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Resumen. Se evalu6 el efecto del extracto acuoso del residuo seco
del tallo del amaranto (Amaranthus hypochondriacus L. var. Azteca)
a diferentes concentraciones, en lagerminacién y longitud de radicula
y véstago de Amaranthus hybridus L. Dicho extracto, a 108 y 54 ppm
inhibié la germinacion de la especie en 100% y 68.42%, respectiva
mente, disminuyendo significativamente la longitud del vastago y la
radicula, cuando lainhibicién de la germinacion no fue total. Seiden-
tificaron los acidos ferulico (AFE) y p-cumérico (APC) como los
principales écidos fendlicos del residuo, los cuales se reportan por
primera vez en este material vegetal. El aislamiento, separacion e
identificacion de estos compuestos se hizo mediante hidrélisis alcali-
na, cromatografia en capa fina, cromatografia de liquidos de alta
resolucién y resonancia nuclear magnética de hidrégeno. Se compa-
ro la toxicidad del extracto acuoso con la de los estdndares de AFE
y APC. La combinacién de ambos &cidos a 103 M retrasd més la
germinacion de A. hybridus, comparada con el efecto de los acidos
individuales. La concentracion 102 M de los &cidos individuales y
combinados inhibio significativamente el crecimiento de las plantulas
de A. hybridus.

Palabras clave: Amaranthus hypochondriacus, A. hybridus, alelopa
tia, &cido ferdlico, acido p-cumarico, maleza.

Abstract. We evaluated the effect of the aqueous extract of amaranth
(Amaranthus hypochondriacus L. var. Azteca) stem dry residue on
germination and radicle and shoot length of Amaranthus hybridus L.,
at different concentrations. The agueous extract at concentrations of
108 and 54 ppm inhibited the germination of this species (100% and
68.42%, respectively) and also significantly decreased radicle and
shoot length, when the inhibition was not total. Ferulic (FEA) and p-
coumaric (PCA) acids were identified as the main phenolic acids in
amaranth dry stems. The present study represents the first report on
the presence of both phenolic acids in this plant material. The isola-
tion, separation and identification of these compounds were perfor-
med by akaline hydrolysis, thin layer chromatography, high perfor-
mance liquid chromatography and hydrogen nuclear magnetic reso-
nance. The toxicity of agueous extract was compared with standards
of AFE and APC. Combination of both acids at 103 M caused more
delay in the germination of A. hybridus compared with the individual
acids. Concentration of 103 M of individual and combined acids sig-
nificantly decreased seedlings growth.

Key words: Amaranthus hypochondriacus, A. hybridus, allelopathy,
ferulic acid, p-coumaric acid, weed.

I ntroduccioén

En México, algunas especies de Amaranthus fueron cultivadas
por los aztecas como uno de los principales cultivos de grano.
A pesar de que ellos conocian las bondades nutricionales del
amaranto, han tenido que pasar seis siglos para confirmar este
hecho por medio de la bioquimica moderna [1]. En 1975, en
un estudio [lamado “Underexploited Tropical Plants With
Promising Economic Value’, el amaranto fue seleccionado
como uno de los cultivos mas prometedores a nivel mundial
[2]. Los amarantos también han sido cultivados como verduras
desde hace aproximadamente 2000 afios y contindan siendo
consumidas de esta forma en diferentes lugares del mundo [2],
entre ellos, México [3,4].

Por otro lado, algunos autores han reportado propiedades
alelopaticas en algunas especies del género Amaranthus. En A.
palmeri, los aleloquimicos més activos fueron compuestos
volétiles [5]. Posteriormente, se encontré que metil cetonas y
alcoholes eran los componentes predominantes de los vol &tiles
asociados a panojas, tallos y raices de A. palmeri [6]. Otras
especies de este género (A. retroflexus, A. hybridus, A. cruen-

tus, A. spinosus, A. hypochondriacus) también emiten com-
puestos organicos volétiles de la parte aérea, tales como alco-
holes, aldehidos, ésteres, hidrocarburos, cetonas y un grupo
misceldneo [7]. Algunos autores proponen a los esteroles
como aleloguimicos, por gemplo, condrilasterol en A. palmeri
[8]; asi como &cidos grasos libres, esteroles y triterpenoles,
entre otros [9]. Sin embargo, €l conocimiento relacionado ala
alelopatia en este género es alin limitado [8], principalmente en
aspectos de actividad biol6gica, por gemplo, germinacién de
semillas de cultivos agricolas y de maleza.

