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1 RESUMEN

Los insecticidas son el método tradicionalmente utilizado para controlar plagas en
la agricultura, sin embargo, su accion frecuentemente también afecta a especies
no-plagas, teniendo un impacto mayor sobre el ecosistema. Por esto, la tendencia
actual es buscar compuestos naturales o sus derivados, que puedan actuar como
potenciales controladores de plagas. Los taninos son compuestos naturales
abundantes en especies de plantas, que presentan multiples propiedades
biolégicas, entre éstas la capacidad de generar un efecto insecticida. Ademas, la
modificacion de los taninos con agentes quimicos especificos, tales como el
amoniaco acuoso, mejora el desempefio de estos compuestos. A pesar del
potencial rol de los taninos como agentes insecticidas, no existe informacién sobre
la toxicidad que los taninos puedan provocar sobre plantas de interés para la
agricultura, y sobre las cuales se utilizarian estos potenciales insecticidas. En el
presente estudio, se investigo el efecto fitoregulador de los taninos provenientes
de distintas especies lefiosas (Acacia mersii (Mimosa), Schinopsis balansae
(Quebracho) y Pinus radiata Don. (Pino)), tanto en su estado natural, asi como
también modificados con amoniaco acuoso, a diferentes concentraciones del
analito (0,01, 0,1, 1, 10 y 100 mg/L), sobre la germinaciéon y el crecimiento
(elongacion de la radicula y del hipocétilo/coleéptilo) de plantulas de las especies
monocotiledéneas Avena sativa y Triticum aestivum, y dicotiledoneas Trifolium
sativa y Lactuca sativa. En términos generales, se encontré un efecto fitoregulador
negativo por parte de los taninos no modificados sobre el porcentaje de

germinacion, elongacion de la radicula y la elongacion del hipocétilo/coledptilo.
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Adicionalmente, se encontr6 que el tanino modificado causé un efecto
moderadamente positivo en especies monocotiledoneas (avena y trigo) sobre la
germinacion, la elongacion de la radicula y la elongacién del coledptilo,
independiente del origen y la concentracion del tanino. En forma opuesta, a las
especies dicotiledéneas (trébol y lechuga), la modificacibn no entregé ningun
efecto benéfico, similar a lo observado con el tanino no modificado. Se concluye
que el tanino no modificado no seria apropiado utilizarlo como un insecticida
natural, debido a su efecto nocivo sobre las especies de plantas. En cambio, los
taninos modificados con aminacion, podrian tener un potencial para disminuir la
toxicidad de estos metabolitos secundarios, lo cual podria potenciar su uso como
posible insecticida natural. Esto ultimo, sin embargo, requiere mas estudio, y

dependeria de la especie de planta, con la cual se desea trabajar.
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2. INTRODUCION

La utilizacion del bosque y su industrializacion genera altos volumenes de
desechos fibrosos de distinta naturaleza, en especial provenientes de corteza
desechada en el proceso de la produccion de papel a partir de la madera
(Vidaurre, 1986). La corteza es la capa mas externa delos tallosy
raices de plantas lefiosas, tales como los arboles, pudiendo alcanzar del 5 al 28%
del peso total del arbol. Se estima que la cantidad global de corteza desechada
por el uso comercial de la madera equivale a aproximadamente a 359.114.200 m?3
anualmente (Pasztory et al., 2016), los cuales generalmente van a dar a
vertederos, generando desechos gaseosos toxicos y un aumento en la
acidificacion del suelo, de dificil eliminacion (Rosales-Castro et al., 2009; Steindor
et al., 2011; Zhao et al., 2015). Debido a esta contaminacién medioambiental, es
que en la actualidad resulta imperiosa la necesidad de buscar formas de reutilizar

dicha corteza con fines utilitarios.

La corteza, al igual que la madera, esta formada quimicamente por los
componentes tipicos de la pared celular: celulosa, lignina y por sustancias
extraibles, que se forman a partir del metabolismo secundario de las plantas y que
contienen compuestos variados como terpenos, grasas, ceras, fenoles, taninos y
azucares, entre otros (Fengel y Wegener, 1989). Los taninos son moléculas
formadas por uno o mas fenoles (polifenol) con diversos niameros de radicales
hidroxilos (Mann, 1994; Andersen y Markham, 2006), los cuales son
principalmente abundantes en los tejidos vegetales de muchas especies de

plantas (Rosales et al., 2002; Cano et al., 2002). Los taninos se dividen en dos
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diferentes clases: taninos hidrolizables y taninos condensados. Los taninos
hidrolizables se caracterizan por ser polimeros heterogéneos formados por acidos
fendlicos, en particular &cido gélico y azlUcares simples (Fig. 1A). Son mas
pequefios y ademas se encuentran en menor cantidad en plantas y especies
leflosas en comparacion con los taninos condensados, ademas
son hidrolizados con mayor facilidad (Okuda et al., 1995). Por otro lado, los
taninos condensados, son polimeros formados por unidades de flavonoides (un
grupo de metabolitos secundarios de plantas), con numerosos radicales hidroxilos
(Schofield et al., 2001) (Fig. 1B). Debido a su estructura quimica, los taninos
condensados pueden albergar un mayor nimero de radicales hidroxilos que los
taninos hidrolizables, ademas de alcanzar un mayor peso molecular y una mayor
polimerizacion; lo que les otorga un numero de propiedades biologicas superior al
de los otros taninos (Schofield et al., 2001). De hecho, un tanino con al menos 12
grupos hidroxilo es capaz de generar enlaces con proteinas, aminoécidos,
alcaloides, entre otros compuestos organicos (Asquith y Butler, 1986; Schofield et
al., 2001). Los taninos condensados constituyen el 90% de la produccién mundial
total de taninos comerciales (>220,000 toneladas por afio), siendo quimica y
econOmicamente mas interesantes como biopolimeros, ya que se encuentran en
mas cortezas y maderas comparativamente con los taninos hidrolizables (Glasser

., 2015; Garcia et al., 2016).
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Fig.1 Estructura basica de un tanino hidrolizable (A) y un tanino condensado (B)

Los taninos condensados presentan multiples funciones, entre ella propiedades
astringentes, antiinflamatorias, curtir el cuero, antioxidantes, etc. (Adlercreutz y
Manzur, 1997; Dixon,1999, Beecher, 2003), sin embargo, la principal funcién que
cumplen los taninos en las plantas es en la defensa contra herbivoros (mamiferos
0 insectos que se alimentan de plantas), disminuyendo la absorcion de nutrientes

en el depredador o generando un efecto de repelencia (Min et al., 2003).

En los dUltimos 60 afios se han desarrollado y utilizado numerosos
insecticidas sintéticos, sin embargo, muchos paises tienen parcialmente
restringido o completamente prohibido el uso de éstos, debido a su efecto nocivo
contra la salud humana y la contaminacidon ambiental, incluida la resistencia
genética de especies plagas que amenazan la vida silvestre (Khatun et al., 2011).
En los dltimos 15 afios, el interés por los insecticidas botanicos (sustancias
naturales a base de plantas que se utilizan como repelentes de insectos) ha
aumentado como resultados de las preocupaciones ambientales y las poblaciones
de insectos que se vuelven resistentes a los productos quimicos convencionales.

