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ABSTRACT

Title: Some studies on allelopathy of
Rumex crispus L. and Polygonum
segetum HBK., in Colombia

Curly dock (Rumex crispus, ‘lengua de vaca’)
and smartweed (Polygonum segetum, ‘gualo-
la’), are two common weed species that grow
in subtropical areas of the world, where cause
great losses in crops and grasslands due to
their aggressiveness. In Colombia they are
found on lands over 2000 m.o.s.l., and as they
propagate by both, sexual and vegetative
ways, it is very difficult to manage them. Se-
veral experiments were carried out in order
to standardize the extraction methods, iden-
tify the extracts due to secondary metabolism
from plants of Rumex and Polygonum, and
evaluate the effects of such compounds over
the germination and development of various
species of plants. It was possible, through
bioassays, to establish that watery extracts
from the leaves and the roots contain allelo-
pathic substances that increase the competiti-
ve ability of these weed species. On the other
hand, qualitative analyses allowed identifying
several allelopathic compounds like flavo-
noids. Initial bioassays were conducted over
three groups of plants of R. crispus through
experiments with ethanolic extracts and colo-
red tests that confirmed the presence of fla-
vonoids, terpenes, sesquiterpenlactones, qui-
nones, alcaloids, glycosides and cumarines in
plants of smartweed in those three growth
states. Chalcones, aurones and flavonoles we-
re detected as well as antraquinone and ter-
pene glucosides, but not so, alcaloides. These
results could become useful for advancing
studies since they amplify the knowledge
about allelopathic substances of these weed
species, and show their potential use in mana-
ging plant-weed relation programs.

Key Words: Allelopathy, secondary
metabolism, flavonoids, terpens,
sesquiterpens, cell suspension.
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Algunos estudios de alelopatia de Rumex crispus
L.y Polygonum segetum HBK., en Colombia

RESUMEN

La lengua de vaca (Rumex crispus L.) y la gualola (Polygonum segetum HBK.), son es-
pecies de malezas comunes que crecen en las dreas subtropicales del mundo donde
ocasionan grandes pérdidas en cosechas y praderas debido a su agresividad. En Colom-
bia se encuentran en zonas ubicadas por encima de los 2000 msnm, y son muy dificiles
de manejar por su alta competitividad y gran habilidad para propagarse, tanto sexual
como vegetativamente; a menudo crecen solas en un campo gracias a su capacidad pa-
ra prevalecer sobre otras especies de plantas. Con el fin de estandarizar una metodo-
logia para la extraccion e identificacién de algunas sustancias provenientes del meta-
bolismo secundario de las dos especies citadas, se realizaron experimentos para eva-
luar el efecto de tales compuestos sobre la geminacién y desarrollo de especies agrico-
las. A través de bioensayos se establecié que los extractos acuosos de hojas y raices
contenian varias sustancias alelopéticas: flavonoides, 5-deoxiflavonas, 7-8-dihidroflavo-
nonas y 4cidos ferulico, caféico y sindpico. Los extractos etandlicos de plantulas de Ru-
mex crispus, en tres estados de crecimiento, permitieron confirmar la presencia de fla-
vonoides, terpenos, sesquiterpenlactonas, quinonas, glicdsidos y cumarinas, pero no de
alcaloides. Por otra parte, mediante la utilizacién de células de Rumex crispus en sus-
pension, se logré aumentar la produccién de flavonoides. El conocimiento de la efica-
cia de las sustancias alelopédticas de estas especies y su uso potencial puede llegar a ser
de gran utilidad en programas de manejo de las relaciones planta-planta.

Palabras claves: Alelopatia, metabolismo secundario, flavonoides, terpenos, sesquiter-
penos, células en suspension.

INTRODUCCION

EN LAS COMUNIDADES VEGETALES
algunas especies regulan a otras produ-
ciendo o liberando repelentes, atrayen-
tes, estimulantes o inhibidores quimicos,
fenémeno que se ha clasificado dentro
del concepto de ‘ecologia quimica’. En
este amplio espectro, la alelopatia se
ocupa de las relaciones planta-planta y
planta-microorganismo (Rice, 1984). El
estudio de este grupo de compuestos se
inici6 cuando la quimica organica descu-
brié su valor como medicamentos, vene-
nos, saborizantes de alimentos y materias
primas para la industria. (Putnam vy
Cung, 1986). Asi, en diferentes especies
de plantas se producen diferentes meta-
bolitos secundarios, aunque es frecuente
encontrar en una misma planta diversas
mezclas de estas sustancias. Estas combi-
naciones varian en su composiciéon y
abundancia en las diversas células, teji-

dos y 6rganos de la planta, y se modifican
con la edad de los mismos y con las con-
diciones ambientales (Anaya, 1989;
Olofsdotter, 2001).

