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Introduccién.

Grande es la informacidén reportada sobre la estructura de
metabolitos secundarios aislados de plantas, cuyos objetives
obedecen a diversos propésitos.

La mayoria de los estudios fitoquimicos se realizan en un
érganc pafticular de la planta tratando de encontrar, aislar,
purificar, y determinar compuestos de interés especial; menos
conocidos son los estudios que se realizan en los diversos
érganos de la planta para correlacionar su biosintesis y distri-
bucidn.

Aunque hay una gran cantidad de especies (la mayoria de los
arboles tropicales) que como una estrategia de vida,
permanecen como plantulas semilatentes, ¢ plantas jbvenes durante
un tiempo variable, poco se reporta sobre el papel de los
metabolitos secundarios en el estado de plaAntula y menos adn
sobre las diferentes etapas del ciclo de vida en las gque por
primera vez Se producen é&stos metabolitos.

Observaciones realizadas en el campo sobre Diospyros
digyna (zapote negro) y Rheedia edulis (limonillo) en estado de
plantula muestran ninguna ¢ muy poca depredacién, lo que hace
interesante el estudio de éste tipo de plantas; por la probable
existencia de metabolitos secundarios con un papel defensivo
al ataque de herbivoros y la produccidén en ésta fase de tales

metabolitos.



Es por esto, que en el Laboratorio de CQuimica de la Facultad

de Ciencias de la U. N. A. M. se inicia con este trabaje¢ un

sondeo sistemdtico de grupos de metabolitos secundarios en

varias especies de Arboles tropicales de la zona de los Tuxtlas,

para analizar su distribucién vy obtener un aporte de datos qgque

conduzcan al disefio de otros estudios.




Objetivo General:

Hacer un estudio fitoqulmico preliminar de grupos de
metabolitos secundarios y perfiles cromatograficos de semillas,
plantulas, plantas Jévenes y plantas adultas de 1las c¢inco

especies vegetales siguientes:

para determinar si alguno 6 algun tipo de éstos metabolitos se

encuentran exclusivamente en la etapa de plantula,

Objetivos Particulares:

i.- Extraer selectivamente los metabelitos secundarios, por
medio de hexano y metanol en cuatro diferentes etapas de
desarrollc de 1la planta (semilla, plantula, planta joven, ¥y
planta adulto).

2.-Evidenciar la presencia en éstas etapas de : alcaloides,
flavonoides, glicésidos, saponinas y terpenos-esteroides mediante
reacciones coloridas y de precipitacién.

3.- Determinar el perfil cromatografice de los extractos en

placa delgada de gel de silice.



4.~ Establecer las r=laciones gque pudiesen existir entre
los grupos de metabolitos secundarios y la etapa de desarrollo

correspondiente, mediante un andlisis comparativo.
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Antecedentes.

El retne  vege=tal  contiene una  extraordinaria
diversidad de metabolitas desconocidos, de bajo peso molecular, a
la mayoria de los cuales no se les ha definido su participacioén
en los procesos metabdlicos de las plantas. Rosenthal & Janzen
(1979) les llamaron a &stos compuestos Matabolitos Secundarios
{M.5.). En un principio se pensd que los M. 5. eran un producto
de desecho sin embargo se descubrid que algunos de ellos se
sintetizaban de manera activa ¥ que en otros cases estaban
invelucrados en actividades definidas, como la protecidn de rayos
ultravioleta (Roades, 1979) por 1o que su papel como substancias
de desecho fué muy discutido.

Los metabolitos secundarios se sintetizam en 1las plantas
(Gibbs, 1974; Hegnauver, 1962-73}; aunque se encuentran también en
honges, bacterias, animales sésiles, artrdpodos (De Ley, 1975;
Shauer, 1873; Erickson, 1974) y unos pocos en cordados.

Algunos investigadores sugieren que los compuestos
secundarios aislados de las plantas ascienden a 10,000 y a medida
que se& avance en la investigacién fitoguimica, se encontraran
otros, calculando que su numero sea similar al de especies
conocidas, es decir unos 400,000 (Oyama, 1986}.

Como la diversidad vy distribucién de los metabolitos
saecundarios es variable, sus funciones atribuibles también o

son, por ejemplo, se sabe gque algunas plantas elaboran

s



metabolitos secundarios que reprimen & evitan el crecimiento de
semillas & pladntulas de especies cercanas, al elaborar diversos
exudados que contienen fitotoxinas.

La variedad de colores y aroma de las plantas se debe a
diversas formas de compuestos de ésta naturaleza, M.S. cuya
funcién reside en posibilitar la polinizacion.

Hay también sustancias de estructura similar a la de las
hormonas, que afectan el desarrollo de los insectcs (Williams,
1970).

De observaciones y hechos aislados se ha fundamentado la
hipttesis de que los metabolitos secundarios funcionan como
defensas quimicas, y algunos datos son los siguientes:

- Se sabe que las paredes celulares de las plantas son
defensas importantes contra microorganismos parasitos
(Albersheim, 1975; Pridham, 1974); hasta se ha sugerido que la
composicién de la pared es la que determina el tipo de paraAsito.

