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Efecto alelopatico de un extracto cloroférmico de
Raphanus sativus L. sobre la germinacion y el
crecimiento de plantulas de achicorial

Alellopathy effect of a Raphanus sativus L. chloroformic
extract on the germination and plantles growth of chicory

S. Gianfrancisco??, A. Pastoriza?, E. Riscala®
Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto alelopatico de una fraccion del
sub-extracto cloroférmico de Raphanus sativus L. en semillas de achicoria (Cichorium
intybus L.) a través de la determinacién del porcentaje de germinacién, la lorgitud
de radicula e hipocétilo y el indice mitético del meristema radicular. Plantas de R.
sativus fueron recolectadas; se obtuvo un sub-extracto cloroférmico que luego fue
procesado por cromatografia de columna y una fraccion se selecciond. Semillas de
achicoria fueron germinadas en papel de filtro a concentraciones diferentes del sub-
extracto: 250, 500, 1000 y 2000 ppm, agua y cloroformo como testigos e incubadas
durante 72 h. Los datos fueron procesados por analisis de varianza, prueba medias
de Tukey y anilisis de regresién. Los porcentajes de germinacién mostraron una
marcada disminucién con el incremento en la concentracién del sub-extractc de R.
sativus con diferencias significativas (P < 0,05) entre el testigo agua y tocas las
concentraciones ensayadas. L.a misma respuesta fue encontrada para el indice mitético.
En todos los ensayos donde el sub-extracto fue usado, un porcentaje de semillas
germinadas mostré geotropismo negativo en sus radiculas, incrementando esta
respuesta con el aumento de la concentracién. En conclusién, una fraccién del sub-
extracto cloroférmico de R. sativus tiene efecto alelopatico en la germinacion de
semillas y crecimiento de plantulas de achicoria.
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Abstract

The objective of this paper was to evaluate the alellopathic effect of a frac-
tion of Raphanus sativus sub-extract on chicory seeds (Cichorium indybus L.)
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through determination of porcentage of germination, radicle and hipocotyl length
and mitotic index in radicular meristem, Plants of R. sativus were collected;
chloroformic sub-extract was obtained which was processed by column chroma-
tography and a fraction was selected. Chicory seeds were germinated in paper
filters at different concentrations of the extract: 250, 500, 1000 and 2000 ppm,
and a water and chloroform control and incubated during 72 hs. Data were
processed by analysis of variance, the Tukey test and regression analysis. The
percentage of germination showed a marked decrease with the increase in con-
centration of R. sativus sub-extract with significant differences (P < 0.05) be-
tween water control and all concentrations of the sub-extract. The same response
was found for mitotic index. In all assays where the extract was used, a porcentage
of germinated seeds showed negative geotropism in their radicles, and -his
response increased with the increase of the concentration. In conclusion, a frac-
tion of R. sativus chloroformic sub-extract had alellopathic effects on the germi-
nation of seeds and growth of chicory plantules, due to the presence of groups
carbonilos and hidroxilos that increase the fitotoxicity of the present metabolites
in the same,

Key words: Alellopathy, geotropism, germination, mitotic index, weeds.

Introduccion

Dentro de los mecanismos de algunas variables que podrian inducir
interferencia en la evoluciéon de las a error en la interpretacién de los
comunidades de plantas, existe resultados.
competencia por luz, agua, nutrientes Muchas malezas de la familia
y suelo. Debe destacarse también la Asteraceae presentan efecto alelopatico
interferencia quimica o alelopatia, que sobre diferentes plantas cultivadasu
ocurre cuando metabolitos producidos otras malezas ya que producen lactcnas
por una planta tienen efectos sobre el sesquiterpénicas, las que afectan la
crecimiento de otras plantas. Se conoce sintesis de DNA y RNA, inhiben la
que los productos alelopaticos pueden germinaciéon y el crecimiento de las
inhibir o estimular el crecimiento de plantulas, entre las principales
otras plantas que crecen en su interferencias citadas en Ila
proximidad (4, 5, 10). bibliografia (7, 8, 11).

Existen publicaciones sobre el La importancia de la
efecto alelopatico producido por interferencia alelopatica esta atn en
residuos de cosecha, en condiciones discusién, posiblemente por la poca
naturales (3, 5); sin embargo la informacién disponible acerca de los
mayoria de las investigaciones se mecanismos mediante los cuales la
realizan en situaciones artificiales, misma se ejerce. Reportes recientes
infiriendo la respuesta de las plantas indican que la fitotoxicidad de una
ala presencia de sustancias elaboradas molécula aumenta con la presencia de
por otras. De esta manera se eliminan grupos hidroxilos y carbonilos,
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especialmente si estos Gltimos son a,
b- insaturados (2, 9).

El objetivo de este trabajo fue
analizar los efectos alelopaticos sobre
la germinacién y crecimiento de
plantulas de Cichorium intybus L.

(Asteraceae), aplicando diferzntes
concentraciones de una fraccién de
subextracto cloroférmico de Raphanus
sativus L. (Brasicaceae), maleza
difundida en la provincia de Tuct mén,
Argentina.

