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Preambulo

La preocupacion socia por la elevada toxicidad y persistencia que presentan los
plaguicidas sintéticos que se utilizan para controlar |as plagas, malas hierbas y enfermedades
delos cultivos esta acrecentando € interés por la blsqueda de nuevas sustancias con menores
efectos adversos sobre el medio ambientey lasalud humana. EI empleo de plagui cidas basados
en compuestos naturales esta recibiendo una gran atencién y, dentro del amplio abanico de
compuestos natural es existentes, aquellos paralos que se han descrito propiedades a el opéticas
congtituyen unaimportante fuente de inspiracion parasu desarrollo. Pese asusventgjas, € uso
de compuestos aelopéticos como plaguicidas naturales presenta algunas limitaciones, entre
las que destacan ladificultad de trasladar € comportamiento observado para estos compuestos
en condiciones de laboratorio a condiciones reales de campo y la de predecir su eficaciabgo
escenarios agronomicos concretos de aplicacion. En gran medida, estas dificultades son
consecuencia de la escasa informacion de la que se dispone acerca de los factores que
gobiernan la biodisponibilidad y persistencia de los compuestos aelopéticos una vez que

alcanzan € suelo, como medio en € gue deben gercer su accion.

Lapresente Tesis Doctoral se planted con € objetivo de mejorar € conocimiento relativo
alos procesos de transferenciay transformacion que pueden sufrir en € suelo dos compuestos
representativos de importantes familias de a el opéticos, la hidroxicumarina escopoletina y el
monoterpeno pulegona. Dos aspectos especificos que se tuvieron en cuenta fueron € estudio
del posible comportamiento enantiosel ectivo para pulegona, por presentar un centro quiral en
su estructura, y € empleo de materiales adsorbentes en estrategias de estabilizacion de los

compuestos que pudieran llevar amegorar su eficacia como herbicidas naturales.

La memoria se presenta siguiendo & formato de compendio de publicaciones sobre la
base de los cuatros articulos publicados a partir de los resultados obtenidos en la Tesis
Doctoral. Los Capitulos I-1V incluyen unaintroduccion quejustificala unidad teméaticade los
articulos publicados, los objetivos planteados y un resumen global de los resultados
alcanzados. En e Capitulo V se recopilan las cuatro publicaciones resultantes del trabgjoy en
el Capitulo VI se establecen las conclusiones finales dd mismo.

Ademés de poner de manifiesto laimportanciade considerar € papel que € suelo puede
g ercer en labiodisponibilidad de los compuestos a el opaticos 'y, por tanto, en lafuncionalidad
de estos, los resultados de esta Tesis también identifican posibles estrategias dirigidas a
mejorar su actividad como atenativasfitosanitarias respetuosas con € medio ambiente, apartir

de superar algunas de las limitaciones que amenudo se asocian a su uso con dicha finalidad.
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I. Introduccién

|.1. Problematica del uso delos plaguicidas en la actualidad

Segunlas Naciones Unidas, € crecimiento delapoblacion mundia generardun aumento
de cas mil millones de personas en los proximos diez afios y de dos mil millones en los
proximos treinta (Fig. 1A). Debido a las diferencias econdmicas y sociales, € ritmo de
crecimiento variarade unaregion aotra. Africay Asia, por gemplo, abarcaran lamayor parte
del crecimiento poblaciona (Fig. 1B), por lo que desempefiarén un papel esencia en cuanto a

las dimensiones y la distribucion de la poblacion mundia en las décadas venideras.

A) B)

América del Norte

10.000 América del Sur
Europa 1.333 Africa
8.000 837 Asia

<000 Africa 147 [ América del Sur

79 América del Norte
4.000

i 18 Oceania
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Europa

0 Oceania
1950 2000 2050 2100

Figural: A) Evoluciény proyeccién futuradelapoblacion mundial por continentes (adaptacion
de AEPLA, 2019); B) Crecimiento esperado de la poblacion mundial por continentes en
términos absolutos (millones de personas) en € intervalo comprendido entre 2015 y 2050
(adaptacion de AEPLA, 2019).

La Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
estima que, para poder abastecer a los cas diez mil millones de personas que poblaran €
planetaen e afo 2050, se necesitara aumentar laproduccion de alimentos en un 70% (AEPLA,
2019). Este aumento sin precedentes de lademanda de alimentos anivel mundia vaa suponer
un gran reto parael sector agricola, ya que, teniendo en cuenta que la superficie de cultivo es
limitada, tendré& que al canzarse mayoritariamente através del crecimiento delaproductividad,
y no, como ha ocurrido en € pasado, a través de un aumento de la superficie de cultivo
(AEPLA, 2019). En este sentido, se prevé que Unicamente € 20% del aumento de la
produccion del futuro provendra del incremento de la tierra de cultivo, mientras que e 80%
restante tendra que conseguirse atravées de mejoras en laproductividad (FAO, 2019).
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Para aumentar la productividad de los cultivos y afrontar € crecimiento demografico, €
uso de productos fitosanitarios basados en plaguicidas sintéticos constituye una herramienta
fundamental. Existen estimaciones que indican que, sin € uso de estas sustancias, las pérdidas
en |las cosechas oscilarian entre un 32% para cereales 'y un 78% para frutas (Cai, 2008). Los
productos fitosanitarios, definidos como formulados de plaguicidas utilizados para proteger
los vegetalesy sus productos de organiSmos nocivos, contribuyen aaumentar [os rendimientos
en la agricultura y a asegurar una buena caidad de los aimentos (FAO & ITPS, 2017,
MITECO, 2019). Entre los diferentes tipos de plaguicidas existentes destacan los fungicidas,
insecticidas, herbicidas, molusquicidas, rodenticidas, nematicidas y reguladores del
crecimiento (MAPA, 2021).

Segun datos de la FAO (2019), d consumo mundia de plaguicidas por unidad de
superficie cultivada ha ido creciendo desde 1990, en € que & consumo medio fue de 1.55
kg/ha, hasta alcanzar los 2.69 kg/ha en 2019, 1o que supone un crecimiento del 43%. No
obstante, s se analizan los datos por continentes, se obtienen resultados muy dispares. Por
gemplo, Améica aumentd € empleo de plaguicidas por superficie cultivada un 56%,
alcanzando los 3.7 kg/ha en 2019, que es un valor muy superior alamedia mundial. Un caso
antagonistaes @ del continente africano, cuyo consumo en 2019 solo lleg6 alos 0.39 kg/ha
A nivel europeo, ha existido un aumento progresivo del consumo en los ultimos 30 afios,
aunque se haya estabilizado en la Ultima década en torno alos 1.66 kg/ha (Fig. 2). Espafia se
desmarcaligeramente de esta tendencia, pasando de emplear 1.96 kg/haen 1990 a 3.66 kg/ha
en 2019, lo que supone un crecimiento ddl 47% (Fig. 2). Este valor es muy superior a de
Europa (19%), pero muy cercano a las cifras mundiaes (46%). De las 75397 toneladas de
materias activas comercializadas en Espafia durante 2019, € grupo de los fungicidas y
bactericidas fue  mas empleado (44%), seguido por los herbicidas (23%), molusquicidas
(22%) y, mas de lgjos, por los insecticidas (11%) y reguladores del crecimiento (0.2%) (Fig.
3). Laimportancia de la agricultura en Espafia la sitia como € pais con mayor produccion y
diversidad agricola de la Unién Europea, colocando ala produccion primariacomo uno delos
sectores estratégicos de la economia, no solo por su propiaimportancia como sector, sino por
la relacion y € efecto que genera sobre sectores estrechamente vinculados, con los que,

conjuntamente, conforma unade las primeras industrias del pais.
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Figura 2: Uso de plaguicidas (kg) por superficie de cultivo (ha) en Europay Espafia desde 1990
hasta 2019 (adaptado de FAOSTAT, 2022).
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crecimiento 0.2 %
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Figura 3: Cantidades relativas de fitosanitarios comercializados por los titulares autorizados en

Espafia durante € afio 2019 paralos principal es grupos de sustancias activas (MAPA, 2021).

Aunque, desde su introduccion a mediados del siglo pasado, la importancia de los
plaguicidas sintéticos como herramientas para aumentar la productividad de los cultivos ha
sido incuestionable, su uso no ha estado exento de controversia, principal mente por |os riesgos
que la presencia de sus residuos en dimentos y compartimentos ambientales, como suelos,

aguas y sedimentos, puede entrafiar paralos seres humanos, animalesy € medio ambiente.
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Hay que sefidar que no existen muchos estudios de monitorizacion de residuos de
plaguicidas en suelos y no existen limites establ ecidos en lalegislacion europea para catal ogar
un suelo como contaminado por plaguicidas. A nivel internaciona, Silva et a. (2019)
demostraron la presencia generalizada de plaguicidas en 317 muestras de suelos agricolas de
toda la Unién Europea. En e estudio se demostr6 que més del 80% de |os suelos analizados
contenian residuos de plaguicidas, encontrandose residuos de un Unico compuesto en e 25%
de las muestras y residuos de dos 0 mas plaguicidas diferentes en el 58% de las mismas (Fig.
4).

Figura 4: Numero de residuos de plaguicidas encontrados por Silvaet d. (2019) en suelosdela
Unién Europea. Los diagramas representan la proporcion de muestras con 0, 1 o multiples
residuos (2-5, 6-10, >10). El tamafio de | os diagramas se corresponde con € nimero de muestras
analizadas (adaptado de Silva et al., 2019).

Recientemente, Pelos et a. (2021) estudiaron la presencia de plaguicidas de uso més
comun en suelos 'y en lombrices de tierra presentes en los mismos, considerando a estas como
organismos beneficiosos parala salud de los suelos y que no son objetivo de los plaguicidas
aplicados. En € estudio, analizaron 31 plaguicidas de distintas familias en 180 suelos de zonas
de cultivos en Francia. Lo que encontraron fue lapresenciade a menos uno de los plaguicidas
en todos los suelos analizados y en & 92% de las lombrices muestreadas (n= 155), no solo

procedentes de zonas directamente tratadas con los plaguicidas sino también de zonas no
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tratadas, como setos, pastizales y cereales de agricultura ecolégica. Detectaron también
mezclas de @ menos un insecticida, un herbiciday un fungicidaen un 90% de los suelosy en
el 54% de las lombrices, a niveles que podrian entrafiar riesgo de toxicidad cronica en estos
organismos beneficiosos. Los autores concluyeron que sus resultados podrian suponer
dteraciones de la biodiversidad, dificultad de recuperacion y efectos perjudicides en las
funciones de |os ecosi stemas estudiados.

A nivel nacional, existen varios trabajos de monitorizacion de plaguicidas que reflgjan
lapresencia de estas sustancias en suel os agricol as de nuestro pais. Plaza-Bolafios et al. (2012)
encontraron residuos de los insecticidas DDT y endosulfano en suelos de la provincia de
Almeriaaniveles similares alos encontrados por otros autores en suelos europeos. Pose-Juan
et a. (2015) detectaron residuos de los fungicidas metalaxil (11.5 pg/kg) v triadimenol (26.1
pg/kg), los herbicidas fluometuron (174.6 pg/kg) y terbutilazina (403.3 pg/kg) vy € insecticida
metoxifenozida (4.61 pg/kg) en suelos de La Rioja dedicados a cultivo de vifiedos. Masia et
a. (2015) identificaron al insecticida clorpirifés como € plaguicida presente con mayor
frecuencia y en mayor concentracion (65.3 pg/kg) en suelos de la cuenca del Turia. Otros
plaguicidas encontrados en € estudio fueron tiabendazol, imazalil, diazindn, piriproxifeno,

hexitiazox, carbofurano, isoproturdn, terbutilazinay terbumetona.

Las aguas superficiales y subterraneas son otros de los compartimentos ambientales
particularmente susceptibles a la contaminacidn por plaguicidas. Terrado et a. (2010), por
gemplo, evalud | as principal es fuentes de contaminacion por compuestos organi cos de suelos,
aguas y sedimentos de la cuencadd rio Ebro eidentificaron ala agriculturacomo la principal
fuente de contaminacion difusa para las aguas superficiales y subterrdneas. Hermosin et al.
(2013) llevaron a cabo una monitorizacion a largo plazo de las concentraciones de varios
herbicidas aplicados en € olivar y algunos de sus metabolitos més representativos en aguas
superficiales y subterraneas de Andalucia (Fig. 5). Encontraron gue las concentraciones
medias anuales en aguas superficiales de los compuestos que se analizaron estuvieron en
muchos casos por encima de los limites establecidos por la UE para e agua potable (0.1 pg/l
para plaguicidas individuales y 0.5 pg/l para € total de plaguicidas), aunque mostraron una
disminucion en su concentracion con € paso del tiempo. También observaron que las
concentraciones de los herbicidas en aguas subterraneas eran menores que en las aguas
superficiales y demostraron una relacion directa entre las concentraciones de los herbicidas

analizados y los procesos de escorrentia hacia aguas superficides y lixiviacion hacia aguas
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subterrneas asociados a los periodos de lluvias intensas acaecidas durante € estudio. La
concentracion de herbicidas encontrada en las aguas también guardd relacién con la
solubilidad, la vida media y la dosis empleada de los herbicidas aplicados a los cultivos de

olivar.

@® Aguas Subterraneas
u Aguas superficiales

Figura 5: Puntos de muestreo sel eccionados por Hermosin et a. (2013) parala monitorizacién

alargo plazo de herbicidas presentes en aguas superficiales y subterraneas de Andalucia.

La aplicacion repetida de los plaguicidas y su acumulacion en € suelo también
comprenden otros problemas como laresistenciagradua de plagasy sus consiguientes efectos
adversos en labiodiversidad (Villaverde et a., 2016) y las funciones propias del suelo (FAO
& ITPS, 2017; FAO, 2019). Por ggemplo, lacreciente dificultad parallevar a mercado nuevos
plaguicidas, con una media de 11 afios y un coste medio de unos 250 millones de euros
(AEPLA, 2019), ha generado la proliferacion de malas hierbas resistentes a los herbicidas
actuaes, lo que supone una importante limitacion en relacion a rendimiento de los cultivos
(Heap & Duke, 2018). LaFig. 6 muestrael aumento cronolgico en e nimero de especies de
mal as hierbas resistentes a herbicidas sintéticos por mecanismos de accion, observandose que
los herbicidas inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS), que incluyen las sulfonilureas,

imidazolinonas y triazolopirimidinas, son paralos que se conocen mas casos de resistenciaen
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laactuaidad. En Espaia podemos encontrar que el 31% de |os productos fitosanitarios en uso
tienen una antigliedad de més de 20 afios en & mercado, o que contribuye a la aparicion de
problemas de resistencia (AEPLA, 2019).

175 == Inhibidores ALS == Triazinas '.....‘
150 Bipiridales Dinitroanilinas o
a - . [
o == Inhibidores ACCasa == Auxinas .
9 125 Sintéticas o
P L]
% == Glicinas == Ureas, ..
Q i ol
o 100 Amidas P
© a8
[=] ..
1
o 75 ..
E ’
3 ®
Z 50 / ..“....,l‘
.D @
¢ .....00'.
25 / ’ ,\."-,w\r\"’""
0 m!?:*ww-“ ................
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020
Afos

Figura 6: Aumento cronolégico de las malas hierbas resistentes a herbicidas a nivel mundial
(adaptado de Heap, 2022).

La demanda socia de reducir los efectos perjudiciales que € uso de plaguicidas puede
causar sobre €l medio ambiente y la salud humana qued6 plasmada en |os objetivos europeos
marcados en “Horizonte 2020” para € periodo de 2018-2020 dentro del Reto Social 2, entre
los que seincluy6 € reducir la actual dependencia que muestra la agricultura respecto alos
plaguicidas sintéticos através de laintroduccion de estrategias y productos alternativos con
menores efectos adversos sobre organismos no objetivos, |os recursos naturales y e medio
ambiente (Union Europea, 2022a). Este objetivo sigue presente en € nuevo programa marco
de investigacion e innovacion de la Union Europea para € periodo 2021-2027, “Horizonte
Europa”, dentro de sus prioridades para una produccion primaria sostenible (Unién Europea,
2022b), demostrando que € interés por encontrar alternativas alos plaguicidas sintéticos, mas
respetuosas con & medio ambiente y la saud humana, sigue siendo una prioridad

internacional.

A nivel legidativo, la problemética relacionada con € uso de plaguicidas sintéticos en

la agricultura quedo reflgada en la aprobacion del reglamento (CE) No. 1107/2009 relativo a
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lacomercializacion de productos fitosanitarios (Comision Europea, 2009). Dicho Reglamento
entro en vigor en 2011, derogando las directivas 79/117/CEE y 91/414/CEE, con lafinalidad
de aumentar € nivel de proteccion sanitaria y medioambiental, contribuir a una mayor
proteccion de la produccion agricola 'y ampliar y consolidar e mercado Unico de productos
fitosanitarios. Esta y otras normativas complementarias han endurecido las condiciones de
autorizacion, comercializacion y aplicacion de los productos fitosanitarios, reduciendo el
nimero de plaguicidas sintéticos disponibles y estimulando € empleo de estrategias
alternativas paralaproteccion delos cultivos, asi como € uso de sustancias con menor riesgo.
Concretamente, el reglamento (CE) No 1107/2009 incentiva el registro de “sustancias de bagjo
riesgo” y de “sustancias basicas”, facilitando los tramites para su aprobacion y ampliando los
periodos de autorizacion respecto a aquellas sustancias que no cumplen los criterios para
clasificarlas como tales (Czgja et al., 2015; Villaverde et d., 2016).

En este contexto, en los Ultimos afios se ha intensificado la investigacion relacionada
con labusqueda de nuevas clases de compuestos que satisfagan lademanda de plaguicidas con
nuevos mecanismos Yy sitios de accion y bgo impacto sobre la salud humana y e medio
ambiente. Entre estos compuestos destacan |os producidos por organismos naturales, muchos
de los cua es presentan potencial para ser utilizados directamente como plaguicidas naturales
o como fuente de inspiracion parae desarrollo de nuevos plaguicidas sintéticos de bagjo riesgo
consistentes en versiones minimamente modificadas de sustancias naturales (Dayan & Duke,
2014; Sparks et a., 2017). Aunque existen evidencias de que | os primeros usos de compuestos
naturales como plaguicidas se remontan a tiempos muy antiguos, la presion por reducir los
efectos adversos asociados a empleo de plaguicidas sintéticos convencionales en la
agricultura, unida a un mayor conocimiento de los mecanismos y compuestos gue rigen las
interacciones entre organismos en la naturaeza, ha acrecentado € interés por explotar las
propiedades de este tipo de sustancias para la proteccion de los cultivos (Macias et al., 2007,
Belz, 2007; 1sman, 2008; Cantrell et al., 2012; Soltys et a., 2013). En & marco de la actual
legidlacion europea, muchas de estas sustancias podrian beneficiarse de las ventajas asociadas
a su posible designacion como ‘“‘sustancias de bajo riesgo” o “sustancias basicas”, lo que

supone un estimulo parasu registro y comercializacion (Czgaet al., 2015).
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I.2. Uso de compuestos alelopéaticos como plaguicidas natur ales
[.2.1. Compuestos natur ales parala proteccion de cultivos

Las restricciones legidativas introducidas desde 2011 respecto a la comercializacion y
el uso de productos fitosanitarios han provocado la retirada de un gran nimero de plaguicidas
sintéticos. Este hecho, unido a aumento de plagas resistentes a los plaguicidas actudesy a
interés socia por los denominados “productos ECO” (Czgjaet al., 2015), haprovocado que €l
mercado actua de fitosanitarios se esté encaminando haciala busqueda de nuevas sustancias
que cumplan con los requisitos de ser mas respetuosas con € medio ambiente y representar un
menor riesgo para la salud humana. En este contexto surge como posible solucion e uso de
plaguicidas naturales o bioplaguicidas, términos que hacen referencia a aguellos plaguicidas
consistentes en compuestos naturales u organismos vivos (Czgjaet d., 2015; Villaverdeet al.,
2016). Conviene destacar, no obstante, que, aunque € uso del término bioplaguicidahaido en
aumento en los Ultimos afios, no existe un consenso a nivel legidativo en cuanto a su
definicion. La USEPA, por gemplo, los define como aguellos plaguicidas derivados de
animaes, plantas, bacterias y algunos minerales, mientras que en la UE no existe una
definicidon especifica. En € contexto de la presente Tesis Doctord, € término plaguicida
natural hara referencia a aguellos plaguicidas basados en compuestos naturales, més que a

0rganismos Vivos.

La legidacion europea suele enmarcar a los plaguicidas naturales como sustancias
basi cas 0 de bgjo riesgo, paralas cual es no es necesario establecer niveles maximos deresiduos
en aimentos debido a que sus efectos perjudiciales para € consumidor se consideran
despreciables. Las sustancias que cumplen este requisito se recogen en € Anexo IV de
Reglamento (CE) N° 396/2005 del Parlamento Europeo y del Consegjo (Unidn Europea, 2005;
Czga et a., 2015). Se estima gue los riesgos toxicolOgicos asociados a los plaguicidas
naturales son, por 1o general, menores que los que representan | os pl agui ci das sintéticos debido
a que la mayoria de ellos poseen una elevada selectividad/especificidad y sus efectos sobre
organismos no diana son mucho menores. No obstante, € hecho de que una sustancia sea de
origen natura no le exime delaobligacion de pasar unaeval uaci 6n exhaustiva antes de aprobar
Su uso como plaguiciday de cata ogarlacomo sustancia de bgjo riesgo. No todas|as sustancias
naturales son inocuas paralos seres humanos y e medio ambiente y, de hecho, algunos de los
compuestos con unamayor toxicidad en mamiferos, como la aflatoxina o la palitoxina, son de
origen natura (Sparks & Duke, 2021).

11
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A pesar de que los plaguicidas natural es todavia representan un porcentgje menor en €
mercado que los plaguicidas convencionales (Robin & Marchand, 2019; Sparks & Duke,
2021) (Fig. 7), su tasa de crecimiento anual supera € de los plaguicidas sintéticos y su
desarrollo esté en plena expansion. Como gemplo, laFig. 8 muestralos nuevos ingredientes
activos registrados por la USEPA entre los afios 1997 y 2010 en funcion de su origen. Se
observaque e 36% delas nuevas sustancias registradas son compuestos naturales. Les siguen
los plaguicidas de origen sintético con un 31%, los de origen biol6gico (organismos vivos o
grandes biomoléculas producidos por los mismos) con un 27% y finalmente los plaguicidas
sintéicos pero derivados de compuestos naturales, con un 6%. La suma de las nuevas
sustancias registradas basadas en compuestos naturales y de origen bioldgico representan un
63% dédl total, o que pone de manifiesto laimportanciaque esta recibiendo en los Ultimos afios
el desarrollo de este tipo de sustancias (Cantrell et a., 2012).
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Figura 7: Mercado de plaguicidas consistentes en compuestos sintéticos y naturaes: moléculas
sintéticas (MS), equivaentes sintéticos de productos naturales (ESPN), mimicos de productos
naturales (MPN), derivados de productos naturales (DPN) y productos naturales (PN) (datos de
2014, segun Sparks & Duke, 2021). No se incluyen los plaguicidas de origen biol égico.
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Nuevos Ingredientes Activos

M Productos Sintéticos
Bioldgicos
® Productos Naturales

m Derivados naturales
sintéticos

Figura 8: Nuevos ingredientes activos de plaguicidas registrados por la USEPA desde 1997 a
2010 en funcion de su origen (adaptado de Cantrell et al., 2012).

[.2.2. Alelopatia

En los ecosistemas naturales y agricolas, muchos metabolitos secundarios liberados por
plantas, microorganismos, virus y hongos pueden afectar positiva o negativamente a
crecimiento y desarrollo de organismos vecinos a través de fendmeno conocido como
alelopatia (Molisch, 1937; Rice, 1984; IAS, 1996). Aunque se trata de un fendmeno ya
descrito desde tiempos remotos por autores como Teofrasto (371-287 a.C.) o Plinio “el Viejo”
(ca 23-79d.C.), & concepto actual de alel opatia se ha desarrollado araiz de laintensificacion
de su estudio a partir de los afios setenta y de su mejor compresion a partir de mediados los
noventa, cuando comenzaron a estar disponibles técnicas avanzadas para la extraccion,
purificacion, caracterizacion estructural y estudio de la bioactividad de compuestos organicos
(Weston, 2005).

Aungue iniciadmente la alel opatia despertd interés como un proceso ecol 6gico natural
basico determinante de la abundancia y distribucion de especies vegetales y de las
interacciones entre cultivos y otras plantas (Cheng & Cheng, 2015; Macias et a., 2019;

Bachheti et d., 2019), hoy en diatambién estarecibiendo una gran atencion por la posibilidad

13
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deusarlaen € dmbito aplicado del mangjo de plagas (Maciaset ., 2019; Lorenzo et ., 2020).
En este sentido, una de sus aplicaciones mas prometedoras recae en e descubrimiento de
compuestos aelopéticos que puedan actuar como plaguicidas naturales y reemplazar a los
analogos sintéeticos (Fig. 9). Un aspecto que favorece esta aplicacion es la continua mejora de
lainstrumentacion dirigida alaidentificacion de compuestos quimicos en matrices complejas
y que ha reducido € tiempo y los esfuerzos necesarios para aislar compuestos bioactivos,
disparando en los ultimos afios € nimero de nuevas moléculas propuestas como posibles
agentes alelopaticos y, por consiguiente, como potenciales plaguicidas naturales (Duke et .,
2002; de Albuguerque et al., 2011).

Bioensayos

Modos de
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Extracciony
Purificacién
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alelopatica

Proceso
Industrial

Figura 9: Procedimiento para producir un bioplaguicida comercializable (adaptacion de Scavo
& Mauromicale, 2021).

Ademas de su uso como materias activas (inalteradas o levemente modificadas), 10s
compuestos al el opéticos también pueden utilizarse parala proteccion de los cultivos a través
de su liberacion a partir de plantas alelopéticas o de la adicién a suelo de residuos de estas
(Cheng & Cheng, 2015). Se considera que estas aplicaciones podrian permitir, en un contexto
de control integrado de plagas, reducir las grandes cantidades de plaguicidas sintéticos
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convencionaes que se utilizan actualmente en la agricultura y, con €lo, los efectos adversos
relacionados con la elevada toxicidad y desarrollos de resistencias asociadas a los mismos
(Duke et d., 2002; de Albuquerque, 2011). El fendmeno de la alelopatia se puede explotar en
distintos sistemas de cultivo, pero sus efectos pueden jugar un papel particularmente
beneficioso en la agricultura ecolOgica y de conservacion, donde € control de plagas resulta
més problematico (Scavo & Mauromicale, 2021). A continuacidn, se describen brevemente
las principales formas de aprovechamiento de la aelopatia basadas en la liberacion “in situ”

de agentes alelopaticos, |as cuaes han sido recientemente revisadas por Jabran et a. (2015):

Establecimiento de cultivos alelopaticos: En los Ultimos afios se viene consensuando
que para que un cultivo sea considerado como alelopético ha de cumplir las siguientes
caracteristicas: i) afectar alavegetacion asu arededor, ii) afectar a crecimiento del mismo u
otros cultivos que se establezcan de forma sucesiva, iii) causar problemas de fatiga o
agotamiento del suelo y iv) sintetizar y liberar compuestos aelopaticos bioactivos
responsables de los efectos anteriores (Scavo & Mauromicale, 2021). En la actuaidad se
conocen un gran nimero de especies de plantas que poseen propiedades a el opaticas. Aungue
lamayoriade ellas son malas hierbas, también se han identificado cultivos herbaceos y | efiosos
con efectos aelopéticos tanto en otros cultivos como en malas hierbas. La mayoria de los
cultivos aeopdticos que se conocen pertenecen a las familias Asteraceae, Poaceae,
Brassicaceae y Fabaceae (Scavo & Mauromicale, 2021). En algunas regiones del mundo ya
se estd considerando la capacidad al el opatica supresora de malas hierbas y otras plagas como
una caracteristica importante a la hora de seleccionar una variedad de cultivo determinada
(Kong et al., 2011; Worthington & Reberg-Horton, 2013).

Rotacion de cultivos: Plantar diferentes cultivos de formasecuencia en e mismo terreno
es una estrategia agricola tradicional que puede conllevar beneficios relacionados con €
control de plagas, reduccion de problemas de agotamiento del suelo, reduccion del lixiviado
de nutrientes, etc. A través de la liberacion de agentes a el opéticos por un cultivo previo, la
rotacién de cultivos per se puede disminuir la proliferacion de maas hierbas en @ cultivo
posterior y su uso combinado con otras estrategias de control de plagas puedefavorecer incluso
mas dicho control (Garrison et ., 2014; Jabran et a., 2015). De acuerdo con Baker & Mohler
(2015), larotacion de cultivos fue uno de los métodos méas empleados por los agricultores de
Nueva Y ork para controlar las malas hierbas en cultivos ecol 0gi cos.
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I nter calacion de cultivos: Este método consiste en cultivar simulténeamente dos cultivos
compatibles con e objetivo de conseguir mayores rendimientos tanto en produccién como
econdmicos. La intercalacion de cultivos conlleva una mejora de la eficiencia en e uso de
recursos, tales como la extension de tierra, nutrientes, agua y luz (Jabran et a., 2015), pero
ademés se puede usar como un método respetuoso con € medioambiente para el control de
malas hierbas a través de un aprovechamiento de los procesos aelopaticos (Makoi &
Ndakidemi, 2012). Un gemplo lo encontramos en Saudy (2015), que observd como €
intercalado de maiz con a ubias ayudd adisminuir laincidenciade malas hierbas [ Echinochloa
colona (L.) Link., Portulaca oleracea L., Chorchorus olitorius L., y Dactyloctenium
aegyptium (L.) Willd.], aproximadamente en un 50%, aparte de mejorar la eficiencia del uso

delatiera

Cultivos de cobertura: Los cultivos de cobertura se implantan con la intencién de
mantener |a sostenibilidad de un agro-ecosistema. Tienen numerosas ventgjas, como mejorar
lafertilidad y calidad de los suelos y disminuir € nimero de malas hierbas y patdgenos de
plantas (Jabran et a., 2015). Algunos sistemas de cultivo, principalmente los organicos,
dependen en gran parte de cultivos de cobertura para € control de las malas hierbas (Mirsky
eta., 2013). Altieri et al. (2011) observaron un efecto beneficioso de los cultivos de cobertura
en la produccion y control de malas hierbas en sistemas ecolégicos a través de una
combinaciéon de efectos fisicos, alelopaticos y sobre la calidad genera del suelo. Se ha
observado que, parad control de malas hierbas, € establecimiento de una mezcla de varios
cultivos de cobertura puede resultar mas efectivo que € establecimiento de un Unico cultivo
individual, por producir una mayor variedad de compuestos a €l opéti cos que pueden actuar de
formasinérgica (Jabran et d., 2015).

Empleo de restos vegetales como abonos verdes: La incorporacion a suelo de restos
vegetales procedentes de plantas aelopéticas ha demostrado ser una estrategia que puede
disminuir e nimero de malas hierbas através delaliberacion de compuestos a €l opéticos que
tiene lugar durante la descomposicion de los restos vegetales (Jabran et al., 2015). Dhima et
al. (2006), por gemplo, observaron que la aplicacion de restos de cebada a un cultivo de maiz
redujo laincidenciade S verticillata y E. cruz-galli hasta en un 80% alavez que aument6 €
rendimiento del cultivo en un 45%. Al igua que en e caso de los cultivos de cobertura, la

aplicacion simultanea de restos vegetal es procedentes de diversas plantas al el opaticas puede
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mejorar € control de malas hierbas através de un efecto sinérgico delos compuestos liberados
(Khaliq et d., 2010).

[.2.3. Clasificacion delos compuestos alel opéticos

Hasta la fecha, se han caracterizado muchos compuestos alelopéticos con diferente
estructura quimicay actividad bioldgica. La primera clasificacion se realiz6 basdndose en su
origen biosintético e incluye a los compuestos a elopaticos més citados, siendo por tanto la
clasificacion més empleada (Macias et a., 2007). A continuacion, se describen las principales

familias de compuestos al el opéticos seguin esta clasificacion.

[.2.3.1. Compuestos fendlicos

Constituyen un amplio grupo de compuestos aelopéticos con distintos grados de
complgjidad estructural, destacando los compuestos fendlicos simples, los flavonoides, las
cumarinas y las quinonas. Recientemente, también se han incluido en este grupo distintos
compuestos aromaticos derivados de liquenes, como los dépsidos y depsidonas (Macias et al.,
2007).

Compuestos fendlicos simples: Estos compuestos se caracterizan por su diversidad

estructural y variabilidad intraespecifica. Generalmente, son sintetizados en plantas por lavia
de las pentosas fosfato a través de la ruta del acido shikimico. Las principales funciones de
estos compuestos en las plantas son la de atraccion de polinizadores y proteccion frente a
herbivoros (Li et al., 2010), habiéndose también descrito para ellos tanto actividad herbicida
como fungicida (Sobolev et a., 2006; Santana et a., 2009). De manera generdl, |os estudios
defitotoxicidad de compuestos fendlicos simples se han centrado en ensayos con compuestos
previamente conocidos y especies estdndar, donde la especie Lactuca sativa ha sido la méas
utilizada. Los fragmentos de acetofenona tales como la 4-hidroxiacetofenona y la 2,4-
dihidroxiacetofenona parecen contribuir de forma significativa ala actividad de los fenoles,
aunque e esqueleto fendlico no es el unico fragmento responsable delaactividad, tal y como
describen Yang et a. (2016) a evidenciar la mayor toxicidad de S-(+)-isosclerona

comparado con (—)-regiolona.

De acuerdo con Macias et d. (2019), el potencial de los compuestos fendlicos simples
para el control de malas hierbas ha sido sobreestimado por |os investigadores. Esto se debe a
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gue, por su estructura smple y facilidad de andlisis (Fig. 10), las investigaciones se han
centrado en dlos, abandonando otros productos naturales que requieren una deteccion més
complga(Macias et d., 2019).

OH

COOH HO COOH /o N _-000H
HO HO
OH
Acido Salicilico Acido Galico Acido Ferulico

Figura 10: Algunos g emplos de compuestos fendlicos simples.

Flavonoides: El término flavonoide se usa para describir una amplia coleccion de
productos naturales que poseen un esgueleto C6-C3-C6, 0 més especificamente, una funcién
defenilbenzopirano (Weston & Mathesius, 2013). Normalmente, se presentan en lanaturaleza
como glicdsidos solubles en agua que se acumulan en las vacuolas de las cé ulas vegetales. En
las plantas, sirven como pigmentos para atragr a organismos polinizadores y actGan como
defensa quimica contra insectos y microorganismos patégenos (Tsao & McCallum, 2010).
Algunos flavonoides son beneficiosos para la salud humana, como los derivados glicosidicos
de la quercetinay e kaempferol (Fig. 11), que tienen propiedades antioxidantes (Chludil et
al., 2008; Tsao & McCalum, 2010).

Los flavonoides han sido ampliamente estudiados, mostrando un gran potencial como
posibles herbicidas. Su actividad resulta comparable ala de otros compuestos naturales como
los terpenoides, pero tienen la ventgja estructural que les proporciona e encontrarse en forma
de glicosidos, lo que contribuye a aumentar su solubilidad en agua (Calle et d., 2016). Entre
sus limitaciones més importantes se encuentra su elevada reactividad en € suelo, donde con
facilidad sufren reacciones de oxidacion, reduccion, hidrélisisy acetilacion que pueden reducir

considerablemente su bioactividad.
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Figura 11: Ejemplos representativos de la familia de | os flavonoi des.

Cumarinas: Las cumarinas congtituyen un grupo importante de compuestos al el opéti cos
de la familia de los polifenoles (Niro et a., 2016; Red et a., 2019). Estan ampliamente
distribuidas en las Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae y Fabaceae y para ellas se han descrito
propiedades relacionadas con su actividad herbicida, fungicida, insecticida, antibacteriana 'y
nematicida (Razavi, 2011; Goveaet a., 2020). Pan et al. (2015) examinaron varias cumarinas
pararelacionar su fitotoxicidad con su estructuray |legaron ala conclusion de que lapresencia
de un grupo hidroxilo en posicién C7 contribuia significativamente a la bioactividad de las
moléculas. En un estudio posterior, encontraron que la modificacion del grupo hidroxilo en
C7 de la 7-hidroxicumarina disminuia su fitotoxicidad y, sin embargo, mejoraba la actividad
antifingicadel compuesto (Pan et d., 2017). EI mecanismo fitotdxico dela 7-hidroxicumarina
pareciaimplicar una via de regulacién mediada por especies reactivas de oxigeno (ROS) y la

inhibicion delafotosintesis.

Los 7-hidroxiderivados, 7-hidroxicumarina (umbeliferona), 6,7-dihidroxicumarina
(esculeting) y 7-hidroxi-6-metoxicumarina (escopol etina), son las cumarinas mas abundantes
en lanaturaleza (Jain & Joshi, 2012) (Fig. 12). La escopoletina, descrita por Robinson (1963)
como la cumarina mas comun en plantas superiores, se ha encontrado en muchas especies de
plantas mono y dicotileddneas, asi como en larizosfera de los suelos (Winkler, 1967; Grafia

eta., 2017; Liu et a., 2018). Ademés de ser liberadaalarizosferaen respuestaalalimitacion
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de Fe (Clemens & Weber, 2016; Stringlis et a., 2019), también se ha sugerido su actividad
aelopética (Baghestani et al., 1999; Serghini et al., 2001; Ferndndez-Aparicio et a., 2013; Liu
et a., 2018; Ghimire et a., 2019). Grafa et a. (2017), por gemplo, demostraron que la
escopoletina inducia fuertes efectos fitotdxicos en plantulas de Arabidopsis thaliana con una
concentracion inhibidora media (ICsg) inferior a 50 uM (9.6 mg/l). La escopoletina
comprometio el desarrollo de las raices d interferir en € ensamblge de los microtibulos y
provocar la despolarizacion de la membrana mitocondrial y, en Ultima instancia, la muerte
celular, de manera similar alos herbicidas auxinicos, como e MCPA. Fernandez-Aparicio et
al. (2013) observaron un | Csp de escopol etinaparael crecimiento radicular delaplantaparasita
Orobanche crenata de 11 mg/l, produciéndose un oscurecimiento de las células radiculares
por necrosis que fue perceptible a concentraciones > 7 mg/l. Estos resultados corroboraron
estudios anteriores en los que se habian encontrado efectos inhibitorios de la escopoletina en
diferentes cultivos y sobre distintas especies de malas hierbas (Einhellig et a., 1970; Fay &
Duke, 1977; Baghestani et a., 1999).

X
0 0
Cumarina
HO /O
HO 0] ]
HO 0 o HO o) o)
Umbeliferona Esculetina Escopoletina

Figura 12: Cumarinay tres de las 7-hidroxicumarinas més abundantes.

Quinonas. Aunque estrictamente no son compuestos fendlicos, |as quinonas a menudo
se incluyen en este grupo por presentar cierta similitud estructural con los mismos. Las
guinonas representan un grupo importante de compuestos a el opéticos principa mente debido
a dos compuestos, lajuglonay la sorgoleona (Fig. 13). Lajuglona fue € primer compuesto
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parael que se verifico actividad a el opética, mientras que la sorgoleona, principa responsable
de la actividad aelopética del sorgo, es uno de los compuestos a el opéticos mas estudiados,
habiéndose establecido tanto su ruta biosintética como los modos de accion responsables de
su fitotoxicidad (Dayan et a., 2003, 2010). Li et a. (1993) propusieron, como mecanismo de
accion paralajuglona, lainhibicion del consumo de oxigeno y su reactividad con los grupos
tioles de la cisteina, glutation y abumina, demostrando una reduccién de grupos SH en
plantulas de cebada y alubia. La sorgoleona, por su parte, demostro ser fitotoxica a
concentraciones en e rango micromolar através de un mecanismo deinhibicion del transporte
deelectronesenlafotosintesis, similar a establecido parae herbicidasintético diurén (Nimbal
etd., 1997).

CH (@]

Sorgoleona Juglona

Figura 13: Estructura de las quinonas sorgoleonay juglona.

1.2.3.2. Terpenoides

Los terpenoides son metabolitos secundarios presentes en multiples organismos y
presentan un amplio abanico estructural y de actividad biolégica. Su fuerte actividad
aeopética, unidaal avance en lainstrumentacion y metodologia parasu andisisy sintesis, ha
despertado € interés en su desarrollo como posibles bioplaguicidas. Dentro de este grupo

podemaos encontrar monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenosy esteroides.

Monoter penos: Los monoterpenos son hidrocarburos insaturados constituidos por diez
a&omos de carbono derivados de la union de dos unidades de isopreno (Fig. 14). Conforman
uno de los grupos méas amplios e importantes de metabolitos secundarios dentro de los
congtituyentes vol&tiles de los aceites esenciaes de flores y plantas arométicas (Chaimovitsh

et a., 2017). Son particularmente abundantes en familias como Pinaceae y Umbdlliferae
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(Abrahim et a., 2000), pero también estan presentes en otras plantas superiores y en algas
(Amara & Knowles, 1998). Se han descrito como responsables de las interacciones
alel opaticas en algunas comunidades vegeta es (Grana et d ., 2013) y funcionan como defensa
guimica contra insectos, hongos patdgenos y herbivoros, fragancias atractivas para los
polinizadores (Abrahim et a., 2000) y como fitotoxinas para otras plantas (Weidenhamer et
al., 1993). Tamhién se ha observado su actividad antimicrobiana contra ciertas bacterias
(Amara & Knowles, 1998).

Monoterpenos no oxigenados Monoterpenos oxigenados
OH : o
*O/ 7@\ o
Limoneno o- Pineno Carvacrol Pulegona Carvona

C*= carbono asimétrico

Figura 14: Algunos monoterpenos oxigenadosy no oxigenados.

Las relaciones entre estructura y actividad de los monoterpenos no se conocen en
profundidad. Lainformacién existente indica que parecen actuar sobre €l aparato fotosintético
produciendo altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), dafios en los complgos
antena, degradacién de pigmentos debido a la peroxidacion de lipidos y disminucion de la
eficaciadel fotosistemall y del transporte de €l ectrones. Sin embargo, no se han descrito sitios
de accidén especificos de forma inequivoca (Araniti et a., 2017; Macias et al., 2019). En un
trabagjo reciente sobre |os modos de accion de (+)-limoneno y (+)-citronela, Chaimovitsh et
a. (2017) sefialan una ateracion enantioselectiva en € ensamblgje de microtubulos, en la
funcionalidad de la F-actina (estructura responsable de la formacién de microfilamentos
proteicos necesarios para € citoesqueleto celular) y en la integridad de la membrana,
demostrando la actividad enantioespecifica de estos compuestos. También se ha observado
gue los monoterpenos que contienen oxigeno en su estructura suelen presentar una mayor
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actividad fitotoxica que los monoterpenos hidrocarbonados, |0 que podria estar relacionado
con & hecho de que su mayor solubilidad en agua podria facilitar su absorcién por las plantas
(Weidenhamer et a., 1993; Chaimovitsh et a., 2017).

Sesquiterpenos: Setrata de terpenoides con 15 atomos de carbono que también abundan
en los aceites esenciaes y poseen un rango muy amplio de propiedades biol égicas, como, por
gemplo, actividad antibacteriana, antifungicida e inhibidora del apetito de insectos u otros
animaes. En las plantas presentan un papel defensivo (Maciaset a., 2009).

El subgrupo de sesquiterpenos formado por las lactonas sesquiterpénicas ha mostrado
resultados particularmente prometedores como posibles herbicidas naturales. Macias et a.
(2012) sintetizaron varias lactonas sesquiterpénica a través de un proceso fotoquimico de
elevado rendimiento y evaluaron su actividad fitotoxicafrente alas especies estandar Lepidium
sativum, Allium cepa, Lactuca sativa y Lycopersicum esculentum. La seco-guaianolida 1,10-
dioxo-1,10-desoxi-1,10-seco-gorgonolida (Fig. 15) mostr6é una elevada actividad inhibiendo
lagerminacion y/o e crecimiento delaraiz y € tallo de las especies ensayadas, |legando a ser
incluso més fitotdxica que € herbicida sintético triasulfuron (Ortet et al., 2008; Macias et al.,
2012).

1,10-dioxo-1,10-desoxi-1,10-seco-gorgonolida

o o]

Deshidrozaluzanina C Artemisinina

Figura 15: Ejemplos de lactonas sesquiterpénicas.
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El mecanismo de accidén de las lactonas sesquiterpénicas parece estar relacionado con la
induccién de apoptosis, aunque también presentan actividad sobre importantes enzimas con
grupos sulfhidrilo (Huang et a., 2010). Algunas lactonas sesquiterpénicas afectan a la
membrana celular. Este es € caso de la deshidrozaluzanina C (Fig. 15), cuyo efecto a una
concentracion de 50 UM fueincluso més pronunciado que el del herbicidasintético acifluorfen,
gue presenta un mecanismo de accion similar (Gaindo et a., 1999).

Las principaes limitaciones que presentan los sesquiterpenos para su USO COMO
herbicidas naturales son la dificultad de obtenerlos en grandes cantidades y su escasa
biodisponibilidad en € suelo. Las lactonas sesquiterpénicas, por gemplo, a menudo exhiben
unafuerte actividad herbicida en € laboratorio, pero funcionan mal en el campo debido aque
presentan vidas medias muy bgjas. Este fue € caso de la artemisinina (Fig. 15) que, aplicada
adosis superiores a1 kg/ha, no consiguio proporcionar un control adecuado de malas hierbas
(Duke et d., 2000).

Diterpenos, triterpenos y esteroides: Los diterpenos y triterpenos son terpenoides de 20

y 30 atomos de carbono, respectivamente. Lamayoria se encuentran en lanaturalezaen forma
ciclica, los diterpenos en forma polioxigenada y los triterpenos formando sistemas de 1 a5
anillos presentes fundamentalmente en las mitocondrias, microsomas y cloroplastos de las
células (Cheng et d., 2010). Su principal funcion en las plantas es la de proteccion contra
insectos, hongos y bacterias (Heftmann, 1975; Nes & Heftmann, 1981). Ademas, los
triterpenos ciclicos pueden dar lugar a esteroides y saponinas, que también tienen importantes

funciones biol ogicas.

Entre los diterpenos més estudiados destacan las momilactonas (Fig. 16), importantes
compuestos alelopéticos producidos por Oryza sativa (Kato-Noguchi & Peters, 2013). En €
caso delostriterpenos, a gunos autores se han centrado en la actividad de sus derivados acidos,
por presentar mayor actividad que los propios triterpenos frente a especies monocotileddneas
(Wang et a., 2014). Uno de los principal es problemas asociados alos triterpenos y esteroides
es su posible autotoxicidad sobre € cultivo de origen, favorecida por una el evada estabilidad
y bajasolubilidad en agua del compuesto, que facilitan su retencién y acumulacion en e suelo.
Por gemplo, € esterol ergosta-5-en-3-ol (Fig. 16) causd una reduccién en la longitud de la
radicula y tallo propios de plantas de tabaco (Ren et a., 2015). A pesar de que existen
numMerosos estudios sobre estos compuestos, la limitada actividad que presentan unida a su
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complgidad estructural y, por tanto, a su dificultad de obtencién y andlisis, reducen su
potencial como bioherbicidas (Macias et d., 2019).

Momilactona A

GleO

Ergosta-5-en-3-ol Saponina esteroidea

Figura 16: Ejemplos de diterpenos (momilactonas A y B), esteroide (ergosta-5-en-3-ol) y

saponina esteroidea con cadena glucosidica en C-3.

1.2.3.3. Compuestos alel opaticos con atomosde N

Entre los compuestos al el opéti cos que contienen uno o varios &omos de nitrégeno en su
estructura, los acaoides, con a menos un &omo de N con caréacter bésico, congtituyen
grupo mas importante (Fig. 17). Lamayoria de los acaloides son derivados de aminoacidos,
pero también pueden ser biosintetizados a partir de terpenoides, como en € caso de los
alcaoides esteroides, o por lavia de los policétidos (Seupel et a., 2018; Ye et a., 2018), en
cada caso usando un mecanismo distinto para incorporar € aomo de nitrégeno (Hotti &
Rischer, 2017; Chen et al., 2018; Livshultz et d., 2018).

Cuando € alcaloide posee una cadena alifética, como es d caso de la sarmentina (Fig.

17), sumodo de accion suele ser similar a de los &cidos grasos de cadena media, afectando a
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lamembranacelular y causando peroxidacion. No obstante, para sarmentina se han propuesto
mecanismos de accion adicionales como la inhibicion del fotosistemal ll, @ competir con la
plastoquinona por sus sitios de unién (Dayan et a., 2015). Sin embargo, los mayores dafios
citotoxicos ocasionados por |os acaloides se dan sobre el ADN y ARN y enzimas asociadas,
tales como | as telomerasas, polimerasas o topoisomerasas (Sgjitha et a., 2018; Filippinet d.,
2018). Entrelos al cal oides con mayor potencial como herbicidas naturales, |os glucosinolatos,

presentes en las Brassicaceae, constituyen uno de |os grupos mas importantes.

i NH;
O e

HO COOH
Sarmentina m-tirosina
/ (o] o]
N
/
HO N NH,
Hordenina APO

C*= carbono asimétrico

Figura 17: Algunos alcaloides con propiedades al el opéticas.

|.2.4. Ventajasy limitaciones del uso de compuestos alelopaticos como plaguicidas

naturales

Utilizar compuestos con actividad a elopética como plaguicidas naturales presenta una
seriedeventgjas, pero también ciertas limitaciones que deben tenerse en cuentaen € desarrollo
e implementacién de estas sustancias como aternativa eficaz para e manegjo de plagas (Tabla
).

Las principales ventgas de los compuestos a el opéticos como plaguicidas naturales se

asocian a su composicion quimica. Al contrario que en € caso de los plaguicidas sintéticos,
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los compuestos alelopéticos se caracterizan por presentar un ato contenido en oxigeno y
nitréogeno y un bajo contenido en haldgenos (F, Cl, Br) y en anillos “no naturales” (Dayan et
al., 2009; Soltys et a., 2013). Estas caracteristicas favorecen la percepcion de que la mayoria
delos productos natural es son toxicol 6gicay ambientalmente benignos (Dayan et ., 2012) v,
ademés, contribuyen a hacerlos biodegradables, reduciendo su vida media en € medio
ambiente. Su bagja persistencia constituye una de las propiedades més atractivas ala hora de
emplearlos. Larépida degradacion por parte de los microorganismos reduce | os problemas de
contaminacion, previniendo su llegada a aguas superficiades y subterrdneas y reduciendo los
residuos en € suelo y en alimentos. Todo ello disminuye los riesgos ecotoxicol égicos y para
lasalud humana respecto alos plaguicidas sintéticos tradicionaes (Villaverde et d., 2016). A
raiz de estas caracteristicas, los organismos reguladores tienden a facilitar el registro de estas
sustancias como “sustancias basicas” o “de bajo riesgo”, |0 que supone un estimulo para su

comercializacion (Union Europea, 2017).

Tablal. Principales ventgjas e inconvenientes del uso de compuestos al €l opéticos como

plaguicidas naturales.

I Ventajas |

e Perfil toxicolégico y ambiental.

*Nuevos mecanismos de accion.

eLas nuevas técnicas hacen mas simple su analisis.
*Buena aceptacion publica.

eFacilidad en su registro.

[ Inconvenientes ]

eEstructuras complejas que pueden encarecer la sintesis.
*Pueden tener propiedades fisicoquimicas inadecuadas.

*Su investigacion y/o su fuente pueden tener un gran coste.

*Su vida media en el medioambiente puede ser demasiado corta.
*El publico espera que su uso sea en bajas dosis.