Los herbicidas naturales estén basados en € uso de pro-
ductos naturales, conocidos como compuestos al el opéticos;
dichos compuestos, ademas, han servido para el descubrimien-
toy desarrollo de herbicidas sintéticos [10]. Varias especies de
cultivos y maleza pueden ser el origen de dichos productos
naturales [11]. Asi, los cultivos con propiedades alelopéticas
pueden ser estudiados mediante €l efecto de la descomposi-
cion de los residuos de la cosecha en el desarrollo de malezay
la produccién de los cultivos [12-15].

El objetivo de esta investigacién fue andlizar, a través de
pruebas bioldgicas in vitro, €l potencia alelopatico del residuo



Inhibidores de lagerminacion en € residuo seco del tallo del amaranto (Amaranthus hypochondriacus) 119

Tabla 1. Efecto del extracto acuoso del residuo seco del tallo de A. hypochondriacus, a diferentes concentraciones (ppm), en la germinacion de

A. hybridus. Los valores son el promedio de cuatro repeticiones.

48h 72h

Tratamiento No. sem. germ. Porcentagje de No. sem. germ. Porcentaje de
inhibicién/estimulacién inhibicion/estimulacion

TH,O 16 ® 0.00 19 0.00
108 0d 100.00 od 100.00
54 4cd 75.00 6 dc 68.42
27 18 +22.50* 20 +5.26*
135 252 +56.25* 242 +26.31*
6.75 252 +56.25* 23 +21.05*
3.37 12 be 25.00 12be 36.84
1.69 17 +6.25* 182 5.26
0.84 20 +25.00* 21 +10.53*

* = Porcentaje de estimulacion de la germinacion.

TH,O = testigo agua destilada

No. sem. germ. = nimero de semillas germinadas

abcd=| etras distintasindican diferencias significativas con un o 0.05.

seco del tallo del amaranto (A. hypochondriacus L. var.
Azteca), en lagerminacién y €l crecimiento de A. hybridus L .;
asi como realizar un andlisis fitoquimico para identificar los
princi pal es compuestos responsables de dicha actividad.

Resultados y discusion

El extracto acuoso crudo del residuo seco del tallo del amaran-
to mostré propiedades alelopdticas, al igual que varias de las
concentraciones probadas de AFE y APC. La concentracién
inicial del extracto acuoso, 108 ppm, y lade 54 ppm fueron las
gue mas afectaron la germinacién de A. hybridus. La primera
inhibié 100% su germinacién durante las 72 h que duré el
experimento; la segunda, inhibid 68.42 %, respecto a testigo.
A menores concentraciones, se presentd una actividad estimu-
lante en la mayor parte de los tratamientos (Tabla 1). Por otro
lado, €l extracto acuoso a las 54 ppm, donde si hubo germina-
cion, inhibié (P < 0.05) e crecimiento de laradiculay € vasta
go de A. hybridus, comparado con las concentraciones inferio-
resy € testigo (Tabla 2). Los extractos crudos de muchas plan-
tas inhiben significativamente la germinacion y crecimiento de
otras especies; tedricamente, dichos extractos podrian ser usa-
dos como herbicidas naturales, aunque alin se necesita mucha
investigacion para explotar esta via [10]. Un acercamiento
muy fructifero ha sido utilizar productos de deshecho de las
plantas que son procesadas para aimento [16-18].

La actividad bioldgica de AFE y APC fue determinada en
semillas de A. hybridus. Los ensayos indicaron que la concen-
tracion 102 M (194.2 ppm para AFE y 164.2 ppm para APC)
del combinado de ambos &cidos produjo un retraso (P < 0.05)
en la germinacién de esta especie hasta las 48 h; sin embargo,
este retraso disminuye a las 72 h. Las concentraciones 104 y
10" M tienden a estimular |a germinacion, aun cuando la dife-
rencia con €l testigo no fue significativa. Asimismo, la con-

Tabla 2. Efecto de diferentes concentraciones de fendlicos totales
(ppm) en el extracto acuoso del residuo seco del tallo de A. hypo-
chondriacus, y de los &cidos fertlico (AFE) y p-cumarico APC
(Moles), solos 'y combinados, en lalongitud de la radiculay €l vas-
tago (mm) de A. hybridus. Los valores son promedio de 10 repeti-
ciones.