Actualmente, hay una tendencia a preferir el uso de insecticidas de base natural,
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los cuales suelen poseer una menor toxicidad y ser facilmente biodegradables. En
este contexto, los taninos condensados han demostrado ser insecticidas efectivos
con un gran potencial para controlar insectos que puedan dafar plantas de interés
agronémico (Siddiqui et al., 2002, Zaidi et al., 2006). Si bien hay algunos taninos
especificos, como los provenientes de las especies lefiosas Mimosa, Quebracho y
Pino que proveen defensa contra herbivoros a algunas especies de plantas
(Freeland et al., 1985; Fuller-Thomson, 2019), éstos por lo general son toxicos
para las plantas a elevadas concentraciones. Debido a esto, su uso como
insecticida debe considerar previamente la evaluacion de su potencial toxicidad no
solo para el insecto, sino también para las plantas (Hassanpour et al., 2011; Price
et al., 2019). En esta linea, la evaluacion del efecto fitoregulador de los taninos
(inhibicion o estimulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas) es
fundamental a la hora de elaborar estrategias para la obtencion de bioproductos
para su uso en la agricultura. Los procedimientos que se realizan, siguiendo las
guias internacionales, para evaluar los potenciales efectos téxicos de los taninos
sobre las plantas comienzan con la evaluacién de ciertas respuestas fisiologicas
de plantas en estudios a corto plazo (EPA Environmental Protection Agency,
1996). Una buena medida para determinar la toxicidad de dichos compuestos es la
determinacion del efecto del compuesto quimico sobre la germinacion y/o la
inhibicién del desarrollo de la radicula e hipocoétilo de semillas recién germinadas
(Gonzéles et al., 2003; Torres-Rodriguez, 2003). Ademas, es importante
considerar que el uso de una sola especie no aporta informacion valiosa para
entender el posible rol fitoregulador del tanino. En este sentido, es importante

comparar los efectos de los taninos sobre diferentes tipos de especies de plantas;
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por ejemplo, monocotidéneas y dicotildéneas o bien sobre distintas variedades

dentro de una misma especie (Garcia et al., 2017).

Entre las divisiones mas frecuentes que se realizan para las plantas con flor
(angiospermas), se encuentra la divisibn entre plantas monocotiledoneas y
dicotiled6neas (Fig. 2). Las plantas monocotiledéneas son plantas que poseen un
solo cotiled6n u hoja primera que se forma en el embriéon de una planta. En las
dicotiled6neas, por otra parte, el embriébn emite dos cotiledones al crecer, éstas
son las hojas primordiales que sirven para proporcionar alimento a la nueva

plantula y que, por lo general, no se transforman en hojas adultas.

Embrioncs Hojas Tallos Piczas florales Granos de polen
Dicotiledénea
Haces
| peincs Sy |
S S S "\
radialmente ‘?"~ . 6,"\ =
| |
- Normmalmente 'ﬁh:ﬁ‘goros
normalmente cuatro o cinco o duras
ramificada {o maltiplos)
Monocotileddnea

X O

) Un poro o
Nervadura Nomalmente hendidura
paralela tres o maltiplos
de tres

Fig. 2: Principales diferencias entre plantas dicotiledéneas y monocotiledéneas (imagen obtenida de

http://didacticabotanica2015.blogspot.com/2015/04/practica-de-laboratorio-monocotiledonea.html).
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Los taninos presentan una serie de desventajas que dificultan su uso. Entre
éstas destacan su baja solubilidad, alta viscosidad y su elevada toxicidad (Garcia,
2014). La modificacion quimica de los taninos, es una estrategia viable para
superar estas restricciones fisicoquimicas (Garcia, 2014). Existe mucha
informacién sobre las modificaciones de los taninos de acuerdo a la reactividad de
los mondémeros, y para ello es necesario considerar la posicién y cantidad de
grupos hidroxilo (OH), asi como también la posicion nucleofilica de los anillos que
forman el polifenol (Garcia, 2014; Glasser, 2015). Los grupos OH son los grandes
donadores de electrones (+M), especialmente en condiciones basicas (pH: 9-12),
y son ellos los que formaran el anillo fenéxido que sera estabilizado por la
resonancia del anillo aromatico (Garcia, 2014). Una modificacion conocida para la
reduccion de la acidez de los taninos es una derivatizacion del polifenol a través
del uso de hidréxido de amonio (NH4OH) (Garcia, et al., 2017). Cuando se lleva a
cabo la reaccién entre el tanino y la disolucién de NH4OH, se genera una reaccién
de aminacion que modifica parte de los grupos hidroxilos del tanino por NHz,
disminuyendo el caracter 4cido y por lo tanto la toxicidad del tanino (Baghilori et
al., 2013). Sin embargo, estudios que prueben realmente el efecto de esta
modificacion sobre la variacion de la toxicidad de distintos taninos sobre la

germinacion y el crecimiento de las plantas, aun son necesarios.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1Hipotesis

e Los taninos condensados y sus derivados modificados quimicamente por
aminacion, afectan la germinacion y el crecimiento de diferentes variedades
de plantas monocotiledoneas (Triticum aestivum y Avena sativa) y

dicotiledéneas (Lactuca sativa y Trifolium sativa).

3.2 Objetivo General

e Estudiar el efecto fitoregulador de taninos condensados, y de su
modificacion quimica por aminacion, sobre la germinacion y el crecimiento

de diferentes especies de plantas de interés agronémico.

3.3 Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto de taninos condensados no modificados, a diferentes
concentraciones, sobre la germinacion y el crecimiento (longitud de radicula
y longitud de hipocotilo/coledptilo) de dos especies monocotileddneas
(Triticum aestivum y Avena sativa) y de dos especies dicotiledoneas

(Lactuca sativa y Trifolium sativa).

e Evaluar el efecto de taninos condensados modificado, a diferentes
concentraciones, sobre la germinacion y el crecimiento (longitud de radicula
y longitud de hipocotilo/coledptilo) de dos especies monocotileddneas
(Triticum aestivum y Avena sativa) y de dos especies dicotiledoneas

(Lactuca sativa y Trifolium sativa).
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4. METODOLOGIA
4.1 Origen de los taninos

Los experimentos se realizaron utilizando taninos provenientes de la corteza de
Acacia mersii (Mimosa), Schinopsis balansae (Quebracho) y Pinus radiata (Pino).
En el caso de P. radiata, se contd con muestras provenientes de dos
procedencias: a) Centro de Investigacion Bioforest (Pino radiata 1), con plaguicida
(informacion personal) y b) La Unidad Tecnologica de la Universidad de

Concepcion, UDT (Pino radiata 2), sin plaguicida (informacién personal).
4.2 Prueba de toxicidad con semilla

Para el ensayo de toxicidad (efecto de los diferentes tipos de taninos sobre la
germinacion y los atributos de crecimiento), se utilizaron semillas de dos especies
de plantas monocotiledoneas: Triticum aestivum (trigo) y Avena sativa (avena) y
dos especies dicotiledoneas (Lactuca sativa (lechuga) y Trifolium sativum (trébol),
obtenidas de manera comercial y certificadas, en la ciudad de Temuco, donde se

seleccionaron aquellas con similares dimensiones, tamafio, forma y color.
4.3 Preparacioén de los taninos modificados

