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Resumen

En esta investigación se realizó la estandarización de un protocolo que permite evaluar la
actividad fitotóxica de extractos de origen vegetal. El mismo incluye el empleo de diferentes es-
pecies receptoras (Raphanus sativus L., Solanum esculentum L., Lactuca sativa L. y Allium cepa
L.). Se evaluó el efecto de diferentes disolventes (0,16-6% v/v) como metanol (MeOH), etanol
(EtOH), acetona (Ac), acetato de etilo (AcOEt) y dimetil sulfóxido (DMSO), sobre la germinación y
crecimiento de las plantas modelos. Se encontró que el AcOEt, EtOH y Ac muestran el mayor
efecto inhibidor, siendo el menos fitotóxico DMSO. Se estudiaron siete herbicidas (pre y post
emergentes: Metilsulfuron, 2,4-D-Amina, Linuron, Paraquat, Metribuzin, Picloran y Glifosan
747) como referencia interna, se encontró que los herbicidas con principio activo 3(3,4-dicloro-
fenil-1-metoxi-1-metil urea y N-[fosforometil] glicina, son los que mejor se adaptaron a los re-
querimiento de referencia. El procedimiento fue aplicado a extractos de diferentes origen de
Blakiella bartsiifolia. El análisis de agrupamiento de los datos de actividad, análisis cluster, es
aplicado como criterio para categorizar las actividades observadas.

Palabras clave: bioensayos, fitotoxicidad, herbicida, Blakiella bartsiifolia.

Bioassay standardization looking for phytotoxic
compounds in vegetable extracts

Abstract

This research was conducted to standardize a protocol for assessing the phytotoxic activ-
ity of plant extracts. It includes the use of different host species (Raphanus sativus L., Solanum
esculentum L., Lactuca sativa L. y Allium cepa L.). We evaluated the effect of different solvents
(from 0.16 to 6% v / v) and methanol (MeOH), ethanol (EtOH), acetone (Ac), ethyl acetate
(AcOEt) and dimethyl sulfoxide (DMSO) on the germination and plant growth models. It was
found that the AcOEt, EtOH and Ac show the highest inhibitory effect, being less phytotoxic
DMSO. Altogether, seven herbicides (pre and post emergent: Metylsulfuron, 2,4-D-Amine,
Linuron, Paraquat, Metribuzin, Picloran y Glyfosan 747) as internal reference, it was found that
active herbicide 3 (3,4-dichlorophenyl-1-methoxy-1-methyl urea and N-[fosforometil] glycine,
are the best adapted to the requirements of reference. The procedure was applied to extracts of

Scientific Journal from the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del Zulia Volume 19 Nº 3, July-September 2011

* Autor para la correspondencia: aloliver@ula.ve

CIENCIA 19(3), 187 - 202, 2011
Maracaibo, Venezuela



different origin Blakiella bartsiifolia. Cluster analysis of activity data, is applied as a criterion for
categorizing the observed activities.

Keywords: Bioassay, phytotoxicity, herbicide, Blakiella bartsiifolia.

Introducción

Los bioensayos de toxicidad, como
cualquier instrumento analítico, requieren
ser calibrados contra un patrón, el tóxico de
referencia. Aunque el instrumento, en este
caso los organismos de prueba, no pueden
ser ajustados a una respuesta esperada, la
calibración permite aceptar o rechazar los
organismos de prueba cuando provienen de
una población cuya respuesta ante el xeno-
biótico de referencia está dentro o fuera del
rango determinado para ese compuesto quí-
mico.

Los bioensayos de toxicidad permiten
evaluar el grado de afectación que una sus-
tancia química produce en los organismos
de prueba seleccionados y constituyen he-
rramientas ampliamente utilizadas en mu-
chos campos de la biología (1). Estos ensa-
yos permiten evaluar el efecto de agentes
químicos o físicos en sistemas biológicos,
estableciendo relaciones concentración-res-
puesta bajo condiciones controladas en el
laboratorio, proporcionando así informa-
ción valiosa para escalar la investigación a
nivel de campo.

Al implementar un bioensayo, es nece-
sario efectuar su estandarización, que con-
siste en establecer la sensibilidad de las es-
pecies y la reproducibilidad del experimento
frente a un xenobiótico de referencia. La es-
tandarización permite comparar los resulta-
dos entre diferentes laboratorios, siguiendo
una metodología común. Una vez estandari-
zadas las metodologías experimentales, los
laboratorios que ejecuten el bioensayo de-
ben realizar una calibración de su método.
La calibración es un proceso relacionado
con los conceptos que rigen el control de ca-
lidad, y cuyo objetivo es determinar la preci-
sión y exactitud que puede y debe alcanzar-
se en los resultados generados por un deter-

minado bioensayo. Lo anterior es útil para
asegurarse que la respuesta de la población
expuesta a cierto agente fitotóxico se deba al
efecto de éste y no a variaciones tanto de la
sensibilidad de los organismos como de fa-
llas operacionales en la aplicación del méto-
do.

