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L INTRODUCCION

1.- ANTECEDENTES.

1.1.- Generalidades sobre las especies de /pomoea

De acuerdo con la clasificacion de Hegnauer (1964), la f{amilia
Convolvulaceae se divide en dos subfamilinas, Cuscutoideae y Convolvuloideae.
Siete tribus pertenecen a la subfamilia Convolvuloideae y de éstas la lpomoeae y
la Convolvuleae incluyen a los géneros mas numerosos e importantes desde el
punto de vista econdmico-medicinal. Dentro de las Convolvulaceae, existen
aproximadamente 1100 especies agrupadas en 53 géneros

E! nombre de la familia se dernva del latin convolvo que significa
entrelazarse y se refiere, en términos generales, a la forma de crecimiento ya que
un gran numero de estas plantas son volubles: es decir. enredaderas que trepan
por un soporte enroscandose a el (Grieve, 1982)

Uno de los razgos anatomicos mas sobresalientes de las convolvulaceas
es la presencia de hileras de células secretoras de resinas glicosidicas en los
tejidos foliares y, en especial, en las raices. Estas resinas glicosidicas constituyen
una de las caracteristicas quimiotaxonomicas de esta familia y el empleo en la
medicina tradicional de algunos géneros (e.g. Convolvulus, Exogonium, Ipomoea,
Merremia y Operculina) se asocia con las propiedades laxantes de sus resinas.
Su uso medicinal se encuentra ampliamente difundido en todo el mundo e incluso
figura de manera oficial en numerosas farmacopeas (Milispauhg, 1974).

De la gran riqueza floristica mexicana, el género /pomoea constituye un
grupo de plantas economicamente importantes para la vida cotidiana de nuestro

pueblo y su uso es muy antiguo. Algunas especies han sido utilizadas desde



épocas prehispanicas con fines medicinales, e.g., el "tolompat!” de los aztecas
(Martinez, 1979) es un potente catartico gque se obtiene de los tubérculos
desecados de /pomoea purga (Wender) Hayne: las semillas del "tlitlitzin™ se
utilizaron en los rituales religiosos adivinatorios debido a sus propiedades
analgésicas y alucindégenas provenientes de su contenido en alcaloides( Schultes,
1976 ). Estas semillas usadas como narcdtico por los antiguos aztecas
pertenecen a la especie /pormoea tncolor Cav. (Ipomoea violacea L), que en la
actualidad son utilizadas por los indios zapotecas y chatines de! estado de
Oaxaca. donde se le conoce como badoh negro. o en zapoteco como "badungas”
(Martinez, 1979, Shultes, 1976, Shultes y Hofman, 1979). Algunas variedades de
Ipomoea batatas (L) Lam. deben su importancia economica a las propiedades
alimenticias de sus tuberculos, conocidos en la culinaria nacional como camotes.
Se supone que esta especie derivo de Ipomoea tiliacea (Willd) Choisy, como
resultado del cultivo y 1a seleccion que de ellas hicieron los pueblos aborigenes
de America (Roig y Mesa, 1974).

En diversas regiones del mundo, también son de uso comun en la medicina
popular las resinas obtenidas de las raices y partes aéreas de numerosas
especies del género Ipomoea que se utilizan como catarticos(Alzugaray y
Alzugaray, 1984, Diaz, 1977; Millspaugh; 1974; Roig y Mesa; 1974. Wagner,
1973).




1.1.1.- Las resinas glicosidicas del género /pomoea

Un grupo distintivo de glicolipidos de estructura compleja se encuentra
ampliamente distribuido en las especies pertenecientes a la familia de las
convolvulaceas (Wagner, 1973). La Figura 1 dustra la primera propuesta
estructural para las resinas glicosidicas de /pomoea purga de acuerdo con los
estudios quimicos de Mannich y Shumann (1938). Se han utihizado dos
procedimientos para establecer la existencia de las resinas glicosidicas en esta
famutia: (1) por medio del uso generalizado de numerosas especies CoOmo
purgantes en ia medicina tradicional ya que la mayoria de [as resinas poseen un
fuerte efecto laxante; y (2) mediante el aslamsento de las resinas y la
dentificacion de sus productos de hidrolisis. La compiejdad en la composicion de
las resinas ha dificultado 1a purficacion de los constituyentes individuales y. por lo
tanto. su completa caracterizacion. Sin embargo. estos glicolipidos presentan
rasgos estructurales que los unifican: cuando se someten a hidrélisis alcalinas,
estos compuestos hberan acidos alifaticos volatiles de cadena corta. Al mismo
tiempo, se forma un acido glicosidico, el cual se hidroliza en condiciones acidas
para generar un acido graso hidroxilado, correspondiente a la porcion de la

aglicona, y varios azucares.
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Figura 1. Estructura de las resinas glicosidicas de Exogomum purga Benth. (lpomocea

purga) de acuerdo con Mannich & Shumann (1938).

De acuerdo con este comportamiento observado en soluciones acidas y
alcalinas, se propuso una estructura general para todas las resinas glicosidicas
de las convolvulaceas, la cual representaba un polimero con un peso molecular
entre 500 y 10,000 unidades de masa atomica de una unidad liposacarida, la cual
correspondia al acido glicosidico liberado por la accion de una base (Wagner,
1973). Los azucares en estos complejos se encuentran en forma de di, tri, tetra,

penta y hexasacaridos de un acido graso hidroxilado, este nuicleo liposacarido



representaria fa unidad monomérica que se obtiene como producto de la

saponificacion del crudo resinoso total y la cual se encuentra parcialmente acilada
por diferentes acidos volitiles. Los nombres comunes con que se designan a las
agliconas (acidos grasos hidroxilados) de estos liposacaridos se han derivado del
género o de la especie de la cual se han obtenido (Wagner, 1973) En ei Cuadro
1 se enumeran los azucares y los acidos grasos que constituyen el nucleo
oligosacarido de las resinas glicosidicas de las conveolvulaceas

Cuadro 1. Principales productos de la hidrolisis acida de las resinas ghcosidicas de las
convolvulacens.

.Acidos volitiles Acidos grasos hidroxilados Azacares
- _Aeidoacenco | 7OMCyn .. Dglucey -
__Audg propionica 11 :OH-Cyg (dmido convotvuliruee) | Leamnosa ]
Acido isobutince | _11-OM:-C 4y (acido jalapinolico) O-tucosa
__ Acido 2-metibutanoica _3.12-01-OH-C 1 (aC1dd0_Opercutinico) D-quinovesa
Acido 3-hidro-2-metilbytanoico 3-11-ct-OM-C 4 (acido tpurdhica) 6 deonigutoza
Acidg tighco T1-OH-Cy 4 (acido brawhohco) I _—

Acido caproico

Acido decanoica

Acido dogecanoico

Acido exogonico

La complejidad de las resinas glicosidicas de las convolvulaceas y su alto
peso molecular constituyen factores que han dificultado, y en la mayoria de los
casos, impedido el aislamiento de sus constituyentes individuales. Los productos

de la hidrolisis alcalina de las resinas, es decir los acidos glicosidicos y los acidos



volatites, han constituido ia unica informacion utilizada por los
farmacognostas para fines de identificacion y clasdicacion de las especies
medicinales utilizadas como materias primas para la preparaciéon de las resinas
laxantes.

tLas resinas glicosidicas se han agrupado en dos categorias de acuerdo
con su solubilidad; aquellas solubles en éter y conocidas como la jalapina y la
porcion del crudo resinoso insoluble en este disolvente o convoivulina (Trease y
Evans, 1987, Ono et a/, 1989) A partir de las investigaciones conducidas por
Kawasaki y Miyahara, al fin de |la década pasada (Noda et a/., 1987, 1988; 1992,
inter alia), se demostro que los constituyentes individuales de las resinas del
género Ipomoea representan monomeros de un  glicolipido cuya aglicona
corresponde al acido jalapindlico, 11-(S)- hidroxihexadecanoico. El nucleo
oligosacando se combina con el grupo carboxilo de la aghicona para establecer un
éster macrociclico intramolecular y. en la mayoria de los casos. la porcion
sacarida se encuentra parcialmente acilada por acidos alitaticos de cadena corta.
La tricolorina A (Figura. 2). principal agente alelopatico aislado de las resinas
glicosidicas de Ipomoea tricolor, constituye un ejemplo de las caracteristicas
estructurales generales encontradas en todos los oligosacaridos macrociclicos
aislados a partir de las glicoresinas de Ja familia de las convolvulaceas

€1 nucleo liposacarido de la tricolorina A se caracterizé como el 11-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—3)-O-a-L-ramnopiranosil-(1 -»2-O-3-D-glucopiranosil-(1--»2)-
fB-D- fucopirandsido del acido jalapindlico. El éster macrociclico se establece entre
el carboxilo de la aglicona y el grupo hidroxilo de la posiciéon C-3 en la tercera
unidad del tetrasacarido. Las posiciones C-2 y C-4 de la segunda unidad de!
nicleo oligosacarido se encuentran esterificados por el acido metil butirico

(Pereda-Miranda et al., 1993).