Se realizd una sustitucion nucleofilica a través de aminacion, segun el protocolo
descrito por Braghiroli y colaboradores (2014). Para esto, se disolvi6é 2 g de tanino
en 2 mL de una solucién acuosa de amoniaco al 28% p/p. Dicha solucion se agit6é
durante 1 hora, hasta aumentar su viscosidad. Posteriormente, la solucion fue

dejada por 24 horas en una campana extractora a temperatura ambiente,
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formandose dos fases: un precipitado solido y un sobrenadante. El sélido seco

resultante se lavé con agua y se seco a 80° C.
4.4 Disoluciones de taninos condensados y modificados

Los taninos, previamente extraidos a partir de corteza por el Dr. Danny Garcia,
fueron entregados y posteriormente pesados en una balanza analitica, para pesar
0,1 g de muestra. La muestra extraida fue disuelta en 5 mL de
dimetilsulféxido (DMSO), ya que, debido a la capacidad de los taninos para formar
grandes complejos, son frecuentemente insolubles en agua. La solucién del tanino
en DMSO fue llevada a 1000 mL con agua destilada en un matraz Erlenmeyer. La
solucién resultante constituye la solucion stock de la muestra de cada tanino y la
de los derivados modificados por aminacion, obteniéndose concentraciones de

100, 10, 1, 0,1 y 0,01 mg/L (Diaz et al., 2004).
4.5 Bioensayos de germinacién y crecimiento:

El experimento de germinacion consistié en colocar un disco de papel filtro sobre
la base de una placa Petri, y sobre el papel filtro 10 semillas. Este procedimiento
se realiz6 para cada una de las especies de plantas. Las semillas fueron
colocadas con ayuda de una pinza, evitando las bolsas de aire en la superficie.
Las placas fueron regadas con 2 mL de disolucién de los siguientes tratamientos
de regadio: 1) tanino condensado 100 mg/L, 2) tanino condensado 10 mg/L, 3)
tanino condensado 1 mg/L, 4) tanino condensado 0,1 mg/L, 5) tanino condensado
0,01 mg/L, 6) tanino modificado 100 mg/L, 7) tanino modificado 10 mg/L, 8) tanino
modificado 1 mg/L, 9) tanino modificado 0,1 mg/L, 10) tanino modificado 0,01
mg/L, 11) agua destilada mezclada con DMSO (control) (N= 3
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placas/tratamiento/especie de planta). Estos ensayos se realizaron con los taninos
provenientes de cada origen de corteza (Mimosa, Quebracho y Pino). Dado que
las semillas requieren de oscuridad para su germinacion, las placas Petri fueron
incubadas en oscuridad durante un periodo de 120 horas (5 dias) a una

temperatura de 22° C.

Tabla 1: Condiciones experimentales para el desarrollo del germinacion vy

crecimiento.

Bioensayo Caracteristicas
Tipo de ensayo estatico
temperatura 22° C.

Calidad de luz oscuridad
Volumen de la solucion de prueba (mL) | 2

Semillas de réplica 10

Réplicas 3

Duracion de la prueba (horas) 120

Efecto medido

Inhibicién de la germinacién

Resultado final

Porcentaje  de inhibicibn en

germinacion

Aceptabilidad de los resultados

Germinacion > 90%

Control

Agua destilada con 5 mL de DMSO
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4.6 Evaluacion de germinacion y posterior crecimiento:

Las plantulas que se desarrollaron durante el transcurso de la prueba de
germinacion, se clasifican como plantulas normales o como plantulas anormales.
Las plantulas normales son aquellas que poseen una estructura adecuada de
raices y brotes esenciales para el desarrollo posterior de las plantas. Las plantulas
anormales, por el contrario, son aquellas incapaces de desarrollarse mas y surgen
deficiencia, descomposicion o debilidad en sus sistemas de raices y brotes
(Hanson et al., 2007). Se midi6 el porcentaje de germinacion en cada placa Petri,
(nimero de plantulas normales y anormales) y posteriormente se midi6 la longitud
de la radicula (mm), y la longitud del coleoptilo/hipocétilo (mm). La radicula
corresponde a la primera parte de una plantula que emerge de la semilla durante
el proceso de germinacion, por lo tanto, es la raiz embrionaria de la planta y crece
hacia abajo en el suelo (Hanson et al., 2007) (Fig. 3), el coledptilo y el hipocétilo
corresponden a la estructura que emerge inicialmente desde la semilla hacia

arriba para plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas, respectivamente (Fig. 3).
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Fig. 3: Germinacion y emergencia en plantas monocotiledéneas y dicotiledoneas (imagen propiedad de
Infoagronomo:https://www.facebook.com/infoagronomo/photos/a.1072302776235177/1370756303056488/ ?ty

pe=3&theater.
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4.7 Anédlisis estadisticos:

En el caso de los datos que presentaron homogenidad de varianza y normalidad,
se realizo el test paramétrico ANOVA de una via. Por otro lado, con aquellos datos
que no cumplieron con homogenidad de varianza y normalidad, se realiz6 el test
no paramétrico Kruskal-Wallis. En ambos andlisis, se evalu6 de forma separada
tanto para los taninos modificados como no modificados el efecto de las 5
concentraciones (0,01, 0,1, 1, 10 y 100 mg/L) sobre el porcentaje de germinacion,
la elongacién de la radicula (mm) y la elongacion del hipocétilo/coledptilo (mm).
Estos dos andlisis (ANOVA y Kruskal-Wallis) se realizaron por separado para cada
especie de planta y para cada origen de tanino. Posteriormente, se realizé un test
post hoc de Dunnett (en el caso de las ANOVA) y una comparacion por pares (en
el caso de Kruskall-Wallis), con el fin de comparar diferencias significativas entre
las diferentes concentraciones y el tratamiento control (DMSO+ H20). Todos los

andlisis estadisticos se desarrollaron con el programa Statistica 8.0 (2007).

25



5. RESULTADOS

5.1 Especies monocotiledoneas

5.1 Especies monocotiledoneas

Efectos sobre el porcentaje de germinacién

Tanino condensado no modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado no
modificado proveniente de los origenes de Mimosa, Quebracho y Pino radiata 2
sobre la germinacién. El tanino proveniente de Mimosa a una concentracion de 10
mg/L afectd positivamente el porcentaje de germinacién (Fig. 1A, Tabla 1),
mientras que tanino proveniente de Quebracho a la concentracién de 0,01 y 100
mg/L afectd negativamente el porcentaje de germinacion (Fig. 1B, Tabla 2). En
forma contraria, no se encontré un efecto significativo del tanino proveniente de
Pino radiata 1 sobre este atributo (Fig. 1C, Tabla 3), mientras que el tanino
proveniente de Pino radiata 2, a una concentracion de 0.01 mg/L tuvo un efecto

positivo sobre esta variable (Fig. 1D, Tabla 4).
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Figura 1. Efecto de la concentracion de taninos no modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre el
porcentaje de germinacién de las semillas de avena. Asteriscos significativos
sobre las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto

al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, NS (no significativo).

