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RESUMEN

La busqueda de nuevos herbicidas de origen natural se ha realizado mediante los estudios de sustancias fitotoxicas debido a que no
afectan el ambiente y son menos téxicos que los sintéticos. En la literatura existen pocas evidencias de los efectos fitotéxicos de los
capsaicinoides presentes en el género Capsicum, por lo que el objetivo de la presente investigacion fue evaluar in vitro el efecto fitotéxico
de los extractos del fruto de chile manzano (Capsicum pubescens R & P) en la germinacion y vigor de Amaranthus hybridus L., Lactuca
sativa L., Ipomoea purpurea L. y Bidens odorata Cav. Se realiz6 una prueba de germinacién de acuerdo con la metodologia de la Interna-
tional Seed Testing Asociation. El efecto de seis concentraciones de extractos (0.5, 1.5, 2.5, 5.0, 10, 20 % v/v), capsaicina (0.1 p/v) y ABA
(0.01 p/v) fue evaluado en un experimento, usando un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones de 50 semillas cada una.
El testigo fue agua destilada. Las variables evaluadas fueron el numero de semillas germinadas (NSG) y el vigor (longitud de radicula,
LR; longitud de la parte aérea, LPA). Se realizaron analisis de varianza y comparaciones de medias de Tukey (P < 0.05). El extracto de
diclorometano, comparado con el extracto etéreo, causé el mayor efecto fitotdxico sobre la germinacion de A. hybridus y L. sativa, en las
que el porcentaje se redujo hasta 100 %. También afecté en forma negativa el vigor de /. purpurea. El efecto fitotéxico de la capsaicina
sobre la germinacion y vigor sélo se manifesté en A. hybridus.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Capsaicina, extractos, fitotoxicidad, germinacion, vigor.

PHYTOTOXIC ACTIVITY OF MANZANO HOT PEPPER (Capsicum pubescens R & P) EXTRACTS

ABSTRACT

The search for new natural herbicides was performed using studies of phytotoxic substances because they do not affect the environment
and are less toxic than synthetics. In literature there is little evidence of phytotoxic effects of capsaicinoids, present in the genus Capsicum,
thus the objective of this research was to evaluate in vitro the phytotoxic effects of the extracts of the manzano hot pepper (Capsicum
pubescens R & P) fruit on germination and vigor of Amaranthus hybridus L., Lactuca sativa L., [pomoea purpurea L. and Bidens odorata Cav.
A germination test was performed according to the methodology of the International Seed Testing Association. The effect of six concentrations
of extracts (0.5, 1.5, 2.5, 5.0, 10, 20 % v/v), capsaicin (0.1 w/v) and ABA (0.01 w/v) was evaluated in an experiment using a completely
random design with four replications of 50 seeds each. The control was distilled water. The variables evaluated were: number of germinated
seeds (NGS) and vigor (length of radicle, RL, length of the aerial part, LAP). Variance analysis and Tukey comparisons (P < 0.05) were
performed. The dichloromethane extract, compared to the ether extract, caused the most phytotoxic effect on the germination of A. hybridus
and L. sativa, in which the percentage dropped to 100 %; it also negatively affected the vigor of I. purpurea. The phytotoxic effect of capsaicin
on germination and vigor was only evident in A. hybridus.
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INTRODUCCION

Desde hace treinta afios, los trabajos sobre la aplica-
cién de la alelopatia han aumentado considerablemente.
La alelopatia esta en concordancia con la actual demanda
social, preocupada por una conciencia respetuosa al me-
dio ambiente de las practicas agricolas (Chiapusio et al.,
2004). Muchos productos naturales son fitotoxicos. Algu-
nos de ellos son alelopéticos, representan una gran diver-
sidad de estructuras (Einhelling, 2002), son biodegrada-
bles (Duke et al., 2002a) y algunos no generan resistencia
(Duke et al., 2002b). Los estudios de sustancias alelopati-
cas contribuyen a la utilizacion directa de los compuestos
con dicha actividad en la formulacién de herbicidas, o a la
mejora genética de plantas cultivadas que sintetizan natu-
ralmente sustancias con potencial alelopatico (Chiapusio et
al., 2004), que coadyuven para reducir pérdidas econémi-
cas en la produccién de algunos cultivos. Por tanto, la bus-
queda de nuevos herbicidas de origen natural se ha inten-
sificado debido a que no afectan el ambiente y son menos
toxicos que los sintéticos (Duke et al., 2002b). Los sintéti-
cos se han usado indiscriminadamente en 47 paises desde
hace 50 afos para el control de malas hierbas. Como con-
secuencia, se ha desarrollado resistencia en mas de 235
especies de arvenses (Narwal, 2002).

En diversas investigaciones (Macias et al., 1997; Ana-
ya et al., 1994) se ha demostrado el efecto alelopético de
diversas especies como Ambrosia cumanensis, Brassica
oleraceae, Brasica campestris, Croton pyramidalis, Eu-
calyptus y Piper auritum, entre otras. Casi la totalidad de
las moléculas caracterizadas como agentes alelopaticos
son metabolitos secundarios de los vegetales. Estos com-
puestos influyen sobre el crecimiento y el desarrollo de los
sistemas bioldgicos y su variabilidad estd controlada por
factores genéticos y ambientales (Chiapusio et al., 2004).
Los alelopaticos son mas especificos y menos dafiinos que
los sintéticos utilizados en la agricultura y sirven de modelo
en la busqueda de nuevos herbicidas naturales (Macias,
1995). Muchos de los productos naturales son fitotdxicos,
pero sélo algunos de éstos pueden ser alelopaticos (Duke
et al., 2002b).