El desarrollo de bioensayos es una
práctica común para la evaluación del po-
tencial tóxico de moléculas, tanto de origen
sintético como natural. En este sentido, en
el estudio de los productos naturales, es fre-
cuente la evaluación de algún efecto biológi-
co de las moléculas novedosas, esto dirigido
en la búsqueda de estructuras que sirvan de
base para la manipulación química, que
permitan maximizar el efecto observado (2).
Por ejemplo, la búsqueda de sustancias con
propiedades herbicidas (aleloquímicos), im-
plica evaluar el efecto de la sustancia sobre
la germinación y el crecimiento de plántulas
(3). Los valores de estos parámetros se com-
paran con el desarrollo normal de plántulas
en ausencia de la sustancia prueba (Con-
trol), y son las diferencias observadas entre
el ensayo y el control las que pueden clasifi-
car los diferentes niveles de actividad para
extractos o compuestos puros (2).

El procedimiento normalmente encon-
trado para estudiar este efecto es el estudio
del desarrollo en placas de Petri en presen-
cia del compuesto de prueba (4), de esta ma-
nera, en este trabajo se tienen como objetivo
el desarrollo y optimización de un bioensayo
en placas de Petri, dirigido a evaluar el po-
tencial fitotóxico de extractos de origen ve-
getal, y su aplicación en el denominado ais-
lamiento biodirigido (5). Se evalúan varia-
bles como el efecto de diferentes disolventes
y compuestos de referencia (herbicidas) so-
bre varias especies receptoras de interés
agrícola, como Raphanus sativus L., Sola-
num esculentum L., Lactuca sativa L. y
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Allium cepa L. Este protocolo de bioensayo
será aplicado a diferentes extractos vegetales
de partes aéreas de Blakiella bartsiifolia (S.F.
Blake Cuatrec-Asteraceae), una planta que
coloniza el páramo desértico altiandino (6),
donde se discutirán los criterios de selección
de los extractos más activos, usando el análi-
sis de agrupamiento de los datos de activi-
dad, como un criterio estadístico de selección
de las sustancias y/o extractos más activos.

Materiales y métodos

Bioensayo de fitotoxicidad

Semillas

En un intento de contar con modelos
representantes de familias de las dos clases
taxonómicas de plantas (mono y dicotiledó-
neas) para el desarrollo de un bioensayo re-
producible en condiciones de laboratorio, se
opta por el empleo de semillas comerciales
de especies cultivadas. Las especies recep-
toras propuestas como modelos son Rapha-
nus sativus L.-rábano (Harris Morann,
Rábano Red Silk), Solanum esculentum
L.-tomate Solanaceae (Dessert’s Cal Seed
Inc., Tomate Rio Grande), Lactuca sativa
L.-lechuga, Compositae (The Hand That
Seed The World, Lechuga Great Lakes 659
MT), Cucurbitaceae (Ferry-Morse, Pepino
Poinsett 76), Allium cepa L.-cebolla, Lilia-
ceae (Sementes Topseed®, cebolla Híbrida
OPTIMA F1).

Medio sólido como soporte
de crecimiento

Se prepara utilizando agar (0,7 g agar-
HIMEDIA/100 mL de solución). La mezcla
se calienta durante el tiempo necesario para
que se licue totalmente (T< 60°C). A partir de
esta mezcla se prepara la solución de mayor
concentración para cada una de las sustan-
cias a ensayar (herbicida y extractos), se
realizan las correspondientes diluciones en
agitación continua y se vierten en placas Pe-
tri donde se dejan solidificar. La solución de
bioensayo (herbicidas y extractos) consiste
en una solución buffer 10 mM de 2-[N-mor-

pholino]etanosulfónico [MES], con pH ajus-
tado a 5,7 con NAOH 1N; a esta se le añade el
herbicida o el extracto en DMSO (a una con-
centración menor a 5µL/mL; se usan 10 mL
de la solución de tratamiento por placa
(10 mL de agua destilada como control). Se-
gún resultados preliminares (datos no mos-
trados) y otros trabajos, se usan concentra-
ciones entre 1 y 0,06 mM para los herbicidas
comerciales y 150 a 18 ppm para los extrac-
tos (7).

Estudio del efecto del disolvente

Para la evaluación del efecto que tienen
distintos disolventes sobre la germinación y
desarrollo de especies modelo se preparan
las siguientes diluciones de etanol (EtOH),
acetona (Ac), metanol (MeOH), acetato de
etilo (AcOEt) y dimetil sulfóxido (DMSO):
6,31; 3,98; 2,51; 1,58; 1; 0,63; 0,4; 0,25 y
0,16 (% v/v), empleando 10 mL en el bioen-
sayo. Con los datos de germinación, longi-
tud del tallo y de la raíz, y mediante la trans-
formación matemática en una función sig-
moidal de dosis-respuesta, se realiza el cál-
culo de los valores de EC50 para los cinco di-
solventes y para cada una de las especies
ensayadas.