El efecto de la interferencia entre es-
pecies no sélo se debe a una interaccion
competitiva, sino ademads, a la presencia
de inhibidores. En los agroecosistemas, la
colonizacién o distribucién de las espe-
cies indeseables obedece en muchos ca-
sos a un proceso quimico que ocurre de
manera amplia en comunidades natura-
les y, en parte, es responsable de la distri-
bucién o densidad de muchas especies
(Risvi y Risvi, 1992). Estudios previos
realizados con Rumex crispus 'y Polygo-
num segetum indican que dichas especies
tienen propiedades alelopdticas que
inhiben o estimulan el crecimiento de
una planta mediante la produccién de
sustancias quimicas (Putnam y Cung,
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1986). De otra parte, los productos de
origen vegetal poseen un amplio poten-
cial de uso como plaguicidas, en algunos
casos son muy especificos como ocurre
con el ajenjo y con Tagetes patula. Las
propiedades alelopaticas de una especie
pueden ser manipuladas en el laborato-
rio, utilizando el cultivo in vitro, merced
al aumento en la cantidad de los metabo-
litos secundarios responsables de la ale-
lopatia (Ahmed et al., 1990).

Teniendo en cuenta lo anterior, los
objetivos principales de los experimentos
realizados se centraron en determinar
por medio de bioensayos si Rumex cris-
pus 'y Polygonum segetum presentan pro-
piedades alelopaticas y si sus principios
alelopéticos ejercen efecto sobre el creci-
miento de especies cultivables; asi mis-
mo, identificar algunas de las sustancias
con potencial alelopdtico procedentes
del metabolismo secundario de las espe-
cies R. crispus,y P. segetum en tres esta-
dos de su crecimiento, y cultivar callos y
células en suspension de R. crispus para
aumentar la producciéon de metabolitos
secundarios.

Materiales y métodos
Determinacion de la actividad alelopdtica
de Rumex crispus y Polygonum segetum

Los extractos se obtuvieron de plan-
tas de R. crispus y P. segetum colectadas
en estado adulto de los campos del Cen-
tro de Investigacion Tibaitatd de COR-
POICA, ubicado en el Municipio de Mos-
quera, Cundinamarca (Colombia), a una
altura de 2.643 msnm, con 12,9°C de tem-
peratura promedio, humedad relativa de
78% y precipitacion 649,8 mm.

Las partes de las plantas, hojas y tallos
se colocaron en un agitador Eberbach®
durante ocho horas y se filtraron, el pH
se ajustd a 6.0 de acuerdo con la metodo-
logia de Einhelling y Rasmussen (1973).
Con el fin de evitar el efecto de la pre-
sién osmdtica sobre la germinacidn, se
realiz6 un ensayo de tolerancia a dicha
presién en experimentos de germinacién
empleando como indicador el manitol.
Se utilizaron semillas de trigo, arveja, ra-
bano, coliflor, repollo, pepino, frijol y re-
molacha como indicadoras, material que
fue utilizado luego en nueve experimen-
tos.

Por su parte, los bioensayos de germi-
nacién y crecimiento se realizaron bajo
condiciones controladas, utilizando un
germinador Conviron® con 12 horas de
luz y 12 de oscuridad, 17°C de tempera-
tura y una humedad de 70%, durante cin-
co dias, al cabo de los cuales se midié la
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germinacién, y posteriormente, la longi-
tud del tallo y de la raiz; utilizando para
el proceso un disefio completamente al
azar con cuatro repeticiones.

Para determinar la naturaleza quimi-
ca de las sustancias presentes se emplea-
ron fracciones de etanol, acetona y éter
de petrdleo a partir de las hojas y raices
de lengua de vaca y gualola (Ahmed et
al., 1990), y se extrajeron 50 gramos de
material fresco con 500 ml de etanol al
70%. A 100 ml del extracto se afiadieron
100 ml de acetona, la mezcla se agitd
fuertemente y se dejé 10 minutos en re-
poso para que ocurriera la separacién de
las dos fracciones. La fraccién acetdnica
se mezclo luego con 100 ml de éter de pe-
tréleo y se repitid el procedimiento ante-
rior.

Estas fracciones fueron aplicadas so-
bre papel de filtro, y una vez evaporados
los solventes, se hicieron pruebas de ger-
minacién, crecimiento y velocidad de
germinacion; posteriormente se realiza-
ron las pruebas de Dragendorff y Mayor
para alcaloides, espuma para saponinas,
cloruro férrico y Shinoda para flavonoi-
des, antrona para glicésidos y Lieber-
man-Buchard, Salkwoski e hidroxamato
férrico para terpenos y esteroides (Har-
borne, 1984). Finalmente, se realizaron
pruebas de cromatografia ascendente y
bidimensional en papel para separar e
identificar los compuestos presentes en
los extractos acuosos.