Con el propdsito de reducir el uso de herbicidas sin-
téticos, actualmente son objeto de investigacion los efec-
tos fitotoxicos de especies cultivadas sobre malas hierbas
(Chiapusio et al., 2004). Se han realizado investigaciones
de los extractos de Capsicum annuum como fitotoxicos
(Cho et al,, 1992) y potentes inhibidores del crecimiento
de bacterias (Bacillus subtilis, Bacilllus cereus) y hongos
(Cladosporium, Fusarium, Pyricularia) (Greger y Zechner,
1996; Dorantes et al., 2000). Dentro de las especies de
Capsicum poco explotadas se encuentra el chile manza-
no (Capsicum pubescens R & P), originario de las partes
altas del Peru y Bolivia (Pérez y Castro, 2008), de amplia
distribucién desde México hasta Argentina. La pungencia o

INTRODUCTION

In the last thirty years, studies on the application of al-
lelopathy have increased significantly. Allelopathy is in line
with the current social demand, worried about an aware-
ness of environmental friendly agricultural practices (Chia-
pusio et al., 2004). Many natural products are phytotoxic.
Some of them are allelopathic compounds, represent a di-
versity of structures (Einhelling, 2002), are biodegradable
(Duke et al. 2002a) and some do not generate resistance
(Duke et al. 2002b). Studies of allelopathic substances con-
tribute to the direct use of the compounds with such activ-
ity in the making of herbicides, or to genetic improvement
of cultivated plants which naturally synthesize substances
with allelopathic potential (Chiapusio et al., 2004), that help
to reduce economic losses in the production of some crops.
Therefore, the search for new natural herbicides has been
intensified because these herbicides do not affect the en-
vironment and are less toxic than synthetics (Duke et al.,
2002b). Synthetics have been used indiscriminately in 47
countries for 50 years to control weeds. Resistance to more
than 235 species of weeds has developed (Narwal, 2002)
as a result.

Several studies (Macias et al., 1997; Anaya et al.,
1994) have shown the allelopathic effect of various spe-
cies such as Ambrosia cumanensis, Brassica oleraceae,
Brasica campestris, Croton pyramidalis, Eucalyptus and
Piper auritum, among others. Almost all of the molecules
characterized as allelopathic agents are secondary me-
tabolites of plants. These compounds influence the growth
and development of biological systems and their variability
is controlled by genetic and environmental factors (Chiapu-
sio et al., 2004). Allelopathic compounds are more specific
and less harmful than synthetics used in agriculture and
serve as a model in the search for new natural herbicides
(Macias, 1995). Many natural products are phytotoxic, but
only some of these may be allelopathic compounds (Duke
et al., 2002b).

In order to reduce the use of synthetic herbicides,
phytotoxic effects on weeds cultivated species are cur-
rently subject to research (Chiapusio et al., 2004). Studies
of extracts of Capsicum annuum as phytotoxic (Cho et al.,
1992) and potent inhibitors of growth of bacteria (Bacillus
subtilis, cereus Bacilllus) and fungi (Cladosporium, Fusar-
ium, Pyricularia) (Greger and Zechner, 1996; Dorantes et
al., 2000) have been performed. Within the lightly exploited
Capsicum species, we found manzano hot pepper (Capsi-
cum pubescens R & P), native to the highlands of Peru and
Bolivia (Pérez and Castro, 2008), widely distributed from
Mexico to Argentina. Pungency or hotness of this pepper is
caused by at least one of the 14 alkaloid compounds known
as capsaicinoids (Kobata et al., 1998). These metabolites
have antioxidant (Rosa et al., 2002), anticancer (Macho et
al., 2003) and insecticide activities. However, little is known
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picor del chile es causada por al menos uno de los 14 com-
puestos alcaloides conocidos como capsaicinoides (Koba-
ta et al., 1998). Estos metabolitos presentan actividad anti-
oxidante (Rosa et al., 2002), anticancerigena (Macho et al.,
2003) e insecticida. Sin embargo, poco se conoce sobre
el efecto fitotoxico de algunas especies de Capsicum. El
objetivo de la presente investigacion fue evaluar in vitro el
efecto fitotdxico de los extractos del fruto de chile manzano
(C. pubescens) en la germinacion y vigor de Amaranthus
hybridus L., Lactuca sativa L., Ipomoea purpurea L. y Bi-
dens odorata Cav.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se recolectaron 20 kg de fruto de chile manzano ‘Gra-
jales St.’, producido en 2009 bajo condiciones de inverna-
dero en sistema hidropénico (Pérez y Castro, 2008), en el
Campo Agricola Experimental de la Universidad Auténoma
Chapingo, ubicado en Chapingo, Estado de México (19°
29’ 23” LN, 98° 52’ 24” LO), a una altitud de 2,268 m. Seis
meses después del trasplante, fueron tomados al azar los
frutos para la preparacién de los extractos.

Preparacion de los extractos crudos

Se colocaron 18,523 kg de frutos de chile manza-
no sin semilla en maceracioén (dentro de 5,000 ml de éter
de petréleo) por 72 h en recipientes de cristal de 20 L de
capacidad. La extraccion se realizé repetidamente (3 x
5,000 ml). El residuo vegetal, libre de disolvente se so-
metié nuevamente a una extraccién con diclorometano (3
x 5,000 ml). Con la finalidad de eliminar el disolvente, los
extractos se concentraron al vacio a través de un rota-
evaporador marca Buichi. Se obtuvieron 16 g de extracto
etéreo (0.086 % de rendimiento) y 14.5 g de extracto de
diclorometano (0.078 % de rendimiento). Mediante dilu-
ciones seriadas a partir de la concentracion mas alta, se
prepararon cinco concentraciones (0.5, 1.5, 2.5, 5.0, 10,
20 % v/v) de ambos extractos. Utilizando la técnica mo-
dificada del bioensayo de bioautografia en cromatogra-
fia de capa fina para bacterias, descrita por Hamburger
y Cordell (1987) y Ghisalberti (1993), y para germinacion
de semillas (Anaya, 2003), se establecieron las concen-
traciones de los extractos y de capsaicina (0.1 p/v) para la
evaluacion de la fitotoxicidad.