Una ventgja adiciona de los compuestos alel opaticos la constituye la variabilidad que
suelen presentar en cuanto alos mecanismos de accién através de los que actlian (Koch et al.,
2005; Dayan et al., 2012) (Tabla IlI). En comparacion con los plaguicidas sintéticos

convencionales, los compuestos naturales a menudo presentan una mayor diversidad y
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complgidad estructural, siendo frecuente que contengan centros quiraes. Estas caracteristicas
les confieren unamayor especificidad asociada a nuevos sitios de accion que, en € desarrollo
de nuevos plaguicidas, son muy demandados en la actualidad. Profundizar en |os mecanismos
de accion delos compuestos al el opéticos ayudara a explorar y comprender su papel ecol 6gico
y favorecerd e descubrimiento de plaguicidas con nuevos modos de accién. Esto Ultimo es
relevante teniendo en cuenta e aumento de los problemas de resistencia a los plaguicidas
sintéticos convencionales que se viene produciendo en las Ultimas décadas, motivado por €
uso continuado de moléculas con los mismos mecanismos de accion. En € caso de los
herbicidas sintéticos, por emplo, no se han lanzado a mercado materias activas con nuevos
mecanismos de accion en las Ultimas décadas, existiendo una gran necesidad de combatir la
resistencia generada por parte de las malas hierbas, ademés de compensar € descenso en €
nimero de productos sintéticos autorizados que se ha producido en los Ultimos afios (Cantrell
eta., 2012).

Tablall. Mecanismos de accion para procesos a el opéticos segun Dayan et al. (2012).

Mecanismos de accion para procesos de
alelopatia

Inhibicion del fotosistema Il y transporte de
electrones.

Interrupcion de la respiracion y sintesis de ATP.

Produccion de ROS.

Mecanismos alternativos sobre la sintesis de
aminoacidos y crecimiento de la planta (auxinas y
giberelinas).

Inhibicion del fotosistema I.
Inhibicién de la polimerizacion tubulina.

Accién sobre la ARN polimerasa

Junto a las ventgas mencionadas anteriormente, € uso de compuestos naturales como
plaguicidas también tiene agunas limitaciones que han venido dificultando su desarrollo e
implantacion (Dayan et al., 2012). Una primera cuestion a tener en cuenta es que la creencia
generalizada de que todo lo natura es saludable puede llevar a una posible subestimacion de
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su toxicidad frente aorganismos no diana. Como se ha mencionado con anterioridad, no todas
las sustancias naturales son inocuas paralos seres humanos y e medio ambiente y, de hecho,
algunos de los compuestos con una mayor toxicidad en mamiferos son de origen natura
(Abbas et d., 1997; Dayan et al., 2012; Sparks & Duke, 2021). Esto obliga a una evaluacion
exhaustiva antes de aprobar € uso de compuestos naturaes como plaguicidas'y, en su caso, de
catal ogarlos como sustancias de bgjo riesgo.

La escasa persistencia de los compuestos naturales en € medio ambiente constituye,
junto a una de sus principales ventgas, su principa taldén de Aquiles, pues una escasa vida
mediaen e suelo puede llevar asociada una rgpida pérdida de la eficacia biol 6gica (Dayan et
a., 2012; Chinchilla et ., 2015). Ante esta situacion, se ha propuesto la modificaciéon de
compuestos natural es paradar lugar a plaguicidas mas activos y selectivos, pero en ocasiones,
variar ciertas propiedades fisicoquimicas para su correcta absorcion y trang ocacion puede ser
contraproducente y no producir un efecto satisfactorio a una dosis econdmicamente viable
(Dayan et al., 2009; Soltys et a., 2013). En relacion con su estructura, la mayor diversidad y
complgiidad que caracteriza a los compuestos naturales, responsable de propiedades
interesantes como una mayor especificidad asociada a nuevos sitios de accién, también los

hace mas dificiles de obtener o sintetizar (Duke et al., 2002).

Por dltimo, la dificultad de trasadar € comportamiento de los compuestos naturales
observado bagjo condiciones de laboratorio a condiciones reales de campo y de predecir la
eficacia de los mismos bagjo escenarios agrondmicos concretos de aplicacion constituye un
importante obstéculo para que su uso pueda extenderse (Bhadoria, 2011; Soltys et a., 2013;
Cheng & Cheng, 2015). En gran medida, esta Ultima dificultad es consecuencia de la escasa
informacion existente acerca de los factores que gobiernan la biodisponibilidad y la
persistencia de estos compuestos una vez que alcanzan € suelo, como medio en & que
generamente deben gercer su accion (Inderjit, 2001; Kobayashi, 2004; Trezzi et a., 2016).
L as discrepanci as observadas en distintos estudios sobre su aplicacion en escenarios diferentes
han puesto de manifiesto lacomplejidad de |os factores que gobiernan su biodisponibilidad en
el suelo, los cuaes, afecha de hoy, no estan bien establecidos. Esto se debe, en gran medida,
a que la investigacion sobre compuestos aldopéticos se ha centrado en la identificacion y
evaluacion de su bioactividad en experimentos de |aboratorio en ausencia de suelo, obviando
el pape fundamental de este en la expresion de la actividad alelopética (Inderjit, 2001;
Kobayashi, 2004; Kaur et a., 2009; Reigosa-Roger & Sanchez-Moreiras, 2010; Trezzi et al.,
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2016). Muchos investigadores han expresado su preocupacion acerca de la validez de
extrapolar los resultados de los estudios de laboratorio redlizados en ausencia de suelo a
condiciones reales de campo (Bertin et a., 2009; Kaur et al., 2009; Hickman et al., 2021),
remarcando que es crucial abordar € papel del suelo en la dindmica de estos compuestos para
poder comprender su funcionalidad, asi como para evauar la viabilidad rea de su posible
aplicacién como plaguicidas respetuosos con € medio ambiente (Macias et al., 2019; Bravetti
et a., 2020).
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[.3. Dindmica de los compuestos alelopaticos en € suelo

En la mayoria de las ocasiones, |0os compuestos al el opéticos liberados por |as plantas
entran en contacto con e suelo y sufren procesos de transporte y degradativos que
influenciaran su acumulacion y, por tanto, su actividad fitotéxica (Inderjit, 2001). Un
conocimiento profundo sobre la interaccién de los compuestos alelopéticos con € sistema
suelo resulta, por tanto, fundamental para poder predecir su comportamiento fina en €

mismo (Fig. 18).

& ‘) Planta “Donadora”
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Figura 18: Procesos determinantes de la dindmica de los compuestos alelopéticos en los
suel os (adaptado de Kaobayashi, 2004).

La llegada de los compuestos alelopaticos al suelo de forma natura puede producirse
por multiples vias: 1) por exudacion y deposicion en la superficie de las hojas con posterior
lavado por lalluvia; (2) por exudacion de compuestos volétiles de las partes verdes vivas de
las plantas; (3) por descomposicion de residuos vegetales (por gjemplo, hojarasca o raices
muertas) y (4) por exudacion de las raices (de Albuquergue et al., 2011). Con posterioridad
a estos pasos, € movimiento de los compuestos alelopaticos hasta €l organismo receptor
dependera fundamental mente de las condiciones edafocliméticas y de | as propiedades fisico-
quimicas del compuesto, que marcaran su dinamica posterior a través de diversos procesos

de transporte y transformacion (Fig. 18).

La incidencia de los procesos de transporte y transformaciéon puede ocasionar la
pérdida de la bioactividad de los compuestos a elopéticos, dado que pueden desplazarlos
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hacia lugares alejados del organismo receptor o transformarlos quimica o bioldgicamente a
formas no activas. Los procesos de biodegradaci on juegan un papel primario en la actividad
y destino de los compuestos alelopaticos en |os suelos, ya que una caracteristica distintiva
de lamayoria de los compuestos al el opaticos es que son transformados rapidamente por |os
microorganismos del suelo (Bravetti et a., 2020). Frecuentemente, la transformacion
biol 6gica da como resultado unarapida pérdidaen latoxicidad o inactivacion del compuesto
alelopético, aunque ciertos procesos de transformacion pueden activar compuestos no
activos (Macias et a., 2007; Hiradate et al., 2010). La rgpida degradacion de las formas
activas de los compuestos aelopéticos por los microorganismos del suelo representa un
importante inconveniente para su aplicacion como herbicidas, porque puede dar lugar a que
el tiempo de residenciaen €l suelo seainsuficiente paradesarrollar su actividad. En resumen,
un conocimiento profundo de los procesos de transferencia y transformacion que pueden
sufrir los compuestos alel opaticos una vez que alcanzan el suelo resulta clave para poder
predecir e comportamiento medioambiental de los mismos y potenciar su uUso como

plaguicidas naturales.

1.3.1. Procesos de transferencia o transporte

Los procesos de transferencia o transporte se caracterizan por movilizar a compuesto
sin producir ninguna transformacién en su estructura quimica. De entre todos |os procesos
de transporte destaca el de adsorcién, dado que es € que controlala cantidad de compuesto
en la disolucion del suelo, que es la que estara disponible para sufrir otros procesos de
transporte o para ser transformada. Ademés de por € proceso de adsorcién, latransferencia
o transporte de los compuestos aelopaticos en e suelo puede ocurrir por lixiviacion,
escorrentia, volatilizacion, absorcién y difusion. A continuacion, se describe cada uno de
estos procesos, que son de aplicacion no solo alos compuestos alel opéticos sino a cual quier

otro compuesto organico que pueda alcanzar €l suelo.

[.3.1.1. Adsorcidn-desor cion

La adsorcion se produce cuando un compuesto (adsorbato) pasa de estar en
disoluciéon o en fase gaseosa a la superficie de un sdlido (adsorbente) sin que exista un

cambio en la estructura quimicadel mismo. En €l suelo, |os més frecuentes son |os procesos
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de adsorcion que tienen lugar entre la disolucion del suelo y las particulas sdlidas de este,
limitandose la adsorcién solido-gas a escenarios de extrema aridez (Pignatello, 1989).

Existen distintos tipos de interacciones que son las responsables de la atraccion entre
los compuestos alelopéticos y 1os componentes del suelo (Kobayashi, 2004). En general,
estas fuerzas son dependientes de |as propiedades del adsorbato, asi como de la superficie
expuestade sdlido. Entre ellas predominan las interacciones de tipo van der Waals, iénicas,
hidrof dbicas, puentes de hidrogeno, enlaces covalentes, transferencias de cargay cambio de
ligando (Fig. 19).

Cambios en la entropia |

(as) '

* Fuerzas de Van der e Interaccion hidrofébica
Waals

* Enlaces de hidrégeno

* Transferencias de
cargas

e Enlace idnico
¢ Cambio de ligando

Figura 19: Mecanismos relacionados con la adsorcion de plaguicidas en € suelo clasificados
segun lafuerzaimpulsora principal del proceso.

La desorcion es el proceso inverso a la adsorcion y se describe como € paso del
adsorbato desde la superficie sdlida del adsorbente ala disolucion del suelo. Si 1a desorcién
se produce completamente con respecto a la cantidad de compuesto adsorbido, se dice que
estamos ante una adsorcion reversible (Wauchope & Myers, 1985; Monkiedje & Spiteller,
2002). Si, por € contrario, sélo es desorbible una fraccién del total adsorbido estamos ante
una desorcion parciamente irreversible (Cox et al., 1995; Celis & Koskinen, 1999; Fogg et
a., 2003).

Los fendbmenos de adsorcién-desorcién son considerados fundamentales para
determinar la dinamica de un compuesto en e suelo, ya que los otros fendbmenos de
transporte y degradacion dependen de ladisponibilidad del compuesto, que vendra dada por
el grado de adsorcién-desorcion a que esté sometido.

Al igual que para los plaguicidas sintéticos, la adsorcion de los compuestos

alelopéticos a los constituyentes coloidales de los suelos, tanto minerales como organicos,
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esun proceso clave alahorade determinar su disponibilidad. Deformageneral, se considera
gue solo la fraccion del compuesto aelopético que queda en disolucién estd directamente
disponible para ser absorbido por plantas diana (biodisponible), mientras la fraccion
adsorbida a los componentes del suelo no estara disponible para su absorcion (Kobayashi,
2004; Kaur et al., 2009). No obstante, la reversibilidad de la fraccion adsorbida puede
convertirla en biodisponible a través del proceso de desorcién y, por ello, la fraccidn
adsorbidareversiblemente es denominada “potencialmente biodisponible” 0 “bioaccesible”.
Finalmente, las fracciones adsorbidas de forma irreversible representan, junto con las
pérdidas producidas por transporte y por procesos de transformacion, las formas no
bioaccesibles del compuesto aelopético (Semple et a., 2004; Kaur et al., 2009). Los
experimentos realizados sin suelo en € laboratorio sobre la actividad de los compuestos
alelopéticos tienden a sobreestimar la biodisponibilidad, a no considerar las fracciones

adsorbidas, transformadas o transportadas que ocurren en los suelos (Fig. 20).
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Reversiblemente adsorbido
30 1 (Potencialmente biodisponible:

20 4 Bioaccesible)

En Disolucién (Biodisponible)
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Fraccion del compuesto alelopatico (%)

Sin Suelo Con Suelo

Figura 20: Representacion esquemética de las diferencias en la biodisponibilidad de un
compuesto aelopatico hacia especies diana durante bioensayos llevados a cabo con suelo y
sin suelo (basada en Kaur et a., 2009).

Muchos estudios han expuesto que compuestos al el opéticos que han presentado gran
fitotoxicidad en agua o sustratos artificiales han mostrado una menor actividad, o incluso
inactividad, en suelos naturales (Bertin et a., 2009; Hiradate et al., 2010; Travaini et a.,
2016; Parepa & Bossdorf, 2016). Se ha discutido que la gran adsorcién que se produce por
los coloides del suelo sea la principal razon por la cua la actividad de los compuestos
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alelopéticos no se exprese en algunos suelos (Trezzi et al., 2016). Sin embargo, también se
ha sefialado que la adsorcion puede proteger a los compuestos aelopéticos de répidas
pérdidas por transporte y transformacion, 1o que podria prolongar su actividad (Kaur et al.,
2009; Xiao et al., 2017). Por lo tanto, € potencial fitotdxico de los compuestos al el opéticos
y su eficacia como herbicidas naturales estaran determinados en gran medida por su
comportamiento ante los fendmenos de adsorcion y desorcion y por como estos influyen en

los procesos de transporte y transformacion (Fig. 21).

Compuesto
Alelopético

Actividad
fitotoxica

Figura 21: Diagrama esguemético que muestra los principales procesos que afectan a la
biodi sponibilidad de los compuestos alelopéticos en el suelo.

A titulo de giemplo, Hiradate et a. (2010) comparé la actividad alelopética de la
juglona en tres suelos (ceniza volcanica, auvia y calcareo) y encontrd que su actividad se
expresaba mucho mas en el suelo calcareo que en |os otros dos suelos. De forma similar, la
fitotoxicidad de compuestos al el opati cos fendlicos depende de latextura del suelo porquela
adsorcion sobre los minerales de la arcilla desempefia un papel importante en su
polimerizacion oxidativa, que constituye un mecanismo que puede provocar su inactivacion
(Inderjit, 2001; Polubesovaet al., 2010).

a) Medida de |a adsorcidn- desorcién

La adsorcion-desorcion es un proceso dinamico gobernado por la generacion de
equilibrios entre la cantidad de compuesto en disolucion y la cantidad adsorbida. Este

equilibrio se puede expresar como:
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e =——= C,

siendo Ce la concentracion de soluto en disolucion que esta en equilibrio con e adsorbente,

y Cs la cantidad adsorbida por unidad de masa de solido.

Si se asume una dependencialinea entre Csy Ce, se puede calcular un coeficiente de

distribucion denominado Kg:

Kq=— (1]

Para generar la ecuacion 1, se supone una relacion de proporcionalidad entre la
concentracion del compuesto en disolucion o fase liquida y la concentracion en e sdlido o
fase sOlida. Esto suele ocurrir en los casos en los que la concentracion de adsorbato en
disolucion es pequefia, para los que esta ecuacién puede describir el comportamiento del
equilibrio de forma precisa. Este coeficiente se emplea para comparar € grado de adsorcién
de distintos adsorbatos (compuestos alelopéticos) a un adsorbente (suelo) o de un mismo
adsorbato (compuesto alelopatico) a varios adsorbentes (suelos), para unas condiciones
experimentales y concentraciones iniciales determinadas. Aunque en muchos casos se
cumple lalinealidad en esta relacion, también es frecuente que e valor de Kq dependa de la
concentracion alaque se eval Ue. Para estas ocasiones, es hecesario obtener |as denominadas

isotermas de adsorcion.

Para la obtencion de las isotermas de adsorcion, se pone en contacto una cantidad
conocida del adsorbente con distintas disoluciones de concentracion variable del compuesto
estudiado a una determinada temperatura. La representacion de la cantidad de compuesto
adsorbido por unidad de masa del adsorbente (Cs) frente a su concentracion en la disolucion
de equilibrio (Ce) da como resultado laisoterma de adsorcion. Giles et al. (1960) definieron
cuatro tipos generales de isotermas (Fig. 22) en funcién de la pendiente inicial de la curva,
segun las cuales se puede describir € mecanismo de adsorcion y obtener informacion sobre
lanaturaleza del adsorbato y € adsorbente.
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Figura 22: Los distintos tipos de isotermas de adsorcidn seguin Giles et a. (1960).

Existen distintas ecuaciones o model os matemati cos capaces de relacionar la cantidad
de soluto adsorbido (Cs) con la concentracién acuosa en equilibrio (Ce) obtenidas

experimentalmente. Una de las mas empleadas es |a ecuacion empirica de Freundlich:

Cs = K:Ce"r [2]

Parafacilitar la modelizacion se sudle utilizar |aforma linealizada de esta ecuacion:

log Cs = log Ky + N log C, [3]

En ambos casos, Cs es la cantidad de soluto adsorbida cuando se alcanza el equilibrio
de laadsorcion aunaconcentracion de equilibrio Ce y Kt y Nf son constantes que se obtienen
al gjustar linealmente los datos de laexpresion logaritmicalog Csvslog Ce. Nt Se corresponde
con la pendiente de la representacion lineal de log Cs vs log Ce y se considera una medida
de laintensidad de la adsorcién. Asimismo, los valores de Nt estan relacionados con € tipo

de isoterma de adsorcion:
SiNt=1; TipoC

Si Nt >1; Tipo S

SiNf<1; TipoL
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La constante Kt coincide con la cantidad de soluto adsorbida parala concentracion Ce
= 1, por lo que a veces se usa para comparar la adsorcion en distintos sistemas soluto-
adsorbente, siempre y cuando los ensayos se hayan llevado a cabo bgo las mismas
condiciones experimentales (Bowman & Sans, 1985), los valores de N sean parecidos
(Hance, 1967) y el valor de Ce = 1 esté dentro, o proximo, al intervalo de las concentraciones
usadas experimentalmente (Hermosin & Cornejo, 1987).

e Desorcién

La desorcidon es e proceso inverso a la adsorcion. Las moléculas de compuesto
adsorbido vuelven a la disolucion debido a un cambio en la Ce, que puede producirse por
fendmenos degradativos o de transporte que originen un cambio en e equilibrio moléculas
adsorbidas-moléculas en disolucion. Este proceso de “liberacion” es fundamental en la
dinamica y movilidad de los compuestos alelopéticos en e suelo, ya que determina su
biodisponibilidad (Tharayil et al., 2006).

La desorcion se evallla normalmente en e laboratorio a través del método de
diluciones sucesivas, mediante e cual, tras llevar a cabo la adsorcién, se retira parte de la
disolucién en equilibrio y se adiciona una nueva disoluciéon sin compuesto para volver a
reestablecer € equilibrio. Si la isoterma de desorcion difiere de la de adsorcion, nos
encontramos ante un fendmeno denominado histéresis, que proporciona informacion sobre
la reversibilidad de la adsorcion. Se puede medir por distintos indices, aunque uno de los

mas comunes es el coeficiente de histéresis (H), expresado como:

H — Nf—des [4]
Nf—ads

siendo Nr.des ¥ Nrads 10s coeficientes de Freundlich para la desorcion y adsorcion,
respectivamente. Este coeficiente se presenta en un intervalo de 0 a 1, significando e valor
0 que € proceso es completamente irreversible y 1 que es un proceso completamente
reversible, esto es, que las isotermas de adsorcién y desorcion coinciden (O’Connor et al.,
1980; Barriuso et al., 1994).
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La histéresis puede tener causas muy diversas. En algunos casos puede ser debida a
artefactos experimentales como, por g emplo, no haberse alcanzado el equilibrio durante la
adsorcion, el arrastre de particulas de adsorbente en la retirada del sobrenadante, pérdidas
del compuesto por volatilizacién o degradacion, asi como por ateracion del sistema (pH,
fuerzaidnica, etc.) a realizar |os procesos de dilucion (Koskinen & Harper, 1990; Gu et al.,
1994). En otros casos, la histéresis se debe ala deformacion delos poros del adsorbente, que
modificalarutadel soluto en relacion alaadsorcion (Washington et al ., 2003), lageneracion
de precipitados 0 una adsorcién irreversible o desorcion muy lenta, no observable a nivel
experimental (Karickhoff, 1980; Celis & Koskinen, 1999).

b) Factores que afectan a la adsor cién-desorcion

e Naturaleza quimica del compuesto

L as caracteristicas fisicoquimicas del adsorbato son fundamental es en |os procesos de
adsorcion-desorcion. La estructura (grupos funcionales y su posicion, insaturaciones, etc.),
carga (que determinard la naturaleza cationica o aniénica del compuesto) y tamafio
molecular, junto con su solubilidad en agua marcan |as interacciones entre el compuesto y
el adsorbente. En los compuestos a el opaticos abundan 1os grupos funcionales con &omos
de oxigeno y nitrégeno, que confieren polaridad ala moléculay determinan, en gran medida,

sus mecanismos de interaccion.

e Composicion coloidal del suelo

Los componentes coloidales del suelo son los minerales de la arcilla, los 6xidos
metalicos y lamateria organica. Como caracteristica principal comin de todos ellos, destaca
que presentan una gran superficie especifica, como resultado de su pequefio tamafio de
particula (inferior a2 um), y una elevada reactividad superficial. Se puede distinguir entre
los col oides de origen organico e inorganico.

La fraccién organica de los coloides del suelo la componen dos grupos de sustancias,
no humicas y humicas. Las primeras estan constituidas por glucidos, proteinas, lipidos,
acidos organicosy otros compuestos de bajo peso molecul ar procedentes de diferentes restos

vegetales y animales y que son facilmente degradables por los microorganismos (Khan,
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1980). Por otro lado, las sustancias humicas estdn compuestas por acidos fulvicos (solubles
en agua), &cidos humicos (soluble en agua sdlo a pH alcalino) y humina (insoluble a todos
los pH), todos ellos estructuralmente relacionados (Pignatello, 2012). La fraccion coloidal
organica es la principal responsable de la adsorcién de compuestos organi cos hidrofobicos
sin carga, existiendo una correl acion entre la adsorcion de estos compuestos y la cantidad de
materia organica del suelo. Por tanto, la adsorcién de compuestos organicos no polares a
suel os y sedimentos depende linealmente del contenido en carbono organico, produciéndose
un reparto entre la fase acuosa y la organica (Chiou, 2002; Boyd et a., 2011). No obstante,
debido ala heterogeneidad de la materia organica, también puede existir selectividad en la
adsorcion de compuestos organicos, por la existencia de determinadas propiedades como la
presencia de grupos funcionales especificos, estructura o configuracion, polaridad o
aromaticidad (Celis et al., 2006; Pignatello, 2012).

L os componentes inorganicos comprenden mayoritariamente alosfilosilicatosy alos
oxidos, hidroxidos y oxihidréxidos metdlicos, principalmente de Fe, Al, y Si. Normalmente,
se emplea el término “arcilla” para hacer referencia a aquellos componentes inorganicos de
tamafio < 2 ym, mientras que € término “minerales de la arcilla” designa a un tipo de
minerales que se encuentran en la fraccion del suelo con tamafio menor a2 um (Moore &
Reynolds, 1987).

En la siguiente seccion (1.4) se detalla mas minuciosamente la estructura de los
filosilicatos. Brevemente, se describen como compuestos que constan de unidades
tetraédricas Si-O enlazadas a unidades octaédricas Al-(O, OH) 6 Mg-(O, OH) formando
capas cuyo apilamiento originalaestructuraglobal del mineral. Son buenos adsorbentes para
compuestos organi cos cationicosy polares como consecuenciade sus superficies hidrofilicas

cargadas negativamente.

L os 6xidos metalicos se forman por empaguetamiento cubico o hexagonal de aniones
hidroxilo y 6xido con cationes metdlicos (Fe**, AI¥*, Mn*) ocupando las posiciones
octaédricas. Los éxidos metdlicos presentan una el evada superficie especifica y reactividad
superficial y seles considera buenos adsorbentes paracompuestos organi cos (princi palmente
aniénicos) (Hingston et al., 1972; Filius et al., 1997; Cdlis et al., 1999b). Es importante
resaltar que las caracteristicas superficiales de carga de los Oxidos metdlicos son
dependientes del pH del medio (Hingston et al., 1972).
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Como consecuencia de las propiedades y caracteristicas de los componentes del suelo
mas representativos (sustancias humicas, filosilicatos y 6xidos metdlicos), las propiedades
adsorbentes de estos componentes son susceptibles de modificarse, s en e suelo hay
interaccion entre ellos (Celis et al., 1999b; Illes & Tombacz 2004).

e Caracteristicas de la disolucién del suelo

Entre las caracteristicas que presenta la disolucién suelo, una de las més importantes
y més influyente en los fendmenos de adsorcién es € pH (Weber, 1982; Hermosin et a.,
1987; Sarmah et al., 1998; Li et al., 2001). El pH de la disolucion es € responsable de la
carga superficial de los componentes del suelo que tienen carga variable, asi como de la
ionizacién de los compuestos con propiedades &cidas o béasicas. El hecho de quelos coloides
presenten carga variable influye de forma directa sobre su capacidad de interaccionar con
especies ionicas. Por gemplo, los compuestos aniénicos, a disminuir el pH, aumentan su
adsorcion alos éxidos metalicos por un incremento delos centros con carga positivaen estos
altimos. Por € contrario, los compuestos catiénicos disminuyen su adsorcion a sustancias
himicas a pH bajos a producirse la protonacion de los grupos carboxilicos de estas.

Otra caracteristica de la disolucién muy influyente en la adsorcion es lafuerzaidnica,
especialmente en los fendmenos de adsorcién por cambio ionico. En ellos, la competencia
por los sitios de adsorcién entre los iones de la disolucién y € soluto hace que la adsorcion
se veadisminuidaconforme mayor sealafuerzaionicadeladisoluciéon (Watson et a., 1973).
Se haobservado gque, paramoléculas neutras, unafuerzaionicasuperior ala unidad dacomo
resultado una mayor adsorcion, mientras que para valores por debajo de la unidad no existe
unatendencia general (Calvet, 1989).

e Otros factores

Factores como la humedad del suelo, la temperatura y el tiempo de residencia del
compuesto pueden jugar también un papel importante en los procesos de adsorcién. Como
norma general, a disminuir lahumedad del suelo y latemperaturay a aumentar e tiempo

de residencia suele aumentar la adsorcion (Calvet., 1989).
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C) Enantiosel ectividad del proceso de adsorcién-desorcién

Debido alas propiedades fisicoquimicas idénticas de los enantiomeros, a menudo se
asume que, para compuestos quirales, los procesos ambientales abidticos, incluida la
adsorcién, no son enantioselectivos (Wong, 2006). En e caso de que se produjese una
adsorcion enantiosel ectiva en el suelo, otros procesos como lalixiviacion, laescorrentiao la
volatilizacion, se verian alterados, con la consiguiente contribucion a la prevalencia de un

enantiomero sobre el otro en los distintos compartimentos ambiental es.

La enantiosel ectividad de |os procesos se establece comparando la abundancia de un
enantiomero (E1) con ladel otro (E2) através de la fraccidon enantiomérica o EF, usando la
expresion recomendad por Harner et al. (2000):

EF = TE [5]

donde E:1 y E> son |as concentraciones de cada enantiomero. Los valores de EF oscilan entre
0y 1, representando EF = 0.5 la mezcla racémica y EF # 0.5 e predominio de un
enantiémero sobre el otro.

Muchos estudios han observado la ausencia de enantiosel ectividad en la adsorcion en
suel os de plaguicidas quirales como metalaxil (Celiset d., 2013; Gamiz et a., 2013; Sukul
et a., 2013; Qin et a., 2014; Lopez-Cabeza et a., 2016; Huang et a., 2017), benalaxil y
furadaxil (Qin et al., 2014), tebuconazol (Gamiz et al., 2016b) o imazaquin (LOpez-Cabeza
et a., 2017). No obstante, a pesar de presentar un caracter no enantiosel ectivo, la adsorcién
puede afectar de formaindirecta alos residuos de compuestos quirales en € suelo. Cdlis et
a. (2013), por gemplo, demostraron que la mayor adsorcion del fungicida metalaxil en
suelos con elevados contenidos en arcilla podia reducir la disponibilidad de sus
enantiomeros, restringiendo su biodegradaci dn enanti osel ectiva, en comparaci én con suelos
de textura méas gruesa y gue presentaron una menor adsorcion. Los autores propusieron que
la proteccion del plaguicida quiral era debida a la adsorcion y atrapamiento en microporos,
gue derivé en un aumento de la persistenciadel fungicida en su formainicia mente racémica
aplicada a suelo (Celis et a., 2013). Siguiendo en esta linea, existen pocos trabajos que
hayan evaluado la enantioselectividad de la adsorcién de compuestos alelopaticos y otros

compuestos naturales quirales con potencial para ser utilizados como bioplaguicidas. Los

42



|. Introduccién

trabajos publicados para €l acido abscisico (Gamiz et a., 2016c; Gamiz et al., 2017a) o la
carvona (Gamiz et al., 2018, 2019a) indicaron la ausencia de enantioselectividad en la
adsorcion, partiendo de disoluciones racémicas de estos compuestos en € estudio del

proceso.

Para que se produzca enantioselectividad en la adsorcion se requiere la existencia de
un entorno quiral. En el suelo se daesta premisa, yaque algunos mineralesy ciertas regiones
delamateriaorganicason quiralesy, por tanto, poseen potencial parainteraccionar deforma
enantioselectiva con adsorbatos quirales (Pauzat et al., 2015). Existen varias razones que
pueden explicar la aparente dificultad de observar procesos de adsorcion enantiosel ectivos
en los suelos. Las superficies aquirales del suelo, por gjemplo, pueden ser més abundantes
guelasquiraesy, asi, dificultar |a observacion de | asinteracciones enantiosel ectivas por |os
métodos experimentales convencionales (Celis et al., 2015; Gamiz et a., 2016a). Ademas,
aungue los diferentes sitios de adsorcion quirales en € suelo pueden causar una adsorcion
enantioselectiva a escalalocal 0 microscopica, debido ala heterogeneidad de |os suelos, las
diferencias pueden compensarse a escala global, dando lugar a una aparente falta de
enantioselectividad (Gamiz et al., 2016a; Sanganyado et al., 2020). En estalinea, Celiset al.
(2015) observaron adsorcién enantioselectiva del fungicida metalaxil en un suelo agricola
mediterraneo, pero sblo cuando se partia de disoluciones no racémicas del fungicida
Especificamente en este caso, conforme a la forma de la isoterma (tipo S), se propuso que
las disoluciones de metalaxil enriquecidas en € enantiomero R podrian haber inducido un
comportamiento de adsorcion enantioselectiva por € que e enantibmero R-metalaxil se
adsorbia preferentemente debido a que las interacciones homoquirales R-R en € estado

adsorbido eran més favorables que las interacciones heteroquirales R-S.

Hay gque destacar que existe un importante artefacto experimental que puede influir en
laidentificacion de la enantiosel ectividad de la adsorcién, originado por |a biodegradacion
preferente de un enantiémero sobre el otro durante la medida de la adsorcion. En latécnica
tradicional, la cantidad de compuesto adsorbido suele determinarse calculando ladiferencia
entre la cantidad afadida inicialmente y la que queda en la disolucién tras el equilibrio. En
consecuencia, la biodegradacion preferente de un enantiomero sobre el otro durante la
medida de |a adsorcion podria interpretarse erroneamente como adsorcion enantiosel ectiva.
La degradacion durante la medida de adsorcion-desorcion se ha descrito tradicional mente

como una posible causa de histéresis, la cua puede llegar a ser especiamente relevante
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cuando se trata de compuestos naturales, que suelen biodegradarse muy rapidamente en los
suelos. Gamiz et a. (2018), por g emplo, observaron histéresis en la adsorcion-desorcion del
monoterpeno carvona en suelos arenosos pre-autoclavados, obteniendo indices
termodinamicos de irreversibilidad, TIl = 1 — (Nt.desNt.ads), cOMo descriptores de la
histéresis, de 0.38 parala R-carvonay 0.65 parala S-carvona. Estos valores indicaban que
la histéresis era selectiva para los enantiomeros. Un andlisis de las isotermas de adsorcion-
desorcién revel6 que la histéresis parala S-carvona era particularmente pronunciada en los
ultimos pasos de la desorcion. Los autores demostraron que suponer una degradacion del
10% durante la desorcion era suficiente para explicar la histéresis observada para la S-

carvona.

[.3.1.2. Lixiviacion

Lalixiviacion es el proceso mediante el cual un compuesto se mueve atravésdel perfil
del suelo por fendbmenos de arrastre y disolucion por parte del agua proveniente de las
precipitaciones o del riego. Unade las consecuencias mas importantes que se derivan de este
proceso es la contaminacion de acuiferos por la llegada de plaguicidas a través de su
transporte vertical. EI movimiento del compuesto desde su lugar original de aplicacion dard
lugar, por tanto, a una disminucion en su efectividad.

a) Medidadelalixiviacion

La forma de medirla en el laboratorio es a través de columnas de suelo a las que se
aplicael compuesto de interés y, posteriormente, se eluye por la adicién de agua a modo de
precipitacion o riego. El percolado se recoge y se analiza para obtener la cantidad de
compuesto lixiviado. Tras esto, se extraen fragmentos del suelo de la columna a distinta
profundidad y se les somete a un proceso de extraccion, para determinar la cantidad de
compuesto que haya podido quedar adsorbido al suelo. El andlisis de los datos se lleva a
cabo mediante la construccion de las denominadas curvas de elucién, donde se representan
la concentracion de compuesto lixiviado frente al volumen de agua adicionada, pudiéndose
obtener un modelo predictivo del comportamiento del compuesto ante unas condiciones

semejantes de tipo de suelo y agua precipitada (Beck et a., 1993).
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En condiciones de campo, los estudios de lixiviacion se llevan a cabo mediante €
empleo de lisimetros o barrenas. Estos estudios presentan la ventgja de redizar € ensayo
bajo condiciones reales, pero también una mayor dificultad en su interpretacion debido ala

multitud de variables que intervienen en la obtencién de resultados.

b)  Factores que afectan ala lixiviacion

e Adsorcién alos coloides del suelo

El fendmeno de adsorcidn juega un papel relevante en lalixiviacion dado que, a mayor
adsorcion alos coloides de un suelo, menor sera la capacidad de un compuesto de moverse
através de su perfil. Por tanto, todos los factores que afectan ala adsorcion incidiran en la
lixiviacion (naturalezadel compuesto, propiedades del suelo y deladisolucion, etc.). Se sabe
gue la presencia de materia organica soluble (MOS) puede afectar a la lixiviacion de los
plaguicidas por los efectos que puede tener sobre la adsorcion. Se ha descrito que laMOS
puede actuar como puente favoreciendo la interaccion del plaguicida con las particulas de
suelo, competir con e plaguicida por los sitios de adsorcidn o interaccionar con el plaguicida
en disolucion originando una asociacion que favoreceria la movilizacion del compuesto.
Estos efectos pueden resultar un inconveniente a la hora de predecir y controlar €l
movimiento vertical delos plaguicidas (Celiset a., 1998a,b; Barriuso et a., 2011) y también
el grado de exposicién de los compuestos al el opaticos respecto a organismo receptor (Fig.
23).
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Figura 23: Representacion esquemaética de las posibles interacciones entre los compuestos
alelopéticos (CA), lamateria organica soluble (MOS) y €l suelo.
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e Estructura del suelo

La lixiviacion ocurre bien a través de los macroporos del suelo, en los que
predominan el transporte hidrodindmico y la difusién y en los que se pueden producir
fendmenos de transporte preferencial, o bien através de los microporos, donde prevalecen
los procesos de difusion, adsorcion y degradacion y en los que lalixiviacion se produce mas
lentamente (Cox et a., 1997a).

e Aporte de agua

A mayor cantidad de agua que recibe e suelo, tanto en términos de intensidad como
de frecuencia, mayor sera la cantidad de compuesto lavado (Wauchope, 1978). Segun €
aporte de agua, la lixiviacion puede ocurrir en condiciones de flujo saturado, insaturado o
saturado-insaturado.

e Précticas culturales

El laboreo, asi como la adicién de enmiendas organicas, van a alterar la estructura del
suelo y también su porosidad, ademas de su contenido en materia organica, influyendo en la
movilidad de los compuestos (Cox et a., 19973).

En el caso de compuestos alelopéticos, existen algunos trabajos que han abordado el
movimiento de estos compuestos alo largo del perfil del suelo. Li et a. (2013) estudiaron la
lixiviacion de 10 compuestos alelopédticos en un suelo y encontraron que la diferencia
observada en €l factor de movilidad (Rf) entre los distintos compuestos era resultado de una
adsorcion preferencia sobre los coloides del suelo. Los autores también encontraron
relaciones positivas entre el factor de movilidad, Rf, y € pH, y negativas entre Rf y €
contenido de materia organica del suelo. Como hecho interesante, observaron también que
la adicién de unamezcla de los compuestos |levaba a unamayor movilidad que cuando eran
aplicados de forma individual, o que podria contribuir a posibles efectos sinérgicos en la
actividad a el opatica de |os compuestos.

Otras investigaciones sobre lalixiviacion de compuestos al €l opaticos han manifestado

la influencia, ademas de la adsorciédn, de la rapida degradacion de los mismos en €l suelo.

46



|. Introduccién

Readl et al. (2019) estudiaron lalixiviacion de la hidroxicumarina umbeliferonaen dos suel os,
uno acido y otro alcalino. Encontraron que € compuesto solo se detect6 en loslixiviados del
suelo alcalino, con una cantidad total lixiviada del 14% del total aplicado. Esta cantidad tan
baja se debio, probablemente, a su rdpida degradacion en la columna de suelo. En €l suelo
&cido, solo se detecté umbeliferona en el interior de las columnas, |0 que se atribuy6 a una
mayor adsorcion en este suelo.

Por ultimo, existen estudios que han demostrado la influencia de la lixiviacion en la
fitotoxicidad de algunos compuestos alelopéticos. Xiao et a. (2017) evaluaron la
fitotoxicidad delos residuos de siete compuestos al el opéticos tras su lixiviacion en columnas
de suelo y encontraron que la concentracién de los compuestos aelopéticos disminuia
conforme se descendia en e perfil de la columna, como consecuencia de procesos de
adsorcion, degradacion microbiana y transformacion durante e tiempo de lixiviado.
Realizando bioensayos con segmentos de las columnas, demostraron que lainhibicion en la
germinacion de plantas sensibles decrecia conforme lo hacia la cantidad de compuesto

alelopético presente.

c) Enantioselectividad en el proceso de lixiviacion

La lixiviacion de los enantiémeros de una molécula quiral va a estar intimamente
relacionada con |os procesos de adsorcion y degradacion en € suelo. Si ocurren cambios en
la fraccion enantiomérica (EF) durante estos procesos, se veran reflgjados en los residuos
presentes en los lixiviados. Celis et al. (2013) describieron |as curvas hipotéticas que pueden
encontrarse paralalixiviacion de mezclas racémicas de un plaguicida quiral en columnas de

suelo, las cuales seilustran en laFig. 24.

Si los enantidomeros se adsorben y transforman en la misma medida, las curvas de
lixiviacion deben solapar (Fig. 24A). Sin embargo, la situacién més habitua es la que se
muestra en la Fig. 24B, donde los enantiémeros se adsorben en igual medida, pero uno de
ellos se degrada més rapido que € otro durante € transporte vertical. Este comportamiento
se ha observado tras la aplicacion de mezclas racémicas de metalaxil, benalaxil y furalaxil
en columnasdesuelo (Celiset al., 2013; Qin et a., 2014). Las otras dos situaciones se darian
cuando un enantiomero se retiene en mayor medida que el otro sin diferencias (Fig. 24C) o
con diferencias en ladegradacion (Fig. 24D).
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Adsorcion: no enantioselectiva A Adsorcidn: no enantioselectiva B)
Degradacion: no enantioselectiva Degradacion: enantioselectiva

Adsora?n:enantloselectlva C) Adsorcién: enantioselectiva D)
Degradacion: no enantioselectiva Degradacién: enantioselectiva

Concentracion de cada enantiomero lixiviado

Numero de volimenes de poro (agua adicionada)

Figura 24: Curvas de lixiviacion hipotéticas que podrian encontrarse para una mezcla
racémica de un plaguicida quiral en columnas de suelo segiin Celis et a. (2013). Las lineas
negras y rojas representan a cada enantiomero (adaptado de Gamiz et a., 2022).

La lixiviacién de mezclas no racémicas de enantiomeros de plaguicidas quirales ha
sido poco estudiada. Gamiz et al. (2016a) observaron un cambio en lafraccion enantiomérica
de una disolucion enriquecida en el enantiomero R del fungicida metalaxil durante la
lixiviacion através de columnas de suelo. Este comportamiento se atribuy6 a la adsorcién
preferente del enantidmero R por la presencia de este mismo enantiomero ya adsorbido
(Célis et al., 2015). Para ambos enantiomeros, la cantidad total lixiviada fue de superior al
95%, 1o que asegurd que los procesos de degradacion y enantiomerizacion tuvieron poca
influencia en la enantioselectividad de la lixiviacion. Este caso se corresponde con €

mostrado en la Figura 24C.

Existen algunos estudios que ponen de manifiesto comportami entos enantiosel ectivos
en el proceso de lixiviacion de compuestos alelopaticos. Gamiz et a. (2016c), por gemplo,
encontraron que e movimiento de los enantiomeros del &cido abscisico (ABA) atraveés de
columnas de suelo fue enantioselectivo, observando que los lixiviados de las columnas

estaban enriquecidos en e enantidmero R-ABA. Esto se debid a la mayor persistencia de
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este enantiomero en los suelos. Asimismo, la lixiviaciéon se retrasd mas en € suelo que

mostré una mayor adsorcion para ambos enantiomeros.

1.3.1.3. Otros procesos de transporte

Escorrentia. La escorrentiaes el proceso por el cual se produce €l transporte de agua
y las sustancias presentes en lamisma sobre la superficie del suelo, a superarse la capacidad
deinfiltracion de este, bien sea por lallegada de agua de riego o de precipitacion. Wauchope
(1978) define un rango de solubilidad segun el cual un soluto seratransportado en disolucion
0 por adsorcion coloidal: @) si la solubilidad en agua es mayor a2 mg/l e compuesto sera
mayoritariamente transportado en disolucion, b) s la solubilidad es menor a 2 mg/l, €

transporte mayoritario se dara mediante adsorcion alos coloides del suelo en suspension.

Lixiviacion y escorrentia son procesos relacionados entre si en 1o que respecta a la
influencia del aporte de agua por precipitacion o por riego. La mayor diferencia entre estos
procesos radica en € tipo de movimiento que experimentard el compuesto, siendo el
transporte lateral hacia aguas superficiales € sentido de transporte en e proceso de
escorrentia, frente a transporte vertical, a través de los poros del suelo, hacia aguas

subterréneas, que es e gque se experimenta en el proceso de lixiviacion.

Volatilizacion. Lavolatilizacién es el proceso por e cua un compuesto pasadelafase
liquida a la gaseosa, facilitandose asi su disipacion por la atmdsfera. Algunos factores
climaticos muy relevantes en este proceso son la humedad del suelo, la temperaturay la
velocidad del viento. Las propiedades de los plaguicidas que afectan a la volatilizacion
(presion de vapor, constante de Henry, coeficiente de particion aire-octanol) son idénticas
para los enantiomeros (LOpez-Cabeza, 2017), asi que cabe esperar que sea un proceso No

enantiosel ectivo.

La volatilizacion es un proceso importante en el caso de compuestos alelopéticos
presentes en aceites esenciales, como |os monoterpenos. Estos son considerados como
compuestos organicos vol étiles (COV) de origen biogénico (Marmulla& Harder, 2014), por
poseer una elevada presion de vapor y estructura especifica que los hace muy volatiles
(Ouédraogo et al., 2013). Los monoterpenos se consideran importantes agentes al el opéticos
en climas céalidos y secos, donde pueden actuar en la fase de vapor (Vaughn & Spencer,
1993).
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Difusién. Ladifusion es e fendmeno de transporte que se produce como consecuencia
de la existencia de un gradiente de concentracion, por el que las moléculas de soluto en la
misma fase se transportan desde & punto de mayor concentracion al de menor, hasta al canzar
un equilibrio o gradiente de concentracion igual a cero. La difusion se ve afectada por la
solubilidad del compuesto, su presion de vapor, la temperatura y la cantidad de agua y
porosidad del suelo.

Absorcién. Este es e mecanismo mediante el cual los compuestos aelopaticos se
pueden incorporar desde € suelo ala planta a ser absorbidos por su sistema radicular. Se
trata de un proceso muy supeditado a la adsorcién del compuesto a los coloides del suelo
(Kobayashi, 2004). Otra viaimportante de absorcion eslaviafoliar, parae caso de plantas
receptoras de compuestos organicos volétiles (COV), como los monoterpenos (Ouédraogo
et a., 2013), que pueden ser absorbidos bien en forma de vapor o tras € condensado
producido por € rocio. Los microorganismos del suelo también pueden absorber compuestos
alelopaticosy utilizarlos como fuente de carbono o paralaliberacién y modificacién de otros

compuestos que tienen un papel ecologico (Marmulla & Harder, 2014).

La absorcion es un proceso que puede ser enantioselectivo en las plantas y en
microorganismos y nematodos (Zipper et a., 1998). Se produce por € transporte activo a
través de las biomembranas, donde los enantiomeros de los compuestos quirales pueden
interaccionar de forma enantiosel ectiva con proteinas u otras moléculas quirales que actlan
como transportadores (Zipper et a., 1998). En las plantas, |0s compuestos quiral es presentes
en ladisolucion del suelo llegan hasta e xilema desde € sistemaradicular cruzando varias
l&minas de tejidos (Collins et a., 2006).

[.3.2. Procesos de transfor macion

Los procesos de transformaciéon implican un cambio en la estructura quimica del
compuesto y, por lo tanto, laformacién de nuevos compuestos con una actividad biol6gica
diferente respecto a original. Los procesos de transformacion mas importantes se pueden
dividir en dos grupos, segun su naturaleza: abidticos y bidticos. En el caso de compuestos
quirdles pueden darse, ademds, procesos de interconversion entre enantiomeros

(enantiomerizacion).
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1.3.2.1. Degradacion abidtica

Los procesos de degradacion quimica o abidtica ocurren principalmente a través de
reacciones hidroliticas, de sustitucion y redox. Teniendo en cuenta el tipo de reacciones que
las originan, los factores mas determinantes serén el pH, e potencial redox, latemperatura,
los elementos que componen ladisolucién y los coloides del sueloy lapropiapredisposicion
del compuesto a experimentar estas reacciones quimicas en funcion de su estructura.

Se sabe que & fendmeno de adsorcion alos coloides del suelo y ala materia organica
soluble ayuda a proteger a compuesto de la degradacion quimica, pero hay reacciones de
degradacion quimica que ocurren via catalitica en la superficie de los coloides o de laM OS.
En este caso la adsorcién favorece la degradacion.

Existen gemplos donde la degradacion quimica domina la transformacién de los
compuestos alelopaticos. Entre ellos estén la degradacion quimica de la benzoquinona por
fendmenos oxidativos (Weidenhamer & Romeo, 2005) y los procesos de oxidacion y
polimerizacion experimentados por |os compuestos fendlicos, que pueden estar catalizados
por lasuperficiedelosmineraesdelaarcilla(Blum et a., 1999; Clausen et a ., 2001; Cecchi
et a., 2004; Polubesova et a., 2010; Levy et a., 2020). Otro gjemplo lo constituyen los
monoterpenos, que, como compuestos vol étiles, experimentan en la atmosfera reacciones de
oxidacion y reaccionan con radicales hidroxilos, dxidos de nitrogeno, ozono, etc., dando
lugar a una variedad de compuestos como carbonilos, alcoholes, ésteres o hidrocarburos
halogenados (Marmulla & Harder, 2014).

Cuando la transformacién quimica del compuesto esta mediada por laluz ultraviol eta
se habla de procesos fotodegradativos (Horspool, 1976), que suelen implicar reacciones
redox, hidroliticas, de sustitucion y de isomerizacion. La incidencia de la luz ultravioleta
sera un factor determinante en la fotodegradacion, tanto en términos de duracién como de
intensidad de la radiacién. Para que esta degradacion sea efectiva, e compuesto ha de
encontrarse en lasuperficie delas plantas, en sistemas acudticos o en |os primeros milimetros
del suelo, que serd el méximo de profundidad donde esta radiacion es efectiva para degradar.
Otros factoresimportantes seran la presenciade catalizadores fotoquimicos, € pH del suelo,
la aireacion del mismo, la fase en la que esté e compuesto (sdlido, liquido y gas) y su

estructura quimicay grado de adsorcion.

Existe tanto fotodegradacion directa, por accion directa de la radiacion ultraviol eta,

como indirecta, en la que compuestos mediadores son capaces de absorber |a radiacion,
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transmitiéndola al compuesto o generando especies reactivas intermedias con |la capacidad
de hacerlo. Los &cidos humicos, por ejemplo, tienen esta capacidad deintervenir en procesos
defotodegradacion indirecta(Mansour et a ., 1989; Cox et al., 1996; Aguer & Richard, 1996;
Ramezani et a., 2008).

Un gjempl o de fotodegradacion de compuestos al el opéticos fue observado por Real et
al. (2019) en el amacenamiento de la hidroxicumarinaa umbeliferona en disolucién acuosa
y extractos de suelo, con una degradaci én paul atina tras exposicion alaradiacion solar. Otro
gjemplo de este tipo de degradacién se da en los monoterpenos, paralos que se han descrito

reacciones de fotofragmentacion (Ouédraogo et a., 2013; Marmulla & Harder, 2014).

En general, la degradacion quimica se puede identificar mediante el uso de suelos
esterilizados (Kaur et al., 2009; Gamiz et a., 2018), aunque en algunos casos No se da un
Unico tipo de fendbmeno degradativo (bidtico/abidtico) sino una combinacion de ambos
(Gamiz et al., 2022).

Degradaci 6n abi6tica en compuestos quirales. Generalmente, |as reacci ones abi 6ticas

gue se producen en e suelo no son enantioselectivas y, en consecuencia, no producen una
degradacién preferencial de un enantiomero sobre el otro. A pesar de que se han realizado
estudios en busca de enantioselectividad en procesos degradativos abidticos para
compuestos quirales, los resultados han reflejado una misma vel ocidad de degradacion para
ambos enantiémeros (Ali & Aboul-Enein, 2004; Ramezani et al., 2008). Algunos trabajos
han observado laimportancia de |os fendbmenos biéticos y abidticos, actuando juntos, en la
degradacién de compuestos quirales. Por giemplo, Liang et a. (2016) mostré laimportancia
de procesos tanto bi6ticos como abi6ticos en la degradaci on de S-metalaxil, mientras que en

la de R-metalaxil predominaban los biéticos.

1.3.2.2. Degradacion bidtica

Se habla de biodegradacion o biotransformacion cuando el mecanismo que produce la
transformacion del plagui cida esta mediado por microorgani smos presentes en los suelos. Es
el resultado de un proceso de asimilacién y/o metabolizacion que da como productos bien
compuestos inorganicos del tipo NHz, CO2 0 H20 bien metabolitos intermedios. El tipo de
reacciones predominantes son de reduccion, en ambientes anaerobicos, y de oxidacion e
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hidroliticas, en ambientes aerdbicos. La biodegradacién va a estar influenciada por factores

como:

e Climéticos: Los factores climaticos, especiamente la humedad y la temperatura,
inciden en e crecimiento microbiano. Al aumentar estas, en general, se beneficia la
proliferacion microbiana.

e Adsorcion al suelo: La adsorcion puede proteger a los compuestos de su
biodegradacion. El grado de adsorcion del compuesto al suelo determinard su presencia en
ladisolucién y, por tanto, su disponibilidad para ser accesible alos microorganismosy ser
bi odegradado.