Identificacién de algunas sustancias ale-
lopaticas en tres estados de crecimiento de
R. crispus

Para el efecto, se extrajeron los alelo-
quimicos de 1.000 gramos de plantas de
Rumex crispus en tres estados de creci-
miento: plantas pequefas (10-15 cm de
altura), medianas (20-25 cm de altura), y
adultas (30-50 cm de altura, en flora-
cién), con etanol al 70%. Como indica-
doras de los bioensayos se utilizaron se-
millas de rdbano; simultdneamente se pe-
saron 100 gramos de material vegetal
fresco, se diluyeron con 100 ml de etanol
al 70% y se agitaron durante ocho horas,
luego se filtraron y concentraron en un
liofilizador. También se hicieron pruebas
de germinacién y crecimiento siguiendo
la misma metodologia descrita en el pri-
mer experimento.

Con el fin de identificar el grupo de
compuestos al que pertenecian las sus-
tancias que causaban el efecto sobre las
plantas, se realizaron reacciones colori-
das para detectar alcaloides, cumarinas,
flavonoides, glicésidos, quinonas, sesqui-

terpenlactonas, lactonas y terpenos. Una
vez identificados los grupos a los que
pertenecian los aleloquimicos, se proce-
di6 al fraccionamiento del extracto eta-
nélico, usando como solventes bencina
de petréleo y acetato de etilo. Las frac-
ciones resultantes fueron sometidas a
cromatografia de capa delgada, utilizan-
do como reveladores cloruro de cobalto,
amoniaco, hidréxido de potasio, penta-
cloruro de antimonio, luz ultravioleta y
vapores de yodo. De otra parte, para lo-
grar la separacion y purificaciéon de los
compuestos, se empled la cromatografia
preparativa. Cada una de las fracciones
se concentrd en un rotavapor y se dejo
evaporar el solvente. Sobre estas fraccio-
nes se realizaron bioensayos de germina-
cién y crecimiento, empleando la meto-
dologia ya mencionada.

Identificaciéon de algunas sustancias
aleloquimicas en tres estados de creci-
miento de P. segetum

Se utilizaron 800 gramos de plantas
de P. segetum, en tres estados de creci-
miento correspondientes a plantas pe-
queiias, con cuatro y hasta 12 hojas, plan-
tas medianas con 15 a 25 hojas y plantas
adultas con més de 30 hojas en estado de
floracién. Se obtuvieron extractos etanoé-
licos macerando el material fresco con
nitrégeno liquido, agitado durante ocho
horas y luego liofilizado. Se realizaron
pruebas coloridas tradicionales para fla-
vonoides, esteroles, sesquiterpenlacto-
nas, quinonas, alcaloides, saponinas, cu-
marinas, taninos y glicésidos. Con los
mismos extractos se realizaron bioensa-
yos de germinacidn, crecimiento y desa-
rrollo, utilizando como indicadoras Ru-
mex crispus y rabano. Las condiciones de
los bioensayos fueron las mismas men-
cionada en los experimentos anteriores.

La identificacién de los compuestos
se realizé mediante cromatografia de co-
lumna (CC), con didmetro de 2,9 y 50 cm
de largo, y una fase estacionaria de silica
gel G de 60 a 200 mesh especifica para
CC. A fin de empacar las columnas con
los diferentes extractos, se inicié con el
solvente de mads baja polaridad, de
acuerdo con la escala eulotrépica, con
los solventes bencina, diclorometano,
cloroformo, acetato de etilo, acetona,
etanol, agua y acido acético glacial, y de
capa delgada. A su vez, con el fin de
identificar cualitativamente los com-
puestos con potencial alelopdtico, se uti-
lizaron placas con dimensiones de 5 cm x
12 cm y 6 cm x 15 cm, cubiertas con sili-
ca gel tipo H60; mediante reveladores no
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destructivos y destructivos, se observé
una gran variedad de colores que permi-
tieron hacer una aproximacion a los posi-
bles compuestos de la planta, y con el uso
de solventes diferentes y otros reve-
ladores, se identificé el grupo al que
pertenecian las sustancias aleloquimicas
de P. segetum.

Cultivo de callos y células en suspension
de R. crispus para aumentar la produc-
cion de metabolitos secundarios