Compuestos utilizados

Para la optimización se emplean herbi-
cidas comerciales y extractos vegetales de
partes aéreas de Blakiella bartsiifolia S.F
Blake Cuatrec.

Herbicidas comerciales: Se ensayan
diluciones acuosas de siete de los herbicidas
más empleados en ecosistemas cultivados
(agro sistemas) de la región Andina de Vene-
zuela, aunque su uso es extensivo a otras re-
giones de Venezuela (7). Se trata de distintas
formulaciones de aplicación en pre-emer-
gencia, post-emergencia o mixta (Metilsul-
furon, 2,4-D-Amina, Linuron, Paraquat,
Metribuzin, Picloran y Glifosan 747). Las
concentraciones de los herbicidas utilizados
indicadas en la tabla 1 representan aquellas
usadas a nivel de campo, que van desde 3
hasta 80 mM.
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Extractos vegetales: Para la prueba
del protocolo de bioensayo en el estudio del
potencial fitotóxico de planta, se estudiaron
diferentes extractos de Blakiella bartsiifolia.

– Extracto acuoso (EA): Se recolectan
955 g de la parte aérea de Blakiella
bartsiifolia. Para la extracción se su-
mergen tallos y hojas frescos en agua
(H2O) (10 mL/g de material vegetal), en
un baño de ultrasonido (3 × 30 min). La
solución así obtenida se filtra y el agua
se elimina utilizando un liofilizador
(Labcinco Freeze Dry System/Lyph
LOCK 4.5), obteniéndose un sólido de
color marrón.

– Exudado foliar (EF): Posteriormente al
lavado acuoso, el material vegetal se
sumerge en CH2Cl2 (DCM) (10 mL/g
material vegetal), en un baño de ultra-
sonido (3 × 30 s). La solución así obte-
nida se filtra, se elimina el agua pre-
sente con MgSO4 anhidro y se lleva a
sequedad eliminando el solvente me-
diante destilación a presión reducida
(T< 30 °C). Se obtiene una goma pegajo-
sa de color verde amarillento.

– Extracto vegetal (EV): El material vege-
tal anteriormente tratado, se lleva a se-
quedad (400 g) y se extrae vía macera-
ción utilizando una mezcla de solvente
MeOH:CHCl3 1:1 (10 mL/g material ve-
getal, 3 × 4 días). La solución así obte-
nida se filtra, se elimina el agua pre-
sente con MgSO4 anhidro y se lleva a
sequedad eliminando el solvente me-
diante destilación a presión reducida
(T< a 30 °C). Se obtiene una goma pega-
josa de color verde.

– Extracto senescente (ES): Se recolec-
tan 1.100 g de material vegetal (tallo,
hojas y flor) en estado de senescencia.
La extracción se realiza vía maceración
y por triplicado utilizando una mezcla
de solvente MeOH:CH2Cl2 1:1 (5 mL
por gramo de material vegetal); cada ré-
plica tuvo un tiempo de maceración de

cuatro días. La solución así obtenida se
filtra y el agua se remueve con MgSO4
anhidro; posteriormente se lleva a se-
quedad mediante destilación a presión
reducida (T<30 °C). Se obtiene un sólido
gomoso. Los extractos obtenidos, por su
misma forma de extracción, represen-
tan muestras de diferente naturaleza en
cuanto a la polaridad de los compuestos
en ellas contenidos, esto representa
una oportunidad de evaluar el bioensa-
yo con compuestos (extractos) de dife-
rentes grados de solubilidad.

Condiciones de crecimiento
en el bioensayo

En un ensayo en placa de Petri, los pa-
rámetros que influyen principalmente en la
reproducibilidad del nivel de germinación y
el crecimiento, y del bioensayo, son la tem-
peratura de incubación y el tiempo de creci-
miento. Un ensayo de estas características
obliga a disponer de semillas capaces de
germinar y crecer a una misma temperatu-
ra y en un período de tiempo similar para
todas las especies, lo cual redundará en la
simultaneidad de su ensayo y en la veloci-
dad de obtención de resultados. Los bioen-
sayos de actividad fitotóxica se realizan en
discos de Petri (90 mm) como cámaras de
crecimiento, con agar como sustrato de so-
porte (0,7 g de agar/100 mL). Las semillas
(20 semillas: tomate, rábano, cebolla y le-
chuga, 5 réplicas por concentración), se co-
locan en las cápsulas de Petri que contie-
nen el agar previamente tratado con el her-
bicida comercial o extracto sellándose las
placas con parafilm. En el caso del estudio
del efecto de los disolventes, el agar fue sus-
tituido por papel de Whatman® (90 mm)
como soporte de crecimiento.