Cromatografia en capa fina

Los extractos preparados se analizaron por cromato-
grafia en capa fina (CCF). Se emplearon cromatoplacas
de aluminio (Merck) de 10 x 5 cm de gel de silice 60 F,,
y como eluyente se usé la mezcla metanol:diclorometano
en una proporcion de 8:2 v/v. El agente cromogénico fue el
reactivo de Dragendorff (Wagner y Bladt, 1996), y la pre-
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about the phytotoxic effects of some species of Capsicum.
The aim of this study was to evaluate in vitro the phyto-
toxic effects of the extracts of the manzano hot pepper (C.
pubescens) fruit on germination and vigor of Amaranthus
hybridus L., Lactuca sativa L., Ipomoea purpurea L. and
Bidens odorata Cav.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

A total of 20 kg of ‘Grajales St.” manzano hot pepper
fruits were collected; this fruit was produced in 2009 under
greenhouse conditions using a hydroponic system (Pérez
and Castro, 2008), at the Agricultural Experiment field of the
Universidad Autonoma Chapingo, Chapingo, Estado de Méxi-
co (19° 29" 23" N, 98° 52’ 24” W) at an altitude of 2,268 m. Six
months after transplantation, fruits were randomly taken for
preparing fruit extracts.

Preparation of crude extracts

A total of 18,523 kg of seedless manzano hot pepper
fruits were putin maceration (in 5,000 ml of petroleum ether)
for 72 h using glass containers of 20 L. Extraction was car-
ried out repeatedly (3 x 5,000 ml). The plant residue, sol-
vent free was again subjected to extraction with dichloro-
methane (3 x 5,000 ml). The extracts were concentrated in
vacuo using a rotary evaporator ‘Buchi’ in order to remove
the solvent. A total of 16 g of ether extract (0.086 % yield)
and 14.5 g of dichloromethane extract (0.078 % yield) were
obtained. Five concentrations (0.5, 1.5, 2.5, 5.0, 10, 20 %
v/v) of both extracts were prepared using serial dilutions from
the highest concentration. Using the modified technique of
bioautography bioassay by thin layer chromatography for
bacteria described by Hamburger and Cordell (1987) and
Ghisalberti (1993), and for seed germination (Anaya, 2003),
the concentrations of the extracts and capsaicin (0.1 w/v)
were established for the evaluation of phytotoxicity.

Thin layer chromatography

The extracts were analyzed by thin layer chroma-
tography (TLC). Aluminum chromatoplates (Merck) of
10 x 5 cm silica gel 60 F,,, were used and the mixture of
methanol:dichloromethane in a ratio of 8:2 v/v was used as
eluent. The chromogenic agent was the reagent Dragen-
dorff (Wagner and Bladt, 1996), and the presence of brown
spots indicated the presence of alkaloids in the extracts. An
authentic sample of capsaicin (8-methyl-N-vanillyl-6-none-
namide, Aldrich) was used as standard.

Phytotoxicity bioassay

I. purpurea and B. odorata seeds were provided by
the Laboratory of weeds of the Department of Agricultural
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sencia de manchas color marrén indicé la presencia del
alcaloide en los extractos. Se empled como estandar una
muestra auténtica de capsaicina (8-metil-N-vanillil-6-none-
namida; Aldrich).

Bioensayo de fitotoxicidad

Las semillas de I. purpurea y B. odorata fueron pro-
porcionadas por el Laboratorio de Malezas del Departa-
mento de Parasitologia Agricola y el Departamento de
Zootecnia de la Universidad Auténoma Chapingo, respecti-
vamente, mientras A. hybridus y L. sativa fueron adquiridos
de una casa comercial de semillas. Se realizé una prueba
preliminar de germinacion con base en las recomendacio-
nes de la International Seed Testing Association (ISTA)
(Anonimo, 2005), en la que B. odorata obtuvo 74 % y las
especies restantes 100 %.

Los resultados de la bioautografia en cromatografia
de capa permitieron definir las concentraciones de los ex-
tractos (0.5, 1.5, 2.5, 5.0, 10, 20 % v/v) y de la capsaicina
para la evaluacion de la fitotoxicidad.

El experimento de fitotoxicidad se llevé a cabo segun
el método descrito por Anaya et al. (1999). En cajas de Petri
de 10 cm de diametro con papel filtro Wattman no. 1, se co-
locaron 1.5 ml de cada concentracién de extracto, de cap-
saicina (0.1 % p/v) por separado y acido abscisico (ABA)
(Aldrich) 0.01 % p/v. El residuo de disolvente se dejo evapo-
rar, se depositaron 50 semillas por tratamiento y finalmente
se agregaron 2.5 ml de agua destilada a cada caja. Como
testigo se usé agua destilada. Las cajas Petri se coloca-
ron en una germinadora Seedburo® bajo condiciones de luz
continua con intensidad luminosa de 15.39 mmol-s''m2, hu-
medad relativa de 80 % y a temperatura de 25 °C.

Se uso un disefio completamente al azar con cuatro
repeticiones de 50 semillas. La toma de datos en B. odora-
ta se realiz6 a los 21 dias después de la siembra (Vibrans,
1995), mientras que en las especies restantes, se conside-
raron los dias establecidos por la ISTA para el segundo con-
teo en la prueba de germinacion estandar (Anénimo, 2005).
Las variables para evaluar la fitotoxicidad fueron ndimero
total de semillas germinadas (NSG), considerando como
germinadas aquellas que emitieron la radicula, y vigor de
plantula, mediante la medicion de la longitud de raiz (LR) y
longitud de parte aérea (LPA) (Lovett y Ryuntyu, 1992). La
primera se midio de la base del cuello a la punta de laraiz, y
la segunda se cuantificd desde la base del cuello de la raiz
hasta la punta de la plumula, ambas en milimetros.