Longitud (mm)
Tratamiento Radicula Véstago
Extracto
Acuoso (ppm)
TH,0O 29.702 30.00®
108 0.00¢ 0.00d
54 13.70° 21.10¢
27 29.002 32.002
135 32.602 29,70
6.75 30.402 28.60 &c
3.37 31.902 3020
1.69 32.102 26.60 ¢
0.84 29402 22.40 be
TH,O 36.702 22.602
TMeOH + H,0 39.602 22502
103 M AFE 24.90¢ 15.30°P
104 M AFE 24.50¢ 17.30°b
10°M AFE 32.50° 18.90
103 M APC 23.50P 14.70°
104 M APC 34.102 21.40@
10°M APC 35.402 20.702
103 M AFE+ APC 1530 6.90°
104 M AFE+ APC 32502 22.802
10° M AFE+ APC 35.302 22702

TH,0 = testigo agua destilada
TMeOH + H,0 = Testigo metanol + H,O destilada
ab.c.d=| etrasdistintasindican diferencias significativas con un o 0.05.
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centracion 102 M de los &cidos fendlicos individuales produjo
un retraso significativo (P < 0.05) de lagerminacion alas 24 h
(APC inhibi6é 100%, y AFE, 57.69%), aungue la inhibicion
casi desaparecié alas48 h (Tabla 3).

En relacion con el efecto de los estandares de AFE y
APC, probados solos y combinados, en € crecimiento de la
radicula y € vastago de A. hybridus, se observo que el AFE
usado individualmente inhibié (P < 0.05) e crecimiento de la
radicula y el véstago de A. hybridus, en las concentraciones
ensayadas; mientras que APC probado también en forma indi-
vidual, inicamente lo inhibi6 ala concentracion de 10° M. La
combinacion de ambos écidos también resulta inhibitoria a
esta misma concentracion (Tabla 2).

Se identificaron dos é&cidos fendlicos principales en el
residuo seco del tallo del amaranto, ferdlico y p-cumarico, los
cuaes no habian sido reportados previamente en este material.
Inicialmente, un andlisis fitoquimico preliminar basado en
caracteristicas cromogeénicas, proporciond pruebas positivas
de la presencia de compuestos fendlicos. Los andlisis por
CCF preparativa revelaron sefiales de la presencia de &cidos
fendlicos.

Los extractos acuosos y acalinos crudos presentaron una
concentracion de 108 y 114 ppm (6.50 y 6.85 mg mL%, res-
pectivamente) de compuestos fendlicos, siendo significativa-
mente diferentes (t = 0.0240); sin embargo, esta diferencia no
tuvo efecto en los andlisis de CCF, ya que los dos tipos de
extractos mostraron las mismas cinco bandas, las que a ser
comparadas con los estandares, tuvieron correspondencia con
el APC (fraccion 1) y € AFE (fraccién 2), como compuestos
principales en el sistema cromatogréfico cloroformo: acido
acético (9:1). Las tres fracciones restantes no fueron identifi-
cadas, ya que se observaron muy tenues por fluorescencia UV
y con muy bagja sensibilidad a revelar las placas con diferen-
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tes reactivos cromogénicos, de los cuales, el reactivo de Gibss
resulté mas sensible a los compuestos sefialados (Tabla 4). En
un ensayo de germinacion de 72 h, la fraccion 1 inhibié 80%
la germinacion de A. hybridus; la fraccion 2 inhibié 100%,
mientras que las otras tres fracciones mostraron bajos porcen-
tajes de inhibicion (20%) (datos no publicados).

Las propiedades espectrales de las fracciones indicaron
una Ama 310 nm parala fraccion 1, y 325 nm paralafraccion
2. Estos valores son muy similares a los reportados por otros
autores: Ama 310 nm para APC y 324 nm para AFE [19]; 307
nm para APC y 321 nm para AFE [20].

El andlisis por CLAR de estos dos é&cidos fendlicos se
hizo de acuerdo a su tiempo de retencion (T,) en minutos,
comparado con €l de los estandares. El T, para €l estandar
APC fue 9.645, y € de AFE fue 10.053. Las fracciones 1y 2
obtenidas del extracto alcalino, mezcladas con sus respectivos
estandares, mostraron picos bien definidos con un T, de 9.591
y 10.201, respectivamente. Las mismas dos fracciones pero
obtenidas del extracto acuoso, tuvieron losmismos T, .