¢ Contenido en materia organica del suelo: Un contenido elevado de materiaorganica
puede favorecer e fendmeno de adsorcion, aumentando la proteccién del compuesto y de
este modo retrasar su degradacion. Asimismo, la materia organica también sirve de sustrato
de crecimiento de los microorganismos, aumentando su poblacién y, por ende, la capacidad
biodegradativa del suelo.

Existen multitud de estudios que ponen de manifiesto |a degradaci én microbianacomo
laprincipal causade larapidadisipacion delos compuestos alelopéticos en e suelo (Inderjit,
2001; Kobayashi, 2004; Tharayil et al., 2006; Li et a., 2013; Marmulla & Harder, 2014,
Géamiz et a., 2016¢, 2018, 2019b; Xiao et a., 2017; Karamanoli et a., 2018; Bravetti et al.,
2020).

Kaur et a. (2009) demostraron laimportancia de |os microorganismos del suelo en la
persistencia del compuesto alelopatico m-tirosina. Usando suelos esterilizados y sin
esterilizar, vieron como en los suelos esterilizados se manifestaba la fitotoxicidad del
compuesto mientras que en los suelos no esterilizados esta se redujo debido a la actuacion

de los microorganismos edaficos.

Por otra parte, Gamiz et al. (2018) demostraron que lavia principal de degradacion del
monoterpeno carvona en e suelo estaba mediada por microorganismos. En e trabao,
evaluaron la disipacion de carvona en suelos sin esterilizar y esterilizados una vez y tres
veces de forma sucesiva. Observaron una mayor persistencia del compuesto tras varias
esterilizaciones, mientras que una Unica esterilizaciéon no evitd completamente la

degradacion por parte de los microorganismos del suelo. En Gamiz et a. (2019b), los autores
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evaluaron la persistencia y bioactividad del &cido salicilico (SA) en € suelo. Concluyeron
que ladisipacion de SA estaba gobernada, mayoritariamente, por la actividad microbiana.
La esterilizacion de los suelos con HgCl2 llevd a un aumento de la persistencia del
compuesto, junto con una disminucion de la respiracion del suelo, indicando que la
eliminacion del factor microbiano del suelo eralaresponsable del aumento en lapersistencia
del compuesto.

Karamanoli et al. (2018) encontraron variaciones en la composicion de mezclas de
aceites esenciales (monoterpenos) en suelos que solo podian explicarse por la intervencion
de microorganismos, ya que no se correspondian con patrones degradativos previamente
estudiados para aceites esencial es en condiciones abi éticas. En estudios en campo con &cidos
fendlicos, Bravetti et a. (2020) observaron que estos compuestos se degradaban en cuestion
de horas en suelos agricolas y explicaron su escasa vida media por |a biodegradacién por
microorganismos, ya que esta bien descrito que muchos compuestos fendlicos son usados
por microrganismos como fuente de carbono, provocando una rdpida desaparicion de los
mismos (Chen et al., 2011; Bravetti et a., 2020).

Algunos autores como Li et al. (2013) y Xiao et a. (2017) estudiaron los cambios
estructurales que producian diversas familias de compuestos al el opéticos en | as poblaciones
microbianas del suelo mediante técnicas de extraccion de los fosfolipidos de membrana
(PLFAS), asi como su impacto en la persistencia de los compuestos. Li et a. (2013)
encontraron diferencias en las comunidades microbianas en 2 de las 10 aplicaciones de
compuestos alelopaticos, concretamente de compuestos nitrogenados, y establecieron una
relacién entre la actividad del suelo, los compuestos aelopéticos, las comunidades
microbianas y la movilidad de los compuestos en el suelo. Por su parte, Xiao et a. (2017)
observaron que los procesos de lixiviacion en suelos se veian muy afectados por la rpida
degradacion por parte de las diversas comunidades microbianas en los mismos y que las
interacciones entre compuestos aelopéaticos y dichas comunidades determinaban su
bi odi sponibilidad.

Degradacion bidtica de compuestos quirales. La biodegradacion de compuestos

quirales en suelos es @ resultado de la accion de enzimas y/o receptores biologicos de
distintos microorganismos (Garrison, 2011). Los centros activos de esas macromoléculas

son, habitualmente, quirales y, a pesar de la similitud quimica de los enantiomeros del
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compuesto quiral, la constante de asociacion centro activo-enantiomero es, normalmente,
muy diferente (LOpez-Cabeza, 2017). Este es e principal motivo por € que la
biodegradacion de plaguicidas quirales puede ser enantioselectiva y de por qué las formas
enantioméricas pueden tener diferente bioactividad y toxicidad tanto sobre organismos diana
como no diana (Gamiz et al., 2022).

Segun Miller & Kohler (2004), los procesos de biotransformacion enantioselectiva,
gue determinan la fracciones enantiomeéricas de plaguicidas quirales en e medio ambiente

(Garrison, 2006; Basheer, 2017), se producen por las siguientes vias:

1 Dos enzimas enantiosel ectivas donde cada una de ellas transforma solo a un
enantiomero.

2. Ambos enantidmeros son transformados por la misma enzima a distintas
velocidades de degradacion.

3. Unaenzimatransforma secuencia mente a ambos enantiomeros; por gjemplo,
laenzimainicialmente convierte aun enantiomero y eventualmente al otro, pero sdlo cuando
el primero ha sido completamente transformado.

4. Transformacion de un enantidbmero por una enzima e isomerizacion del otro

por unaisomerasa

Se ha demostrado que | os diferentes microorgani smos presentes en 10s suelos, junto a
las distintas propiedades fisico-quimicas y otros factores como la adsorcién, son factores
clave en lamodificacion de los procesos enantioselectivos (Qin et al., 2014). Las diferencias
gue se pueden encontrar en la biotransformaci on de compuestos quirales en diferentes suel os
pueden depender de las diferentes comunidades microbianas o de los niveles de enzimas,
segun las propiedades y la ubicacion del suelo, variables que deben abordarse para
caracterizar € destino fina delos plaguicidas quirales en el suelo (Celiset a., 2013; Buerge
et a., 2019; Gamiz et al., 2022). Factores importantes que pueden afectar a la

biotransformacién de los plaguicidas quirales en el suelo son:

Adsorcion: Aunque la adsorcion es un proceso que se considera no enantiosel ectivo,
puede influir indirectamente en la biotransformacion enantioselectiva a controlar, en parte,
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la disponibilidad de los compuestos quirales para los microorganismos degradadores del
suelo (Semple et a., 2003; Arias-Estévez et d., 2008; Pignatello & Nason, 2020). Celis et
a. (2013) demostraron que € R-metalaxil era degradado de forma preferencial en
comparacion con e enantiomero S en suelos alcalinos, pero € grado de biodegradacion
enantiosel ectiva para metalaxil fue dependiente del suelo. La mayor adsorcion observada
parael metalaxil en un suelo con alto contenido de arcillaredujo la disponibilidad de ambos
enantiomeros, restringiendo su biotransformacion en comparacion con suelos de textura
gruesa. Los autores apuntaron que la proteccion del plaguicida quira frente a la
biodegradacion y el atrapamiento en los poros de pequefio tamafio se tradujo en una mayor
persistencia y en residuos de metalaxil més racémicos en € suelo, existiendo un efecto

indirecto de la adsorcién en la quiralidad de los residuos.

El efecto indirecto de la adsorcion en la biotransformacion enantioselectiva de 1os
plaguicidas quirales también se ha observado para compuestos naturales, como e écido
abscisico. El é&cido abscisico mostré una mayor persistencia y una menor variacion en su
fraccion enantiomérica en suelos que presentaban mayor afinidad por los enantiomeros de
dicho compuesto (Gamiz et a., 2016c¢). No obstante, ademés de laadsorcion, laparticipacion
de microorganismos especificos del suelo en e proceso de biodegradacion podria haber
contribuido también a estos resultados.

pH: Se ha demostrado que e pH es capaz de modificar la biodegradacion de los
compuestos quirales en suelos. Por gemplo, Buerge et al. (2003) observaron que € S
metalaxil se degradaba més rdpidamente que € R-metalaxil en suelos anaerdbicos y en
suelos aerébicos con pH < 4, mientras que e enantiomero R era degradado
preferencialmente en suelos aerdbicos con pH > 5. Otros gjemplos se han encontrado con €l
herbicida beflubutamida, cuya biotransformacion fue ligeramente enantiosel ectivaen suelos
alcalinos, con una degradacién més lenta para €l enantiomero bioactivo, y mucho mas
enantiosel ectiva en suelos &cidos (Buerge et a., 2013). El pH del suelo también aterd la
fraccién enantiomérica de imazetapir durante su transformacion en condiciones aerébicas
(Wu et a., 2017). En todos los suelos estudiados, e enantiomero R se degradé mas
répidamente que € S, pero e grado de enantioselectividad fue dependiente del pH. Los
autores atribuyeron esta observacion a la baja adsorcion y elevada biodisponibilidad de
imazetapir a pH elevados de los suelos (Wu et al., 2017).
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Para el compuesto alelopatico carvona, se han obtenido evidencias del efecto del pH
sobre las poblaciones microbianas y de su capacidad de modificar la enantioselectividad de
ladegradacion del compuesto (Gamiz et al., 2018). Labiodegradacion delamezclaracémica
de carvona en un suelo ligeramente alcalino se produjo rapidamente, siendo € enantiéomero
S degradado con mayor rapidez que € R. Cuando se acidifico e mismo suelo con HCI hasta
un pH de 5.5, la disipacién de carvona se volvid més lenta 'y apenas enantioselectiva, con
valores de EF residuales de carvona cercanos a 0.5 (Gamiz et a., 2018). Dado que la
adsorcion de carvonaa suelo sintratar y tratado con acido fue similar, este comportamiento
se atribuy6 a las dteraciones de la actividad microbiana del suelo producidas por € cambio
de pH (Gamiz et d., 2018).

Condiciones redox: Las condiciones redox constituyen un parametro muy importante

en la disipacion de algunos compuestos quirales en el suelo. Por gjemplo, para ambientes
aerdbicos y concentraciones relevantes a nivel medioambiental, se observé una degradacion
preferencial del enantiomero R del herbicida mecoprop (MCPP); sin embargo, bao
condiciones anaerdbicas y a atas concentraciones de MCPP, fue e enantiomero S €l que se
degradd preferencialmente (Frkova et al., 2016). Los autores encontraron tres tipos de
comunidades microbianas que actuaban preferentemente en funcién de las condiciones
ambientales (Frkovaet al., 2016).

Practicas culturales: Las précticas agricolas, junto alas distintas formas de aplicacion

del compuesto quiral, pueden influir en la disponibilidad de los enantiomeros y también en
lanaturalezay actividad delas poblaciones microbianas del suelo (Gamiz et al., 2013, 2016b,
2022; L6pez-Cabeza et a., 2017).

1.3.2.3. Enantiomerizacion

La enantiomerizacion es € proceso mediante € cual un enantidmero se convierte en
el otro. En general, la enantiomerizacion es un proceso muy energético que suele producirse
en carbonos quirales que pueden formar grupos metino. No obstante, cuando la energia
necesaria se puede obtener, por ggemplo, a través de la absorcion de radiacion ultraviol eta,
la enantiomerizaci 6n también puede implicar roturas homoliticas de enlaces C—C (Katagi,
2012). Laenantiomerizacion puede ocurrir por via abiotica, donde predominan los procesos
de hidrdlisis, &cida o basica, y fotolisis, o por via bidtica, producida por la actividad

enzimética de los microorganismos del suelo (Katagi, 2012).
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La enantiomerizacién es un proceso que se debe considerar cuando se evalla €
comportamiento de un compuesto quiral en e suelo. Por gemplo, s se produce la
desaparicion enantioselectiva de un compuesto, esta puede tener lugar no slo como
consecuencia de una degradacion preferencial de uno de los enantiomeros, sino que puede
deberse alainterconversion de un enantiomero en € otro (Muller & Buser, 1997; Romero
et a., 2001). En €l caso de los plaguicidas quirales, e conocimiento de este proceso resulta
fundamental ala horade valorar la posible sustitucion de una mezcla racémicaen favor del
enantiomero puro biolégicamente activo correspondiente, ya que e coste de dicha
sustitucion podriano estar justificado si € enantiémero puro racemiza rapi damente (Katagi,
2012).
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|.4. Estrategias de modulacién del comportamiento de los compuestos alelopaticos en
el suelo: uso de arcillasy de enmiendas or ganicas como adsor bentes

Desde unaperspectivageneral, apesar de representar unaalternativaprometedora para
un control sostenible de plagas, la aplicacion de compuestos alel opéticos como herbicidas
naturales todavia requiere esfuerzos dirigidos a solventar las limitaciones que a menudo se
asocian a empleo de estos compuestos. Entre ellas destacan la escasa persistenciaque suelen
presentar unavez que a canzan el suelo, que puede reducir rapidamente su eficaciabiol 6gica,
y lainconsistencia que puede manifestar su actividad dependiendo del escenario concreto de
aplicacion. Por €ello, e desarrollo de estrategias que permitan superar estas limitaciones se
considera un objetivo que podria contribuir a estimular la comercializacion y € uso de los
compuestos aelopaticos como plaguicidas naturales. Algunas de estas estrategias, que se

abordan en |a presente Tesis Doctoral, son las siguientes:

Seleccion delos escenarios de aplicacién. Puesto que las propiedades fisicas, quimicas

y biologicas del suelo, asi como las condiciones ambientales, afectan de forma decisivaala
bioactividad de los compuestos alelopaticos a través de su influencia en su adsorcion y
transformacién, la seleccion de condiciones edafo-climéticas favorables podria constituir
una forma inmediata de maximizar su eficacia. Como se ha mencionado con anterioridad,
las propiedades del suelo que mas afectan a la biodisponibilidad de los compuestos
alelopéticos son su composicion (contenido en arcilla y materia organica), estructura
(tamafios de porosy su distribucion), humedad, pH y actividad biol6gica (Scavo et al., 2019).
Dependiendo de estas propiedades, el potencial aelopético de muchos compuestos puede
expresarse selectivamente en unos suelos y no en otros. Hiradate et a. (2010), por g emplo,
observaron que la expresion de lafitotoxicidad de la juglona variaba en funcion del tipo de
suelo. También se ha comprobado que la presencia de minerales de la arcilla en los suelos
puede inactivar compuestos alel opaticos fendlicos a inducir reacciones de polimerizacion
oxidativa (Inderjit, 2001; Polubesova et al., 2010). Dado que existe muy poca informacion
acerca del comportamiento de la mayoria de los compuestos aelopéticos en e medio
ambiente, resulta de gran importancia generar datos sobre la adsorcion y transformacion de
estos compuestos en suelos con caracteristicas distintas y bajo diferentes condiciones
ambientales que ayuden a identificar los factores y mecanismos que gobiernan su
biodisponibilidad y posibiliten la seleccion de las condiciones agrocliméticas méas idoneas

parala expresion de su fitotoxicidad.
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Formulacién. Los herbicidas se aplican a los cultivos como formulaciones que,
ademas de la sustancia activa, contienen componentes adicionalesintroducidos parafacilitar
su aplicacion o aumentar su eficacia. Estos componentes adicionales o adyuvantes mejoran
la dispersion en agua del compuesto, prolongan su actividad o aumentan su absorcion por la
plantaacombatir (Uddin et al., 2014). Varios estudios han puesto de manifiesto la necesidad
dedesarrollar formul aciones adecuadas capaces de retrasar | a répi da degradaci n microbiana
gue suelen sufrir los compuestos al el opaticos en €l suelo, con € fin de aumentar su eficacia.
Un gemplo lo encontramos en Bertin et al. (2009), quienes observaron que las excelentes
propi edades herbicidas del amino &cido no proteico m-tirosina se perdian completamente en
s0lo dos dias por su rapida biodegradacion en suel os. Los autores sefialaron que una posible
formulacién que permitiese estabilizar e compuesto en el suelo podria ayudar a que la m-
tirosina pudiera tener aplicacién como herbicida natural. Travaini et a. (2016) obtuvieron

resultados similares para las furanocromonas kelinay visnagina.

El desarrollo de formulaciones adecuadas que protejan a compuesto activo de rapidas
pérdidas por transporte o degradacién y permitan mantener concentraciones moderadas del
mismo el tiempo suficiente para que g erza su accion bioldgica es una estrategia que se ha
propuesto para aumentar la eficacia y reducir el impacto ambiental de los plaguicidas
sintéticos convencionales y que podria ser particularmente interesante para prolongar la
eficacia de los plaguicidas naturales (Bertin et al., 2009; Gasic & Tanovic, 2013; Flores-
Céspedes et a., 2015; Pang et al., 2016; Gamiz & Cedlis, 2021). Esto puede lograrse, por
giemplo, mediante el soporte o encapsulacion del compuesto en matrices de diversa
naturaleza. El nuevo fungicida antibotritico comercial ARAW (Sipcam Iberia) abase detres
terpenos (eugenol, geraniol y timol) encapsulados en microesferas biol dgicas con capacidad
para liberarlos de forma gradual, en consonancia con las condiciones que favorecen la
aparicién de algunas enfermedades sobre las que actla la mezcla de terpenos (Ruiz-Garcia
et a., 2015, MAGRAMA, 2016), constituye un ejemplo de que existe un interés real por €l
desarrollo de plaguicidas naturales y por mejorar la sofisticacion de las tecnologias de
formulacién con el fin de optimizar la eficacia de los mismos. Dado que los terpenos
eugenol, geraniol y timol son sustancias incluidas en e Anexo IV del reglamento (CE) No.
396/2005, no requieren fijacion de limites maximos de residuos (LMRs), |0 que supone una
ventaja para su registro y comercializacion. En este sentido, €l reciente auge en € disefio de
materiales nanoestructurados, con una gran variedad de propiedades morfolégicas y

funcionales, abre un amplio abanico de posibilidades en cuanto ala utilizacion de este tipo
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de materiales como soportes en la formulacion de plaguicidas naturales (Forim et al., 2013;
Kah & Hofmann, 2014; Benelli et a., 2017; Red et al., 2019). Hasta la fecha, no obstante,
el uso de estos materiales para optimizar la actuacion de los compuestos alel opéticos como

herbicidas naturales esta poco explorado.

Modificaciones del suelo. Se sabe que lamodificacién del suelo através de laadicion

de enmiendas organicas e inorganicas puede tener un gran impacto sobre la dindmicade los
plaguicidas. Aunque, como practica agricola, e principal propésito de la adicion de
enmiendas organicas es aumentar lafertilidad de | os suel os, amenudo esta préactica aumenta
la adsorcién y reduce la movilidad de los plaguicidas y puede acelerar o retrasar su
biodegradacion en funcion de las caracteristicas fisico-quimicas del plaguicida, lanaturaleza
delaenmienday € tipo de suelo (LOpez-Pifieiro et a., 2013; Garcia-Delgado et al., 2020).
Las enmiendas inorganicas y los compleos organoarcillosos también han demostrado su
capacidad de aterar la movilidad y la persistencia de los plaguicidas en suelos, tanto en
condiciones de laboratorio como de campo (Rodriguez-Cruz et a., 2007; Gamiz et ., 2010,
2016b). Por lo tanto, la manipulacion de los sistemas agricolas mediante la adicion de
enmiendas alos suelos podria ser una estrategia Util paraincrementar la bioactividad de los
compuestos alelopéticos, por lainfluencia que puede gjercer en la adsorcion y degradacion
de los mismos (Gamiz et al., 2019b).

I.4.1. Uso de compuestos laminar es como adsor bentes

Los minerales de laarcilla, en particular losfilosilicatos 2:1, y sus andl ogos sintéticos
estructuralmente complementarios, los hidréxidos dobles laminares (HDL), han suscitado
un gran interés como materiales adsorbentes para evitar o combatir la contaminacion por
compuestos organicos como los plaguicidas (Corngjo et al., 2008). Este hecho se debe
principalmente a sus el evadas superficies especificas asociadas a su estructuraen laminas, a
lafacilidad con que se obtienen o sintetizan y ala posibilidad de modificar sus superficies
para aumentar su afinidad por compuestos especificos. Las distintas aplicaciones que se han
propuesto en e campo de los plaguicidas abarcan desde su empleo como soportes para la
liberacion lenta de los mismos hasta su adicidn directa al suelo como barreras inmovilizantes
0 su uso como filtros para aguas contaminadas. En € contexto de esta Tesis Doctoral, es de
esperar que también puedan tener aplicacion en & ambito relativo al uso de los compuestos

alelopaticos como plaguicidas naturales.
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Tanto los filosilicatos como los hidroxidos dobles laminares presentan unas
caracteristicas estructurales comunes, ya que estan constituidos por lacombinacion deldminas
de tetraedros y/u octaedros de diferentes 6xidos e hidroxidos metdlicos. La composicion y €
empaguetamiento de las laminas determinara la naturaleza de los diferentes compuestos
laminares. Si tenemos en cuenta la carga neta del materia, estamos ante filosilicatos o las
denominadas “‘arcillas naturales” S la carga es negativa, o ante hidréxidos dobles laminares

(HDL) o compuestostipo hidrotalcitas su cargalaminar es positiva (Fig. 25).

Filosilicatos Hidroxidos dobles laminares

C = = = ] = + + )
+ + aL = = =

C = = = J E & C

Figura 25: Representaci on esquemética de las estructuras del osfil osilicatos e hidroxidos dobles
laminares.

1.4.1.1. Filosilicatos
a) Estructura

Losfilosilicatos forman parte del grupo conocido como mineralesdelaarcilla, que estén
presentes en suelos y sedimentos y que coexisten con otras fases, tanto cristalinas como
amorfas (gibbisita, goetita, hematites...) (Guggenheim & Martin, 1995). Se generan por la
meteorizacion de silicatos 0 se encuentran en yacimientos enriquecidos en alguno de dllos.
Estos materiales juegan un papel clave en la agricultura porque su presencia en € suelo
modifica ciertas propiedades fundamentales del mismo como la textura, la estructura, la
capacidad de retencion de aguay lafertilidad.

Laestructuraglobal delosfilosilicatos consiste en unidadestetraédricascon Siy Oy de
unidades octaédricas con Mgy O/OH o Al y O/OH, formando capas bidimensionaes que se
apilan a su vez en laminas tridimensionales. Dependiendo de como se apilen las capas para

formar laslaminas, los filosilicatos se clasifican de la siguiente manera:
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Filosilicatos 1:1. Las laminas tridimensionales del mineral se forman por la
condensacién de una capa octaédrica con una tetraédrica y se unen entre si mediante enlaces

de hidrogeno entre grupos OH y O de capas contiguas.

Filosilicatos 2:1. Las laminas tridimensionales se forman por la condensacion de una
capa octaédrica entre dos tetragdricas y se unen entre si atraves de fuerzas de van der Waals
que se establecen entre los a&omos de oxigeno de capas contiguas. Estos minerales se
caracterizan por presentar, en la mayoria de los casos, carga negativa permanente en sus
|aminas debido ala sustitucion isomorfica en |a capa tetraédrica de un &omo de Si** por otro
de similar tamafio y menor carga, como puede ser, por gemplo, & AlI¥. A su vez, este
fendmeno también puede producirse en la capa octaédrica, en la que € Al®* puede ser
reemplazado por Mg?* provocando un desbalance en lacarga. Lacarganegativaneta generada
se compensa mediante la presencia de cationes inorganicos, hidratados en menor o mayor
grado, que se sitlian tanto en los bordes como entre las [&minas del minera. Los cationes
inorgénicos pueden ser intercambiados por otros, con mayor o menor facilidad dependiendo
de s |la carga permanente se encuentra en la capa tetraédrica o en la octaédrica, de la carga
netade laceldaunidad y de la naturaleza dd cation.

Filosilicatos 2:1:1. La estructura de este grupo de minerales es similar a la de los
minerales 2:1. En dlos, el balance de carga se mantiene gracias a la presencia en €l espacio
interlaminar de grupos hidroxilo coordinados octaédricamente de forma similar a las capas
octaédricas. Esta caracteristica hace que su capacidad de intercambio catiénico y de expansion
sean nulas, como les ocurre alas cloritas, que forman parte de este grupo (Karathanasis et al.,
1983; Ezzaim et ., 1999).

En esta Tesis Doctora nos hemos centrado en filosilicatos de estructura 2:1,
concretamente del grupo de las esmectitas y subgrupo de las montmorillonitas, que son
minerales en los que las posiciones octaédricas estan ocupadas por cationes Al y sus

sustitucionesisomorficas. Suférmulageneral eslasiguiente: (Na,Ca)o3(Al, Mg)2Si4010(OH)>.

b) Caracteristicas adsorbentes de |as esmectitas

En la Figura 26 se muestran |os principales centros de adsorcién de las esmectitas. Los
centros activos son determinados puntos estructurales que coinciden con los cationes de
intercambio hidratados presentes en e espaciado interlaminar y en los bordes del minera, los
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gtios de carga variable dependientes del pH, como son los grupos silanoles (Si-OH) y
aluminoles (Al-OH) de los bordes de ruptura de los enlaces Si-O-Si y Al-O-Si, y los grupos
siloxanos laminares de los planos basales externos o interlaminares. Estos Ultimos se sittan

entre los sitios cargados y poseen caracter hidrofébico (Jaynes & Boyd, 1991).

Silanoles y aluminoles
(cargas variables)

Superficie
Hidrofébica

\/ " Sustituciones

isomérficas

Figura 26: Centros activos de un minera esmectitico en relacion con la adsorcion de
compuestos organi cos.

La interaccion de estos centros activos con compuestos organicos depende en gran
medida de la carga que presenten estos Ultimos. Asi, los compuestos catiénicos y protonables
se adsorben répidamente, atraidos por la carga negativa permanente de las laminas,
intercambidndose con € cation interlaminar o mediante laformacion de puentesdeH y enlaces
polares (Hermosin & Pérez-Rodriguez, 1981; Cox et al., 1997b). Por € contrario, aquellos
compuestos gque son aniénicos o acidos débiles presentan una baja afinidad por las superficies
cargadas negativamente del mineral vy, al ser repelidos por estas, su adsorcion es muy bgao
précticamente nula (Celis et al., 1999a). En ocasiones, los bordes de las laminas de las
esmectitas pueden estar cargados positivamente, normalmente a valores de pH inferiores a5,
representando sitios de adsorcién para especies anionicas, gue también pueden interaccionar
con metaes polivaentes que ocupen sitios de intercambio 0, S se produce & ambiente
adecuado, mediante fuerzas de van der Waals (Lagaly, 2001). No obstante, estos sitios no son

predominantes y la adsorcién suele quedar gobernada por la presencia de carga negativaen la
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superficie. En cuanto a los compuestos neutros e hidréfobos, estos no suelen presentar una
elevada afinidad por las esmectitas, como consecuencia de las caracteristicas hidrofilicas de
su superficie conferidas por los cationes de cambio hidratados (Jaynes & Vance, 1996),
mientras que los compuestos neutros con caracter polar que presenten ciertos grupos
funcionales (-OH, =0, -NH>...) son adsorbidos por fuerzas polares (ion-dipolo o dipolo-
dipolo) o enlaces de coordinacion (Lopez-Cabeza, 2017).

c) Propiedades adsorbentes de |as esmectitas modificadas con cationes organicos

Como se ha expuesto previamente, las caracteristicas de carga de las esmectitas hacen
que sean materides adecuados para la adsorcion de especies catidnicas y polares, tanto
inorganicas como organicas. La presencia de cationes inorganicos hidratados confiere un
caracter hidrofilico a su superficie, reduciendo su afinidad hacia moléculas organicas neutras
hidrofébicas (Jaynes & Vance, 1996). De forma andoga, |0s compuestos anidnicos son
repelidos por las superficies basales con carga negativa de las esmectitas y presentan una
escasa dfinidad por las mismas (Celis et d., 1999b). Sobre esta base, para meorar las
propiedades de adsorcion de las esmectitas hacia estos compuestos, puede procederse a la
modificacion de las propiedades superficiades de la arcilla mediante la sustitucion de los
cationesinorgani cos presentes en e espacio interlaminar por cationes organi cos (Jordan, 1949;
Akelah et al., 1994; Ruiz-Hitzky & Van Meerbeek, 2006). Estos cambios son posibles porque
las esmectitas son filosilicatos de tipo expansibles, o que les permite incorporar cationes

incluso muy voluminosos dando lugar alas denominadas organoarcillas.

Los cationes organicos més empleados para la modificacién de esmectitas y obtencion
de organoarcillas son los cationes alquilamonio cuaternarios, que suelen representarse cComo
[(CH3)nNR4.]*, siendo R un hidrocarburo aromético o dlifético (Fig. 27) (Corngjo et al ., 2008),
aungue también se empl ean otros compuestos, como especi es poliméricas (Ruiz-Hitzky & Van
Meerbeek, 2006; Gamiz et al., 2010; Celiset ., 2012).

Las organoarcillas, tradicionamente, se han clasificado en dos tipos dependiendo del
cation orgéanico introducido en la interlamina y cuya disposicion en este espacio depende
principalmente de la combinacion entre su tamafio y la densidad de carga de la arcilla. Por

tanto, se distinguen:
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Organoarcillas organofilicas. este tipo se corresponde con aquellas esmectitas en las

que se introduce en su interldmina iones del tipo aquilamonio de gran tamafio, como por
gemplo @ hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) o € dioctadecildimetilamonio (DODMA)
(Fig. 27), que se adsorben fuertemente alos sitios de carga de las esmectitas interaccionando
entre si y no son desplazados fécilmente por la presencia de cationes metalicos a el evadas
concentraciones (Jones, 1983). La presencia de estos cationes genera una fase hidrof dbica que
actla como un medio de particién cambiando la naturaleza hidrofilica de la esmectita y
presentando gran potencia para la adsorcién de compuestos organicos de carécter neutro o
incluso &cido (Jaynes & Vance, 1996; Cdlis et al., 1999a; Aguer et a., 2000). Mediante
difraccion de rayos X se han determinado distintas configuraciones que pueden adoptar 10s
cationes alquilamonio cuarternarios en la interlamina, destacando la monocapa, la bicapa, la
estructurapseudoditrimolecular y laparafinica. Estas configuraciones se muestran en laFigura
28A (Lagaly, 1982; Phuekphong et al., 2020).

Organoarcillas adsortivas: son agquellas en las que € cation organico se dispone como

especies discretas en la interldmina del mineral arcilloso y, a contrario que en las
organofilicas, no forman unafase de particion (Fig. 28B). En estas organoarcillas, |os cationes
organicos actian como pilares no hidratados que abren las [&minas de la arcilla exponiendo la
abundante superficie de siloxano (Lee et a., 1990; Jaynes & Boyd, 1991; Brixie & Boyd,
1994). Ejemplos de cationes modificadores que dan lugar a organoarcillas de este tipo son €
tetrametilamonio (TMA) y € feniltrimetilamonio (FTMA) (Fig. 27).

Por otro lado, las esmectitas también han sido modificadas selectivamente con cationes
orgénicos, distintos a los alquilamonios cuaternarios tradicionales, con grupos funcionaes
apropiados para la adsorcién sel ectiva de un determinado compuesto. Este es € caso de Cruz-
Guzman et al. (2004, 2005), quienes prepararon organoarcillas funcionalizadas usando los
cationes L-carniting, éster dimetilico de la L-cistina, éster etilico de la L-cisteina y tiamina
(Fig. 29) y observaron que la capacidad adsorbente de las organoarcillas variaba segun la
naturaleza del catidn introducido, lo que se atribuyd a grupo funcional del cation modificador
y a efectos estéricos.
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—oN Hexadeciltrimetilamonio (HDTMA)

—an Dioctadecildimetilamonio (DODMA)

—GN@ Feniltrimetilamonio (FTMA)

—oN— Tetrametilamonio (TMA)

Figura 27: Cationes aquilamonios utilizados en la modificacion de esmectitas.
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Figura 28: Posibles disposiciones de cationes orgénicos en la interldmina de una esmectita
dependiendo de su tamafio y de la carga laminar del mineral (adaptado de Phuekphong et al.,
2020).

67



I. Introduccién

‘ oH N 2 o oH

Carnitina Tiamina
%H;, le) o
/OWHVS\S/H)‘\O/ /\OJH/\SH
NH3
e} gHg @
Cistina (éster dimetilico) Cisteina (ésteretilico)

Figura 29: Cationes amonios naturales empleados en la modificacion de esmectitas.

En cuanto a la interaccion de arcillas y organoarcillas con compuestos naturaes
bioactivos, lamayoriade laliteraturarecoge lainteraccion de aceites esenciales con minerales
de la arcilla con € fin de obtener nanocomposites con aplicacion en dmbitos como € de la
alimentacién para e envasado de alimentos (Cheikh et a., 2022), €l desarrollo de antiflngicos
en construccion (Fernandez et a., 2020) y también e control de plagas (de Oliveira et a.,
2022).

Lamayoria de los mecanismos de adsorcion descritos entre |os componentes de aceites
esenciales, que en su mayoria son monoterpenos, y montmorillonitas tanto sin modificar como
modificadas son los descritos hasta € momento e incluyen principamente interacciones
hidrof dbicas, enlaces de hidrégeno, interacciones eectrostéticas y fuerzas de van der Waals.
Asi, Giannakas et a. (2017) combinaron andlisisde FTIR y XRD para estudiar el mecanismo
de adsorcién de componentes de aceites esenciales a nanoarcillas. Los resultados revelaron
gue no existieron cambios en & espaciado basa en los difractogramas de rayos X. Sin
embargo, los espectros de infrarrojos revelaron bandas caracteristicas de |os aceites esenciales
gue indicaron gque estos compuestos organicos se adsorbieron en € minera de la arcilla
mediante enlaces de hidrogeno. La activacion écida de las montmorillonitas también ha sido
una metodol ogia estudiada para incrementar |a afinidad hacia compuestos naturales. Nakhli et

a. (2018) activaron una montmorillonita y una caolinita mediante tratamiento con H2SOs,
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aumentando su afinidad por sabinena, que es e principal componente de los aceites esenciales
de Xylopia aethiopica.

Un enfoque adicional es la preparacion de arcillas modificadas con polimeros para ser
funcionalizadas y que puedan actuar como portadores de compuestos bioactivos provenientes
de plantas. Esta es una de las estrategias investigadas en €l ambito del envasado de dimentos
(Cheikh et d., 2022), consiguiéndose ciertas ventgjas como estabilizar estos compuestos
biactivos y lograr su liberaciéon controlada a medio (Chelkh et a., 2022). Giannakas et al.
(2020), por gemplo, prepararon una montmorillonita modificada con € polimero quitosano
que, d incorporar € extracto de aceite esencia de tomillo, formé un film con propiedades
antioxidantes, prometedoras para ser usado en e envasado de alimentos.

1.4.1.2. Hidr6xidos dobleslaminares
a) Estructura

Los hidroxidos dobles laminares (HDL) son materiales con una estructura smilar ala
de losfilosilicatos y que muestran propiedades Utiles para una gran cantidad de aplicaciones.
Se conocen también como compuestos tipo hidrotalcita por su similitud estructural con la
hidrotalcita (HT), un mineral encontrado en la naturdeza con la férmula
MgeAl2(OH)16COs-4H 20,

La estructura de la hidrotalcita resulta del apilamiento de laminas similares a las de
brucita[Mg(OH)2], con laaparicion de carga positivadebido alasustitucionisomorficaparcial
de cationes Mg?* por AI®*, que es compensada por aniones carbonato (COs?) que se sitlian en
lainterldamina. Los HDL pueden describirse con la formula genera: [M'"1.x M"'x(OH)]A™
wn-MH20 donde M" = Mg?*, Zn?*, Ni?*...; M"' = AI¥*, Fe¥*, Cr3*...; A™ = COs?%, SO4%, CI,
NOs'... y x varia entre 0.22 y 0.33 (Miyata, 1975). Lafacilidad con laque se pueden sintetizar
variando su composicion, su bgjo coste, sus caracteristicas superficiaes y, sobre todo, su
biocompatibilidad los convierte en materiales muy apreciados en diversos campos de
actividad.

La estructura de los HDL permite varias técnicas de sintesis, pero existen tres métodos
principales. (1) € méodo de coprecipitacidn, también conocido como sintesis directa, donde
disolucionesdeM'" y M"" con larelacion M"/M"" deseada se adicionan simulténeamente auna
disolucién aniénicaagitando vigorosamenteapH = 9-10 (Reichle, 1986); (2) sintesis mediante
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intercambio aniénico, donde |as propiedades de intercambio anidnico que presentan los HDL
permiten e reemplazo de los aniones originaes de lainterlamina por otros aniones de interés
presentes en disolucion acuosa. Esto da lugar a una gran variedad de HDL sintéticos, con
aniones tanto inorganicos como organicos, asi como con complgos anidnicos Yy
polioxometaatos (Rives & Ulibarri, 1999); y (3) e méodo de reconstruccion o rehidratacion,
basado en la propiedad de agunos HDL conocida como "efecto de memoria'. Este término se
refiere ala capacidad de |os 6xidos mixtos de tipo NaCl resultantes de la calcinacion del HDL
aunatemperatura de 450-500°C de recuperar la estructuraestratificadaorigina de hidrotalcita
através de su rehidratacion y adsorcidn de aniones de una disolucién acuosa (Miyata, 1980).

b) Caracteristicas adsorbentes de |os hidroxidos dobles laminares

Las caracteristicas estructuralesde los HDL y sus productos cal cinados, su capacidad de
intercambio anidnico y las propiedades de reconstruccion descritas anteriormente permiten
gue estos compuestos se utilicen como adsorbentes de muchas especies anidnicas diferentes.
Los HDL se caracterizan por tener una eevada superficie especifica (100-300 m?/g) y
presentan “efecto memoria”, una distribucion homogénea de los iones metdicos en los
productos de calcinacion, propiedades acido-base seglin la composicién metdicay una dta
capacidad de intercambio anionico (L6pez-Cabeza, 2017). Casi no hay limitacion en la
naturaleza de los aniones usados para compensar la carga positiva de las [aminas. Los dos
mecanismos principal es de adsorcion paral as especi es anionicas son € intercambio de aniones
y larehidratacion del producto de calcinacion, representados en la Figura 30. Por € contrario,
lacapacidad de adsorcion delos HDL haciacationes o paramol écul as no-idnicas, hidrof 6bicas
y de baja polaridad suele ser muy limitada. Algunos procedimientos que se suelen utilizar para
mejorar la capacidad adsorbente de los HDL son la activacion con tratamientos acidos o

basi cos, |as reacciones de intercambio aniénico, € pilareado y los procedimientos fisicos.

La adsorcion de compuestos anionicos alos HDL generalmente aumenta con la carga
delaldminade minerd y depende en gran medidade la naturaleza del anion interlaminar de
partida, ya que los aniones inorganicos monoval entes se reemplazan més facilmente que los
divalentes. Segin Miyata (1983), la facilidad con la que agunos aniones inorganicos se
desplazan de lainterlamina varia en € siguiente orden: 1" > NOs >Br >Cl- > SO4> > COg2.
Lafuerte afinidad del carbonato por la interlamina de los HDL es una propiedad importante

de estos materiaes, porque la presencia de carbonato en disolucion acuosa es dificil de evitar
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y puede competir fuertemente con otros aniones presentes en la disolucion. Para salvar esta
dificultad durante procesos de adsorcién de aniones organicos, se recurre a méodo de
reconstruccion del producto calcinado y/o ala redlizacion de la sintesis burbujeando un gas
inerte como & N2 paradesplazar alos aniones carbonato de ladisolucion. Asi, Pavliovic et al.
(2005) obtuvieron que un HDL basado en Mg/Al-carbonato calcinado a 500 °C (HT-500) fue
un adsorbente efectivo de | os herbicidas anionicos 2,4-D, clopirdiday picloram. En ocasiones,
los HDL pueden ser reciclados para obtener e material de partida mediante combustion del
anion adsorbido y volver a usarse en ciclos sucesivos de calcinacion-hidratacion (Ulibarri et
a., 1995).

= [ ¥ )
A) B)
= ¥ )
B)
CE ¥ ¥

Compuesto organico

L Anidn Inorgénico H20
anionico

Figura 30: Representacion de los distintos mecanismos que presentan los HDL para la

adsorcion de compuestos anionicos: A) intercambio anidnico y B) calcinacion/rehidratacion
(Corngjo et d., 2008).

c) Propiedades adsorbentes de los hidroxidos dobles laminares modificados con

aniones organicos

La capacidad de adsorcion de los HDL para compuestos hidrofobos no ionicos suele
ser escasa. De manera similar a los filosilicatos, la intercalacion de grandes aniones
organicos en los HDL puede cambiar la naturaleza de su superficie de hidrofilica a

hidrofébica y aumentar su capacidad de adsorcion de estos compuestos. Se han utilizado
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muchos aniones organicos para modificar las propiedades de adsorcion, pero los mas
utilizados han sido los tensi oactivos dodecilsulfato (DDS) y dodecilbencenosulfonato (DBS)
(Meyn et a.,1990; Lagaly & Beneke, 1991; Pavlovic et a., 1997) (Fig. 31). La fuerte
afinidad de estos surfactantes por lainterlamina de los HDL y su tendenciaaformar micelas

dan como resultado la creacion de un entorno hidrofobo.

Dodecilsulfato (DDS) Dodecilbencenosulfonato (DBS)

& \o

Figura 31: Estructura de los aniones organicos mas empleados para modificar hidrotalcitas.

Los organo-HDL u organohidrotalcitas se pueden sintetizar facilmente mediante
sintesis directa, intercambio anidnico o por rehidratacion del 6xido mixto en presencia del
surfactante anidnico. Debido a la gran densidad de carga superficia de los HDL, las
moléculas del surfactante generalmente se orientan perpendicularmente a las laminas,
aunqgue lasintesis y el secado pueden influir en su inclinacion e incluso dar como resultado
la formacion de bicapas. Dependiendo del tamafio de las cadenas aquilicas del anion, los
espaciados basales de los organo-HDL pueden variar entre 1.7 'y 4.7 nm (Meyn et al., 1990;
Clearfield et a., 1991).

Mas recientemente, se ha buscado la incorporacion de aniones que puedan resultar
menos dafiinos para € medio ambiente en € caso de que los HDL modificados puedan
alcanzar suel os 0 ambientes acuéticos tras su aplicacion. En este contexto, Celiset al. (2014)
compararon la modificacién de un HDL de Mg/Al-COs con écidos grasos con € mismo
ndimero de carbonos (C18) pero que contenian un nimero diferente de insaturaciones en su
cadena (Fig. 32). Demostraron que la capacidad de adsorcion de cada organo-HDL dependio
del grado y tipo de insaturacion. Los acidos grasos cis-insaturados dieron lugar a organo-
HDL con unamenor afinidad por plaguicidas no ionicos quelostrans-insaturados, a originar
estructuras menos hidrofobicas en e espacio interlaminar.
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Figura 32: Acidos grasos empleados para modificar hidrotalcitas.

En lo que se refiere a su interaccion con compuestos bioactivos, 1os hidroxidos dobles
laminares han sido menos estudiados que las esmectitas. Por gemplo, Lobo-Sanchez et al.
(2018) prepararon un HDL de Zn/Al con unarelacion 3:1 que mostrd capacidad bactericida
traslaadsorcion de un extracto de aceite de eucalipto. Deformasimilar, Radwan et a. (2022)
adsorbieron diferentes sustancias extraidas del aceite de hinojo en un HDL de Mg/Al y
prepararon nanocomposites que presentaron buenas propiedades insecticidas a través de su

desorcion controlada.

1.4.1.3. Granulacion de compuestos laminar es para su aplicacion como adsor bentes

Una de las formulaciones utilizadas para la aplicacion al campo de plaguicidas es
mediante su conformaciéon en granulos, que presenta ciertas ventgjas frente a resto de
formulados, como la de requerir una escasa manipulacion a permitir su aplicacion directa.
La granulacion, también conocida como aglomeracion, peletizacion o formacion de esferas,
consiste en la agregacion de particul as finas en una masa semi permanente de mayor tamario.
La granulacion encuentra aplicaciones en una amplia gama de industrias, incluido €
procesamiento de minerales, productos agricolas, detergentes, productos farmacéuticos,

productos alimenticios y productos quimicos especiales.

El proceso de granulacion himeda se puede redlizar de varias maneras, como rociar

un aglutinante liguido sobre las particulas mientras se agitan en un tambor giratorio,
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granuladores de lecho fluidizado, mezcladores de ato cizallamiento o dispositivos similares.
El liquido une las particul as por la combinacion de fuerzas capilares y viscosas hasta que se
forman enlaces mas permanentes por e secado posterior (Visavale et al., 2007).

Normalmente, la granulacion himeda comprende |os siguientes pasos (Iveson et al., 2001):

1. Humectacion y nucleacion, donde € aglutinante liquido se pone en contacto con €
polvo seco. Esta es una etapa importante en e proceso de granulacion, pues se esperaque €l
aglutinante se distribuya uniformemente por todo € lecho para dar granulos de nucleos de

tamario uniforme.

2. Consolidaciony crecimiento, donde la colision entre dos granul os, granulos'y polvo
de alimentacion o granulos y e equipo conducen a la compactacion y crecimiento de los
granulos. El crecimiento ocurre siempre que el material presente en el granulador chocay se
pega. El proceso de crecimiento comienzatan pronto como el liquido entra en contacto con
la masa de polvo agitada. Durante la agitacion, los granulos generalmente se consolidan.

3. Desgaste y rotura, donde los granulos himedos o secos se rompen debido a un
impacto, desgaste o compactacion en el granulador o durante la manipulacién posterior. La
rotura de los granulos humedos suele determinar la distribucién fina del tamafio de los
grénulos, especialmente en un granulador de ato cizallamiento. La rotura se puede utilizar
para limitar €l tamafio maximo de los granulos o para ayudar a distribuir un aglutinante
viscoso (Bardin et al., 2004).

Lasarcillas se han propuesto como adsorbentes de plaguicidas sintéticos, pero, aunque
presenten gran poder adsorbente, no se pueden aplicar directamente en forma de polvo
debido asu pequefio tamario de particulay |os problemas de inhal acion que conllevan (Duran
et al., 2019). Laconversion de polvosdearcillaen granulos mejoralapermeabilidad y retrasa
la desorcién de los compuestos debido a la estructura porosa y la densidad aparente del
material granulado (Du et a., 2017). Asimismo, se facilita el mangjo del materia a evitar

la segregacién de particulas finas durante su uso (Visavae et al., 2007).

En el caso de las arcillas, existen muchos tipos de aditivos aglomerantes entre |os que
se encuentran celulosas o0 aginatos, cerasy resinas (Bueno et al., 2021). A veces, € uso de
ligantes parala granulacion de arcilla puede fallar debido a hinchamiento de las esmectitas.
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Sin embargo, las organoarcillas, modificadas con cationes de amonio cuaternario, se pueden
granular f&cilmente, ya que el catién modificador actda como coaglutinante (Alther, 2004).

Existen en la bibliografia g emplos de aplicacion de organoarcillas granuladas en €l
ambito de la descontaminacion de aguas. Asi, Du et al. (2017) obtuvieron granulos de una
bentonita modificada con e catién hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) que presentd
caracteristicas satisfactorias para la adsorcion del contaminante tributilo de estafio. Mas
recientemente, Duran et al. (2019) obtuvieron diferentes granulos de una organobentonita
gue resultaron ser efectivos como componentes de filtros a presentar buena resistencia al
agua y obtenerse porcentajes de adsorcion similares a los obtenidos con el polvo de la
organoarcilla

En esta Tesis Doctoral hemos empleado una organoarcillacomercial Cloisite 10A para
la formacién de granulos en su aplicacion como adsorbente de compuestos al el opéticos.
Géamiz & Cdlis (2021) prepararon grénulos a base de esta organoarcilla comercia y los
utilizaron como soportes del monoterpeno S-carvona. Los granulos preparados se
comportaron como un sistemade liberacién lenta, reduciendo | as pérdidas por transporte del

compuesto alelopético y prolongando su efecto fitotdxico en ensayos de laboratorio.

I.4.2. Uso de enmiendas or ganicas como adsor bentes

La adicién de enmiendas organicas constituye una préactica que mejora las propiedades
fisico-quimicas de los suelos agricolas, a incrementar € contenido en carbono organico, la
capacidad deretencion de aguay laporosidad del suelo (Tester, 1990). Al mejorar laestructura
dd suelo, la biodisponibilidad de los nutrientes y la actividad microbiana, aumenta la
fertilidad, por lo que puede contribuir a recuperar suelos degradados (Garcia et al., 2017;
Gadan-Pérez & Pefila, 2019). Ademas, la adicion de enmiendas organicas suele tener un
importante efecto en los procesos de retencién de compuestos organicos y también en su
degradacion (Si et d., 2006). Para plaguicidas sintéticos, se ha comprobado que en suelos con
abundante materia organica, propia o aplicada através de enmiendas, disminuyen las pérdidas
de agroquimico por los fendmenos de lixiviacion y escorrentia en comparacion con suelos con
poca materia organica (Gamiz, 2012; Perez-Lucas et a., 2021). Es de esperar, por tanto, que
las enmiendas organicas puedan tener un efecto similar sobre e comportamiento de los
compuestos al el opaticos.
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El interés acerca de los cambios que puede provocar la aplicacion de enmiendas
organicas en la dindmicade los plaguicidas en € suelo surge en ladécadadelos 80 (Gerstl &
Helling, 1985; Azam et d., 1988). A raiz delos beneficios encontrados, se han llevado a cabo
estudios con enmiendas muy diferentes como e carbédn vegetal (Bosetto et al., 1992), laturba
(Moorman et a., 2001), lodos de estaciones depuradoras de aguas residuales (Celis et d.,
1998a,b; Gonzalez et a., 2008), residuos solidos urbanos (Fernandez et al., 2000; Cox et dl.,
2001) y residuos o subproductos agroalimentarios (Businelli, 1997; Marin-Benito et a., 2009).
A nive nacional, por la importancia del sector relacionado con la produccion del aceite de
oliva, los residuos de amazaras, como € alperujo, han sido muy estudiados (Albarréan et al.,
2003; Cox et a., 2004a; Lopez-Pifieiro et a., 2013). Por ser uno de |os materiales ensayados
como enmienda en la presente Tesis Doctoral, las caracteristicas del aperujo se resumen a

continuacion.

1.4.2.1. El alperujo como enmienda agricola

La produccion de aceite de olivaatravés del sistema de dos fases como € que se utiliza
en Espaiia |leva asociada la generacion de un subproducto solido formado por fragmentos de
las aceitunas, aguas de vegetacion y restos grasos, conocido como aperujo (Fig. 33A). El
aperujo tiene unaelevada humedad, unarelacion C/N atay caracter acido. Esrico enlignina,
hemicelulosa celulosa, proteinas, lipidos e hidratos de carbono (Alburquerque et a., 2004).
Ademés, contiene compuestos fendlicos a los que se les atribuye caracter fitotoxico
(Alburquerque et a., 2006).

Con lafinalidad de mejorar las propiedades fisicas y quimicas del alperujo y disminuir
su fitotoxicidad, € producto que resulta de las almazaras suele someterse a un proceso de
secado y compostgje. A través de este proceso, se produce una descomposicién microbianade
la materia organica en un ambiente himedo, templado y aerdbico, dando lugar a un materia
denominado compost (Fig. 33B). Estos residuos son apilados y acumulados. Por la accion de
|os mi croorgani smos se producen reacci ones exotérmicas que hacen que estos cimul os puedan
Ilegar atemperaturas de hasta 80°C en € centro, causando su pasteuri zacién. Esta degradacion
por micoorganismos de la materia organica hace que se produzca una reduccion de masa de
hasta un 50%.
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1.4.2.2. El biochar dealperujo

El carbon biol6gico o biochar (BC) esun materia que estarecibiendo unagran atencion
en los ultimos afios como enmiendaagricola (Fig. 33C). Seformaapartir de latransformacion
termoquimica de biomasa mediante procesos de pirdlisis, gasificacion o carbonizacion
hidrotermal, principamente (Cha et a., 2016). A través de estos procesos, se genera un
material muy estable que, a aplicarlo d suelo, incrementa la fertilidad, la capacidad de
retencion de agua, € potencia de captura de carbono y disminuye la emision de gases con
efecto invernadero. Aparte de la optimizacion de la produccion de cultivos asociada a estos
efectos, otra aplicacion del biochar es su uso como adsorbente en la recuperacion de suelos
contaminados, tanto por metales pesados (Campos et a., 2021) como por contaminantes
organicos (Gamiz et d., 2017b).