Analisis estadistico
Se realiz6é un analisis de varianza y una prueba de

comparacion de medias (Tukey, P < 0.05) con el programa
Statistical Analysis System (Andénimo, 2000).

Parasitology and the Department of Animal Husbandry of
the Universidad Autonoma Chapingo, respectively, while A.
hybridus and L. sativa were purchased from a commercial
seed house. A preliminary test of germination based on the
recommendations of the International Seed Testing Asso-
ciation (ISTA) was conducted (Anonymous, 2005), in which
B. odorata won 74 % and the remaining species100 %.

Bioautography results in layer chromatography allowed
to define the extract concentrations (0.5, 1.5, 2.5, 5.0, 10, 20
% viv) and capsaicin for the evaluation of the phytotoxicity.

The phytotoxicity experiment was conducted accord-
ing to the method described by Anaya et al. (1999). A total
of 1.5 ml of each extract concentration of capsaicin (0.1%
w/v) separately and abscisic acid (ABA) (Aldrich) 0.01%
w/v were placed in Petri dishes of 10 cm diameter with fil-
ter paper Wattman no. 1. The solvent residual was evapo-
rated, 50 seeds were deposited per treatment and finally
2.5 ml of distilled water were added in each dish. Distilled
water was used as control. The Petri dishes were placed in
a germinator Seedburo™ under continuous light with light
intensity of 15.39 mmol-s"'m2, 80 % relative humidity and
temperature of 25 °C.

We used a completely randomized design with four
replications of 50 seeds. Data collection of B. odorata was
performed 21 days after sowing (Vibrans, 1995); while in
the case of the remaining species the days were set by
ISTA, for the second count in the standard germination
test (Anonymous, 2005). The variables to assess the
phytotoxicity were total number of seeds germinated (NGS),
considering as germinated seeds those that emitted the
radicle and seedling vigor by measuring root length (RL)
and length of the aerial part (LAP) (Lovett and Ryuntyu,
1992). The first was measured from the base of the neck to
the tip of the root, and the second was measured from the
base of the neck of the root to the tip of the plumule, both
in millimeters.

Statistical analysis

An analysis of variance and mean comparison test
(Tukey, P < 0.05) were conducted using the Statistical Anal-
ysis System (Anonymous, 2000).

RESULTS
Number of germinated seeds

The ether extract negatively affected the germina-
tion of A. hybridus from 5 % concentration. This reduced
the germination rate from 98 to 99 % with the highest con-
centration. A similar situation was shown for capsaicin and
ABA, abating germination with respect to the control at 37
and 74 %, respectively. With respect to L. sativa, the nega-
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RESULTADOS
Numero de semillas germinadas

El extracto etéreo afectd negativamente la gemina-
cién de A. hybridus a partir de 5 % de concentracién. Este
redujo el porcentaje de germinacion de 98 a 99 % con la
concentraciéon mas alta. Situacion similar se mostrd por
capsaicina y ABA, que abatieron la germinacién en relacion
al testigo en 37 y 74 %, respectivamente. Con respecto a
L. sativa, el efecto negativo del extracto se presento a partir
de la concentracion de 10 %, y alcanz6 su mayor efecto en
la concentracion mas alta (20 %), donde la germinacion se
abati6 hasta 97 %, del mismo modo que con ABA. Sin em-
bargo, la capsaicina no indujo diminucion en la germinacion
(Cuadro 1).

Concentraciones mayores a 5 % del extracto etéreo
redujeron la germinacion de B. odorata desde 82 hasta
98 %, pero ABA presenté el efecto mas drastico (100 %),
mientras que la capsaicina no afecté negativamente la
germinacién. Con respecto a I. purpurea, solamente ABA
promovié un efecto negativo en la semilla, abatiendo hasta
81 % la germinacion. Por lo tanto, exceptuando /. purpurea,
las especies restantes fueron susceptibles al extracto
etéreo pero a concentraciones mayores (Cuadro 1).

La concentracion de 0.5 % del extracto de diclorome-
tano promovié una reduccion de la germinacion (97 %) en
A. hybridus, y alcanzé6 el maximo de inhibicion (100 %) des-
de 2.5 % de concentracion. Asimismo, la capsaicina y ABA
mostraron efecto negativo al inhibir la geminacion en rela-
cion al testigo en 37 y 74 %, respectivamente. En L. sativa,
el efecto negativo se encontré a partir de la concentracion
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tive effect of the extract was shown from the concentra-
tion of 10 %, and reached its greatest effect at the highest
concentration (20 %), where germination was abated up to
97 %, in the same way that with ABA. However, capsaicin
induced no diminution in germination (Table 1).

Concentrations greater than 5 % of ether extract re-
duced the germination of B. odorata from 82 to 98 %, but
ABA showed the most drastic effect (100 %), while capsa-
icin did not negatively affected germination. With respect
to I. purpurea, only ABA promoted a negative effect on the
seed, by abating the germination up to 81 %. Therefore,
except for I. purpurea, the remaining species were suscep-
tible to ether extract but at higher concentrations (Table 1).

The concentration of 0.5 % of the dichloromethane
extract promoted a reduction of the germination (97 %) in
A. hybridus, and reached the maximum inhibition (100 %)
from 2.5 % concentration. Furthermore, capsaicin and ABA
showed negative effect by inhibiting germination with respect
to the control at 37 and 74 %, respectively. L. sativa, showed
negative effect from the concentration 1.5 % with a decrease
of 95 %, and reached 100 % with the concentrations 2.5, 5
and 10 %. Furthermore, capsaicin showed no phytotoxic ef-
fect on the seed of this species. In contrast, ABA decreased
the germination 90 % with respect to the control.