- Recientemente se ha demostrado que los polisacéridos de
muchas paredes celulares estan aciladas con acidos
hidroxiaromaticos, principalmente Aacido ferulico ¥y gue la
acilacidén se incrementa cuando la planta estd infectada (Frend
et al. 1977; Hartley, 1973-74).

Ambas observaciones conducen a creer que existen
mecanismos naturales para defenderse y “evitar" la herbivoria y

los metabolitos secundarios implicados estan catalogados como



"dgfensas quimicas”.

a acumulacioﬁ de taninos, glicésidos, y alcaloides en las
plantas provocan efectos fisieolédzgicanente negativos en diferentes
herbivoros lo gque impide gue éstos los ataquen, funcionando
entonceg como mecanismos de defensa que en ultimo términe
promueven la especificidad en la herbivoria.

En la literatura se encuentran facilmente datos acerca de
los metabolitos secundarios con la interpretacién que les fué
otorgada en el momento, por qguienes los estudiaron.

Asl los metabolitos secundarios son el nicleo de diversas
interpretaciones como las siguientes:

Sobre el origen de los metabolitos secundarios, Wittaker &
Feeny (1971) llegaron a 11la conclusiédn de que los metabolitos
implicados en la defensa quimica, se originaron en el pasadc por
el fenémeno de mutacién y que su permanencia fué favorecida al
incorporarse la informacién al‘genoma de la planta.

Janzen & Martin (1981) consideran que los M. $. presentes en
las plantas son una reminiscencia del pasado, es decir que éstos
compuestos fueron una défensa quimica en épocas geolégicas
pasadas, para evitar depredadores especificos que desaparecieron
en el largo proceso evolutivo, quedando sélo los mnmetabolitos
secundarios en las plantas, a é&sta teoria se le 1llamd de 1la
“Adaptacidén Fosil™,

Los enunciades anteriores tienen clara tendencia

"



pero pueden proveer de mayor proteccién contra generalistas.
4) Las substancias reductoras de la digestibilidad, protegen

contra todo tipo de herbivoros.

Sin embargo existe otro grupo de cientificos que ¢onsideran
errédneo darle a todo cardcter de un individuo (en éste caso a
los M.S. de las plantas) un valor adaptativo pués lo consideran
Panglossiano, por lo que argumentan explicaciones alternativas
como las siguientes:

1) Los esteroides de las plantas tienen un papel importante
en la estructura de las membranas (Grunwald, 1975).

2) Los flavnnoidés son muy importantes ya que atraen a los
polinizadores (Brehm, 1975).

3) Los flavonoides regulan la mediacién del metabolismo de
la fosforilacién (Koeppe, 1974; McClure, 1975).

Como se puede apreciar en los enunciados anteriores, se
encontraron funciones definidas a los metabolitos secundarios vy
no necesariamente de defensa, por tanto, no todos los M. S. de
una planta se les debe atribuilr una razén adaptativa (defensa)
ya que existen explicaciones alternativas.

Asl es como Gould S. & R. Lewontin (1970) han deglarado
qua: "Existe un defecto en tener un punto de vista
adaptacionista, ya que no todos los caracteres de una planta son
adaptaciones. El buscar un sentido adaptacionista a todas las
caracteristicas de un individuo resulta inadecuado y errdnso ya

que conduce a explicaciones dudosas”.



Antecedentes fltoquimicos de las especies estudiadas.

Dentro de 1los estudios fitoquimicos realizades en los

géneros aquil estudiados, se tienen log siguientes datos:

Magalhaes & Gottlieb (1971 y 1972} realizaren un analisis
quimico - de Brosimum rubescens, una Morscea de Brasil, al
finalizar su trabajo encontraron los sigulentes compuestos:
Xantiletina I vy ITI Brosiprenina. 7-hidroxicumarina-7-dimetil-
sulberosina y 7,8 dihidroxicumarina-brosiparina.

Posteriormente el grupo de Magalhaes continud el estudioc
fitoquimico encontrando: Livangetin, 7-dimetilsuberosina y por
medioc de resonancia magnética nuclear determinaron la estructura
de la brosiprenina.

Calderdn vy eol. (1964) estudiaron la composicidn quimica de
compuesto Xantiletina I y II, con férmula condensada Cys Hj Oy

De égte género obtuvieron esteroides cristalizados, en un
porcentaje de 2.8 % del peso seco Yy detectaron la presencia del
17-alfa,acetoxi-21-hidroxi-20-0x0.

Pozetti G.L. & Bernardii A.C. (1971} analizaron la
composicidén gquimica de 8rosimum guadichaudil, especificamente
trabajaron con los frutos, los compuestgs hallados fueron

bargapteno que €5 una furocumarina y el psoraleno.



Gottliab, O.R. ¥y col. (1972) elaboraron un  estudio
fitoquimico de algunas especies de Brogsimum del amazonas, entre
los compuestos existentes esta ‘la piranocumarina,
furocumarina, brosiprenina y 0-fenilbrosiparina.

No se encuentran reportes sobre Brosimum alicastrum.