Los factores que més determinan las propiedades del biochar son la temperatura de
obtencion y € origen de la biomasa. Tang et d. (2013) investigaron la influencia de estas
variables en la superficie especificay porosidad de diferentes biochars, relacionandola con la
capacidad de adsorcion. Los biochars preparados a una temperatura de pirélisis més el evada
(> 500 °C) presentan una estructura mas grafitizada (aromatica), una mayor superficie
especifica y un menor contenido en grupos funcionales que los preparados a menor
temperatura (Gamiz et al., 2017b). La evolucion de la estructura molecular y e desarrollo de
microporos con latemperaturade calentamiento determinaran € comportamiento posterior del
biochar como adsorbente de compuestos organicos, asi como los mecanismos involucrados
(Lian & Xing, 2017).

Figura 33: Muestras de: A) aperujo, B) alperujo compostado y C) biochar de aperujo.
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Los residuos de almazaras constituyen una de las materias primas a partir de las cuaes
puede obtenerse biochar. Varios trabgos han determinado las propiedades adsorbentes de
biochars obtenidos de aperujo, poniendo de manifiesto su elevada capacidad de adsorcion
para metales pesados (Ahmad et al., 2014) y compuestos organicos como los plaguicidas
(Cébreraet d., 2011; Garcia-Jaramillo et d., 2014).

1.4.2.3. Efectos de la adicion de alperujo en la dinamica de los plaguicidasy

compuestos alelopaticos

Se sabe que d efecto de las enmiendas organicas en la dinamica de los plaguicidas
depende de las propiedades del suelo y de la enmienda, asi como de las caracteristicas del
plaguicida. De formasimilar alo que ocurre con otros residuos organicos, lamateria organica
insoluble del dperujo suele aumentar la adsorcion de los plaguicidas, mientras que € efecto
de la materia organica soluble puede ser més variable (Cox et al., 2004b; Fernandes et d.,
2006). Se hadescrito quelamateriaorganicasoluble del aperujo puede aumentar laadsorcion,
cuando recubre las particulas del suelo y proporciona nuevos sitios de interaccion, o reducirla,
por la formacién de compleos solubles o por competencia por |os sitios de adsorcion de las
particulas dd suelo (Cox et al., 2004b; Pefaet al., 2015).

En cuanto a efecto en la persistencia, la adicién de aperujo puede rdentizar la
degradacion microbiana de los plaguicidas como consecuencia de una degradacion
preferencial de la materia organica proporcionada por la enmienda por parte de los
microorganismos degradadores del suelo (Albarran et a., 2003; Gamiz et a., 2019b). Este
hecho es mas habitua en € caso del alperujo fresco, que contiene un mayor contenido en
materiaorganicalébil y, por tanto, facilmente biodegradable. Los tratamientos de compostgje
y pirdlisis transforman la materia organica en compuestos mas humificados y arométicos,
alterando también sus propiedades adsorbentes y sus efectos sobre |os microorganismos del
suelo respecto a material de partida (Fig. 34).

Mientras que lainformacion acerca de | os efectos que la adicidn de residuos organicos
como € aperujo puede tener en ladinamicade los plaguicidas en d suelo es considerable, los
estudios realizados sobre sus posibles efectos en la dinamica de los compuestos a el opaticos
son mucho mas escasos. Lamayoria de |los trabaj os publicados en este sentido se han disefiado
para demostrar que la adicion de biochar puede ser Util para reducir la fitotoxicidad que

determinados compuestos aelopaticos pueden egercer sobre cultivos, a través de una
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disminucion de su biodisponibilidad (Rogovska et a., 2014; Lu et al., 2015; Sujeeun &
Thomas, 2017; Zhang et al., 2018). Algunos estudios, sin embargo, apuntan a que,
dependiendo de la naturaleza de la enmienda, es posible regular la biodisponibilidad del
compuesto alelopatico, por g emplo, através de un aumento de su persistencia, para potenciar
su bioactividad (Gamiz et ., 2019b, 2021; Redl et a., 2019, 2021). Teniendo esto en cuenta,
laaplicacion de compuestos al el opéticos en suel os enmendados podria congtituir un escenario
propicio para optimizar su actividad como herbicidas natural es, aunque este es un aspecto que

se encuentratodaviamuy poco explorado en la bibliografia
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Figura 34: Posibles mecanismos de interaccion entre el biochar y compuestos organicos
(adaptado de Ahmad et d., 2014).
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I1. Objetivos

Teniendo en cuenta la escasa informacion existente acerca de en qué medida los
diferentes procesos mediocambientales pueden afectar a destino y ala actividad biolégicade
los compuestos alelopaticos en e suelo, la presente Tesis Doctora parte de la base de que
mejorar € conocimiento delos procesos de adsorcion, transporte y transformaci dn que pueden
sufrir los compuestos alel opéticos unavez que alcanzan € suelo podria permitir establecer las
condiciones de uso més adecuadas para la expresion de su actividad bioldgica, asi como
disefiar estrategias dirigidas a mejorar su eficacia como plaguicidas naturales. Dos aspectos
especificos a considerar son la posible enantioselectividad en € comportamiento de estos
compuestos cuando contienen centros quirales en su estructura y @ uso de materiaes
adsorbentes que, usados como enmiendas o soportes, pudieran servir para estabilizar estetipo

de compuestosy mejorar su eficacia
En este contexto, esta Tesis doctoral se plantea con dos objetivos generales:

ad) Profundizar en € conocimiento de los procesos de adsorcion, transporte y
transformacion que compuestos representativos de importantes familias de
aeopaticos pueden sufrir en suelos agricolas, considerando su posible
comportamiento enantioselectivo en € caso de que contengan centros quiralesen su
estructura.

b) Evaluar  uso de materiales basados en arcillas y enmiendas organicas como
adsorbentes con la finalidad de modular e comportamiento de los compuestos

aelopéticos en € suelo parameorar su eficacia.

Para alcanzar estos objetivos, se han seleccionado dos compuestos representativos de
dos de las familias de aelopéticos més importantes: un compuesto fendlico del subgrupo de
las cumarinas, escopoleting, y un terpenoide del subgrupo de los monoterpenos, pulegona.
Ademas de por haberse propuesto su actividad aelopética, estos compuestos son también
representativos de aquellos para los que un escaso conocimiento de su comportamiento en €
suelo puede constituir un factor limitante en su potencia aplicacion como plaguicidas
naturales. Por otra parte, e monoterpeno pulegona contiene un centro quiral en su estructura,
permitiendo abordar la evaluacion de su posible comportamiento enantiosel ectivo.
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En d estudio, se han utilizado 8 suelos agricolas mediterrdneos con distintas
propiedades fisico-quimicas y diversas arcillas (filosilicatos e hidroxidos dobles laminares)
modificadas con iones organicos y residuos de almazaras (aperujo), en forma fresca,
compostaday pirolizada (biochar), como adsorbentes moduladores del comportamiento delos

compuestos a el opéticos.

Los objetivos especificos de esta Tesis, asociados a cada uno de los articulos que la

componen, han sido:

1) Caracterizar la adsorcion y disipacion de escopoletina en diferentes suelos
agricolas, evaluando su fitotoxicidad a través de bioensayos con suelo para
comprender € papedl de este en su bioactividad e identificar condiciones que

pudieran favorecer la expresion de lamisma.

2) Estudiar los efectos en laadsorcion y persistencia de escopol etina provocados
por la adicién de residuos de amazaras y organoarcillas a suelos poco
propicios parala expresion de la bioactividad de este compuesto al elopético,
estableciendo los vinculos entre los cambios en la adsorcion y persistenciay
la fitotoxicidad, con € fin de discernir s € tratamiento con este tipo de
enmiendas pudiera potenciar la actividad herbicida del compuesto alel opético.

3) Desarrollar un procedimiento de granulacion para meorar las propiedades
fisicas de una organoarcilla, comparar las propiedades adsorbentes de la
organoarcilla granulada y sin granular para escopoletina y establecer la
capacidad de la organoarcilla granulada de proteger a compuesto alelopético
de una répida biodegradacién en € suelo y de favorecer la expresion de su
actividad fitotoxica

4) Caracterizar la adsorcién y disipacion de las dos formas enantioméricas del
monoterpeno pulegona, asi como su fitotoxicidad hacia distintas especies de
plantas en suelos agricolas con distintas caracteristicas fisico-quimicas,
abordando s una reduccion de las pérdidas de pulegona, inducida por un
aumento de su adsorcion, podria congtituir unaestrategiaatravésdelacua la

bioactividad de los monoterpenos en € suelo pudiera ser potenciada.
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[11. Resumen deresultadosy discusion

I11.1. Efecto delas propiedades del suelo en la biodisponibilidad de escopoletinay en la
expresion de su actividad fitotoxica

Los compuestos aelopaticos se consideran una fuente de plaguicidas naturales con
potencial para ser usados como dternativas alos formulados sintéticos. No obstante, tanto la
comprensién de su papel ecol égico como su posible uso en la proteccion delos cultivos seven
dificultados por la escasa informacion de la que suele disponerse acerca de |0s procesos que
sufren estos compuestos una vez que acanzan € suelo. La adsorcion a los componentes
mineralesy organicos, |os procesos de transformacion quimicay/o bioldgicay |os procesos de
transporte afectan a la biodisponibilidad de los compuestos aelopéticos en € suelo v,
finaAlmente, a su actividad fitotoxica

Seleccionando a la hidroxicumarina escopoletina (Fig. 35) como representativa de un
importante grupo de compuestos aelopéticos para € que se han descrito propiedades
fitotdxicas, pero para e que existe muy poca informacion acerca de |0s procesos que pueden
sufrir en € suelo (Baghestani et a., 1999; Fernandez-Aparicio et a., 2013; Pan et d., 2015;
Granaet d., 2017), la hipétesis de laque se partié para€e primer articulo que compone esta
Tesis Doctora fue que profundizar en e conocimiento de | os procesos que pueden determinar
la biodisponibilidad de la escopol etina en los suelos podria ayudar aidentificar escenarios en
los que la actividad de esta'y otras hidroxicumarinas pudiera expresarse mejor. Para abordar
esta hipétesis, se redizaron ensayos de adsorcién de escopoletina en diferentes suelos
agricolas, asi como en adsorbentes model os representativos de |os constituyentes mas activos
de los mismos. Ademas, se realizaron experimentos de incubacion paraevauar lapersistencia
de escopoletina bgo diferentes condiciones experimentales y se disefiaron bioensayos para
comparar lafitotoxicidad del compuesto tanto en placas de Petri (sin suelo) como en macetas

de suelo con dos especies sensibles al mismo, Eruca vesicariay Hordeum wvulgaris.

o
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Figura 35: Estructura quimica de la escopol etina.
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Los resultados de adsorcion de escopoletina a los suelos (Fig. 36) mostraron que esta
presentaba mayor afinidad por los suelos &cidos que por los suelos acalinos, de manera que
las correlaciones entre adsorcion y las propiedades de los suelos reflgiaron una relacion
negativa entre los coeficientes de adsorcion (Kq) y € pH. Cuando solo se consideraron los
suelos alcalinos, existio unarelacién positivaentre laadsorciony e contenido en fraccion fina
del suelo (limo/arcilla). También se concluyd que laadsorcion del compuesto en suelos &cidos
estuvo dominada por interacciones débiles, mientras en suel os alcalinos, en especial arcillosos,
adquirieron importancia interacciones mas fuertes con los constituyentes minerales de los

mismos (filosilicatos y 6xidos de Fe/Al).
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Figura 36: Coeficientes de adsorcion (Kg) de escopoletina en 8 suelos agricolas (S1-S8) con

diferentes caracteristicas fisicoquimicas.

Los resultados de los experimentos de disipacion de escopoletina reflgjaron que su
persistencia en los suelos fue escasa, con constantes de degradaci dn que resultaron en tiempos
de vida media (ti2) inferiores a 4 dias. Los valores de ty2 en los suelos acidos fueron
ligeramente mayores que en losacalinos (Fig. 37), lo cua serelaciond con lamayor adsorcién
de escopoletina observada en suelos con niveles de pH inferiores al pKa del compuesto.
Asimismo, la degradacion de escopoletina en los suelos transcurrid principalmente por via

microbiana, ya que tras la esterilizacion de los suelos € compuesto mostré un aumento de la
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[11. Resumen deresultadosy discusion

persistencia, alcanzando valores de ty2, obtenidos por extrapolacion, superiores a29 dias (Fig.
37). Los estudios de persistencia de escopoletina en un suelo acaino bgo distintas
condiciones de humedad, temperatura y concentracion iniciad de compuesto pusieron de
manifiesto que su concentracion inicial y su adicion a suelo en condiciones moderadas de
temperaturay humedad tuvieron poco impacto en su velocidad de degradacion. Condiciones

extremas detemperaturay sequedad, sin embargo, incrementaron notablementelapersistencia
de escopoletinaen € suelo.
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Figura 37: Curvas de disipacion de escopoletinaen un suelo &cido (S1) y un suelo alcalino (S7)
esterilizadosy sin edterilizar.

L os bioensayos llevados a cabo en placas de Petri sin suelo revelaron que € principal
efecto fitotoxico de escopoletina fue un efecto inhibitorio en € crecimiento radicular de las
plantas ensayadas, Eruca vesicaria y Hordeum wulgaris, més acentuado en la planta
dicotiledénea que en la monocotiledénea, similar a lo observado con herbicidas auxinicos
(Grahaet a., 2017). En macetas, la presencia de suelo tuvo un efecto muy pronunciado en la
expresion de su fitotoxicidad, de manera que escopol etina sdlo expresd su actividad fitotdxica
en suelos &cidos, pero no en acalinos (Fig. 38). Este hecho se explico por la combinacién de
dos efectos. Por una parte, la mayor adsorcion registrada en suelos &cidos protegio a
compuesto de su biodegradacion, aargando su persistencia. Por otra, a transcurrir laadsorcion
en suel os &cidos mediante interacciones débiles, estas favorecieron la desorcion progresivade
escopol etinamanteni endo concentraci ones biodisponi bles suficientes para g ercer su actividad
biol6gica (Blum, 1998; Kaur et a., 2009).
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= Control
= Escopoletina 6 kg/ha
=== Escopoletina 12 kg/ha

120
100 - =
80
60
40
20 1

Longitud raiz (% del control)

Suelo 1 Suelo 7

Figura 38: Efecto de escopoletina aplicadaa dosisde 6 y 12 kg/haen € crecimiento de laraiz

de Eruca vesicaria sembrada en macetas de un suelo &cido (S1) y un sudlo acalino (S7).

En resumen, los resultados recopilados en € primer articulo de esta Tesis ilustran cdmo
la actividad de los compuestos al €l opaticos puede verse determinada por su comportamiento
en e suelo y resatan laimportancia de conocer en profundidad los procesos de transferencia
y transformacion que pueden sufrir en € mismo a la hora de comprender tanto su papel
ecol 6gico como su verdadero potencial como plaguicidas naturales.

[11.2. Uso de enmiendas organicas y materiales laminares como moduladores de la

adsorcion, persistencia y bioactividad de escopoletina en € suelo

La adicién de enmiendas, tanto orgénicas como inorganicas, a los suelos agricolas es
una practica que suele tener un gran impacto en la dinamica de los plaguicidas sintéticos
(Lopez-Pifieiro et d., 2013; Gamiz et al., 2016b). Sin embargo, se sabe muy poco acerca de
como esta précticapuede afectar a comportamiento delos compuestos alelopéticos en €l suelo
y ala expresion de su actividad biologica. Sobre la base de los resultados obtenidos en €
primer articulo, en la segunda publicacién que compone esta Tesis Doctora se partio de la
hipétesis de que laadicion de enmiendas organicasy compl g os organoarcillosos podriaalterar
la escasa adsorcién y persistencia que presentd la escopoletina en suelos acalinos,

modificando lalimitada bioactividad que esta hidroxicumarina parecié mostrar en este tipo de
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suelos. El objetivo fue, por tanto, comprobar s la adicion de enmiendas orgéanicas y
organoarcillas pudiera dar lugar a cambios en la adsorcion y persistencia del compuesto
alelopatico que favorecieran la expresion de su actividad fitotdxica en un suelo poco propicio
para ello. Las enmiendas organicas seleccionadas para € estudio fueron un aperujo fresco
(OMW), un aperujo compostado (OMWc) y biochar (BC) preparado a partir de este dltimo.
Las organoarcillas fueron una organomontmorillonita comercia (Cloi10) y una hidrotalcita
modificada con aniones oleato preparada en € laboratorio (HT-OLE).

L os resultados mostraron que las enmiendas aumentaron la adsorcion de escopoletina
en e suelo en consonancia con sus afinidades individuales por € compuesto, es decir,
siguiendo € orden: Cloil0 >> OMW > BC > OMWc > HT-OLE. Para las enmiendas con
mayor afinidad por escopoletina (Cloi10, OMW y BC), un estudio de isotermas confirmé que
sus propi edades adsorbentes se mantenian en un amplio rango de concentracionesiniciales del
compuesto aelopético y un estudio de desorcidn sugirié un mecanismo de retencion através
de interacciones débiles. En e caso de las organoarcillas (Cloi10 y HT-OLE) y € biochar
(BC), los coeficientes de adsorcion experimentales (Kaep) para los suelos enmendados
resultaron ser inferiores a los calculados (Kacac) a partir de los coeficientes de adsorcion
individual es delos componentes delamezcla, mientras que en e caso del alperujo compostado
(OMWCc) y, sobretodo, del fresco (OMW) los coeficientes de adsorcion experimental esfueron

superiores alos calculados (Tablalll).

Tabla lll. Coeficientes de adsorcion, Kg, experimentales y cal culados para escopoletina en un
suelo acalino franco arcillo arenoso sin enmendar y enmendado con enmiendas organicas y

organoarcillas.

Ka-exp (L/KQ) Kd-cac (L/KQ) pH
Suelo
Suelo sin enmendar 0.38+0.04 0.38 8.4
Suelo + Enmiendas or ganicas
Suelo + OMW 4.14 £ 0.29 2.98 79
Suelo + OMWc 0.99+ 0.04 0.88 8.3
Suelo + BC 1.54+0.10 2.18 8.4
Suelo + Organoarcillas
Suelo + HT-OLE <0.15 0.88 9.1
Suelo + Cloi10 44.6 + 6.6 > 385 8.4
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[11. Resumen deresultadosy discusion

Estas desviaciones se atribuyeron a fendmenos de competencia entre |os constituyentes
solubles del sueloy laescopoletinapor los sitios de adsorcion en lasuperficie delas enmiendas
Cloi10, HT-OLE y BC (Gamiz et al., 2010) y a un mecanismo por € cual lamateria organica
soluble del alperujo fresco (OMW) pudo proporcionar sitios de adsorcion adicionales en la
superficie delas particulas del suelo tras su adsorcion alas mismas (Celis et a., 1998a; Cox et
a., 2004b; Pefiaet d., 2015).

Los resultados de los experimentos de disipacion revelaron que la adicion de las
enmiendas aumentd significativamente la persistencia de escopoletina en € suelo,
especialmente en e caso de Cloi10, OMW y BC (Fig. 39), lo que se atribuy6 a hecho de que
una mayor adsorcién de escopoletina a los suelos enmendados la protegié de procesos
biodegradativos (Gamiz et al., 2017a; Red et a., 2019). No obstante, medidas delarespiracion
del suelo sin tratar y tratado con las enmiendas reflgjaron cambios tras la adiciéon de las
enmiendas. El resultado més remarcable fue € obtenido con OMW, que aument6 la
respiracion del suelo mucho més que las otras enmiendas e incrementd la persistencia de
escopoletina en mayor medida que Cloi 10 a pesar de presentar una afinidad por e compuesto
diez veces menor que la organoarcilla. Se concluyd que una répida mineralizacion de la
materia orgénica |1&bil presente en OMW pudo contribuir a retrasar la degradacion de
escopol etina como consecuencia de una degradacion preferencia delamateria organicade la

enmienda por los microorganismos del suelo (Albarréan et a., 2003).
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Figura 39: Efecto de la adicién de enmiendas organicas y organoarcillas en la disipacion de

escopol etina en un suel o alcalino franco arcillo arenoso.
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[11. Resumen deresultadosy discusion

Con € fin de establecer unarelacion entre los cambios en laadsorcion y persistenciade
escopoletinay su actividad fitotoxica, se realizaron bioensayos con la especie Lactuca sativa
en suelo sin enmendar y enmendado con Cloi10, OMW 'y BC. En €l caso del suelo enmendado
con OMW y Cloi10, las enmiendas per se produjeron efectos inhibitorios que oscurecieron
una posible fitotoxicidad de escopoletina en los suelos enmendados. Sin embargo, la
aplicacion de escopoletina a suelo tratado con BC reflgo un grado de fitotoxicidad de
escopol etina que no se observo en suelo sin tratar y que ocurrid a pesar de que la aplicacion
de BC per se no mostro efectos negativos sobre los parametros de crecimiento de la planta
estudiados (Fig. 40).
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Figura 40: Efecto de laadicién de biochar (BC) en lafitotoxicidad de escopoletina (12 kg/ha)
en un suelo alcaino franco arcillo arenoso frente a Lactuca sativa L.

En conclusion, los resultados de este articulo mostraron que € tratamiento de suelos con
enmiendas adecuadas podria proporcionar un escenario que favoreciera la expresion de la
actividad biol 6gica de ciertos compuestos a el opaticos a través de su impacto en la adsorcién

y persistencia de los mismos.

[11.3. Granulos de or ganoar cilla como adsor bente de escopoletinay su aplicacion como
soportes del compuesto alelopatico para protegerlo de una rapida degradacion en €

suelo

Los resultados gque se incluyen en € tercer articulo que compone esta Tesis Doctora

completan los estudios realizados en la misma con la hidroxicumarina escopoletina. En los
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[11. Resumen deresultadosy discusion

traba os anteriores encontramos que la expresién de lafitotoxicidad de escopol etina dependia
del tipo de suelo y, especificamente, de como la adsorcion y la persistencia afectaban a su
biodisponibilidad. Asimismo, observamos que la arcilla organofilica comercia Cloisite 10A,
empleada como enmienda, aumentaba la persistencia de escopoletina en suelos acalinos a
modificar su capacidad de adsorcion. Partiendo de la base de que escopoletina presenta
adsorcion reversible en esta organoarcilla, en este trabgjo postulamos que, mediante su
adsorcion alamisma, podriaser posible modular su biodisponibilidad y, por tanto, laexpresion
desu actividad biol 6gica. No obstante, laaplicacion directaa suelo de organoarcillasen forma
de polvo presenta algunos inconveni entes que necesitan considerarse, como, por g emplo, los
riesgos de ingesta, inhalacion y dispersion por fendmenos ambientales como e viento o la
[luvia o su répida pérdida de poder adsorbente una vez que alcanzan € suelo (Du et al., 2017,
Gamiz et d., 2017a).

En este contexto, uno de |os objetivos planteados en € tercer articulo fue desarrollar un
procedimiento de granulacion que mejorara las propiedades fisicas de la organoarcilla
comercia Cloisite 10A y comparar |as propiedades adsorbentes de los granulosy € polvo de
lamisma para escopoletinay sus efectos en la degradacién del compuesto en un suelo acalino
bajo condiciones controladas de |aboratorio. El estudio se completd ensayando la persistencia
y fitotoxicidad de unaformul acion consi stente en granul os delaorganoarcilla.con escopol etina

previamente adsorbida en un escenario real en condiciones de campo.

L os resultados mostraron que la adsorcion de escopoletina en la organoarcilla en forma
de polvo fue préacticamente instantanea, alcanzandose e méximo de adsorcion (86%) alas8 h
de contacto entre d adsorbentey e adsorbato. Paralaformagranulada, sin embargo, lacinética
de adsorcion fue mas lenta; la cantidad de escopol etina adsorbida de forma inmediata por |os
granulos fueinsignificante y sdlo después de 72 h la adsorcién a canzo valores similares alos
observados para e polvo (Fig. 41). Lacinética de adsorcién alos granulos se gjusto de forma
satisfactoria a un modelo de difusién intraparticular (Weber & Morris, 1963; Schwaab et al.,
2017), lo que sugirié que € principal efecto de la granulacion de la organoarcilla fue reducir

laaccesibilidad de |l os sitios de adsorcion.
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Figura 41: Cinéticas de adsorcion de escopoletina ala organoarcilla Cloisite 10A en formade

polvoy de granulos.

La adsorcion de escopol etina observada en los granulos y en e polvo se tradujo en un
aumento de la persistenciadel compuesto en e suelo tras tratar este con las diferentes formas
de la organoarcilla, s bien € patron de degradacion fue distinto en funcién del tipo de
tratamiento. Laorganoarcillaen polvo fue mas efectivaque los gréanulos alahora de prolongar
la persistencia de escopol etina a tiempos cortos de incubacion (t < 1 dia), mientras que este
efecto se revirtié para tiempos més prolongados (t > 2 dias). Por otra parte, los granulos de
organoarcillacon e compuesto preadsorbido incrementaron su vidamediaen e suelo de 0.34
a 14.4 dias. Este fendmeno corroboré e mecanismo de adsorcion propuesto y € efecto de la
granulacion de laorganoarcilla en laadsorcidn y persistencia de escopoletina. Asi, unamayor
disponibilidad de los sitios de adsorcién (externos) en € polvo de organoarcilla condujo auna
rapida proteccién frente a la biodegradacion, pero también a una el evada bioaccesibilidad de
la fraccion adsorbida para ser posteriormente degradada por 1os microorganismos del suelo.
Por e contrario, la menor disponibilidad de los sitios de adsorcion en los granulos derivé en
unaadsorcion méslentay unamenor proteccién atiempos de incubacién cortos, pero, unavez
que escopol etina acanzo los sitios de adsorcion, quedd mas protegida frente a los procesos

biodegradativos.

Bgo condiciones redles de campo, € comportamiento de escopoletina gplicada a un

suelo acalino en forma libre o preadsorbida en granulos de organoarcilla fue similar a
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observado en € laboratorio. La escopoletina libre se degradd rdpidamente mientras que su
aplicacion en grénul os aumentd notablemente su persistencia en el suelo hastaincrementar su
tiempo de vidamediade 0.54 a 20.1 dias (Fig. 42).

40

© Escopoletina libre
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Figura 42: Curva de disipacién de escopol etina aplicada a parcelas de campo en formalibre y

soportada en granul os de la organoarcilla Cloisite 10A.

Respecto a la bioactividad, |a escopoletina formulada en los granulos de organoarcilla
mejord la expresion de su fitotoxicidad y redujo tanto la germinacion como la elongacion de

las raices de Lactuca sativa L. en mayor grado que & compuesto libre.

De los resultados de este trabgjo concluimos que la interaccion de escopoletina con
granulos de la organoarcilla Cloisite 10A protegio satisfactoriamente al compuesto de su
rapi dabiodegradacion en suelos a calinos, tanto en condiciones delaboratorio como de campo.
El uso de granulos de organoarcilla podria ser, por tanto, una estrategia eficaz de formulacién
paramejorar e rendimiento delos compuestos a el opéti cos como plaguicidas naturales a partir
de un incremento de su persistencia. Optimizando ciertos parametros, tales como su coste, su
bi oactividad hacia malas hierbas especificas o la cantidad necesariatanto de compuesto como
de organoarcillaaemplear, podrian estandarizarse formulaciones s milares alaagui preparada
paraimplantarse como estrategia de aplicacion de compuestos al el opéticos con caracteristicas

mejoradas respecto a producto libre.
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[11.4. Caracterizacion enantiosdlectiva de la adsorcion, disipacion vy fitotoxicidad del
monoter peno pulegona en suelos agricolas

L os monoterpenos constituyen una importante familia de compuestos a el opéticos que
destacan por encontrarse entre los principales componentes de los aceites esenciales de las
plantas arométicas (Chaimovitsh et d., 2017). Setratade compuestos orgéni cos con 10 &omos
de carbono derivados de la unién de dos unidades de isopreno, volétilesy paralos que se han
descrito una gran variedad de actividades biol 6gicas, entre las que cabe destacar un marcado
caracter fitotoxico frente a diferentes especies de plantas (Vaughn & Spencer, 1993; Vokou et
al., 2003). Se ha comprobado que los monoterpenos que contienen oxigeno en su estructura
presentan unamayor solubilidad en aguay un mayor carécter fitotdxico que los monoterpenos
hidrocarbonados (Chaimovitsh et a., 2017). Sin embargo, al igual que en € caso de las
cumarinas, se sabe muy poco acerca de como los diferentes procesos de transporte y
degradacién pueden afectar al comportamiento y alaactividad fitotdxicade los monoterpenos
en e suelo. Ademas, e hecho de que muchos monoterpenos presenten centros quirales en su
estructura afiade compl gidad al estudio de su dindmicaen € medio ambiente debido aquelos
procesos a los que se ven sometidos pueden ser enantiosel ectivos, siendo este un aspecto que

harecibido muy poca atencion en labibliografia

El objetivo planteado en e cuarto articulo que compone esta Tesis Doctord fue € de
caracterizar los procesos de adsorcion y disipacion de los dos enantiémeros del monoterpeno
oxigenado pulegona (Fig. 43) en diferentes suelos, asi como comparar su fitotoxicidad hacia
tres especies de plantas (Lactuca sativa, Hordeum wulgare y Eruca sativa) a través de
bioensayos realizados en ausencia'y en presencia de suelo. En los bioensayos con suelo, se
abordo s la adicion de una organo-hidrotal cita como material adsorbente pudierallevar auna

estabilizacion del compuesto que ayudara a potenciar su bioactividad.

R-pulegona S-pulegona

Figura 43: Estructura de los dos enantiomeros del monoterpeno pulegona.
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Laadsorcion delos enantibmeros R y S de pulegona en | os suel os resulté ser un proceso
no enantioselectivo con coeficientes de adsorcion bagjos o moderados (Kq = 0.31-1.31 L/Kg).
Apoyadas por los resultados de adsorcién obtenidos con adsorbentes modelos, las
correlaciones encontradas entre |os coeficientes de adsorcion y |as propiedades de los suelos
apuntaron alamateria orgénica como laprincipa responsable del proceso de adsorcion delos
enantidbmeros de pulegona, aunque también sugirieron que, en suelos pobres en materia
organica, € papel delafraccion minera puede ser relevante. Un estudio de desorcion sugirio
una elevada reversibilidad del proceso de adsorcion de los enantiomeros de pulegona a los

suelos.

Experimentos de incubacién mostraron que, en € suelo, la degradacion de Ry S
pulegona es un proceso rapido, mediado por microorganismos, y que € fendmeno de
volatilizacion contribuye de forma importante a la disipacion del compuesto. Ensayos de
persistencia en los que se modifico la humedad, la concentracion inicia de compuesto y la
temperatura indicaron que las condiciones que més favorecian la actividad microbiana
aumentaban la velocidad de degradacion de ambos enantiomeros. La degradacion en suelos
demostré ser ligeramente enantioselectiva, en particular en suelos é&cidos, donde €

enantiomero R se degrad6 més répidamente que e S (Fig. 44).
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Figura 44: Curvas de degradacion de los enantiomeros de pulegona en un suelo acaino y un

suelo &cido sin esterilizar.

Los hioensayos sin suelo pusieron de manifiesto que, entre las especies ensayadas,

Lactuca sativa era la mas sensible a los dos enantiémeros de pulegona para los diferentes
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parametros de germinacion y crecimiento estudiados. Ademas, € enantiomero S mostré una
mayor fitotoxicidad que el R para esta especie. El vaor de |Cso del enantiomero S respecto a
su efecto en la biomasa aérea de Lactuca sativa fue 3 veces menor que € obtenido para

Hordeum vulgare y 20 veces menor que € obtenido para Eruca sativa.

Seleccionando Lactuca sativa y € enantiomero S para los bioensayos con suelo, se
observo que las pérdidas por voldtilizacion y biodegradacion provocaban una drastica
disminucion delafitotoxicidad del compuesto en suelos. Ante este comportamiento, se empled
una organo-hidrotalcita (HT-OLE) que en ensayos previos habia mostrado una elevada
afinidad por los enantiomeros de pulegona para, a través de un aumento del proceso de
adsorcion, estabilizar a compuesto frente a procesos biodegradativos y de pérdidas por
volatilizacion y aumentar su actividad (Gamiz & Cdlis, 2021). La adicion de la organo-
hidrotalcita se tradujo en un aumento del tiempo de residencia de S-pulegona en € suelo,

permitiendo unamejor expresion de su fitotoxicidad (Fig. 45).

mmm Suelo (control)

 m—

= Suelo + HT-OLE

E Suelo + HT-OLE + S-pulegona

120 A

100 ~
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radicular parte aérea

Figura 45: Efecto de la adicién de la organo-hidrotalcita HT-OLE en la fitotoxicidad de S

pulegona en un suelo franco arcillo arenoso frente a Lactuca sativa L.

En este articulo se demuestra que la adsorcion de los monoterpenos a adsorbentes
apropiados podria representar una forma de aumentar € potencia de estos compuestos como
herbicidas en suelos a través de una reduccion de | os procesos de biodegradacion y transporte

que llevan a su rgpida desaparicion en 1os mismos.

99






Capitulo IV

Bibliografia







IV. Bibliografia

Abbas, H., Duke, S., Shier, W., Badria, F., Ocamb, C. & Woodward, R. (1997). Comparison
of ceramide synthase inhibitors with other phytotoxins produced by Fusarium species.
J. Nat. Tox. 6, 163-181.

Abrahim, D., Braguini,W.L., Kelmer-Bracht, A.M. & Ishii-lwamoto, E.L. (2000). Effects of
four monoterpenes on germination, primary root growth, and mitochondrial respiration
of maize. J. Chem. Ecol. 26, 611-624.

AEPLA (2019): Informe del Sector Agricola. https://www.aepla.es/wp-0

Aguer, J.P., Hermosin, M.C., Caderén, M.J. & Corngjo, J. (2000). Fenuron sorption by
homoionic natural and modified smectites. J. Environ. Sci. Health Part B 35, 279-296.

Aguer, J.P. & Richard, C. (1996). Reactive species produced on irradiation at 365 nm of

aqueous solutions of humic acids. J. Photochem. Photobiol. A. 93, 193-198.

Ahmad, M., Rajapaksha, A.U., Lim, J.E., Zhang, M., Bolan, N., Mohan, D., Vithanage, M.,
Lee, S.S. & Ok, Y.S. (2014). Biochar as a sorbent for contaminant management in soil
and water: A review. Chemosphere 99, 19-33.

Akelah, A., Salahuddin, N., Hitner, A., Baer, E. & Moet, A. (1994). Morphological hierarchy
of butadianeneacrylonitrile/montmorillonite nanocomposite. Nanomaterials 4, 965-
978.

Albarrén, A., Cdlis, R., Hermosin, M.C., Lépez-Pifieiro, A., Ortega-Calvo, J.J. & Corngjo,
J. (2003). Effects of solid olive-mill waste addition to soil on sorption, degradation and
leaching of the herbicide ssimazine. Soil Use Manag. 19, 150-156.

Alburquerque, J.A., Gonzalvez, J., Garcia, D. & Cegarra, J. (2004). Agrochemica
characterisation of "aperujo”, a solid by-product of the two-phase centrifugation
method for olive oil extraction. Bioresour. Technol. 91, 195-200.

Alburquergue, J.A., Gonzdlvez, J., Garcia, D. & Cegarra, J. (2006). Measuring detoxification
and maturity in compost made from "a perujo", the solid by-product of extracting olive
oil by the two-phase centrifugation system. Chemosphere 64, 470-477.

Ali, H. & Aboul-Enein, H.Y. (2004). Chira pollutants: Biotransformation, biodegradation
and metabolism. En: Chira Pollutants: Distribution, Toxicity and Analysis by
Chromatography and Capillary Electrophoresis. John Wiley & Sons, pp. 75-103.

Alther, G. (2004). Some practical observations on the use of bentonite. Environ. Eng.
Geosci. 10, 347-359.

103



IV. Bibliografia

Altieri, A., Lana, M., Bittencourt, H., Kieling, A., Comin, J. & Lovato, P. (2011). Enhancing
crop productivity via weed suppression in organic no-till cropping systems in Santa
Catarina, Brazil. J. Sustainable Agric. 35, 855-8609.

Amaral, JA & Knowles, R. (1998). Effect of selected monoterpenes on methane oxidation,
denitrification, and aerobic metabolism by bacteria in pure culture. Appl. Environ.
Micraobiol. 64, 520-525.

Araniti, F., Lupini, A., Sunseri, F. & Abenavoli, M.R. (2017). Allelopatic potential of
Dittrichia viscosa (L.) W. Greuter mediated by VOCs. A physiologica and
metabolomic approach. PLOSONE 12, 1-23.

Arias-Estévez, M., Lépez-Periago, E., Martinez-Carballo, E., Simal-Gandara, J., Mg uto,
J.C. & Garcia-Rio, L. (2008). The mobility and degradation of pesticides in soils and
the pollution of groundwater resources. Agric. Ecosyst. Environ. 123, 247-260.

Azam, F., Fuhr, F. & Mittelstaedt, W. (1988). Fate of [ Carbonyl-C-14] methabenzthiazuron
inan arid regioén soil - Effect of organic amendment, soil disturbance and fumigation.
Plant Soil 107, 149-158.

Bachheti, A., Sharma, A., Bachheti, RK., Husen, A. & Pandey, D.P. (2019). Plant
allelochemicals and their various applications. En: Co-Evolution of Secondary
Metabolites. Merillon, JM. & Ramawat, K.G (eds). Springer Nature, pp. 1-25.

Baghestani, A., Lemieux, C., Leroux, G., Baziramakenga, R. & Simard, R. (1999).
Determination of alelochemicals in spring cereal cultivars of different
competitiveness. Weed Sci. 47, 498-504.

Baker, B. & Mohler, C. (2015). Weed management by upstate New Y ork organic farmers:
Strategies, techniques and research priorities. Renew. Agric. Food Syst. 30, 418-427.

Bardin, M., Knight, P.C. & Seville, J.P.K. (2004). On control of particle size distribution in
granulation using high-shear mixers. Powder Technol. 140, 169-175.

Barriuso, E., Laird, D.A., Koskinen, W.C. & Dowdy, R.H. (1994). Atrazine desorption from
smectites. Soil Sci. Soc. Am. J. 58, 1632-1638.

Barriuso, E., Andrades, M.S., Benoit, P. & Houot, S. (2011). Pesticide desorption from soils
facilitated by dissolved organic matter coming from composts: Experimental data and
modelling approach. Biogeochemistry 106, 117-133.

Basheer, A.A. (2017). Chemical chiral pollution: Impact on the society and science and need
of the regulationsin the 21st century. Chirality 30, 402-406.

104



IV. Bibliografia

Beck, A.J., Johnston, A.E.J. & Jones, K.C. (1993). Movement of nonionic organic chemicals
in agricultura soils. Crit. Rev. Environ. Sci. Technol. 23, 219-248.

Belz, R.G. (2007). Allelopathy in crop/weed interactions-an update. Pest Manag. <ci. 63,
308-326

Benelli, G., Pavela, R., Maggi, F., Petrelli, R. & Nicoletti, M. (2017). Commentary: making
green pesticides greener? The potential of plant products for nanosynthesis and pest
control. J. Clust. ci. 28, 3-10.

Bertin, C., Harmon, R., Akaogi, M., Weidenhamer, J.D. & Weston, L.A. (2009). Assessment
of the phytotoxic potential of m-tyrosine in laboratory soil bioassays. J. Chem. Ecol.
35, 1288-1294.

Bhadoria, P.B.S. (2011). Allelopathy: A natural way towards weed management. Am. J.
Experim. Agric. 1, 7-20.

Blum, U. (1998). Effects of microbia utilization of phenolic acids and their phenolic acid
breakdown products on allelopathic interacctions. J. Chem. Ecol. 24, 685-708

Blum, U., Shafer, SR. & Lehman, M.E. (1999). Evidence for inhibitory allelopathic
interactions involving phenolic acids in field soils: Concepts vs. an experimental
model. CRC Crit Rev. Plant. Sci. 18, 673-693.

Bosetto, M., Arfaioli, P. & Fus, P. (1992). Adsorption of the herbicides alachlor and
metolachlor on 2 activated charcoals. Sci. Total Environ. 123, 101-108.

Bowman, B.T. & Sans, W.W. (1985), Partitioning behavior of insecticides in soil-water
systems: I1. Desorption hysteresis effects. J. Environ. Qual. 14, 270-273.

Boyd, S.A., Johnston, C.T., Laird, D.A., Teppen, B.J. & Li, H. (2011). Comprehensive study
if organic contaminantadsorption by clays. Methodologies, mechanisms, and
environmental implications. En: Biophysico-Chemical Processes of Antropogenic
Organic Compounds in Environmental Systems. Xing, B., Senesi, N. & Huang, P.M.
(eds). John Wiley & Sons. pp. 51-71.

Bravetti, M.M. de M., Carpinella, M.C. & Paacios, SM. (2020). Phytotoxicity of
Cortaderia speciosa extract, active principles, degradation in soil and effectivenessin
field tests. Chemoecology 30, 15-24.

Brixie, JM. & Boyd, S.A. (1994). Treatment of contaminated soils with organoclays to
reduce leachable pentachlorophenol. J. Environ. Qual. 23, 1283-1290.

105



IV. Bibliografia

Bueno, S., Durén, E., Gdmiz, B. & Hermosin, M.C. (2021). Formulating low cost modified
bentonite with natural binders to remove pesticides in a pilot water filter system. J.
Environ. Chem. Eng. 9, 104623.

Buerge, 1.J., Poiger, T., Miller, M.D. & Buser, H. (2003). Enantioselective degradation of
metalaxyl in soils: Chiral preference changes with soil pH. Environ. Sci. Technol. 37,
2668-2674.

Buerge, 1.J., Miller, M.D. & Poiger, T. (2013). The chiral herbicide beflubutamid (11):
enanti osel ective degradation and enantiomerization in soil, and formation/degradation
of chiral metabolites. Environ. Sci. Technol. 47, 6812—6818.

Buerge, 1.J,, Kastedl, R., B&chli, A. & Poiger, T. (2019). Behavior of the chiral herbicide
imazamox in soils. Enantiomer composition defferetiates between biodegradation and
photodegradation. Environ. Sci. Technol. 53, 5733-5740.

Busindlli, D. (1997). Pig slurry amendment and herbicide coapplication effects on s-triazine
mobility in soil: An adsorption-desorption study. J. Environ. Qual. 26, 102-108.
Cabrera, A., Cox, L., Spokas, K.A., Cdlis, R., Hermosin, M.C., Corngjo, J. & Koskinen,
W.C. (2011). Comparative sorption and leaching study of the herbicides fluometuron
and 4-chloro-2-methylphenoxyacetic acid (MCPA) in a soil amended with biochars

and other sorbents. J. Agric. Food Chem. 59, 12550-12560.

Cai, D.W. (2008). Understand the role of chemical pesticides and prevent misuses of
pesticides. Bull. Agric. Sci. Technol. 1, 36-38.

Calle, JM., Pérez, A.J., Simonet, A.M., Guerra, J.O. & Macias, F.A. (2016). Steroidal
saponins from Furcraea hexapetala leaves and their phytotoxic activity. J. Nat. Prod.
79, 2903-2911.

Calvet, R. (1989). Adsorption of organic chemicalsin soils. Environ. Health Perspect. 83,
145-177.

Campos, P., Knicker, H., Miller, A., Velasco-Molina, M. & delaRosa, J.M. (2021). Biochar
ageing in polluted soilsand trace el ementsimmobilization in a2-year field experiment.
Environ. Pollut. 290, 118025.

Cantrell, C.L., Dayan, F.E. & Duke, S.O. (2012). Natural products as sources for new
pesticides. J. Nat. Prod. 75, 1231-1242.

Cecchi, A.M., Koskinen, W.C., Cheng, H.H. & Haider, K. (2004). Sorption-desorption of
phenolic acids as affected by soil properties. Biol. Fertil. Soils. 39, 235-242.

106



IV. Bibliografia

Cdlis, R., Barriuso, E. & Houot, S. (1998a). Sorption and desorption of atrazine by sludge-
amended soil: Dissolved organic matter effects. J. Environ. Qual. 27, 1348-1356.

Cdlis, R., Barriuso, E. & Houot, S. (1998b). Effect of liquid sewage sludge addition on
atrazine sorption and desorption by soil. Chemosphere 37, 1091-1107.

Cdlis, R. & Koskinen, W.C. (1999). An isotopic exchange method for the characterization
of the irreversibility of pesticide sorption-desorption in soil. J. Agric. Food Chem. 47,
782-790.

Cdlis, R., Koskinen, W.C., Cecchi, A.M., Bresnahan, M.J., Carrizosa, M.J., Ulibarri, M.A,
Pavlovic, |. & Hermosin, M.C. (1999a). Sorption of the ionizable pesticide imazamox
by organo-clays and organohydrotalcites. J. Environ. Sci. Health Part B 34, 929-941.

Cdis, R., Hermosin, M.C., Cox, L. & Corngo, J. (1999b). Sorption of 24
Dichlorophenoxyacetic acid by model particles simulating naturally occurring soil
colloids. Environ. Sci. Technol. 33, 1200-1206.

Cdlis, R., De Jonge, H., De Jonge, L.W., Real, M., Hermosin, M.C. & Cornejo, J. (2006).
The role of mineral and organic components in phenanthrene and dibenzofuran
sorption by soil. Eur. J. Soil ci. 57, 308-319.

Cdlis, R., Addlino, M.A., Hermosin, M.C. & Corngjo, J. (2012). Montmorillonite-chitosan
bionanocomposites as adsorbents of the herbicide clopyralid in agueous solution and
soil/water suspensions. J. Hazard. Mater. 209-210, 67-76.

Cdlis, R., Gamiz, B, Adelino, M. A., Hermosin, M. C. & Corngjo, J. (2013). Environmental
behavior of the enantiomers of the chiral fungicide metaxyl in Mediterranean
agricultural soils. Sci. Total. Environ. 444, 288-297.

Cdlis, R., Adelino, M.A., Gamiz, B., Hermosin, M.C., Koskinen, W.C. & Corngjo, J. (2014).
Nanohybrids of Mg/Al layered double hydroxide and long-chain (C18) unsaturated
fatty acid anions: Structure and sorptive properties. Appl. Clay Sci. 96, 81-90.

Cdlis, R., Gamiz, B., Facenda, G. & Hermosin, M.C. (2015). Enantioselective sorption of
the chira fungicide metalaxyl on soil from non-racemic agueous solutions:
Environmental implications. J. Hazard. Mater. 300, 581-5809.

Cha, J.S., Park, SH., Jung, S.C., Ryu, C., Jeon, JK., Shin, M.C. & Park, Y.K. (2016).
Production and utilization of biochar: A review. J. Ind. Eng. Chem. 40, 1-15.

Chaimovitsh, D., Shachter, A., Abu-Abied, M., Rubin, B., Sadot, E. & Dudai, N. (2017).
Herbicidal activity of monoterpenes is associated with disruption of microtubule
functionality and membrane integrity. Weed <ci. 65, 19-30.

107



IV. Bibliografia

Cheikh, D., Magdoub, H. & Darder, M. (2022). An overview of clay-polymer
nanocomposites containing bioactive compounds for food packaging applications.
Appl. Clay Sci. 216, 106335.

Chen, Y., Paetz, C. & Schneider, B. (2018). Precursor-directed biosynthesis of
phenylbenzoisoquinolindione alkaloids and the discovery of a phenylphenalenone-
based plant defense mechanism. J. Nat. Prod. 81, 879-884.

Chen, Y., Peng, Y., Chuan-Chao, D. & Qun, J. (2011). Biodegradation of 4-hydroxybenzoic
acid by Phomopsis liquidambari. Appl. Soil Ecol. 51, 102-110.

Cheng, F. & Cheng, Z. (2015). Research progress on the use of plant alelopathy in
agriculture and the physiological and ecological mechanisms of alelopathy. Front.
Plant Sci. 6, 1020.

Cheng, J.J., Zhang, L.J., Cheng, H.L., Chiou, C.T., Lee, I.J. & Kuo, Y.H. (2010). Cytotoxic
hexacyclic triterpene acids from Euscaphis japonica. J. Nat. Prod. 73, 1655-1658.

Chinchilla, N., Marin D., Oliveros-Bastidas, A., Molinillo, JM.G. & Macias, F.A. (2015).
Soil biodegradation of a benzoxazinone analog proposed as a natural products-based
herbicide. Plant Soil. 393, 207-214.

Chiou, C.T. (2002). Partition and Adsorption of Organic Contaminants in Environmental
Systems. John Wiley & Sons.

Chludil, H.D., Corbino, G.B. & Leicach, S.R. (2008). Soil quality effects on Chenopodium
album flavonoid content and antioxidant potential. J. Agric. Food Chem. 56, 5050—
5056.

Clausen, L., Fabricius, I. & Madsen, L. (2001). Adsorption of pesticides onto quartz, calcite,
kaolinite, and alpha-alumina. J. Environ. Qual. 30, 846-857.

Clearfield, A., Kieke, M., Kwan, J., Colon, JL. & Wang, R.C. (1991). Intercalation of
dodecyl sulfate into layered double hydroxides. J. Incl. Phenom. Macrocycl. Chem.
11, 361-378.

Clemens, S. & Weber, M. (2016). The essential role of coumarin secretion for Fe acquisition
from alkaline soil. Plant Sgnal Behav. 11, €114197.

Callins, C., Fryer, M. & Grosso, A. (2006). Plant uptake of non-ionic organic chemicals.
Environ Sci Technol. 40, 45-52.

Comision Europea (2009). Reglamento (CE) No. 1107/2009 de 21 de octubre de 2009,

relativo a la comercializacion de productos fitosanitarios. Diario Oficial Unidn

108



IV. Bibliografia

Europea de 24 de noviembre de  2009. N° 309, 1-50.
https:.//www.boe.es/doue/2009/309/L 00001-00050.pdf

Corngo, J., Cdlis, R., Pavlovic, I. & Ulibarri, M.A. (2008). Interactions of pesticides with
clays and layered double hydroxides: A review. Clay Miner. 43, 155-175.

Cox, L., Hermosin, M.C. & Corngjo, J. (1995). Adsorption and desorption of the herbicide
thiazafluron as afunction of soil properties. Int. J. Environ. Anal. Chem. 58, 305-314.

Cox, L., Hermosin, M.C., Corngjo, J. & Mansour, M. (1996). Photolysis of metamitron in
water in the presence of soils and soil components. Chemosphere. 33, 2057-2064.

Cox, L., Cdlis, R., Hermosin, M.C., Becker, A. & Corngo, J. (19974). Porosity and herbicide
leaching in soils amended with olive-mill wastewater. Agric. Ecosyst. Environ. 65,
151-161.

Cox, L., Hermosin, M.C., Cedlis, R. & Corngjo, J. (1997b). Sorption of two polar herbicides
in soils and soil clays suspensions. Water Res. 31, 1309-1316.

Cox, L., Cecchi, A., Cdlis, R., Hermosin, M.C., Koskinen, W.C. & Corngjo, J. (2001). Effect
of exogenous carbon on movement of simazine and 2,4-D in soils. Soil Sci. Soc. Am.
J. 65, 1688-1695.

Cox, L., Hermosin, M.C. & Corngjo, J. (20044). Influence of organic amendments on
sorption and dissipation of imidacloprid in soil. Int. J. Environ. Anal. Chem. 84, 95—
102.

Cox, L., Fernandes, M.C., Zsolnay, A., Hermosin, M.C. & Corngjo, J. (2004b). Changes in
dissolved organic carbon of soil amendments with aging: Effect on pesticide
adsorption behavior. J. Agric. Food Chem. 52, 5635-5642.

Cruz-Guzmén, M., Cdlis, R., Hermosin, M.C. & Corngjo, J. (2004). Adsorption of the
herbicide simazine by montmorillonite modified with natural organic cations. Environ.
Sci. Technol. 38, 180-186.