In B. odorata, the phytotoxic effect was blunt because
all concentrations reduced the germination 100 %, just as
ABA, while capsaicin caused no toxic effect. The response
of germination abatement in /. purpurea was accentuated as
the concentrations were higher. Values recorded in the inhi-
bition from 27 to 97 % with concentrations 0.5 and 20 %, re-
spectively (Table 2). Capsaicin and ABA had the same effect

CUADRO 1. Efecto del extracto etéreo en la germinacion de cuatro especies.

TABLE 1. Effect of ether extract on germination of four species.

Concentracién / Amaranthus hybridus

Lactuca sativa

Bidens odorata Ipomoea purpurea

Concentration NSG/NGS PG/GP NSG/NGS PG/GP NSG/NGS PG/GP NSG/NGS PG/GP

(%) (%) (%) (%) (%)

0.0 49.5 at 99.0 495a 99.0 37.0a 74.0 49.0a 98.0

0.5 483 a 96.6 473a 94.6 38.8a 77.6 495a 99.0

15 493 a 98.6 44.0 a 88.0 440 a 88.0 495a 99.0

2.5 435a 87.0 45.0a 90.0 383a 76.6 493 a 98.6

5.0 1.0d 2.0 455a 91.0 9.0b 18.0 46.0a 92.0
10.0 0.5d 1.0 29.0b 58.0 4.0b 8.0 46.8a 93.6
20.0 0.5d 1.0 1.5d 3.0 1.0b 2.0 405a 81.0
Ccagzzz'cnli / 315b 63.0 495a 99.0 36.5a 73.0 485a 97.0
ABA 13.0¢c 26.0 15¢ 3.0 0.0b 0.0 9.5b 19.0

cv 16.86 9.52 17.78 13.91

‘Medias con la misma letra dentro de columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05); CV: Coeficiente de variaciéon; NSG: Numero de semillas germinadas; PG: Porcentaje de germinacion.

‘Means with the same letter within column are equal according to the Tukey test (P < 0.05); CV: Coefficient of variation; NGS: Number of germinated seeds; GP: germination percentage.
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CUADRO 2. Efecto del extracto de diclorometano en la germinacion de cuatro especies.

TABLE 2. Dichloromethane extract effect on germination of four species.

Concentracién / AZ’;;Z.ZT:S Lactuca sativa Bidens odorata Ipomoea purpurea
Concentration NSG/ PG/ GP NSG/ PG/ GP NSG/NGS PG/ GP NSG/NGS PG/ GP
(%) NGS (%) NGS (%) (%) (%)
0.0 49.5 a' 99.0 49.5a 99.0 36.5a 73.0 49.0 a 98.0
0.5 1.5d 3.0 48.0 a 96.0 0.0b 0.0 36.5b 73.0
1.5 0.5d 1.0 2.5bc 5.0 0.0b 0.0 18.0 cd 36.0
2.5 0.0d 0.0 0.0c 0.0 0.0b 0.0 240c 48.0
5.0 0.0d 0.0 0.0c 0.0 0.0b 0.0 13.0 de 26.0
10.0 0.0d 0.0 0.0c 0.0 0.0b 0.0 13.0 de 26.0
20.0 0.0d 0.0 1.5c¢cb 3.0 0.0b 0.0 1.5 ef 3.0
ng;z':ig‘ii/ 315b 63.0 495 a 99.0 370a 74.0 485 a 97.0
ABA 13.0c 26.0 5.0b 10.0 0.0b 0.0 9.5 ef 19.0
Ccv 34.61 - 9.93 - 32.39 - 15.06

‘Medias con la misma letra dentro de columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05); CV: Coeficiente de variacion; NSG: Numero de semillas germinadas; PG: Porcentaje de germinacion.

‘Means with the same letter within column are equal according to the Tukey test (P < 0.05); CV: Coefficient of variation; NGS: Number of germinated seeds; GP: germination percentage.

CUADRO 3. Efecto del extracto etéreo en la longitud de raiz (LR) de cuatro especies.

TABLE 3. Ether extract effect on the root length (RL) of four species.

Concentracion /
Concentration

Longitud de raiz / Root length (mm)

Amaranthus hybridus

Lactuca sativa

Bidens odorata Ipomoea purpurea

(%)

0.0 38.45 a 18.85 a 3440 a 42.85a
0.5 15.68 b 7.68 bc 43.35a 29.63 bc
1.5 12.05b 8.10 bc 29.18 a 34.33 bc
2.5 11.20 b 10.18 b 31.88a 27.45 bed
5.0 0.08 ¢ 4.35 cd 4.28b 23.85cd
10.0 0.03¢c 240d 0.68b 14.90 de
20.0 0.05¢ 0.10d 0.05b 6.20 e

Capsaicina / Capsaicin 450c 14.83 a 34.50 a 39.78 ab

cv 23.16 23.08 31.51 21.97

‘Medias con la misma letra dentro de columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05); CV: Coeficiente de variacion.

‘Means with the same letter within column are equal according to the Tukey test (P < 0.05); CV: Coefficient of variation.

1.5 % con una disminucion de 95 %, y llegd a 100 % con
las concentraciones 2.5, 5y 10 %. Por otra parte, la cap-
saicina no mostro efecto fitotoxico en las semillas de esta
especie. En contraste, ABA redujo la germinacion 90 % en
relacion al testigo.