Tanino condensado modificado

Se encontr6 un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado
modificado proveniente de Mimosa y Pino radiata 2 sobre el porcentaje de
germinacién. El tanino proveniente de Mimosa a una concentracion de 0,1 mg/L
tuvo un efecto negativo sobre este atributo, sin embargo, a una concentracion de
100 mg/L afecto positivamente el porcentaje de germinacion (Fig. 2A, Tabla 1). En
forma opuesta, no se encontré6 un efecto significativo del tanino condensado

modificado proveniente de Quebracho y Pino radiata 1 (Figs. 2B y 2C, Tablas 2 y
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3). El tanino modificado proveniente de Pino radiata 2 a concentraciones de 0,01y

1 mg/L tuvo un efecto positivo sobre el porcentaje de germinacién (Fig. 2D, Tabla
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Figura 2: Efecto de la concentracion de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre el
porcentaje de germinacién de las semillas de avena. Asteriscos significativos
sobre las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto

al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).
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Efectos sobre la longitud de la radicula

Tanino condensado no modificado

Solo se encontrd un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado
no modificado proveniente de Pino radiata 1 sobre la longitud de la radicula. No se
encontré un efecto significativo de la concentracién del tanino proveniente de
Mimosa y Quebracho sobre la elongacion de la radicula (Figs. 3Ay 3B, Tablas 1y
2). El tanino proveniente de Pino radiata 1 a la concentracion de 0,01 mg/L tuvo un
efecto positivo sobre esta esta variable (Fig. 3C, Tabla 3) mientras que el tanino
proveniente de Pino radiata 2 no mostr6 un efecto significativo sobre la elongacion

de la radicula (Fig. 3D, Tabla 4).

» A s B
3 3
- NS E
= 41 = 41
E E
EE B NS
- o
o
E =
£ 21 3
g 15
5 K

1 1
I 0,01 0,1 1 10 100
control 0,01 01 1 10 100 control 3 . .
Tanino condensado no modificado (mg/L) Tanino condensado no modificado {mgfL)

61 61

51 C 51 D
£ E

*

En % a1
- ™
E E NS
'g 31 B3
3 E
= 22
@ 21 g
= 3

11 11

1 1
control 0,01 01 1 10 100 control 0,01 0,1 1 10 100

Tanino condensado no modificado (mg/L) Tanino condensado no modificado (mg/L)

Figura 3: Efecto de la concentracion de taninos no modificado de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la

elongacién de la radicula de las semillas de avena. Asteriscos significativos sobre

29



las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, ** p < 0,001, (NS: no significativo).

Tanino condensado modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino modificado de
los origenes provenientes de Mimosa y ambos tipos de Pinos sobre la elongacion
de la radicula. EIl tanino proveniente de Mimosa a concentraciones de 0,01y 1
mg/L tuvo un efecto negativo sobre esta variable comparado con el control (Fig.
4A, Tabla 1). En forma opuesta, el tanino proveniente de Quebracho no mostré un
efecto significativo sobre este atributo (Fig. 4B, Tabla 2). El tanino proveniente de
Pino radiata 1, a concentraciones de 10 y 100 mg/L, tuvo un efecto positivo sobre
la elongacién de la radicula (Fig. 4C, Tabla 3), mientras que el tanino proveniente
de Pino radiata 2 a concentraciones intermedias (0,1, 1 y 10 mg/L) tuvo un efecto

positivo sobre este atributo (Fig. 4D, Tabla 4).
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Figura 4: Efecto de la concentracion de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacion de la radicula de las semillas de avena. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, ** p < 0,001, (NS: no significativo).

Efectos sobre la longitud del coledptilo

Tanino condensado no modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado no
modificado proveniente de Mimosa, Quebracho y Pino radiata 1 sobre la
elongacion del coledptilo. El tanino proveniente de Mimosa a la concentracion de
10 mg/L tuvo un efecto positivo sobre la elongacion del coleéptilo (Fig. 5A, Tabla
1), igualmente el tanino proveniente de Quebracho a concentraciones de 0,01, 10
y 100 mg/L tuvo un efecto positivo sobre este atributo (Fig. 5B, Tabla 2). El tanino
proveniente de Pino radiata 1 a la concentracion de 0,01 mg/L tuvo un efecto
negativo sobre esta variable (Fig. 5C, Tabla 3) y en forma opuesta, no se encontrd
un efecto significativo de la concentracion del tanino proveniente de Pino radiata 2

sobre la elongacioén de la radicula (Fig. 5D, Tabla 4).
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Figura 5: Efecto de la concentracion de taninos no modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacion del coleoptilo de las semillas de avena. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, ** p < 0,001, (NS: no significativo).

Tanino condensado modificado

Se encontré6 un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado
modificado proveniente de los origenes de Quebracho y Pino radiata 2 sobre la
elongacién del coledptilo. Para el tanino proveniente de Mimosa, no se encontrd
un efecto significativo de la concentracion sobre la elongacion del coledptilo (Fig.
6A, Tabla 1). El tanino proveniente de Quebracho a todas las concentraciones
(0,01, 0,1, 1, 10 y 100 mg/L) afectd positivamente la elongacion del coledptilo (Fig.

6B, Tabla 2). En forma opuesta, no se encontrd6 un efecto significativo de la
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concentracion del tanino proveniente de Pino radiata 1 sobre esta variable (Fig.
6C, Tabla 3), mientras que el tanino proveniente de Pino radiata 2 a una

concentracion de 0,01 mg/L tuvo un efecto positivo sobre este atributo (Fig. 6D,
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Figura 6: Efecto de la concentracion de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacién del coleoptilo de las semillas de avena. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).
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Trigo
Efectos sobre el porcentaje de germinacién

Tanino condensado no modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado no
modificado proveniente de los origenes de ambos tipos de Pinos sobre el
porcentaje de germinacién. No se encontrd un efecto significativo del tanino de los
origenes de Mimosa y Quebracho sobre este atributo (Figs. 7Ay 7B, Tablas 5y 6),
sin embargo, los taninos provenientes de ambos tipos de Pino afectaron
negativamente la germinacion. El tanino proveniente de Pino radiata 1 a las
concentraciones de 0,01, 0,1 y 100 mg/L afectd negativamente el porcentaje de
germinacion (Fig. 7C, Tabla 7), mientras que el tanino proveniente de Pino radiata

2 a la concentracion de 0,01 mg/L afecté negativamente esta variable (Fig. 7D,

Tabla 8).

110

110
100 — A

100 1

90 90
80 5

70 1

60 3 60
50 50
40 40
30 30
20 20
10 10

control 0,01 100 control 0,01

N @
S o

Germinacion (%)
Germinacion (%)

Tanino condcnsado no modificado ( T\g/L) Tanino mndr-nz:adn no modificado ( mg/

110 110

100 — 100

90 C 90
80 ke 5 80
70 £ 70
60 8 60
50 ‘E 50
40 40
30 30
20 20
10 10

control 0,01 100 control 0,01
Tanino condcnsadﬂ no modificado (mg/[) Tanino can(icns‘ndo no modificado ( mg/L

Germinacion (%)
Germinacién (%)

34



Figura 7: Efecto de la concentracion de taninos no modificados de los cuatro

origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre el

porcentaje de germinacion de las semillas de trigo. Asteriscos significativos sobre

las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).