Figura 2. Estructura de la tricolorina A, principal agente alelopatico aislado de las resinas

glicosidicas de /pomoea tncolor.

De las raices de [. batatas (L) Lam. cv. Simon se han aislado cinco resinas
glicosidicas de la porcion soluble en éter, las simoninas 1-V (Noda et al., 1992).
La simonina 1 constituye el primer ejemplo de una jalapina sustituida con el acido
trans-cinamico, como uno de los componentes de la fraccion organica acida que
esterifica el nucleo oligosacarido (Figura. 3). Este constituyente se caracterizé

como el 11-0-(2-O-trans-cinamoil)-[(4-O-n-decanoil)l-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-



0-(2-0-n-decanoil)~a-L-ramnopiranosil-(1-»4)-0-u-L-ramnopiranosil-(1-»2)-3-D-
fucopirandsido del acido jalapinotico (1,2"-lactona).

cry o— OCO(CH)CH,

HO ococn:cv—c-<( \/>

CH,L(C11;),C

Figura 3. Estructura de la simonina | aislada de ipomoea batatas (cv. Simon).

La hidrolisis alcalina de la simonina I (Figura. 4) permitio identificar los

acidos 2- metilbutanoico, dodecanoico y un nuevo acido glicosidico, denominado

acido simdnico A y cuya estructura se eslablecié como el 11-O-u-t-

ramnpopiranosil-(1-»3)-O-la-L-ramnopiranosil-(1-4)]-O-a-L-ramnopiranosil-(1-»4)-

O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-3-D-glucopiranosido del acido jalapindlico.
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Figura 4. Estructura de la simonina !l aislada de /pomoea batatas (cv. Simon).

Las simoninas lII-V (Figura. 5) comparten el mismo nucleo liposacarido, el
cual se denominé con el nombre de acido simonico B y cuya estructura se
caracterizo como el 3"-O-:—L-ramnopirandsido del acido operculinico C (Noda et

al., 1992 b).
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Figura $. Estructura de la simonina IlI-V aisladas de /pomoea batatas (cv. Simon).




1.2.- Alelopatia

La competencia constituye una de las interacciones planta-planta mas
importantes que involucra la lucha por el espacio, el agua, la luz y los nutrimentas
del suelo, entre otros recursos. Existe otro tipo de interaccion liamada alelopatia,
término que fue propuesto por Molisch (1937), para referirse al efecto daidino o
benéfico que una planta tiene sobre otra. por medio de fa liberacion al medio de
diversas substancias quimicas (Datta y Sinha. 1974)

Rice (1979) tambien define a la alelopatia, como cuaiquier efecto benefico
o perjudicial de una planta sobre otra (incluyendo microorganismoes), por medio de
la produccion de compuestos Quimicos hberados at ambiente

Los compuestos quimicos implicados en ia alelopatia son
fundamentalmente metabolitos secundarnos denominados como alelopaticos. Rice
(1984) clasifico estos compuestos dentro de quince categorias, entre las cuales
se incluye a los acidos fendlicos, las quinonas, [os terpenos, los esteroides, las
cumarinas y 1os acidos grasos alifaticos de cadena larga

En algunos casos los compuestos secundarios son toxicos para las plantas
que los producen, por lo que se han desarrollado diversas estrategias para
mantenerlos alejados de las zonas donde se efectuan reacciones de importancia
metabdlica: son almacenados en vacuolas, son depositados en ceélulas muertas,
en espacios intercelulares, en los pelos glandulares de la superficie de muchas
plantas o, simplemente, son descargados al exterior (Anaya, 1981)

De acuerdo con Tukey (1969) la hberacién de los compuestos alelopaticos
al medio ocurre mediante algunos de los siguientes fenédmenos:

a) Volatizacion a traves de las hojas (comao los aceites esenciales).

b) Lixiviacidon o lavado de las partes aereas de la planta por la lluvia, la

niebla y el rocio (como los fenoles);



c) Exudacion a través de las raices (como las hidroquinonas de las
especies de Sorghum);

d) Liberacion de los compuestos de los restos organicos (hojarasca) por
medio de lixiviacion o por la descomposicion microbiana de los mismos.

Los compuestos alelopaticos de la planta donadora pueden interferir con
los procesos metabdlicos primarios de la planta receptora. La actividad biologica
de estos compuestos va a depender de la naturaleza quimica, de su
concentracion, de la sensibilidcad de la planta receptora, del proceso metabdlico
implicado y de las condiciones ambientales (Putham y Tang, 1986).

La interferencia con los procesos metabolicos es diversa, lo que imphca
una gran variedad de modos de accion de los alelopaticos. Cuando el efecto de
un alelopatico producido por una planta se manifiesta, por ejemplo, por una
inhibicion del crecimiento radicular, ésto significa que el compuesto secundario,
esta afectando de manera especifica alguno o varios de los procesos celulares,
por ejemplo: el funcionamiento de las mitocondrias (respiracion). los cloroplastos
(fotosintesis), los meristemos primarios y secundarios (division y eiongacion
celuiar), las propiedades de las membranas, la cinética enzimatica, la sintesis de
proteinas. la estructura cromosomica, etc.

En muchos de los estudios de alelopatia, se ha comprobado que algunos
alelopaticos que inhiben el crecimiento de diversas especies a ciertas
concentraciones, pueden estimular el crecimiento de las mismas u otras especies,
a concentraciones mas bajas. Es muy probable que en la mayor parte de los
casos en que se produce un efecto alelopatico de una planta sobre otro

organismo, en dicho efecto se encuentra implicado, no sélo un compuesto sino

una mezcla de ellos.



1.2.1.- Antecedentes de Alelopatia en el género Ipomoea

En estudios previos se han reportado dos especies con actividad

alelopatica: Ipomoea aquatica Forsk e Ipomoea batatas L. (Singhvi y Sharma,

1984, Howard y Peterson, 1986). De la primera, se aislaron diversas substancias

de naturaleza terpenocide y fenolica. las cuales afectaron el crecimiento de

Penmsetum typhoideurmn De Ipomoea batatas tambien se han aislado compuestos
responsables de la inhibicion de! crecimiento de diferentes especies de semitlas

como Pamicum milliaceum, Abution

thecphrasti y Amaranthus retroflexus,
(Peterson y Harrison, 1591)

Varias especies de Ipomoea se uliizan en las zonas tropicales de México,
ya sea en policultivo. o como cultivos de cobertura, al igual que varnas especies
de lequminosas. entre estas

la mas conocida es Strolobium deerengianum

("nescafé”™), que tienen propiedades alelopaticas y, por ello, logran interferir con

otras arvenses con mucho éxito,

inhibiendo su crecimiento y cubtiendo ios

terrenos, en ocasiones con una dominancia absoluta (Anaya et a/, 1890)

ipomoea batatas (L.) Lam. conocida popularmente como camote (blanco,
rojo y morado). se ha utilizado de manera eficaz para el control de las malezas en
un sistema de policultivo, debido a la cobertura que ejercio sobre el tefreno en el
Valle de Uxpanapa, Veracruz (Caamal, 1885). En los canaverales del estado de
Morelos, es comun observar a la especie Ipomoea tncolor creciendo en forma
abundante y extensa. En esta regidn, su uso practico como planta controladora de
malezas, es semejante al de otras especies del género Ipomoea y de algunas

leguminosas (e.g. Canavalia ensiformis y Stizolobium deerengianurmy).