El crecimiento se lleva a cabo a 25°C en
oscuridad, durante 10 días para la cebolla; 9
para el tomate y 7 para la lechuga y rábano;
donde se observó la mayor diferencia entre
tratamiento y control, y por tanto, mayor
sensibilidad de bioensayo. Después de este
tiempo, las plántulas se congelan a –10 °C
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por 24 h, este proceso ayuda a la manipula-
ción de las plántulas en el proceso de medi-
da de la longitud del tallo y la raíz, así como
evitar el crecimiento de las plántulas duran-
te el tiempo en que se realizan las medidas.

Tratamiento de datos

En el diseño experimental de los bioen-
sayos de fitotoxicidad en placas Petri se eva-
lúan los valores que toman las variables: por-
centaje de germinación (longitud radícula
� 2 mm) y la longitud de la radícula y del ta-
llo. Los resultados se expresan en forma de
incrementos porcentuales respecto del blan-
co. En las gráficas, el valor cero corresponde
a la población control, un valor negativo, re-
presenta inhibición del parámetro (germina-
ción o longitud del tallo y de la raíz) respecto
al control, y un valor positivo, representa es-
timulación del parámetro respecto al control.
Con los datos de actividad se realiza un aná-
lisis de agrupamiento de los datos mediante
análisis de cluster, usando para esto Statistic
4.0. Con estos datos también se calcula el va-
lor de EC50 mediante la transformación ma-
temática en una función sigmoidal de do-
sis-respuesta de pendiente variable o cons-
tante, definida por la ecuación

Y= Ymin + (Ymax – Ymin/1 + 10logEC50–X),

donde X indica el logaritmo de la concentra-
ción, Y indica la respuesta (fitotoxicidad) y
Ymax y Ymin son los valores máximos y míni-
mos de la respuesta respectivamente. Estos
cálculos y la representación de los valores
de EC50, se han llevado a cabo mediante el
programa Graphpad Prism 4.0®.

Resultados y discusión

Efecto de los disolventes

La solubilidad limitada mostrada por
algunos compuestos de origen vegetal en
agua, hace necesaria la utilización de disol-
ventes orgánicos que aseguren la disolución
homogénea de los productos a ensayar. Ade-
más de esta limitación, en los procedimien-

tos de aislamiento de metabolitos secunda-
rios se suelen usar disolventes de diferente
polaridad, los cuales pueden estar en los ex-
tractos ensayados (8). La utilización de estos
solventes pueden llegar a ofrecer resultados
engañosos en las pruebas biológica. Así mis-
mo, el disolvente usado en el bioensayo pue-
de llegar a tener por sí mismo un efecto inhi-
bidor que afecta a la germinación y desarro-
llo de las especies de prueba, variando su
respuesta fisiológica frente a los compues-
tos ensayados.

Así consideramos para este estudio los
disolventes más utilizados en la metodología
de extracción y aislamiento de agentes alelo-
químicos, tales como Ac, MeOH y AcOEt; así
como aquellos usados para bioensayos como
DMSO y EtOH (9). El ensayo del efecto de es-
tos cuatro disolventes fue realizado para tres
especies receptoras, Solanum esculentum
(dicotiledónea), Lactuca sativa L (dicotile-
dónea) y Allium cepa L (monocotiledónea).

Los perfiles de actividad encontrados
para la germinación, longitud del tallo y de
la raíz se muestran en las figuras 1 y 2. De
forma general, se puede observar cómo la
respuesta de cada especie es distinta, no se
puede establecer una diferencia tan clara
entre la especie monocotiledónea (Allium
cepa) y las especies dicotiledóneas (Solanun
esculentum y Lactuca sativa), aunque la
especie monocotiledónea presenta una ma-
yor tolerancia en la germinación. Para el
caso del EtOH, se observa cómo para el pa-
rámetro de la germinación, Allium cepa es la
más resistente a la presencia del disolvente,
produciéndose una inhibición mayor sólo a
altas concentraciones. En este sentido des-
taca el tomate el cual muestra una sensibili-
dad muy grande incluso a pequeñas con-
centraciones. Los parámetros de crecimien-
to (longitud de la raíz y del tallo) son más
sensibles al efecto de los disolventes y en
este caso prácticamente todas las especies
muestran un comportamiento similar. Para
la acetona la respuesta de las especies es
prácticamente similar a la del EtOH, aun-
que la sensibilidad a ésta es menor. En

Scientific Journal from the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del Zulia Volume 19 Nº 3, July-September 2011

192 Estandarización de bioensayo fitotóxico



cuanto a la comparación por especies la le-
chuga surge como la especie más sensible
con destacados efectos inhibidores sobre
germinación y primordio de tallo. Para el
caso del DMSO, la germinación y el tallo son
los parámetros con menor grado de afecta-
ción. El AcOEt afecta marcadamente la lon-

gitud del tallo, incluso a bajas concentracio-
nes. Por otra parte, la longitud de raíz mues-
tra un comportamiento muy similar para to-
das las especies; en general se puede con-
cluir que el disolvente con mayor efecto ne-
gativo sobre las semillas es el EtOH>
AcOEt>MeOH>DMSO.
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Figura 1. Efecto de los diferentes disolventes sobre la germinación y crecimiento de la raíz de las tres es-

pecies receptoras seleccionadas (Solanum esculentum, Allium cepa y Lactuca sativa).