Cruz-Guzmén, M., Cdlis, R., Hermosin, M.C., Koskinen, W.C. & Corngjo, J. (2005).
Adsorption of pesticides from water by functionalized organobentonites. J. Agric.
Food Chem. 53, 7502-7511.

Czaja, K., Goralczyk, K., Strucinski, P., Hernik, A., Korcz, W., Minorczyk, M., Lyczewska,
M. & Ludwicki, J. K. (2015). Biopesticides - Towards increased consumer safety in
the European Union. Pest Manag. ci. 71, 3-6.

109


https://www.boe.es/doue/2009/309/L00001-00050.pdf

IV. Bibliografia

Dayan, F.E., Kagan, |.A. & Rimando, A.M. (2003). Elucidation of the biosynthetic pathway
of the allelochemical sorgoleone using retrobiosynthetic NMR analysis. J. Biol. Chem.
278, 28607-28611.

Dayan, F.E., Cantrell, C.L. & Duke, S.O. (2009). Natural products in crop protection.
Bioorg. Med. Chem. 17, 4022-4034.

Dayan, F.E., Rimando, A.M., Pan, Z.,Baerson, S.R., Gimsing, A.L. & Duke, S.O. (2010).
Sorgoleone. Phytochemistry. 71, 1032-1039.

Dayan, F.E., Owens, D. K. & Duke, S.O. (2012). Rationale for a natural products approach
to herbicide discovery. Pest Manag. Sci. 68, 519-528.

Dayan, F.E. & Duke, S.O. (2014). Natural compounds as next-generation herbicides. Plant.
Physiol. 166, 1090-1105.

Dayan, F.E., Owens, D.K., Watson, S.B., Asolkar, R.N. & Boddy, L.G. (2015). Sarmentine,
anatural herbicide from piper species with multiple herbicide mechanisms of action.
Front. Plant. ci. 6, 1-11.

De Albuquergue, M.B., Dos Santos, R.C., Lima, L.M., Melo Filho, P.D.A., Nogueira, R.
JM.C,, DaCamara, C.A.G. & Ramos, A.D.R. (2011). Allelopathy, an alternative tool
to improve cropping systems. A review. Agron. Sustain. Dev. 31, 379-395.

DeOliveira, L., Trigueiro, P., Sammy Nery Souza, J. de Carvaho, M., Osgjima, J., daSilva-
Filho, E. & Fonseca, M. (2022). Montmorrillonite with essential oils as antimicrobial
agents, packaging, repellents, and insecticides. An overview. Colloids Surf. B 209,
112186.

Dhima. K., Vasilakoglou, I.B., Eleftherohorinos, 1.G. & Lithourgidis, A.S. (2006).
Allelopathic potencial of winter cereals and their cover crop mulch effect on grass
weed suppression and corn development. Crop Ecol., Manag. Qual. 46, 345-352.

Du, J., Chadalavada, S. & Naidu, R. (2017). Synthesis of porous bentonite organoclay
granule and its adsorption of tributyltin. Appl. Clay Sci. 148, 131-137.

Duke, S.O., Romagni, J.G. & Dayan, F.E. (2000). Natural products as sources for new
mechanisms of herbicidal action. Crop Prot. 19, 583-589.

Duke, S.0O., Dayan F.E., Rimando A.M., Chrader K.K., AliottaG., OlivaA. & Romagni J.G.
(2002). Chemicals from nature for weed management. Weed <ci. 50, 138-151.

Durén, E., Bueno, S., Hermosin, M.C., Cox, L. & Gamiz, B. (2019). Optimizing alow added
value bentonite as adsorbent material to remove pesticides from water. Sci. Total
Environ. 672, 743-751.

110



IV. Bibliografia

Einhellig, F.A., Rice, E.L., Risser, P.G. & Wender, S.H. (1970). Effects of scopoletin on
growth, CO. exchange rates, and concentration of scopoletin, scopolin, and
chlorogenic acids in tobacco, sunflower, and pigweed. Bull. Torrey Bot. Club. 97, 22—
33

Ezzaim, A., Turpault, M.P. & Ranger, J. (1999). Quantification of weathering processes in
an acid brown soil developed from tuff. Part 11. Soil formation. Geoderma 87, 155
177.

FAO (2019). Contaminacion del Suelo: Una Realidad Oculta. Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura Roma.
https.//www.fa0.0rg/3/19183es/19183es.pdf

FAO & ITPS (2017). Globa assessment of the impacto of plant protection products on soil

functions and soil ecosystems. p 40, Roma, Italia, Organizacion de las Naciones

Unidas para la Alimentacion y la Agricultura.
https.//www.fao.org/documents/card/es/c/I8168EN/
FAOSTAT (2022). Datos Estadisticos de la FAO.

https://www.fao.org/faostat/es/#data/ EP/visualize

Fay, P.K. & Duke, W.B. (1977). An assessment of allelopathic potential in Avena germ
plasm. Weed Sci. 25, 224-228.

Fernandes, M.C., Cox, L., Hermosin, M.C. & Corngo, J. (2006). Organic amendments

affecting sorption, leaching and dissipation of fungicidesin soils. Pest Manag. Sci. 62,
1207-1215.

Fernandez, M., Barberia-Roque, L., Gamez-Espinosa, E. & Deya, C. (2020). Organo
montmorrillonite with biogenic compounds to be applied in antifungal coatings. Appl.
Clay <ci. 184, 1053609.

Fernandez, M .D., Sanchez-Brunete, C. & Tadeo, J.L. (2000). Influence of compost addition
on the degradation rate of simazine and hexazinone. Fresenius Environ. Bull. 9, 652—
658.

Fernandez-Aparicio, M., Cimmino, A., Evidente, A. & Rubiaes, D. (2013). Inhibition of
Orobanche crenata seed germination and radicle growth by allelochemicalsidentified
in cereals. J. Agric. Food Chem. 61, 9797-9803.

Filippin, K.J., Portela, A., Rodrigues, E.D., Cepa-Matos, M., da Silva, G.V., Garcez, W.S.
& Perdomo, R.T. (2018). Cytotoxic akaloids from Pogonopus tubulosus. G2/M cell

111


https://www.fao.org/3/i9183es/i9183es.pdf
https://www.fao.org/documents/card/es/c/I8168EN/
https://www.fao.org/faostat/es/#data/EP/visualize

IV. Bibliografia

cyclearrest and inhibition of DNA topoisomerase |l a by isotubul osine. Phytother. Res.
32, 943-948.

Filius, J.D., Hiemstra, T. & Vanriemsdijk, W.H. (1997). Adsorption of small weak organic
acids on goethite-modeling of mechanisms. J. Colloid. Interface. Sci. 195, 368-380.

Flores-Céspedes, F., Martinez-Dominguez, G.P., Villafranca-Sanchez, M. & Fernandez-
Pérez, M. (2015). Preparation and characterization of azadirachtin a ginate-biosorbent
based formulations. Water rel ease kinetics and photodegradation study. J. Agric. Food
Chem. 63, 8391-8398.

Fogg, P., Boxal, A.B.A., Walker, A. & Jukes, A.A. (2003). Pesticide degradation in a
"biobed" composting substrate. Pest Manag. Sci. 59, 527-537.

Forim, M.R., Costa, E.S,, da Silva, M.F.G.F., Fernandes, J.B., Mondego, JM. & Boica Jr.,
A.L. (2013). Development of a new method to prepare nano-/microparticles loaded
with extracts of Azadirachta indica, their characterization and use in controlling
Plutella xylostella. J. Agric. Food Chem. 61, 9131-9139.

Frkovd, Z., Johansen, A., de Jonge, L.W., Olsen, P., Gosewinkel, U., Bester, K. (2016).
Degradation and enantiomeric fractionation of mecoprop in soil previously exposed to
phenoxy acid herbicides- New insights for bioremediation. Sci. Total. Environ. 569—
570, 1457-1465.

Gaéan-Pérez, JA. & Pefia, A. (2019). Conditioning of a calcaric soil with biosolid and
compost under laboratory conditions: Exploration of soil property evolution.
Pedosphere 29, 266-272.

Gdindo, J.C.G., Herndndez, A., Dayan, F.E., Téllez, M.R., Macias, F.A., Paul, R.N. & Duke,
S.0. (1999). Dehydrozaluzanin C, a natural sesquiterpenolide, causes rapid plasma
membrane |eakage. Phytochem. 52, 805-813.

Gamiz, B. (2012). Uso de Residuos Organicos y de Arcillas Modificadas para Aumentar la
Eficaciade Herbicidas y Reducir la Contaminacion de Suelosy Aguas por los Mismos
en Cultivos Andaluces. Tesis Doctoral, Universidad de Sevilla.

Gamiz, B., Cdlis, R., Hermosin, M.C. & Corngjo, J. (2010). Organoclays as soil amendments
to increase the efficacy and reduce the environmental impact of the herbicide
fluometuron in agricultural soils. J. Agric. Food Chem. 58, 7893-7901.

Gamiz, B., Cdis, R., Hermosin, M.C. & Corngjo, J. (2013). Effect of olive-mill waste
addition to agricultural soil on the enantioselective behavior of the chiral fungicide
metalaxyl. J. Environ. Manage. 128, 92-99.

112



IV. Bibliografia

Gamiz, B., Facenda, G. & Cedlis, R. (2016a). Evidence for the effect of sorption
enantioselectivity on the availability of chiral pesticide enantiomers in soil. Environ
Pollut. 213, 966-973.

Gamiz, B., Lépez-Cabeza, R., Facenda, G., Velarde, P., Hermosin M C., Cox, L. & Cdlis,
R. (2016b). Effect of sysntetic clay and biochar addition on dissipation and
enantioselectivity of tebuconazole and metalaxyl in an agricultural soil: Laboratory
and field experiments. Agric. Ecosyst. Environ. 230, 32-41.

Gamiz, B., Hermosin, M.C. & Cedlis, R. (2016c). Sorption, persistence and leaching of
abscisic acid in agricultural soils. An enantiomer-selective study. Geooderma. 269,
112-118.

Gamiz, B., Cox, L., Hermosin, M.C., Spokas, K. & Cedlis, R. (2017a). Assessing the effect
of organoclays and biochar on the fate of abscisic acid in soil. J. Agric. Food Chem.
65, 29-38.

Gamiz, B., Velarde, P., Spokas, K.A., Hermosin, M.C. & Cox, L. (2017b). Biochar soil
additions affect herbicide fate: Importance of application timing and feedstock species.
J. Agric. Food Chem. 65, 3109-3117.

Géamiz, B., Hermosin, M.C. & Cdlis, R. (2018). Appraising factors governing sorption and
dissipation of the monoterpene carvone in the rhizosphere. Geoderma 321, 61-68.

Gamiz, B., Facenda, G. & Cdis, R. (2019a8). Nanoengineered sorbents to increase the
persistence of the allelochemical carvone in the rhizosphere. J. Agric. Food Chem. 67,
589-596.

Géamiz, B., Facenda, G. & Cdlis, R. (2019b). Modulating the persistence and bioactivity of
allelochemicals in the rhizosphere: Salicylic acid, a case of study. Arch. Agron. Soil
Sci. 65, 581-595.

Gamiz, B. & Cdlis, R. (2021). S-Carvone formulation based on granules of organoclay to
modul ate its losses and phytotoxicity in soil. Agronomy 11, 1593.

Géamiz, B., Lépez-Cabeza, R., Vdarde, P., Spokas, K. & Cox, L. (2021). Biochar changes
the bioavailability and bioefficacy of the allelochemical coumarinin agricultural soils.
Pest Manag. Sci. 77, 834-843.

Gamiz, B., Lépez-Cabeza, R., Cox, L. & Cdlis, R. (2022). Environmental fate of chira
pesticidesin soils. En: Pesticidesin Soils: Occurrence, Fate, Control and Remediation.
The Handbook of Environmental Chemistry. Rodriguez-Cruz, M.S. & Sanchez-
Martin, M.J. (eds). Springer, pp. 107-135.

113



IV. Bibliografia

Garcia, C., Hernandez, T., Coll, M.D. & Ondono, S. (2017). Organic amendments for soil
restoration in arid and semiarid areas. A review. AIMS Environ. Sci. 4, 640-676.
Garcia-Delgado, C., Marin-Benito, J.M., Sanchez-Martin, M.J. & Rodriguez-Cruz, M.S.
(2020). Organic carbon nature determines the capacity of organic amendments to

adsorb pesticidesin soil. J. Hazard. Mater. 390, 122162.

Garcia-Jaramillo, M., Cox, L., Corngjo, J. & Hermosin, M.C. (2014). Effect of soil
amendments on the behavior of bentazone and tricyclazole. Sci. Total Environ. 466
467, 906-913.

Garrison, A.W. (2006). Probing the enantioselectivity of chiral pesticides. Environ. Sci.
Technol. 40, 16-23.

Garrison, A.W. (2011). An introduction to pesticide chirality and the consequences of
stereoselectivity. En: Chiral Pesticides. Stereoselectivity and Its Consegquences
Garrison, A.W., Gan, J. & Liu, W. (eds). ACS Symposium Series, American Chemical
Society, pp. 1-7.

Garrison, A., Miller, A., Ryan, M., Roxburgh, S. & Shea, K. (2014). Stacked crop rotations
exploit weed-weed competition for sustainable weed management. Weed Sci. 62, 166
176.

Gasic, S. & Tanovic, B. (2013). Biopesticide formulations, possibility of application and
future trends. Pestic. Phytomed. 28, 97-102.

Gerstl, Z. & Helling, C.S. (1985). Fate of bound methyl parathion residuesin soils as affected
by agronomic practices. Soil Biol. Biochem. 17, 667-673.

Ghimire, B.K., Ghimire, B., Yu, C.Y. & Chung, I. M. (2019). Allelopathic and autotoxic
effects of Medicago sativa—derived allelochemicals. Plants 8, 233.

Giannakas, A., Tsagkalias, I., Achilias, D. & Ladavos, A. (2017). A novel method for the
preparation of inorganic and organo-modified montmorillonite essential oil hybrids.
Appl. Clay Sci. 146, 362-370.

Giannakas, A., Stathopoulou, P., Tsagkalias, I., Achilias, D. & Salmas, C. (2020). The effect
of different preparation methods on the development of chitosan/thyme
oil/montmorillonite nanocomposite active packaging films. J. Food Process. Preserv.
44, e14327.

Giles, C.H., MacEwan, T.H., Nakhwa, S.N. & Smith, D. (1960). Studies in adsorption. Part

XI11. A system of classification of solution adsorptionisothermsand itsusein diagnosis

114



IV. Bibliografia

of adsorption mechanisms and in measurement of specific surface areas of solids. J.
Chem. Soc. 3, 3973-3993.

Gonzdez, M., Mingorance, M.D., Sanchez, L. & Pefia, A. (2008). Pesticide adsorption on a
cal careous soil modified with sewage sludge and quaternary akyl-ammonium cationic
surfactants. Environ. <ci. Pollut. Res. 15, 8-14.

Govea, K.P., Pereira, R.S.T., deAssis, M.D.O., Alves, P.1., Brancaglion, G.A., Toyota, A.E.,
Machado, J.V.C., Carvaho, D.T., de Souza, T.C., Beijo, L.A., de Oliveira Ribeiro
Trindade, L. & Barbosa, S. (2020). Allelochemica activity of eugenol-derived
coumarins on Lactuca sativa L. Plants 9, 533.

Grafa, E., Sotelo, T., Diaz-Tidlas, C., Reigosa, M. & Sanchez-Moreiras, A. (2013). The
phytotoxic potential of the terpenoid citral on seedlings and adult plants. Weed <ci. 61,
469-481.

Grafa, E., Costas-Gil, A., Longueira, S., Celeiro, M., Teijeira, M., Reigosa, M.J. & Sanchez-
Moreiras, A.M. (2017). Auxin-like effects of the natura coumarin scopoletin on
Arabidopsis cell structure and morphology. J. Plant Physiol. 218, 45-55.

Gu, B., Schmitt, J., Chen, Z., Liang, L. & McCarthy, J.F. (1994). Adsorption and desorption
of natural organic matter on iron oxide: Mechanisms and models. Environ. Sci.
Technol. 28, 38-46.

Guggenheim, S. & Martin, R.T. (1995). Definition of clay and clay mineral: Joint report of
the AIPEA and CM S nomenclature committees. Clay Miner. 30, 257-2509.

Hance, R.J. (1967). The speed of attainment of sorption equilibriain some systemsinvolving
herbicides. Weed Res. 7, 29-36.

Harner, T., Wiberg, K. & Norstrom, R. (2000). Enantiomer fractions are preferred to
enantiomer ratios for describing chiral signature in environmental analysis. Environ.
Sci. Technol. 34, 218-220.

Heap, |. (2022). The Internationa Survey of Herbicide Resistant Weeds.
https.//www.weedsci ence.org/graphs/soagraph.aspx

Heap, |I. & Duke, S.O. (2018). Overview of glyphosate-resistant weeds worldwide. Pest.
Manag. ci. 74, 1040-1049.

Heftmann, E. (1975). Functions of steroidsin plants. Phytochem. 14, 897-901.

Hermosin M.C. & Pérez-Rodriguez, J.L. (1981). Interaction of chlordimeform with clay
mineras. Clays Clay Miner. 29, 143-152.

115


https://www.weedscience.org/graphs/soagraph.aspx

IV. Bibliografia

Hermosin, M.C. & Corngjo, J. (1987). Adsorption and desorption of maleic hydrazide as a
function of soil properties. Soil Sci. 44, 250-256.

Hermosin, M.C., Corngjo, J. & Pérez-Rodriguez, J.L. (1987). Adsorption and desorption of
maleic hydrazide as a function of soil properties. Soil Sci. 144, 250-256.

Hermosin, M. C., Calderdén, M. J., Real, M. & Cornegjo, J. (2013). Impact of herbicides used
in olive groves on waters of the Guadaquivir River basin (southern Spain). Agric.
Ecosyst. Environ. 164, 229-243.

Hickman, D.T., Rasmussen, A., Ritz, K., Birkett, M.A. & Neve, P. (2021). Review:
Allelochemicals as multi-kingdom plant defence compounds. Towards an integrated
approach. Pest Manag. Sci. 77, 1121-1131.

Hingston, F.J., Posner, A.M. & Quirk, J.P. (1972). Anion adsorption by goethite and
gibbsite. I. Therole of the proton in determining adsorption envelopes. J. Soil Sci. 23,
177-192.

Hiradate, S., Ohse, K., Furubayashi, A. & Fujii, Y. (2010). Quantitative evaluation of
allelopathic potentialsin soils: Total activity approach. Weed <ci. 58, 258-264.

Horspool, W.N. (1976). Aspects of Organic Photochemistry. Academic Press.

Hotti, H. & Rischer, H. (2017). The killer of socrates: Coniine and related akaloids in the
plant kingdom. Molecules 22, 1962.

Huang, J., Liang, C. & Zhang, X. (2017). Effects of nano-SiO2 on the sorption of chiral
metal axyl to agricultural soils. Environ. Pollut. 225, 201-210.

Huang, H., Morgan, C.M., Asolkar, R.N., Koivunen, M.E. & Marrone, P.G. (2010).
Phytotoxicity of sarmentine isolated from long pepper (Piper longum) fruit. J. Agric.
Food Chem. 58, 9994-10000.

IAS, International Allelopathy Society. (1996). First World Congress on Allelopathy: A
Science for the Future, Spain.

llles, E. & Tombacz, E. (2004). Therole of variable surface charge and surface complexation
in the adsorption of humic acid on magnetite. Colloids. Surf. A. Physicochem. Eng.
Aspects. 230, 99-109.

Inderjit. (2001). Soil: Environmental effect on allelochemical activity. Agron. J. 93, 79-84.

Isman, M. (2008). Botanical insecticides: For richer, for poorer. Pest Manag. Sci. 64, 8-11.

Iveson, S.M.., Lister, J.D., Hapgood, K. & Ennis, B.J. (2001). Nucleation, growth and
breakage phenomena in agitated wet granulation processes. A review. Powder
Technol. 117, 3-39.

116



IV. Bibliografia

Jabran, K., Mahgan, G., Sardana, V. & Chauhan, B.S. (2015). Allelopathy for weed control
in agricultural systems. Crop Prot. 72, 57—65.

Jain, P.K. & Joshi, H. (2012). Coumarin: Chemical and pharmacological profile. J. Appl.
Pharm. <ci. 2, 236-240.

Jaynes, W.F. & Boyd, S.AA. (1991). Hydrophobicity of siloxane surface in smectites as
revealed by aromatic hydrocarbon adsorption from water. Clays Clay Miner. 39, 428
436.

Jaynes, W.F. & Vance, G.F. (1996). BTEX sorption by organoclays. Cosorptive
enhancement and equivalence of interlayer complexes. Soil Sci. Soc. Am. J. 60, 1742—
1749.

Jones, T.R. (1983). The properties and uses of clays which swell in organic solvents. Clay
Miner. 18, 399-410.

Jordan, J.W. (1949). Organophilic bentonites. I. Swelling in organic liquids. J. Phys. Colloid
Chem. 53, 294-306.

Kah, M. & Hofmann, T. (2014). Nanopesticide research: Current methods and future
priorities. Environ. Intern. 63, 224-235.

Karamanoli, K., Ainalidou, A., Bouzoukla, F. & Vokou, D. (2018). Decomposition profiles
of leaf essential oilsin the soil environment. Ind. Crops Prod. 124, 397-401.

Karathanasis, A.D., Adams, A.D.F. & Haek, B.F. (1983). Stahility relationshipsin kaolinite,
gibbsite and Al-hydroxy interlayered vermiculite soil system. Soil Sci. Soc. Am. 3,
1247-1251.

Karickhoff, SW. (1980). Sorption kinetics of hydrophobic pollutants in natural sediments.
En: Contaminants and Sediments, Vol. 2. Baker, R,A. (ed). Ann Arbor Science
Publishers, pp. 193-205.

Katagi, T. (2012). Isomerization of chiral pesticides in the environment. J. Pestic. Sci. 37,
1-14.

Kato-Noguchi, H. & Peters, R.J. (2013). The role of momilactones in rice allelopathy. J.
Chem. Ecol. 39, 175-185.

Kaur, H., Kaur, R., Kaur, S., Baldwin, |.T. & Inderjit. (2009). Taking ecologica function
seriously: Soil microbial communities can obviate allelopathic effects of released
metabolites. PLoS ONE 4, e4700.

117



IV. Bibliografia

Khaliqg, A., Matloob, A., Irshad, M.S,, Tanveer, A. & Zamir, M.S.I. (2010). Organic weed
management in maize (Zea mays L.) through integration of allelopathic crop residues.
Pakistan J. Weed Sci. Res. 16, 409-420.

Khan, S.U. (1980). Physicochemical processes affecting pesticidesin soil. En: Pesticidesin
the Soil Environment. Wakeman, R.J. (ed). Elsevier, pp. 29-118.

Kobayashi, K. (2004). Factors affecting phytotoxic activity of allelochemicalsin soil. Weed
Biol. Manag. 4, 1-7.

Koch, M.A., Schuffenhauer, A., Scheck, M., Wetzdl, S., Casaulta, M., Odermatt, A., Erl, P.
& Waldmann, H. (2005). Charting biologically relevant chemical space: A structurad
classification of natural products (SCONP). Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 102, 17272—
17277.

Kong, C.H., Chen, X.H., Hu, F. & Zhang, S.Z. (2011). Breeding of commercially acceptable
allelopathic rice cultivars in China. Pest Manag. Sci. 67, 1100-1106.

Koskinen, W.C. & Harper, S.S. (1990). The retention process: Mechanisms. En: Pesticides
in the Soil Environment: Processes, Impacts, and Modeling. Cheng, H.H. (ed). Sail
Science Society of America, pp. 51-77.

Lagaly, G. (1982). Layer charge heterogeneity in vermiculites. Clays Clay Miner. 30, 215-
222,

Lagaly, G. (2001). Pesticide—clay interactions and formulations. Appl. Clay Sci. 18, 205-
209.

Lagaly, G. & Beneke, K. (1991). Intercalation and exchange reactions of clay minerals and
non-clay layer compounds. Colloid Polym. Sci. 269, 1198-1211.

Lee, JF., Mortland, M.M., Chiou, C.T., Kile, D.E. & Boyd, SAA. (1990). Adsorption of
benzene, toluene, and xylene by two tetramethylammonium smectites having different
charge densities. Clays Clay Miner. 38, 113-120.

Levy, L., Gurov, A. & Radian, A. (2020). The effect of gallic acid interactions with iron-
coated clay on surface redox reactivity. Water. Res. 184, 116190.

Li, H.H., Inoue, M., Nishimura. H., Mizutani, J. & Tsuzuki, E. (1993). Interactions of trans-
cinnamic acid, its related phenolic allelochemicals, and abscisic acid in seedling
growth and seed germination of lettuce. J. Chem. Ecol. 19, 1775-1787.

Li, H., Lee, H.S.L., Fabrege, JR. & Jatvert, C.T. (2001). Role of pH in partitioning and
cation exchange of aromatic amine on water-saturated soils. Chemosphere. 44, 627—
625.

118



IV. Bibliografia

Li, X-J,, Xia, Z-C., Kong, C-H. & Xu, X-H. (2013). Mobility and microbia activity of
allelochemicalsin soil. J. Agric. Food. Chem. 61, 5072-5079.

Li, Z-H., Wang, Q., Ruan, X., Pan, C-D. & Jiang, D-A. (2010). Phenolics and plant
allelopathy. Molecules. 15, 8933-8952.

Lian, F. & Xing, B. (2017). Black carbon (biochar) in water/soil environments. Molecular
structure, sorption, stability, and potential risk. Environ. Sci. Technol. 51, 13517—
13532.

Liang, C., Huang, J. & Zhang, X. (2016). Effects of engineered nanoparticles on the
enantioselective transformation of metalaxyl agent and commercia metalaxyl in
agricultural soils. J. Agric. Food Chem. 64, 7688-7695.

Liu, J., Xie, M., Li, X., Jn, H., Yang, X., Yan, Z,, Su, A. & Qin, B. (2018). Main
allelochemicals from the rhizosphere soil of Saussurea lappa (Decne.) Sch. Bip. and
their effects on plants’ antioxidase systems. Molecules 23, 2506.

Livshultz, T., Kaltenegger, E., Straub, S., Weitemier, K., Hirsch, E., Kval, K., Mema, L. &
Liston, A. (2018). Evolution of pyrrolizidine alkaloid biosynthesis in Apocynaceae:
Revisiting the defence de-escalation hypothesis. New Phytol. 218, 762-773.

Lobo-Sanchez, M., Ngera-Meléndez, G., Luna, G., Segura-Pérez, V., Rivera, J. A. & Fetter,
G. (2018). ZnAl layered double hydroxides impregnated with eucayptus oil as
efficient hybrid materials against multi-resistant bacteria. Appl. Clay Sci. 153, 61-69.

Lopez-Cabeza, R. (2017). Comportamiento Enantioselectivo de los Plaguicidas Metalaxil e
Imazaquin en Suelos Agricolas. Tesis Doctoral, Universidad de Sevilla.

Lopez-Cabeza, R., Corngjo, J. & Celis, R. (2016). Evaluation of an organo-layered double
hydroxide and two organic residues as amendments to immobilize metalaxyl
enantiomersin soils: A comparative study. J. Environ. Manag. 181, 135-145.

Lopez-Cabeza, R., Gamiz, B., Corngjo, J. & Cedlis, R. (2017). Behavior of the enantiomers
of the herbicide imazaquin in agricultural soils under different application regimes.
Geoderma 293, 64-72.

Lopez-Pifieiro, A., Pefia, D., Albarran, A., Becerra, D. & Sanchez-Llerena, J. (2013).
Sorption, leaching and persistence of metribuzin in Mediterranean soils amended with
olive mill waste of different degrees of organic matter maturity. J. Environ. Manag.
122, 76-84.

119



IV. Bibliografia

Lorenzo, P., Reboredo-Durén, J., Mufioz, L., Freitas, H. & Gonzdez, L. (2020). Herbicidal
properties of the commercial formulation of methyl cinnamate, a natural compound in
the invasive silver wattle (Acacia dealbata). Weed Sci. 68, 69-78.

Lu, W.L.,Kang, C.L., Wang, Y.X. & Xie, Z.L. (2015). Influence of biochar on the moisture
of dark brown soil and yield of maizein Northern China. Int. J. Agric. Biol. 17, 1007—
1012.

Macias, F.A., Malinillo JM., Varela, R. & Galindo, J. (2007). Allelopathy - a natural
aternative for weed control. Pest Manag. <ci. 63, 327-348.

Macias, F.A., Simonet, A.M., D’ Abrosca, B., Maya, C.C., Reina, M., Gonzalez-Coloma, A.,
Cabrera, R.,, Giménez, C. & Villarrod, L. (2009). Megalanthine, a bioactive
sesquiterpenoid from Heliotropium megalanthum, its degradation products and their
bioactivities. J. Chem. Ecol. 35, 39-49.

Macias, F.A., Santana, A., Yamahata, A., Varela, R.M., Fronczek, F.R. & Molinillo, J.M.
G. (2012). Facile preparation of bioactive seco-guaianolides and guaianolides from
Artemisia gorgonum and evaluation of their phytotoxicity. J. Nat. Prod. 75, 1967—
1973.

Macias, F.A., Mgjias, F.JR. & Malinillo, J.M.G. (2019). Recent advances in alelopathy for
weed control: From knowledge to applications. Pest Manag. Sci. 75, 2413-2436.
MAGRAMA, Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente. (2016).
https:.//www.mapa.gob.es/es/ministerio/servicios/informaci on/inf ormederesul tadospr

ogramadeestudios2016_tcm30-440495.pdf

Makoi, J. & Ndakidemi, P. (2012). Allelopathy as protectant, defence and growth stimulants
in legume cereal mixed culture systems. New Zealand J. Crop Hortic. <ci. 40, 161-
186.

Mansour, M., Feicht, E. & Medlier, P. (1989). Improvement of the photostability of selected
substances in aqueous medium. Toxicol. Environ. Chem. 20-21, 139-147.

MAPA  (2021). Ministerio de  Agricultura 'y  Pesca Fitosanitarios.
https:.//www.miteco.gob.es/es/calidad-y-eval uacion-ambiental /temas/productos-

quimicos/fitosanitarios/
Marin-Benito, J.M., Sanchez-Martin, M.J., Andrades, S.M., Perez-Clavijo, M. & Rodriguez-

Cruz, M.S. (2009). Effect of spent mushroom substrate amendment of vineyard soils
on the behavior of fungicides: 1. Adsorption-desorption of penconazole and metalaxyl
by soils and subsoils. J. Agric. Food Chem. 57, 9634-9642.

120


https://www.mapa.gob.es/es/ministerio/servicios/informacion/informederesultadosprogramadeestudios2016_tcm30-440495.pdf
https://www.mapa.gob.es/es/ministerio/servicios/informacion/informederesultadosprogramadeestudios2016_tcm30-440495.pdf
https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/productos-quimicos/fitosanitarios/
https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/productos-quimicos/fitosanitarios/

IV. Bibliografia

Marmulla, R. & Harder, J. (2014). Microbial monoterpene transformations-areview. Front.
Microbiol. 5, 1-14.

Masia A., Vasquez, K., Campo, J. & Pico, Y. (2015). Assessment of two extraction methods
to determine pesticides in soils, sediments and sludges. Application to the TUria River
Basin. J. Chromatogr. A. 1378, 19-31.

Meyn, M., Beneke, K. & Lagaly, G. (1990). Anion-exchange reactions of layered double
hydroxides. Inorg. Chem. 29, 5201-5207.

Mirsky, S., Ryan, M., Teasdale, J., Curran, W., Reberg-Horton, C., Spargo, J., Wells, S,,
Keene, C. & Moyer, J. (2013). Overcoming weed management challenges in cover
crop—based organic rotational no-till soybean production in the Eastern United States.
Weed Technol. 27, 193-203.

MITECO, Ministerio paralaTransicion Ecologicay € Reto Demografico. (2019). Encuesta
de Comercializacion de Productos Fitosanitarios 20109.
https:.//www.mapa.gob.es/es/estadi sti ca/temas/estadi sti cas-

agrarias/resultadoscomercializacionfitosanitarios2019 tcm30-561177.pdf

Miyata, S. (1975). The syntheses of hydrotalcite-like compounds and their structures and
physico-chemical properties. I. The systems Mg?*-Al**-NOs, Mg?*-AlI**-Cl-, Mg?*-
AI¥*-CIOy4, Ni?*-AlI¥*-CI-, and Zn?*-Al**-ClI". Clays Clay Miner. 23, 369-375.

Miyata, S. (1980). Physicochemical properties of synthetic hydrotalcites in relation to
composition. Clays Clay Miner. 28, 5056.

Miyata, S. (1983). Anion-exchange properties of hydrotalcite-like compounds. Clays Clay
Miner. 31, 305-311.

Molisch, H. (1937). Der Einfluss einer Pflanze auf die Andere, Allelopathie. Fischer, Jena.

Moore, JA. & Reynolds, Jr. R.C. (1987). X- Ray Diffraction and the Identification and
Analysisof Clay Minerals. OUP USA.

Moorman, T.B., Cowan, JK., Arthur, E.L. & Coats, J.R. (2001). Organic amendments to
enhance herbicide biodegradation in contaminated soils. Biol. Fertil. Soils. 33, 541-
545.

Monkiedje, A. & Spiteller, M. (2002). Sorptive behavior of the phenylamide fungicides,
mefenoxam and metalaxyl, and their acid metabolite in typical Cameroonian and
German soils. Chemosphere 49, 659-668.

121


https://www.mapa.gob.es/es/estadistica/temas/estadisticas-agrarias/resultadoscomercializacionfitosanitarios2019_tcm30-561177.pdf
https://www.mapa.gob.es/es/estadistica/temas/estadisticas-agrarias/resultadoscomercializacionfitosanitarios2019_tcm30-561177.pdf

IV. Bibliografia

Mduller, M.D. & Buser, H. (1997). Conversion reactions of various phenoxyalkanoic acid
herbicides in soil. 1. Enantiomerization and enantiosel ective degradation of the chiral
2-phenoxypropionic acid herbicides. Environ. Sci. Technol. 31, 1953-1959.

Mdller, T. & Kohler, H. (2004). Chirality of pollutants-effects on metabolism and fate. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 64, 300-316.

Nakhli, A., Mbouga, M.G.N., Bergaoui, M., Khafaoui, M., Cretin, M. & Huguet, P. (2018).
Modeling of essential oils adsorption onto claystowards abetter understanding of their
interactions. J. Mol. Liq. 249, 132-143.

Nes, D.W. & Heftmann, E. (1981). A Comparison of triterpenoids with steroids as
membrane components. J. Nat. Prod. 44 , 377-400.

Nimbal, C.l., Yerkes, C.N., Weston, L.A. & Weler, S.C. (1997). Phytotoxicity and
distribution of sorgoleone in grain sorghum germplasm. J. Agric. Food. Chem. 44,
1343-1347.

Niro, E., Marzaioli, R., De Crescenzo, S., D’Abrosca, B., Castaldi, S., Esposito, A.,
Fiorentino, A. & Rutigliano, F.A. (2016). Effects of the alelochemical coumarin on
plants and soil microbial community. Soil Biol. Biochem. 95, 30-39.

O’Connor, G.A., Wierenga, P.J., Cheng, H.H. & Doxtader, K.G. (1980). Movement of 2,4,5-
T through large soil columns. Soil Sci. 130, 157-162.

Ortet, R., Prado, S., Mouray, E. & Thomas, O. P. (2008). Sesquiterpene lactones from the
endemic Cape Verdean Artemisia gorgonum. Phytochem. 69, 2961-2965.

Ouédraogo, |., Winter, De J., Gerbaux, P. & Bonzi-Coulibaly, Y. (2013). Volatility profiles
of monoterpenes loaded onto cellulosic-based materias. Ind. Crops Prod. 51, 100-
106.

Pan, L., Li, X., Yan, Z., Guo, H. & Qin, B. (2015). Phytotoxicity of umbelliferone and its
analogs. Structure-activity relationships and action mechanisms. Plant Physiol.
Biochem. 97, 272-277.

Pan, L., Li, X., Jin, H., Yang, X. & Qin, B. (2017). Antifungal activity of umbelliferone
derivatives. Synthesis and structure-activity relationships. Microb. Pathog. 104, 110-
115.

Pang, L., Gao, Z., Zhang, S., Li, Y., Hu, S. & Ren, X. (2016). Preparation and anti-UV
property of modified cellulose membranes for biopesticides controlled release. Ind.
Crop Prod. 89, 176-181.

122



IV. Bibliografia

Parepa, M. & Bossdorf, O. (2016). Testing for alelopathy in invasive plants: It all depends
on the substrate! Biol. Invasions. 18, 2975-2982.

Pauzat, F., Marloie, G., Markovits, A. & Ellinger, Y. (2015). Global versuslocal adsorption
selectivity. Int. J. Astrobiol. 14, 563-570.

Pavlovic, I., Ulibarri, M.A., Hermosin, M.C. & Cornejo, J. (1997). Sorption of an anionic
surfactant from water by a calcined hydrotal cite-like sorbent. Fresenius Environ. Bull.
6, 266-271.

Pavlovic, I., Barriga, C., Hermosin, M.C., Corngjo, J. & Ulibarri, M.A. (2005). Adsorption
of acidic pesticides 2,4 D, clopyralid and picloram on calcined hydrotal cite. Appl. Clay
Sci. 30, 125-133.

Pelosi, C., Bertrand, C., Daniele, G., Coeurdassier, M., Benoit, P., Nélieu, S., Lafay, F.,
Bretagnolle, V., Gaba, S., Vulliet, E. & Fritsch, C. (2021). Residues of currently used
pesticides in soils and earthworms. A silent threat? Agric. Ecosyst. Environ. 305,
107167.

Pefia, D., Lopez-Pifieiro, A., Albarran, A., Becerra, D. & Sanchez-Llerena, J. (2015).
Environmental fate of the herbicide MCPA in agricultural soils amended with fresh
and aged de-oiled two-phase olive mill waste. Environ. Sci. Pollut. Res. 22, 13915
13925.

Perez-Lucas, G., El Aatik, A., Vela, N., Fenoll, J. & Navarro, S. (2021). Exogenous organic
matter as strategy to reduce pesticide leaching through the soil. Arch. Agron. Soil Sci.
67, 934-945.

Phuekphong, A., Kamonnart, 1. & Makoto, O. (2020). Designing nanoarchitecture for
environmental remediation based on the clay mineras as building block. J. Hazard.
Material. 299, 122888.

Pignatello, J.J. (1989). Sorption dynamics of organic chemicals in soils and sediments. En:
Reaction and Movement of Organic Chemicalsin Soils. Sawhney, B.L. & Brown, K.
(eds), American Society of Agronomy, pp. 45-80.

Pignatello, JJ. (2012). Dynamic interactions of natural organic matter and organic
compounds. J. Soils Sediments. 12, 1241-1256.

Pignatello, J.J. & Nason, S.L. (2020). Importance of soil properties and processes on
bioavailability of organic compounds. En: Bioavailability of Organic Chemicals in
Soil and Sediments. Ortega-Calvo, J.J. & Parsons, J.R. (eds). Springer Nature, pp. 7—
41.

123



IV. Bibliografia

Plaza-Bolafios, P., Padilla-Sanchez, J.A., Garrido-Frenich, A., Romero-Gonzdez, R. &
Martinez-Vidal, J.L. (2012). Evaluation of soil contamination in intensive agricultural
areas by pesticides and organic pollutants: South-eastern Spain as a case study. J.
Environ. Monit. 14, 1182-1189.

Polubesova, T., Eldad, S. & Chefetz, B. (2010). Adsorption and oxidative transformation of
phenolic acids by Fe(l11)-montmorillonite. Environ. Sci. Technol. 44, 4203-4209.

Pose-Juan, E., Sanchez-Martin, M.J., Andrades, M.S., Rodriguez-Cruz, M.S. & Herrero-
Hernandez, E. (2015). Pesticide residues in vineyard soils from Spain: Spatial and
temporal distributions. Sci. Total Environ. 514, 351-358.

Qin, F.,, Gao, Y.X., Xu. P, Li, JZ. & Wang, H.L. (2014). Environmental behavior of
benalaxyl and furalaxyl enantiomersin agricultural soils. J. Environ. ci. Heal Part B
49, 738-746.

Radwan, I., Baz, M., Khater, H., Alkhaibari, A. & Selim, A. (2022). Mg-LDH Nanoclays
intercalated fennel and green tea active ingredient: Field and laboratory evaluation of
insecticidal activities against Culex pipiens and their non-target organisms. Molecules
27, 2424,

Ramezani, M.K., Oliver, D.P., Kookana, R.S., Gill, G. & Preston, C. (2008). Abictic
degradation (photodegradation and hydrolysis) of imidazolinone herbicides. J.
Environ. ci. Health Part B 43, 105-112.

Razavi, SM. (2011). Plant coumarins as allelopathic agents. Intern. J. Biol. Chem. 5, 86—
90.

Readl, M., Gamiz, B., LOpez-Cabeza, R. & Celis, R. (2019). Sorption, persistence, and
leaching of the allelochemical umbelliferone in soils treated with nanoengineered
sorbents. Sci. Rep. 9, 9764.

Real, M., Facenda, G. & Cdlis, R. (2021). Sorption and dissipation of the allelochemicals
umbelliferone and salicylic acid in a Mediterranean soil environment: Effect of olive-
mill waste addition. Sci. Total Environ. 774, 145027.

Reichle, W.T. (1986). Synthesis of anionic clay minerals (mixed metal hydroxides,
hydrotalcite). Solid State lon. 22, 135141.

Reigosa-Roger, M.J. & Sanchez-Moreiras, A.M. (2010). Role of phenolicsin alelopathy in
the soil. En: Soil Phenols. Muscolo, A. & Sidari, M. (eds), Nova Science Publishers,
Inc., pp. 87-115.

124



IV. Bibliografia

Ren, X.,He, X., Zhang, Z., Yan, Z., Jin, H., Li, X. & Qin, B. (2015). Isolation, identification,
and autotoxicity effect of allelochemicals from rhizosphere soils of flue-cured tobacco.
J. Agric. Food Chem. 63, 8975-8980.

Rice, E.L. (1984). Allelopathy, 2nd ed., Academic Press.

Rives, V. & Ulibarri, M.A. (1999). Layered double hydroxides (LDH) intercalated with
metal coordination compounds and oxometalates. Coord. Chem. Rev. 181, 61120.

Robin, D.C. & Marchand, P.A. (2019). Evolution of the biocontrol active substances in the
framework of the European Pesticide Regulation (EC) No. 1107/2009. Pest Manag.
Sci. 75, 950-958.

Robinson, M.J.T. (1963). Experiments related to the biosynthesis of novocin and other
coumarins Tetrahedron 19, 1001-1010.

Rodriguez-Cruz, S., Sanchez-Martin, M.J., Andrades, M. & Sanchez-Camazano, M. (2007).
Modification of clay barriers with a cationic surfactant to improve the retention of
pesticidesin soils. J. Hazard. Mater. 139, 363-372.

Rogovska, N., Lard, D.A., Rathke, SJ. & Karlen, D.L. (2014). Biochar impact on
Midwestern Mollisols and maize nutrient availability. Geoderma 230, 340-347.
Romero, E., Matallo, M.B., Pefia, A., Sanchez-Rasero, F., Schmitt-Kopplin, Ph. & Dios G.
(2001). Dissipation of racemic mecoprop and dichlorprop and their pure R-
enantiomers in three cal careous soils with and without peat addition. Environ. Pollut.

111, 209-215.

Ruiz-Garcia, M., Mulas-Garcia, D., Pradesi Latorre, J., Ochoa de Eribe, J., Querzola, P. &
Edmonds, J. (2015). ARAW: Uvasin botritisy sin residuos. Phytoma 274, 64-68.

Ruiz-Hitzky, E. & Van Meerbeek, A. (2006). Clay mineral-and organoclay-polymer
nanocomposite. En: Handbook of Clay Science (Developments in Clay Science, 1).
Bergaya, F., Theng, B.K.G. & Lagaly, G. (eds). Elsevier. pp. 583-621.

Sgjitha, T.P., Manjunatha, B.L., Siva, R., Gogna, N., Dorai, K., Ravikanth, G. & Uma
Shaanker, R. (2018). Mechanism of resistance to Camptothecin, a cytotoxic plant
secondary metabolite, by Lymantria sp. Larvae. J. Chem. Ecol. 44, 611-620.

Sanganyado, E., Lu, Z. & Liu, W. (2020). Application of enantiomeric fractions in
environmental forensics: Uncertainties and inconsistencies. Environ. Res. 184,
109354.

125



IV. Bibliografia

Santana, C.M., Ferrera, Z.S., Padron, M.E.T. & Rodriguez, J.J.S. (2009). Methodol ogies for
the extraction of phenolic compounds from environmental samples: New approaches.
Molecules 14,298-320.

Sarmah, A.J., Kookana, R.S. & Alston, A.M. (1998). Fate and behavior of triasulfuron,
metsulfuron-methyl, and chlorsulfuron in the Australian soil environment: A review.
Aust. J. Agric. Rec. 49, 775-790.

Saudy, H-S. (2015). Maize-cowpea intercropping as an ecological approach for nitrogen-
use rationalization and weed suppression. Arch. Agron. Soil <ci. 61, 1-14

Scavo, A., Abbate, C. & Mauromicale, G. (2019). Plant alelochemicals. Agronomic,
nutritional and ecological relevancein the soil system. Plant Soil 442, 23-48.

Scavo, A. & Mauromicale, G. (2021). Crop allelopathy for sustainable weed management in
agroecosystems. Knowing the present with aview to the future. Agronomy 11, 2104.

Schwaab, M., Steffani, E., Barbosa-Coutinho, E. & Severo Jdnior, J.B. (2017). Ciritica
analysis of adsorption/diffusion modelling as a function of time sgquare root. Chem.
Eng. Sci. 173, 179-186.

Semple, K.T., Morriss, A.W.J. & Paton, G.l. (2003). Bioavailability of hydrophobic organic
contaminants in soils: Fundamental concepts and techniques for analysis. Eur. J. Soil.
Sci. 54, 809-818.

Semple, K.T., Doick, K.J., Jones, K.C., Burauel, P., Craven, A. & Harms, H. (2004).
Defining bioavailability and bioaccessibility of contaminated soil and sediment is
complicated. Environ. ci. Technol. 38, 228-231.

Serghini, K., Pérez De Luque, A., Castglon-Mufioz, M., Garcia-Torres, L. & Jorrin, J. V.
(2001). Sunflower (Helianthus annuus L.) response to broomrape (Orobanche cernua
Loefl.) parasitism: Induced synthesis and excretion of 7-hydroxylated simple
coumarins. J. Exp. Bot. 52, 2227-2234.

Seupel, R., Hemberger, Y., Feineis, D., Xu, M., Seo, E. J., Efferth, T. & Bringmann, G.
(2018). Ancistrocyclinones A and B, unprecedented pentacyclic N, C-coupled
naphthylisoquinoline alkaloids, from the Chinese liana Ancistrocladus tectorius. Org.
Biomol. Chem. 16, 1581-1590.

Si, Y.B., Zhang, J.,, Wang, S.Q., Zhang, L.G. & Zhou, D.M. (2006). Influence of organic
amendment on the adsorption and leaching of ethametsulfuronmethyl in acidic soilsin
China. Geoderma 130, 66-67.

126



IV. Bibliografia

Silva, V., Mal, H., Zomer, P., Tienstra, M., Ritsema, C. & Geissen, V. (2019). Pesticide
residues in European agricultural soils: A hidden reality unfolded. Sci. Total Environ.
653, 1532-1545.

Sobolev, V.S., Horn, B.W., Potter, T.L., Deyrup, S.T. & Gloer, J.B. (2006). Production of
stilbenoids and phenolic acids by the peanut plant at early stages of growth. J. Agric.
Food Chem. 54, 505-3511.

Soltys, D., Krasuska, U., Bogatek, R. & Gniazdowska, A. (2013). Allelochemicals as
bioherbicides-present and perspectives. En: Herbicides-Current Research and Case
Studiesin Use. Price, A.J,, Kelton, J.A. (eds). Intech, pp. 517-542.

Sparks, T.C., Hahn, D.R. & Garizi, N.V. (2017). Natural products, their derivatives, mimics
and synthetic equivalents: Role in agrochemical discovery. Pest Manag. Sci. 73, 700-
715.

Sparks, T.C. & Duke, S.O. (2021). Structure simplification of natural products as a lead
generation approach in agrochemical discovery. J. Agric. Food Chem. 69, 8324-8346.

Stringlis, 1.A., De Jonge, R. & Pieterse, C.M.J. (2019). The age of coumarins in plant-
microbe interactions. Plant Cell Physiol. 60, 1405-1419.

Sujeeun, L. & Thomas, S.C. (2017). Potentia of biochar to mitigate allelopathic effects in
tropical island invasive plants: Evidence from seed germination trials. Trop. Conserv.
Sci. 10, 1-14.

Sukul, P., Lamshdft, M., Zlhlke, S. & Spiteller, M. (2013). Evaluation of sorption-
desorption processesfor metalaxyl in natural and artificial soils. J. Environ. Sci. Health
Part B. 48, 431-441.

Tang, J., Zhu W., Kookana R. & Katayana A. (2013). Characteristics of biochar and its
application in remediation of contaminated soil. J. Biosci. Bioeng. 116, 653-639.
Terrado, M., Barcd6, D. & Tauler, R. (2010). Multivariate curve resolution of organic
pollution patterns in the Ebro River surface water-groundwater-sediment-soil system.

Anal. Chim. Acta. 657, 19-27.

Tester, C.F. (1990). Organic amendment effects on physical and chemical properties of a
sandy soil. Soil Sci. Soc. Am. J. 54, 827-831.

Tharayil, N., Bhowmik, P.C. & Xing, B. (2006). Preferentia sorption of phenolic
phytotoxins to soil: Implications for altering the availability of allelochemicals. J.
Agric. Food Chem. 54, 3033-3040.

127



IV. Bibliografia

Travaini, M.L., Sosa, G.M., Ceccarelli, E.A., Walter, H., Cantrell, C.L., Carrillo, N.J,,
Dayan, F.E., Meepagala, K.M. & Duke, S.O. (2016). Khellin and visnagin,
furanochromones from Ammi visnaga (L.) Lam., as potentia bioherbicides. J. Agric.
Food Chem. 64, 9475-9487.

Trezzi, M.M., Vida, R.A., Babinot J, A.A., Bittencourt, H.H. & Souza Filho, A.P.S.
(2016). Allelopathy: Driving mechanisms governing its activity in agriculture. J. Plant
Interact. 11, 53-60.

Tsao, R. & McCalum, J. (2010). Chemistry of flavonoids. En: Fruit and Vegetable
Phytochemicals: Chemistry, Nutritional Value, and Stability. de la Rosa, L.A.,
Alvarez-Parrilla, E. & Gonzalez-Aguilar, G.A. (eds), Wiley-Blackwell, pp. 131-153.

Uddin, M.R., Park, S.U., Dayan, F.E. & Pyon, J.Y. (2014). Herbicidal activity of formulated
sorgoleone, anatural product of sorghum root exudate. Pest Manag. Sci. 70, 252-257.

Ulibarri, M.A., Pavlovic, I., Hermosin, M.C. & Corngjo, J. (1995). Hydrotalcite-like
compounds as potential sorbents of phenols from water. Appl. Clay Sci. 10, 131-145.

Union Europea (2005). Reglamento (CE) No. 396/2005 de 23 de febrero de 2005, relativo a
los limites maximos de residuos de plaguicidas en alimentos de origen vegeta y
animal. Diario Oficia Unién Europea de 16 de marzo de 2005. N° 70, 1-16.
https://www.boe.es/doue/2005/070/L 00001-00016.pdf

Union Europea (2017). Reglamento (CE) No. 2017/1432 de 7 de agosto de 2017, relativo a

la comercializacion de productos fitosanitarios por 1o que respecta alos criterios para

la aprobacién de sustancias de bajo riesgo. Diario Oficial Unién Europea de 8 de
noviembre de 2017. N° 205, 59-62. https.//www.boe.es/doue/2017/205/L 00059-

00062.pdf
Union Europea (2022a). European Commission. Horizon 2020. Work Programme 2018-
2020. https://ec.europa.eu/research/partici pants/data/ref/h2020/wp/2018-

2020/main/h2020-wp1820-food en.pdf

Unidon Europea (2022b). European Commission. Priorities for Sustainable Primary

Production. https://ec.europa.eu/info/research-and-innovation/research-

arealagriculture-forestry-and-rural -areas/sustai nabl e-primary-production en

Vaughn, S.F. & Spencer, G.F. (1993). Volatile monoterpenes as potential parent structures
for new herbicides. Weed Sci. 41, 114-119.