Para este proceso se emplearon frac-
ciones de tallos, hojas y raices provenien-
tes de pldntulas de cinco centimetros, ob-
tenidas por propagacién sexual de R.
crispus. Las fracciones de Organos se
sembraron en medio semisélido con las
hormonas estimuladoras de la produc-
ciéon de callos, acido naftalen-acético
(ANA) a una concentracién de 2 miligra-
mos por litro y kinetina (4 mg/ 1'1), (Flo-
res y Medina, 1995). Todo el material se
mantuvo en el cuarto de crecimiento a
26°C, con un fotoperiodo de 24 horas luz
y humedad relativa de 50 a 55%. A los
cuatro meses se obtuvo una gran produc-
cién de callos y, ante el inicio de la foto-
sintesis —con el fin de obtener prolifera-
cién de células—, dicha produccién se pa-
s6 a un medio semisdlido con dcido indol
acético y 6-benzil-aminopurina. A medi-
da que proliferaban los callos en el me-
dio, se cambiaron a un medio liquido con
ANA vy kinetina, agitdndolos durante 24
horas con el objeto de que las células em-
briogénicas en suspension se fueran des-
prendiendo del callo; cada dos semanas
se cambid el medio. Asi, se obtuvieron
dos muestras: las células embriogénicas y
el callo que sirvié para la produccién de
nuevas células. El medio utilizado para la
produccién de células embriogénicas fue
el mismo empleado para las pruebas co-
loridas sobre las cuales se realizé la iden-
tificacion de los metabolitos secundarios
mediante las siguientes pruebas: amonia-
co, Shinoda, écido sulftrico y acido clor-
hidrico para la deteccion de los flavonoi-
des; para identificar las quinonas se utili-
z6 el hidrosulfito sédico y la reaccién de
Bortrager, y para los terpenos se usé an-
hidrido acético (Liberman-Burchard y
Salkwoski). Las células en suspension se
mantuvieron constantemente en agita-
cién y luego, fue el material utilizado pa-
ra la regeneracion de las plantas, las cua-
les se colocaron en medio semisélido sin
fitohormonas en el cuarto de crecimien-
to.

Para la produccién de callos se utilizé
un disefio completamente al azar con tres

repeticiones. En las pruebas coloridas se
utilizaron cuatro repeticiones; para el
andlisis estadistico se uso una prueba de
varianza. Los trabajos se llevaron a cabo
en los Laboratorios del Programa Nacio-
nal de Ecofisiologia Vegetal y de Biotec-
nologia Agricola del Centro de Investi-
gaciones Tibaitatd, de CORPOICA, y en el
Laboratorio de Fitoquimica de la Uni-
versidad Javeriana de Bogot4.

Resultados y conclusiones
Determinacion de la actividad alelopdtica
de Rumex crispus y Polygonum segetum
Los extractos de hojas y raices Rumex
crispus 'y Polygonum segetum en una

concentracién de 0.05% ocasionaron un
efecto inhibitorio sobre la germinaciéon
del trigo, 1a coliflor y la arveja, efecto me-
dido segtn la prueba de Duncan a nivel
de 0.05%. La germinacién del repollo no
se inhibid significativamente por los ex-
tractos de hojas y raices de Polygonum
(Tablas 1y 2). Asi mismo, la velocidad de
germinacién en todas las especies se vio
reducida significativamente por los ex-
tractos de hojas y raices de Rumex cris-
pus al 0.1%, afectando principalmente al
trigo y en menor proporcién al frijol.
Por otra parte, la velocidad de germi-
nacién en todas las especies se redujo en
los extractos de hojas y raices de Rumex

Tabla 1. Efecto de los extractos acuosos sobre la germinacidn, representado como porcentaje de inhibicién

de las especies indicadoras

Rumex crispus Polygonum segetum
Hojas % Raiz % Hojas % Raiz %
Especie indicadora  Control 0.1 0.05 0.05 | 0.1 0.05 0.1 0.05
Trigo Oe* 681a 406c | 682a 332cd |563b  287d | 572b  247d
Arveja 0d 408a  222b | 380a 215b |330a 107¢ | 334a 114c
Rébano 0Ob 535a  3.0b 580a 3.0b |490a 1.0b 523a  10b
Repollo 0d 552a  200c | 550a 178c [452b  22d | 455b 1.2d
Coliflor 0c 570a  286b | 543a 279b | 46.2a 176b | 493a  199b
Pepino Oe 550a 10de | 421ab 3.0e 340bc  30e | 230cd 10e
Frijol 0c 260a  45¢ 215ab  7.5¢ 175b  25¢ 18.0ab  15¢
Remolacha 0b 289a  -12b | 265ab  -12b |249a  -44b | 238a -34b

*Los valores acompafiados con diferente letra dentro de la misma especie difieren al 0.05 % segtn la prueba de Duncan.

Tabla 2. Andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicién de la germinacién de las especies indicadoras

Fuente de variacion G.L Suma de cuadrados  Cuadrados medios  F calculado CVv.
Trigo 8 16491.055 2061.381 59.71 14.019
Arveja 8 6267.512 783.439 25.27 23.714
Rdbano 8 22790.603 2848.825 175.92 3.661
Repollo 8 17516.222 2189.527 114.85 16.155
Coliflor 8 12063.587 1507.948 29.35 2143
Pepino 8 6688.000 836.000 22.26 32.524
Frijol 8 1529.000 191.125 16.08 31.345
Remolacha 8 3564.461 445,557 7.49 73.995