Para tener una estimación con carácter
cuantitativo de selección del disolvente más
idóneo para la disolución de sustancias de
prueba, se han calculado los valores de EC50
para cada disolvente y especies modelo,
donde los valores de estimación para la

ecuación y los resultados del valor de EC50
son resumidos en la tabla 2. Los valores en-
contrados para la germinación, crecimiento
de la raíz y del tallo, se resumen en la figu-
ra 2. En esta se puede observar cómo la es-
pecie más afectada es la lechuga, y el disol-
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Tabla 2

Cálculo dosis-respuesta para la determinación del EC50 de los disolventes

para las diferentes especies modelos estudiadas

Parámetros
de Ecuación

Etanol Acetona Metanol AcOEt DMSO

Germinación

Solanum esculentum

EC50 (% v/v) 0,5 1,8 2,98 0,35 3,11

r2 0,99 0,99 0,89 0,78 0,99

p 0,64 0,5 0,44 0,66 0,66

Allium cepa

EC50 (% v/v) 3,5 4,66 2,95 1,32 3,22

r2 0,94 0,91 0,99 0,78 0,98

p 0,66 0,48 0,55 0,66 0,55

Lactuca sativa

EC50 (% v/v) 0,55 0,72 2,13 0,34 0,97

r2 0,97 0,97 0,99 0,95 0,98

p 0,76 0,78 0,54 0,66 0,91

Longitud de la raíz

Solanum esculentum

EC50 (% v/v) 0,26 1,77 1,33 1,1 1,08

r2 0,97 0,87 0,99 0,87 0,99

p 0,71 0,91 0,69 0,55 0,5

Allium cepa

EC50 (% v/v) 0,41 2,22 0,10 0,21 1,38

r2 0,89 0,89 0,87 0,67 0,97

p 0,71 0,66 0,66 0,45 0,90

Lactuca sativa

EC50 (% v/v) 0,33 2,44 1,53 0,55 2,33

r2 0,99 0,97 0,99 0,97 0,97

p 0,54 0,99 0,99 0,6 0,5

Longitud del tallo

Solanum esculentum

EC50 (% v/v) 0,03 0,02 1,85 0,01 1,8

r2 0,96 0,99 0,99 0,89 0,9

p 0,55 0,55 0,95 0,55 0,5



vente menos perjudicial el DMSO. Con res-
pecto al parámetro de longitud de la raíz y
del tallo, se puede concluir que es este últi-
mo el parámetro más afectado, mostrando
los valores de EC50 menores. Como disol-
ventes, el uso de EtOH queda descartado
por su gran efecto inhibidor en ambos pará-
metros, especialmente en el crecimiento del
tallo. Al usar DMSO la comparación por es-
pecies permite concluir que no existe una
diferencia de respuesta entre ellas, por lo
que de forma general puede considerarse
como el disolvente más adecuado para todos
los ensayos, lo cual permite simplificar de
forma considerable la preparación de las
muestras a evaluar, principalmente aque-
llas de baja solubilidad en agua.

Para el caso de la longitud del tallo, se
observan valores muy bajos de EC50 para los
disolventes EtOH y Ac, siendo el que más
afecta a este parámetro de crecimiento, el
AcOEt. Esto es indicativo de una mayor sen-
sibilidad por parte de las especies a estos di-
solventes, si bien de forma selectiva, ya que
para el caso de MeOH y DMSO estos valores
son mayores que para la raíz. Es de resaltar
cómo el DMSO muestra los valores más al-
tos en todos los casos, lo cual al igual que en
el caso de raíz permite evaluar este paráme-
tro de forma mucho más simple, ya que no
se hace necesario un ensayo específico para
evaluar el efecto de las muestras en cada pa-
rámetro. De la comparación de los valores

de EC50 de los disolventes ensayados y de
sus efectos sobre tres parámetros de las tres
especies receptoras modelo, se puede con-
cluir que el disolvente más idóneo es el
DMSO, seguido del MeOH; y el menos ade-
cuado el AcOEt. La concentración de DMSO
empleada debe ser igual o inferior a 10
µL/mL para no reducir el desarrollo de las
poblaciones de plántulas durante el bioen-
sayos, que dificultaría las medidas e inter-
pretación de los datos así obtenidos.

