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Esta investigacion esta enfocada al estudio de los aleloquimicos presentes en las

estructuras vegetaies que forman parte de la materia residual de los cultivos y que
intervienen en el control de maieza. Se aislaron, separaron y caracterizaron los
aleloguimicos presentes en tallo y receptaculo de girasol cv. Victoria. Los sélidos
fueron extraidos de los tejidos vegetales con alcohol etilico en equipo Soxhlet, y
separados y purificados a través de cromatografia en columna y placa fina. La ca-
racterizacion de las fracciones obtenidas se hizo a través del bioensayo de germi-
nacion de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.). Las fracciones que pre-
sentaron mayor actividad inhibitoria sobre la germinacion fueron la 3, 4 y 5, las
cuales son medianamente polares. La cantidad de muestra obtenida con esta
metodologia fue de 20.5 mg, y e! analisis cromatografico acoplado a espectrome-
tria de masas mostré la presencia de un compuesto de naturaleza diterpenoide
{(kaurano / traquilobano). Dicho compuesto inhibid la germinacion de semillas de
amaranto y se sugiere esta significativamente involucrado en la accién aleiopatica

del girasol cv. Victoria.
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Alslamiento v caracterizacion de aleloquimicos en extractos etandlicos de girasol (Helianthus ennus L.)

Los vegetales constituyen una fuente de productos naturales con potencial para

ser aplicado en usos agrondémicos, por ia gran diversidad de estructuras que su-
gieren acciones biologicas especificas y su caracter aparentemente inocuo sobre

el ambiente, ya que son degradados a corto plazo.

Desde tiempos inmemoriales (Teofrasto, 300 afios a. C., citado por Rice 1984), se
observé la capacidad que presentan las piantas para establecer interacciones
guimicas a través de dichos compuestos, al ser vertidos al ambiente. En épocas
mas recientes (Molich, 1937; Rice 1974) han englobado dentro del término alelo-
patia las interacciones indicadas, empleando dicho término para referirse a cual-
quier proceso gue involucre metabolitos preferentemente secundarios de origen
vegetal o microbiano, que influyen en el crecimiento y desarrollo de sistemas bio-
légicos incluyendo tanto efectos positivos como negativos. En estos términos, se

podria atender al control de la maleza por medio de efectos alelopaticos selecti-
VOS.

Del estudio de las interacciones alelopaticas entre especies cultivadas y maleza,
ha nacido ei interés por caracterizar, aislar y ensayar las sustancias implicadas. Se
han puesto en marcha, proyectos de busqueda de productos con actividad biologi-
ca propia, 0 a través de modificaciones puntuales de su estructura. E! procedi-
miento integral y "artificial" de caracterizacion de la actividad herbicida de un pro-
ducto alelopatico se conoce como “bioensayo”, el cual consiste en el uso de mate-
rial biclégico como indicador de la accién inhibitoria, cuantificAndose los cambios
que se puedan producir sobre una determinada actividad bioquimica o con res-
pecto a un testigo (Casteilano et a/.,2000).

Es bastante amplia la gama de sustancias bioquimicas que las plantas producen
como metabolitos secundarios y que presentan un caracter alelopatico. Destacada
es la participacion de los terpencides que se constituyen de multiplos de isopreno,

una molécula organica de cinco carbonos. La planta utiliza los terpenoides ( deri-
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vados de la ruta del acido mevaldnico), como un mecanismo de proteccion (Ro-
gers et al, 1995). También para ahuyentar insectos, parasitos y depredadores
(Krebs, 1988), ya que son constituyentes de las resinas, latex, feromonas
(Fessenden y Fessenden, 1994) y aceites esenciales con los cuales puede modi-
ficar el comportamiento de muchos animales, atrayéndolos o ahuyentandoios
(Krebs, 1986). También, se han encontrado como un componente importante de
los alelopaticos producidos por hojas y raices y que son vertidos en el suclo (file:
/lIA|Substveg.htm).