En B. odorata fue contundente el efecto fitotdxico
debido a que todas las concentraciones redujeron 100 %
la germinacion, del mismo modo que ABA, mientras que
la capsaicina no ocasiond efecto toxico. La respuesta del
abatimiento de la germinacion en . purpurea se acentu6 a
medida que fueron mayores las concentraciones. Se regis-
traron valores en la inhibicién desde 27 hasta 97 % con las
concentraciones 0.5 y 20 %, respectivamente (Cuadro 2).
Capsaicina y ABA presentaron el mismo efecto que el ob-

as that observed with the ether extract (see Table 1). There-
fore, A. hybridus and weeds B. odorata and I. purpurea were
the most affected by the dichloromethane extract.

Root length and length of the aerial part

The ether extract caused slower growth in root length
(RL) and aerial part of the seedling (LAP). In other words,
there were phytotoxic effects, especially above 5 % con-
centration, particularly in A. hybridus, L. sativa and B. odo-
rata, as expected. The greatest growth of RL and LAP was
observed with the ether extract in I. purpurea. In contrast,
capsaicin negatively affected only the growth of RL and
LAP of A. hybridus. The remaining species did not showed
significant differences with respect to the control.

Actividad fitotoxica...



servado con el extracto etéreo (Cuadro 1). Por lo tanto, A.
hybridus y las malezas B. odorata e I. purpurea fueron las
mas afectadas por el extracto de diclorometano.

Longitud de raiz y longitud de la parte aérea

El extracto etéreo provocd menor crecimiento de la
longitud de raiz (LR) y parte aérea de la plantula (LPA).
Es decir, hubo efecto fitotoxico, especialmente por arriba
del 5 % de concentracion, particularmente en A. hybridus,
L. sativa y B. odorata, como era de esperarse. EI mayor
crecimiento de la LR y de LPA se observd con el extracto
etéreo en I. purpurea. En contraste, la capsaicina afectd
negativamente solo el crecimiento de LR y LPA de A.
hybridus. En las especies restantes no se encontraron
diferencias significativas con respecto al testigo.

Por otra parte, todos los tratamientos del extracto de
diclorometano afectaron el vigor (LR y LPA) de las cuatro
especies. El extracto causo efectos negativos desde 0.5 %
de concentracién en la longitud de la raiz y en la longitud de
la parte aérea en todas especies (Cuadro 5y 6). Los dafos
se caracterizaron por la presencia de raices primarias con
hendiduras raquiticas o ausentes, atrofiadas o ahiladas, hi-
pocotilos y cotiledones cortos, gruesos o deformados, plan-
tulas que en condiciones de campo no podrian sobrevivir.
La falta de desarrollo o dafio de la radicula es importante
ya que una plantula normal requiere de una raiz fuerte que
pueda penetrar al suelo con el fin de tener buen anclaje para
seguir desarrollandose y formar una planta (Rice, 1984).

DISCUSION

El potencial de los productos naturales usado por
sus propiedades biolégicas particulares como herbicidas,
plaguicidas, antibidticos, inhibidores o estimulantes de cre-
cimiento es practicamente inagotable. Aunque en la bus-
queda de nuevos herbicidas, los estudios con extractos or-
ganicos permiten extraer mayor diversidad de metabolitos,
en algunos casos con mayor potencial fitotoxico que las
mezclas. Estos pueden servir de modelo para la sintesis
de nuevos fitotdxicos naturales o para evaluar su actividad
alelopatica.

En este estudio, la capsaicina no afecté la germinacion
de las semillas de L. sativa, I. pupurea y B. odorata. No
obstante, se encontraron diferencias estadisticas entre el
alcaloide y las concentraciones de ambos extractos en
el numero de semillas germinadas (NSG) de A. hybridus
(Cuadros 1 y 2). El efecto fitotéxico del alcaloide se
manifesto con la inhibicion del desarrollo de tejido radicular
(Cuadros 3 y 5), misma tendencia que se encontré en el
crecimiento de la LPA (Cuadros 4 y 6). Las diferencias en
el NSG observadas en A. hybridus, en comparacion con
las especies restantes, coinciden con lo descrito por Chou
y Yang (1982), quienes senalan que hay diferencias en el
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Moreover, all dichloromethane extract treatments af-
fected the vigor (RL and LAP) of the four species. The ex-
tract caused negative effects from 0.5 % concentration in
root length and the length of the air part in all species (Table
5 and 6). Damage was characterized by the presence of
primary roots with absent or stunted, atrophied or etiolated
clefts, short, thick or deformed hypocotyls and cotyledons,
seedlings that under field conditions could not survive.
Lack of development or damage of the radicle is important
because a normal seedling requires a strong root that can
penetrate the ground in order to have good anchorage for
further development and to form a plant (Rice, 1984).

DISCUSSION

The potential of the natural products used for their par-
ticular biological properties such as herbicides, pesticides,
antibiotics, inhibitors or growth stimulants is practically
inexhaustible. Although in the search for new herbicides,
studies with organic extracts allow to extract greater diver-
sity of metabolites, in some cases with greater phytotoxic
potential than the mixtures. They can serve as a model for
the synthesis of new natural phytotoxic or to evaluate the
allelophatic activity.

In this study, capsaicin did not affect the germination
of L. sativa, I. pupurea and B. odorata seeds. However,
statistical differences were found between the alkaloid and
the concentrations of both extracts in the number of ger-
minated seeds (NGS) of A. hybridus (Tables 1 and 2). The
phytotoxic effect of the alkaloid was manifested by inhibit-
ing the development of root tissue (Tables 3 and 5); similar
trend that was found in the growth of LAP (Tables 4 and 6).
NGS differences observed in A. hybridus, compared to the
remaining species were similar to those described by Chou
and Yang (1982), who point out that there are differences
in root development and the germination, which is due to
differences between varieties and species (Zarate et al.,
2006; Pérez-Leal et al., 2005).