Arnasédn J. T. & Lambert J.D. (1982) estudiaron la vegetacidn

de algunas Areas de América Central, entre las especies

seffalar que es muy alto el contenido de nitrégeno de éste género.

Género Cymbopetalum.

Cave, A. y col. (1898) realizaron estudios farmacoldgicos,
de Cymbopetalum bragiliensis, descubriendo que tiene una
propiedad inotrépica. E1 estudio reveld que los coapuestos
causantes de ésta actividad son alcaloides cuaternarios, y son

los siguientes: clorhidrato de wmagnofloxina, clorhidrate de

metilscpalmina, clerhidrato de tembetonina y clorhidro-calletina.

Género Diospyros.

Ramachandra, R. L. vy col. (1966) estudiaron a
Diospyros melangxilon y encontraron los triterpenos Me-
ursoclato, Me-oleohato y mezclas de lupeol-betulina, y A&cide
diespirico.

Lillie, T. J. y c¢ol. (1976} estudiaron a Diospyros

1
“



ehretione de la cual aislaron la ehretiona.

Cavalcante M. y col. (1970) hicieron un estudio fitoquimico
en Rheedia gardneriana detectando 1la presencia dé 1,2~dihi-
droxixantona, 1,7-dihidroxixantona, 1,6-dihidroxi-s-
metoxixantona, lupecl, betulina y beta-sitosterol.

Botta, B. y col. (1984) elaboraron una revisién fitoquimica
en Rheedis benthamiana, y B. brasiliensis, en la primera
trabajaron con la ralz y en la segunda con 1los frutos,
encontrando: fukogetina, wvolkensiflavonas, 1a‘ biflavona GB2A
para el caso de la primera y xantichimol para la segunda.

Delle Monache y col. (1981, 1983, 1984, 1989) realizaron un
estudio sobre la coyposicién quimica de Rheedia gardneriana,
detectando la presencia de 1las xantonas feniladas: 4.5

‘dihidroxi,s hidroxi 4,5"5 trimetilfurano,(2,3:6,7)1-4-(1,1
dimetil-prop,2-enil).

Para continuar con los estudios sélo trabajaron con la
raiz de la misma especie, aislando -las siguientes xantonas:
piranajacareubina, 7-fenil-jacareubina, y rhediaxantona "A™.

Posteriores estudios revelaron la presencia de  otras
xantonas las rhediaxantonas I, II, III, IV, V.

También observaron que cuando estaba contaminada por hongos

se producia la dihidrocumarina.

Después determinaron la férmula y estructura de xantonas

'™
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feniladas que son : la 4,5 dihidro, 1, 5, dihidroxi, 6, 6 dipe-
tilpirano, (2"3":3,4) xantona, la 1,3,5, trihidroxi,6,.6,dimetil-
pirano,(2'3':6,7)-4-{1,2 dimetil, prop-2-enil) xantona.y la
1,32,5,6,tetrahidroxi-4~(1,1 ,dipetilprop-2-enil) 7,3 retil-but-2-
enil) xantona.

El equipo de trabajo de Delle Monache (1983) después
investigd la cowmposicidn quimica de otra especie del género
Rheedia, la R. benthamiana especificamente trabajaren con la

cortera y se detectaron las rhediaxantonas I,JI,III a las cuyales

les determinaron la estructura por resonancia magndtica nuclear.

Como Be observa, los antecedentes fitoquimicos existentes en
la literatura son escasos, no se refieren a las especies agqul
estudiadas ¥y no estdn enfocados a estudios de seguimiento durante
el desarrollo de las plantas. Por le gque el interéds del presente
trabajo radica en determinar si existen metabslites secundaries
espacificos para el estado de pléntula y su seguimiento a través

de todas las etapas de desarrollo del individuo.



Area de Colecta.

La sierra de los Tuxtlas, Se encuentra al sureste del
estado de Veracruz, a la altura del paralelo 180 20 ¥y del
meridiano 95 (Fig. 1).

Es una pequelia sierra que interrumpe la llanura costera del
Golfo, de direccioén NW-SE; convencionalmente se puede delimitar
al WS y SE por la curva de nivel de 200 m snm, ¥y al N y E por la
costa misma del Golfo; de trazo mas o menos ovoide, con un eje
mayor de 78 km y un eje menor de 40 Km (Fig. II).

Hacia el centro de 1la sierra se encuentra el Lago de
Catemaco y hacia el NW y SW del mismo se encuentra la estacidén
de Biologia Tropical “Los Tluxtlas" de la U. N. A. M. dedicada

al estudio y conservacisn de una reserva ecoldgica.

Figura 1.- Ubicacién de la sierra de los Tuxtlas.

b
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Figura 2.- Area de los Tuxtlas donde se efectud la
colecta del material biolégico.

EB= estacidn de Biologla.
SMT = Vocan de San Martin
LC = Lago de Catemaco.
SM = VolcaAn de Santa Martha.
SMP = Volcan de Sn Martin Pajapan,
* = Area de colecta
La zona de los Tluxtlas constituye la extensién mds oriental
de 1la cadena montafiosa, que forma el eje volcadnico transversal
(Figura 2). El clima de la reéidn es calido-himedo, con una

tepperatura promedio anual de 25 C. La precipitaciédn pluvial

promedio anual es de 5000 mm presentandose nortes de noviembre a



fabrero, con una astaciin de sacas de narzo a3 mayo.