Materiales y métodos

Preparacién y procesa-
miento del extracto de Raphanus
sativus L. El material vegetal fue
recolectado en estado de floracién, en
el camino de acceso a la localidad de
San Pedro de Colalao, Tucuméan, Ar-
gentina en marzo de 1997.

Previo a la preparacién de los
extractos se procedié a secar las plantas
atemperatura ambiente y a la sombra.
Posteriormente se separaron hojas y
flores (180 g) y se realizaron
extracciones con cloroformo (620 mL
cada una), durante 7 dias con agitacién
peri6dica. Se evaporé el solvente y el
extracto crudo obtenido (9,3 g) fue
suspendido en etanol 602 (120 mL),
posteriormente se diluyé con agua (90
ml) y se extrajo sucesivamente con
hexano (3 por 150 mL) y con cloroformo
(3 por 150 mL). Ambos solventes
fueron evaporados a presion reducida
utilizando un rotaevaporador,
obteniéndose los subextractos hexdnico
(SEH) y cloroférmico (SEC). Como
resultado de esta particién los
componentes polares se encuentran en
el subextracto cloroférmico.

El SEC fue procesado mediante
cromatografia en columna (silica gel 60
g) y eluido con cloroformo y cantidades
crecientes de acetato de etilo (0-90%).
Se recolectaron 62 fracciones las que
fueron monitoreadas por TLC usando

como patrones esteroles y triterpenos.
La fraccién N2 33 (84,5 mg) eluida de
la columna con cloroformo-acetato de
etilo 55:45, fue seleccionada para este
trabajo, porque el espectro infrarrojo
indica la presencia de: grupo hidroxilo
(banda a 3350 ¢m'!); carbonilo (banda a
1760 cm?) y carbono-hidrégeno (handa
a 2900 cm™).

Alteraciones en el proceso de
germinacion. Se utilizaron sernillas
de achicoria cosechadas en el ciclo an-
terior, variedad comercial grano fino.

Se empleé el método de Kato (6)
para estimar la germinacién de las
semillas; se impregnaron papelss de
filtro (Watman GP) de 9 cm de
diametro colocados en cajas de Petri
de vidrio, con 2 mL de soluciones
cloroférmicas de 250, 500, 1000 y 2000
ppm de la fraccién N? 33 del subextracto
cloroférmico y se usaron como testigos
agua bidestilada y cloroformo. Unavez
evaporados los restos de solvente los
papeles se imbibieron con 2 mL de
agua bidestilada. Se colocaron 30
semillas en cada caja, utilizdndose 3
repeticiones para cada concentracién.
Las semillas fueron distribuidas de
manera uniforme en el papel. Todas
las cajas de Petri se incubaron a 252C
y oscuridad por 72 h.

Se contd el niimero de semillas
germinadas a las 24, 48 y 72 h,



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 1998, 15: 414-421

midiéndose al cabo del tercer dia,
longitud radicular y de hipocétilo. Se
observaron las anormalidades
radiculares presentes.

Los meristemas radiculares (a las
72 h) se fijaron en una solucién de al-
cohol etilico y 4acido acético en una
proporcién de 3:1 durante 24 h,
hidrolizandose el material en acido
cloridrico 1 N a 60°C durante 3
minutos. Para realizar los preparados

se empleé hematoxilina al 2% como
colorante y citrato férrico al 1% como
mordiente (1), determinandose al
microscopio 6ptico el indice mitético
(porcentaje de células en divisién
celular sobre el total de células
analizadas).

Los datos se procesaron
estadisticamente, realizando el anélisis
de varianza, la prueba de medias de
Tukey y anélisis de regresién.

Resultados y discusion

En la figura 1 se expresa el
porcentaje de semillas germinadas al
cabo de 72 h. En comparacién con los
testigos se puede observar que la
fraccién del subextracto ensayada pro-
duce una marcada disminucién en el
namero de semillas germinadas,
siendo este efecto mas intenso a medida
que se incrementa la concentracién de
la misma.

En el cuadro 1 se presenta el
andlisis de varianza de los da~os
experimentales referidos al ntimero de
semillas germinadas.

La prueba de medias de Tukey,
con un 95 % de certeza, muesira
diferencias significativas entre el
testigo de agua destilada y los
tratamientos de 250, 500, 1000 y 2000
ppm de la fraceién, lo que indica un
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Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de la fraccion 33 del
subextracto cloroférmico de Raephanus sativus L. en el
porcentaje de germinacion de semillas de achicoria a las 72 h.
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Cuadro 1. Andlisis de varianza para el niimero de semillas de achicoria
germinadas a las 72 horas.