. Objetivos

1.- Determinar el potencial alelopatico de cuatro variedades de /pomoea
batatas sobre el crecimiento radicular de dos especies de semillas: Amaranthus
hypochondriacus (L.) (Amarantaceae) y Echinochioa crusgalli L. Beauv.

(Poaceae).

2.- Identificar a las resinas glicosidicas como los constituyentes bioactivos
responsables de la actividad alelopatica atribuida a las diferentes variedades de

I. batatas.



i.Parte experimental

1.- Parte experimentat

Las diferentes variedades de /pomoea batatas utilizadas para la evaluacion del
potencial alelopatico de esta especie se recolectaron en las siguientes

localidades del estado de Guanajuato:

Variedad Follaje Tubérculo Localidad, Municipio

(Nombre comun) (Peso Kg) {Peso Kg)

Camote morado

Camote amanilo | _...12  _|Sn Nicolas Salvatierra
Camote blanco B SR 20 __ Sta. Rita, Maravatio ¢
Camote rojo 12 26 Sn. Nicolas, Salvatierra

Una muestra de referencia (voucher: FB312. camote morado; FB1313,
camote amarillo; FB1314, camote blanco; FB1315. camote rojo ) se deposito en ta
coleccion etnobotanica del Herbario Nacional (MEXU) de! Instituto de Biologia.
UNAM.

E! material vegetal utilizado para el estudio del potencial alelopatico inciuyo
los tubérculos y las partes aéreas de cada una de las variedades seleccionadas.
E! material se secd a temperatura ambiente, posteriormente, se corto en trozos

pequenos y se pulverizé en un molino de cuchilla modeio T. Willey.
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2.- Técnicas fitoquimicas
2.1.- Métodos de extraccion

Para la realizacion de los ensayos bioldgicos. se realizé el desgrase del
material vegetal mediante un proceso de maceracion con hexano. Se empled un
volimen de 1.5 | de disoclvente para los tubérculos y 900 ml para las partes
aéreas. Se realizaron tres extracciones, cada una por un periodo de 48 horas. Al

término de éstas, se filtro y concentro al vacio obteniéndose los siguientes

rendimientos:

Variedad Tubérculos (g) Parte aérea (9)
Camote morado 0.1318 ... 02647
Camote amarillo 0 2445 . 0.9157
Camote blanco _ 03176 0.2183

Camote rojo 0.2773 1.2163

Posteriormente. el material vegetal se sometid a tres extracciones
sucesivas con cloroformo empleando un total de 7.5 | de disolvente para los
tubérculos y 2.7 | para las partes aéreas. La evaporacion del disolvente

proporciond los siguientes rendimientos:
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Variedad Tubérculo (g) Parte aérea (g}
Camote morado 0.2301 0.6514
B Camote amarillo 0.2502 0.8821
Camote blanco 0.1603 0.4803
Camote rojo 0.1705 0.5907

Por ultimo. el residuo vegetal se extrajo cuatro veces con metanol,
empleando un volumen total de 2 | de disolvente para los tubérculos y 1.2 | para
las partes aéreas. Cada extraccion se realizo por un penodo de 48 horas.

Finalmente, se filtré y concentro al vacio, obteniéndose los siguientes extractos

Variedad Tubérculo (g) Parte aérea {g)
Camote morado 3.8358 2.9845
Camote blanco 8.9612 53871

Camote rojo 0.3339 4.0460

Camote amarillo 2.5356 2.7975




2.2.- Analisis cromatograficos en capa fina

Los extractos organicos (hexdnicos, cloroférmicos y metandlicos) de las
diferentes variedades, se analizaron mediante una cromatografia en capa
delgada, comparandose con una muestra auténtica de simonina IV, constituyente
previamente aislado de las raices de /pomoea batatas (L) Lam. C. V. Simon
(Noda et al., 1992).

Los analisis cromatograficos en capa fina se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales (Touchstone y Dobbins, 1983). Se utilizaron placas de
vidrio recubiertas con gel de silice (silica gel 80 F,5, Merck) previamente
desactivadas, empleando diversos sistemas de elucion (Cuadro 1). Se utilizd una
mezcla de sulato cérico y acido sulfurico (12 g de sulfalo cérico, 22.2 ml de
H,S0, conc y 350 mg de hielo picado) como agente cromogeno para la

visualizacion de los constituyentes presentes en los extractos.

Cuadro 2.- Sisternas de elucion para la cromatografia en capa fina.

Extracto Composicion Proporcion
Hexanico CHCIl;-MeOH 8.5:1.5
Cloroférmico CHCI3-MeOH 8:2

Metanolico CHCl3-MeOH 9:1




Para la desactivacion del soporte cromatografico, se prepard una solucian
acuosa de H3;BO0, (0.036 N). Esta solucion se aplico a cada una de las placas
mediante un rociado homogéneo. Posteriormente, se evaporo el exceso de
humedad en una estufa a una temperatura de 70-90 °C por 10 munutos

aproximadamente.

2.3.- Preparacion de los extractos organicos totales

Las variedades de [/ batalas seleccionadas para preparar los extractos
totales fueron el camote amarillo: tubérculos (No.1) y el camote bianco: partes
aereas (No.2) y tubérculos (No.3). ElI Diagrama 1 ilustra la secuencia utilizada
para la obtencion de estos extractos.

Se realizo el desgrase del material vegetal mediante un proceso de

maceracion con hexano. La evaporacion del disolvente proporcioné los siguientes

extractos:
Muestra Material Hexano ( | Extracto Apariencia
vegetal molido {g) (1) (9)
No 1 1.1 10 3.2424 | Resina color marron
No 2 2.9 20 4.3598 |Resina verde oscuro
No 3 1.9 15 12.5622 | Resina color ambar




Posteriormente. el material vegetal se sometio a cuatro extracciones con
metanol. La soluciéon resultante se filtro y se obtuvieron tres extractos
correspondientes a cada muestra. Estos se fraccionaron mediante un proceso de
particién con una mezcla de CHC!,-MeOH (7:3), a la cual se le adiciond agua
hasta la formacion de dos fases. La fase de mayor densidad (cloroférmica) se

concentrd al vacio, esta operacion proporciond los siguientes rendimientos

Muestra No Extracto (g) Apariencia
No 1 13.9505 Residuo resinoso amarilio
No 2 22.3894 Residuo verde resinoso
No 3 0.4570 Residuo ambar resinoso

Con la fase de menor densidad (acuosa), se realizaron dos extracciones
con n-butanol, y asi, se obtuvieron tres extractos organicos correspondientes a las

muestras No 1. 2 y 3 (extractos butanodlicos)



Material vegetal

Hexano
Extracio hexanico Residuo vegetal
Concentrar MeOH
al \acio
Ensayos biologicos Extracto metandlico
Residuo vegetal
CHCI3 MeOH-HI0 (Desechar)
Fase acuosa Fase orgamca
n-BuOH lConcm at vacio

Ensayos biologicos

Fase organica (Ext. cloroférmicos)

Fase acuosa
{desechar)

Ensayos bioldgicos

Diagrama 1. Secuencia utilizada para !a obtencidn de los extractos organicos totales
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2.3.1.- Andlisis cromatograficos

Los analisis cromatograficos en capa fina se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales mencionadas anteriormente para la evaluacién de los
extractos cloroformicos, hexanicos y butandlicos (ver seccion 2.2). Se empled
como agente revelador una solucidn de sulfato cérico-acido sulfarico y los
siguientes sistemas de elucion:

Extractos Sistemas de elucién Proporcion
Hexanicos CHCI3-MeOH 8:2
CHCIl3-MeOH 9:1
Cloroformicos CHCi3-MeOH 9:2
CHCI3-MeOH 8:2
Butanolicos CHCI3-MeOH-H20 7:3:1

Las placas fueron desactivadas previamente, y en todos los casos, para el
desarrollo de la coloracion, fue necesario calentar durante dos minutos a 110° C
aproximadamente.