Tabla 3. Efecto de los extractos acuosos sobre la velocidad de germinacién y diferencias respecto del

control con las especies indicadoras

Rumex crispus Polygonum segetum
Hojas % Raiz % Hojas % Raiz %

Especie indicadora  Control 0.1 0.05 0.1 0.05 0.1 0.05 0.1 0.05
Trigo** 0a*  70.5f 41.0d 71.2f 333cd  594e 29.4bc - 60.5e 24.4h
Arveja** 0a 433d  23.7c 39.6d 234c  344d 1170 34.5d 12.90
Rébano™* 0a 57.0c 11.2b 57.1c 11.4b 53¢ 7ab 56.4c 5.7b
Repollo™* 0a 62.3e 26.2¢ 58.8¢ 255¢  49.2d 9.9b 46 ad 5.9ab
Coliflor** 0a 65.3e 33.2¢ 585de  32.1bc  53.0d 233b  540d  24.7bc
Pepino*** 0a 63.2f 19.9¢ 53.7ef  115bc  47.0de  13.2bc 387d  8.6ab
Frijol*** 0a 33.6¢ 11.0ab  28.1c 12ab 242 6.7ab  24.2c 6.1ab
Remolacha*** 0a 34.3b 4.2a 30.5b 4.9a 29.7b 0.8a 31.5b 2.0a

*Los valores acompariados con diferente letra dentro de la misma especie difieren al 0.05 % segun la prueba de Duncan.

** Promedio de 400 semillas. *** Promedio de 200 semillas.
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Tabla 4. Andlisis de varianza para el indice de velocidad de la germinacién de las especies indicadoras

Fuente de variacion G.L Suma de cuadrados Cuadrados medios F calculado (A7
Trigo 8 2245066.222 280633 79.50 9.052
Arveja 8 1052764.000 131595.5 22.59 8314
Rabano 8 2810332.000 3512915 198.17 5.179
Repollo 8 1610537.555 201317.194 105.80 6.689
Coliflor 8 1271830.888 158978.861 47.98 9.846
Pepino 8 385956 482445 53.45 6.1234
Frijol 8 368671.111 46083.888 16.87 4737
Remolacha 8 1214476.000 151809.5 12.12 7.424
100
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80
70 B H. radicula
S 60 i
S [ ] R.radicula
E 50 .
= [l H. véstago
g 407 M r. vistago
230
20
10
O |
Trigo Arveja Rébano Pepino Remolacha
Especies

Figura 1. Ffecto de los extractos de hoja (H) y raiz (R) de Rumex sobre el crecimiento de la radicula y el

vdstago de varias especies indicadoras.

al 0.1%. Los extractos de Polygonum no
afectaron significativamente la velocidad
de germinacién (Tablas 3 y 4).

Los ensayos de crecimiento para tri-
g0, arveja, rabano, pepino y remolacha en
las tres concentraciones de los extractos
acuosos de hojas de Polygonum demos-
traron actividad inhibitoria para la longi-
tud de la radicula. Todos los extractos al
0.05% inhibieron significativamente el
crecimiento del véstago en las especies
indicadoras; asi mismo, se encontraron

diferencias altamente significativas entre
tratamientos para las especies indicado-
ras utilizadas, con excepcién de los
extractos de hojas y raiz de Polygonum al
0.01% y 0.03% sobre trigo, y en arveja
los extractos de Rumex y la raiz de
Polygonum, en concentracién del 0.01%
(Figura 1).

Las pruebas quimicas cualitativas die-
ron como resultado la presencia de va-
rios compuestos flavonoides y glicosidos
y, en especial, compuestos fendlicos que

Tabla 5. Efecto de los extractos etandlicos de R. crispus sobre el crecimiento de pléntulas de rabano

Longitud del tallo Longitud de la raiz Peso fresco
Estado Raiz Tallo Hoja Raiz Tallo Hoja Raiz Tallo Hoja
A
(10-15 cm) 39.04 59.08** 3762 | 9705 8853 50.01%*% | 2.97 531 1.83**
B
(20-25 cm) 42.42 58.87°* 4666 | 63.6 819 69.51 3.71 4.76 4.34
C
(>30cm) 31.02 33.02 30.84 | 5751 53.68** 10432 | 289 3.49 2.55
Control 36.34 36.34 36.34 | 90.27  90.27 90.27 3.73 4.02 4.40

** Diferencias significativas 0.01% seqgun la prueba de comparacion de Tukey.
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fueron las sustancias detectadas con ma-
yor frecuencia.

Los resultados biolégicos obtenidos
demostraron que las hojas de Rumex y
Polygonum poseen sustancias alelopati-
cas que pueden inhibir hasta 75% la ger-
minacién y hasta 90% el crecimiento.
Los pardmetros més sensibles fueron la
elongacién de la radicula en el rdbano y
el porcentaje de germinacion en el trigo.

La inhibicién en la germinacion y el
crecimiento de las especies indicadoras
permitié corroborar que Rumex crispus,
y Polygonum segetum, son especies libe-
radoras de sustancias alelopdticas que,
bajo la forma de compuestos fendlicos,
afectan la emergencia de las especies ad-
yacentes; asi mismo, que la inhibiciéon
puede ser causada por los acidos fertili-
co, caféico, sindpico o para-cumadrico co-
mo lo han sugerido varios autores (Rice,
1984; Putnam y Cung, 1986). Los resulta-
dos de las cromatografias coinciden con
lo obtenido por Datta y Chatterjee
(1978), en lo relacionado con la naturale-
za de los compuestos fendlicos encontra-
dos en otras especies de Polygonum.

