sensibilidad y mucho mas sensible a compuestos toxicos que la L. sativa.
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7. ANEXO

7.1. Tabla de Concentracion Inhibitoria (Cl) para L. sativa con taninos y

lignina, detectado por el programa Probit.

Muestras Taninos

Muestra Lignina

Cl | PRI PRI6 |M |[M6 Q |Q6 PRS | PRS6 | LPR LPR6 |LE |LEG

85 | — — — 10,0021 | — |0,0007 | — — 0,0001 | — — | —

90 |0,0003 | — — 10,0112 | — |0,0078 | — — 0,0008 | — — | —

95 |0,0074 | 0,001 |— |0,1358 | — |0,3034 | — — 0,0511 | — — | —

99 4,122 |1,019 |— |1459 |— |29156 | — — 114,33 | — — | —
*Los datos que no estan informados en la tabla no fueron detectados por el
programa por tener un alto porcentaje de germinacion.

7.2. Tabla de Concentracion Inhibitoria (Cl) para R. raphanistrum con taninos
y lignina, detectado por el programa Probit.
Muestras Taninos Muestra Lignina

Cl |PRI |PRI6G|M [M6 |Q |Q6 PRS |[PRS6 |LPR |LPR6 LE |LEG®6

85 | — — — | — — 10,0357 | — — — 0,0007 |— |—

90 | — — — |— — 11,0337 | — — — 0,0058 |— | —

95 | — — — |— — 115143 |— — — 0,1426 |— | —

99 | — — — | — — | 1747372 | — — — 57,029 |— | —
*Los datos que no estan informados en la tabla no fueron detectados por el
programa por tener un alto porcentaje de germinacion.

7.3 Tabla de Concentracion Letal (LCsp) para D. magna con taninos y lignina,
detectados por el programa Probit.
Muestras Taninos Muestra Lignina
LCso | PRI | PRI | M M | Q Q6 |PRS |PRS6 LPR | LPR | LE LE
6 6 6 6

85 |— |— — — 10,1102 | — — 1576875 — — 2,1296 | —

N |— |— — — 10,0560 | — — 8059226 — — 1,3894 | —

9% |— |— — — 10,0206 | — — 90372064 | — — 0,7379 | —

9 |— |— — — 10,0031 | — — 841229260 | — — 0,2252 | —

*Los datos que no estan informados en la tabla no fueron detectados por el
programa por tener un alto porcentaje de Mortalidad.
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7.4 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitataaOy 72
horas de exposicion.

Ho: No existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos.
Ha: Al menos una media de los tratamientos difiere.

7.4.1 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitata con

tanino de P radiata insoluble.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,00456 0,00091 48,805 0,000 3,106
Error 12 0,00022 0,00002
Total 17 0,00478

F critico 5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.4.2 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitata con

tanino de P. radiata insoluble modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,00374 0,00075 86,850 0,000 3,106
Error 12  0,00010 0,00001
Total 17 0,00384

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.4.3 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitata con

tanino de Mimosa.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,00159 0,00032 23,098 0,00001 3,106
Error 12 0,00017 0,00001
Total 17 0,00176

113



F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.4.4 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitata con

tanino de Mimosa modificada.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,00528 0,00106 122,690 0,0000 3,106
Error 12  0,00010 0,00001
Total 17  0,00539

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.4.5 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. con tanino de

Quebracho.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,00505 0,00101 56,288 0,0000 3,106
Error 12  0,00022 0,00002
Total 17  0,00527

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.4.6 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitata con

tanino de Quebracho modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,00475 0,00095 130,460 0,0000 3,106
Error 12 0,00009 0,00001
Total 17 0,00483

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
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F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.4.7 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitata con

tanino de P. radiata soluble.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,00353 0,00071 114,500 0,0000 3,106
Error 12 0,00007 0,00001
Total 17 0,00361

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.4.8 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitata con

tanino de P. radiata soluble modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,00242 0,00048 50,400 0,0000 3,106
Error 12 0,00012 0,00001
Total 17 0,00254