Estudio de herbicidas comerciales

Las semillas de origen comercial sufren
pretratamientos que previenen contra la
contaminación de microorganismos duran-
te su almacenamiento lo cual puede provo-
car su insensibilidad a la actividad tanto
inhibidora como estimuladora de los pro-
ductos ensayados. Se comprueba de esta
manera la sensibilidad de las semillas co-
merciales de las variedades de especies agrí-
colas elegidas como modelo, mediante la uti-
lización de productos de actividad contras-
tada, como son los herbicidas, que permitan
evaluar la sensibilidad de las especies mo-
delo, y establecer una correlación entre la
actividad mostrada y el tipo de tratamiento
donde se aplican las formulaciones herbici-
das. Con el fin de simular las condiciones en
las que se aplican a nivel de campo, se pre-
paran diluciones que van desde 3 a los
80 mM. En este caso, solo se estudia como
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Longitud del tallo

Allium cepa

EC50 (% v/v) 0,65 0,66 2,55 0,03 2,55

r2 0,89 0,97 0,97 0,87 0,97

p 0,79 0,99 0,60 0,55 0,93

Lactuca sativa

EC50 (% v/v) 0,04 0,04 1,55 0,02 2,23

r2 0,94 0,94 0,99 0,97 0,96

p 0,5 0,51 0,78 0,65 0,74

Tabla 2 (Continuación)



variable los parámetros macroscópicos de
crecimiento (longitud del tallo y de la raíz).
De los resultados preliminares, solo a con-
centraciones menores a 1 mM se logra obte-
ner una relación entre la dosis u concentra-
ción de herbicida aplicado y la respuesta ob-
servada. Para concentraciones mayores se

observa un 100% de inhibición del creci-
miento para todos los herbicidas estudiados
(Datos no mostrados). Los resultados del es-
tudio del efecto de los diferentes herbicidas
ensayados se resumen en la figura 3 para
las especies Solanum esculentum, Raphanus
sativus, Allium cepa y Lactuca sativa. En el
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DENDOGRAMA DE LOS HERBICIDAS COMERCIALES

Allium cepa, Raphanus sativus, Lactuca sativa y Solanum esculentum
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Figura 3. Superior: Actividad fitotóxica de diferentes herbicidas comerciales frente a Allium cepa (cebo-
lla), Raphanus sativus (rábano) Lactuca sativa (lechuga) y Solanum esculentum (tomate). Inferior:
Análisis de agrupamiento o cluster de los herbicidas comerciales; en función de su actividad
fitotóxica en el desarrollo de las especies receptoras. Eje X representa similitud o distancia en-
tre grupos (Actividad).



caso de Solanum esculentum y Lactuca sati-
va, los herbicidas post emergentes (A, B, y
D), son los que muestran un 100% de inhibi-
ción del crecimiento del tallo y raíz a las con-
centraciones ensayadas. En términos gene-
rales, como era de esperar, todos los herbici-
das muestran un marcado efecto inhibidor
del crecimiento de las plantas selecciona-
das. Por otra parte, los herbicidas con mo-
dos de acción pre y post emergentes son me-
nos activos, e inlcuso en algunos casos,
como en Solanum esculentum y Lactuca sati-
va, muestran estimulación a las más bajas
concentraciones, comprobado para varios
herbicidas (9, 10).

Es posible recalcar, de forma general,
que para todas las especies, los efectos mos-
trados por los herbicidas de post-emergen-
cia no difieren de los mostrados por los her-
bicidas mixtos (pre y post emergentes). Así,
no es posible establecer mediante esta meto-
dología, un perfil característico que diferen-
cie a unos de otros. En cualquier caso, la
sensibilidad y viabilidad para el bionessayo
de las semillas comerciales de las especies
queda demostrada, tanto para efectos inhi-
bidores como estimuladores. Tomando en
consideración todas las especies evaluadas
y los parámetros medidos (longitud tallo y
radícula), se realizó un análisis Cluster con
el fin de observar cuales herbicidas se agru-
paban según los perfiles de actividad obser-
vados (figura 3). De este análisis, se estable-
cieron dos clasificaciones. Del agrupamien-
to encontrado, surgen dos clasificaciones.
Un primer grupo, denominado D1, lo repre-
sentan los herbicidas A, B y D, que coinci-
dencialmente son clasificados como post
emergentes, y son los que registraron el ma-
yor efecto fitotóxico (figura 3). Un segundo
grupo, denominado D2, incluyen a los herbi-
cidas catalogados como de funcion mixta, es
decir pre y post emergente, siendo la excep-
ción el herbicida Picloram (F, mostrado en
un óvalo en la figura 3). De estos dos grupos
obtenidos, es evidente que los herbicidas
post emergente son los que muestran la ma-
yor actividad, como es de suponer, teniendo

en cuenta que son herbicidas utilizados
para malas hierbas ya desarrolladas, nece-
sitando contacto para ejercer su acción.
Analizando los perfiles de actividad y el aná-
lisis de agrupamiento en la búsqueda de un
herbicida que funcione como control y con-
traste en el bioensayo, es evidente que aque-
llos herbicidas agrupados en D1, son des-
cartados por el fuerte efecto fitotóxico obser-
vado; los cuales, podran servir de compara-
ción con compuestos y/o extractos con pro-
piedades inhibidoras del crecimiento; todo
esto a los niveles de concentración usados.