La comunidad predominante es la de 1la Selva Alta
Perennifolia, que posee ejemplares vegetales de gran talla (25 m
¢ mas) numerosas lianas y epifitas, asi como un sotobosque

relativamente umbréfilo en el que predominan las palmas.



Material y Método.

Colecta.

Se 1levd & cabo del 19 al 20 de Jjunio de 1990, v se
colectaron semillas, pléntulas, plantas jévenes y plantas adulto

de las cinco especies sigulentes:

1 Espetie. Familia. ;

...................... et me e |
Brosimum alicastrum, Moraceas :
Chamaedora tepeiilote. Anonndceae,
Cymbopetalum baillonii. Palmae,
Digspyros digyna. Ebeniceae.
Rheedia edulis Gutiferae.

a

Otra parte importante del naterial fue facilitada por la
M.en C. Carmen Rodriguez del Laboratorio de Ecofisioclogia del

Centro de Ecologla de la U.N.A. M,
Preparacion del Material.

El material colectado de cada especie, se dejd secar a
temperatura ambiente (20 a 22 ¢C) durante una semana, después

se molid finamente para su posterior procesamiento.

Extracciones Selectivas.

Se realizaron 2 refluje comenzande <on hexanc y despuéds con



metanol (Fig. 3). Para todos los ;asos se empled una muestra de
10 g (ya fuera semilla, hojas de plantula, hojas de planta joven
4 hojas de adulto) la que primeroc se extrajo con hexano por ser
el disolvente mencs polar (8 h X 3).

Al concluir cada extraccidn se filtrd y en el rotavapor se
concentrd el extracte, reuniéndose les tres concentrados Yy
llevadndolos a sequedad. Estos extractos se pesaron y se calculd
su rendimiento respecto al peso seco, (Tabla 1).

Postericrmente las muestras extraldas con hexano se dejaron
secar y sSe extrajeron con metanol, siguiendo el procedimiento

anterior.

-
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Andlisis de los extractos.
Para realizar éste analisis se pesaron 10 mg de extracto (de cada
uno) Yy se disolvieron en 10 ml de cloroforme & metanol segdn el
extracto {solucidén madre) los extractos con clorofila se
decoloraron con carbén activado. Posteriormente de cada solucién
se tomaron allcuotas de 1 ml y con ellas se realizaron las
siguientes pruebas;

a) Determinacitn del perfil cromatogrifico en placa fina de
gel de silice.
Se corrieron placas individuales por especie, en las que se
colocaron 10 microlitros de los extractos hexanicos Yy
metandlicos, de las diferentes partes de cada una, empleande come
eluyentes hexano-acetato de 2tilo 8:2, y butancl acido acético-
agua S:1:4, respectivamente.
b} Caracterizacién de leos grupos de compuestos quimicos por

reaccliones de coloracion y precipitacidn.
Se emplearon allcuctas de 1 ml. de la solucidn madre vy las
pruebas fueron las siguientes: .

Molisch para glicdsidos.

Dragendorff y silicotingstice para alcaloides

Prueba de espuma para saponinas.

Liebermann-Buchard para terpencs-esteroides.

3hinoda para Flavonoides.

* Las téAcnicas ne encuantran en el ApAndice,



Resultados y discusion.

Extractos.

Como se observa en la Tabla 1 los mayores rendimientos con
relacién al peso seco corresponden a los extractos metandlicos a
excepcién de los extractos hexanicos de semillas de Chamaedora

En los extractos metandlicos se aprecian los mas altos
rendimlentos de las plantas jovenes de  Dicspyros digyna y
Rheedia edulis, conun 21.8 %2 y 19.4 % respectivamente.

Los extractos se sometieron a pruebas coloridas y de
precipitacién para caracterizar Jlos grupos de petabolitos
secundarios.

En los extractos hexanicos la prueba de alcaloides con
acido silicotungstico y el reactivo de Draggendorf (Tabla 2)
resultd negativa para todas las especies y etapas del ciclo de
vida.

En cuanto a las saponinas no se presentan en ninguna etapa

de las especies estudiadas.

~~



ETAPA ESPECIE EXT. HEXANICO  EXT. METANOLICO
% %
Semilla 5.298 16.993
Brosimum alicastrum
Plantula 0.867 9.927
Planta Jjoven 1.410 9.954
Planta adulto 2.509 10.029
Semilla 1.006 0.875
Chamaedora tepejilote
Plantula 0.317 2.538
Planta joven 1.827 8.936
Planta adulto 3.007 13.750
Semilla 12.157 8.134
Cymbopetalum baillonii.
Plantula 1.727 2,285
Planta joven 2.983 8.936
Planta adulto 1.548 13.750
Semilla 0.346 4.4905
Diospyros digyna
Plantula 1.122 14.774
Planta joven 1.337 21.830
Planta adulto 1.877 9.130
Semilla 14.000 15.000
Rheedia edulis
Flantula 3.708 16.788
Planta joven 3.785 19.463
Planta adulto 2.839 15.632

Tabla :i.- Rendimientos.