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.4.9 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitata con

lignina de P. radiata.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,02394 0,00479 870,560 0,0000 3,106
Error 12 0,00007 0,00001
Total 17 0,02401

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.4.10 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitata con
lignina P. radiata modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,02294 0,00459 354,380 0,0000 3,106
Error 12 0,00016 0,00001
Total 17 0,02309

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.4.11 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitata con

lignina de E. globulus.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,01053 0,00211 426,020 0,0000 3,106
Error 12 0,00006 0,00001
Total 17 0,01059

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.4.12 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre P. subcapitata con

lignina de E. globulus modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,02739 0,00548 770,200 0,0000 3,106
Error 12 0,00009 0,00001
Total 17 0,02747

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.5 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa a 120 horas
de exposicion.

7.5.1 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa
(Germinacién) con tanino de P. radiata insoluble.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 1,111 0,222 0,667 0,656 3,106
Error 12 4,000 0,333
Total 17 5,111

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.2 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Germinacién) con tanino de P. radiata insoluble modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 0,444 0,089 0,800 0,571 3,106
Error 12 1,333 0,111
Total 17 1,777

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.3 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Germinacién) con tanino de Mimosa.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 1,778 0,356 0,914 0,504 3,106
Error 12 4,667 0,389
Total 17 6,445

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.5.4 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Germinacién) con tanino de Mimosa modificada.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 2,667 0,533 4,800 0,012 3,106
Error 12 1,333 0,111
Total 17 4,000

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.5.5 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Germinacidn) con tanino de Quebracho.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 0,944 0,189 0,486 0,781 3,106
Error 12 4,667 0,389
Total 17 5,611

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.6 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Germinacion) con tanino de Quebracho modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 2,000 0,400 2,400 0,099 3,106
Error 12 2,000 0,167
Total 17 4,000

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.5.7 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad L. sativa (Germinacidn)
con tanino de P. radiata soluble.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 0,278 0,056 1,000 0,458 3,106
Error 12 0,667 0,056
Total 17 0,945

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.8 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Germinacion) con tanino de P. radiata soluble modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 1,611 0,322 1,450 0,276 3,106
Error 12 2,667 0,222
Total 17 4,278

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.9 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Germinacion) con lignina de P. radiata.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 2,278 0,456 4,100 0,021 3,106
Error 12 1,333 0,111
Total 17 3,611

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.5.10 Anadlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa
(Germinacién) con lignina P. radiata modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 2,667 0,533 4,800 0,012 3,106
Error 12 1,333 0,111
Total 17 4,000

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.5.11 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Germinacién) con lignina de E. globulus.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,444 0,089 0,800 0,571 3,106
Error 12 1,333 0,111
Total 17 1,777

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.12 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Germinacion) con lignina de E. globulus modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 1,167 0,233 2,100 0,136 3,106
Error 12 1,333 0,111
Total 17 2,500

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.5.13 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)

con tanino de P radiata insoluble.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 15,136 3,027 0,446 0,809 3,106
Error 12 81,547 6,796
Total 17 96,683

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.14 Anadlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)

con tanino de P. radiata insoluble modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 38,196 7,639 0,975 0,471 3,106
Error 12 94,073 7,839
Total 17 132,269

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.15 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)

con tanino de Mimosa.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 76,358 15,272 3,275 0,043 3,106
Error 12 55,953 4,663
Total 17 132,311

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.5.16 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)
con tanino de Mimosa modificada.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 22,369 4,474 2,798 0,067 3,106
Error 12 19,187 1,599
Total 17 41,556

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.17 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)

con tanino de Quebracho.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 19,378 3,876 0,883 0,521 3,106
Error 12 52,647 4,387
Total 17 72,025

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.18 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)

con tanino de Quebracho modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 7,873 1,575 0,245 0,934 3,106
Error 12 77,027 6,419
Total 17 84,900

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.5.19 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)

con tanino de P. radiata soluble.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 57,764 11,553 2,761 0,069 3,106
Error 12 50,220 4,185
Total 17 107,984

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.20 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)

con tanino de P. radiata soluble modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 45,903 9,181 1,080 0,419 3,106
Error 12 102,000 8,500
Total 17 147,903