128


https://www.boe.es/doue/2005/070/L00001-00016.pdf
https://www.boe.es/doue/2017/205/L00059-00062.pdf
https://www.boe.es/doue/2017/205/L00059-00062.pdf
https://ec.europa.eu/research/participants/data/ref/h2020/wp/2018-2020/main/h2020-wp1820-food_en.pdf
https://ec.europa.eu/research/participants/data/ref/h2020/wp/2018-2020/main/h2020-wp1820-food_en.pdf
https://ec.europa.eu/info/research-and-innovation/research-area/agriculture-forestry-and-rural-areas/sustainable-primary-production_en
https://ec.europa.eu/info/research-and-innovation/research-area/agriculture-forestry-and-rural-areas/sustainable-primary-production_en

IV. Bibliografia

Villaverde, J. J., Sandin-Espafia, P., SevillaMoran, B., Lépez-Goti, C. & Alonso-Prados, J.
L. (2016). Biopesticides from natural products. Current development, legislative
framework, and future trends. BioResources. 11, 5618-5640.

Visavale, G., Nair, R., Kamath, S., Sawant, M. & Thorat, B. (2007). Granulation and drying
of modified clay incorporated pesticide formulation. Dry. Technol. 25, 1369-1376.

Vokou, D., Douvli, P., Blionis, G.J. & Haley, JM. (2003). Effects of monoterpenoids,
acting alone or in pairs, on seed germination and subsequent seedling growth. J. Chem.
Ecol. 29, 2281-2301.

Wang, C-M., Chen, H-T., Li, T-C., Weng, J-H., Jhan, Y-L., Lin, S-X. & Chou, C-H. (2014).
The role of pentacyclic triterpenoids in the alelopathic effects of Alstonia scholaris.
J. Chem. Ecaol. 40, 90-98.

Washington, J.B., Pignatello, J.J., Lu, Y., Ravikovitch, P.I., Neimark, A.V. & Xing, B.
(2003). Sorption hysteresis of benzenein charcoa particles. Environ. Sci. Technol. 37,
409-417.

Watson, J.R., Posner, A.M. & Quirk, J.P. (1973). Adsorption of the herbicide 2,4-D on
goethite. J. Soil Sci. 24, 503-511.

Wauchope, R.D. (1978). The pesticides content of surface water drainage from agricultural
fields— A Review. J. Environ. Qual. 7, 459-472.

Wauchope, R.D. & Myers, R.S. (1985). Adsorption-desorption kinetics of atrazine and
linuron in freshwater sediments agueous surries. J. Environ. Qual. 14, 132-136.
Weber, J.B. (1982). lonization and adsorption-desorption of tricyclazole by soil organic
matter, montmorillonite clay and Cape Fear sandy loam soil. J. Agric. Food Chem. 30,

584-588.

Weber, W.J. & Morris, J.C. (1963). Kinetics of adsorption on carbon from solution. J. Sanit.
Eng. Div. 89, 31-59.

Weidenhamer, J.D., Macias, F.A., Fischer, N.H. & Williamson B.G. (1993). Just how
insoluble are monoterpenes? J. Chem. Ecol. 19, 1799-1807.

Weidenhamer, J.D. & Romeo, J.T. (2005). Allelopathy as a mechanism for resisting
invasion: The case of Polygonella myriophylla. En: Invasive Plants: Ecological and
Agricultural Aspects. Inderjit (ed). Springer, pp. 167-177.

Weston, L.A. (2005). History and current trends in the use of alelopathy for weed
management. Hort. Technol. 15, 529-534.

129



IV. Bibliografia

Weston, L.A. & Mathesius, U. (2013). Flavonoids: Their structure, biosynthesis and role in
the rhizosphere, including allelopathy. J. Chem. Ecol. 39, 283-297.

Winkler, B.C. (1967). Quantitative analysis of coumarins by thin layer chromatography,
related chromatographic studies, and the partial identification of scopoletin glycoside
present in tobacco tissue culture. Ph.D. Dissertation. University of Oklahoma.

Wong, C.S. (2006). Environmental fate processes and biochemical transformations of chira
emerging organic pollutants. Anal. Bioanal. Chem. 386, 544-558.

Worthington, M. & Reberg-Horton, C. (2013). Breeding cereal crops for enhanced weed
suppression: Optimizing allelopathy and competitive ability. J. Chem. Ecol. 39, 213-
231.

Wu, H., He, X., Zhou, Q. & Zhang, Y. (2017). Impact of microorganisms, humidity, and
temperature on the enantiosel ective degradation of imazethapyr in two soils. Chirality
29, 348-357.

Xiao, Z., Le, C,, Xu, Z, Gu, Z.,, Lv, J. & Shamsi, |I.H. (2017). Vertical leaching of
allelochemicals affecting their bioactivity and the microbial community of soil. J.
Agric. Food Chem. 65, 7847-7853.

Yang, L., Ma, X.Y., Ruan, X., Jiang, D.A., Pan, C. D. & Wang, Q. (2016). Enantioselective
separation of 4,8-DHT and phytotoxicity of the enantiomers on various plant species.
Molecules 21, 528.

Ye, S, Brafia, A.F., Gonzdez-Sabin, J., Moris, F., Olano, C., Salas, JA. & Méndez, C.
(2018). New insights into the biosynthesis pathway of polyketide alkaloid argimycins
P in Streptomyces argillaceus. Front. Microbial. 9, 1-12.

Zhang, Z.C., Chen, L.X., Wang, J., Yao, J. & Li, JM. (2018). Biochar preparation from
Solidago canadensis and its alleviation of the inhibition of tomato seed germination
by allelochemicals. RSC Adv. 8, 22370-22375.

Zipper, C., Bunk, M., Zehnder, A. & Kohler, H-P. (1998). Enantioselective uptake and
degradation of the  chira herbicide  dichlorprop [(RS)-2-(2,4-
dichlorophenoxy)propanoic acid] by Sphingomonas herbicidivorans MH. J. Bacteriol.
180, 3368-3374.

130



Capitulo V

Publicaciones







V. Publicaciones

V.1. Articulo |

Titulo: Determining the effect of soil properties on the stability of scopoletin and its
toxicity to target plants

Autores: José Antonio Galan-Pérez, Beatriz Gamiz*, Rafadl Cdlis

Afiliacion: Ingtituto de Recursos Naturalesy Agrobiologia de Sevilla (IRNAS), CSC,
Avenida Reina Mercedes 10, 41012 Sevilla, Spain

Revista: Biology and Fertility of Soils

“Soils

Editor: Paolo Nannipieri
Editorial: Springer Categoria: Soil Science
Factor de Impacto (JCR 2021): 6.605 Cuartil: Q1 (6/39)
Volumen: 57 Paginas. 643-655 Afo de publicacion: 2021
Cita:
GALAN-PEREZ JA., GAMIZ B., CELISR.
Determining the effect of soil properties on the stability of scopoletin and its

toxicity to target plants. Biology and Fertility of Soils 57, 643-655 (2021).
https://doi.org/10.1007/s00374-021-01556-2

133


https://doi.org/10.1007/s00374-021-01556-2




V. Publicaciones

Sioloqy and Fertitg of Scels (2021) 57:6a3-665
Rergss Mol onp! Y0LIO7/K0374-021-01556-2

2

Determining the effect of soil properties on the stability of scopoletin

and its toxicity to target plants

José Antonio Galdn-Pérez' () « Beatriz Gamiz' (0 - Rafael Celis' @

facevect 10 Decemter 2000/ Bewsend: 3 March 2020 ) Accepted: 21 March 2021 / Pubi shed oniine: 5 2ped 2021
4 The Authords) under axcheave Hioonce to Sormger Verdag GmbH Gasrany, part of Soeinger Maoure 2021

Abstract

The sorption of the ulldochemical scopoletn (7T-bydroxy-6-nxethoxycounsaring was sdied i cight ageculiuml sods and dif-
ferent moded sobents. We also dererminad s degradurion in seloekd soils and reluad somptioa and Jegradation nesalts 1o the
expression of scopoletin phytotoxicay in soil towards two model plant species, Ervca vesicarsa and Hordewm wdlgars.
Scopoletn was sorbed to a greamer extent in acid soils than in alkalne sodls, Coarelations with soil propertics msdicarsd that the
301l pH and fine (silt'clay) fraction pliyed o primary role in the sorption of scopoletin by soils, Weak interactions commolked its
sorption in acid soils, wheress stronger imeractions, probably with minerl cly constituents, became more relkevant m alkaline
clay soils, Dissipation of scopoletin in the sodls was microbeal- mediated and occurred meve slowdy in acikd thim alkaline soils. As s
result. the phvtotoxic activity of scopoletin was expressad in acid bat not in alkaline soil, The results poimt to the influence that
sotl propertics are expected to exen on the expression of the phytotoxicity of scopoletin in nmuesl and agrcuttural coosyems

Keywords Bindegradation - Bioherbickdes - Hydroxyeoumarins - Phatotoxicity - Plant alldochemacals - Soeption

Introduction

Alscdopathy = a biolegacal ploromenca by which plants (oe
ather organisms) release biochemicals, known as
allelochernacals, tat influence the growth, survival, develop-
ment, of repreduction of neighboring argaaisns (Cheng and
Cheag 2015 Real et al 20095, Although allelopathic ingene:-
tions were ininlkby invessigated as 2 fundamental nasural eco-
legical process contributing to the sbundance and distribution
of species wihin plont communities and the intesaetion be-
tween crops and other plants, they have rocently received
much urtention also in the spplied fizld of pess managaent,
The use of alickpathsc plants i crop ro@ion, cover crops,
green manre, ind miercropping is gaining increasing impor-
tance (Chong and Cheng 200 5; Kong ef al. 2019; Puig < al.
2009; Jw et al. 2020). Besides, alkloc hemicals are conssdered
a source of natural, eco-friendly pesticides with the posxeatial
1o reduce synthene ones contmuously introduced imo the

(=1 Bentnz Cidenw
g e osec. 05

" Ingtuo & Recursos Natunles v Agmbiloga do Sevila (IRNAS),
CSIC, Averida Rons Mavods 10, 41012 Sevill, Spm

environment (Faroog et ak 2011; Li et al. 2019; Macias
etal. 2019

Weeds represent 2 majoe constrzing to crap viek! and new
prroducts for thes musssagement are part oulioly needed as1bere
have been no herbicides with new modes of action introduced
10 mees chan 30 years % help minsge evohval herbacide re-
sistunee (Heap and Duke 20080 Aloog with their Gvonble
toxicological profiles, allebochemicals display a bigh structur-
ol diversity und povel modes of action, and their potential 1o
comybas resistant weeds has been an important ¢lement dnving
imerest in thedr study (Davan and Duke 2014 Lebeoque of al
2019,

Coumanns represent an mmpormmt group of plant
alldochemicals of the polsphenol chass (Niro et al, 2016
Real et al. 2019). They are widely disrribmted in the
Apinceae, Rugaceae, Asiernocae, andl Fabaccae families of
plwns, and there bave been many reparts on the herhicidul,
fungscidal, msoecticidnl, antbacienal, and nemaeicidal nctivity
of different coumpnns (Razavi 201 1; Goven et 21 20200 Pan
et ol {2 53 screened soveml covmanes for phy sotocicity and
studiod the structure activity relationship, A €7 hydmoxyl
groupy was consickered o potentinlly active site that consnbuted
sgnificantly to the actwity. [n a subsegoent sy, they found
that the madification of the €7 hydroxyl group of 7.
hydroxycoumirin decressed the phytoloxicity and enhmoed
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1he sotifungal activity of the compound (Fan 1al 20170 The
phytosoxic mechanism of 7-hydmxycoumann appeared to me
volve i waktive axypen specics (ROSHmediated ragulation
pathway ond the ashibitian of photosynthesis.

The 7-hydroaydenvotives T-hydroxycoumarin
(umbelliferone), 6. 7-dihvdroxycoumarin (eseudering, and 7-
hydroxy-b-methoxyeoumann (scopoleting ane e most wide-
apresid counsaring in nasire Cain and Josha 20125 Scopoleting
desaribed by Robison (1963} a5 the mest conunan coumann
in higher plants, bas beeo repotted m many moeo- and dook-
yladonows plont species as well as thizesphere soils {Winkler
1967; Genfia et . 2017; L et ol 2018), Basackes beng ne-
lensed into the rhizosphere in respanse to Fe limitton
(Clemens and Weber 2016; Stipglis e al. 2019), the alick-
pathic activity of scopoletin has also been suggested
(Baghestam <t al. 1999; Serghmi ¢f al. 2001, Ferndodez-
Apancio et al 2013; Laa er al. 2018, Ghimire et al. 2019)
Grada et al. 2007), for example. showed that scopoletm -
duced strong phiytotoxic effocts an Arabidopey thelana seed-
lings wilh u mean inhibitory concentmtion (1Cq)) of less than
SOM 6 g L) Scopolenn compramisad root develop-
ment by mducing wroag microtubule asembling, maochan.
dng membeaee depolanizition, and ulnesasely cell death, o »
simikr way to auxin hesboodes. Femandez- Aparcso et al.
(2013) reported 8 scopoktin 10 foe txhele growth of the
porasitic weed (bobanche crenata of 11 mg L™, with
soopoletin cuusing o dickening of groups of adicle cells po-
tentinlly due to necmsis & conceamations = 7 mg L' These
resulks were m line with carer studies in which inhibiry
effeets of scopokein on differese crop and wead specics hal
been reported (Einhellig et al. [970; Fay and Duke 1977;
Baghestani et al 1990)

Despe the fact that allklochemacals are substances with
generally lower nsk, ower requitements for registration, fo-
vorzbke poreeption by sociely, and potential o siisfy the de-
mand of berhicides with new modes of action, the Iconss-
tency in field performance they comemonly present under dift
ferent edaphic—climane soemarios roprescms an anpotint -
itation for their wider sacoess as pest management products
(Wiang ctal. 20091 To Lace this Semtatxm, studics ot the figs
of nllelochemicals in the sodl cnvircemess are hadly naeded, 25
soil 5 reconized is 3 “hlock box" with respect to uniderstomxd-
ing the bioactivity of allelochemicals on target organisms
(Reiposa et al. 1999; Trzzzi et al. 2016). Soeptaon an mineral
ansl anganic sed) conssineents. chemical s bislogcal raos-
formatsm processes, and ranspoet heough the soil matrix will

all affect the concentration and bicavmlability of

alkedocherecals i the soil and, consequently, thetr cffoetive
mflucnce oo the taget plants. Even though the phytoloxicity
of scopoleain is well described, its behavior in soils has not
been stbed. In this work, we conductad hatch soepon and
Incubation experiments 1 clumksenize the sorptioe sl dissi-
paticn of scopoletin m different agnculiural sods, and then
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desigred baosssay experiments 10 Compare 5 phytotoxmaty
under soilless (Petri dishes }and sail-pot conditans, 1o mkiress
the possiale role of wnls with different charackrstgs m the
expressim of its physotoxse activity. The stamg hypothesis
was that decpenimyg the knowledge of the sorl processes that
way dekrmine the bioasnibibility of scopoksin in soi ks should
help identify scenarios in whach the activity of thas and smilar
hydoxyvounanns coull by better expressed.

Materials and methods
Scopoletin, soils, and model sorbents

Analytical standied- grade scopoletin with chemical purity =
0995 was puschased from Siges-Aldrch (Spain). Scopolctn
is a2 hydroxycoumann with a molecular weight of 1922 g
mol . experimental waker solability of 230 mg L' m 25
*C, and pK, of 7.4 {Kemi et al. 2001). Two 200 mg L™ stock
sofutions of scopaletin were prepured, ome m methanol, o
obin the scopoletin stndands (016 mg L") and the iniad
sofution {2 mig L") used in the sception expeniments, and
soother coe in water, to prepare the working sofutioes used
in the dissipaton mnd beoassay expenments. An addtonal
soopoletin softion {12 & L ') was propared i accione 10 de
used s the soil bioassays conducted ot 2 high applcation mne
of allddochemical

Eight agnculural soils (S1-55) from southaesem Spain
ware sekeetd for this shady. Samples of the sods were collect-
af from a =20 em depth, air-dned, seved 1 pass o 2-mm
mesh. and stored at 4 C untal used. The soils were chosen for
therr dfferent texture, muserabogy, ocgimie € (OC) conkmt,
andl pH (Table 1). The methodnlogy nsed for the dhamcteri-
atxm of the sxls & detmlad in the supportag information
{Suppkmentary Text SI).

As modad arganko maeenals, two commerncinl substaness
were used, humse ackl-acid foem {HA. 48% C ind 0.67% N)
aod bumic acid sodium salt (HA-Na, 39% C and 0.68% N),
both proveded by Sigma Aldech (Spam). As nvodel mineral
soi] constituen s, three relarence phyllosileates. wath differenst
canion exchange capactics (CEC) and nitmogensspecafic sur-
face aress (SSAL and a peoedy crystflizad Fe-oxyhydroxde
{fernhaddree) were chosen. The three phyliasilicates, supplied
by The Cluy Minerals Scciety {Purduse Unnversity, USA)
were KGa-2 knolinite (CEC = 3.3 amol kg ', SSA = 235
m’ g ') IMe1 illse (CEC = 26,6 cmol kg ', SSA = 205 n’
21 and SWy-2 mosemorillonite (CEC = 764 cmol kg ',
SSA w318 m® ¢ ). Detuiled physicochemical data of these
phatlosilicates can be found m The Clay Mincrals Socety
webpags (CMS 2021) The Fe-cxyhydroxide (fernihydrite.
SSA= M6 m g ') wis peepared by incressing the pH of o
0.5 M FaNOy by sodugion with NaOH w00 salue of 7.5 fodlow-
ing the procedue reparted by Crue-Gemia etal. (20031
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" Relotiv e parcentages of Keokaite (K1 iz (), and moommorn oot (M) in the sod clay fractions

Storage stability of scopoletin

As previees works bave reportesd the instohiliy of courmanns
o certam axquoous modin (Real et al. 2019, Gimaz et al. 2021),
the effect of pH, light exposare, and presence ol water-solubde
soil compeosses on the sxrage stohility of scopoletin, as well
as the perfonmance of methanol as a stabilizing agent, was
evaluated. For the stabiliy tests, squoous 2 mg L' scopoletin
sodutions (50 mL) contamg 1. 190, o S0% methanol were
prepared using water or a soil extract as the aqueous phase.
The %oil extroct was oblained by shakimg, m 250.mL pohpro-
pykene centnfisge tubes, 50 g of 3011 82 0r S7 with 100 mL of
dstilled witer for 24 h, cconnfgig 3 12000 = ¢ for 10 pmun,
mnd filtering the supernmtant solution with Whatman No, |
filter paper. For cach treatment of the stabulity tests, duplicate
scopoletin solusons were ether expoesed 1o naturzl light or
stored in the dark at 25 = 2 °C. At selecied times (0-7 days),
alaguots of the solutxoes 12 mL) were tuken, filtered (045 pm
pore size GHP membrane disk Glress), and immsdard v -
lvzed by HIPLC 10 determine the evolation of the scopoletin
concentratiom with time. Follvwng the same procedure, the
stability of scopoletin at different pH levels was also studsed
using =0 agoeous 2 my L' seopoletin solution (50 mL) pre-
pared n HCT or NoOH, as approprise. to reach pH values off
3100304 1)

Sorption experiments

The hakch equilibrium methodology was wsed to detormane
the sorptica of scopaletin on the selected sotls and moded
sotbents. In triplicate. samples of 3 g of cach soil were
weighad m 15-mL glass centrifisge tubes and then subjected
to 3 antoclaving cycles 1o prevent the hodegradation of

scopoletin during the subsecuient sorption measurement. The
autockving processes (121 7C and 200 kP2 for 20 min) were
contlucked on consocutive diys with 24-h mcubation periods
al 25 “C between trcatments, Even thoegh soil sierilzaton
procedures, incloding susockavieg, may lead w0 some aler-
ution of soil propertics {Wolf et al. 1989, Lotranio e al

1995, Lees et al 2015), the prestenlization siep was aoces.
sary bocuse scopaletin was foend to be hiodegraded very
rapudly i most of the sestad soils. mmedimely after the thard
autoclaving cycle. 8 ml of a 2 mg L ' aqueous solution of
scopoletn was ackded t the soils and the tubes were shaken 21
25+ 27°C for 24 b Afler equahibrtion, the tubes wene conin-
fugged 2000 = @ tor 10 min) and 6 mL of the supenatam
soluzion wis removed, stabilized with 6 ml of methanol. fil-
tered, and analyzed by HPLL to determine the solution con-
centration of scopoktin in the equalibrated suspensioas, C,
(mg L"), Triphcate tubes with the infiml scopoletin silutva
(2 mg L ) without soal were also shaken for 24 b as conleols,
showing no loeses of seopolketin by sorption (o the wbes o
filter matermnl. Scopoletin sorption on the madel sorbents
(pom-avtoclived) was determenad followmg the sime method.-
ology except that the mass of socbent used was 120 mg. The
sorbed amount of scopoletin, C, (me kg '), was calulinad
from the difference between the mitiad (C,00 snd the equehb-
ruam (C.) solation concensutions. Dissnbution coefficients,
Ky (L kg '), were determined as Ky = C, / C,.

As a masure of the revenability of the sarption process,
the extractability of the scopoletin sarbad by the soils and
model sorbents wis evaluated by o sngle-step desarptson ex-
paiment with methanol As a mild cegansc extroctant, meth
anol was assued to extract the fraction of scopoltin m o
potentially broavalable foms, Ut b, loosely bound o soil
compones (Kelsey et al. 1997; Khan et ol 2012) To this
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aien, after renoving the & mL of supermasant solution ussd for
the sarption analy=s, § mi of methanol was added to the tubes
cormaming the rensuming 2 mL of supernatant and the sail ar
muoded sorbent. The sispenssons wee shaken at 25+ 27°C far
24 h. cemintiggad (2000 = g for 10 min), and flwred, i the
consentration of scopoletin in the extmets, Coy (mg L' was
determined by HPLC. The amown of scopoletin desoebed
from the soil ar moded sorbent (g kg') was colculated 23
Co=ACo — Co /53 V/im, where V(L) 15 the desorplion
volume and m (kg) the mass of soebent, The results were
expressed as percent of the anmount mutally sorbed. % Des =
L0 = (O ! G

Dissipation experiments

The persisience of scopoletn in selected 501k (S1, 82,87, and
S8) was evaluated by a stanidard incubation expeninwent.
Trplicte sumples of 3 ¢ of suil, ather non-stenlzaed of stee-
slizedd] axconding o the procedure descenibsed an the preveding
seetion, were placed in 15-mL ghss centrifuge wbes, and thon
0.9 ml of a 30 mg L' aqueces solution of scopoletin was
added, o give a soil water coatent of 30% and 2 scopaletn
application rie of 9 mg ke " $0il. The tubes were clased with
sorew caps ad incubared inthe dirk a1 25+ 1°C Alselocted
sampling times (¢ = 0. 1, 2, 3, 4, and 7 days), independent
trplicate tubes were tken from the mcubakr and frozen for
subsequent extraction. For non-steciluacd sail 87, addds-
tiomal tubss were prepared 1o evaluate the mffuene of
the scopoletin upplication e (2, 9, or 45 mp kg ™), soil
water cantent {111, 30, 40%), temperseure (4, 25, ) °C),
and the presence of acelone (0, 1, 5%) oo the scopiletin
dissipotion pattemn, Details on the methodology used for
these treatments are incloded m the supporting mfonma-
ton (Supplementary Text $2).

Scopoletin residucs i the frozen tubes were guamifiad by
exmacsion with 8 mL ofa Y0 10 vy methanol (101 M H, PO,
aquecss solution (pH = 2.2) mixtare, shaking for 24 b, follow-
wd by centrifugatson at 2000 > g for 10 min, fillenng, and
analysis of the fillered extracts by HPLC. With tis procedure,
the recoveries of the scopoletin freshly appiied 1w the solls
were > §3%

Expenmental data of scopoletn disapation in sotls were fit
to @ first-onder Ximetic mie:

C= C.) t-"

where Comg kg ') and Coimg kg ') are gy concentration of
scopaletin in the soils at time ¢ (daysy and 7 = O, respectively,
and k (day *) 18 the fist-order dsspation rate constant. The

hadf-lves (¢, 21 of scopolesin in the soils were cokulaied 352
w 0093 /K
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Bioassays

The platotoxicity of scopoletin wiss assiessad in both soilless
(Petrt dishes) and soil-pot cxperenents using Eruva vesicarne
(dicot) and Hordewm vufgasis (monocot) as moded plant
spevies.

For the svdless experiment, |2 seeds of each plant speaes
were supiralely placed in S-om diameter Petn disbes coertaan-
g one baver of fiker paper { Whasnan No, 1, and then 6 mL
of an agueons scopokan solmion at Bfferent concenmeions
(0, 7.5, 15, 30, 80, 100, 130, and 200 mg L ') was added,
Each treatment wis repbaated in three Petn dishes. The Peen
dishes were scalod with Parafiln@® and incubated in o gormi-
patice chamber under controlied conditians of tempernture
(25 4 2 2C) humidity (70 4 [05), and photoperiod (16:8-h
hightidack ) After 7 days, the number of paminmed sceds
(emdicle length > § mmi and their root lengrhs wese measursd
and expressed as percentages of the coatrol (%0 and SRL,
respectively ). A Jog-logigtic dose-response curve wits then
oblainad 1o cilculsne the scopoletin mean infubitory coscen-
tration (1€ vabue for SG and SRL of the tested seeds
(Secdaldt et al. 1993):

where v und vy are the S0 or RL st specific concenin e
(0 of seopoketin (my L) ind at v = 1), respectivedy

Far the sotl-pot study, plastic pots of 20 cm® swrface and
4.5 cm height, contanmng o biver of 30 g of sea sand o the
boftom a5 3 suppon, were filked with 20 g of soal (51 or §7)
und then teuted wigh 6 mb of o 200 mg L scopoketin uque-
ous salution. to give a soil moismre content of 30% and
scopoletin application rate of 6 kg ha™'. Except for the pres-
ence of 20 ¢ of soil. these coexlitions reproduaced those of the
soifless expenmant conducted il o scopolets concentration of
200mg L' To achicve a higher dose of scopolketin and over-
come the waler solehility of the compound, mn additionsl
treatmment consisted of adding 200 uL ofa 12 ¢ L' saopoletn
solution preparad n scctone followed by the applacation of 6
bl of water, thus yviehding & scopoletin spplication e of
12 kg ha °. Prefimimary experiments bad shown that the
atount of acckome added 10 the soil (3% of the Ixpud phase)
rapidly evapormed and had no effect on the germination or
growvth of the assayed plint species curmyg the sod-pot study,
Immwedsitely afier the applicuon of scopoleting twelve seads
of E vescarie of noe soaB of H. wlgarss were himoge-
peously dissbuied on the soil surfios and the pots were incu-
bated in the germination chamber for 7 days. The soél moésture
content was revadjusted daily o the value of 306, and at the
end of the experiment, the number of geemenated seeds and
their root lengih and acnal bhomass were deremimad and
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expressed as peroentage of those obfained for control pots
tcated sdentically, but without the adddion of scopoletn.
All reamments were rephicated three tines, Additonal three
rephicates were prepared for each sod 10 determine the amount
of scopodetin that remained m the sod's aguoous phase just
after &s application to the sail pots and at the end of the bio-
assay experiment. Foe this purpose, 10 g of soil wits wesghed
mn Mxcrosep® Advance Centrifugal tubes (Pall Cotpuration)
equipped with a polyetheralfone membrasse (045 um), cen-
tnfuged (12,000 % g foc 10 min), and the liltmte wis coliectxd
and mmediately anabyzed by HPLC to guantify the ansount of
seopoketin in the ipueous phase.

Analysis of scopoletin

Scopoletin concemtrations were determined by hagh-
performsance liquid chromatography (HPLO) using 2 Waters
GOOE chiromamogrsph couplad w4 Watees 996 detecior (UV)
and Empewer software a5 the datn scquisition and processing
contral system. The column used for the analysis was o
Kinetex CI8 of 1530 men length = 4.6 mm mienal dsimeser
and 5 pum pamtcle stze, the mebile phase consisted of o mix-
ture of methanol:agquecus POy (pEL 2.2) (45:55) at a ow of
1 mL mm ', the injecton volune wis 25 pul. anxd the UV
detecton wavelengh wes set at 343 nm Under these cond-
o, the reiention tme of scopoketin was 3.5 min The detec-
tion and quasnification limits were 4.01 and 0,03 mg L™,
caleulated ot a signal-to-noise ratio of 3:1 and 10:1,

respectwvely.
Data analysis

The satsical anolyss was performed using Sigmailot v,
14.00 St crmor was used 1o specify varabiity amoeg
mdependent replicates. Soeption, dissipation, and phrytoskoxsc-
ity data were compared using the Student’s r-best %0 identify
significuy difTerences (P < (.05) between treatments,

Results
Storage stability of scopoletin

Scopualetin was stable in water solution in 2 rnge of pHl of 3

10, but degmded progressively m water ot pH 11 and very
rupklly = agueous soil extncts both under lgght exposune
andd 1n the &irk (Supplementiry Fig. S1hAs repored for atser
alkdochemicals (Celis of al. 2005, Gamir et al 2018; Real
et al. 20193, the sddition of mcthinol at o mie = 10% w0 the
aqueous soil extraces was successful in szabilizing the
alkdochenvcal fora peiod of 7 days, pressmably by eliminat-
g the microbial activity in the extracts {Real ctal 20141, The
stubdity of scopoletm thus showed 2 pietern simalar 10 thin

reporied by Real ef al. (2019} for the allciochemical
umnbetlifaone (-hydoxycounaring, except thil scopoleim
presented weater stability tan umbelliterooe wder light ex-
pasure (Supplementary Fig S1), According to 1he results of
the stability tests. the aqueoss soil extmcts colkected in this
woek during the sorpton and bicassny experiments wore ei-
ther analtyzed immadimely by HPLC or stahilwed by the ml-
ditiva o methunol 10 obtam a 11 soil extract:methanol mix-
ture et was stored m the dark for no more than one week
before the amlysis for scopoketin

Sorption of scopoletin on soils and model sorbents

The Ky values obtuned for the sooptivn of scopoletin ca the
sodls selected for thas stady ranged between 0.76 andd 7.96 L
kg * (Fig 1), The acad soils (81 snd S2) displayed greater
sarpiion compaced to the alkaline soifs (S3-8%) (Fig. |,
Suppdementary Tuble 810, In foct, soeprion conclations with
=0il propertics showed a srong negative relationship betwseen
the Ky values and the pH of the sods {r w ~0.857, /' « 0.007),
whale no sgnstacant reditionshsp was observed for the rest of
soil properties {Suppkmentry Table S2). Considering only
the alkalme soels (S3-88), however, the K values coerclated
negatrvely with the saed content (r = 41932, P = 1 007) and
positively witl the chay { = 0.950, P = 0.004) and the Felr =
0937, F=0006) and Al{r =0.968, P = 0.002) wail contents
{Supplementury Table S23. A mukiple lincar regression anal-
ysis to desebo the Ky values of all cight soils a5 a function of
twa soil properties was also pedonmed. The best fit was
achieved combing pH and silt content (R = 0.835) or pH
md st + clay content (R = 0.831) as predictor variabies
(Fez. 2).

Addibomy informaton abowt the role that difSerent soil
constituents coukl bave phayad i the sorption of scopaketm
wits obtained by comparmg the affinzy of the allelochemical
for selected model socbents. The sarption of scopoletin on the
medel seebents decreased in the following onder: humic acad
(acnd foern) > fernhydnte > moatmoallonite > humic acad
{sodmm salt) = ille > kaolinate (Fig. 1, Supplementary
Table S1) The bunsic acid m s wad form was the socbent
with the greatest affinity foe scopokeiin (Ky = 167 L™ . pH =
6.4), contrasong with the low affinity of the humie ackl oon-
toming Na' satarating the negative charge of the sarbent Ky =
8.2 L kg ', pbl = 9.7) (Fig. 1), For the minenl sorbents, fer-
ribydnte and mostioonBoaite, with higher specific surface
areas, sorbed more scopoletin than kuokinite and illie.
Actunlly. the mmeral constituents montmonllonste (Kg =
204 L kg ') and ferihydrite (Kg = 356 L kg ') showed
preakey sorplron than the humae acid sodmim salt (Faye 1)

Scopoletin displaved gremer resistnee w desaeption from
the alksline s0iis than from the scid soils (Fig. 3,
Suppdementary Table S1), Onver 7045 of the scopo kan provi-
ously sorbex] by soils S1 and S2 wass recovered by a single

&) Springer

139



V. Publicaciones

iR o Fertd Sals 0211 S7613-655
0 x 200
Acid soils | Akaline soits Mode! sodents
p - ' 180 T
' i
= 6 — | &~ :
2 'K 2 |
-~ : -_‘ R
2 s : ¥ @
2 ﬂ il ) )
N 1| Bl = N | ]
5% S2 83 54 S5 S8 &7 S8 KGa-2 M1 SWy-2 Forh HA  HA-Na

Fig. ¥ Scupadetin soeption coellicients, Ky, ol 1S1-551 and mode] weenits (mesess ad standand eoon &6 o = 3| KGa-2, Georgia kaollnie: B/
Montana (he SWy-2, Wyemess monasoeillonne; Femh, fomBydrne HA, e sad (acd Bk HANS S okl sodium alt

desorption step with methanol, whereas desorpion values de-
coeased to 205046 for the alkaline soeks {(Fag. 31 For the
alkaline sotk, the ressdual ampunts remaining sorbed afler
desorphon incremsed with the clay content of the smls
(Supplementary Table S1), Interostmgly. seni b resulls were
found for the model sochenss, with nerdy 10055 desorption of
scopoktin from humic acid in its acsd foem (low pH) and
moomplete desoepoon (< 50% ) from mineral sorbents as well
ax from the burmnic scid sodium salt (high pi) (Fig 3,
Supplementacy Toble S1).

Soil dissipation experiments

The dessapation curves of scopoletin in stenlized and non-
stenlized samples of sedected sods are shown in Fig. 4. As
representatives of sonls with lugh and bow affinitses for
spopaletin, we chose, respectively, the twa acid <oils (S1
and S2) and twa of the alkalme soils (S7 and SH) for the

W, IR0 = 258 - 1 048 pH = 3 0055 + Clay)  (R' = 0.821)

 J ;, ".na'b
Fig.2 Multiphe limer regeesson plese for scopoletin K, valoss secursd

on soits wang L and the chiy + st comtent of S sl as prodicton
vanakes
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dissipation soudy, The dissipation curves were all well de-
scribed by smule fird<omler disepation kinetics, with deterire-
nation coeflicienis R > 0.922 (Fig. 4, Table 2. In noe-
steriloned soif samples. the Gssipaton of scopoletn wis ripid
(haltives < 3.5 daysd, with the allelochemacsl desplayeg lon-
ger persistence in the acid sols (pamicularty in St) compared
to the alkalme soils (Fig. 4, Table 2). Dessipation in all ssenl-
ized soil samples occurred much moee slowly than = the non-
sterilzaed soils, with (extrapolated) halFlives = 29 dayx. After
7 days of incuhanon, no or very litthe scopoletin was detected
in the non-stenl wed soik, whilke 85905 of the instial amount
remumixl in e sterilzeed soil sumples (Fig. 41

The dissipaticn of scopoletin m pon-sterilized sod ST under
& runge of differere expeenental conditions wos also deter-
mined (Supplementary Fig. S2). The scopoletm application
rate (2,9, 45 mg kg '), the soll water content | 10, 30, 40%),
2ox! the presesce of noctone as a co-salvent {0, 1, 5% ) had Litte
clfoct on the scopolcin dssipataon paticrn. Some sanperature
chunges, hovever, lund more peonounced effecs, For exam-
ple, when ST was incubated at 4 °C (m closed mbes) or 40 °C
(m open tubes ), the resxlual amount of soopeletin remaining at
the end of the experenent (¢ = 3 days) was very high (> 50%),
Tn contrast, changing the incuhation lemperiiere from 25 1040
YC (m clhosed wbes) did not sigmticandy akter the swopolketin
dissipation paticm in the soil {Supplementary Fig. 821,

Bloassays

The phytotaicity of scopoictin towards £ vesiearur (Beot)
and M. wlgarrs tmonecor) was firat desermined by dose—
response sodlless experiments i Petn dishes. The concentm-
twer of seopoletm requared foe SUG: mhsbitson of germaation
UC 30 gearvdaatiad O 100t rrowth (1050 cod o). 38 compared
fo the untreated control, was caloalied by fittmg o bog-logistse
J-porameter equation to the dose-response data
(Supplementary Fig, S3). Scopoletin hod 2 small effect on



V. Publicaciones

Buod Feutl Seds (2001] S7.043-055

10 | Ack saks . Akaline sois
of |
® |
® i

|| M

8 8 83 S84 85 S s7 S8

3’ Scapdatn desotad {% of praviasly sohad)

\r'

=

seed geaminaton; the 106 oo e Was not reached for any
ol the plant Species even ul the highest scopeletn concentra:
tion tested of 200 me L ° However, the allelochemicat
inhibied rooe growth for both specks, s pmn Wis
135 + 12 mg L' for £ vesicarie and 187 + 37 mg L' far
H.ow s (Supplementiry Fig. S3k

The cffect of sail on the physotoxxaly of scopoletin was
wssessed usng S1and 87 as represeeitives of soits i which
the allelechermm] displuyed diffesent sception and persistence
(Figs. | and 4). The allelochenneal applcation doses used. 6
ond 12 ke ha ', corresponded % solution concentrations
{without soal) of 200 and 400 my L', that is. one o two-
fold the highest concentration wsed m the study o Petri dishes,
Dhfferent respormses o germinaon, rot growtls, and bromass
were observed, depending oa the 508 type. alkedochenienl
dase, amel plamt specres (Fig. 5). For example, whike the phy-
totenscity o fscopoletin wis not expeessedd in sod 87, it became
moticeable in soil ST for both plant spocses. For £ vesivani,
seepoletin signifcantdy rediced (P < 0.05) the oot lengrh and
neredl hiomass, compared (o the wetreated contmd, both at 6

Toble 2 Sirglo firg-cador disgatan mic constmts (4) omd halfives
14,21 %e scopoletis in soeeriiad ad stenlenl xeils
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S8 Nooswrilved 528 0700 ol 08K
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3 Amount olspoletin desocdal Som soib and model sofbents afer u sinudke Ssuvption skap with metfectal Oneses snd stesdand emws Sen = 3|
ues e expaessad as posentges of she amoent provioushy sosbed i dhe sorption espenoem

and 12 kg ha ' (Fag. 5). For . adgarts, the treamems with
scopoletin affeciad the rool grawth o 12 kg ha ™' (P < 0.05),
whercss the acral baomsiss was e signilicantly affected ci-
ther a1 6 or 12 kg ba ' (Fig. 5. As in the soilless suxdy,
scopoletin did wot affect soed gemminaton for any of the plnt
species.

Sorpoon experimomts reflected the primary mle of sodl pH n
the retention of scopoletin, with acid soils (S1 and S2) show-
g a geeater affmity for the alldochemacal than alkaline soils
(S3-88). At the pHi of spils ST ond S2 (Table 1 and
Supplkementary Table S1h scopoletim (pK, = 7.4) shoukd have
existed predominantly 35 umcharged, protonated specics,
while 2t the pH of soils S3-S8, much of the alidochemical
should heve dissociated meo its anknic form. [t is well known
that the sorption of acidic cegnas compounds in soils is gen-
erally Brvored at pH levels below their pK, becasse repulions
with negatively charped surfaces of soil particles ore mam-
mized and hydrophobic panitong on soll organic munter
(SOM) is favared (Kah and Brown 2006), The anonic specses
of arganic acwds commouly sarb considerably less 1o SOM
than their corresponding neutml species (Tip et ol 2009
Real o al 2009, and thes 15 i line wath the Smnad sonpion
of scopoketin disployad by the alkaline soils sclecwed foe this
study.

Scopalelin, as o coumarin, dermves from cims omic acads and
dilfers froen these in oss of the carboxybe group as 2 result off
lactonizanon (Benoit-Goamlonfin ¢t al, 2002). Inesestmgly,
the scepeion coefficients obeamed in this work for scopolebn
ms0il ST and S2 (K= 5.9-8.0 L kg ") were lower than those
reported by Coochi ot al. (2004) for the sorpison of the
cinnamic acid derivatives p-coumark acid (Ky = 300 L
kg ') and feralic acid {15.7 L kg ') om a ( Tifton) scel with a
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pH of 5.9, onzanx C coment of 0.7%. and clay contot of
10%, under compasable experimental conditons. Tharayil
ct al. (2006) akso reporred high Ky vabues (X5926 L kg™
for pecowmanic axd ferulc acsds co o (Scitco) salt loam sail
with pH of 5.1, ut u concentration of 10 mg L, Acvardingly,
Lictal (2013) and Xaw ct al. (2017) classaficd p-coumanc
and femlic scds as alldochemicals of fow mobility in soil,
particulurly ar Jow pH levels. Thus, lctonization appears to
reduce the sarptivaty of scopoletin i soil, peesumably incres.
g it porsimial mobality, compaesd w relevant cinnamee ueid
precursees.

Thwe outcomes of The suepixon experiments coexluctad with
soils and model sorbents (Fig. 1) strongly ndicate that the
contributon of SOM w the sorpeion of scopaletin should have
been higher in the acid {51 and S2) than in the alkalne woils
(S3-SH), with the foomer Bcilnating weak hydrophobic mier-
acticas between the moleculiar form of e alkdochemical and
thesr SOM. Soeptaon of the molccukir foom ol scopolketin in the
acid =ouls could haeve als pocurned theough hydnogen bonding
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with baoth organic and mincral sod coastitoos, 4 formsataom
of hydrogen bonds s recognized as an impoctant mechanism
involved m the samption of phenolic compounds by soil sie-
faces (Boyd 1952; Blum 1998),

Interactivas with SOM wure peobebly less fuvoesd o the
alkalme conditions of soiks S3-SK, m which the binding of
scopoletin upions W mineral cluy comstituents, sueh &
phyllasilicates or Fe'Al axides. could have become mose ap-
parertt (Blum et al. 1969; Alnnat et al. 2019). Possible imer-
o mechanksms inelude the fvmaton of ouer- o lone-
sphore complexes and multivalent caticn bridges. which have
previowly been described between phenolic compounds anxd
metal oxide and'or Sty maneral surfaoes amd can bo of partse-
ular relevance in fow orgamic C contenx soils with significam
elay contents {Clansen and Fahricas 2001 Dubusctal, 2001;
Celis e al. 2005; Hanra et al. 2012). These mechansms
would explain not oaly the cutcomes of the cormelntaon aml
y s but also the case with whadh (neutral ) scopoletn descebed
from the acid soils and the resstance 1 desoepton (anions
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scopokein deplavad fhom the akalne soils and the mineral
sorbents using methanal as extractunt (Fig. 3). s medanol is
expecied i extmt more effcwently scopoletin loosely bound
s peotananed spevics thas scopolenn anions more sgongly
sorbed 25 outerinmer sphere surfoce complexes or through
multivalent cation bridges (Kim ot al 2012, 2013)
Oxachative and polymeneation reactions, o well-knowmn tees-
formation pathway of phenclic compounds in the presence of
oluy minemls and metal oxides (Wang et al, 1978; Sawhaey
ct al. 1984; Shindo amd Huang 1984; McBeade and Kung

1991}, could have also contrsbuted fo the interaction of
scopoletin ansons with sod minemls and would also be coen-
patshle with the ohserved resstance o desomion from the
alkoling soils md model minerals (Bl ctal 19949 Clausen
et al 2001; Cocchs et al, 2004; Polubesovn et al, 2010; Levy
ctal. 2020).

The dssipation pattems of scopoktn in pon-s1erdizad amd
sterilwed soil samples (Fig. 4) indicated thae nascrobeal degn-
dation was the main dissipation rowse for the allelochemical. A
dstinctve chamckersstic of most aliclechemiculs & tha they
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are rapndly trmnsfonmed by sod microceganisms§ Inder e 2008,
Gadmiz et al. 2008 2019; Real etal 201%; Bravetri et al. 2020),
und biodegradition bas provioudy been suggested to domi
mate the transfoamatson of other coumanns i soils (Real et al.
2019; Gimiz etal. 2021 The show degradaton of scopoletin
m the stenlized soals was in accordance with thewr very low
defrydrogenase activty (DHA), indicative of Jow microbil
activity {Suppkmentary Table S3). However, DHA valucs
coukl not satsfctonly explin the high hadf-life scopalein
showed m non-swerlized scel S1, whach could hive thus in
part resulted from the exkensive seeption of the allelochemac!
m this sodl (Fig. 1) Somption of phenolic compounds has boen
proposed ns 4 machanism that can increase their soil persss-
tence by ddayvmg microbial degradation (Bhum et al. 1994,
Inderjit 2005; Tharayil et 2l 2006; Gieniz et al. 2019; Real
et ol 2019).

Exeope for severe conditions of very low empermeure (4 °C)
ot extenstve wiler evaporatzon from the sod (40 “C in open
tuhes), abaotic factors bad, in general, litthe effect om the dissh-
paton of seapotetio (Supplementary Fig. S2) Terpaamnre af
fixts the el metsbadism and the physscochemical propertics of
the environment, and the sol manstuee content mibsnoes the
peodiferasion and activiey of macroargamisms (Maortinez o ol
2008). However, wxkr moderate conditions of lempensture
(2540 ") and sod moistuer content (10115, the dogruds-
00w of scopoletn occumed very mpidly independess of the
specific conditios {Supplementary Fig, 82)

The presence of soil had a profound effect ca the expres.
saim of 1he pliytolnxic activity of scopoletm, specilically on its
mhibitory effet on the yoor growth of £, wsicarie and H.
sulganis (Sapplemencary Figs $4 and 85). Inhdition of root
growth isa well known phytotoxic effect of scopoletin (Gradia
ot ak 2017). However, the fxct that scopolelin wis plytoloxse
=0l S1bie necinsonl ST (Fig $) shoaved thae the activity off
this coumann can be cxpressed in some soils 2nd completely
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suppressexd in others. The extensive but reversible sorpbon of
scopoletin m S1 (Fig. 1) could have contributed 1o dday 25
depradanon rate (Fre 4) while allowing the allelochermal wo
exert &= acoon. Although allelochemicals i the sarbed-stare
are conssdered to be kexs bioav aihible to target orgarssons than
when present m the soil solution. reversible sorption cookd
lave hedped repkassh the soil solumon with scopoletin as the
nlkelochemical slowly dissipated by degmdation, thercby
peodonging s activity (Bl 1568, Kour et al. 2009).

In spite of the fact that the low seepton of scopaletin by sl
ST (Fig. 1henphad a high concentration of beoivmlable oom-
pound in the soil sofution o the heginning of the bsoassay
expermment (Fig. 8), te allelocherecl wis rpidly inactivited
in this soil by biodegmdacion (Figs. 4 and 61 In S1, the hugh
sorption reduced the iaitial brwoavailable fraction of
nllelocherscal 1o o level lower than foe soil S7 but, prohshly
with the costbution of ready alkdochenical repdenishencm
froms the soil sobid phase, such level was maisained over tnse
1F. & favonmg the expression of the phytotoxic acavity of
scopoleting The boactivity of scopaletin would thas be deio-
mined by the muntenones of o phytotoxx kvel o the sol
sodutsom (Macias et al. 2019 whach, acconding to our expen-
ments, was clearly soil deperdem (Fig. 6).

The mode of action of siopoletin hias been proposed to be
similar 1o that of auxinic herbicides, such as 2.4-
dxchlorophenoxyicetnc acid (Grasta et al. 2017), and mosocoes
are uwsually ke senstive W auxing herbicides thun dicots
IMachel <t al, 2004, MeSteen 20115 Sang 20141 This woukl
exphin the differences m the phatotoxic effects that soopoletin
prodisced on £ vesicani and 11, vidgans both in the soalless
study (Supplementiry Fig. 83) and in the expanments with
soil S1 (Fig 5 Seadimps of £ vesicoria a0 grew mone
showly and reachad & saaller size than those of . vilgarts,
nodd thes could have abso contnbutad to nskmge the effect of
scopokesin om its serial biomass more evident than for 1,
vadgeny.

Condusion

The results of this work demanstrate that the expressson of the
phiviowoxicity of scopodetin in solls depends on soil tvpe be-
cagse of the influence that soil chamoterstics com exert on the
soepeion ax] perasience of the allelechemscal. By governang
the (hicavanlabie ) conocutratmn of the compound i the soil
solutwm, the sarption extent and moechanesm appeared w pliy
an impartant role in controlling the biodegradation and
bioellicacy of scopoktn in the soil. In this regand, weuk in.
tetactwms contmillad sarption in aad smis, whereas stroegaes
Interactions, probably with mineral ¢lay consiitaents
Iphylloslicates and Fe/Al oxides). became moee redevant
alkaline clay soils. The degradation of scopoletin in soek was
muicrobsal-medisied and, exeept for extrense condstions of
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tempemtire or soil moisture oontent, the soil tvpe affected the
pensastence of scopoletsy more than ocher variables. In the
currat glotnl seenario of chinste chasge, however, the ex-
tended persisence of scopoletin under very low weperanire
or sodl mossture content conditions may be relevant, sice 1
strongly indicites thist the commanly short persisiencs of
alielochemicals in sols can be unusadly increased under se-
vere enyzoamental or chimatic condisons. Overall, our resulks
llustrate bow the activity of alkelnchenmecals con be greatly
mflenced by their behavior in the sod environmens and show
that a deep knowledge of the environmental fate of
alkelochenmicals s of fundamentad importasce o understanil
bedowgraund imarnctions w ccosysiens s wel as 10 assess
the real potentaal of applying such inbeTactons m Crp prokec-
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Text S1 Methodology for soil characterization

The texture of the soils was determined by the hydrometer method. The carbonate content
was measured by the pressure calcimeter method and the organic carbon content by
dichromate oxidation. The Fe and Al contents were determined by inductively coupled
plasma atomic emission spectroscopy (ICP-AES) after acid digestion of the soilswith a3:1
(v:v) HCI:HNOs mixture (aqua regia). The relative percentages of kaolinite, illite, and
montmorillonite in the soil clay fractions were determined by X-ray diffraction analysis of
oriented specimens of Mg?*- and K* saturated clay samples, solvated with liquid ethylene
glycol and calcined at 550°C. respectively. Soil pH values were measured in 1:2.5 (w:v)
soil:water surries.

Dehydrogenase activity (DHA) was determined by incubating 1 g of soil with 0.2 mL of
0.4% 2-p-iodophenyl-3-p-nitrophenyl-5-phenyl-2H-tetrazolium chloride (INT) plus 0.1 mL
of water at 20 £ 2°C for 20 hin the dark. After incubation, theiodonitrotetrazolium formazan
(INTF) produced was extracted with 10 mL of methanol and quantified by absorbance

measurement at 490 nm. The experiment was performed in triplicate.
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Text S2 Description of the different treatments conducted to assess the effect of the
application rate, soil water content, temperature, and the presence of acetone on scopoletin

dissipation in non-sterilized soil S7

1) Application rate: Triplicate samples of 3 g of soil were spiked with 0.9 mL of an agueous
solution of scopoletin at different concentrations (6, 30, or 150 mg L™) to give application
rates of 2, 9 and 45 mg kg™ soil and asoil water content of 30%. The samples wereincubated
in closed tubes at 25 °C for 3 days.