Por otro lado, el grupo de herbicidas D2
(de acción mixta), puede ser dividido en dos
sub grupos (D2.1 y D2.2), donde el sub gru-
po D2.1 lo representa los herbicidas E y F
(Metribuzin y picloram respectivamente),
que son aquellos que mostraron los niveles
de actividad más bajos (figura 3). Estos
herbicidas mostraran un mayor efecto fito-
tóxico solo a concentraciones mayores a las
empleadas aquí, incluso llegando a niveles
de concentración mayores a aquellas usa-
das a nivel de campo, perdiendo su funcio-
nalidad para contrastar el potencial herbici-
da de extractos y compuestos naturales (9).
De esta manera, aquellos herbicidas agru-
pados en el sub grupo D2.2 (C y G), pueden
ser candidatos para su selección como pa-
trón de referencia en el diseño del bioensa-
yo. En la búsqueda de un criterio de selec-
ción de estos dos herbicidas para ser in-
cluidos en el protocolo final del bioensayo,
se calcularon los valores de EC50, usando
las especies modelos Lactuca sativa y
Raphanus sativus (tabla 3). A partir de los
valores de EC50 y los parámetros de valora-
ción del ajuste (r2 y p), no es posible discri-
minar entre los dos herbicidas para su uso
como control y contraste en el bioensayo,
pudiendose usar indistintamente cualquie-
ra de los dos, siendo el único criterio de elec-
ción el modo de acción a contrastar en los
extractos o productos a ensayar. Así, se se-
lecciona Glifosan 747, inhibidor principal-
mente del crecimiento de plantas, si el bio-
ensayo está dirigido a la búsqueda de com-
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puestos capaces de inhibir el crecimiento
como principal afectación, éste sería el her-
bicida de control y referencia interna. Si el
bioensayo está dirigido a la búsqueda de
compuestos que intervengan principalmen-
te ruta fotosíntética, el herbicida a usar
sería el Linuron (11). Esta comparación,
proporcionaría, de una manera indirecta,
indicios del modo de acción que pueda estar
ejerciendo un conjunto de metabolitos (ex-
tractos de origen vegetal) o un compuesto en
particular (metabolito secundario).

Aplicación del bioensayo
para la selección del tipo de material
vegetal en la búsqueda de compuestos
activos

En la figura 4 se muestran los perfiles
de actividad obtenidos para los extractos,
donde se incluye el herbicida Linuron como
patrón de referencia, que como es de espe-
rar, muestra mayor efecto fitotóxico que los
extractos estudiados. Sin embargo, es difícil
detectar mediante una simple inspección de
los perfiles de actividad, cuál de los extrac-
tos resulta más activo, siendo esta decisión
más fácil de tomar si se agrupan los datos de
crecimiento (longitud del tallo y de la raíz) de
todas las especies y concentraciones usa-

das, de la misma manera al realizado para la
selección del herbicida de referencia. En la
figura 4 se muestra el resultado de este aná-
lisis de agrupamiento, donde el herbicida
además de servir como referencia de compa-
ración y control en la reproducibilidad del
bioensayo, aquí es útil para dar una escala
de actividad en el agrupamiento. Así, se en-
cuentra que el extracto obtenido del material
senescente (no activo fotosintéticamente) es
el que muestra la más baja actividad fitotóxi-
ca, quizás por carecer de concentración sig-
nificativa de productos secundarios debido a
esta carencia de actividad fotosintética. Éste
se encuentra agrupado con el extracto acuo-
so, representando el grupo menos activo, de-
bido quizás al proceso de extracción con
agua, considerado poco agresivo y de bajo
poder extractor de fitotóxicos (12, 13).