Las plantas que se distinguen como productoras de terpenoides con actividad
alelopatica son las compuestas (http://gente.pue.udlap.mx/~pwesch/3.00html);
esto es posible por su modo de evolucion y adaptacion a los diferentes medios y a
que muchas de estas plantas se consideran componentes de la maleza, praderas
y ruderales por lo que tienen un fuerte caracter de dominancia ecolégica y de
oportunismo siendo de las especies mas diseminadas
(http://gente.pue.udlap.mx/~pwesch/3.00htmi). La dominancia de las compuestas

pudiera atribuirse en cierta medida por su despliegue de estrategias alelopaticas.

Entre las compuestas destaca la presencia del girasoi (Helianthus annuus L..), que
es una planta de interés agricola y en la actualidad de muy amplia distribucion en
cinco de los seis continentes. Esta planta crece con muy poca competencia y en

una alta densidad pudiendo evitar la presencia de muchos otros tipos de plantas.

Ei utilizar esta planta para fines de controi de plagas y de maleza, puede ser una
estrategia muy importante y de plantearse los mecanismos de transferencia de
tecnologia convenientes, le daria a la especie una mayor diversificacién en su uso
y un mayor valor agregado.
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Aislamiento y caracterizacién de aleloguimicos en extractos etandlicos de girasol (Helianthus avmaus 1.)

EL control oportuno de la maleza en los agro ecosistemas es basico para la ob-
tencién de rendimientos optimos. En las pasadas décadas dicho control se ha rea-
lizado fundamentalmente a partir de herbicidas sintéticos, los cuales constituyen
un riesgo para la salud pablica y ambiental debido principalmente a su persistencia
en el ambiente y ademas porque en algunos de ellos se ha observado actividad

carcinogénica y mutagénica (Matsunaka y Kawatsuka, 1975; Duke, 1988).

Debido a lo anterior, se estan buscando alternativas que permitan el control efec-
tivo de la maleza, pero reduciendo al minimo los efectos negativos sefialados (Ro-
driguez, 1999).

La alelopatia puede ser una alternativa en ia blusqueda de estrategias para el con-
trol de maleza. Los aleloguimicos, que son los compuestos quimicos responsables
de dichas interaccicnes, ofrecen una fuente de posibles herbicidas de origen natu-
ral, que tendrian como ventaja el ser mas especificos en su accion, biodegrada-

bles en el corto plazo y menos dafitnos que los sintéticos.

A partir de toda una serie de estudios en campo, Rodriguez y colaboradores
(1994;1998;1999) han encontrado que los residuos del girasoi cuitivado, controlan

la maleza que de manera natural emerge en agro ecosistemas de clima templado
y calido.

Asi en el presente estudio se propuso aislar los compuestos que controlan la ma-
leza mediante la técnica de extraccion continua “sdlido — liquido” (Soxhlet) y ca-
racterizarlos por medio de analisis fitoquimico. La separacién de los aleloquimicos
presentes en los tallos y receptaculos de girasol cv Victoria en etapas fenolégica-
mente maduras, se realizard a partir de técnicas cromatograficas. La actividad
bioldgica de los compuestos obtenidos de la cromatografia en columna, se evaiua-
ra por medio de bicensayos de germinacion y crecimiento de semilias de amaranto

(A. hypochondriacus L.).
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T

3.1 Objetivo Generai

Aislar, caracterizar y purificar los aleloguimicos presentes en tallo y recepiaculo
del girasol.

3.2 Objetivos Particulares

¢ Aislar y comparar la cantidad de aleloquimicos presentes en talio y receptaculo
del girasol, solubles en alcohol etilico, por el método de extraccidn continua

solido-liquido.

» Caracterizar y comparar mediante analisis fitoquimico y biolégico los aleloqui-

micos presentes en los extractos etandlicos de tallo y receptaculo del girasol.

¢ Separar y purificar mediante técnicas cromatograficas los aleloquimicos pre-
sentes en los extractos etandlicos de tallo y receptaculo del girasol.