El espectro de RMN-1H confirm6 la presencia de APC y
AFE. Las estructuras se muestran en lafigura 1.

Hasta ahora, sdlo se han estudiado los compuestos vol ti-
les de las partes aéreas de A. hypochondriacus, tales como
alcoholes, aldehidos, ésteres, hidrocarburos, cetonas y un
grupo miscelaneo de compuestos [7]. No existian reportes del
AFE ni del APC para A. hypochondriacus. El presente trabgjo
congtituye el primer reporte de la presencia de estos &cidos en
esta especie de amaranto. Estos compuestos son derivados del
acido cindmico y se forman a partir del aminoécido aromético
fenilalanina, através de larutadel acido shikimico, y han sido
implicados en algunos casos de a€elopatia [21,22]. Entre los
acidos fendlicos mas comunes en las plantas, se encuentran
los &cidos clorogénico, p-cumérico, ferdlico y cafeico [22]. Se

Tabla 3. Efecto de los &cidos ferulico (AFE) y p-cumarico (APC) a diferentes concentraciones molares (M), solosy combinados, en la germina-

cién de A. hybridus. Los valores son promedio de cuatro repeticiones.

24 h 48 h 72h
Tratamiento No. sem. germ. Porcentaje de No. sem. germ. Porcentaje de No. sem. germ. Porcentaje de
inhibicién/estimulacién inhibicién/estimulacién inhibicién/estimulacion

Testigo H,O 262 0.00 352 0.00 352 0.00
TMeOH + H,0O 232 11.54 352 0.00 352 0.00
10° M AFE 11b 57.69 352 0.00 352 0.00
10*M AFE 242 7.69 342 2.85 352 0.00
10°M AFE 202 23.10 352 0.00 352 0.00
10°M APC 0.0° 100.00 312 11.42 342 2.85
104M APC 252 384 352 0.00 362 +2.85*
10°M APC 232 11.54 352 0.00 392 +11.43*
10° M AFE + APC 0.0° 100.00 6P 82.86 272 22.86
10*M AFE + APC 292 +11.54* 382 +8.57* 392 +11.43*
10°M AFE+APC 312 +19.23* 382 +8.57* 382 +8.57*

* = Porcentaje de estimulacion de la germinacion.

TMeOH + H,0 = Testigo metanol + H,O destilada

No. sem. germ. = nimero de semillas germinadas

ab.c=| etras distintas indican diferencias significativas con un o, 0.05
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Tabla 4. Resultados de |a cromatografia en capa finay probables cidos fendlicos derivados del acido cindmico, en el extracto alcalino y acuoso

del residuo seco del tallo de A. hypochondriacus.

# Fraccion Rf Fluorescencia Color al revelar
uv (Gibs)
(ondalarga)
Extracto Extracto
Alcalino Acuoso Alcalino Acuoso
1 0.48 0.48 No fluorescente Centro amarillo-Borde morado Centro amarillo-Borde morado
2 0.77 0.77 Lilaintenso Centro amarillo-Borde morado Centro amarillo-Borde morado

Comparacion con los esténdares derivados de &cido cinamico
Acido p-cumarico 0.50 No fluorescente
Acido ferdlico 0.77 Lilaintenso

Centro amarillo- Borde morado
Centro amarillo- Borde morado

Acido fertilico
(Acido 4-hidroxi-3-metoxicindmico)

Acido p-cumérico
(Aoide 4 bidroscindmic)

Fig. 1. Estructuras de &cidos fendlicos derivados del acido cinamico,
en el residuo seco del tallo de A. hypochondriacus.

ha reportado &cido ferdlico, p-cumarico, siringico, vainillico y
p-hidroxibenzoico en residuos de maiz, avena, trigo y sorgo
[23]. También se indica que los &cidos ferdlico y p-cumarico
se encuentran en las inflorescencias de cafa de azlcar [24].
Ademés, los acidos ferdlico y p-cumarico han sido identifica-
dos en los lixiviados fitotéxicos de hojas de Eucalyptus
camaldulensis[25].