De los extractos No. 1, 2 y 3, tanto cloroférmicos como hexanicos, se
realizaron analisis mediante cromatografia en capa fina,. utilizando placas de gel
de silice (ge! de silice 60 Fy5,. Merck; 5 x 20 cm, de 0.25 mm de espesor). Se
aplicaron 15 mg del extracto de prueba en cada una de ellas y las cromatografias

se desarrollaron en los siguientes sistemas de elucion:
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Extracto Sistema de elucion Proporcion

Cloroformicos CHC!y.MeOH 85:1.5

Hexanicos CHCI!,-MeOH 8.2

2.4.- Separacion de los constituyentes del extracto cloroférmico No 1

A) Preparacion del cromatograma de referencia.

El extracto de prueba (15 mg) se aplicd a una placa de vidrio recubierta de
gel de silice (silica gel 60 F.ge, Merck; 5 x 20 e¢m. 0.25 mm de espesor) y,
posteriormente, se eluyé en el sistema de elucion CHCI;-MeOH (8.5:1.5). La
placa se reveld con sulfato cérnico-acido sulfurico, con el objeto de visualizar cada
uno de los constituyentes presentes y proceder a la determinacién del Rf de los
constituyentes mayoritarios. Estos fueron seleccionados como referencias para la
comparacion con las bandas presentes en las cromatoplacas de prueba utilizadas

en las bicautografias.

8) Preparacion de la muestra

E! extracto cloroféarmico se resolvid utilizando cinco cromatoplacas
preparativas (gel de silice 60 Fy5,, Merck; 5 x 20 em, 0.25 mm de espesor),
aplicando en cada una de ellas 25 mg del extracto y una cromatoplaca adicional

(20 x 20 cm, 2 mm de espesor) en la cual se aplicaron 150 mg del extracto. La



elucion se realizé utilizando 1a misma mezcla de disolventes empleada para la
cromatografia de referencia (ver inciso anterior).

La visuatizacion de los constituyentes se realizé mediante luz ultravioleta
(A = 365 y 254 nm), observandose en cada uno de los cromatogramas una serie
de bandas distribuidas a lo largo de éstas. Los cromatogramas se compararon
con los generados en las cromatoplacas de referencia. Una vez identificadas las

bandas de interés, se procedic a3 separarias. Cada una de ellas se extrajo de

manera individual con cloroformo durante 24 horas, y posteriormente. las

soluciones se concentraron al vacio
3.- Evaluacion del Potencial Alelopatico

3.1.- Procedimiento general de! biocensayo de germinacién de semillas
y crecimiento radicular.

E! potencial alelopatico de /pomoea batatas se evalud sobre la germinacion
de semillas y el crecimiento radicular de dos especies de malezas. Amaranthus
hypochondriacus .. Amaranthaceae y Echinochloa crusgalli L. Beauv (Poaceae)

de acuerdo con los procedimientos descritos en la literatura (Anaya et al, 1987,
Pereda-Miranda et al., 1993).

£l material vegetal (1g) fresco y seco de las diferentes variedades de

Ipomoea batatas, se lixivib con agua destilada (25 mi) durante 3 hrs.

Posteriormente, se filrté (papel filtro Wattman No. 1) y se midid la presion

osmdtica (Osmometro de punto de congelacion Osmette A), para asegurar que la

concentracidon presente en los lixiviados no fuera muy aita y afectara el

crecimiento de las plantulas.



3.1.1.- Bioensayos con los extractos hexanicos y cloroféormicos

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 6 cm de diametro
interno, colocando en el fondo de éstas un disco de papel! filtro (Whatman No
42). Con cada uno de los extractos organicos se prepard una solucion de cloruro
de metiteno a una concentracion de 1000 ppm y a partit de ésta se realizaron
diluciones para obtener concentraciones correspondientes a 50,100 y 200 ppm
Se adiciono 1.5 ml de 1a solucion de prueba a una caja de Petn, dejando evaporar
el disolvente en una campana de extraccion. Posteriormente, el papel filtro se
humedecid con 1.5 mil de agua destilada
Se prepararon los siguientes controles de prueba: a) Control con disolvente.-
Se adicionaron 1.5 m! de cloruro de metileno a las cajas de Petri y. seguido de 1a

evaporacion se adicionaron 1.5 mi de agua destilada, b) Control acuoso - A cada
caja control solo se le adiciono 1.5 mi de agua destilada

3.1.2.- Bioensayos con los extractos metanodlicos

Con cada uno de los extractos organicos a evaluar (20 mg) se prepard una
solucion a una concentracidon de 1000 ppm con una mezcia de MeOH-H30
(0.2-19.8 m)). Con esta solucion se realizaron diluciones con agua destilada con
el fin de obtener concentraciones de 100, 200 y 400 ppm. Estas concentraciones
se diluyeron una vez mas con una solucion acuosa de agar-agar (purificado y

exento de inhibidores) al 1.5 % para obtener concentraciones finales de 50, 100
y 200 ppm.

Se prepararon los siguientes controles de prueba: a) Control con
disolvente.- Se prepard una solucidon con 0.3 ml de MeOH, y 24.7 ml de agua

destilada, la cual se aford a un volumen de S0 mi con una soluciéon acuosa de



agar-agar al 1.5 %. b) Control con Agar.- A una alicuota de 25 m! de agua

[ da se le adiciond una solucién acuosa de agar-agar al 1.5%, la cual se

aford a un volumen de 50 mi.

El bioensayo se llevdo a cabo adicionando a las cajas de Petri 6 mi de las
soluciones a ensayar correspondientes a cada una de las concentraciones de
prueba (50, 100, y 200 ppm). Esta operacion también se realizo para cada uno de
fos controles . El agar se dejo soliddicar a temperatura ambiente.

En cada caja de Petri se colocaron diez semillas de la especie de prueba
escogidas al azar, las cuales se distribuyeron de manera equidistante formando
un circulo sobre el papel filtro (Figura 6). Las cajas de Petri se mantuvieron en la
oscuridad a 27 °C. Después de 24 horas de mncubacion para A. hypochondriacus y
48 horas para E. crusgalli, se midio la longitud radicular y se contabilizo el
porcentaje de germinacidn. Los bioensayos de germinacion de semillas y
crecimiento radicular para cada uno de los extractos se llevaron a cabo evaluando
las diferentes concentraciones de prueba de manera independiente y comparando
tos resultados con los obtenidos en los ensayos de control. En cada bicensayo se
realizaron cuatro repeticiones por tratamiento bajo un disefo completamente al
azar. Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza ANOVA

(p<0.05).

Disco de papel filtro

Semillas de la especie de prueba

Figura 6. Representacion esquematica del Bioensayo en caja de Petri.
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3.2.- Procedimiento general de la biocautografia

Cada uno de los extractos totales (hexanicos y cloroférmicos) se analizo
mediante Ila técnica de bicautografia en una placa cromatografica
(Inoue et al; 1992, Li et al, 1992). Los extractos de prueba se evaluaron de la
siguiente manera:

a) Placas problema: el extracto organico correspondiente (20 mg) a
evaluar, previamente disuelto en MeOH (1 ml). se aplico de manera uniforme
sobre una banda aproximadamente de 0.3 cm de grosor a2 una distancia de
2 a 3 cm de la base de una placa cromatografica de vidrio recubierta con gel de
silice (silica gel 60 F,g5,. Merck: 5 x 20 cm, 0.25 mm de espesor): el disolvente se
dejo evaporar mediante una corriente de aire. Postenormente. se procedid con el

desarrollo de la cromategrafia ulilizando el sistema de elucion correspondiente

Extracto Sistema de elucién | Proporciéon
Hexanico CHCi3-MeOH 9.5-0.5
Clorofarmico CHCiz-MeOH 8.5-1.5

Una solucion acuosa de agar-agar al 10 % se adiciono a cada una de las
placas con el fin de cubrirlas homogéneamente con una capa delgada y el agar se
dejo solidificar a temperatura ambiente. De esta manera, se prepararon dos
placas cromatograficas. Una de las cuales se sembro con semillas de
A. hypochondriacus y la otra con semillas de E. crusgalli Las semillas se
distribuyeron colocando aproximadamente B columnas a lo ancho de la placa. y
cada columna tenia aproximadamente 22 semillas equidistantes una de la otra.