Grupos de metabolitos secundarios
‘Especie. Alcaloides Terpenos - esterodes

Hexénico - Metandlico  Hexadnico - Metandlico

Brosimum alicastrum

Semilla - ———- ———- -X
Plantula ———— ——— XX ———
Planta joven ---- ——— XX ——
Planta adulto ---- ———= ®X ———

Chamaedora tepejilote

Semilla ———— _—— _— e
Plantula ——— ——— XXX —
Planta joven ---- ——— HKRXX J—

! Planta adulto ~--- Huellas XXX Huellas

Cymbopetalum baillonii

Semilla —— —— e : o

Pldntula —— ———— X ——— ,
! Planta joven =--- Huellas XX —— ;
: Planta adulto ---- Huellas X  esee-

Tabla 2.~ Alcaloides y terpenos-esteroides presentes en las

cinco especies estudiadas.

‘Los valores de la escala se presentan en el Apéndice.

(¥
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continuacidn de la Tabla 2 . . .

Alcaloides

Hexanico Metandlico

) TTTTETTTTTTT b

Terpenos esteroides

Hexanico Metanodlico

Diospyros digyna

Senilla ———— ——— ———- -X
Plantula —_—— —— % ———
Planta joven —--= Huellas -X ———
Planta adulto ---- m—— ——— ———-
Rheedia edulis

Semilla ——— ——— a——— %
Plantula —_— ———— » _——
Planta joven ---- b4 X _———
Planta adulto ---- Huellas XXX V ——




Flavonoides

Especie Extracto Hexanico Extracto Metanélico
Brosimum alicastrum
Semilla ——— —
Plantula _——— ——
Planta joven sm—— ————
Planta adulto ——— -——-
Chamaedora tepejilote.

Semilla — _ Claanl”
Plantula X —_——
Planta joven Tex L -
Planta adulto =X -
Cymbopetalum baillonii
Semilla Caem ' %
Plantula ————

Planta joven ——— ‘ %
Planta adulto ———— -%

Tabla 3.-Contenido de flavonoides en las cinco especies.

[0
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continuacién de la tabla 3

T Flavonoides |
Extracto Hexanico Extracto Metanélico
Diospyros digyna
Semilla ——— . -———-
Plantula XX . . ——
Planta joven X ———
Planta adulto - e
Rheedia edulis
Semilla ¥ X
Plantula -X X
Planta joven -% X
Planta adulte X XX




Especie Glicésidos

extracto metandlico.

Brosimum alicastrum

Semilla XXXX
Plantula X
Planta joven ~X
Planta adulto X
E;amaedor;-;; 11;;;--
Semilla XXXX
Plantula X
Planta joven XX
Planta adulto -X
Cymbopetaluﬁ baillonii
Semilla XX
Plantula X
Planta joven -X
Planta adulto ————
Dicspyros digyna
Semilla XKXX
Plantula X
Planta joven X
Planta adulto -X

Tabla 4.~ Contenido de glicésidos en las cinco especies.
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continuacién de la tabla 4

Glicésidos del extracto metandlico

Rheedia edulis

Semilla XX
Plantula ceee
Planta joven ————

Planta adulte ----

A continuacién se presentan los resultados de las pruebas de

identificacidn de M. S. presentes en los extractos hexanicos.



Intensidad

R-e
!l cn-t _
R-e R-e R-s -
X b -

=X / Ch-t

cha-t C-b

| D-d ./ p-d
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t 1 A i

Semilla Plantula P. joven P. adulto
u B giegstein —C=b ~ bor)ionit Ch-tx —p tomortico
Dzd D_clgvnd R edulls

Figura 3.- Intensidad de la reaccion de identificacidn

de flavonoides.

Cymbopetalum baillonii y Brosimum alicastrum no son

sensibles a la prueba, de flavonoides en cambio las otras tres
especies &1. Chamaedora tepejilote en la etapa de semilla no
posee flavonoides hasta la etapa de plantula, después decrece la
intensidad en planta joven y se mantiene la misma concentracion
en la eiapa adulta.

En la semilla de. D. digyna, Be observa una baja

intensidad de flavonoides , aumenta en la plantula, decrece en la

planta joven vy desaparece en el adulto. Rheedia edulis es 1la
Unica especie que contiene flavonoides desde la etapa de semilla
con una intensidad similar en la plantula y la planta joven, sélo

se incrementa su intensidad en la etapa adulto.



Intensidad

Xz l
Ch-t Ch-t Ch-t i
XX -8 '
R-o A—u c-b B-a B-a
il |
x bk c-b |
!
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!
al |
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B-a Ch-t
3_agilcdstrom —— ¢ jepeiicle - - Ll
-8- D _dlgvng —*— R _edulls ¢-b
D-d R-e

Figura 4.- Intensidad de la reaccidn de identificacién de

te{penos—esteroides.

Los terpenos y esteroides se encuentran en todas las
especies a partir de 1la etapa de plantula. En Brosimum
alicastrum la concentracidn se mantiene constante desde que
aparece. Chamaedora tepejilote tiene la mayor concentracién en
la planta joven, en la etapa plantular y planta adulto tiene 1la
misma concentracidn de éstos compuestos.