En relacion con el efecto del extracto acuoso del tallo
seco y los dos écidos fendlicos, AFE y APC, en el ensayo de
germinacion, debemos considerar que la concentracion de los
fendlicos totales en el extracto acuoso es menor que la de los
estandares de los &cidos utilizados; por lo tanto, es 16gico pen-
sar que el extracto acuoso posee mas compuestos bioactivos,
ya que cuando estan combinados puede existir una actividad
sinergistica entre compuestos a muy bajas concentraciones, tal
como seflalan algunos autores, quienes encontraron inhibicion
de la germinacién de tomate, cebollay zanahoria con 2-hepta-
nonay (x) 2-heptanol, probados individualmente a concentra-
ciones tan bagjas como 1 ppm [6]. Se ha mostrado que cantida-
des aparentemente insignificantes de los fendlicos individua-
les llegan a ser relevantes cuando demuestran su capacidad
sinergistica[26]. En larizosfera, este fenémeno es de conside-
rable importancia en la germinacion de semillas y crecimiento
de plantas, y puede afectar el rendimiento de los cultivos [26].
Ademés de lo anterior, los compuestos volétiles emitidos por
A. hypochondriacus también podrian estar influyendo en la
germinacion, pues se ha mencionado que, en su mayoria, inhi-
ben significativamente la germinacion de cebolla, zanahoriay
tomate (significancia > 90 % de inhibicién, con 8.6 x 10~° mol

de cada compuesto vol&til auténtico) [7]. Asi mismo, 2-hepta-
nonay (x) 2-heptanol presentes en A. palmeri, inhibieron la
germinacion de algunas especies de maleza, tales como
Capsella bursa-pastoris y Portulaca oleracea, entre otras, a
concentraciones de 68.8 uM [27]. Otros autores han analizado
el efecto de varias metil cetonas [28], 3-pentanona y ocho
alcoholes diféticos de bajo peso molecular, identificados en
las mezclas de volétiles liberados por A. palmeri, en la germi-
nacion de cebolla, zanahoria y tomate, la cua fue inhibida
significativamente por dichos compuestos; el grado de inhibi-
cion dependié de la especie de prueba, €l tiempo de exposi-
cion a los compuestos volatiles y su concentracién [27].
Desde este punto de vista, la presencia de AFE y APC en A.
hypochondriacus puede ser determinante en la actividad alelo-
patica sinergistica que esta especie posee. Esto concuerda con
lo que sefidlan otros autores a afirmar que la xanthotoxina
puede estar actuando de manera sinergistica con otros aceites
esenciales en la actividad alelopética de la ruda (Ruta graveo-
lens) [29].

En el presente trabajo, la concentracion 10 M de é&cidos
fendlicos individuales y la combinacion de ambos, inhibieron
significativamente la elongacion tanto de la radicula como del
véstago de A. hybridus, comparadas con las otras concentra-
cionesy los testigos (Tabla 2). Sin embargo, la concentracion
103 M de los &cidos individuales y combinados solo tiene un
efecto temporal de retraso sobre la germinacion. Desde este
punto de vista, los &cidos fendlicos tendrian diferentes meca-
nismos de accidn sobre la germinacion versus crecimiento
[26]. Ademés, se han reportado los efectos de seis compuestos
fendlicos presentes en pimienta (acidos ferulico, gélico, p-
cumarico, p-hidroxibenzoico, vainillico y vainillina) sobre la
germinacion de seis especies de maleza, donde la concentra-
cién més dta (102 M) tuvo e mayor efecto inhibitorio de la
germinacién de todas las especies, y las concentraciones méas
bajas (103, 10y 10°) no tuvieron efecto o fueron estimulan-
tes. No obstante, de manera general, los écidos fendlicos afec-
taron més e crecimiento de las plantulas que la germinacion
de las semillas; ademas, este autor hace notar que la mezcla de
los seis acidos fendlicos no fue, en un andlisis global, méas
inhibitoria que los &cidos individuales [30]. Al contrario, otros
autores reportaron que la combinacion de écidos ferdlico, p-
cumaérico y vainillico causaron niveles de inhibicion més atos
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en semillas de sorgo que los compuestos individuales, sefia-
lando esto como una evidencia de actividad sinergistica [26].
Cuando estos autores utilizan 3.3 x 103 M de AFE y APC
individuales y la combinacion de ambos, los porcentajes de
inhibicion de la germinacion de sorgo fueron menores durante
las primeras 48 h, comparados con lainhibicién causada por la
mezcla de AFE + APC a una concentracion de 10° M en A.
hybridus, obtenida en €l presente trabajo. Asi mismo, dichos
autores reportan que esa concentracién inhibié significativa-
mente el crecimiento del véstago. Lo anterior muestra que €l
efecto de los compuestos depende de factores tales como espe-
cie de prueba, concentracion y/o combinacién del compuesto
y de otras situaciones especificas, por gjemplo, algunas inte-
racciones bidticas, en particular, lacompetencia[23, 30].