(Figura 7).



Aplicacion del extracto a)

Elucion con la fase movil
organico de prucba

> seleccionada

Adicionar una solucion
acuosa de agar-agar al 10 %

Placa de gel de silice

. =]

Elucion con la fase movil scleccionada
y revelar con algun agente cromogeno

Siembra de 1a semilla de prueba a lo
largo de la superficie de 1a placa

Identificar las bandas

de interés (R 24 hes para AL hypochondriacus

Incubacién
48 hrs para E- crusgatli

27 -C

Observacion de zonas de
inhibicion en la placa

Aislamicento de Ia banda activa — B |
cesestsatiillg

Zonas de inhibicidén

Figura 7. Procedimiento general para la bioautografia
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Las placas se incubaron a 27 °C en la oscuridad, durante 24 hrs para
A. hypochondriacus y 48 hrs para E. crusgalli; transcurrido este tiempo, se
observo las zonas de inhibicidn del crecimiento radicular en las placas.

b) Placas testigos.- Dos cromatopiacas de gel de silice (silica gel 60 Fogy,.
Merck; 5 x 20 cm. 025 mm de espesor) se eluyeron en la fase movil
correspondiente dependiendo del extracto a ensayar, y posteriormente. se les
adicion6 wuna solucion acuosa de agar-agar al 10 %. cubriéndolas
homogeneamente con una capa delgada. El agar se dejo secar a temperatura
ambiente, inmediatamente después se procedic a colocar las semillas de prueba
a lo largo de 1a superficie de la placa distribuyéndolas de la misma manera que se
realizo en las placas problema. Se empled una placa para evaluar las semillas
A. hypochondriacus y ta restante para 1a evaluacion de
E. crusgalli. Las placas se incubaron a 27 °C en la oscuridad, durante 24 hrs para
A. hypochondriacus y 48 hrs para E. crusgalli. A una tercera placa se le aplico la
misma cantidad del extracto de prueba y se eluyo en el sistema seleccionado.
Esta placa control se revelid utilizando el agente cromégeno y la técnica

convencional antes descrita (seccion 2.2},
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3.3.- Procedimiento para el aislamiento y 1a purificacion del agente

alelopatico mayoritario.

Una vez desarrollada las cromatografias en capa fina se observaron a la
fuz ultravioleta de onda corta, con el objeto de wvisualizar alguna correlacion entre
las zonas que provocaron la inhtbicion del crecimiento radicular de las semillas de
prueba y los Rfs observados para cada uno de los constituyentes detectados
mediante el agente cromogeno. Posteriormente, cada uno de los extremos (1cm)
de la cromatoplaca se expusieron a la solucion de acido sulfarico-sulfato cérico,
desarrollandose el color por calentamiento Este procedimiento permitio detectar
cinco bandas (Rf = 0.35, 0.41, 0.47, 0.57 y 0.66). La separacion de éstas se
realizd de la siguiente manera: la zona no expuesta al revelador y que
correspondia a una de las fracciones de interés fue separada del resto de la
cromatoplaca. ta extraccion de los constituyentes presentes en estas bandas
separadas se realizé mediante desadsorcion del soporte cromatografico con

cloroformo. Esta suspension se mantuvo en maceracion durante 24 hr, y una vez

transcurrido este tiempo la gel de silice se elimino mediante filtracion. La solucion

resultante se concentro a presion reducida y con un calentamiento aproximado de
35 "C en bano maria. Este procedimiento proporciond 8.9 mg de la banda con un
Rf = 0.41, misma que era la responsable de una notoria inhibicidén del crecimiento

radicular de las especies de prueba.
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3.4.- Caracterizacién del agente alelopatico

El compuesto presente en la banda con Rf = 0.41 se obtuvo en forma de
una resina de color ambar. que después de una recristalizacién, formd pequefos
solidos incolaoros cuyas propiedades fisicas y espectroscOpicas fueron idénticas a
las registradas para una muestra auténtica de la Simonina IV (Noda et a/, 1992)
pf: 123-125 °C: «;, 36 0 *(c = 1.0, MeOH), IR max (KBr) 3420 2930, 1740, 1470,
1390, 1240, 1130. 1060 cm '; EM-FAB negativo |[Espectro 1] m/z (int. rel.): 1319
M-H (2 5). 871 (31.5), 725 (2.5). 579 (4.9), 417 (9.9), 271 (3.7). RMN "H (500 MHz,
C.D,N. TMS) & 612 (1H. d. J = 1.5 Hz, Ram’-1), 599 (1H. dd. J = 1.5 2.9 Hz,
Ram’-2), 5.92 (1H, gd, 4 = 2 0, 3.0 Hz, Ram-2), 5.90 (1H, d, J = 1.0 Hz. Ram'’-1),
5.B0 (1H, c/d. 4 = 10.0.100 Hz, Ram’™- 4), 558 (1H, d. J = 1.0 Hz, Ram’-1). 5 46
(1H. d.J =20 Hz. Ram-1), 4.99 (1H. dd. J = 3 0. 10.0 Hz, Ram-3). 4. 89 (1H, dd. J
=10,30H2 Ram”-2) 475 (1K, d. J = 7.5 Hz, Fuc-1), 4.67 (1H, dd, J = 1.0, 3.4
Hz, Ram™-2). 4.58 (1H, dd. J =2.9. 9 2 Hz, Ram’-3), 4 48 (1H, dd. J = 3 4, 10.0 Hz,
Ram'-3), 4.45 (1H, dd. J = 3.0, 9.9 Hz, Ram”-3), 4.42 (1H, dc, J = 9.9, 65 Hz,
Ram-5), 4.36 (1H. dc. J = 10.0, 6.4 Hz, Ram™-5), 435 (1H, dc. J = 9.2, 6.5 Hz,
Ram’-5), 4.34 (1H. dc. J = 9.9, 6.0 Hz. Ram”-5). 4.27 (1H, od. J
Ram’-4), 4.20 (1H, dd. J = 9.9, 9.9 Hz, Ram”™-4), 419 (1H, gd. J = 10.0, 9.9 Hz,

= 9.2, 9.2 Hz,

Ram-4), 4.13 (1H. dd, J = 7.5, 9.5 Hz, Fuc-2), 404 (1H, dd. J = 9.5, 3.5 Hz,
Fuc-3), 3.97 (1H, d. J = 3.5 Hz, Fuc-4), 3.84 (1H, sa, Jal-11), 375 (1H, ¢c. J=6.5
Hz, Fuc-5), 2.45 (1H, ddd. J = 3.0, 7.5, 7.5 Hz, decanoil-2), 2.40 (1H, ddd, J = 3.0.
7.0, 15.0, Jal-2), 2.30 (1H, ddd. J = 4.0, 7.5. 7.5 Hz, decanoil-2), 2.28 (1H, dadd.

J =3.0,7.0. 15.0 Hz, Jal-2), 1.64 (3H, d. J = 6.5 Hz, Ram'-6), 1.61 (3H. d, J = 6.5
Hz, Ram-6), 1.58 (3H, d, J = 6.0 Hz, Ram”-6), 1.50 (3H, d. J = 6.5 Hz, Fuc-6), 1.42
(3H. d. J = 6.4 Hz, Ram'"-6), 0.89 (3H, f. J = 7.0 Hz, Jal-i16) [Espectro 2]
RMN-2D; RMN '°C (75.4 MHz, C.DsN. TMS): 5 104.3 (Fuc-1), 80.3 (Fuc-2), 73.3
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(Fuc-3), 72.9 (Fuc- 4), 70.8 (Fuc-5), 17.3 (Fuc-6), 98.8 (Ram-1). 73.9 (Ram-2),
69.8 (Ram-3), 79.8 (Ram-4), 70.7 (Ram-5), 19.4 (Ram-6), 99.2 (Ram'-1), 73.2
79.4 (Ram'-3), 80.1 (Ram’-4), 68.2 (Ram'-5),
736 (Ram”-4), 68.5 (Ram'-5),

(Ram’-2), 18.8 (Ram'-6). 104.6
(Ram"-1), 72.5 (Ram"-2), 72.5 (Ram"-3), i85
(Ram"-6). 103.5 (Ram''-1). 72.6 (Ram'"-2), 70.3 (Ram'"-3), 75.1 (Ram™-4), 68.6

(Ram'™'S), 18.8 (Ram™'-6), 82.4 (Jal-11). 14.3 (Jal-16), 172.9 (Decanoil-1), 173 1

{Decanoil-1), 173.5 (Decanoil-1). {Espectro 3]: HETCOR.