Cymbopetalum baillonii tiene la mas elevada concentracién
de terpenos-esteroides en la etapa de planta joven Yy en la
plantula y planta adulte tiene la misma concentracion.

Diospyros digyna tiene la mayor concentracién de
terpenos-esteroides en plantula, después decrece en la planta
joven y mantiene la misma concentracidn en la planta adulta.
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En Rheedia edulis la plantula tiene la misma concentracién

que la planta joven, y se incrementa en la etapa del .adulto.

.
En cuanto a los extractos metandlicos, en la siguiente
grafica se observan los resultados de la prueba de identificacion

de flavonoides,

Intensidad.
« F
~x
R-8 R-o c-b
- D-d D-d D-d D-d
w L & - . .
Ch-t ch-t Ch-t ca-t
o B-a B-a B-a B-a
i i t {
Semilla Plantula P. joven P. adulto

Etapas de desarrolio.
=8 g_alicasirum =t op_lenellioe ~e=be poillonls
_R-d . R- i
2odigyng "% equlls
Figura 5.~ Intensidad de la reaccidn de intensidad de

flavonoides.

Esta prueba fuéd negativa en todas las etapas de Brosimum




trum, Chamaedora tepelilote y Diospyros digyna.

Rheedia edulis y Cymbopetalum baillonii poseen flaveonoides en

todo el ¢iclo de vida.

Cymbopetalum baillonii presenta la misma concentracidn de
flavonoides en la etapa de semilla, plAntula, y planta joven,
s6lo en el adulto disminuye la concentracidn pero no desaparece.

Rheedia edulis tiene 1la mnds elevada concentracidn de
flavonoides en semnilla y adulto, mientras que en la plantula y la

planta joven se observan concentraciones similares, pero

inferiores a la de las otras etapas.
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Intensidad
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Figura 6.- Terpenos-esteroides presentes en el extracto
metandlico de las cinco especies.
Los terpenos Yy esteroides se encuentran en el extracto
metanélico, exclusivamente en la etapa de senmilla.

Brosimum alicastrum, Diospyros digyna. y Rheedia edulis,

presentan bajas concentraciones de éstos compuestos mientras que
Chamaedora tepeiilote, y Cymbopetalum baillonif tienen una
concentracién mayor,

Estos compuestos estan en todo el ciclo de vida de de las
cinco especies y en la semilla por encontrarse sdlo en el

extracto metandélico se supone que estdn como glicdsidos.



[ntensidad

i
L
*ﬂﬂ
XX -
o -
X -
_x '
v R-e R-o R-o
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Semilla Plantula P. joven P. adulto
R-® C-b D-d
—_— 0 epyffs P 7 — 7 Al
Ch=t -~ lepeliiote —&=4 p gifcastrurm
Figura 7.~ Intensidad de la reaccidn de identificacién de
Gliecésidoes.

En la grafica aﬁterior se observa que la reaccidn de Molisch

en Rheedia edulis es positiva séloc en la etapa de semilla.

Brosimum alicastrum, Chamaedora tepejilote y  Digspyros
digyna, presentan la misma concentracién de glicésidos en las

etapas de semilla y plantula. B. alicastrum, en la etapa Jjoven
presentd un descenso en la concentracidén y en el adulto se
incrementd nuevamente., Ch. tepejilote, aumenta la concentracién
de los compuestos en la planta joven y decrece en el adulto
pero no desaparece. En el caso de C. baillonii, la mayor
concentracién estd en la semilla, misma que decrece
paulatinamente en las etapas de plantula, y planta Jjoven

desapareciende en el adulto.
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iospyros digyna enh etapa de semilla presentd l2 mis alta
concentracidn de glicdsidos, en la plantula y planta joven estos
compuestos tienen igual concentracién, y en adulto decrece la

concentracién pero no desaparecen.

Intensidad
|
» R-e
//‘ \ }
r ’,"’ \\\ R-o
L R-e R-e ~ D-d ™~.. c-b '
! P ch-t
D-d p-d - “¢h-
- c-b c-b // )< .'
. T- z = el \\\g D-d .
ch-t ch-t ch-t
- B-a B-a B-a B-a |
|
i b ] . l
Semilla Plantula P. joven P. ad ulto

Etapas de desarrollo

— 3 glegsrum —— A epeviole ——  marion.d

- D dicyag . PO

Figura 8.- Intensidad de la reaccién de identificacién de

alcaloides.

Brosimum alicastrump no presenta alcaloides en ninguna

etapa del ciclo de vida. Chamaedora tepejilote presenta huellas

de alecaloides sbélo en la etapa adulte. En las etapas de semilla
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y plantula tampoco presentan alcaloides las otras tres especies.

Diospyros digyna vy Cymbopetalum baillonii presentan huellas
de alcaloides en la planta joven, D. digypa desaparece en el
adulto, y C. baillopii se mantiene constante. En Rheedia edulis,
la reaccidén es positiva para la planta joven y en'el adulto solo
hay huellas, .