El extracto vegetal y el exudado foliar,
agrupados en un segundo grupo, represen-
tan los extractos más activos, en la búsque-
da de las sustancias activas estos serian los
dos extractos a considerar en los siguientes
procesos de aislamiento, como su fracciona-
miento mediante cromatografía, extracción
líquido-líquido, extracción con fluido super-
crítico, entre otros. De esta manera, este
tipo de estudio permite la selección del ma-
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Tabla 3

Parámetros de la curva dosis-respuesta sigmoidal para los resultados de fitotoxicidad

de los herbicidas Linuron y Glifosan 747 frente a diferentes especies receptoras

Herbicida Tallo Raíz

Lactuca sativa Raphanus sativus Lactuca sativa Raphanus sativus

Glifosan 747

EC50 [mM] 0,04974 0,1361 0,0534 0,3308

r2 0,9941 0,9983 0,9810 0,9888

p 0,9000 0,9000 0,9000 1,000

Linuron

EC50 [mM] 0,0304 1,312 0,0897 0,3303

r2 0,9958 0,9980 0,9923 0,9953

p 0,9000 1,000 1,0000 1,000
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DENDOGRAMA SEGUN NATURALEZA DE EXTRACTO DE B. bartsiifolia

Allium cepa, Raphanus sativus, Lactuca sativa y Solanum esculentum
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Figura 4. Superior: Actividad fitotóxica de diferentes extracto de la parte aérea de Blakiella bartsiifolia

frente a Allium cepa, Raphanus sativus, Lactuca sativa y Solanum esculentum (tomate). Inferior:

Análisis de agrupamiento o cluster según la naturaleza del extracto de las partes aéreas de Bla-

kiella bartsiifolia. Eje X representa similitud o distancia entre grupos (Actividad).



terial vegetal a estudiar en cuanto a su cons-
titución metabólica secundaria, para la bús-
queda de compuestos fitotóxicos en Blakiel-
la bartsiifolia. Esta planta muestra como ca-
racterística resaltante, la presencia de trico-
mas de tipo glandulares en la superficie de
sus hojas y tallos, los cuales son citados
como reservorios importantes de metaboli-
tos secundarios (10), lo cual puede justificar
la actividad encontrada para este extracto.

Conclusión

Sensibilidad de las especies receptoras

Los datos indican que todas las espe-
cies receptoras modelo muestran altos nive-
les de germinación (> 80%), lo que permite
en efecto ser usadas para evaluar propieda-
des inhibitorias o estimuladoras de la ger-
minación de compuestos y/o extractos na-
turales. La longitud promedio encontrada
para la raíz y el tallo permite evaluar clara-
mente el efecto sobre el crecimiento de la
planta, siendo la Lactuca sativa L. (lechuga),
la especie que muestra mayor sensibilidad
debido a la sincronización de la germinación
y homogeneidad en el crecimiento; mientras
que Solanum esculentum L. resulta la espe-
cie más resistente al tratamiento, tanto en
herbicidas como en los extractos ensayados.
En conclusión, todas las especies evaluadas
muestran una sensibilidad adecuada para
que puedan ser empleadas en los análisis de
dosis-respuesta en el estudio de los efectos
inhibidores o estimuladores de compuestos
y extractos de origen vegetal, emergiendo
como la mas sensible Lactuca sativa L. Así
mismo, el bioensayo permite evaluar pará-
metros de las semillas, tales como vitalidad,
vigor de germinación y crecimiento de las
plántulas. Tambien, permite el estudio de la
efectividad de los herbicidas comerciales,
así como abordar estudios del efecto de mez-
clas de formulaciones, normalmente estu-
diadas para atacar varios modos de acción
de manera simultánea, especialmente para
enfrentar los fenómenos de resistencia de
las malas hierbas.

Efecto del disolvente

Del estudio de la optimización del
bioensayo se ha encontrado que los solven-
tes usados en los procesos de extracción del
material vegetal de compuestos secunda-
rios, pueden tener un efecto fitotóxico im-
portante, sobre todo, si en el extracto a en-
sayar permanecen cantidades de estos sol-
ventes, siendo el menos tóxico y propuesto
para disolver muestras de escasa solubili-
dad el DMSO.

El AcOEt, a pesar de que es frecuente-
mente utilizado como solvente extractor, re-
sultó el mas toxico en el presente estudio.

Selección del estándar interno

Del estudio comparativo de los siete
herbicidas estudiados, el Linuron (interfiere
en la fotosíntesis) y el Glifosam (interfiere en
el crecimiento y desarrollo), con actividad fi-
totóxica demostrada, resultan elegibles
para ser usados como patrones en la valida-
ción del método de bioensayo. Estos herbici-
das muestran actividad aun a muy bajas
concentraciones, lo que permite contrastar
el efecto fitotóxico de aleloquímicos, normal-
mente aislados en muy pequeñas cantida-
des, donde se hace necesario emplear bajas
concentraciones.

Aplicación del método

Se ha aplicado el bioensayo en el estu-
dio de diferentes extractos de partes aéreas
de Blakiella bartsiifolia, permitiendo dife-
renciar de manera clara, aquellos extractos
más activos, que en principio estan en con-
cordancia con la naturaleza quimica del ex-
tracto según su historia de obtención. De
igual manera, se propone el análisis de
agrupamiento o cluster, como una herra-
mienta estadística fundamental a imple-
mentar en el protocolo de bioensayo para la
selección de las fracciones y/o compuestos
más activos durante el procedimiento de
aislamiento biodirigido.
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