3.5.- Evaluacion del efecto alelopatico de la simonina IV

Los bioensayos se realizardon en cajas de Petri, por lo que se precedid a
preparar con el compueslto organico purificado (8.9 mg) una solucion de
1000 ppm. a partir de la cual se realizaron disoluciones sucesivas para finalmente
obtener concentraciones de 200, 150, 100, 50 ppm. Con estas concentraciones se
evalué el potencial alelopatico sobre la germinacion de las dos especies de

semillas de prueba siguiendo el protocolo descrito anteriormente en la seccion

3.1.1



4.- Resultados y Discusidn

4.1.- Ensayos biolégicos preliminares

ta evaluacion del potenciai inhibidor de Ios extractos organicos
(hexanicos, cloroférmicos y metanchicos) de cada una de las variedades de
Ipomoea batatas sobre el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondnacus y
Echinochloa crusgalll proporciono los siguientes resultados. El Cuadro 3 y las
Figuras 8 y 9 resumen el efecto dei lixiviado del material vegetal seco y de los
extractos organicos preparados a partir de las partes aéreas y ios tubérculos de la
varnedad morada de X batatas sobre el crecimiento radicutar de
A. hypochondriacus.

El extracto clorofarmico obtenido a partir de las partes aéreas del camote
morado a 200 ppm provaco inhibicion del crecimiento radicular del 60% sobre
A. hypochondriacus, efecto similar al observado en los lixiviados de las partes
aéreas secas. Sin embargo, los extractos hexanico y metandlico preparados a
pantir de las partes aéreas no presentaron ningtin efecto inhibidor significativo
sobre A hypochondriacus. En cambio, los extractos hexanicos y cloroformicos del
tubérculo de esta misma variedad concentraron la actividad inhibidora y causaron
un efecto inhibidor significativo a las tres concentraciones probadas en

congruencia con el provocado por el lixiviado.
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Cuadro 3. Efocto deo los lixiviados acuosos y los oxtractos orgéanicos de la variedad

morada de /pomooa batatas (matorial seco) sobro ol crecimionto radicular de

Amar hypochondri
Partes aéreas Tubérculos
Tratamientos % inhibiclén  %inhibicién
Contrat oo
Lix. seco?® 48 B* 54 B
Ext. Hexanico (ppm)
S0 150 39 0*
100 16 0 46 O*
200 200 50 0~
Ext, Clorotérmico (ppm)
50 227 39 4"
100 29 1 41 8°
200 57 7° 44 .4
Ext. Metandlico (ppm) 5
S0 29 (7 5+)
100 155 (7 2+)
200 149 46

Alix 36co’ hxviado oblerido a parur del material seco
% de crecimiento sobre ef 100 % de control
“p< 005
El Cuadro 4 y las Figuras B y 9 resumen los resultados del efecto inhibidor
de los lixiviados y los extractos organicos preparados a partir de las partes aéreas
y los tubérculos de la variedad morada sobre el crecimiento radicular de
E. crusgall.
El lixiviado acuoso y los extractos hexanico y cloroformico de la parte aérea
tienen un efecto inhibidor mas acentuado que el extracto metandlico. En relacion
con los tubérculos, el efecto inhibidor mas significativo se concentro en el lixiviado

acuoso, el extracto hexanico y cloroformico, particularmente a 200 ppm.
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sobre A. hypochondriacus y E. crusgalli.
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Figura 9. Efecto del lixiviado acuoso y los extractos organicos de /. batatas camote morado (tubérculos secos)
sobre A, hypuchondriacus y E. crusgalli




Cuadro 4. Efecto de los lixiviados acuosos y {os extractos orginicos do la variedad

morada de /pomooa batatas {material seco) sobre ol crocimiento radicular de

Echinochloa crusgalilf.

Partes aéreas Tubérculos
Tratamientos % inhibicién *4 inhibicién
Con(ral‘ oo [a o]
Lix seco 360" 57 2
Ext.Hexanico (ppm) b
50 (5 09) 42 9*
100 oo 63 7
200 525 816"
Ext.Cloroférmico {ppm)
50 150 22 5°
100 439 26 6
200 46 6 43 9~
Ext. Metandlico {ppm)
5 (6 8e) (9 Ge)
100 12 4 87
200 29 6 20 7

iz seco txiviado obtenido a3 parte del matenal seco
b
"% de crecinuento sobre el 100 % de controf
“ p< 005
Los Cuadros 5y 6 y las Figuras 10 y 11 resumen el efecto alelopatico de ia

variedad amarilla de [/ batatas sobre el crecimiento radicular de

A. hypochondriacus y E. crusgalh, respectivamente. Los extractos clorofarmicos
preparados a partir de [os tubérculos provocaron la inhibicion del crecimiento
radicular (BO-100 %) de las dos especies de prueba a unha concentracion de
200 ppm. El efecto inhibitorio del lixiviado acuoso de la parte aérea sobre el

crecimiento de A. hypochondriacus fue también notable.
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Cuadro 5. Efecto do los lixiviados acuosos y |10s oxtractos organicos de Ia variedad

amarilla de /pomooa batatas (material seco) sobre el crecimiento radicular de

Amaranthus hypochondriacus.

Partes aéreas Tubérculos
Tratamientos % inhibicién % inhibicidén
canuol’ [s]
Lix seco’ 100 O 50 6°
Ext.Hexanico (ppm)
S0 100 200
100 150 225
200 a8 4 25 6*
Ext.Cloroférmico (ppm)
50 225 50 0*
100 26 6 72 8*
200 43 9 100 O*
Ext. Metandlico (ppm} b
50 (16 2+) (7.1¢)
100 38 (4 3+)
200 16 0 (16¢)

Aix seco Lmviado obtenido a partr det matenal seco
b
*4& de creciTuento sobre et 100 %6 de control
- p< 005
Los extractos hexanicos., clorofarmicos y metanadlicos obtenidos de las
partes aéreas de esta misma variedad de camote no presentaron practicamente

ninguna actividad sobre el crecimiento de las semillas de E. crusgalli, en

comparacion con el efecto provocado sobre las semillas de A. hypochondriacus

especialmente para el extracto cloroformico y hexanico a 200 ppm.
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Figura 10, Efecto del lixiviado acuoso y los extractos organicos de I. bafatas camote amarillo (parte aérea seca)
sobre Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgall.
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sobre A hypochondriacus y E. crusgalli.



Cuadro 6. Efocto do los lixiviados acuosos y los oxtractos orginicos de la variedad

amarilla do /pomoca batatas (material seco) sobre el crecimiento radicular de

Echinochloa crusgalli.