Como 8e puede apreciar en las graficas anteriores las
concentraciones de los compuestos representados son diferentes y
su distribucibn no es uniforme en las etapas de una misma
especie,

A continuacién se analizan los grupos de metabolitos
secundarios presentes en cada especie, en sus diferentes etapas

de desarrollo de ambos extractos.



Intensidad.
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Figura 9.- Contenido de metabolitos secundaries en

En Brogimum palicastrum se  encontraron glicdsidos vy
terpencs-esteroides en todo el ciclo vital. Los glicésidos en la
semilla tienen la mayor intensidad, para después decrecer, en
plantula y en el adulto, .presentan la misma concentracién y en
el joven ée observa la mas baja concentracién de glicésidos.

El grupo de terpencs-esteroides, en 1la semilla aparece

ligeramente positiva, a3 partir de la etapa plantular aumenta la

concentracién, manteniéndose constante en planta joven y adulto.
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Figura 10.- Contenido de metabolites secundarios presentes

en diferentes etapas de desarrolle de Chamaedeora tepejilote

Chamaedora  tepelilete presents terpenos-afiersides ¢
glictsidos en todo el ciclc vital, mientras que los fiavonoides
aparecen a partir de la etaps de plantula.

La mayor cencentracisn de glicosidos se presentd en la etapa de
semilla, despuss decrece en la plantula, auments en la  planbta

joven y disminuye pero no cesaparece en el adulia.

Los terpencs-esterpides en la semilla tienen La =45 tajs

concentracidn para aunentar ern la 2taga de
planta Jjoven tienen la mayor concentracidn decrecizrds en la
planta adulta.

Los flavonoides tiermmn su maysr centantrazién en rlantyla,

decrece en planta joven ¥ se mantiene
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Figura 11.- Contenido de metabolitos secundarios en

diferentes etapas de desarrollo de Cymbopetalum ba:

En ésta especie 52 presentan terpenos-esteroides,
glicdsidos y flavonoides en todo el cicleo vital.

Los terpéncs—esteroides presentan su mayor intensidad en la
planta joven, las otras tres etapas tienen la misma concentracién

Los flavonoides tienen la misma concentracién en semilla,
pléntula y planta joven sdlo en la etapa del adulto disminuye la
concentracidn.

Los alcaloides se encuentran sdlo en la etapa joven y adulto
en jgual concentracidn.

Los glicdsidos en la semilla tienen la mayor concentracidn
la gque disminuye de manera gradual hasta que en el adulto ya

Nno se presentan.
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Figura 12.~ Contenido de metabolitos secundarios en

diferentes etapas de desarrollo de Diospyros d4igyna-

En Diocepyres digyna se encuentran terpenos-esteroides,
glicésidos en todo el ciclo de vida, flavonoides & partir de la
plantula y alcaloides 88lo en la etapa de planta joven. Les
glicosidos tienen 1la mads alta intensidad en la semilla,
‘después disminuye, en la plantula y planta joven tiene la misma
intensidad y en la planta adulto tigne la menor intensidad de
£licésidos.

Los terpenos-esteroides tienen la mads baja intensidad en la
etapa de semilla, se incrementa en la plantula y después
disminuye, en planta joven y adulte tiene la misma intensidad.
Laos flavonoides tienen la mayor intensidad en la pléntula y luego
disminuyen para finalmente desaparecer en la etapa adulto.
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Figura 13.- Metabolitos secundarios presentes en diferentes

etapas de desarrollo de Rheedia edulis.

Los metabolitos secundarios presentes en Rheedia edulis son
flavonoides y terpenos-esteroides en todo el ciclo de vida,
glicdsidos s&loe en la semilla, vy alcaloides en las etapas de
planta Joven y adulto.

Los flavonoides tienen la misma concentracién en la semilla,
plantula, y planta Jjoven, Yy en el adulto se dincrementa 1la
concentracion.

Los terpenos-estercoides tienen la mas baja concentracidn en
la semilla, en la plantula y la planta Joven tienen la misma
concentracién y en adulto se incrementa la concentracién de éstos

compuestos. Los alcaleides tienen la mavor concentracién en la



etapa joven y solo huellas en el adulto.

Los glicdsidos sdlo aparecern en la semilla.

Después de analizar la presencia ¢ ausencia de
grupos de metabolitos secundarios en cada especie vy etapa se
observa que en cuatro especies se encontraron cuatro de cinco de
los compuestos buscados, { €. baillonii, C. tepeiilote, D.

digyna, y R. edulis).

En B. alicastrum sélo hay dos de los cinco compuestos
buscados (glicdsidos, y terpencs esteroides).

En cuanto a las etapas de desarrolle, las semillas, y las
plantulas de todas 1las especles  estudiadas no presentan
alcaloides.

Ninguna de las especies estudiadas presentsd saponinas.

Las semillas de B, alicastirum, Ch. tepejilote, ¥ D. digyna

no presentan flavonoides,
En todas las especies estudladas la mads alta concentracidn

de glicdsidos estd en la semilla.



Los perfiles cromatograficos.

Los perfiles se determinaron por cromatografia, en capa
fina de gel de silice.