The reduction of radicle growth and aerial part may be
because capsaicin affects the division processes and cell
elongation, as shown by other metabolites (Besnier, 1989,
Rice, 1984), and alkaloids (Zarate-Hernandez et al., 2006),
although the genetic or environmental causes are not dis-
carded. When the allelopathic effect produced by a plant is
manifested through the root growth inhibition means that
various cell organelles related to the functioning of mito-
chondria (respiration), chloroplasts (photosynthesis) pri-
mary meristems and secondary (division and cell elonga-
tion) properties of membranes, enzyme kinetics, protein
synthesis, chromosomal structure, etc., are being affected
in a specific way (Anaya et al., 1992).

The differences observed in germination percentage,
RL and LAP, on the species affected by dichloromethane
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CUADRO 4. Efecto del extracto etéreo en la longitud de plantula (LPA) de cuatro especies.
TABLE 4. Ether extract effect on the seedling length (LAP) of four species.

Concentracién / Longitud de plantula / seedling length (mm)
Concentration Amaranthus Lactuca sativa Bidens odorata Ipomoea purpurea
(%) hybridus
0.0 13.58 bt 13.93 ab 29.35a 4185a
0.5 18.15a 15.43 a 28.33 a 28.28 ab
1.5 13.35b 12.30 ab 23.80 a 16.50 bc
2.5 12.38b 15.50 a 26.78 a 16.20 bc
5.0 0.00c 4.93 bc 2.63b 26.95 ab
10.0 0.00c 118 ¢c 0.33b 12.68 bc
20.0 0.00c 0.00c 0.00b 1.68 ¢
Capsaicina / Capsaicin 3.73¢c 11.56 ab 28.13 a 40.66 a
cVv 18.57 41.77 25.29 38.18

‘Medias con la misma letra dentro de columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05); CV: Coeficiente de variacion.

‘Means with the same letter within column are equal according to the Tukey test (P < 0.05); CV: Coefficient of variation.

CUADRO 5. Efecto del extracto de diclorometano en la longitud de raiz (LR) de cuatro especies.

TABLE 5. Dichloromethane extract effect on root length (RL) of four species.

Concentracion / Longitud de raiz / root length (mm)

Concentration Amaranthus Lactuca sativa Bidens odorata Ipomoea purpurea
(%) hybridus
0.0 38.45 a! 18.85 a 3440 a 4585 a
0.5 0.13b 245¢ 0.00b 6.20b
1.5 0.03b 0.15¢ 0.00b 1.70b
2.5 0.00b 0.00c 0.00b 145b
5.0 0.00b 0.00c 0.00b 1.10b
10.0 0.00b 0.00c 0.00b 0.95b
20.0 0.00b 0.07c 0.13b 0.28b
Capsaicina / Capsaicin 450b 14.83b 34.50 a 39.78 a
CcVv 38.47 26.07 69.90 33.65

‘Medias con la misma letra dentro de columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05); CV: Coeficiente de variacion.

‘Means with the same letter within column are equal according to the Tukey test (P < 0.05); CV: Coefficient of variation.

CUADRO 6. Efecto del extracto de diclorometano en la longitud de plantula (LPA) de cuatro especies.

TABLE 6. Dichloromethane extract effect on seedling length (LAP) of four species.

Concentracion / Longitud de plantula / seedling length (mm)
Concentration Amaranthus Lactuca sativa Bidens odorata Ipomoea purpurea
(%) hybridus
0.0 13.58 at 13.9a 275a 41.8a
0.5 0.00c 28b 0.0b 05b
1.5 0.00c 0.0b 0.0b 0.1b
25 0.00c 0.0b 0.0b 0.0b
5.0 0.00c 0.0b 0.0b 0.0b
10.0 0.00c 0.0b 0.0b 0.0b
20.0 0.00c 0.0b 0.0b 0.0b
Capsaicina / Capsaicin 3.73b 11.5a 28.1a 40.6 a
cv 32.19 47.2 42.3 33.2

‘Medias con la misma letra dentro de columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05); CV: Coeficiente de variacion.

‘Means with the same letter within column are equal according to the Tukey test (P < 0.05); CV: Coefficient of variation.
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desarrollo radicular y en la germinacion, lo que se debe
a diferencias entre variedades y especies (Zarate et al.,
2006; Pérez-Leal et al., 2005).

La reduccidn del crecimiento de la radicula y parte
aérea puede ser debida a que la capsaicina afecta los pro-
cesos de divisidn y elongacion celular, tal como se ha ob-
servado con otros metabolitos (Besnier, 1989; Rice, 1984),
y alcaloides (Zarate-Hernandez et al., 2006), aunque no
se descartan las causas genéticas o ambientales. Cuan-
do el efecto de un alelopatico producido por una planta se
manifiesta a través de la inhibicién del crecimiento radicu-
lar, significa que se esta afectando de manera especifica
a diversos organelos celulares relacionados con el funcio-
namiento de mitocondrias (respiracion), cloroplastos (foto-
sintesis), meristemos primarios y secundarios (division y
elongacion celular), propiedades de las membranas, ciné-
tica enzimatica, sintesis de proteinas, estructura cromosé-
mica, etc. (Anaya et al., 1992).