Partes aéreas Tubércuios
Tratamientos % inhibicidn % inhibicién
Contrﬂla a0 oo b
Lix seco 293 (17 69+)
Ext.Hexanico (ppm) °
50 {6 5+) 261
100 oo 40 G-
200 200" 42 1"
Ext.Cloroférmico (ppm)
50 a4 250
100 31 46 47
200 G 1 79 8°
Ext. Metandlico (ppm)
50 (52} (17 6+)
100 {4 3e) {1 9e)
200 112 29

MLix seco viado oblenido a partir del matenal seco
L % de crecimiento sabre «f 100 % de controf
*p<00OS
En el Cuadro 7 y las Figuras 12y 13 se observa que los extractos hexanico
y cloroférmico de las partes aéreas de la variedad blanca de [/ batatas
presentaron una mayor actividad alelopatica (83.4% y 61.4% de inhibicion,
respectivamente) sobre el crecimiento de semillas de A. hypochondriacus a la
concentracion de 200 ppm. Mientras gque los extractos metanodlicos provenientes
de partes aéreas y tubérculos como el extracto hexanico correspondiente a los
tubérculos, no presentaron actividad inhibidora significativa. Sin embargo, debe

hacerse notar que el extracto metandlico de la parte aérea estimuld

significativamente el crecimiento de A. hypochondriacus
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Cuadro 7. Efecto do los lixiviados acuosos y los extractos organicos do 1a variedad

blanca de /pomooa batatas (material seco) sobre el crecimiento radicular de

Amar hyp h driacus,
Partes aéreas Tubérculos
Tratamientos % inhibicién *% inhibicién
Convuol
Lix seco 50 0° 49 5
Ext.Hexanico {ppm)
50 27 9= 16 O
100 38 7° 168
200 B3 4- 230
Ext.Cloraférmico (ppm)
50 214 159
100 57 1* 237
200 61 4* 37.3°
Ext. Metanédlico (ppm) s
50 {40 S+) B87+)
100 (36 6+) 46
200 335 90

L1z seco lxnnado obterdo a partit del matenal seco
b
" de crecimiento sobre el 100 "4 de control
°p< 005
En el cuadro 8 y las Figuras 12 y 13 se observa que los extractos hexanico

y cloroférmico preparados a partir de las partes aéreas y tuberculos de Ia

variedad blanca de /. batatas, presentaron una considerable actividad inhibidora
(42 a 100 %) sobre el crecimiento de E. crusgalli, siendo el extracto cloroformico

correspondiente a los tubérculos el que presentd el mayor porcentaje de

inhibicion (100 %) a una concentracidon de 200 ppm. En contraste con lo anterior,
fos extractos metandlicos correspondientes a las partes aéreas y tubérculos

tuvieron una deébil actividad alelopatica solo a 200 ppm.
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Figura 12. Efecto del lixiviado acuoso y los extractos organicos de | batalas camote blanco (parte aérea seca )
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Especies de prueba
CJA. hypochondriacus BEE. crusgalli

sobre A. hypochondriacus y E. crusgalli.
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Figura 13, Efecto del lixiviado acuoso y los extractos organicos de /. batalas camote blanco (ubérculos secos)
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Cuadro 8. Efecto do los lixiviados acuosos y los oxtractos organicos do Ia varioedad

blanca de J/pomoea batatas (material seco)} sobre ol crocimicnto radicular de

Echinochloa crusgalli.

Partes aéreas Tubérculos
Tratamientos %% inhibicién % inhibicién
Conlloll co Qo b
Lix seco 42 0* (15 9)
Ext.Hexanico (ppm)
50 247" 298
100 36 3" 38 3¢
200 42 1= 6 3
Ext.Cloroférmico (ppm)
50 47 9° 61.3"
100 52 2° 78 9°
200 55 5° 99 6
Ext. Metandlico {ppm)
50 (53«) (30 5+)
100 255 a2
200 311 200

Alix 1eco Wixiviado obtendo a partr det matenal seco
b
“6 de crecimiento sobre el 100 % de control
*p< 005
En el Cuadro 8 y las Figuras 14y 15 se observa que el lixiviado acuoso y el
extracto cloroférmico de las partes aéreas de la variedad roja presentaron la

mayor actividad (60 y 50 %, respectivamente) sobre el crecimiento de
A. hypochondriacus; \os extractos hexanicos de ambas partes tuvieron un efecto

mas deébil y ambos extractos metanélicos no presentaron practicamente ningun
efecto.
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Cuadro 9. Efocto do los lixiviados acuosos y los oxtractos organicos de la variedad

roja do Jpomoca batatas (material

seco) sobra el crecimiento radicular de

Amaranthus hypochondriacus.

Partes aéreas Tubérculos
Tratamientos % inhibicién “*% inhibicidn
Control oo o
Lix seco 59 6° 59.5°
Ext.Hexdnico (ppm)
50 88 71
100 250 246
200 30.0* 32.5*
Ext.Cloroférmico (ppm)
50 212 158
100 42 0 190
200 49 0 26 4
Ext. Metanélico (ppm) b
50 (18.8+) {3 2+)
100 (13 3+) (2 4+)
200 213 3.7

Por altimo, en

efecto inhibidor de

BLix seco ixviado obtenido a partr del matenal seco
% de crecimiento sobre el 100 % de control

* p< 0.0S

el Cuadro 10 y las Figuras 14 y 15 se observa que el mayor

los extractos preparados a partir de la variedad roja de

Ipomoea batatas, se obtuvo con el extracto cloroférmico de los tubérculos a una

concentracion de 200 ppm sobre el crecimiento de semillas de E.crusgalli, en

tanto que los extractos hexanicos de las partes aéreas, como los preparados con

los tubérculos, presentaron una actividad del 60 % a la misma concentracion. En

relacion con las partes aéreas, el extracto con menor actlividad fue el cloroférmico.

E! extracto metandlico de las partes aéreas a 200 ppm tuvo un efecto inhibitorio

significativo similar al del lixiviado acuoso.
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Figura 15. Efecto del lixiviado acuoso y los exiractos organicos de /. batatas camote rojo (tuberculos secos)
sobre A. hypochondriacus y E. crusgalll.



ey

% de inhibiciéon

Control  Lix. acuoso 50 100 200 50 100 200 50 100 200

Ext hexanico Ext cloroformico Ext. metandlico

Concentracion (ppm)

Especies de prueba
CJA. hypochondriacus ME. crusgalli
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sobre Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli



Cuadro 10. Efecto do los lixiviados acuosos y los extractos orginicos do la

variedad roja do /pomooa batatas {(material scco) sobro el crocimiento radicular de

Echinochloa crusgalli.

Partes aédreas Tubérculos
Tratamientos % inhibicién % inhibicién
Control,
. Lix seco 46 8* 26 6
Ext.Hexanico {(ppm)
50 147 28 5*
100 28 5 42 3
200 56 1 57 0
Ext.Cliorotdrmico (ppm)
50 o4 93
100 204 34 0"
200 214 7y 4"
Ext. Metandlico (ppm) b
50 31 8° (12 5+)
100 a2 3~ (5 4+)
200 41 5% 41

Mix seco hrmando obtenido a partit del matenal seco
b

* de crecimiento sobre el 100 % de control
- p< 005
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4.2.- Evaluacién bioldgica secundaria de los extractos bioactivos.

Los anadlisis biologicos preliminares permitieron observar que !a mayor
actividad inhibidora se presentd concentrada, en general, en los extractos
hexanico y cloroférmico de cada una de las diferentes variedades de camote
ensayadas. Los extractos cloroformicos preparados a partir de los tuberculos del
camote amarillo y del camote blanco mostraron 1a maxima actividad inhibidora
sobre el crecimiento radicular de las malezas de prueba y, en algunos casos,
inhibieron en un 100 % el crecimiento vegetal a una concentracion de 200 ppm

Por 1o anterior, se procedio a realizar una segunda evaluaciéon biclogica
con estos extractos bioactivos con el fin de wverificar la actividad previamente
detectada y realizar su seguimiento mediante cromatografia en capa delgada Los
resultados obtenidos de esta evaluacidn se presentan en el Cuadro 11 y
la Figura 16. Los extractos cloroformico de los tubércutlos de la variedad amariila
de lbatatas presentaron un claro efecto alelopatico sobre las semillas de
Amaranthus hypochondriacus (100 % de inhibicidon) y Echinochioa crusgalh
(80 % ). superando incluso el efecto de los lixiviados acuososo. Los extractos
hexanico presentaron una menaor actividad inhibidora sobre

las semillas de
prueba.