Tanino condensado modificado

No se encontrd un efecto significativo de la concentracion del tanino modificado de

ninguno de los origenes testeados (Figs. 8A, 8B, 8C y 8D, Tablas 5, 6, 7 y 8).
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Figura 8: Efecto de la concentracion de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre el
porcentaje de germinacién de las semillas de trigo. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, ** p < 0,001, (NS: no significativo).

Efecto sobre la elongacion de la radicula

Tanino condensado no modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado no
modificado de los origenes de Mimosa, Quebracho y Pino radiata 2 sobre la
elongacion de la radicula. El tanino proveniente de Mimosa a la concentracion de
0,01 mg/L afectd positivamente esta variable (Fig. 9A, Tabla 5). En forma similar,
el tanino proveniente de Quebracho, a la concentracion de 100 mg/L, afectd
positivamente la elongacion de la radicula (Fig. 9B, Tabla 6). En forma opuesta, no
se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino extraido de Pino
radiata 1 sobre esta variable (Fig. 9C, Tabla 7), mientras que el tanino proveniente
de Pino radiata 2 a concentraciones de 0,01 y 0,1 mg/L afecté negativamente la

elongacion de la radicula (Fig. 9D, Tabla 8).
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Figura 9: Efecto de la concentracion de taninos no modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacion de la radicula de las semillas de trigo. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, ** p < 0,001, (NS: no significativo).

Tanino condensado modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino modificado
proveniente de los cuatro origenes. El tanino modificado proveniente de Mimosa a
una concentracion de 0,1 mg/L tuvo un efecto positivo sobre la elongacion de la
radicula (Fig. 10A, Tabla 5). El tanino proveniente de Quebracho a una
concentracion de 10 mg/L tuvo un efecto positivo sobre este atributo (Fig. 10B,
Tabla 6), mientras que el tanino modificado proveniente de Pino radiata 1, a

concentraciones de 1, 10 y 100 mg/L, tuvo un efecto positivo sobre la elongacién
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de la radicula (Fig. 10C, Tabla 7). Similarmente, el tanino modificado proveniente
de Pino radiata 2 a una concentracion de 10 mg/L tuvo un efecto positivo sobre

este atributo, sin embargo, a una concentracion de 100 mg/L tuvo un efecto
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negativo sobre la elongacion de la radicula (Fig. 10 D, Tabla 8).
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Figura 10: Efecto de la concentraciéon de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongaciéon de la radicula de las semillas de trigo. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).

38



Efecto sobre la elongacion del coledptilo

Tanino condensado no modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado no
modificado proveniente de Mimosa y Pino radiata 2 sobre la elongacion del
coleoptilo. El tanino de Mimosa a la concentracién de 0,01 mg/L tuvo un efecto
positivo sobre la elongacion del coledptilo (Fig. 11A, Tabla 5). En forma opuesta,
no se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino no modificado
provenientes de los origenes de Quebracho y Pino radiata 1 sobre esta variable
(Figs. 11B y 11C, Tablas 6 y 7). El tanino no modificado proveniente de Pino
radiata 2 tuvo un efecto positivo a bajas concentraciones (0,01 y 0,1 mg/L) sobre

la elongacion del coleéptilo (Fig. 11D, Tabla 8).
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Figura 11: Efecto de la concentracion de taninos no modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacion del coleoptilo de las semillas de trigo. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, ** p < 0,001, (NS: no significativo).

Tanino condensado modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino modificado
proveniente de Mimosa, Quebracho y Pino radiata 1 sobre la elongacién del
coleoptilo. El tanino modificado proveniente de Mimosa, a una concentraciéon de
0,1 mg/L, tuvo un efecto positivo sobre esta variable (Fig. 12A, Tabla 5), mientras
gue el tanino proveniente de Quebracho a las concentraciones de 0,1 y 10 mg/L
tuvo un efecto positivo sobre este atributo (Fig. 12B, Tabla 6). El tanino modificado
proveniente de Pino radiata 1, a concentraciones de 1, 10 y 100 mg/L, tuvo un
efecto positivo sobre la elongacion del coleéptilo (Fig. 12C, Tabla 7). En forma
opuesta, no se encontré un efecto significativo de la concentracién del tanino de

Pino radiata 2 sobre este atributo (Fig. 12D, Tabla 8).
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Figura 12: Efecto de la concentracién de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacion del coleoptilo de las semillas de trigo. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).
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5.2 Especies dicotiledoneas

Trébol

Efectos sobre el porcentaje de germinacion

Tanino condensado no modificado

No se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado

no modificado sobre el porcentaje de germinacion, independiente del origen de

éste (Figs. 13a, 13b, 13cy 13d, Tablas 9, 10, 11y 12).
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Figura 13: Efecto de la concentracion de taninos no modificados de los cuatro

origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre el

porcentaje de germinacion de las semillas de trébol. Asteriscos significativos sobre
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las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, ** p < 0,001, (NS: no significativo).

Tanino condensado modificado

En forma similar a lo observado con el tanino condensado no modificado, tampoco
se observo un efecto significativo de la concentracién de los taninos condensados
modificados sobre el porcentaje de germinacion, independiente de su origen (Figs.

14A, 14B, 14C vy 14D, Tablas 9, 10, 11y 12)
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Figura 14: Efecto de la concentraciéon de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre el
porcentaje de germinacion de las semillas de trébol. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).
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Efectos sobre la elongacién de la radicula

Tanino condensado no modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado no
modificado proveniente de los origenes de Mimosa y Pino radiata 1. El tanino
proveniente de Mimosa a una concentracion de 0,01 mg/L tuvo un efecto negativo
sobre la elongacion de la radicula (Fig. 15A, Tabla 9). En forma contraria, no se
encontré un efecto significativo de la concentracién del tanino proveniente de
Quebracho sobre este atributo (Fig. 15B, Tabla 10). En forma similar al tanino
extraido de Mimosa, el tanino proveniente de Pino radiata 1, a una concentracion
de 0,01 mg/L, tuvo un efecto negativo sobre la elongacion de la radicula (Fig. 15C,
Tabla 11). Similar a lo observado con el tanino proveniente de Quebracho, no se
encontré un efecto significativo del tanino proveniente de Pino radiata 2 sobre la

elongacién de la radicula (Fig. 15D, Tabla 12).
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Figura 15: Efecto de la concentracion de taninos no modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacion de la radicula de las semillas de trébol. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, ** p < 0,001, (NS: no significativo).

Tanino condensado modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado
modificado proveniente de los origenes de Mimosa y ambos tipos de Pinos. El
tanino proveniente de Mimosa a una concentraciéon de 100 mg/L, tuvo un efecto
negativo sobre la elongacion de la radicula (Fig. 16A, Tabla 9). En forma contraria,
no se observé un efecto significativo de la concentracion del tanino proveniente de
Quebracho sobre este atributo (Fig. 16B, Tabla 10). El tanino proveniente de Pino
radiata 1, a concentraciones de 0,1, 1, 10 y 100 mg/L, tuvo un efecto negativo
sobre este atributo (Fig. 16C, Tabla 11), mientras que el tanino proveniente de
Pino radiata 2 a la concentracion de 0,01 mg/L tuvo un efecto positivo sobre la

elongacién de la radicula (Fig. 16D, Tabla 12).
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Figura 16: Efecto de la concentracion de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacién de la radicula de las semillas de trébol. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001.