1) Soil water content: Triplicate samples of 3 g of soil were spiked with 0.3 mL of a90 mg
L aqueous solution of scopoletin plus 0, 0.6 or 0.9 mL of water, to reach a scopoletin
application rate of 9 mg kg and soil water contents of 10, 30, or 40%, respectively. The
samples were incubated in closed tubes at 25 °C for 3 days.

iii) Temperature: Triplicate samples of 3 g of soil were spiked with 0.9 mL of a30 mg L*
agueous solution of scopoletin to give an application rate of 9 mg kg soil and a water
content of 30%. The samples were incubated in closed tubes at 4, 25, or 40°C for 3 days. An
additional treatment consisting of incubating 3 g soil spiked with 0.3 mL of a 90 mg L*
aqueous solution of scopoletin at 40 °C in open tubes (to allow water evaporation along the

experiment) was also included.

Iv) Presence of acetone: Triplicate samples of 3 g of soil were spiked with 0.9 mL of a 30
mg L agueous solution of scopoletin containing 0, 1, or 5% acetone (v:v). The samples
were incubated at 25 °C for 3 days.

For all treatments, independent triplicate tubes were taken from the incubator at selected
times (=0, 1, 2, and 3 days), and frozen for subsequent extraction as described in the main

text.
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Table S1 Amount of scopoletin sorbed on soils and model sorbents after the sorption and

desorption steps and pH of the equilibrated solutions after sorption

Cs sorption (mg kg™1)2 pHP Cs desorption (mg kg b)©
Soils
Sl 3.91+0.02 6.5+0.1 0.96 + 0.09
2 3.58+0.01 6.2+0.1 101+0.12
S3 2.88+0.01 7.7+£0.1 2.30+0.10
A4 2.18+0.04 7.8+0.1 126+ 0.15
S5 2.03+0.03 7.7+£0.1 1.02 + 0.07
S6 1.96 + 0.03 7.7+£0.1 110+ 0.19
S7 149+ 0.08 7.7+£0.1 1.02+0.01
S8 1.15+ 0.06 80x0.1 0.69+0.10
M odel sorbents
KGa2 485+ 0.01 6.7+0.1 -d
IMt-1 134+04 75 +£01 -
SWy-2 305+05 83x0.1 309+16
Ferrihydrite 454+1.0 41+01 242+10
HA 93.0+3.1 64+0.1 2.02 + 2.66
HANa 144+ 0.7 9.7+0.1 8.26 + 2.05

& Amount of scopoletin sorbed after sorption (mean + standard error for n = 3)
b pH of the equilibrated solution after sorption
¢ Amount of scopoletin that remained sorbed after desorption with methanol

4 Not determined because of very low sorption
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Table S2

Pearson correlation coefficients (r) between the scopoletin K values and relevant soil

properties. Statistically significant (P < 0.05) correlations are highlighted in bold

All soils(n=8) Alkaline soils (n = 6)

r P r P
Sand -0.138 0.744 -0.932 0.007
Silt 0.483 0.226 0.575 0.233
Clay -0.168 0.691 0.950 0.004
CaCOs -0.379 0.355 0.570 0.238
Organic carbon 0.299 0.472 0.689 0.130
Fe 0.532 0.174 0.937 0.006
Al 0.089 0.833 0.968 0.002
pH -0.857 0.007 -0.124 0.815
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Table S3 Dehydrogenase activity of the soils selected for the dissipation study

Soil Treatment Dehydrogenase activity

(mg INTFg!h?)

S1 Non-sterilized 0.57+£0.03%
Sterilized <LOQ"
S2 Non-sterilized 0.10+0.01
Sterilized <LOQ
S7 Non-sterilized 0.56 £ 0.01
Sterilized <LOQ
S8 Non-sterilized 1.22 + 0.01
Sterilized <LOQ

4Mean = standard error forn=3

b Limit of quantification (LOQ) for dehydrogenase activity = 0.10 mg INTF g* h.
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Fig S1 Stability of scopoletinin: A) water adjusted to different pH values, B) water:methanol

mixtures, C) aqueous soil extract (soil S2):methanol mixtures, and D) aqueous soil extract

(soil S7):methanol mixtures
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Fig S2 Effect of the application rate, soil water content, temperature, and the presence of
acetone on the dissipation of scopoletinin soil S7. Treatments are described in detail in
Supplementary Text S2. In all treatments, the soil water content remained constant during
the experiment, except in the treatment at 40 °C (open tubes) where the soil moisture

content decreased from 10 to less than 5% after one day of incubation
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Eruca vesicaria Hordeum vulgaris
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Fig S3 Dose-response curves of scopoletin on Eruca vesicaria and Hordeum vulgaris
obtained in Petri dishes after 7 days. Data represent experimental percentages of
germination and root length compared to the control, whereas lines are the log-logistic 3-

parameter fits
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Soil S1

Scopoletin (12 kg/ha)

Control Soil S7

e

Control Scopoletin (12 kg/ha)

Fig S4 Phytotoxic effect of scopoletin on Eruca vesicaria after its application at 12 kg hat
to soil S1 (top) compared to the lack of effect observed after its application to soil S7

(bottom)
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Control

Fig S5 Inhibitory effect of scopoletin on root growth of Hordeum vulgaris after its
application at 12 kg ha'* to soil S1 (top) compared to the lack of effect observed after its

application to soil S7 (bottom)
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frozm ar - 18°C w e subsegandy ext sected with o metdissol i 10 oM
o phosphacic aoid aquecos sodurion (9 + 1 by valume) ssbxree {8 mL) o
dearyibad in Gobi P ot o (20071 This estoantion (lom!mHto

swconerine 5% of the alklochwmiml appled ar
amendod soll ssniples

Exper il weopel disdpetica datn veers fit by 2 frstceder
Rinede oguagicn.
CmCixe™ 5

wehwere C red ) ruw e concentration of sllelochennical in socl (zag/hg)
ot time ©(d) and time gero, vespactively, md the soll half-lives (d) for
scopoletin werw caloubated (8, 5 = 0845k)

24 Sof respianon measenens

The effisct of the socteats on the soil respienion was studiad usig the
tappgUtinetdc procsdme (Zi0elde 1994X The exgerimect wis
coadiztad m duplicate ming 30 g of sodd, untiwsted] or teatmd with the
sorbeary ot a vate of 90 mg/g. For the soll twearad with OMW, the ot
wof sl lund 30 baw reckicnd to 10 g ¢ the 1 ovpinsticn e
vy ligh. The soll suplis wue ploced in by ks coutsining
a vial with 0.2 M NaOH (20 mL) 10 trep the redeased OO0: end Soom
carbonate through on acnd-base neutralization. Next, the il moistize
woatear was adjusted (30%:) and the flesks wete Sosedd detmerienlly and
Imcubated ot 25 °C fox ome week For the soll amended with OMW, the
Nor(HH vials were cherged and bockAitmted t t = 2, 4, nal 7 daya

Dk of Bvirwsm vl Mongonane X2 (2005 Hel02

uﬁamhdmeuddx%&eymemmdnn-?dnnm
i hodalogy and the procedie soml o cidcake the
mmolcouﬂmdbydleﬂkm*an'u mlz et al 12019],

L5 Biasays

We determinad the soapabetin ssean tbibitey conomitmtbon (1€l
walue Sor oot growth of Lacnwca 4ot L by obtaining che dose response
cunve o Perck-dishes, Twelve sseds of Loctwa s (Vilmecin, Foance)
wecw plasad i Potrd diches (hiamotee - 9 cm) cantaining o lnyer of filter
paper, md ned, squeoe solicices of swopoleio (6 ml) o oo,
m:mmommo m(/l.wefeod!cdnnipuem- The

d amil p jun ruoss ot 25 C under u
168h Mrdadplmmpcnml Muomweekthmnbes of gert
nndm&nddndnoalmphs&urmmudnﬂemuud-

qpen o the valie chitsind for the L A log-Joginic equn-
m--MuMhthbMycmuano)d
seogpoletin foc roct grosvth of the tested seed according to the expeesson

(hentiadelt ot wl, 1 005

b
Tha gt -

where v and v ore che oot beugtbs (% of the conwal) it 2 pealic
concentintion () of sogoletin (meL) and ot x - O, respectively.

Seil bloassays wouo conductiad i iplicne ising ploste pots (20 an®
sucfoce end 5 em heightt contoining 20 g of sell over 30 g of sea send.
Thesoll was elther nooramsended o amend sl with MW, BC, o Che10
01 40 /g vl Neawt, the pots were treanad with 200 L of 0 12000 mg L
scopaletin solution prepared Uy scstone plus 6 mb of weser, %0 yield an
allelochemical application miw af 12 kg o and 2 weese content of 0%
Ulrad o thess coniEions, seopodetin had previcusly been fuseal 10 eoatsol
dimlhhamuno&lplumnmaunuhnmlnmalm
ok {Galows Pooez eral, 2001 Tie o ndded «
lap@ymdddwhwnyd«memuuwmimmmhd
the teated plant. liedintely afer the applicoton of scopoletin, twelve
sreds of Loctues sonva wers sown and the pote wers plaend = the
perasinarion voos for oee woek. The soll wikes costent was cou ectod
the initial wolue (J0%) every dov. Afier cne weels the number of
pessinabed seeds, tair soot Jengths, and e i Bonaw of the
emeiged seadlings were decermined and expressad as pereentages of the
values cbtnined for cootrol pots without scopoletin but otherwiss
towsaind Meetically.

The sotal armowunt of scopotetan ressabnlg (n die soul ot the end of the
Iocamay wim deermuned by estracocn of 3 g of sl with & meth-
szl 10 M o-pdanplicdic sl agqueoss salution (9 + 1 by valaoe)
miknure (8 mly, as desonbed i sectiom 2 1 for the dssipation expert-
mwnt. Additionsd theww peplicaten were used to detwnnine the coocen-
naran of scopolecin presear in the soll's solution phase (e, in o
bionvadlabde focra) pust after sppliontion of e allelodieaiical o the soll
poss and alsoat the end of the beoamay. To fhos aise, on siqoee of on. 10 g
of el wans placed in & Macoip® Advaies Cencifugal tabie (Pl Coup.,
US4) contniing o poljethes silfone (PES) sembaone (045 pum),
emtrifuged (12000, U =n), and the Gliate was collectnd and
walyeed (HPLC) to deretmine the coacentrntion of soopalesin

26 Amobyar of scapoleny

The sentyds of seopelet war creried cat by HPLE snder the con-
ditiomx detailed s Cadin Pones w1 0l (20210 Banml oo warler stocage
stabiliry tests, aquecus soll exmraces of seopoletin were sither analyzed
lmmsedhotely or within less tham 1 wesk after belng stabilized by the
oddition of metiomol to cbtmm o S50 soil extmet:methanal mxtum

(G- Porwr o ok, 2021}
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The nmnd anslysis was caoresd cut with SignaPhke 185 S
Windows Vieighdity b saw inlicted by standard o
Sosption desee plios, mmwm dars wese salyned
using one-wny ANOVA followed by posihoc Tukey's HSD 1est 10
nxablizh satistionlly sgnificmnt differences between trearments (p <
0.05)

3 Resules and dsenssion

# v L

Taw Ltk cosffics (1)) of moopoletin oo the woe-
bty moasised o 0 iniriol ecosennntion of 2 s/l decressal io the
following ordes: Col10 OMW - BC - OMWe — HT-OLE{ 7o He 1) For
the sechents dsplaying the highest affinity foe seopeletin (CIoi 10, OM,
und BC), sacption Bothanu (120 ug/Ll) eofiised e
bebavior chserved ot n single iretial ccocentration of nllelochemical of 2
wg/L{Fie 1, Gupplessnay Tobile 523 For thee scbents witk idevuz
afftaities for scopelecin, soeption displayed a high seversibility, & moce
than 80% of tie dllelochemionl was cecovered by n siigle desorpaon
step with methmuol (Talde |} Conwguently, weak mivinction mechs-
ubsns appearad o opetate (o the sorpion of scopoletin on Clol 10, OMW,
and BC

The nwo ceguioddays (o1 asd HY-OLE) greatdy diffesnd o thids
affinity for seopaletin. This can be explained by their stroctured cha-
ortrrisics and the ker ole of pH on the mrpton of the alleloche miml
COalon Peoez o al . 20210 AL che pi mesuned for ins equilibrmed s
penmoa with Clof10 (pH = 7.6, Tebis | xdnnmmtud-ukuhrfwm
of meapolstin (p&, — 7.4) cosxisted @ ing hydropbels
oietioss beoween the alkdechussiend and dualyldﬂmddn
argmoday as well se elsctiostanc meroctions with positvely chaged
Quaternay anssosum g1 oo of te oogunie sodifier (Suppauiiny
Fly 510 Besides the nbod maoteches, it is well known that quoternary
AMENONIIN ZICOps reprosent important snes for the sorption of crpanic
weas oo ofgeeoclayy (ead (& nl. 2000 e o i, 1Wn) and the
presence of the arganie madifies ot o concennonion sscesdug the CBC of
the cday = Cla) 0 pecbably | d the itex of these i ovlable
foc soaption As for HT-OLE, the low soption otserved eon be eraibused
1o vepalsioss betwesn scopoletin anloos, peedoainaniog ar the high pH
b of thenopenson (pif = 1001, Tedils 1), 20l the olenie smice at the
estana swfuces of HT-OLE thp«(odybumnpatdd-lm
sewrstson with OLE the HT warf rely to negn
tively elaugal, uiuebymnymlumsmmmthm
compeunds by prevenring their approach % the cogano day swafacs
(Galen ot 0l , 20714,

The ccpmue anwnduents (OMW, OMWe, BC) deo diffeed in ther
alﬁnhybruvplmn Dby 1) lngmrul worption of ccgamie sauds by

X1 Soop

e (OM) i £ el at pH bk below their pk,, =
Table 1
E amel e rphica fex copol=ts P 1 el
unmdm
Sangide Secgbon Deoocpticn
el S llngl N ilhgl e
Orgavic smendreaty
oM Wiy LR e w2 Haive 2
ONNe 63407 nsis A us a it
= (S LESE ) LLE S n an L LR e
Dryave-choye
HTOLE 43103 1I3:04 anr (L8] ad
ol Rl 1000 LAN% 7 | P2

* Measand of o0 ok A concestiat on of scopoletia of 2 gl
b Mo & mndnd error (8 ~ J1
¥R detelaed b of vecy bow L)

r
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Fig. 3. Scopoletl ks bals o CRa 10, GAIWY, cad BC

sopu ki with negatively cher gl OM Sunetioual grovps ae misindsed
and hydiephobie partichoalng is favored (500wl Brown, 2000), This is
consitrat with the hgher serpeion of mopalenn on OV (aadic)
comgaial o 0MWe and BC (alkaline) obwecved i this study (Talde 1),
Interewingly, wherene compostonal cheoges wpon  conmgposing,
poaticdmly the Jow of lnbele, waber-solbobile phesolics and seocatel pH
neresse {Chosalhiny o ol 2019, redueed the effinity of scopabetin for
the olive-mill wiste, pyrclyes of OMWe allowed sotne recovecy of the
sorptive peopetties of the msaerial (Tnkie 1) Pyelysis of Momass leads
10 an lcrease @ aromatic corbon, boss of swfiwee polar fanctonalities,
and developumnt of mirropoamsiny (v ot ol 2000), which lmgooved
the afieity of BC S seopodetin compared 10 ity foodstodk mutesial
HOMWL. In facr, expressing the sorpaon disuibution eoeffici=nt oo o
e bon cortent basis () evelnd war the aganic € i BC coudd law
displayed a higher affinity for scopolecin than thar of OMWe s even

MW b 1]

22 Sorgtion of scopolitin ov snauendied aisd onaichad sl

The alkalie so0dl selectod for tha study had = low sifiesy oo 3co.
poletin (K = 0,358 Lkg Tolde U1 Previows studies have reporied low
wiption of hydrosyeownarins by allaline solle becowse anlonke
Sydmeyesarminn speces povdonmmating s alkalioe pbf lewels typically

Takle ¥
- P S m‘ '} P - P .' P '] "-“ ' 1 enal -
il
Hargds Septhom’ Dewegthm
ek P Il | P, ™ WO
W
Hawd
1wy 1 AF0S bw . o BA Manh
wtl e
R e L
ol + Do B LR 20 X MY RS
. 0
Toll « DN e 0% - oar a3y To:= L7
o4 o
el o+ BC 187 « L. a1 [ S N
os o
ool 4 Diogan o-clag s
Eoll + HTOLE <2 <ais oas LA V- &
Sl + Quild L. e = R4 MOLQ2

()

' Mooerrd # m ushal coscestromon of xopolcts of 2 msdl.

b EdCal = Kdsedl x 090 o Kd ot » 000, whese X0 soil ad Bo sorten
e B kvl B vales ceenasred S soopodedn on the soil and puie s
B, ann] .50 i 004 convespotal 10 e Srnction of sod el sxbeat i e
MiBnLRE, (egestively

' Valie & smodecd eroe (o < d1

4 Nor determired Sacouis of vary b sarprion.
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sor® 10 sodl praticles 1o o leseer extent than peal specles. el o o

(200 9%, fou ol cliecl the muption of usbellifsrce on wven
agrcultmnl Meditesramenn sodls and found that sorprion wos netiosable
oaly on aod woily, whsess allaline sik yiedded B, vobas < 05 Ly

Gelhn et al 02 otserved thar seopeletin seepeion on alkaline solls
was slsn very Hvted, partioslocly whien the albaline solls wee also poos
s Enw (ult/clay) constitusnts.

The sldithor of the organbe ansendnvenes and o giooclays woered che
sonption of scopoletin by the sod (Talie 20 In genenl, the sorbeuts
enbneead of soopoletn consisently with their individoal of
Bk for the sletochenrieal: Clol10 = OMW = BC = OMWe > HT-OLE
Thei in iy producwd by e additicn of cograic amerslumnts mul
argmodays to the soll wos up m 10 fold fee GMW and 100-f0id foe
Chx10 Ou the other hand inoet of the alldochessienl {575%0) wa
desorbed by o single deorption step with methenol (7ol 2L revenling
that e reversibelity of seopoletn soption chesrved for the pure sce
bety iread foar e Jed el

Adong with the expectmental Ky vl obtonad dor the amended eoil
ssmuphes, Tulls 2 abo indodes the expected values of Ky (K ) caleu:
lored assueing ind ependent and bisar socpeion of scopoletin ca the two
congitvents of the mixtae (Gate o0 o 20005 Penl ot o), 201%
Menlitgime vzt nl, 2007; Voudims, 2002). The incivaee in sception
produced by BC, WT-OLE, anid Cloo 10 woe less prencanced than expecied
fos Qe individeal soeption oorstuds of e wiiee cosstitunls
CTobke 20, This Indlcossd char BC and the organacays kst some of thedr
rorption perfocmance tn the presence of the soil. Mot likely, the imer-
action between BC and de with soil cozstitvanits seaulbed in
cotnpetition with scopolenn for smoption sites (o Mocknge of acces to
such soiption ss), which sadosed tal perfocusony @ swibosts of
seopoletin. The effect was partisdady gronounced for Cloil®, o
hebavior that agrees with the stroag loes in scepeivity shown by other
ofgmodays upea ther additied 00 seds (Geuis o al, 2010)
CGoervermely, mixing the soil with OMW sad OMWe had little effect
(ONTWe) o syneegistienly clnced {OMW) due sonption of seopoketin
(e 20 1 3 koown thar the saluble orguic marter of OMW ean
mternet with sl particles exthes Bocking sirfaces or croating pewe coem
(orgunie alomiet coatinga) available for pescieid sorption dependiug oa
the partionlar scch-pesticide system comeiderad (Gl ot ol 19975 Ton
wb sl 2000, 2007 Gusarticn of ew sorption site coudd lave e
dominmed n o sol-OMV systean, eaboswing the wiginotly poot
rorptinn of scopobetin on the pristine wil sorfaces

34 Bt of the amewdnonds an soapoldiy dimgration

Seopodetin displayed o very shea pasdstince in the sested sl (g - ~
038 d) Mg % Table 0 One day aftes troatment, the soil conctstindon
of scopeletin had decrmasad to n noa-detectable Jovml (72 20 Thes resude
i I sgroesenn with owr poevions fndisgs showiag thar, wodet sl
oypermentn] conditions, the disspation of scapalenn m non-stecilized
soil sunples was apid (1, 5 < 35 &ips), with dw didochengeal Jis
playing » partiodnly shoct persistence (L2 < 1 day! in scaesly soop-
tive, alknline sods (Galar Perre o0 o 20210 Microbial degadation
uppeued 0 e e prindpal oo tespomsible o the sugid
diseipation of seopodetin, as wioes than 85% of the inirek anowut of che
alldoctsuicsd 1eamisod after sovan &y of incubation when the soil
s ples were pre-stecilaad (Colin -Perse o1 ol 20010

The addrien of the mnendmmts abered the seopoletn diznpanon
POt o an estot thar deponded os die amendment (g 2. Thee,
wide the dsedpaton curve of scopaletiu tn sodl aseaded with O We e
HT-CLE wore vty sieallie 10 S mwavaied s wietivsdid soll, the suil
persitence of the alldochemical increassd sigatficanchy by the oddimon
of OMW, BC, or Clndl 0. The fact that thees amendzisat: were Soce
provoliing o luipest (ncreass & seopaletia seeption by the soil ki
catmd et e pticn conkd bunw porvided the allelocluanical with sme
peotection fom mierobid depradation Eluu, 1990 Ladu i, 2005).
However, as the amenlmercs also lnposed the sod resplration 1715 ),

vl of Frrvommren’ Morsporeesd W02 (XT3 209002

114
*  Usamanched sod
w & Bl e DMWY
}\ v G OWC
] & Solen
v w8
3 et
¢ r‘*,g Tl
YR, >
g : \I.‘ \\\ ? .‘--"--
\ . —
U 2 ™
\ -
2 \‘ ,."0_‘ =
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Fig 2. Soopodetin dissiporion comves b sneoded aod aroended ol samgls
Syaibols sv precent sope rimisatal data po s [neaa sl staadend ensoes e n -
), wheseun bisec are the it anbe diccposcs bin

Table 3
ngh-od-&m:m(c.t):duﬂm 1r, o) for scop o

is Jod mmad Yol 3eil 3ipl

Sxaphe Cy lrxg kgl Aoy ') 145 et n*
Sodl

Unzn srded il LORS L 105 0 L nesy
Nedl -+ Orgowie sorseesbwe vty

Tot . DM wizo? spe oW T 0w

Sod « GMWC 22180 130 1002 LR 0ss2

Sd D0 LR ) 0 : o 18] ose
Soll « Orgama<lapm

Sk - NTOL 994 85 1385 . QAL 31 ['8 3 )

Sk - Gallo L S [ LT T ‘% o

* Vol = ol i) mo

i el dlect of S soeiadinits o e acdivity o podaance of
soll sicvoseganisns to degade scapaletin eannot be diseardsd OMW,
fee wxmsple, incieased e putshienos of seopolatio 10 4 gl exxm
than Aodl0 (Fig 2, Tobde 31 despite being tea times less effective (Ky «
4.14 L/hg) than e ccgmmo-cloy (8 < 446 L/kg) in incrsing the
souptios o€ the albdochiamiesd (Tulike 23, Bt is kaown thee freds OMWs
oontndn ewslly degradable, low molecular weight ecgaic cosstinients
et coprewt 3 nedily available fown of € fee soll mcsorganisses (o
w200 e ol 29170 Rep mineqalization of OMW comtin-
uents, or reflectnd by the high repimtion vale meanned for che
OMW asindad soil sumple (7 9, could lave diduy od e degeadatlon
of scopodetin ln the OMW-amended soil by the puefereanal use of OMW
nsa € murce by wil sicrcorganizms (Gooir o al. 2010% Beel et al
20211 A combination of serpdon and nucrebilal sctivity changes could
thus have detennuinad the ovecrnll offact of the amesdiments chacvnd in
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F4 et of che aveendnens on the axprassion of scopeletyy
plovsstwcialy m sl

Tho ploytotorieity dsmpohm mlmo sating was Mot nses s lry
- Foctec] in Patti diabwx In thes sopes-
user, the didochenied did not bt palsation of Lot wating
seods, bt whiticed ficle soogarion (g 4L The mean inhibinory
concmtranan (Css) ves 57 & 12 mg/l, tharis, between the [as yaloms
of 9.6 und 11 mg/L previcusly repocisd for the inhibiieey effect of thx
ullednchemical an Arcfddapals el and Orobanche crmman (Femin
- Aparicio st 2l 2013, Usiss ot nl, 200 7) nnal thom of 1355 mad 147
/L we pueviowsly scsued fur B wskorie and Hodiaan rulpords
(Cal-Peeg o1 al, 20211

In Galen Pererwral 1001, we showed thae the peesener of mil hed
o marked effect on the expression of e pliysetoadory of scopolecia

Jowml of Bxom sl Mescgonwer 200 (320 114302

bath untreoted and teated with scopeletm. Thix result can be otribeted
1o the presence of pliytone coakituents (eg, phaselics) in elive. mill
waates, which are koown 4o hmve strong seed germinstion inhitesocy
wifincty Quuhivuss e al, 2005). Even thoegh xopoletin sppeaced to
remain o phytonoxse kevels in the OMW-amendad sl pots duting the
Wosesay (Tiile ), bt phytownchity wis obscwrad by the song inhib-
itnry effact produced by the OMW conetitoenes themse lvor,

The organo-chay, Cloi10, &l not affect germinadon of the Locwa
sty seedls, bue 152 oddition 1o the soil Jed to 2 strong reduction in roce
Tt e serind b of Hie grores 1 wwendlizggs (1 5). Sizsilae 1
OMW, this effect obucurad the possthle inhititocy effecr consed by seo
poletn, which dioddd hove also eeominad 1o Aol Oamesdead soll at
significoarly highes conoeunmtions than & smniended sedl a1 the e lia
suges of the experiment (Fig 2, Tolile a0

mmmofdnbha-ywdl mnﬂ«ndammhm
Pt concerzing e alleloch I's y, b 80 did nee
negatively effeer germination, (oot growy, or aerial bicaiss of Lactwn
mitear wiile the addition of xopelstin to BC ched anil Il to 0
mnrkied reduction in oo lemgrh omd oedal bosess of the emenged
seedlings Tius result contrasted with the oegligitde effact exected by the
nlirlochermeal when it was apglied to momended il Copplrmmitney
P 5oL Bledia lus puevicusly bodn slown Soawse of incnese (s
ﬂlmmdwofaﬂeledunn\hnmldwdnmhwhwdn
rllelochemical xmil p and b ilahl sou (s
oul 2000, Pavg et al 2010 I appears St heve BO i emal the
sliedocherical's pessitence (Flz 71 whids manminng a bioavallability
Tewel {T0dsle 43 thae was ufficient for the allelnchemion] s nctivity to be
eguesesd

4. Conchoion

The oddinon of copuolo amendssens and argono-days alteesd the
seaqce souptioa (Ky < 0.5 LAAg) and Jow gecsitence (1, 5 < 0.5 d) e
sledochemical scopelecin disployed Jn a saody clay Jonm Me ditennosan
satl, v peoerl the rmendmenty mereasesd wrption of scopaletin

Auﬁdotlzt;-'h. agiivalen % a fre concentranon of 400 mg/L, the
ty af betiss t Ernca veararss muld Hordasm ndgern wn
mthMnunﬂmdem«w
centration wis tapudly depleted by aucroblal degmdation Thes result
was legeodiond bene when Lacnrg s seads were sown in sdhadine
soll treaead wich 12 kg/ho of secopolesin [4pplaneniy Flg 531 Bven
though the dose of soopeletin spplied commponded tn seven-fold the
o valow fox Lockwr o aates, mo wffect on suct growth was cheeved anl
just @ mEor decresse in tetal bivstess was identitial in the sell pecs
treatwd with Ge allelocbemical (Sopplessssuy Fig S0)
The efficts of OMW, O, el BC w the epeesion of the
plvtoncieiny of seopoletin in the sl are summotand in Fe o To
idemtify pocential phytotowic offects of the resweodments, unamended

istenthe with theer indidmal ffsitiex S the allelochenacal,
sthough the inceraction berween rhe aserudments wich the sell coor
sttuents provoked altenbioos i the swptca Selumior of the twu
of die mivtures. Secpcion and miciobial serviny dusges

Lot appesced 9 comuibuee 1o Inamasing the pessisence of the elle-
lochemion] in smended mil. This increnms m perasteace favored the

epresnon of the phytotexic activity of dotin o= wil | wirth
revtm nosendments, sch as beocher mnbhttllldmhnm]huxd
wowd i s with the aulidition of satable il

mylmmuu;dtﬂlngbnm sdvantage of the bicestivicy of
sledochenicals for evo-foendy wesd cosol

Ceedit author siatement

und maumded il controls without scopaletin were prepued. Genmi- Jow A QulanPrez Invedigation, Foomal Iyuir, Wiiking —
notion of Larnxa sanve wos copletely llibied s OMW-amendad soll '
Darvwradon Noct isngts
E n—§—+—0-_g?L* i w
M —
e ” €, et L R SN
l “ L wu \
9 ' A o, esTz ) f
“ i \\‘\
» ) - |
8 = ves " e 0
B G W Y BeNOw s coreerd i vy L)

Flp A4 Dossampaose awve of sopoletie oo Lot wtive cbtiiand (n Pesl dlbes atee 7 duge, Spsol A
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Table S1. Properties of the organic amendments and organo-clays.

Sample C N pHa
(%) (%)
Organic amendments
oMW 48.4 £ 0.2b 1.52+0.16 48+ 0.1
OMWc 28.6+0.2 2.38+0.04 9.7+01
BC 23.0+0.8 1.33+0.01 95+01
Organo-clays
HT-OLE 205+0.2 <0.05 10.1+01
Cloi10 27.0£01 1.13+0.01 9.6+0.1

a Measured in a40 mg:8 mL solid:water suspension.

bVaue + standard error.
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Table S2. Freundlich coefficients for scopoletin sorption on OMW, BC, and Cloi10.

Kt 1/ R? pH

(mgl-llnf L:L/nf kgl)

oMW 96.2 (86.6-106.8)a  0.72 £ 0.06> 0.978 4.7-5.3
BC 50.7 (49.5-51.9) 0.80+ 0.01 0.999 8.1-8.5
Cloi10 - - - 8.0-8.8

aValuesin parentheses correspond to the standard error range about the mean.
b Value £ standard error.

¢ Not determined because of complete sorption of scopoletin by this sorbent.
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Fig. S1. Schematic representation of the reactions leading to the formation of the organo-

clays Cloisite 10A and HT-OLE.
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Fig. S3. Effect of scopoletin applied at 12 kg/ha to unamended soil pots on germination,

root length, and aerial biomass of Lactuca sativa. Data (means and standard errors for n =
3) correspond to 7 days after treatment and are expressed as percent of the value obtained
for the untreated control. The asterisk indicates statistically significant difference between

the scopol etin-treatment and the untreated control.
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Granulated organoclay as a sorbent to protect the ™
allelochemical scopoletin from rapid biodegradation in soil =

Jose Antonio Galdn-Pérez, Beatriz Gamiz ", Rafael Celis
Msnmo de Maawses Norarakes y Agrobiebagsy de Sewdls (WNASL CSIC, Avemnda K Merceder 1, 42022 Seviba Spoiy

ARTICLE INFO ABSTRACT
Aerick um? Alkdochemicats have boen progosed a3 envirocenentally friendly tiohetbicides, bur their
Received € February 2022 shoet persistence n sods often limits thelr performance as natural weed management
Received i revised form 24 May 2022 products. [ s sTady, incorporation ito ofganocky grandes was investigiled as 4
it "m’:’? PR Strategy to protect e allekochemscal scopaletin from rpsd bindegradation and proloc
e Its persistence in soil. The commercial organeciay Closite™ 104, In its raw powder
Nepwonds. form, was wsed to prepare the granudes. A kinetic study revealed siower sorptscn of
Al lochenaca scopoletin an the granules than on the arganoday powder and indicated an intraparticke
Boterhides pore diffusion medwaniun. The half-3fe of scopoletin in sol under bboratory conditions
Crasubes increased sgnificantly by incorporating the alelochurmical info i e ganoclxy graoules,
Hydrmpcumaring from 034 10 144 days A feld experiment was also condixted to assess whether the
:"'r'g::i o Increase in soll hatf-life measured under contralled laboratary cond tlons translated to
feld conditions and %0 compare the phytctoxcity of the granulated alielochemical with
that of ks free (dssobred] fomm The additicn of scopoletin-doaded organoclay granules
to soil plots rendered a fieki half-ife for the allelodwermical of 2001 d in comtrast to the
value of 054 d obtained for s free form, The graouks alsn favored the expeession
of the phytotosicity of scopoletin, reduding gerrination and reot growth of Lecica
safiva L to a greater extent than free scopoletin, The results of this work indkcate that
Incorpecaton info orgnolay granules coukl be a suitable technologsal appreach 10
provide dldechemicals wirh proteenion from rapid dodeyradition 0sses in sal, which
may help increase their persistence for a better perfonmance as Crop profection products.
© 2022 The Author{s) Publched by Flevier BV. This £ anopen access aticle under the CT
BY-NC-NDlicense [ hitpc | jcreativeconumons org/lice nees by ne-nd! 4.0/

1. Intreduction

Iy agricultural systems, weeds are a primary cause of crop yield losses since they compete for water, nucrients, light,
and other growth resources (de Masioo o7 a1, 2021; Hasan o0 41, 202 1; Nchols et al, 20153 The miensive apptication of
synthetic berbicides to reach a proper level of weed control has led to human bealth and environmental contamination
problems, continuing weed resistance. and oss of soil biodiversity (Abbas et ai, 2027, Cordean et al. 2016; Gamiz and
Cetly, 2020; Yusa et al, 2022, Hence, there |s 3 prevailing need to ook for altemative weed management procucts, which
should fulhil the conditions of being elfective, non-contamenant, and ecomomically dfordable [Duke er al., 2019; Korres
ef al., 2019; Serino et Al 20210

Aletopathy consists of the release of biochemica s by microorgamisms o plants with a concomitant direct or indirect
affect an the growth of neaghbhorng plants of mICroorgasisims i a3 Zven natural or agncultural system (Kores el al, 2019,

* Conrespording suthor
Evoft ofdres: bgameoRmase coc e (3 Gamizl

hotps V00 baeny) L1 DG 0t 2022, 1020017

2352180400 1022 The Author(s). Tullished by Elsevier BY. TS is an opea access anide mder the CC BY-NCND liceme 'l O silivecannone
g ticemesSy-nc-od 4 00
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Accordingly. abelopathic compeunds have been suggested as a ool in the frameworks of integrated weed management
and organx: farming based on the fact thar many of them dsplay phytotoxic propeeties (Céspedes et al, 2014; de Mastro
et al, 2021 Galin-Perez ot al. 2021; Camiz and Celis, 2021; Jilant et al, 2008; Macias ¢t al, 2019 Domingues and
Santos, 201%; Trezzi ef al, 2016). Nevertheless, the wdentification of atlelopathic activity in the laboratery does not always
trapslare to the field [Nachols et al. 2015), This is because the herbicidal activity © strongly dictated by the dynamics
of the altstochémical in the soil ervironment, where it uswally sufféers ransport and rransformation processes that can
restrain its boactivity within hours or a few days [Bravetti et al, 2020; Gamiz ot al. 2018; Gimsing et al, J00%; Macias
et al, X119).

Scopeletin belongs to the family of hydroxyooumarinic alkelochemicals, for which the presence of a hydraxyl group in
the €7 position has béen suggested [0 coninbute o their phyTolokiity (Pan ef al, 2015) Hydraxycoumarims have been
proposed as potential surrogates for syntbetic herbicides bacause appear to have similar activity to auxinic berbiciles,
such a5 2.4-D or MCPA (Graila et 21, 2017). In former stucties, we found that the phytotaxicity of scopoletin depended
on sall type and specifically on how sorption and persistence affected its bioavailability, For examphe. scopoletin did not
express its phytotoxicity in alkaline soils bacause these Bvored a Gst decrease of its soll concentration (Galan-Pérer el al.
2021, 2022}, Hence, controlling the bioavailabilicy of scopoletin in the soi) environment appears a critical step for the use
of this and similar hydraxycoumarins as bioherbicides.

Nanatechnology has been proposed as 3 tonl to overcome the limitabions assoctated with the use of natural compounds
as bioherbicides (Jilani et al. 2008; Kocres er al, 20191 The advantages ascribed to its use incluce the modutation of the
rekease of the compound into the envirenment. the optimization of the application doses. and the reduction of chemxal
losges by volatilization or leaching foe example, through nanoformulation of the Jtive ingredient (Vurra er al, 20191
Numerous matrixes have been propased for this aim, such as naroparticles. nanocapsules. nanoclays, or tiposomes. which
can protect the compound against degradarion, valatitization. or leaching [de Mastro et al, 2021; Péeez-de Tugue and
Hermastn, 20134 Specifically, organicaliy-modified days show excepriona] properties as sorbents of oeganic compounds
(Saleh ot al. 2020; Sarkar et al, 2012: Slang et al, 2019). The commercial organophilic clay Cloisite™ 10A. for instance.
was found to increase the persistence of scopoletin in alkaline soil by enhancing its sorption (Galdn-Péres ec al, 2022}
As reversahle sorption has fraditionally dominated the inferachons between osrganoclays and organs compounds {Clmiz
0 ak, 2009; Sarkar etal, 2012} the Moaccessidility of Jllelochemicals sorded on organoclays may still allow the expression
of their biological activity.

One of the main disadvantages of the direct use of ceganodays as socbents or carriers Les in tw fact chat the handling
al powderad matenals is problémanc beciuse of e nsk of dift and inhalaton of small particles [Du es al 20073 I
has also been observed that, once in the sell, powdered organeclays may rapldly lose some of ther sorption capacity
(Gamiz et al, 2017) Te circumvent these timitations. the granulation of organoclays to agglomerate fine partkics into
farger opes and improve their physical features, such as permeability. sorprion. and dulk density. bas deen recommended
(Busno efal, 2021; Do @1 al, 2017; Huang e a1, 2013; fiang e1 al, 2015; Visavale ef A, 2007). Recently, we successfully
prepared granules based on Clossite 104 and used them as camers of the monoterpene S-carvone. The prepared granules
behaved as a slow-release system, reducing transport losses of the allelochemical and proloaging its phytotexic effect in
laboratory tests (Gdmiz and Celis, 2021).

Hased on the hypathests that grannes of The commera gl arganociay Cloisite 104 could perform better than s powder
form in enhancing the persistence of the hydroxycoumarin scopoletin m atkaline scils, the objectives of this wark were:
(1) to compare the abilicy of powder and granudes of Cloisite 10A to sorb the allelochemical scopoletin; (2} to evaluare the
effect of different coapplxation forms of the organoctay and scopoletin on the allelochemical dissipation rate in an & kalipe
soll under controlled Whoratory conditions, (3] to evaluate the behavior of scopaletin-loaxded organoclay granules under
field canditions in terms of persistence and phytotoxi activity of the aielochemical. This work fundamentally advances
in the interaction between organoclays and nafural organic compounds and 5ts application in the search for strategies to
implement the use of allclochemicals as potential bioherbicides.

2. Materials and methods
21, Marenais

Scopoletin (6-methoxy-7-hydroxycoumarin} was purchased from Merck (Spain) with a purity = 99.0% The compound
has a molecular mass of 192,17, pK, of 74 (Ketai et al, 2001) and its experimentally-determined water solubility was
230 mg L " 21 25 “C Al dituted solutions of scopoletin used in the experiments were obtained from a 200 mg L' stock
sofution prepared in water. Fig | shows the chemical structure of scopaletin,

The soil sample used in the laboratory experiment was taken from the 20 ¢m of a field area located at the CIC
Experimental Station in Seville, Spain (37716545 N 06°03'39.0"W). Once in the laboratory. it was air-dried, sieved using
4 2 mm diameter sieve, and analyzed by The Sod Analysis Service oF IRNAS (CSIC) The six) was a sandy kiam coniainng
75% sand, 6% siit. 19 clay, 0.34% organic carbon, and bad 3 pH of £.4 (determined in a 1 g2 5 mL soil:water slurry )

The commercial organoclay Cloisite™ 10A (BYK Additives & Instruments, Wesel. Germany) was used in its raw
(powvdered) form for the preparation of sorbent granukes. The crganadlay Closite 104 has a basal spaong value of 1,92 nm.
and Its elemental analysis revealed 3 C content of 27.0% and 3 N coptent of 1,132, correspanding 1o the presence of
dimethyl. benzyl, hydrogenated alkyl tallow quaternary ammonitm cations as modifiers at a loading of ¢a. 125 cmol kg™*
clay (Galdn-Pérez et al, 2022}, The structure of the interlayer cation and additional charactenstics of Cloisite 10A can be
found elsewhere [Galin-Pérer et al, 2022: Pavtor et al. 2020)

2
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Hg 1, Chemical structure of scopedetin

22 Grarmfacion of Clolsive 10A

The granulation procedure consisted of introducing 50 ¢ of organoclay in a rolling drum granulator (model DGIHO1.
Languedos Scientifique. Rivesaltes. France) where the ongancclay was moistenad with 50 ml ef distibled water, used as
a tiquid binder for agglomeration. The water was sprayed with a nebulizer while breaking beg granules with a spatula
to control the snowball effect, The obtaned gramules were dned at 60 “C overnaght and then sieved to select those with
sizes between 63 pum and 2 mm,

23, Scopoletin serption kinetics on powder oad granules of Cloisiee 10A

The Kinetics of sotption of scopoletin on raw (powdered) and granulated Closite [0A were compared to get insight
into the effect of granulation on the sorprion rate and extent. For this pucpose. 320 myg of Cloisite 10A, as powder or
granules, were placed in 500 mL-amber glass botties with screw caps and 250 ml of a scopoletin aqueous solution with
an initial concentration of 2 mg L' were added. The bottles were incubated a1 25 = 1 °C and. at different times (t =0, 8.
24, 48, and 72 h). aliquots of 4 mL of the supernatant solution were taken, filtered, and stabilized with 4 mL of methanol
before analysis by high-performance 1iqusd chromatography (HPLC) fallowing the protoce) for sample storage describesd
by Galin-Mrez o1 al [2021) The experiment was performed in duplicate. The amount of scopoletin sorbed at different
times was calculated from the difference between the intial and final concentration of allelochemical in solution

24. Scopoletin dissipetion in soll under conerolied labaracory condirions

The dissipation of scopoletin In soll was evaluated through an incubatkm experiment performed (n 15 mL-Pyrex”™
centrifuge tubes. Four treatments were established: (1) untreated soil — scopoketin, (2) soll + raw (powdered) Cloisite
10A -+ scopoletin, (3} soil + granules of Cloisite 10A + scopoletin, and (4) soll + granules of Cloisite 10A preloaded with
scopolenin. For freatments (1), [2), and [3), 0.3 ml of an agueows solution of scopalesin of 30 mg L' was mixed with
1 g of 504l samples, either unamended or previousty amended with 20 mg of Clossite 10A in powder or granulated form.
For Treatment (4} the scopatedin solution (0.3 ml, 20 mg L~ ') was preincubared with the granules of Closite 104 (20
mg) for three days. and then the suspension was mixed with the soil, Under these conditions the initial conoentration
of scopoletin Im all treatments was 9 mg kg~ " soll the sell humidity was 305 and the organoclay was peesent at 2%
(20 mg per gram of s0il) in treatments (2), (3L and (4). For each treatment, 21 tubes were peepared and incubated at
25 4+ 1 °C in darkness after being hermetically closed, At selected times (t = 0,03, 1.2, 3 4. and 7 days) three tubes
of exch treximent were taken from the incubator (Salvstab, Rorkreuz, Switzerland) and frozen at — 18 °C for subsaquent
extraction and apalysis by HPLC The extractiog solution was the same as that reported in Calin-Pérez et al (20211 e, 8
L of 90:10 vV} methanoi:0.01 M o-phosphoric acid (pH = 2.2) which rendered recoveries = 5%

25, Preparation of granufes of Cioisite 10A foadad with scopoferin for their wee i che feld experiment

Hased on [he results of the dissipanon expenment, granules of Cloisite 104 preloaded with scopoletin were prepared
for their use in the field experiment. The scopoletin-loaded granules were obiained by soaking 65 g of granules of Cleisite
10A In 1.5 1 of an aqueows solution of scopoletin of 200 mg L=, to give an allelochemical content of 46 mg g~ of granules.
After 72 b, the supernatant solution was removed and the granules were dried at 60 °C. Extraction of 20 mg of granules
with 8 mL of a 90:10 (v/v) methanal diluted H;PO, (pH = 22) solution revealed that their actual contens in scopoletin
wasdd £03mgg .

26, Feld mial

The feld experiment was performed i an ared adpacent 10 the poimnt where the soil sample used in the Labository
dissipation experiment was collected (37° 16'60°N, 06703'58"W). The soil was a sandy Joam with 63% sand, 21X silt. 16%
clay. 142% organic carbon. and a pH of 8.3, The trial design comprised six plogs of 025 m? (05 x 0.5 m) demarcated
with woody frames of 20 cm hesght with a distance among them of 0.25 m [Supplementary Fig. S1). In duplicare, three
treatments randomly distribated were established: (1) two untreated soil plots [cantrols), (2) two soil plots treated with
J scopolena sotution, and (3) two sodl plots treated with orgasocky granules peelodded with scopoletin as describad
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in Section 2.5, Treaument (1) received 1.5 L of water, treatment (2} received 1.5 Lof 3 200 mg L' agueous scopolketin
solutian, whereas treatment | 3) received 685 g of scopelenin-loaded organaciay granules phus 1.5 L of water. In this way,
the application rate of scopoletin achieved for treatments (2} and (3} was 12 kg ha™". This application rate had previously
been found to contral scopoletin-target plant species in acid soil but not in alkaline sodls (Calin-Pérez e al, 2021, 2022}
The granules were mixed within the top 1 cm of sol) using 4 rake to achieve a homogeneous distribution and yield an
organoclay content of 2% (assumirg a soil bulk density of 1.3 g cm ), In addition, all plots receved 3 g of seeds of Lacrura
sativa L {Vilmerin, La Ménitré, France) which was selected a5 a model, scopoletin-sensitive plant species (Galdn-Pévez
et al, 2022 to compare the expressian of the phytotoxicity of scopoletin apphed to the field plots in a free (immediately
availabte] and wranulated form. For this purpose, the total number of germinated seeds and the root lepgth of twelve
emerged seediing samples were measured for each plot at the end of the experiment [t = 7 days). The application was
carnied out on September 27, 2021 At days 0. 2, 4 and 7 after appheanon trnplicate subsxmples for each plot were
collected from the first 5 cm of sail with a 2.5 cm internal-diame ter auger, until completing six obscrvations per treatment.
The soil subsamples were separately packed in plastic bags, introduced into an icebox, and, once in the 1ab, frozen at
—18 °C unfil their analysis, Extraction of scopoketin was conductad by shaking (24 h) triplicate 3 g-aliqquots of @ach soil
subsample with 15 mL of the extracting solution described in Section 2 4 and the extracts were analyzed by HALC, The
water content of the soil subsamples was also measured by drying 1 z of seil at 105 °C for 24 b

27. Anafysls of ihe affefochemscal

The znalyss of scopaletin was conducted by HPLC using a high-performance liquid chromatograph (Waters. Barcelona.
Spain) with UV detection, following the conditions detailed in Caldn-Pérez er al. (2021). Briefly, the column used was a
Kinetex €18 (150 mm lepgth x 4.6 mm L and 5 um of particle size, Phenomenex. Madrid, Spain). the mobile phase
was methanot:0.01 M o-phosphoric acid [45:55) ar a flow rate of 1 mL min~'. and quantification was carried ont at a
wavelength of 343 nm.

2§. Data treatment

The Weber & Morris (WEM) miraparticle diffuston model was used 1o it 1he scopoletin sorption Rinetic daid o the
granules:

=k 1" +C m

wheare g (mg kg~')  the amount of scopoletin sorbed at tme €(h), kyy 15 the WEM parameter, 2nd C represents the
boundary layer effect or surface sorption (Weber and Morrs, 1963; Schwaab et al, 2017)
Laboratoey and field soil dissipacion data were described by a fisst-erder equation:

G=Ge )

where C, (mg kg~') © the concentration of scopoletin in soil at time € (days) Co (mg kg~') is the concentration of
SOOPOIENN N 3eil af 1= 0, and & 15 the first-arder dissipation rate corstant. which was uss 10 calcukaie the soil hatl-lives
of scopoletin as ¢, 5 = (In 2)jk

In the sorption. dissipation. and seed germination experiments, standard errors were used to indicate variability among
replicates Significant differences were established at the 95% confidence level using the t-test, when two treatments were
compared (sorption and field dissipation data), or analysis of varkance (ANCVA | followed by 1LSD post-hoc test. when more
than two treatments were compared (dissipation in the laboratocy and seed germination in the field). Data distribution
for the root length of emerged seedling samples in the field experiment was analyzed using box and whisker plots.

3. Results and discussion
3 1. Scopoferin sorpelon kineddcs on pewder and granules of Cofshe 104

The amaunt of scopoletin sorbed on powder and granules of Cloisite 10A as a lunction of time during the sorption
kinetic experiment is shown in Fig. 28, The rapid sorption of the allelochemical on the powdered organoclay contrasted
with its slower socption on the granules. For the powder, there was almost immediate soeption of ca. 50% of the
attelochemical mitially present in sabution, and e maXimum uptake [S6%, 1340 mg kg '} was reached within 8 h, yielding
a sorption distribution coefficient Ky - 4800 L kg~'. The amount of scopoletin mmediately sorbad by the granules
was neghgible, and only after 72 h. somption became similar to that observed by the powder (Fig Za) Interestingly. the
scopoletin sorpion kinetic daca on the granules were veg well described by an intraparticle diffusion model (Eq. (1), with
the plor of the amount of scopolerin sorbed (g) Against (™ giving 2 straght line (kyy = 12554 mg kg~' b~ RF = 0.997)
that passed through the origin (4. 2b) This strongly indicated that intraparticie diffusion was the rate-control ling process
i the sorprion of scopoletin on the granulated organocldy (Waag and Gue, 2020} Formetly, we had observed that
raw (powdered) Clisite 104 was an excellent soebent for scopolenin lrom aqueous soluton (Galdn-Pérez 1 al, 2022),
Hydrophobic Interactions between scopoletin and the alkyl chains of the arganoclay supptementad by polar interactions
between scopaletin anions and the pasitively charged ammdanium groups of the organic medifier were proposed as
potential interacton mechanisms (Galin-Pliez et al, 2022), It appears that the major effect of granulating the organoclay
was to restuce the avallability of sarpton sites, with intragranule diffusion becoming the sorption rate-controlling step

“
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3.2, Déssiparion of scopelecin in sedl under laboracory condirins

The effect of powder and granules of Cloisite 10A on the dissipation of scopoletin in soil under controlied laboratory
conditions issummarized in Fig 3 and detailed in Supplementary Tabie S1, Scopoletin was added cither as an immediately
avallable aqueous solution of allelochemical (for the “soil”, “soil + powder™, and “soil + granules” treatments) or as
alielochemica -preloaded organcclay granules {for the “soll -+ preloaded granules” treatment), The parameters obtained
after fitung 4 fist-ceder dssipation equation 1o the experimental data are given in Table 1,

Scopoletin dissipation data reflected a very rapid disappearance of the Jlelochemical in uptreated soll (k = 2,069
d-' by = 0.34 d). with scopoletin residues decreasing to noa-detectable levels just ope day after its application to
the soul (Fig. 3 and Supplementary Table $1). Alletochemicals commonly display 3 Fast dissipation in soils because their
(natural) chemical structures are readily degradable by soil mictoorganisms (Dalton ¢t ak, 1989 Inderiit, 2005). Indeed.
we have previously shown that the degradatson of scopoletin in 5ol is predominantly a rapid, microbial-mediated process,
particularly in soils with low sorption capacities, where the high fraction of allelochemical remaining in the seil solution
can be readily degraded by so0il microorganisms (Calin-Mrez et 41, 2021, 2022}

All organoday treatments increased the persistence of scopoletin in the soil (PP < 0.05] (Supplementary Table S1), but
the specific dissipation patterns were strongly dependent on the form the organeclay and allelochemical were added to the
soll (Fig 3, Table 1), A key observation was that the organoclay powder was more effective than the granules in increasing
the soil persstence of scopoletin a1 short incubation Tmes (1 < 1 day) while this effect was reversed Jt longer incubation
tmes {t = 2 days) (Fig “a amd Supplementary Table S1). Even though this behavior resulted in similar half-lives for
scopoletin in the “soil + powder” and “soil + granules” treatments (4),; - 0.99-1.17 d, Table 1] itindicated that the high
dvailabihiry of (external) sorption Sites in the pawdered argancelay [Fg. 1) led to 2 raped protection from nodegradation
but also o & high bioaccessibility of the sorbed fraction to be subssquently degraded by soil microoeganisms (Sem ple
e al, 2004} The reduced availability of sorption s:tes in the granules led to slower sorption and 2 concomitant lower
protection at short incubation times but, once a fraction of the alletochemical reached the (inkraparticle) sorption sites, |1
became srongly pratected fram degradation (Fig 23}, Highly reversible, external surface sorption of allelochemicals in soil

5
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Table |
Fint-seder labocatory disapebon constanes for scopaietin in untreated sod and 1n 3ol treated with powder, granule,
and prefoaded granubes of the argamoday.

k{days ') 1y (cays) R
Sodl 20569 + .44 0.34 [0.23-043) 0969
Soil 4 poawdie QD0 = 0153 0.9 [0.81-127) 0041
Soil + granukes Qs8] = 0161 1.17 10.02- 161} 0853
Sail -+ prelnaded graaules Q048 = 0004 144 (133-157) 0971

IStandand orror range af @ Glaland coeflicssnis

Tabde 2

Finst-oeder dessipanion constanss for scopodetin apgbad % field plots & 3 free compound or peesorbed on organocsy

gramdes

R k idays™!) haldws) O ®
Frew wopdiem 1252 = 05° 0534 (044-0.71) a%ar
Granises 0054 = Q005 W) (184-2219) L)

Standard error range of @he Gl culated coefickeTas

amended with powdered arganociays his previously been described ind shown to promote rapid boss of the orgasoclay
sorphion capacity with time (Gama et al, 2017; Real et al, 2019),

The soil dissipation pattern for the scopoletin-preloaded organoclay granules confirmed the afore-mentioned protec-
tion mechanism, as it revealed that scopoletin aiready sobed on intrapacticle sorption sites of the granulated orgamoclay
dissipared very slowly in e soil [Fig b} The half-life of scopolenin increased from 0.34 d, when applied as an
immediately available aquecus solution to the soil, to 144 d, when applied as allelochemical-preloaded orgamoclay
granules [Table 1) For the preloaded granules, at ¢ = 7 d. scopoletin residucs still represented 70% of the amount
of allelochemical initially added (o the soil. Intraparticle pare diffuson of scopoletin hampered desception, delaying
bindegradation and increasing the persistence of scopoketin in the sail.