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.21 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)

con lignina de P. radiata.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 11,689 2,338 0,657 0,663 3,106
Error 12 42,707 3,559
Total 17 54,396

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.5.22 Anadlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)
con lignina P. radiata modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 45231 9,046 0,978 0,470 3,106
Error 12 111,027 9,252
Total 17 156,258

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.23 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)

con lignina de E. globulus.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 256,724 51,345 8,110 0,002 3,106
Error 12 75,973 6,331
Total 17 332,697

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.5.24 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa (Radicula)

con lignina de E. globulus modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 21,378 4,276 1,326 0,317 3,106
Error 12 38,687 3,224
Total 17 60,065

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.5.25 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa
(Hipocatilo) con tanino de P radiata insoluble.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 74,152 14,830 1,636 0,224 3,106
Error 12 108,793 9,066
Total 17 182,945

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.26 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Hipocatilo) con tanino de P. radiata insoluble modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 99,929 19,986 1,616 0,229 3,106
Error 12 148,387 12,366
Total 17 248,316

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.27 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Hipocadtilo) con tanino de Mimosa.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 49,069 9,814 1,035 0,441 3,106
Error 12 113,760 9,480
Total 17 162,829

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.5.28 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa
(Hipocatilo) con tanino de Mimosa modificada.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 17,231 3,446 0,571 0,721 3,106
Error 12 72,387 6,032
Total 17 89,618

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.29 Anadlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Hipocatilo) con tanino de Quebracho.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 51,184 10,237 1,402 0,291 3,106
Error 12 87,613 7,301
Total 17 138,797

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.30 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Hipocatilo) con tanino de Quebracho modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 9,303 1,861 0,212 0,951 3,106
Error 12 105,500 8,792
Total 17 114,803

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.5.31 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa
(Hipocatilo) con tanino de P. radiata soluble.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 32,383 6,477 0,942 0,489 3,106
Error 12 82,480 6,873
Total 17 114,863

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.32 Anadlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Hipocatilo) con tanino de P. radiata soluble modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 111,471 22,294 2,541 0,086 3,106
Error 12 105,293 8,774
Total 17 216,764

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.33 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Hipocatilo) con lignina de P. radiata.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 11,058 2,212 0,304 0,901 3,106
Error 12 87,173 7,264
Total 17 98,231

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.5.34 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa
(Hipocatilo) con lignina P. radiata modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 33,643 6,729 0,648 0,669 3,106
Error 12 124,707 10,392
Total 17 158,350

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.5.35 Anadlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Hipocatilo) con lignina de E. globulus.

DF SS MS F P Fecritico
Factor 5 179,458 35,892 4,069 0,022 3,106
Error 12 105,853 8,821
Total 17 285,311

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.5.36 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre L. sativa

(Hipocatilo) con lignina de E. globulus modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 55,251 11,050 3,399 0,038 3,106
Error 12 39,007 3,251
Total 17 94,258

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

128



7.6 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum a 120
horas de exposicion.

7.6.1 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum
(Germinacién) con tanino de P. radiata insoluble.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 1,611 0,322 1,450 0,276 3,106
Error 12 2,667 0,222
Total 17 4,278

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.6.2 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum
(Germinacién) con tanino de P. radiata insoluble modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 2,278 0,456 0,390 0,846 3,106
Error 12 14,000 1,167
Total 17 16,278

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.6.3 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Germinacion) con tanino de Mimosa.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 5,778 1,156 5,200 0,009 3,106
Error 12 2,667 0,222
Total 17 8,445

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.6.4 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Germinacién) con tanino de Mimosa modificada.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 2,667 0,533 4,800 0,012 3,106
Error 12 1,333 0,111
Total 17 4,000

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.5 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Germinacidn) con tanino de Quebracho.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 1,778 1,778 1,600 0,234 3,106
Error 12 2,667 2,667
Total 17 4,445

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.6.6 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Germinacion) con tanino de Quebracho modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 1,111 0,222 0,800 0,571 3,106
Error 12 3,333 0,278
Total 17 4,444