Efectos sobre la elongacion del hipocétilo

Tanino condensado no modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado no
modificado proveniente de los origenes de Mimosa, Quebracho y Pino radiata 1
sobre la elongacién del hipocétilo. El tanino proveniente de Mimosa a la
concentracion de 1 mg/L tuvo un efecto negativo sobre esta variable (Fig. 17A,

Tabla 9), mientras que el tanino proveniente de Quebracho a las concentraciones
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de 1y 10 mg/L tuvo efectos negativos sobre este atributo (Fig. 17B, Tabla 10). El
tanino proveniente de Pino Radiata 1, a una concentracion de 1 mg/L, tuvo un
efecto positivo sobre esta variable (Fig. 17C, Tabla 11). En forma opuesta, no se
encontro un efecto significativo de la concentracion del tanino proveniente de Pino

radiata 2 sobre la elongacion del hipocotilo (Fig. 17D, Tabla 12).
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Figura 17: Efecto de la concentracion de taninos no modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacién del hipocdétilo de las semillas de trébol. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).
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Tanino condensado modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado
modificado proveniente de los origenes de Mimosa y Pino radiata 2 sobre la
elongacion del hipocotilo. El tanino proveniente de Mimosa, a todas las
concentraciones (0,01, 0,1, 1, 10 y 100 mg/L), afecté negativamente la elongacion
del hipocétilo (Fig. 18A, Tabla 9). En forma opuesta, no se encontré un efecto
significativo de la concentracion del tanino de los origenes de Quebracho y Pino
radiata 1 sobre este atributo (Figs. 18B y 18C, Tablas 10 y 11), mientras que el
tanino proveniente de Pino radiata 2 a la concentracion de 0,01 mg/L tuvo un

efecto positivo sobre la elongacion del hipocatilo (Fig. 18d, Tabla 12).
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Figura 18: Efecto de la concentraciéon de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacion del hipocotilo de las semillas de trébol. Asteriscos significativos sobre
las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto al

control * p <0,05, **p < 0,01, ** p < 0,001, (NS: no significativo).

Lechuga

Efectos sobre el porcentaje de germinacion

Tanino condensado no modificado

Solo se encontrd un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado
no modificado proveniente del origen de Pino radiata 2 sobre el porcentaje de
germinacion de lechuga. No se observé un efecto de la concentracion del tanino
proveniente de los origenes de Mimosa, Quebracho y Pino Radiata 1 sobre este
atributo (Figs. 19A, 19B y 19C, Tablas 13, 14 y 15). El tanino proveniente de Pino
radiata 2, solo a la concentracion 1 mg/L, tuvo un efecto negativo sobre el

porcentaje de germinacion (Fig. 19D, Tabla 16).

49



110 110

100 | 100 —

90 A 30 B
80 = 80

70 ; 70

60 B w0

50 F

40 40

30 10

20 20

10

control 100

Germinacion (%)
Germinacion (%)

control 0,01 100
Tanino condensado o modif ado ( mg/\ T aning condensado no modificado ( mg/l:

110 110
100

" C 100 —

90 90 D
g o < 80

70 £ 0

60 | 60

50 | 50

40 40

30 30

20 20

10 10

control 0,01 100

Germnacion
Germinacién (%)

control 0,01 100

Tanino condensado no modificado | rng/t) Tanino condensado no condensado {mp/l)

Figura 19: Efecto de la concentracion de taninos no modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre el
porcentaje de germinacion de las semillas de lechuga. Asteriscos significativos
sobre las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto

al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).

Tanino condensado modificado

Solo se encontrdé un efecto de la concentracion del tanino condensado modificado
proveniente de Pino radiata 1 sobre el porcentaje de germinacion. En forma
contraria, no se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino
modificado de los origenes provenientes de Mimosa y Quebracho sobre este
atributo (Figs. 20A y 20B, Tablas 13 y 14). El tanino proveniente de Pino radiata 1,
a la concentracion de 0,1 mg/L, tuvo un efecto negativo sobre esta variable (Fig.

20c, Tabla 15), mientras que no se encontr0 un efecto significativo de la
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concentracion del tanino proveniente de Pino radiata 2 sobre el porcentaje de

germinacion (Fig. 20D, Tabla 16).
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Figura 20: Efecto de la concentracion de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre el
porcentaje de germinacién de las semillas de lechuga. Asteriscos significativos
sobre las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto

al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).
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Efectos sobre la elongacion de la radicula

Tanino condensado no modificado

Solo se encontrd un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado
no modificado del origen proveniente de Mimosa sobre la elongacion de la
radicula. El tanino proveniente de Mimosa a la concentracién de 1 mg/L tuvo un
efecto negativo sobre esta variable (Fig. 21A, Tabla 13). En forma opuesta, no se
encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino no modificado
provenientes de Quebracho y ambos tipos de pinos sobre la elongacion de la

radicula (Figs. 21B, 21Cy 21D, Tablas 14, 15y 16).
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Figura 21: Efecto de la concentracion de taninos no modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacion de la radicula de las semillas de lechuga. Asteriscos significativos
sobre las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto

al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).

Tanino condensado modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado
modificado de los origenes de Mimosa y Pino radiata 1 sobre la elongacion de la
radicula. El tanino proveniente de Mimosa, se observd que a las concentraciones
de 0,01 y 100 mg/L, tuvo un efecto negativo sobre esta variable (Fig. 22A, Tabla
13). En forma opuesta, no se encontré un efecto significativo de la concentracion
del tanino condensado modificado proveniente de Quebracho sobre la elongacion
de la radicula (Fig. 22B, Tabla 14). EI tanino proveniente de Pino radiata 1, se
observé que a la concentracién de 100 mg/L tuvo un efecto negativo sobre esta
variable (Fig. 22C, Tabla 15), mientras que los taninos extraidos de Quebracho y
el tanino proveniente de Pino radiata 2 no afectaron significativamente la

elongacién de la radicula (Fig. 22D, Tabla 16).
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Figura 22: Efecto de la concentracién de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacién de la radicula de las semillas de lechuga. Asteriscos significativos
sobre las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto

al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).