23 Feld experiment

Weather conditions monitored during the fietd experiment are compiled in Table 52 of the Supporting Infarmation The
maximum daily témperatures varied between 23.1 and 323 °C, with an average of 295 °C, whereas the minimum daily
temperatures ranged between 12.0.and 15.2 °C, with an average of 14,1 °C (Supplementary Table S2) Warm temperatures
ard the ahsence of rain made the soll plots become noticeably dry duning the experiment whereby, daily, we mostened
them with 3 mm of water to facilitate the soll sampling and favoer seed germination, Ar ¢ = 7 d. this was pot necessary
since a natural rainfall episode of a similar amount of water occurred shortly before sampling (Supplementary Tablke $2)

The soil concentrations of scopeletin (g kg~ dey soil} applied 10 the plots as free (dissolved ) compound or pre-socbed
on granwes. measured at different sampling times after application, are shown in Fig 4 A first observation was thar the
initidl copcentration (£ = 0} of scopolefin in soil differed natably between treatments ( Fig 4). For the plots treated with the
free compound, the amount of allelochemical extracted at =0 was 5.2 + 0.3 mg kg~ '. whereas a value of 267 =40 mg
kg~ was obtained for the plots treated with the granukes. Considering the bulk density (1.3 g em ™) and humidity (12%)
of the soil samples collected at t = 0, we expected a concentration of ca. 21 mg kg ', a value close to that obtained for
the plots treated with the granules but much greater than that measured for the plots treated with the free allelochemical
(Fig. 4}. The most likely explanation lor this result is that scopoletin, added as 2 free compound, biedegraded very capidly
as soon as it reached the soil, a behavior previously observed for other allelochemicals (Real ot al, 20211 Interestingly.
the application of scopaletin preloaded on organoclay granules was very efficient in preventing this rapkl mitial loss of
abieloc hemical.

Fig 4 shows that the dissipation of scopoletin m the field occurred at a slower rate when it was applied pre-sorbed
on granwles compared to the free compound (Fig. 4 and Table 2). For instance, seven days after treatment, we measured
a soil concentration of scopoletin of 21.1 + 4.2 mg kg ', compared to the vaiue of 0.16 + 0,08 myg kg ' obtained for
the free compound (Fig 4) The hall-life of free scopoletin in field plots (¢, = 0.54 d) was semalar to that maasured in
the laboratory experiment (ty: = 0.34 d) (Tables | and 2), Likewise, the persistence of scopoletin applied as orgasoclay
granules under ficld conditions (1, = 20.1 d} was only shightly higher than that measured under ihoratory conditions
(1y2 = 144 d}, Thus. the dissipation patterns observed under controlled laboratory conditions were reproduced in the
field. It should be taken into account that a stower refease of the allelochemical could have occurred in the field bacause of
less favorable (Muctuating) temperature and humidity conditions for the release of the bioherbicide than under controlled
laboratory conditions, and that temperature and water content changes could have also impacted the activity of soil
mi<rotxal degraders (Chowdbary e al, 20217 Galan-Pérer e al, 2021: Real 1 ar, 2021) Based on the wearher conditinns
occurning dunng the field experiment (Supplementary Table S2) it is not likely that peocesses such as leaching or runofl,
which often play a relevant role in the field dissipaton of agrochemicals. contributed significantly to the dissipation of
scopoletin in our feld experiment.

]
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The number of germinared seeds and the coot length of emerged seedling samples of Laceuce sadva in the plots treared
with free scopoletin and with scopoletin pre-sorbed on arganoclay granules were compared with the values obtained
for untreated control plots (Fig 5) The aim was to address the question of whether the extended persistence of the
abelnchemical in the granulated formuation favored the expression of its phytotoxicity in the soil In contrast 1 previous
laboratory broassays reporting negligible effects of scopoletin on germination of target plant species (Lalan-ferer ot al,
2021; Grafa et al, 20171 we observed that scopeletin affected the germination of Lectaca soriva seeds in field phots,
particularly when it was appbed Js organoclyy granules, where a reduction in seedling emergence of 80% was observed
[Fig. 5aL A possible explanation for this fnding is that the effect of scopoletin on germination became more apparent
under less Lvorable, field condetions thas under Laboratory conditions, as the Latter are often optimized 10 Qvoe seedling
emergence,

The data distribution for the roct length of emerged seedling samples was analyzed using dox and whisker plots
{(Flg. 5b) Medians and means far root length values decreased in the following order: Control > Free scopoiktin =
Preloaded granules (Fi Sby Interestingly. the median and mean for the plots treated with the free allelochemical (5.1
and 4.9 cm. respectively) were similar to those for the control plots (5.0 and 5.3 cm ), whereas the plots treated with the
granules preloaded with scopeletin yikelded statistically signdficant lower vatues of 38 cm and 3.5 cm [Fig 5b),

For the control plots, a positively skewed box with upper/lower quartites at 7.0 and 3.8 cm was obsarved, wivereis
for the granules, a negatively skewed box with upperower quartiles at 4.7 and 2.0 ¢m was obtained. As we previously
checked that the granules themselves lad no Sgnificant effect on germination or growih of Lacruon sativa after their
application to the rested soil (Supplementary Fig. 52}, the reduction in germimation and reot growth observed for
scopoletin apphied as granules. compared to the free foom of the ablelochemical, was attributed to the greater persistence
of the alictochemical when it was appleed 10 granolated form [Fig 4}

4, Conclusions

he teraction of scopolenn with granules of the oeganociay Cosite 10A sansfactonily peorected the allelechencal
against rapid biodegradation in an Akaline soil. both under labotatory and field conditions. A superior protective effect
was abserved when scopaletin was pre-sorbed on the organoclay granuies before being applied to the soil Intraparticle
diffusion through the granules limited the avaitability of the allelochemical 1o soil miCroorganisms, Ncreasing its sl
persistence and favaring the expression of its phytaroxicity under a real enviranmental cond itions in the field.

The outcomes from this study support that incorporation into granulated nancclays can be a useful techmological
appraach to increase the persistence and bioactivity of allelochemicals i soils. Nevertheless, to translate our findings
0 2 real weed management agnculiurdl scepano, the peoposed formulation would néed to be optimized in Terms
of cost and bioactivity 1o specific target weeds. with a partikular focus on minimizing the amount of aliclechemical

7
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and granulated carner per hectare needed for waad control The resulls of previous works demonstrating 2 strong
phytatoxic effect of scopoletin to weed specses such as Qrobanche aenata and Arabidopss thaliana undler sailless laboratory
conditions (Ferndndez-Aparcio et al, 2013 Geafia ot al, 2017} encourage higher-tier assessments directed to optimize
the formulation proposed in this work for practical use. As 3 possible matter of farther investigation. increasing the
content of scopeletin in the granules would not saly reduce the amount of granulated formulation required to achieve the
same herbickle application rate. but could also increase the herbicidal activity of the allelochemical in the formulation.
as herbicide melecules present at high loadings in arganoclays are commonly mere loosely bound than those present
at low loadings (Celis ot 2l 2005). Further potentialy useful optimization approaches inchle tuning the nature of the
organoclay and the physical characteristics of the granules, such as their partick and pore size, This might contribute to
the standardization of strategics for the implementation of allelochemicals as potential boherbiddes,
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Table S1. Amount of scopoletin extracted from soil, soil treated with powder or granules of
Cloisite 10A, and soil treated with granules of Cloisite 10A preloaded with the
allelochemical after different incubation times under laboratory conditions. Different letters

within the same row indicate significant differences at the P < 0.05 level.

Incubation time Scopoletin extracted (mg kgt soil)

(days) Soil Soil Soil Soil
+ + +
powder granules preloaded granules

0 840+0.27a 888+017a 841+0.06a 8.22+0.08a
0.3 6.28+£04a 867+023b 6.93+0.04a 7.98+0.13b
1 Oa 6.58+0.26b 244+0.73cC 7.64+0.07b
2 Oa 1.28+020ab 246+0.95hb 7.70+£0.12c
3 Oa 050+ 0.09a 233+051b 717+021c
4 Oa Oa 1.68+0.30b 6.71+£0.15c
7 Oa Oa 1.05+0.17b 576+ 0.09¢c
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Table S2. Weather data recorded during the field experiment.

Date Tmin Tmax  Averagewind speed Solar radiation ~ Watering
0 (O (ms?) (MIm? day™) (mm)
September 27 14.3 30.5 14 195 6.0
September 28 13.9 29.6 1.6 18.9 3.0
September 29 145 32.3 1.7 191 3.0
September 30 13.9 315 12 18.0 0
October 1 15.2 30.3 1.8 17.8 3.0
October 2 14.7 29.0 23 18.1 3.0
October 3 12.0 23.1 2.9 8.6 3.8

a8 Natural rainfall
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Fig. S1. Picture of the soil plots established for the field experiment.
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Fig. S2. Effect of granules of the organoclay Cloisite 10A (without scopoletin) on

germination (a) and root growth (b) of Lactuca sativa L. in soil pots. For the experiment,

twelve seeds of Lactuca sativa were sown in 20 cm?-surface pots containing 20 g of soil

(unamended or amended with organoclay granules at 2%) and incubated in a growth

chamber for 7 days. The water content of the soil was adjusted daily to a value of 30% and

the experiment was conducted in triplicate pots.
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Abstract: Plard monoterpenes bave reccived atiention foe ey ecological funciions and as potential
surmgates for synthetic herbtaides, bat very little 1s known about the processes that govemn their
Dohavior in the soil enviconment, sl even liss about the posaible enantioseketivity in the functions
and enwirceanesdal bebavior of chiral mecoterpenes. e characterized the adsorption and dsstpation
of the two enantioovers of the chiral moencberpene palegoos 1n dithenmit sotls, ad thwir phy sotoacity
o different plant spedies throagh Petrd dih aod soil boassays. Reand S-pulegone displayed a bow-
to-mederate non-¢nanticaclective adsorption on the sails that involved weak imeraction mechanises
Sofl incutution expernments indicated that. cowe in the soil, - andd S-prdegnne are expocsad to
suffer capid volatibzation and scarcely enantivechective, blodegradation losses. In Petrd dishes, the
phvioxiity of pulegore and its enantioseloctivaty fo Lactucn setw, Hondewse omlgive, and Ervor sation
was spedies.dependent. Litono salims was lhe maos sensdtive species aod shoroed higher suscepeibility
£ S- than to R-pulegone. Beodegradation and volatilization keses greatly reduced the piwilotosi
activity of S-palegone appiied to sod, but the addition of a highly-adscrptive organoclay stabilined
the menotirpene and imcreasexd 18 phytotosie effect. Stabilrzation by adsoeption may repsissnt an
Enpoetant mechanism by which the bicactivity of plant moaoterpenss in scils can be inaeased.

Keywords allelocbwmicals; Biobwrbicides: manoterpenes orgamaclags: phytosoxicity; sell

1. Introduction

Allelopathy, the ecologscal phenomenan by which an organism affects neighboring
organisms through the redease of biochemicals (allelochemicals), represents an important
envirenment-mediated plant-plant interaction mechanism [1,2], Plar alkelochemicalks that
reach the soil may directly affect seed germination, cell division. or seedling growth of
tanget plart species, or impact abiotic or biotic sail processes with subsaquent effects on the
development of target plants [1-3]. In both cases, ance i the sedl, allelochemicals suffer
adsorplion, transport, and transformation proossses which will ultimately dictate their
bioactivity, and its changes with time [£-7],

Adsoeption has been described as a key process determuning the final fate of plant
allelochemicals i the soil [5], Depending on the medhanism, magnitude, and reversiblity
of the soil adsorption process, the activity of an allelochemical could dedine if its fraction in
the sod soluton is not maintained at a bicactive level [Y1 Transport and degradation Josses
can also reduce the concentration and bicactivity of alldochemicals in sails [10]. Very often,
composnds that are highly phytatoxic under sedlless laboratory conditions show much less
activity in the presence of the soil, as a result of their rapid biodegradation [%11,12], In

Phaits 2022, 71, 129, hitps- / dol ong /10,53 /planis1 1101296
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fact, the short hall-lives that allebochemicals commonty display in soils, which prevents
their accumulation in environmental compartments and subsequent effects on non-targes
organgsims [ 13], represents one of the reasons why plant alledopathy has received the at-
tention of the scientitic community as an ecofriendly tool for weed management [,14],
Allelochemical-tased cnop protection stralegses <an belp overcome the negative impact of
synthetic herbicides on the enviconment and haman bealth, and deal with herbicide resis-
tance problems [15,16]. Nevertheless, studies on the environmental factors and dsfferent
interactions that regulate the behavior of allelochemacals in the soil have progressed slowly,
and more work s reveded 1o fill this knowledgpe gap [14,17]

Monoterpenes (C10 hydracarbons derived from o C5 Boprene units) constitute a
magor groap of plant allelochemicals [15] They ane volatile onganse compounds dominating
the compasition of many plart essential cils [19,.20], particularly in families such as Piarcenr,
Lhwleilyforae, and Lamdscese [21,22]. One of the most mteresting facets of monoterpenes
lies i thelr phytotoxscity, since they have been shown to be potent inhabitors of germis
natiom and growth of several plant species [13-25], Monoterpenes that contaim oxygen
in their structure have greates water solubility and inhibitory activity than hydrocarbon
moneterpenes [23,24.26,27], and, accordingly, have been particulasdy targeted for their
ecodogpcal role and potental as surrogates for synthetse herblodes [26].

Pulegone {5-methyl-2-propan-2-ylidenecyclobexan-1-one) is an exygenated monoter-
perwe and one of the main components in essential oifs from species of Mewti [25.29],
Differvnt bivactivities have been described for pulegone, such as antifeedant; a bioddal
against bacteria, fungi, and yeasts; and insect repedlency activity [29-32]. Pulegone has also
been shovwn to display a strong phytotosic activity, suppressing germination and seadling
growth of several plant species, such a5 Lictuon safioe and Cucumis safivus [2374] Very
little is kovow n, however, about the processes governing the belsvior of pulegone in soils
and about how =oil processes can influence ik phytosoxic activity, On the other hand,
due to the presence of an asymmetnic carbon in its structure, pulegone can exist as two
enantiomers, R- and Spulegone (Figure 1), with the R-enantiomer being mare sbundant in
plants than the S-pulegone, but the latker predominating in the essential ocls of some species,
2uch as Agntiosem befulens [33], R-pulegone has been classified as “extremely active™ and
“stromgel y active” for germination and seedling growth of Liacher safion, respectively | 21].
and S-pulegone has been found to be Jess toxic to humans compared to R-pulegeas [34].
Accordmgly, the enanticsclective behavier of this monoterperse shoald be considered, both
to understardd its ecodogral farctions, and if intended 1o be used as a natural herbecide,

R.pulegoar S-pulegone
Figwre 1. Strocture of the two evantiamens of pulegooes,
Glven that moroter penes are, In general, labik: in the environment, thelr activitks

may be covetrained by their susceptibility to volatilize | 35] and by their shoct-half-lives in
suils [5,31]. On the starting hypothesis that a deep understanding of the soil processes that
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dictate the behavior of monoderpenes in the soil environment will hedp a beter assessment
of their real ecological functson and potential as ecofrsendly hebicides, the abjectives of this
work were: (1) 10 characterize the adsorption and dissipation of the two ensatiomer i foems
of the moroterpene pulegone in soils with different phy sicechemical characteristics; {ii) 1o
assess their phytotoxicity to different plant species through Petri dish and soil bicessays;
and (iii} to demonstrate that reducing the dissipation losses of pulegone by enhancing the
soil adsorption process can increase its phytotoxic achvity and may represent a mechanism
by which the bloactivity of monoterpenes in the soll environmen? can be potentiated,

2 Results and Discussion
27, Adsorption of Prekegone on e Sodls and Modef Sof! Conestifaends

The adsorption coeflicients for (R=Skpulegone on the soils (Kg), their onganic carbon-
normalized values {(Kee), and the fraction of R-enantbomer (EF) measured in the aquesus
phase after adsorption are compiled in Table 1. EF values in the range 0497-0.500 revealed
that the mitial rac-padegone solution {EF < 0.5) remained racemac after equilibeation with the
sodks. This indicated that adsorption was a non-enantiosedective provess, with B-pulegone
being adsorbed 1o the same extent as Spulegors. Even though soils are known to contain
chiral miteral and onganic constituents with the patential 1o display selective affinities for
enantiomuric forms of organic mokeceles [36,37], batch adsorption studies rarely reveal
this phenomenon [M-12]. A possible oxplanation is that soil adsorption sites displaying
no o litte enantiomenc selectivity may predominate over enantiomwr selecdtive sites, An
alternative explanation is that a high heterogeneity of soil adsoeption sites could lead
to ghobal compensation of the enantioselective processes that might be occurring at the
microscale, resulting i an apparent lack of enantioselectivity at the macroscopic scale at
which adsorption i evaluated, using the batch equilibration procedure [43]

Table L Soll properties and coeffadents foe o palegone adsorpion

Soll Sand Sile cuy G0y Organic © - Ky Mt &F? Des?
) 0 1) % P Wkg  {Ukg) )
1 83 o 11 a4 035 85 030N = 0488 1825
2 ™ 4 n a6 017 80 03R40 %4 0447 Y06
3 [’ A 11 a7 (] 52 1es0m 106 0303 7
4 w3 10 18 174 118 84 083007 5 07 e+s
5 57 M 19 36 ass 83 @0 B 049 H+7
& 5 * 9 nd. ! an 63 NR+am 73 0sn 106 +7
7 b s 3 26 053 86 OTME003 47 0405 903
8 9 » &5 172 112 84 1LMi0m 117 0438 672
VK valoe mnmw 10 the augank: carbon corment of the sod. * Praction of Heenantiomes in the equilrted
sedstion: * Peroemt of pubsgone disorted; ¢ Not

Since the adsorption of pulegone on the woils was nonvenantasclective, the Ky values
for the R+ and S-pulegone enantsomers colncided with those given in Table 1 for (ReS)
pulegmne. Ky values, ranging between 0L37 and 1,31 L/ kg, indicated a low to moderate
affinity of R- and S-pulegone for the soils and were comparable to these previowsly seported
for the oxygenated manoterpene carvone in similar soil samples [6]. Linear cormedations
with scel properbies {Supplementary Materials, Table S1) revealed a lack of statistcally
significant relationships between the K values and the silt, clay, carbonate, or pH of the
seils, but significant comefations between the Ky values and the organic carhon (r = 0735,
p = 0.058) and sand {r = —0.766, p = 0027} contents, even though these two soil properties
were not significantly intercorrelated (r « ~0.415, p = 0.306). As the negative relatiorship
with the sand content of the soils implied a positive relationship with thesr siit + clay
content, we concluded that organic matter (OM) together with the minerals present in
the fine (salt/ clay) fraction could both have been impoctant in the adsorption of R-and S
pulegone by the tested sodls. On the other hand, the extensive desorption of the enantiomens
"0 Des), messurad inan extraction step conducted with methanol immedsately after the
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adsorption experiment (Table 1), reflocted that weak interaction mechanisams operabed in
the binding of R- and S-pulegone to the scils.

Additional insght into the contribution of different soil constituents to the adsorption
of R- and S-pulegons was obtained from the wuse of model soll constituents (Figusne 2). As
found for the soils, the adsorption of pulegone was non-enantioselective and, gwreby, the
Ky values reported in Figgure 2 for (R+Sk-pulegone accurately repmesented those comespond-
ing to the Individual R- and S-pulegone enantionwers. Interestingly, the Ky values oltained
fur the organic constitwents (HA-acid form and HA-sodium salt, K 4 = 61-163 L/kg) were
aboat 120 times greater than those obtained for the minesal conatituents (S\Wy-2, IMt-1,
KGa-Z, Forrth; Ky = 7.4-8.8 L/k). This supported the importance of sodl OM as a magwr
contributor to the adsorption of pulegone enantiomers, but also revealad that the role of soll
minerals typically existing in the fine (silt/clay) fraction may become redevant in low OM
content spals Hch in siftand day. Using an ooganic carbon to OM conversion factor of 1.7 to
calculale the OM content, we obtamed that the silt + clay content of the scils used in this
study was botween 20 (soil 4) and 40 {504l 2) Bimws greater than their OM content {Table 1),
This woukd explain a relevant contribation of the minerals present in the tine (silt/ clay)
fraction to the adsorption of pulegone enantiomens, 0s suggested by the outcomes of the
cornelation onalysas.

KGa-Z IMI-1 SWyp2 Femh  HA  HANa OHT

Figure . Distribution coefficints for mopulogone an medel scel constitwents and on OHT, KGa-2:
Ceongia kaolinite; IME1: Montana il SWy-2: Wyoming swonimorillonite; Ferrilu fesrihydrite;
HA: humic acdd (acd foeml; HA-Na: humic said (soddiven saltys OHT: adenbe-modified hydrotakite.

2.2 Soil Dissipation

Under conditions preventing volatilization lesses (harmetically seaksd tubxs), R- and
S-pubegorw dissipated rapidly in non-autoclaved sails, while showing a high stability in
autoctaved soals (Figure 3), This behavior was indicative that microbial processes, rather
than nonmicrobial ones, governed the degradation of R- and S-pulegone in the soils.
In all non-auteckaved solls, R- and S-pulegone dissipated, following sigmoldal curves,
to pegligible nsidual concentrations at the end of the experiment, Accordingly, & three
parameter-sigmoidal equation (Equation (3)) accarately described the experimental dissi-
pation data (R? > 0.993) and was wsed to calculate the ime reguired for the concentration
of R- or S-pulegine to decrease to half of their initial concentration (DTy)) (Figure 5,
Supplementary Materials, Table 52 Sigmoidal dissipation patterns are typlcal of com-
potnds at relatively high concentrations in soil that are ulilized as enorgy and cadon
soarrces by soil microorganisms [44).
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equation 8o the experimental data. Erece bars dersose standand eerans of teplicnle mesanements.

The different properties of the soils had litthe impact on both the DTy, valoes of R- and
Spulegone (D75 = 076196 days) and the scarce enantioselectivity of the bodegrada-
Hve processes, Nevertheless, the B-enantiomer appeared 10 be degraded faster than the
Senantiomer in some soils, particularly in the acid ones (Figure 3), In an cardier study,
Cadmiz et al, fo] compared the dissipation of the cxygenated carveoe in acd
and alkaling solks, and assessed the effect of acidifying the alkaline sofl on the rate and
enantioselectivity of the dissipation process, Contrasting with the results obtaimed hese for
pulegone, il acidity made the biodegradaton of cirvone slower and less enantioselective.
which suggests that small differences in the struocture of monoterpenes can significantly
impact thelr beodegradation patters in sol,

The effect of different factoes on the dissipation of K- arsd S-pulegone i nor-autocaved
soil 2 was also assessed (Supplementary Materials, Figure S1) The intial concentration, soil
waler content, temperature, and serabion all affected the dissapation rate. The effects were
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similar on both enantiomers, with a reduced dissipation rate at hegher initial enantiomer
concentration, at very high (40%), oe limited {10%) soil humidity, and at low temperature
{4 °C}, probably reflecting the effect of these parameters on the activity of the soil microbial
degraders. For example, under incubation conditions of 25 "C and 30%% ol water content
insealed tubes, 3 days after treatment the residixs of R- and S-pulegone applied at 5 mg kg
to the soil had become veghigible. In comtrast, they memained close to 0% of the amount
initially added when the appBeation dose was increased to 20 mg enantiomwer / kg soil, o
25% when the =ail water content was mcreased to 40%, and to 100 when the temperature
was reduced to 4 “C (Supplementary Materials, Figure 51). Intervstingly, a compartison
of thwe lissipation patterns of S- and R-pulegone in open versus hecetically closed tubes
reveabed sigrabcantly higher losses of both enantiomers in the open tubes (Supplementary
Materials, Figure S1). After 24 b, for example, Josses increased from 107 i sealed tubes to
4% i open tubes. YWe attributed thes effect %o volatilization, which is known 0 represent a
major disscpation reate for manaterpenes in the envirenment §45,44].

2.3, Petri Drsh Phiytedonihy Tests

The wsults obtalned in the phyvtotoxicity tests of R- and S-pulegone to Lactucs sadim,
Erwca sation, and Hordewm vidlgare conducted in Petri dishes are summanzed in Table 2
The dose-response curves for the effect of each enantiomer on germination, reot length,
and shoot blomass of each plant species are detalled in Figure 52 of the Supplementary
Materiaks. We observed that the phytotosiaty of pubegone and ity enanticseoctivity wis
species-dependent. For all germination and growth paramwters studied, 1Cs) vidues in-
creased in the oeder: Lactwon sotive < Honfaum indgene < Enica siation for both enantiomens
{Tabke 2), Evvca sotivn was the [east sensitive species 1o R- and S-pulegone and displayed a
characteristic hormetic response, by which R- and S-pulegone at concentrations arosind
100 g /L stimulated the root growth (Supplementary Matedials, Bgure 52) [47.45). Thas
effect was rot observed for Laclacn satien or Hordeun tidyare (Supplementary Matenals,
Figure 52). On the other hand, the S.enantiomer of pulegone was noticeably more phyto
toxie than the R-enantiomer to Lachiees sating but pot to the other two species. The lowest
s was observed for the effect of S-pulegone on thw shoot bicenass of Lictuet safiey,
ICx = 11 mg/L, a value 3 and X0 times lower than those obtained for Hordewnr owlgore
and Eruar satio, mspectively (Table 2). The activity of menoterpenss has previously boen
roported 1o be speciesselective, even within the same family or genss [24], and enantiomer-
sedective phytotoxic eHects have been cbserved for other chiral moaoterpenes, such as
carvone and citroredlal [26).

Table 2. Inhibitoey concentrations (1) of R pulegooe and Spukegone required bo reduce germing.
tican, rout bevggth, dnad sboot Bosnase of Lactum satioe, Himbeaw sulpane, and Eruce sefiog 1o 500 aftez
5 days of exposure o Petri dishes,

€3 Garmlration (mE/LY 1€ Rt Lergs tmg/Lh (LR YS— T ]
R-Pulegoae S-Pulegone R-Pulegone SPualegone RPulegone S-Pulegone

Lactwcn stioa
Harden eulgare
Ernca sadien

W1 742 1 542 1n=1
429 o617 ¥x7 B+ Nt
M21 e LN - - /e 5617
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2.4, Sod Bionssay: Effect of Olaate-Madified Hydrdalcite as a Sedl Lnproexr

Based on the results of the bicassay conducted in Petni dishes, the S.enantiomer of
pudegone and Lactucn satiog were selected as the best system o observe phy totoxic effects
under soil conditions. The resalts of the phytotoxicity tests conducted with S-pulegone
applied to spil Zata dose of 12 kg /ha are summarized in Figure 4. Considering the water
content of the soil during the broassay (307}, an apphication dose of 12 kg /ha corresponded
to an initial aqueous concentration of 400 mg /L, Le., the highest concentration tested in
the Petri dish bivassay (Supplementary Materials, Figure S2). This concentration was 20 to
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40 timwes greater than the 10 values measuned for S-pulegone on geemination and seedhing
growth parameters of Lacluo saticg in the Petri dish bicassay (Table 2).

W U noovered soil 2 {conlia)
B e et w0l oo L penegore
B Covered st 2 (cotrai}

W Covered sl 2 + § pulegone

120 -

100 <
B0 -
50
40 4
20 -
0

Germnation Root length  Aerial bomass

Percent of control (%)

Figwre 4. Effect of Spulegone apphed at 12 kg/ha on germmation, root Jength, and aenial bromas of
Loachua et sown in pots Bled with soil 2. The clfect of covering the soil pols with plastic filns
to reduce volattlization losses of S-pulegone & shown I the graphe. Emor baes correspond to the
stundasnd errors of triplicale meisurements

Figure 4 shows that the phytotaxicity of S-pulegone under soil conditions decnssed
drastically compared to that observed in the Petri dish study. Applied to soil pots, S-pulegone
did not affect the germmation or root grow th of Lactuce sative, ard meduced cnly slightly
the emerged seadling serial biomass. According to the distribution coefficients reported in
Table 1, adsorplicn was expected to reduce the bloavallable concentration of S-pulegone
in the s0il's aqueous phase from 400 to 200 mg /L, & value still well above thwe 1Cgy of
Squbegone ons Lac fuce setavt germination and sevdling grovwth (ICs; = 11-19 mye/ L, Table 23
We concluded that rapid bicdegradation and volatilizabon losses (Rigures 3 and St) drasti-
cally reduced the phytotoxicity of S-pulegone applied to the soil, The effect of volatilizaben
wirs evidenoed by the finding that covering the soal pots with plastic filos led o a significant
increase in phytotoxicity (Figure ).

On the assumption that a reduction in the brodegradation and volatilizatson Josses of
Spulegone could lead to a better expression of its phytotoxicity, we assayed the addibon of
a highly adsorptive organoclay material (OHT) as a strategy to stabilize the monoterpene in
the zoil through an enhancemsnt in the adsorption process, Organically modified clays aro
knonvt to be very good adsorbents of organic compounds [49] and bave previously been
successtully appliod 10 increase the soil persistence of allelochemicals by protecting them
from rapid leaching and degradation losses [50,51 ] OHT was selected hetw for displaying
a particularly high affinity for pulegone compared o similar organodays (Supplementary
Materials, Figure S3). The Ky vahue of pulegone on OHT (K « 525 L/kg, Figure 1) was three
orders of magnitude greater than that on soil 2 (Kg = 032 L/ kg, Table 1), whereby being
applied at 1%, the material was expected 1o produce a 16-fold increase in the adsorption
(K4) of pulegone by the soil Figure 5 shows that the addition of OHT indeed reduced the
biodegradation and volatilization losses of S-pulegone in sodl 2, and Figure 6 shows how
this resulted in an enhancad expression of its phytotoxicity in the scel.
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Figure 6. ESext of S-pulegone applied at 12 kg /ha oo germunation, root kength, and aerb! boeass of
Loctum sitas somn m norrcovered pots flled with unamended and OH T-amended soii 2. Emor bars
varfespoend 1o the standard erroes of tplicate measurrsenls.

3. Materials and Methods
31 Palegure, Soits, Moty Sort Consdituenly, and Adsortern Muferinl
R-and S-palegone (Figure 1) werne purchased as erantiopume compounds (purity > 98'%)
from Merck (Madtid, Spain). Pulegome enantiomers bave a molecular mss of 1522, a vapor
pressure of 17 Pa at 25 "C [52], and a water solubdlity close to 00 mg /1. [27]. The racemic
(rac) aguecns solutions of pulegone used in the adsarption and dissipation ¢xperiments
wore obtained by diluting & stock rac-pulagone aguoeoss 2ol ution comtaining 200 mg/ L of
each enantiomer. The enantiopure pulegone aqueous solutions used in the bicassays were
obtained froen 400 mg /L individual stock solutions of R- or S-pulegone prepared in water.
Eight sodl samples from southemn Spain were sefected for the study. All of them were
collected from a 0-20 cm il depth. Once in the lab, the scil samples were airdried, sieved
(2mm}, and keptat 47°C until used. Their main propertios are included in Table |, The texture
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of the soil samples was determuned by the hydrometer method [53], their carbonabe content
by the pressure Grlcimeter method |54, and their organic carbon content by dichromate
oxidation [55]. The pH values were measured in d g 10 ml soil: water durries.

The model soil constituents used were theee phyllosilicates (SWy-2 montmortllonie,
IMe-1 illite, and KGa-2 kaolinite), o two-line ferrihydrite (Ferrih), and two humic acids
(HA-acid form and HA-sodium salt}. The phyllosilicates were supplied by The Clay
Minerals Society (CMS, Chantilly, VA, USA) atd their propertses are available at the CMS
webpage [56]. The two-lime ferrihydrite was prepared by precipitating a Fe(NO; )z solution
with NaOH, as described in Cruz-Guzmin et al [57) The humic acid samples were
provided by Merck (Spam) and had organic carben contents of 411" (HA-acid form) and
33.5% (HA-sodium salt),

The adsorbent material wsed as a soil modifier was an oleate-modified hydrotakeite
(OHT), prepared by the reconstruction method commonly employed o obtain organo-
hydrotalcites [34]. The preparation procedure is desoribad i Giamiz et al, [40] and schema-
tized in Figure S4 of the Supplementary Materials. Bricfly, S0 g of commercial hydrotalcite
(ref, 652288, Morck, Spain) was heated for 2 hoat 500 °C, and then added to & solution
containing 75 5 of sodium oleate (ret. 26125, Merck, Spain} pre-dissolved in L5 Tof waler at
a temperature of 60 °C. The suspension was stirred at 80 °C for 24 h and then filtered to
recover the OHT solid sample. The analysis of OHT revealed a carbon content of 3.0
and a basal spacing value of 340 A (Sapplementary Materials, Figure $4).

3.2 Adsorpton-Desorption Exprrimnts

The adsorption of pulegone on the soil samples was measured in 14 mL-glass cene
trifuge tubes by equidibrating m an end-over-end shaker (24 h) 3 5 of sold with SmL of a
racemic solution of pulegone containing 1 mg/L of each enantiomer. In order to avoid
biodegradation losses of pulegone, the solls were pre-autoclaved three times at 1217 C and
200 kPa for 20 mun before the expennment (Y] After equilibration, the tubes were centrifuged
(15 min at 2000 g} and 6 mE of the supernatant solubons were emoved, stabilized with
methanol (6mL), filtered (GHP Acrodise, 0.45 pm, Pall Corp. Madrid, Spain), and ana-
lyzed by HPLC to determane the indivadual concentrations of R-pulegone and S-pulegone
rermaining in solution The amount of each enantiomes adsorbed by the soil was caleulated
from the difference between its initial and final concentration in solution. Control sofutions
(witheat soil) indicated that losses of the monoterpene 42 a resall of processes other than
adsorption to the soils were negligible. The adsorption of R- and S-pulegone on the model
sodl constituents and on OHT was measured following an identical methodalogy, but using
40 g of adsorbent.

Desorption from the soils was evaluated by replacing the supernatant solution that
was removed for the adsorption analysis with § mL of methanaol, Subsequently, the tubes
were re-equilibrated by shaking (24 h), centrifuging, filtering, and the concentrations of R-
and S-pulegone in the extracts (Coq) were measured by HPLC. The amount of pulegone
desorbed was expressed as a percentage of that previously adsotbed (" Des),

3.3. Soil Dissipation Experiments

The dissipation of pulegone in selected sotls was studied through an meubation ex-
peniment conducted i 14 mE-glass centrifuge tubes, where 3 g of soll (non-auteclaved or
autoclaved, according to the conditions detailed in Section 2 2) were treated with 0.9 mL
of & solution of rac-pubegone containing 15 mg /L of each enantiomer. This yiekled an
initinl (R+45) pulegone concentration in soil of ¥ mg/ kg and a soil humidity of 30%, Inde-
pendent triplicate tubes were prepared, hermetically sealed, and incubated at 25 £ 1 °C
in the datk to be removed from the incubator at selected times, Immediately after being
removed, the tubes were frozen for subseguent extraction. For extraction, each tube was
treated with methanol (B mL), shaken for 24 b, centrifuged (15 min at 2000 % g}, and the
supematant was filtered and analyvzed by HIFLC to determine the concentrabion of R-
pulegone and S-pulegone. This extraction procedum yielded ecoveries >%% for the tested
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soils. For soil 2, we also evaluated the influenae of the initial concentration of racpulegome
2, 9, or 40 mg/kg soil), the soil water content {4, 20, 10), temperature/ setation
(1 "C/mon-aerated, 25 "C/non-aemted, 25 "C/aerated), and the additton of OHT at a
rate of 1% om the palegone enantiomer s’ dissipation patteme. The methodology used for
these treatments is detailed in the Supplementary Materials (Teat S1)

3.4, Bioassnys

We first compared the phytotoxsaty of R- and Spulegane to two dicot {Lactucr sating
and Erwca satiew), and one monocot (Hordewme owlgare) plant species, using a bioassay
conducted in 9 an-diameter Petn dishes. Each Petn dish contained one layer of filter
paper as a support, 12 seeds of the dicots, or 9 seeds of the monooot, supplied by Vilmorin
{France), and 6 mlL of an enanticpure agueous solution of R- ar S-pulegone at concentrations
between 0 (control) and 400 mg/ L Each treatment was conducted in triplicate Petrd dishes,
which were hermetically sealed and incubated in a germinatsion chamber 21 25 £ 2°C,
70 -+ 1% humidity, and 16:8-h light: dark photopenod. After 5 days, we measured the
number of germinated seeds, the radicle kength for each seed, and the sheot biomass for
each Petri dish, and expressed them as a peraent of the values cbtained for the control.

Bazed on the results obtained in the phytotoxicity tests conducted in Petri dishes, the
Senantiomer of pulegene and Lachiucs safizn were selected as an optimum system to assess
the phytotoxic activity of pulegone under soil conditions, as well as its charges by the
addition of OHT as a soil modifier. The sail bicassay was conducted in plastic pots (60 cm’)
containing 3 g of sea sand under a kayer of 20 g of soll 2, either unamended or amended
with 0.2 g of OHT. Triplicate s0il pots were treated with 6 mL of o 400 mg /L solution of
S-pulegone, to give an Spadegone application dose of 12 kg/ha and a soil water content
of 3G, Controls consisted of toplicates of unamended- or amended-soil pots treated
identically, but without S-pulegone. Immediately after the application of the S-palegone
solution {or 6 mL of waler for the controls), 12 seeds of Lactua safive were homogeneoasly
distobuted on the soil surface and the pots were incubated in the germination chamber
for 7 days. During the experinment, the soll moksture content was re-adjusted daily to the
value of 3P, At t =7 days, the number of germinated seeds, and their root length and
aerin] Biomass, were measured and expressed as a percentage of the values obtained for
the control pots.

15, Anatysis of Pulegone

The analysis of pulegone was carried out by HPLC using a Chiralpak IG column
of 150 mm length and 4.6 mm intemal diameter packed with amylose tris(3-chloro-5-
methylphenylcarbamate) as a stationary phase (5 um particle size), which allowed us to
tesolve the R and S enantiomers, The mobile phase was 5050 (n2) water: acetonitrile al a
flow rate of 1 mL /min and quantification was carried out from the absorbance at 251 nm.
Four standard solutions of rac-pubegone containing individual enanticamer concentrations
between 0.1 and 6 mg/L in 50050 (0] water: methanol as a solvent were used to obtain
separate calibration carves for e R- and S-enantiomer s of pulegone. The order of elution
was elucidated by injecting enantiopure solutions of R-pulegone and 5-pulegone under
Identical chromategraphsc conditions, which showed a retention time of 8.3 min for the
R-emantiomer and 9.1 min for the S-enanticener (Supplementary Materiols, Pigure 55).

3.6 Dwle Treg ot
The adsorption distribution coefficsents, K, for pulegone (R+S) on the soils, model
soil constituents, and OHT were determined as:

C
P (n

where Oy (mg/L) corresponded to the total (R+5) concentration of pulegone in solution
after equilibration and C, 4 tme/kg) to the total amount (R45) of pulegone adsorbed,
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To assess the possibility of prefesen tial adsorption of ane erantiomer over the other, the
fraction of R-enantiomer (EF) in the equilibrated solutions was compared with that of the
inatial rac-pulegone solution (EF = 0.5) using the expression [55]:

C {R)
Cu](Rl+Cn](S]

where Coy(R) and C,4(S) were the aqueous concentrations of R-pulegone and S-pulegone,
respectively, Values of EF # 05 would indicate the predomimance of one epantiomer over
the other in the agqueuis physe after equilibraton, and lence adsorption enantioselectivity,
Based an the dissipation patterns obtained for R- and S-pulegone in the soils, &uipa-
tion data were fit by the sigmoidal three-parameter equation available in SigmaPlot (v. 145,
Berlin, Germany ) for Windows: c
1)

1+e S
where C (mg/kg) s the concentration of R. ar S-pulegone in soil at time ¢ (days). DTz,
(days) is the time required for the concentraticon of R- or S-pulegone to deorvase to half of
their inibial concentration (Cy), and b defines the shape of the sigmoidal fit [,

In the Petrl dish bloassays, the threeparameter log-logistic eguation of Sigma Plot
14.5 for Windows was used to perform a curve fit to the experimental data and to obtain
the concentration of R- and S-pulegone needed to reduoe the number of germinated seeds,
radicle lengths, or shoot biomass to 50% of the control {1Cy):

a
ST T @

tieP

2)

C= %))

whene v and a represent the germinated seeds, radiche length, or shoot bivenass (% of the
control) ata specific concentration (x) of R- or S-palegome img,/ L) and at x = (, rspectively [#)],
Standard errors were employed o express variability among replicates, Bioassay
data were subjected 1o one-way ANOVA and subsequent post hoe tests (Tukey”s HSD) for
pairwise comparison between treatments. Significant differences were established at 95%
confidence kevel,

4 Conclusions

At the macroscopic scale at which it was evaluated by the batch equilibration proce-
dur, the adserption of R- and S-pulegone by the sails and model soil constituents selocted
for the present stixdy was a non-enantiasedctive process invelving weak Interaction mech-
anms Even though R- and S-pulegone displayed greater affinity for pune onganic soil
constituents than for mineral caes, the minerals present i the fine {silt/day | fraction of the
tested soils appeared to contnbute significantly to the adsorption process, probably because
of the low ergani matter content of the soils, According to the sodl Ka (031-1.31 L/kg) and
Koo (53-147 L/kg) values oblained, pubegone enantiomers can be classified a5 high o very
high mobike compounds [61].

Onee in the soil, R- and S-pulegone are expected to suffer rapid volatilization and
microbial-mediated degradation Josses rather than chemical degradation reactions. Soil
biodegradation patterns strongly indscated the uhlization of both enanbomiers as en-
ergy and carbon sources by soll microorgganisms. Although both R- and S-pulegone de-
graded quickly in all soils, the R-enantiomer appeated to be degraded even faster than the
S-enantiomer in some seils, parbouardy in acid soals.

Under Petri-dish conditions, the phytotoxicity of pulegene and its enantiosedectivity
o different plants (Lactecs saticst, Hordewm valgare, and Eraca satin) was species-dependent.
Lactwan safios was the most sensitive species to pulsgone enantiomess and displayed higher
suscoptibility to the S- than to the Renantiomwer. Soll bloassays showed that biedegradation
and volatilizaton losses are likely to reduve considerably the phytotoicity of S-pulegone
under fiedd condiions. However, enhancing the adsorption of S-pulegone through the
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addition of a highly adsorptive organoday succeeded to reduce the biodegradation and
volatitization losses and Increase the activity of S-pulegone in sall, Stabilization by thelr
adsorption oa suitable matrives may represent a promising tood to increase the bicactivity
of monoterpenes in soil and could allow taking better advantage of their activities in their
use as ecofriendly surrogates for synthehc pesticldes

Supplementary Malerals The following supporting inforsation can be downloaded s b 7/
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Text S1. Description of the different treatments conducted to assess the effect of the
application rate, soil water content, temperature/aeration, and the addition of OHT on the

dissipation of pulegone enantiomersin non-sterilized soil 2.

i) Application rate: Triplicate samples of 3 g of soil were spiked with 0.9 mL of an agqueous
solution of rac-pulegone at different concentrations (6, 30, or 150 mg L) to give application
rates of 2, 9 and 45 mg kg™ soil and asoil water content of 30%. The sampleswereincubated
in closed tubes at 25 °C for 4 days.

ii) Soil water content: Triplicate samples of 3 g of soil were spiked with 0.3 mL of a 90 mg
L* aqueous solution of rac-pulegone plus 0, 0.6 or 0.9 mL of water, to reach arac-pulegone
application rate of 9 mg kg and soil water contents of 10, 30, or 40%, respectively. The
samples were incubated in closed tubes at 25 °C for 4 days.

iii) Temperature/aeration: Triplicate samples of 3 g of soil were spiked with 0.9 mL of a30
mg L agueous solution of rac-pulegone to give an application rate of 9 mg kg soil and a
water content of 30%. The samples were incubated in closed tubes at 4°C, closed tubes at
25°C, or open tubes at 25°C for 4 days. For the open tube-treatment the soil water content
was re-adjusted daily to the initial value of 30%.

iv) Addition of OHT: Triplicate samples of 1 g of soil, either unamended or amended with
10 mg of OHT, were spiked with 0.3 mL of a 150 mg L™ aqueous solution of rac-pulegone.
The samples were incubated either in closed or open tubes at 25°C for 4 days.

For al treatments, independent triplicate tubes were taken from the incubator at selected

times (t= 0, 1, 2, 3, and 4 days), and frozen for subsequent extraction as described in the

main text.
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Table S1. Pearson correlation coefficients (r) between the pulegone K4 values on the soils
(n = 8) and relevant soil properties. Statistically significant (P < 0.05) correlations are

highlighted in bold.

Soil Pearson correlation P value
property coefficient (r)
Sand -0.766 0.027
Silt 0.468 0.242
Clay 0.690 0.058
CaCO3 0.388 0.342
oC 0.735 0.038
pH -0.168 0.690
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Figure S1. Effect of the application rate, soil water content, and temperature/aeration on the
dissipation of R- and S-pulegone in soil 2. The different treatments are described in detail in

Supplementary Text S1.
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Figure S2. Dose-response curves of R- and S-pulegone on germination, root length, and
shoot biomass of three plant species obtained in Petri dishes after 5 days. Symbols represent
experimental percentages compared to the control, whereas lines are the log-logistic 3-
parameter fits.
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Figure S3. Distribution coefficients for rac-pulegone on different organoclays. SA-HDTMA:
Arizona montmorillonite modified with hexadecyltrimethylammonium cations (lab-
synthesized); Cloisite 10A: montmorillonite modified with dimethyl, benzyl, hydrogenated
akyl tallow quaternary ammonium cations (commercial); OHT: Oleate-modified hydrotalcite
(lab synthesized). M easurements were conducted at an initial rac-pulegone concentration of 2
mg/l and an adsorbent to solution ratio of 40 mg:8 ml. Error bars denote standard errors of

triplicates.
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Figure $4. Schematic representation of the reactions leading to the formation of the ol eate-

modified hydrotal cite sample (OHT).
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i R-pulegone

| S-pulegone

Figure S5. Chromatogram of a standard solution of rac-pulegone containing each enantiomer

at a concentration of 1 mg/l in 50:50 methanol:water as a solvent.
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V1. Conclusiones

L osresultados obtenidos en lapresente Tesis Doctora permiten establecer las siguientes

conclusiones:

1 La expresion de lafitotoxicidad de escopol etina en suel os depende en gran medida de
lainfluencia que las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas de los mismos gercen en la
adsorcion y persistenciadel compuesto, que determinan su biodisponibilidad. En particular, la
expresion de la fitotoxicidad de escopoletina se favorece en suelos acidos, en los que una
adsorcion reversible contribuye a aumentar la persistencia de compuesto y, a la vez, a
mantener concentraciones moderadas del mismo aniveles suficientes paragercer su actividad

biologica.

2. La adicién de enmiendas organicas y organoarcillas puede usarse para modificar la
adsorcion y persistencia de los compuestos aelopéticos en € suelo. Diversos residuos de
admazaras y organoarcillas incrementaron significativamente |a adsorcidn de escopoletina en
un suelo acalino y dicho incremento, junto acambios en la actividad microbiana, prolongaron

lapersistenciadel compuesto, mejorando la expresion de su actividad fitotoxica.

3. Lagranulacién de la organoarcilla comercia Cloisite 10A y la posterior adsorcion de
escopol etina alos grénul os preparados protegié a compuesto de su répida biodegradacion en
suelos, tanto en condiciones de laboratorio como de campo. La preadsorcion de escopoletina
a los grénulos antes de su aplicacion maximizé la proteccion del compuesto aelopético,
favoreciendo la expresion de su fitotoxicidad. El uso de organoarcillas granuladas como
soportes puede ser, por tanto, una buena estrategia de formulacion para aumentar la

persistenciay bioactividad de los compuestos a el opéticos en € suelo.

4. L os estudi os enanti osel ectivos realizados con € monoterpeno pul egonaindican que su
adsorcién en suelos es un proceso no enantioselectivo, mientras que su biodegradacion y
fitotoxicidad pueden variar entre enantiomeros, dependiendo, respectivamente, del suelo y de
la planta receptora considerada. Los procesos de biodegradacion y volatilizacion llevan auna
rapida disipacion de los enantiomeros de pulegona en € suelo y ala consiguiente pérdida de
bioactividad de los mismos. Un aumento de laadsorcion através de lamodificacion del suelo

223



V1. Conclusiones

con materidles adsorbentes, como las organoarcillas, puede reducir las pérdidas por
biodegradacion y volatilizacion y aumentar la fitotoxicidad de pulegona.

Deformageneral, losresultados del presente trabajo ponen de manifiesto laimportancia
de considerar e papel que & suelo puede gercer en la biodisponibilidad de los compuestos
aelopéticos a la hora de explicar la funcionalidad de estos y de evauar la viabilidad de su
posible aplicacion como plaguicidas respetuosos con € medioambiente. También ponen de
manifiesto que la eleccion de los escenarios edafoclimaticos de aplicacion, la posible
modificacion del sudlo através de la adicion de enmiendas y € desarrollo de formulaciones
adecuadas pueden llevar a un mejor aprovechamiento de la actividad de los compuestos
alelopaticosatravés de unamejorade su biodisponibilidad. Laintegracion de estas estrategias
podriallevar aescenarios en los que la actividad de los compuestos al el opaticos pudiera dar
resultados méas satisfactorios en su uso como aternativas fitosanitarias respetuosas con €l
medio ambiente, superando algunas de las limitaciones que a menudo se asocian a uso de

compuestos naturales con dichafinalidad.
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