Identificacion de algunas sustancias
alelopdticas en R. crispus en tres estados
de crecimiento

La germinacién del rdbano, utilizado
como planta indicadora, no se afecté por
el extracto etandlico de lengua de vaca
(R. crispus). Respecto del crecimiento
del tallo, se ocasion6 estimulacién cuan-
do se utilizaron extractos provenientes
de los tallos de las plantas en el primero
y segundo estados de crecimiento. El
crecimiento de la raiz sufri6 inhibiciéon
cuando las plantulas crecieron en extrac-
tos de R. crispus en el primer estado de
crecimiento y de tallo en el tercer estado.
En cuanto al peso fresco de las plantulas,
éste se vio inhibido con extractos de
hojas del primer estado de crecimiento,
mientras que se vio estimulado con
extractos de tallo en los dos primeros
estados de crecimiento. Estos resultados
indican que las sustancias extraidas con
etanol tienen efecto sobre el crecimiento
y no sobre la germinacién (Tabla 5).

Los resultados de las pruebas colori-
das mostraron que los grupos de sustan-
cias mas frecuentes en los extractos eta-
ndlicos son: flavonoides, terpenos, ses-
quiterpenlactonas, quinonas, glicésidos y
cumarinas.

En la fraccién éter de las pruebas cro-
matogréaficas se encontraron flavonoides,
terpenos, chalconas y auronas, flavonas,
quinonas y glucésidos de antraquinonas.
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Por su parte, en la fraccién acetato de eti-
lo se encontraron flavonoides, terpenos,
chalconas y auronas, flavonoides y quino-
nas; finalmente, en la fraccién cloroformo
se presentaron flavonoides, quinonas y
antraquinonas. Estos mismos grupos no
afectaron la germinacién de las semillas
de réabano, pero el crecimiento si se afec-
t6 por los grupos presentes en la fraccién
de acetato.

Los resultados obtenidos en los tres
estados de crecimiento indican que los
compuestos activos presentes pertenecen
a los grupos de flavonoides, terpenos y
quinonas. Sin embargo, la fraccién de
benzina de petréleo extrae compuestos
que se comportan de una manera estimu-
ladora, mientras que los obtenidos con
acetato de etilo y cloroformo, se compor-
tan de manera inhibitoria y se presentan
en mayor cantidad en la fraccién cloro-
formo. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por varios investigadores (Ah-
med, 1990; Datta y Chatterjee, 1978)
quienes encontraron sustancias pertene-
cientes al grupo de los flavonoides en Ru-
mex spp. y Polygonum spp., que en algu-
nos casos han sido seflaladas como agen-
tes causantes de envenenamiento del ga-
nado. En 1984, Rice aisl6 cuatro inhibido-
res de plantas de Polygonum aviculare,
tres de las cuales fueron glicésidos. Tam-
bién se encontraron en Rumex spp. glico-
sidos de antraquinona; las partes aéreas
demostraron la presencia de emodin en
forma libre o como glicésido, mientras
que crisofanol sélo se detectd en una so-
la muestra.

Identificacion de algunas sustancias alelo-
quimicas en Polygonum segetum en tres
estados de crecimiento

En las pruebas coloridas de los extrac-
tos etandlicos de P. segetum se obtuvie-
ron indicios de la presencia de los princi-
pales grupos de compuestos quimicos, los
cuales correspondian en su mayoria, du-
rante los tres estados de crecimiento, a
flavonoides, cumarinas y glicsidos, con-
firmandose asi lo encontrado por Arango
en 1997; ademads, se encontraron otros
compuestos como saponinas, terpenos y
alcaloides, y en menor proporcién, quino-
nas y sesquiterpenlactonas. Algunos ex-
tractos, como los correspondientes a las
hojas y a las raices del primer estado, ho-
ja y tallo del tercer estado y raiz del se-
gundo, al ser disueltos en agua formaron
espuma estable debido a la presencia de
saponinas, que son un grupo de glicésidos
solubles en agua. Las quinonas se encon-
traron en hojas, tallos y raices. La presen-

cia de estas sustancias evidencia la alelo-
patia y refuerza la hip6tesis de varios au-
tores en cuanto al mecanismo de libera-
cién de este tipo de compuestos, el cual
puede ocurrir por exudacion de la raiz y
lixiviacion de las hojas caidas.