Efectos sobre la elongacion del hipocétilo

Tanino condensado no modificacion

Se encontr6 un efecto significativo de la concentracion de los origenes
provenientes de Quebracho y ambos tipos de Pinos sobre la elongaciéon del
hipocétilo. En forma opuesta, se observé que la concentracion del tanino no
modificado del origen de Mimosa no tuvo un efecto significativo sobre este atributo

(Fig. 23A, Tabla 13). El tanino de Quebracho, a concentraciones de 0,01 y 100
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mg/L, tuvo un efecto positivo sobre este atributo (Fig. 23B, Tabla 14), mientras que
el tanino proveniente de Pino radiata 1 a bajas concentraciones (0,01 y 0,1 mg/L)
tuvo un efecto positivo sobre la elongacion del hipocétilo (Fig. 23C, Tabla 15). El
tanino no modificado proveniente de Pino radiata 2 a altas concentraciones (10 y

100 mg/L) tuvo un efecto positivo sobre este atributo (Fig. 23D, Tabla 16).
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Figura 23: Efecto de la concentracion de taninos no modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la
elongacion del hipocoétilo de las semillas de lechuga. Asteriscos significativos
sobre las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto

al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).
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Tanino condensado modificado

Se encontré un efecto significativo de la concentracion del tanino condensado
modificado de los origenes provenientes de Mimosa y Quebracho sobre la
elongacion del hipocétilo. El tanino modificado proveniente de Mimosa a las
concentraciones de 0,01 y 1 mg/L tuvo un efecto negativo sobre esta variable (Fig.
24A, Tabla 13), mientras que el tanino modificado proveniente de Quebracho a
concentraciones de 10 y 100 mg/L tuvo un efecto positivo sobre este atributo (Fig.
24B, Tabla 14). En forma opuesta, no se encontré un efecto significativo de la
concentracion del tanino condensado modificado de los origenes de ambos tipos

de Pinos sobre la elongacion del hipocétilo (Figs. 24C y 24D, Tablas 15y 16).
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Figura 24: Efecto de la concentraciéon de taninos modificados de los cuatro
origenes: A) Mimosa, B) Quebracho, C) Pino radiata 1 y D) Pino radiata 2 sobre la

elongacion del hipocotilo de las semillas de lechuga. Asteriscos significativos
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sobre las barras indican diferencias significativas de este tratamiento con respecto

al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, (NS: no significativo).
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6. DISCUSION Y CONCLUSION

Los resultados encontrados en este estudio mostraron que en las especies
monocotileddneas (avena y trigo), el tanino modificado con NH4OH, tuvo un parcial
efecto fitoregulador positivo sobre el crecimiento de la elongacién de la radicula y
coleoptilo; esto independiente del origen del tanino y la concentracién de éste. En
forma opuesta, se observé que para las especies dicotiledoneas (trébol y lechuga),
el tanino modificado, independiente del origen y la concentracién, mostré una
tendencia como un efecto fitoregulador negativo, al igual que el tanino no
modificado, del porcentaje de germinacion, la elongacién de la radicula y la
elongacion del hipocotilo. Los resultados sugieren que el uso de taninos sin
modificar como insecticida seria nocivo para las plantas, debido a su notable
efecto negativo sobre la germinacion y el crecimiento. Aparentemente, la
modificacion del tanino con aminacién, podria tener un potencial para disminuir la
toxicidad de estos metabolitos secundarios, lo cual al usarse como un posible
insecticida natural, podria generar menos efectos adversos sobre las plantas en
comparacion con el tanino no modificado. Sin embargo, éste tampoco es un patron
claro entre las especies de plantas testeadas, por lo tanto, dependeria de la

planta, con la cual se trabaje.

Los trabajos relacionados con respecto al efecto fitogulador de los taninos,
modificados o no modificados, sobre el crecimiento de las plantas son en general
escasos, sin embargo, se sugiere que al derivatizarse con aminacion (NHsOH), las
propiedades de los taninos podrian cambiar, tales como la interaccién con

proteinas y alcaloides, lo que también modificaria la toxicidad de los taninos
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(Braghilori et al., 2013). Este proceso de aminacion, se considera ademas un
mecanismo adicional de entrega de nitrdgeno para la planta, lo que podria ayudar
también en la promocién del crecimiento de ésta (Hashida et al., 2009). Los
resultados obtenidos aqui concuerdan en cierta forma con los mostrados en otros
estudios previos por Garcia y colaboradores (2017), donde se mostré6 que ambos
tipos de taninos (modificado con anhidrido maleico y no modificados) afectaron
negativamente en forma moderada el porcentaje de germinacion, y negativamente
la elongacién de la radicula. En general, se puede sugerir que los taninos,
independiente de la aminacion, tienden a tener una ligera toxicidad sobre las
plantas. Resultados similares fueron encontrados por Prince y colaboradores
(2019), quienes evaluaron a qué dosis el acido tanico podria ser utilizado como un
insecticida natural contra &fidos, sin impactar negativamente el crecimiento de la
planta Arabidopsis thaliana. Se encontré que el acido tanico (independiente de la
concentracion) no fue un efectivo insecticida contra los &fidos, y que ademas tenia
efectos negativos sobre el crecimiento de A. thaliana, por lo que podria ser incluso
considerado como un potencial herbicida. Estas observaciones de los efectos
negativos de los taninos sobre el crecimiento de las plantas, han sido también
validadas en condiciones in vitro con la microalga de agua dulce Phaeodactylum
tricornutum Libralato (2011), cuya densidad celular se vié negativamente afectada
a concentraciones altas de tanino. De acuerdo a los resultados encontrados en
este trabajo, en conjunto con los escasos trabajos previos existentes en el tema,
se puede sugerir que los taninos, independiente de su aminacion, no cumplen un
rol importante en plantas, promoviendo su crecimiento. Esto Gltimo concuerda con

el rol alelopatico descrito normalmente para los taninos (Chaudhuri y Ray, 2016;
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Savelkoul et al., 1992; Ives, 2003), lo cual significa que la liberacion de estos
compuestos hacia el ambiente podrian inhibir el crecimiento de las plantas, asi
como también otros procesos fisioldgico, tales como la fotosintesis y respiracion
(Kraus et al., 2003) El efecto alelopéatico por parte de los taninos ocurriria
mediante la inhibiciéon de importantes enzimas de las plantas, lo cual se asociaria
con una inhibicién de la germinacion y el crecimiento (Yasser et al., 2015). Esto se
produciria a través del grupo hidroxilo, ya que, al tener estos grupos funcionales,

la molécula es mas acida, por lo tanto, mas téxica (Fritz et al., 2007).

En conclusion, se conoce que los taninos cumplen un rol importante como
potenciales insecticidas naturales; sin embargo, dado que también tendrian un
efecto toxico sobre el crecimiento de las plantas, ain no se pueden sugerir su uso
expansivo en cultivos de planta. Este trabajo muestra que la aminacion de los
taninos podria reducir su toxicidad sobre las plantas; sin embargo, los resultados
no son consistentes entre las cuatro especies de las plantas testeadas,

sugiriéndose la realizacidon de estudios complementarios a futuro que validen esto.
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8. ANEXO

8.1 Anexo:

Tabla 1: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Mimosa sobre el porcentaje
de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del coleoptilo (mm)
de Avena sativa. F corresponde a los grados de libertad calculados a través de un
test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a Kruskal-Wallis (test no
paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias significativas de este
tratamiento con respecto al control * p <0,05, *p < 0,01, ** p < 0,001 y NS

corresponde a que no hubo diferencias significativas.