Cuadro 11. Efecto do l0s extractos organicos de los tubérculos de /pomoea batatas

{camote amariilo) sobro ol crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y
Echinochtoa crusgalli.

e i} _Partes acreas Tubérculos
% inhibicion % inhibicién
{ . _Conwoer | 0O ___|._ 00
L twseco® I =08 aren)?
Ext Hexanico {ppm) R
—— 9382 131
— o0 87 26 7*
200 213 30 3°
_Ext.Clorofarmico (ppm
. 26 9°
43 7%
78 O

“Lix seco hxiviado obterido a partir del matenal seco
B

% de crecimiento sobre el 100 % de control
- p< 005

En el Cuadro 12 y Figura 17 se presentan los efeclos provocados por los
extractos hexanico y cloroformico de los tubérculos de la variedad blanca de
I. batatas sobre el crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli, en
esta ultima especie se observé ia maxima actividad alelopatica provocada por el

extracto clorofémico a una concentracion de 200 ppm.
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Figura 16. Efecto del fixiviado del material seco y extractos organicos de los tubérculos de /. batatas
(camote amarillo) sobre el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalii.



Cuadro 12. Efecto do fos extractos orgdnicos de los tubérculos do /pomooa batatas
{(camoto blanco) sobro ol crecimionto radicular de Amaranthus hypochondriacus y

Echinochioa crusgalli.

Paries aéreas Tubérculos
Tratamientos % inhibicion | % inhibicidn
Control oo [o]1)
Lix seco ~ 495" (1590)°
Ext. Hexanico (ppm) .
50 1B 205"
100 - 207 38 0
200 222 56 2
| Ext.Clocotormico (ppm) ORI O

- S 199 64 0"
100 31 7 70 6°
200 33 7 96 9°

Bix seco linviado obtemdo a pacur del matenal seco
b
1% ge crecimiento sobre el 100 % de control

T p- 005

El Cuadro 13 y la Figura 18 muestran los resuitados del efecto de los
lixiviados y los extractos hexanico y cloroférmico de las partes aéreas de la
variedad blanca de /. batatas scobre el crecimiento de las dos plantas de prueba.
Este ensayo confirmo que el extracto clorofarmico a la concentracion de 200 ppm
presentd el mayor porcentaje de inhibicion (60 %) sobre el crecimiento de las
semillas de E. crusgall. El mayor efecto inhibitorio sobre A. hypochondriacus los

provoco el extracto hexanico.



c
0

bic

% de inh

70
60
50
40
30
20
10

a 4
Contro! Lix. acuoso 50 100 200 50 100 200

Ext hexanico Ext cloroformico

Concentracion (ppm)

Especies de prueba
DA hypochondriacus WRE. crusgall

Figura 17, Efecto del lixiviado del material seco y extraclos organicos de las partes aéreas de /. balatas
{camote blanco) sobre el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgall.



Cuadro 13. Efecto de jos extractos organicos de las partos aéreas de /pomooa

batatas

{(camote blanco)

sobre «c!

crocimiento

hypochondriacus y Echinochloa crusgalli.

De esta manera, la

actividad alelopatica sobre

radicular da

Partes adreas Tubérculos

Tratamienios % inhibicidn | % inhibic
Controt oo _ o0

Lix seco _...%S0- |  a2o0°

Ext.Hexdnico (ppm) P SO R

50 27 67 68
100 28 8° 70

200 56 17 238"

Ext.Cloroformico (ppm)

s0 ___ 60 48 8°

100 242 50 3"

200 26 4* 59 6°

SLix. seco. ixtviado oblenido a partir del material seco

“p< 005

evaluacién secundaria corroboro

que

Amaranthus

la maxima

las dos especies de prueba se observo con los

tratamientos que emplearon el extractro clorofdrmico obtenido de! tubérculo de la

variedad amarilla de /. batatas. Por lo tanto. este extracto se selecciond para su

posterior anadlisis mediante cromatografia en capa delgada.
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4.3.- Aislamiento y caracterizacién del agente alelopatico mayoritario

a partir del extracto cloroférmico No 1.

Como resultado de los bioensayos descritos anteriormente, el extracto

cloroformico que desarrolld la mayor actividad alelopatica, se utilizd para proceder

con la separacion de los constituyentes mayoritarios responsables de los efectos

inhibidores del crecimiento vegetal. El empleo de la bioautografia en combinacion

con analisis cromatogrificos en capa fina de este extracto bicactivo, permitieron

ta separacion de cinco compuestos con los siguientes rendimientos:

Banda No Rt Muestra obtenida
1 035 79
2 0a1 89
3 047 66
4 057 109
) 066 235
La banda No 2 (Rf = 0.41), demostro un efecto alelopatico similar al

observado para el extracto total en los ensayos bioautograficos y, por lo tanto, se

purificd mediante una cromatografia en capa fina adicional. La identificacion de

este metabolito como la simonina IV, se realizé al comparar sus constantes fisicas

y sus propiedades espectroscopicas con las citadas en la literatura (Noda et al.,

1992) y las generadas por una muestra autentica (ver Parte Experimental, seccion

3.4).[ Esquema A]

57



8

SEPARACION-CCF
HO

CHy 0/]
0
CHy 00C {CH2kCH3
l:> CH(CH) 00—
HO OH
ch{ \/ 04

[¢]

\/0

Camote Amarilio
Extracto Clorofénnico ‘

Esquema A. Estructura de la simonina IV



Este compuesto purificado se evalué a difrentes concentraciones
{ 200, 150, 100 y SO ppm) sobre el crecimiento radicular de las dos especies de
semillas de prueba con el objetivo de determinar la concentracion inhibidora

media (Clgp). Los resultados de dichas evaluaciones se resumen en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Efecto del agente alelopitico mayoritario de /. batatas sobro ol

crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli.

Amaranthus Echinochica

Tratamientos “ inhibicién % inhibicién
Control [eX+) 00

Concentracion (ppm}

50 - 41.3 231
100 603 423
150 86 8 S8 8
200 905 73.1

Las concentraciones de 150 y 200 ppm provocaron un efecto inhibidor
significativo sobre el crecimiento radicular de las semillas de A. hypochondriacus
(> 85 %) y de E.crusgalli (> 55 %) [Figura 18 y 20].

La Figura 21 presenta la curva concentracion-respuesta para la simonina
IV sobre el crecimiento radicular de A. hypochondriacus. El valor de la Clsp
calculado mediante analisis de probit para el crecimiento radicular de

A. hypochondriacus correspandid a 65.7 g/ ml (49.8 pM).
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El crecimiento radicular de E. crusgalli resulto menos sensible al
compuesto ensayado y el valor de la Clsg calculado correespondié a 113.8 ung/mi
(86.2 nM) {Figura 22].

La inhibicidn del crecimiento radicular inducida por la simonina IV para las
dos especies de prueba,corresponde a uno o dos ardenes de magnitud inferiores
a las concentraciones requeridas para provocar este efecto por la mayoria de los
productos de origen vegetal,cuya actividad alelopatica se ha demostrado y que
corresponde al intervalo de 100-1000 ;M (Einhellig., 1989)

Esta actividad alelopatica es comparable con 1a fitotoxicidad observada
para la tricolorina A, constituyente mayoritario de las resinas glicosidicas de
la

Ipomoea tricolor, en disefos experimentales similares a los descritos en

presente investigacion (Pereda-Miranda ef a/., 1993)
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V. Conclusiones

1.- El estudio fitoquimico de los diferentes extractos organicos preparados
a partir de las distintas variedades de [/pomoea batatas, utilizando como
bicensayo la determinacion del potencial alelopatico, sobre el crecimiento
radicular de dos especies de semillas (Echinochloa crusgalli y Amaranthus
hypochondriacus), permitié identificar a las resinas glicosidicas como los
constituyentes bicactivos responsables de fa actividad alelopatica atribuida a las
diferentes variedades de la especie de prueba. permitiendo ademas, el aistamiento
y caracterizacion del agente alelopatico mayortario presente en el extracto
clorofarmico

2 - La simonina IV represento el glicolipido bioactivo mayoritano. Este
compuesto inhibio la germinacion de semillas de A. hypochondriaciss con un valor
para la concentracion inhibidora media (Clyp) de 49.8 j\M

3.- Estos resultados permiten apoyar la postulacién de los ghcolipidos
presentes en las resinas de las Convolvulaceas, como los principales agentes
quimicos involucrados €n las interacciones alelopaticas de las especies de
Ipomoea, e.qg. I tricolor e I. batatas, utilizadas como cultivos de cobertura en la

agricultura tradicional de nuestro pais
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Camote amarilio (tubérculo)
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Extracto clorotormico
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