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.6.7 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad R. raphanistrum
(Germinacién) con tanino de P. radiata soluble.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 1,333 0,267 1,200 0,366 3,106
Error 12 2,667 0,222
Total 17 4,000

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.6.8 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Germinacion) con tanino de P. radiata soluble modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,278 0,056 0,200 0,956 3,106
Error 12 3,333 0,278
Total 17 3,611

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.6.9 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Germinacion) con lignina de P. radiata.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 2,000 0,400 1,200 0,366 3,106
Error 12 4,000 0,333
Total 17 6,000

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.6.10 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum
(Germinacién) con lignina P. radiata modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 1,611 0,322 1,450 0,276 3,106
Error 12 2,667 0,222
Total 17 4,278

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.6.11 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Germinacién) con lignina de E. globulus.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,444 0,089 0,400 0,840 3,106
Error 12 2,667 0,222
Total 17 3,111

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.6.12 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Germinacion) con lignina de E. globulus modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 1,611 0,322 0,967 0,476 3,106
Error 12 4,000 0,333
Total 17 5,611

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.6.13 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum
(Radicula) con tanino de P radiata insoluble.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 1444,810 288,960 1,590 0,236 3,106
Error 12 2180,390 181,700
Total 17 3625,200

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.6.14 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Radicula) con tanino de P. radiata insoluble modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 4132,610 826,520 3,483 0,036 3,106
Error 12 2847,720 237,310
Total 17 6980,330

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.15 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Radicula) con tanino de Mimosa.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 3383,880 676,780 10,456 0,000 3,106
Error 12 776,700 64,720
Total 17 4160,580

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.6.16 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Radicula) con tanino de Mimosa modificada.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 2034,090 406,820 4,677 0,013 3,106
Error 12 1043,880 86,990
Total 17 3077,970

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.17 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Radicula) con tanino de Quebracho.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 2348,900 469,780 5,049 0,010 3,106
Error 12 1116,560 93,050
Total 17 3465,460

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.18 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Radicula) con tanino de Quebracho modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 1120,710 224,140 0,958 0,480 3,106
Error 12 2806,330 233,860
Total 17 3927,040

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.6.19 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum
(Radicula) con tanino de P. radiata soluble.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 5151,410 1030,280 7,266 0,002 3,106
Error 12 1701,590 141,800
Total 17 6853,000

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.20 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Radicula) con tanino de P. radiata soluble modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 4428,360 885,670 3,316 0,041 3,106
Error 12 3205,010 267,080
Total 17 7633,370

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.21 Anélisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Radicula) con lignina de P. radiata.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 2494,620 498,920 3,498 0,035 3,106
Error 12 1711,420 142,620
Total 17  4206,040

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.6.22 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum
(Radicula) con lignina P. radiata modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 6096,300 1219,260 8,413 0,001 3,106
Error 12 1739,070 144,920
Total 17 7835,370

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.23 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Radicula) con lignina de E. globulus.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 6765,790 1353,160 6,748 0,003 3,106
Error 12 2406,490 200,540
Total 17 9172,280

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.24 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Radicula) con lignina de E. globulus modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 2945,080 589,020 4,134 0,020 3,106
Error 12 1709,910 142,490
Total 17  4654,990

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.6.25 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Hipocatilo) con tanino de P radiata insoluble.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 14,049 2,810 0,285 0,912 3,106
Error 12 118,180 9,848
Total 17 132,229

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia
significativa entre las medias de los tratamientos.

7.6.26 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Hipocatilo) con tanino de P. radiata insoluble modificado.

DF SS MS F P Fecritico
Factor 5 183,923 36,785 1,647 0,222 3,106
Error 12 268,060 22,338
Total 17 451,983

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.6.27 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Hipocadtilo) con tanino de Mimosa.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 251,152 50,230 8,604 0,001 3,106
Error 12 70,053 5,838
Total 17 321,205

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.6.28 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum
(Hipocatilo) con tanino de Mimosa modificada.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 94,143 18,829 3,943 0,024 3,106
Error 12 57,307 4,776
Total 17 151,450

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.29 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Hipocatilo) con tanino de Quebracho.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 138,612 27,722 4,277 0,018 3,106
Error 12 77,773 6,481
Total 17 216,385

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.30 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Hipocatilo) con tanino de Quebracho modificado.