Fuente de variacién Gradosde Suma de cuadrados Fe
libertad
Total 20075,43 17 1180,908
Tratamientos 5,1288 5 1,02576 0,000512
Bloques 39,0755 2 19,53775 0,009754
Error experimental  20031,23 10 2003,123
marcado efecto depresor de la misma resultados obtenidos por otros auores
en el nimero de semillas de achicoria para Lactuca sativa (8), Brassica
germinadas a las 72 h. Si los campestris L. (7), usando metabolitos
resultados se expresan como porcentaje producidos por vegetales, de marcado
de semillas germinadas respecto al efecto alelopatico.
testigo agua (100%), la concentracion En la figura 2 se analizan los
de 250 ppm alcanza valores del 58%, datos correspondientes a la longitud
éste disminuye progresivamente con radicular a las 72 h. Los resul:ados
el aumento de la concentracién del indican una leve disminucién esn la
subextracto, germinando sélo el 39% longitud de las radiculas provenientes
de las semillas a 2000 ppm. Esta de semillas sometidas alaaccion de la
marcada tendencia en la disminucién fraccién ensayada con respecto al
de las semillas germinadas en forma testigo agua, pero no hay variaciones
dependiente de la concentracién de la importantes ocasionadas por las
sustancia ensayada, concuerda con los distintas concentraciones utilizadas.
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Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de la fraccion 33 del
subextracto cloroférmico de Raphanus sativus L. sobre la
longitud radicular de achicoria a las 72 h.
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El andlisis de varianza no indica
diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos.

Con respecto a la longitud del
hipocétilo a las 72 h, los resultados se
muestran en la figura 3. Las
variaciones observadas en la longitud
del hipocétilo para las diferentes
concentraciones de la fracciéon
ensayada, respecto al testigo agua, son
poco notables. El analisis de varianza
no muestra diferencias significativas.
Estos resultados concuerdan con lo
descripto por Koitabashi et al. (7),
indicando que la mayoria de las
sustancias con efecto alelopatico actian
principalmente a nivel de crecimiento
de la radicula, mientras que la longitud
del hipocétilo permanece sin grandes
modificaciones.

Se debe destacar que en todos los
tratamientos con la fraccién del SEC
de Raphanus sativus L., un porcentaje
de las semillas germinadas presentaba
radiculas con geotropismo negativo,
aumentando el mismo a medida que
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se incrementaba la concentracién,
como se observa en la figura 4. A pesar
que el porcentaje de radiculas que
presentaban este efecto es pequefio en
semillas germinadas a 250, 500y 1000
ppm, tiene valores considerables (5195)
cuando se aplican concentraciones de
2000 ppm.

Respecto al indice mitético
calculado para achicoria, los valores se
observan en el cuadro 2, mostrando
una marcada disminucién de las
células en divisién con respecto al
testigo, a medida que aumenta la
concentracion de la fraccién en estudio.

El analisis de la regresion
efectuado para el indice mitético, in-
dica una correlacién lineal entre las
variables, conunr? = 73,56 % yunr=
-0,85.

Los resultados indican una
disminucién marcada en la divisién
celular, coincidentes con lo descripto
por Koitabashi et al. (7) en Brassica
campestris L.. en referencia al descenso
del indice mitético en Apices

1000 ppm. 2000 ppra

Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de la fraccion 33 del
subextracto cloroférmico de Raphanus sativus L. en la
longitud del hipocétilo de achicoria a las 72 h.
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Cuadro 2. Indice mitético radicular en achicoria, para las diferentes
concentraciones de la fraccién 33 del subextracto
cloroférmico de Raphanus sativus L.

Tratamiento Célulasen division Células eninterfase Indice mitético

Testigo agua 155
250 ppm 101
500 ppm 88
1000 ppm 50
2000 ppm 39

radiculares. A pesar de ello, este efecto
no se manifiesta en la longitud de la
radicula de achicoria, como se analizé
anteriormente (figura 2). Por ello
podemos inferir que la longitud de la
radicula estaria mas influenciada du-
rante el periodo de la experiencia por
el alargamiento de las células que por
el nimero de células formadas.

Del anélisis de los resultados de
la influencia de la fraccién 33 del
subextracto de R. sativus ensayado
sobre semillas de achicoria, puede
concluirse que posee un efecto depresor

898 14,7
1053 9,6
1061 8,3
1131 4,5

996 3,9

en el porcentaje final de semillas
germinadas, con diferencias
significativas en todas las
concentraciones respecto al testigo
agua. Si a este hecho se suma el
geotropismo negativo que presentaban
algunas de las radiculas, puede
inferirse que la accién alelopatica del
subextracto de R. sativus sobre la
cantidad de plantas de achicoric. que
pueden establecerse es muy marcado,
produciendo indudablemente una no-
table disminucién en el niimero de
plantas finales.
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Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de la fraccién 33 del
subextracto cloroférmico de Raphanus sativus L. sobre el
geotropismo de radiculas de achicoria.
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En coincidencia con los trabajos
de Baruah et al. (21) y Macias et al.
(9), la actividad biolégica descrita se
atribuye a las caracteristicas quimicas
de la fraccién del subextracto ensayado,

en particular a la presencia de gruros
hidroxilos y carbonilos que
incrementan la fitotoxicidad de los
metabolitos elaborados por vegetales.
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