Las diferencias observadas en el porcentaje de germi-
nacion, LR y LPA, en las especies afectadas por los extrac-
tos etéreo y de diclorometano se deben posiblemente a la
variacion en la composicion y concentracion de los meta-
bolitos (capsaicina y otros capsaicinoides) presentes en las
mezclas. El andlisis por cromatografia de capa fina permitio
detectar a la capsaicina en ambos extractos, y en mayor
proporcion en el extracto de diclorometano, debido a la alta
afinidad en la polaridad de la capsaicina por el disolvente, lo
cual podria explicar el mayor efecto del extracto en el creci-
miento de las plantulas. Las diferencias encontradas entre
el extracto y el alcaloide también pueden ser atribuidas a
una accion sinérgica de los componentes involucrados y
a la concentracion de los diferentes alcaloides. Por lo tan-
to, estos factores pueden afectar la capacidad de penetra-
cién en la semilla y al tejido, o la dispersion y acumulacion
en los compartimentos intracelulares, lo que altera la germi-
nacion y crecimiento de plantula (Pérez-Leal et al., 2005).
Un efecto sinérgico similar de fitotoxicidad se observé en
los extractos de Calia secundiflora y el alcaloide citisina en
A. hybridus y L. sativa (Zarate-Hernandez et al., 2006).

La respuesta diferencial entre especies a los diver-
sos tratamientos obedece a que la actividad bioldgica de
extractos o compuestos no so6lo depende de su naturaleza
quimica, de su concentracién y proporcion de sus com-
ponentes, sino también de la sensibilidad de la planta re-
ceptora y del proceso metabdlico implicado (Anaya et al.,
1992). Es decir, que la interferencia de los alelopaticos con
los procesos metabdlicos es diversa, lo que implica una
gran variedad de modos de accion.

Los mecanismos que explican las propiedades fi-
totoxicas de numerosos tipos de alcaloides (Aniszews-
ki, 2007; Einhelling, 2002; Doan et al., 2000; Wink et al.,
1999), en particular los del tipo quinolizidinicos, han sido
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and ethereal extracts are possibly due to the variation in
composition and concentration of the metabolites (cap-
saicin and other capsaicinoids) present in the mixtures.
Analysis by thin layer chromatography allowed the detec-
tion of capsaicin in both extracts and in a greater propor-
tion in the dichloromethane extract, due to the high affinity
of capsaicin polarity by the solvent, which may explain the
greater effect of the extract in the growth of seedlings. The
differences found between the extract and the alkaloid can
also be attributed to a synergistic action of the components
involved and the concentration of the various alkaloids.
Therefore, these factors can affect the ability to penetrate
the seed and the tissue, or dispersion and accumulation
in intracellular compartments, which alters the germina-
tion and seedling growth (Pérez-Leal et al., 2005). A similar
synergistic effect of phytotoxicity was observed extracts of
Calia secundiflora and alkaloid cytisine in A. hybridus'y L.
sativa (Zarate-Hernandez et al., 2006).

Differential response among species to the various
treatments is because the biological activity of extracts or
compounds not only depends on their chemical nature,
concentration and the proportion of their components, but
also the sensitivity of the recipient plant and the metabolic
process involved (Anaya et al., 1992). That is, the inter-
ference of allelopathic compounds with metabolic pro-
cesses is diverse; this implies a variety of modes of action.

The mechanisms explaining the phytotoxic properties
of many types of alkaloids (Aniszewski, 2007; Einhelling,
2002; Doan et al., 2000; Wink et al., 1999), particularly qui-
nolizidine have been studied (Wink, 1983 ). Although these
metabolites affect a broad spectrum of organisms, no in-
teraction is discarded in the same places in the plant cells
(Einhelling, 2002), promoting the inhibition of cell reproduc-
tion (Waller and Einhelling, 1999) of DNA, ARN, some enzy-
mes (Wink and Laitz-Bruning, 1995) and protein biosynthe-
sis. They also affect the permeability of membranes and
disrupt its stability (Wink et al., 1999; Liu and Lovett, 1993).

CONCLUSIONS

The dichloromethane extract caused the most phyto-
toxic effect on the germination of the four species, particu-
larly in A. hybridus and L. sativa from 2.5 % concentration,
and 0.5 % in B. odorata, in which the e rate was reduced
to 100 %. It also negatively affected the expression of the
vigor of I. purpurea from 0.5 % concentration, particularly
the length of the aerial part of seedlings.

Ether extract abated the germination of A. hybridus
and B. odorata with 5 % or more concentration, and L. sa-
tiva with 10 %. Similarly, root length and length of the aerial
part of seedlings were negatively affected in all species.
I. purpurea was the least susceptible, while A. hybridus
showed higher susceptibility.
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estudiados (Wink, 1983). Aunque estos metabolitos afec-
tan a un amplio espectro de organismos, no se descarta
su interaccion en los mismos sitios en las células vegetales
(Einhelling, 2002), promoviendo la inhibicion de la repro-
duccién celular (Waller y Einhelling, 1999) del ADN, ARN,
algunas enzimas (Wink y Laitz-Bruning, 19995) y la biosinte-
sis de proteinas. Ademas, afectan la permeabilidad de las
membranas y perturban su estabilidad (Wink et al., 1999;
Liu y Lovett, 1993).

CONCLUSIONES

El extracto de diclorometano causé el mayor efecto
fitotoxico sobre la germinacion de las cuatro especies, par-
ticularmente en A. hybridus y L. sativa a partir de 2.5 % de
concentracion, y 0.5 % en B. odorata, en las que el por-
centaje se redujo hasta 100 %. Asimismo, afecté negati-
vamente la expresion del vigor de I. purpurea desde 0.5 %
de concentracioén, particularmente la longitud de la parte
aérea de plantula.

El extracto de etéreo abatio la germinacion de A. hy-
bridus y B. odorata con 5 % o mas de concentracién, y en
L. sativa con 10 %. Del mismo modo, la longitud de raiz y
longitud de la parte aérea de plantula fueron afectados ne-
gativamente en todas las especies. I. purpurea fue la me-
nos susceptible, mientras que en A. hybridus se observo
mayor suceptibilidad.

El efecto fitotdxico de la capsaicina sobre la germina-
cion y vigor sélo se manifestd en A. hybridus.
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