Se observ6 que AFE y APC son dos compuestos impor-
tantes en el residuo seco del tallo del amaranto, en relacion
con la inhibicién producida por el extracto acuoso sobre €l
crecimiento de A. hybridus, sin descartar la posible influencia
sinergistica de otras sustancias, por 10 que se necesita mas evi-
dencia experimental para demostrar en qué grado estan afec-
tando las otras fracciones no identificadas.

A. hypochondriacus es una especie importante como pro-
ductora de grano y no ha sido ampliamente investigada desde
el punto de vista de sus propiedades alelopaticas; esto seria
muy relevante en relacion con € mangjo de maleza y cultivo.
Con un correcto mangjo de su aplicacion en campo, los resi-
duos de la cosecha anterior ayudarian a suprimir, durante un
tiempo determinado, e desarrollo de maleza sin efecto resi-
dual para los cultivos como lo han experimentado algunos
autores utilizando residuos de girasol (Escalante y Rodriguez,
comunicacion personal). De esta manera, con los resultados
presentados aqui y los reportes de otros autores, se podria ayu-
dar a explicar algunos aspectos fundamentales de la actividad
alelopética de | os residuos de algunas especies de amaranto en
el campo [6].

Parte experimental

Material vegetal. Se utilizo € tallo seco y molido del residuo
de A. hypochondriacus L. var. Azteca, cosecha del ciclo 2000.
El material fue secado en invernadero y almacenado
posteriormente en bolsas de papel de plastico, las cuales fue-
ron conservadas a temperatura ambiente. Dicho material fue
proporcionado por e Area de Ecofisiologia de Cultivos de la
Especialidad de Postgrado en Botanica del Colegio de
Postgraduados, Montecillo México. La estacion experimental
donde serealizo el presente estudio, estd ubicadaa 19°29" N y
98°54" O, aunaaltitud de 2250, y tiene una temperatura anual
promedio de 15 °C y un promedio de precipitacion pluvia de
558.5mm [31].

Extracto acuoso e hidrdlisis alcalina. Los &cidos fendlicos se
encuentran en forma conjugada en las plantas, por 1o que se
procedio a hacer tratamientos de hidrolisis al material vegetal
para separarlos. Se prepard extracto acuoso (con H,O destila
da) del material vegetal en proporcion 1:2.5 (v/v), agitando
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durante 20 h y posteriormente filtrando. Para la hidrdlisis, se
sigui6 la técnica de Guenzi y McCalla para écidos fendlicos
[23]. El extracto se alcalinizd con NaOH 2N, sellevé apH 12,
se dgj6 en este medio durante 15 min y se acidificé con HCI
0.5N a pH 2; esta solucion se extrgjo tres veces con 20 mL de
acetato de etilo, recuperandose la fase organica. A estafase se
le afiadio NaHCO; a 5% y se llev6 a un pH 8; se recuper6 la
fase acuosa, la cua se acidulé con HCI a pH 2; dicha solucion
se extrajo tres veces con acetato de etilo y se recupero final-
mente |la fase orgénica; a ésta se le afiadio sulfato de sodio
anhidro (Na,SO,) para eliminar el aguaresidual. Este procedi-
miento proporciond un extracto organico con acidos fendlicos
libres, el cual se concentré en el rotaevaporador.

Extracto alcalino (hidrdélisis alcalina directa). Con lamisma
proporcion v/v que e extracto acuoso, se prepararon extractos
alcalinos con NaOH 1% (hidrdlisis alcalina directa), agitando-
se durante 1 h. El extracto crudo alcaino se acidifico con HCI
2N a pH 2; la solucién se extrajo tres veces con acetato de
etilo y se recupero la fase organica, la que se concentré en
rotaevaporador.

A los extractos acuoso y alcalino crudos se les determiné
la presencia de fendlicos totales [32]. Al observar que la CCF
donde se us6 extracto derivado de la hidrélisis alcalina directa,
proporciond el mismo nimero de fracciones que cuando se
usd el extracto acuoso hidrolizado, se utilizé el primero para
los propositos de identificacion de los compuestos por CCF,
CLAR y RMN-'H, mientras que el extracto acuoso crudo fue
usado para los ensayos de geminacion.