Tanino condensado no Tanino condensado

modificado modificado
Germinacion (%) F=3,22 512 (***) F=3,56 5,12 (*)
Radicula F=1,99 5159 (NS) H=18,02 (***)
Coledptilo F=3,50 5,55 (***) H=19,87 (**)
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Tabla 2: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Quebracho sobre el
porcentaje de germinacién (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
coleoptilo (mm) de Avena sativa. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal-Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias
significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas

Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=3,16 5,12 (*)

F=1,20 5,12 (NS)

Radicula

H=13,01 (NS)

H=2,6541 (NS)

Coleoptilo

F=7,5035 5,97 (***)

F=7,74 597 (***)

Tabla 3: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Pino radiata 1 sobre el
porcentaje de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
coledptilo (mm) de Avena Sativa. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal-Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias
significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, ** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas.
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Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=1,54 512 (NS)

F=1,73 512 (***)

Radicula

F=2,31 5,151 (*)

F=3,04 5,152 (***)

Coleoptilo

H=23,73 ()

H=16,09 (***)

Tabla 4: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Pino radiata 2 sobre el
porcentaje de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
coledptilo (mm) de Avena sativa. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal —Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias
significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas.

Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=5,36 5,12 (***)

F=4,967 512 (**)

Radicula

F=1,56 5,152 (NS)

F=12,28 5,152 (***)

Coleoptilo

F=1,91 558 (NS)

F=2,97 5,100 (**)

Tabla 5: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Mimosa sobre el porcentaje

de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del hipocoétilo (mm)
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de Triticum aestivum. F corresponde a los grados de libertad calculados a través
de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a Kruskal-Wallis (test no
paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias significativas de este
tratamiento con respecto al control * p <0,05, *p < 0,01, ** p < 0,001 y NS

corresponde a que no hubo diferencias significativas.

Tanino condensado no Tanino condensado

modificado modificado
Germinacion (%) F=2,03 512 (NS) F=0,60 5,12 (NS)
Radicula F=5,55 5,153 (***) F=5,06 5,171 (***)
Coleoptilo F=4,05 5,124 (***) F=3,98 1,153 (***)

Tabla 6: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Quebracho sobre el
porcentaje de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
hipocatilo (mm) de Triticum aestivum. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal-Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias
significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, ** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas.
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Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=0,67 5,12 (NS)

F=0,969 5,12 (NS)

Radicula

H=26,95 (***)

F=4,72 5,157 (***)

Coleoptilo

F=0,81 5,151 (NS)

H=31,75 ()

Tabla 7: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Pino radiata 1 sobre el
porcentaje de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
hipocétilo (mm) de Triticum aestivum. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal-Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias
significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas.

Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=15,22 512 (***)

F=1,78 5,12 (NS)

Radicula

F=1,31 5133 (NS)

F= 7,30 5,157 (***)

Coleoptilo

H=20,61 (***)

F=9,83 5,140 (***)

Tabla 8: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Pino radiata 2 sobre el

porcentaje de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
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hipocétilo (mm) de Triticum aestivum. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal-Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias

significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, ** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas.

Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=5,25 512 (***)

F=2,59 512 (NS)

Radicula

H=46,52 (***)

F=10,87 5,165 (***)

Hipocétilo

H=47,26 (***)

H=15,10 (**)

Tabla 9: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracién de
los taninos condensado y condensado modificado de Mimosa sobre el porcentaje
de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del hipocatilo (mm)
de Trifolium sativa. F corresponde a los grados de libertad calculados a través de
un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a Kruskal-Wallis (test no
parameétrico). Asteriscos significativos indican diferencias significativas de este
tratamiento con respecto al control * p <0,05, *p < 0,01, ** p < 0,001 y NS

corresponde a que no hubo diferencias significativas.
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Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=1,04 512 (NS)

F=0,99 512 (NS)

Radicula

H=16,45 (**)

F=8,354 5,153 (***)

Hipocdétilo

F=9,29 5,142 (***)

H=65,86 (***)

Tabla 10: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Quebracho sobre el
porcentaje de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
hipocétilo (mm) de Trifolium sativa. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal —Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias
significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas.

Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=1,33 512 (NS)

F=0,84 512 (NS)

Radicula

H=12,52 (NS)

H=16,85 (***)

Hipocdtilo

H=3,78 (***)

H=13,12 (%)

Tabla 11: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracién de
los taninos condensado y condensado modificado de Pino radiata 1 sobre el

porcentaje de germinacién (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
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hipocétilo (mm) de Trifolium sativa. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal —Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias

significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas.

Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=1,36 512 (NS)

F= 3,33 512 (*)

Radicula

F=2,83 5,142 (**)

H=36,21 (***)

Hipocétilo

H=34,35 (***)

F=3,6507 5,142 (**)

Tabla 12: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Pino radiata 2 sobre el
porcentaje de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
hipocatilo (mm) de Trifolium sativa. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal-Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias
significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, ** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas.
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Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=1,36 5,12 (NS)

F=3,33 512 (¥)

Radicula

H=6,45 (NS)

H=49,29 ()

Hipocdétilo

F=0,54 5,142 (NS)

H=10,64 5,147 (***)

Tabla 13: Anovay Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentraciéon de
los taninos condensado y condensado modificado Mimosa sobre el porcentaje de
germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del hipocétilo (mm) de
Lactuca sativa. F corresponde a los grados de libertad calculados a través de un
test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a Kruskal-Wallis (test no
paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias significativas de este
tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001 y NS

corresponde a que no hubo diferencias significativas.

Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=0,66 5,12 (NS)

F=1,94 512 (NS)

Radicula

H=30,43 (**)

H=28,85 (***)

Hipocdtilo

H=26,30 (***)

H=25,98 (***)

Tabla 14: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracién de
los taninos condensado y condensado modificado de Quebracho sobre el

porcentaje de germinacién (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
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hipocétilo (mm) de Lactuca sativa. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal —Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias
significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, ** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas.

Tanino condensado no Tanino condensado

modificado modificado

Germinacion (%)

F=2,12 512 (NS)

F=1,61512 (NS)

Radicula

H=16,06 (***)

H=15,34 (***)

Hipocétilo

F=3,85 5,165(***)

H=23,22 (***)

Tabla 15: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Pino radiata 1 sobre el
porcentaje de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
hipocatilo (mm) de Lactuca sativa. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal-Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias
significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas.
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Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=1,82 512 (NS)

F= 3,62 512 (*)

Radicula

H=1,31 5164 (NS)

H=14,40 (**)

Hipocdétilo

F=2,88 s5,164(**)

H=16,15 (***)

Tabla 16: Anova y Kruskal-Wallis, que muestran los efectos de la concentracion de
los taninos condensado y condensado modificado de Pino radiata 2 sobre el
porcentaje de germinacion (%), la longitud de radicula (mm) y la longitud del
hipocdtilo (mm) de Lactuca sativa. F corresponde a los grados de libertad
calculados a través de un test de Dunnet (Anova de una via) y H corresponde a
Kruskal-Wallis (test no paramétrico). Asteriscos significativos indican diferencias

significativas de este tratamiento con respecto al control * p <0,05, **p < 0,01, *** p

< 0,001 y NS corresponde a que no hubo diferencias significativas.

Tanino condensado no

modificado

Tanino condensado

modificado

Germinacion (%)

F=3,74 512 (*)

F=0,97 512 (NS)

Radicula

F=1,30 5,151 (NS)

F=1,28 5,151 (NS)

Hipocétilo

H=15,42 (**)

H=3,16 ()
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