DF SS MS F P Fcritico
Factor 5 29,664 5,933 0,655 0,664 3,106
Error 12 108,767 9,064
Total 17 138,431

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.6.31 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum
(Hipocatilo) con tanino de P. radiata soluble.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 541,458 108,292 25,285 0,000006 3,106
Error 12 51,393 4,283
Total 17 592,851

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.32 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Hipocatilo) con tanino de P. radiata soluble modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 617,643 123,529 14,622 0,000095 3,106
Error 12 101,380 8,448
Total 17 719,023

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.33 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Hipocatilo) con lignina de P. radiata.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 303,040 60,608 8,514 0,00121 3,106
Error 12 85,420 7,118
Total 17 388,460

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.6.34 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum
(Hipocatilo) con lignina P. radiata modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 504,389 100,878 10,703 0,00043 3,106
Error 12 113,100 9,425
Total 17 617,489

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.35 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Hipocatilo) con lignina de E. globulus.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 1056,620 211,320 28,288 0,000003 3,106
Error 12 89,650 7,470
Total 17 1146,270

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.6.36 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre R. raphanistrum

(Hipocatilo) con lignina de E. globulus modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 194,164 38,833 6,703  0,0034 3,106
Error 12 69,520 5,793
Total 17 263,684

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.7 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad sobre D. magnha a 48 horas
de exposicion.

7.7.1 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magna con
tanino de P radiata insoluble.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 60,278 12,056 217,000 0,000 3,106
Error 12 0,667 0,056
Total 17 60,944

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.7.2 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magna con
tanino de P. radiata insoluble modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,278 0,056 1,000 0,458 3,106
Error 12 0,667 0,056
Total 17 0,944

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.7.3 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magnha con

tanino de Mimosa.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,278 0,056 1,000 0,458 3,106
Error 12 0,667 0,056
Total 17 0,944

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.7.4 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magna con
tanino de Mimosa modificada.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 0,444 0,089 0,800 0,571 3,106
Error 12 1,333 0,111
Total 17 1,778

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.7.5 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magna con
tanino de Quebracho.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 16,278 3,256 9,767 0,001 3,106
Error 12 4,000 0,333
Total 17 20,278

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.7.6 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magnha con

tanino de Quebracho modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 1,167 0,233 2,100 0,136 3,106
Error 12 1,333 0,111
Total 17 2,500

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.
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7.7.7 Anédlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magna con
tanino de P. radiata soluble.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 60,278 12,056 217,000 0,000 3,106
Error 12 0,667 0,056
Total 17 60,945

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.7.8 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magna con

tanino de P. radiata soluble modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 11,333 2,267 1,632 0,225 3,106
Error 12 16,667 1,389
Total 17 28,000

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.7.9 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magnha con

lignina de P. radiata.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 94,444 18,889 340,000 0,000 3,106
Error 12 0,667 0,056
Total 17 95,111

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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7.7.10 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magna
con lignina P. radiata modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 1,167 0,233 2,100 0,136 3,106
Error 12 1,333 0,111
Total 17 2,500

F critico (5.12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado < F critico, por lo tanto, no se rechaza la Ho, no existe diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos.

7.7.11 Andlisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magna

con lignina de E. globulus.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 80,944 16,189 16,189 0,000 3,106
Error 12 12,000 1,000
Total 17 92,944

F critico (5,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.

7.7.12 Analisis de varianza (ANOVA) para toxicidad aguda sobre D. magna

con lignina de E. globulus modificado.

DF SS MS F P F critico
Factor 5 91,111 18,222 328,000 0,000 3,106
Error 12 0,667 0,056
Total 17 91,778

F critico (s,12): 3,106 para un nivel de significancia 5%.
F calculado > F critico, por lo tanto, se rechaza la Ho, existe diferencia entre al

menos una media de los tratamientos.
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