En estudios anteriores realizados por
CORPOICA, esta planta no habia mostra-
do presencia de alcaloides, pero en este
trabajo se encontraron en gran cantidad
en la flor, hojas y tallos, en sus tres esta-
dos de crecimiento. Su notable presencia
se debid, posiblemente, a que este tipo
de compuestos se halla restringido a
ciertos 6rganos de la planta en su etapa
de crecimiento, asi como a su expresion,
que estarfa determinada por condiciones
ambientales. De otra parte, se vio como
los extractos con concentracion de 1%
en hoja, tallo y raiz, inhibieron la germi-
nacion de las especies empleadas, lo cual
indica que en bajas concentraciones con-
tienen sustancias con un alto poder ale-
lopéatico. También se encontré que los
extractos de tallo inhibieron la germina-
cién del rabano. La longitud del tallo fue
inhibida por los extractos mds concen-
trados, los extractos del primer y tercer
estado de desarrollo inhibieron en ma-
yor grado la longitud de la raiz, y el peso
seco fue mds afectado por la concentra-
cién al 5%. (Tabla 6). Como resultado de
la caracterizacién cualitativa cromogéni-
cay a través de la cromatografia de capa
delgada, se identificaron los siguientes
compuestos posibles en hojas, tallo, raiz y
flor: flavonoides, quinonas, alcaloides,
glicésidos cumarinas y terpenos.

Al analizar las partes de la planta, las
mayores concentraciones de metabolitos
se encontraron en raiz, hoja y flor, siendo
menor la proporcién en el tallo debido a
los mecanismos de liberacion que utiliza
la planta.

Cultivo de callos y células en suspension
de R. crispus para aumentar la produc-
cion de metabolitos secundarios

El cultivo de callos y células en sus-
pension se hizo a partir del 81.2% de las
hojas y del 66.67% de tallos y raices del
material inicial.

Se realizé el seguimiento de produc-
cion de callos a partir de partes prove-
nientes de hojas, de raices jovenes y de
los tallos (Figura 2). Se obtuvo una gran
cantidad de callos de Rumex crispus, uti-
lizando el medio auxina-citoquinina. En
todos los 6rganos sembrados en los me-
dios de cultivo, se observé la formacion
de callos de dos clases: una masa callosa
de color café oscuro y otra de café claro.
La produccién de células embriogénicas
se llevo a cabo durante tres meses, tiem-
po durante el cual se cambié periddica-
mente el medio para renovarlo y la pro-
duccién fue determinada microscopica-
mente.

Durante la produccién de callos se
observo el ‘pardeamiento’ de la mayoria
de 6rganos inducidos a la formacién de
callo, asi como en los callos desarrolla-
dos, presentando diversos grados de co-
loracidn, desde café claro hasta café muy
oscuro, casi negro. La coloracién oscura
es atribuible a la produccién de fenoles
en el cultivo.

Con este sistema de cultivo se obtuvo
una gran produccién de flavonoides, en
especial chalconas, auronas, flavonoles y
flavonolas, pero una menor cantidad de
los otros compuestos encontrados con
las técnicas cromatograficas, como hidro-
quinonas, terpenos y triterpenos. La gran
produccién de fenoles, posiblemente in-
hibié el crecimiento de las células en sus-
pensién no permitiendo la regeneracion
de plantas de Rumex crispus. De otra
parte, el callo present6 formas irregula-

Tabla 6. Efecto del extracto etandlico de P segetum sobre la germinacién y crecimiento del rébano

Germinacion,% inhibicion | Longitud tallo, % inhibicion Longitud raiz, % inhibicion Peso fresco mg
Estado Tallo Raiz  Tallo  Hoja Raiz  Tallo Hoja |Raiz Tallo  Hoja
A

10-15cm 100b | -46.69c -1251b 1.11a | -6.03bc  9.22a  -28.12a 1552 1.19a 1.16a
B

20-25cm 100de | -24.6a -16.42b 13.43b | -40.98d -41.6d -081b | 1452 1.19a 1.02a
(>30cmconflor 100f | -3.79a 6.13a  -22.13c| -9.44a  4832d -8.68c | 1.53a 106a 1.11a

*Los valores acompariados con diferente letra dentro de la misma especie difieren al 0.05 % segun la prueba de Tukey.
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Figura 2. Secuencia de la obtencién de callos en las diferentes partes de la planta de R. crispus, hasta la
obtencién de células embriogénicas en suspension:a) Inicio de la formacion de callo; b) Diferenciacién; 3)
(allo maduro; 4) Callos separados; 5) Produccién de plantulas a partir de callos; 6) Células en suspension.

res, lo cual pudo llevar a la conformacién
de tipos de células maduras dentro de
una planta, pues en general los callos no
tienen composicién uniforme y sufren
cambios con la edad del cultivo. De
acuerdo con varios investigadores (Flo-
res y Curtis, 1992; Flores y Medina, 1995),
la maxima acumulacién de productos se-
cundarios ocurre cuando el ritmo de cre-
cimiento de los cultivos celulares decre-
ce; en este experimento, cuando los callos
habfan adquirido un tamafio aconsejable
de 1 cm de didmetro y se colocaron en el
agitador horizontal, no permitieron la re-
generacion de plantulas a partir de célu-
las embriogénicas.