Ensayos de germinacion con extracto acuoso de A. hypo-
chondriacusy los &cidos feralico y p-cumérico. Se utilizé A.
hybridus como especie de prueba de maleza para analizar la
actividad biolégica del extracto acuoso crudo del residuo seco
del tallo del amaranto, porque se ha visto que esta especie es
un serio problema en diferentes cultivos de la zona de estudio,
y en muchos casos es la méas abundante y la de mayor bioma
sa. Con base en el andlisis de los &cidos fendlicos totales, €
extracto acuoso crudo fue usado en concentraciones de 108,
54, 27, 135, 6.75, 3.38, 1.69 y 0.84 ppm. El pH se mantuvo
estable en todas las concentraciones (6.56). Para comparar la
actividad de los écidos fendlicos principales presentes en €l
extracto acuoso, se utilizaron estandares de APC y AFE en
concentraciones de 103, 10*y 10 M de cada uno, asi como
la combinacién de ambos (1:1) para observar su efecto en la
germinacion de A. hybridus.

Los ensayos de germinacion se realizaron en cagjas Petri
con cuatro divisiones (cada division actué como una repeti-
cion del tratamiento), usando papel filtro Whatman # 1; se
aplico 1.1 mL del respectivo tratamiento y se colocaron 10
semillas en cada division [33]. Las cgjas se incubaron en una
cadmara de crecimiento Freas 815 Low Temperature |ncubator,
PS GCA Corporation, a25 + 1 °C, en oscuridad, por 72 h. Al
final del experimento, se evalud e porcentgje de inhibicién o
estimulacion de la germinacion y la longitud del vastago y la
radicula.
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Identificacion de acidos fendlicos. Andlisis por CCF.
Varios écidos aromaticos, aldehidos y compuestos fendlicos
relacionados, han sido implicados en relaciones alelopéticas;
en particular, los compuestos derivados del acido benzoico y
cinamico, han sido aislados de un amplio grupo de especies de
vegetales [22]. Por lo anterior, y por los resultados obtenidos
en €l andlisis fitoquimico preliminar, para la identificacion
mediante CCF de los probables &cidos fendlicos presentes en
el tallo de amaranto, se usaron esténdares derivados del acido
hidroxibenzoico (&cidos: siringico, sdlicilico, vainillico, 2,5-
dihidroxibenzoico, p-hidroxibenzoico, 2,3-dihidroxibenzoico,
2,4-dihidroxibenzoico y 3,4-dihidroxibenzoico); y del acido
cinamico (cafeico, cindmico, p-cumarico, sinapico, o-cumari-
co, fertlico y clorogénico). Se tomaron en consideracion los
valores de R, fluorescencia UV y sensibilidad de color a reac-
tivos cromogeénicos (Gibss). Mediante raspado de bandas de
las placas en escala semipreparativa y su posterior filtracion,
se obtuvieron fracciones puras de &cidos fendlicos para anali-
zar sus valores espectrales de UV, y su posterior identifica
cion por CLARy RMN-1H.

Andlisis por CLAR. Se utiliz6 un equipo GBC, bomba LC
1150 HPLC con un detector LC 1210 UV/VIS y Software
Winchrom™, versién 1.3. La columna empleada fue una SGE
C8 (250 mm de longitud, 4.6 mm de didmetro y 5um). Los
estéandares de acidos fendlicos (AFE y APC) fueron de la
marca SIGMA (Sigma Chem. Co. St. Louis MO). La bomba
setrabaj6 en forma de gradiente, y se utilizd una fase movil de
agua-acetonitrilo 87:13, 87:13 y 70:30, respectivamente, a una
velocidad de flujo de 1 mL min%; la deteccién se hizo a 326
nmy a unatemperatura de 40 °C.

Andlisis por RMN H. Las muestras se disolvieron en CDCl,
+ DMSO-d; y se usd TMS como referencia. Se corrieron en
un espectrémetro marca Varian-Unity a 300 MHz.

Andlisis estadistico. Los datos se analizaron a partir del
modelo de un disefio completamente al azar, mediante un an&
lisis de varianza. Las diferencias entre tratamientos se estable-
cieron mediante una prueba de Tukey.
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