En cada placa se colocaron extractos de las cuatro etapas
del ciclo de vida de una especie con los resultados siguientes:
Para los extractos hexadnicos (Figura 14):

" En Diospyros digyna los perfiles de las cuatro etapas son
diferentes.

En  Brosimum alicastrum, Chapaedora tepejilote vy Rheedia
identicos, los del adulto son muy semejantes a los de plantula y
planta joven vy los de la semilla difieren un poco mas.

Finalmente en Cymbopetalum bailleonii los perfiles de
plAntula, planta joven y planta adulto son iguales, y el de 1la
semilla difjere por la ausencia de una mancha.

Para los extractos metandlicos (Figura 15):

En Brosipum alicastrum y Chamaedora tepejilot

los cuatro
perfiles de las etapas son diferentes.

En Cymbopetalum baillonii los perfiles de la planta Jjoven
¥ planta adulto son practicamente iguales, y olos de plantula y

semilla difieren.

En Diospyros digyna vy Rheedia edulis lcs perfiles de

plantula y planta joven son iguales en cada especie vy difieren

los de planta adulta y semilla.
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Conclusiones.
1.~ Los rendimientos mis altos se registran en los extractos
metandlicos de las cinco especies, a excepcidn de los extractos

hexanicos de la etapa de semilla de Cymboperalum baillonii v

2.- De 1los cinco prupogs de metabolitos secundarios buscados
(alcaloides, terpenos-esteroides, flavonoides, glicdsidoes,

saponinas), se encontraron todos menos saponinas.

3.- La distribucién de los cuatro grupos de metabolites
secundarios encontrados no es uniforme en las distintas etapas de
desarrollo analizadas en las especies (semilla, plantula,  planta

joven, y planta adulto), ni tampoce lo es su concentracién.

4.- En semilla no se encontraren alcaleides, y debide a que =2n
el extracto hexdnico no hubo reaccibn positiva para terpanos-
esteroides vy flavonoides, pero si en el extracto metandlico, se
supone que los cormpuestos de &stos Sos Erupcs Se encusniran  como

glicésidos.

5.- Los perfiles cromatograficos de las distintas etapas de
desarrollo de cada especie guardan semejanza, mayor entre los de
Plantula y planta joven y menor entre los de semilla y adulto con

respecto a los anteriores.

6.- Las semillas de todas las especies prasentan el perfil



cromatografico nas sencillo.

7.- Aparentenente ninguno de los grupos de netabolitos
secundarios detectados en las cinco egpecies es propio O tipico
de la etapa plantular, por lo que se Supone no estan relacionades

con la baja herbivorla registrada.
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Apéndice.

Escala de Intensidad colorida y su significado.

Simbole significadd
N Negativo,reaccidn regativa.
HT Huellaz, reaccidn pozitiva

apenas detzctable.

- ¥ reaccidn pesitiva tenue.

X reaccidr positiva valor
considarado standart.

ux reaccion positiva, cov
intensidad duplicada del
standart.

hiiaty] intenzidad triplicada del
st;ndart.

, . N .
El nimero de crucez indica incrementd

’ de la intensidad ‘ :
b e e




Apéndice.

Ezcala de

Intermzidad colorida y 34 sigrificado.

Simbolo significado

N Negativo.reaccién rnegativa.

H - Huellasz, reaccidn pozitiva

apenas detzctable.

-»* resccidn positive tenue.

" reaccidn positiva valor
considerado standart.

w ’ reaccion positiva, con
intensidad duplicada del
standart.

b344 intenzidad triplicada del
sgandart;

£1 nimero de crucesz indica incrementd

de la intensidad

e e et e rr—mmr s aa e s Er— .- -




Frucba de Molisch.

A 0.5 m3 de extracte disuslto en etanol o metanol, (1 ml)
ze agragan dos gotas de una solucidn de alfa naftol en <tancl ¥ !
ml de &cido sulflrico cancentrado dejandolo resbalar por las
paredez poco & pPoco, de tal forma que el acido y la solucidn
metandl ica ze actratifiqaun. Cuando =23 poszitive se ob;erva un

ahillo violeta en la interfase de los dos liquidos.

Prueba de la espuma para idantificacion de saponinaz.

hJ

Esta rrueba consiste en agitar durante 1 minuto los extractos
diluiZsz en cloroformo,. la espuma Que Te Jenra  debe permanacer

por le mencz 20 minutes para concidararse positiva,

Frueba de Liebermann-EBucherd, para la identifigacidon de
terpenoz-ezteroides.

Se mezcla i ml de anhidride acético y S ml de cleoroforme a
tamperatura dz 0 £, v se le afMade una gota de acido sulfdrico
coancentrado . Unra porcicn de ests reactive se pone er contacts
con la sustancia o =clucionez cloroférmicas.

La formacidén de colores rojo, verde, azul, indican aue es

positiva la prueba.

Prusha del &cide Silicotdngstico. para la identificacién de
alcaioides.
Se disuslven 50 3. d= dcade silicotunastico, en acido sulflrico

&N, n=cesario para formar 100 ml. de sclucidn.
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