La proliferacién de células en suspen-
sién se llevo a cabo durante dos meses, se
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obtuvieron excelentes resultados que
concuerdan con las investigaciones reali-
zadas en ese campo en otras plantas; el
tratamiento con benzil amino purina y
4cido indol acético produjo un gran nu-
mero de células a partir de los callos, pre-
sentdndose un tejido parenquimatoso ca-
paz de una proliferacién indefinida. De
acuerdo con Roca y Mroginski (1991), la
mdaxima acumulaciéon de productos se-
cundarios ocurre cuando el ritmo de cre-
cimiento de los cultivos celulares decre-
ce; en esta investigacion cuando los ca-
llos habian adquirido un tamafio de 1 cm
de didmetro y se colocaron en el agitador
horizontal, aumentaron los metabolitos
secundarios.

Es importante tener en cuenta que
Flores y Curtis (1992) basaron sus estu-
dios de identificacién de metabolitos se-
cundarios en cultivos in vitro de raices de
plantas, encontrando compuestos como
alcaloides; ademas, se ha reconocido el
cultivo de células en suspensiéon como
una alternativa para la produccién de
metabolitos secundarios y se recomienda
la utilizacién de callos y produccion de
células para la producciéon de metaboli-
tos del tipo bioherbicidas. El R. crispus
se ha constituido en una alternativa para
la produccién de este tipo de compues-
tos, en especial durante las primeras eta-
pas de produccion de células embriogé-
nicas, etapas en donde se producen en
mayor cantidad estos compuestos quimi-
cos. En relacion con las quinonas y terpe-
nos, se pudo observar que si bien su pro-
duccién no es tan alta como la de flavo-
noides, se mantiene constante durante el
transcurso del tiempo.

Conclusiones

A partir de los resultados citados es
posible concluir:

e Las semillas de trigo y rdbano son
buenas indicadoras del efecto alelopati-
co.

¢ Los extractos acuosos y etandlicos
de Rumex crispus y Polygonum segetum
poseen actividad alelopatica.

¢ A mayor concentracion de extractos
de hojas y raices de Rumex se presenta
un mayor efecto sobre la germinacién de
especies indicadoras.

e Los extractos mas concentrados de
hojas y raices de Polygonun inhiben la
elongacioén de la radicula en el trigo y del
véstago en la remolacha.

e Las sustancias alelopdticas de Ru-
mex y Polygonum son solubles en agua;
posiblemente la precipitacion, que per-
mite el lavado de las hojas y la exudacion
de las raices, sea el mecanismo plausible
para explicar la liberacién de esas sus-
tancias al medio ambiente.

e Los compuestos presentes en todos
los estados de Rumex corresponden
principalmente a flavonoides, quinonas y
terpenos.

¢ En las hojas de Rumex los compues-
tos corresponden a: flavonoides, 5-deoxi-
flavonas, 7-8 dihidroxiflavonas, acidos fe-
nolicos, fertlico y caféico. En las raices, a
flavonoides, glicdsidos de flavonol y 4ci-
do sindpico.

e En hojas de Polygonum los com-
puestos identificados fueron: flavonoi-
des, flavonoles y flavonas. En raices fue-
ron: flavonoides, 5-deoxiflavonas, glicési-
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dos de flavonol, glicésidos de flavona,
4cido sindpico.

e Las sustancias alelopdticas prove-
nientes del metabolismo secundario de
Rumex se pueden concentrar en mayor
proporcion en las fracciones de clorofor-
mo, acetato de etilo y en bencina de pe-
tréleo.

¢ Es posible obtener callos de Rumex
crispus con una morfologia particular de
formacion de callo, mediante la transfe-
rencia de células embriogénicas.

e Con el sistema de células en suspen-
sién aumenta la concentraciéon de meta-
bolitos secundarios, especialmente los
que pertenecen al grupo de los flavonoi-
des,y en menor proporcién los de las qui-
nonas y terpenos.

e La producciéon de metabolitos se-
cundarios en Rumex crispus se inicia des-
de el momento en que se desarrolla la
planta, pero la mayor produccién y con-
centracion ocurre cuando los callos son
sometidos a la produccion de células em-
briogénicas en suspension.

e Las sustancias alelopdticas prove-
nientes del metabolismo secundario de
Rumex se pueden concentrar en mayor
proporcién en las fracciones de clorofor-
mo, acetato de etilo y en bencina de pe-
tréleo.

¢ Es posible obtener callos de Rumex
crispus con una morfologia particular de
formacion de callo, mediante la transfe-
rencia de células embriogénicas.

e Con el sistema de células en suspen-
si6n aumenta la concentraciéon de meta-
bolitos secundarios, especialmente los
que pertenecen al grupo de los flavonoi-
des,y en menor proporcién los de las qui-
nonas y terpenos.

e La producciéon de metabolitos se-
cundarios en Rumex crispus se inicia des-
de el momento en que se desarrolla la
planta, pero la mayor produccién y con-
centracion ocurre cuando los callos son
sometidos a la produccién de células em-
briogénicas en suspension.
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