3.3 Hipotesis

El girasol cv. Victoria presenta aleloguimicos en tallo y receptaculo, dichos alelo-
quimicos seran aislados y caracterizados a través de pruebas biol6gicas y fitoqui-

micas, las cuales se espera sean positivas para corroborar su presencia.
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4.1 Generalidades sobre el girasol

4.1.1 Origen de /a especie

El girasol es native de América del Narte, puede ser encontrado en estado silves-
tre desde las planicies del noroeste de Canada, hasta América del Sur
(Goncalves,2000).

Evidencias arqueologicas, revelan el uso del girasol entre los indios americanos.
El cultivo de girasol tuvo inicio en Arizona y en Nuevo México aproximadamente
3000 afios a. C. Dichos indicios sefalan que un tipo monocefalico de girasol do-
méstico existioé en la prehistoria y que éste pudo haber sido domesticado antes de

ser intraducido el mijo en América del Norte (Gongalves,2000).

Se cree que el girasol de tallo Unico, aparece como resultado de una mutacién del
tipo silvestre que es ramificado y éste fue deliberadamente seleccionado por los
indios. Otras caracteristicas como pigmentacion, tamario de las semillas, peculia-
ridades de la céscara y maduracion, también fueron fijadas por los indios
(Gongalves,2000).

El girasol fue introducido en Europa a principios del siglo X1V, y desde entonces se
ha distribuido por todo el mundo, en una amplia gama de climas y suelos, desde
los aridos y los semiaridos, hasta los tropicales pasando por los templados y los
frios (fig.1). El cultivo de girasol se ha constituido en un elemento econémico de
gran importancia en varios paises como Estados Unidos y los paises que confor-

maron a la ex Unién Soviética (Gongalves,2000).
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Figura 1.- Girasol cv Victoria cultivado en el Colegio de Postgraduados {Cortesia J. A. Esca-
lante Estrada).

4.1.2 Clasificacion taxonémica (Cano y Marroquin, 1994)

Division Antophyta (Tracheophyta)
Subdivisién Pteropsida

Clase Angiosperma (Magnoliopsida)
Orden Dicotileddnea

Familia Asteraceae

Subfamiiia Tubiflorae

Tribu Heliantheae

Genero Helianthus

Especie Helianthus annuus L.

El girasol pertenece al género Helianthus, familia Asteraceae. Es un genero com-
plejo, que comprende 49 especies y 19 subespecies, de los cuales 12 especies
son anuales y 37 perennes. Unas pocas especies son de ocurrencia bastante rara,

otras son elementos comunes de la vegetacion natural y algunas otras son plantas
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dafinas, desenvolviéndose en areas bastante alteradas por el hombre. Muchas
especies fueron domesticadas. De éstas, H. annuus., 6 girasol comln, y H. tube-
rosus., o "Jerusalem artichoke", son plantas alimenticias. La primera debido al
aceite y a la proteina que contienen los aquenios y la dltima por sus raices. Ade-

mas de esto, el girasol es empleado como planta ornamental (Gongalves,2000).

4.2 Aspectos quimicos estudiados

En el girasol se encuentran una amplia gama de metabolitos secundarios como
resultado de un metabolismo complejo.

Por su abundancia y las implicaciones ecologicas y adaptativas en las que se in-
volucran, en €l girasol, han resultado de gran interés determinados grupos que
enseguida se describen:

4.2.1 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos vegetales comprenden un amplio intervalo de sustan-
cias que poseen un anillo aromatico y por o menos un grupo hidroxilo (Harborne,
1991). Los compuestos fendlicos representan uno de los grupos mas abundanies
encontrados en la naturaleza y son de interés particular en la fisiologia postcose-
cha por su papel en e color y sabor de los frutos

(http //gente.pue. udlap.mx/~pwesch/3.17himl, 2000).

Los compuestos fenolicos usualmente son localizados en la vacuola celular, son
solubles en agua y frecuentemente, se encuentran combinados con azlcares co-
mo glucésidos. Entre los compuestos fendlicos naturales, de los cuales mas de mil
estructuras son conocidas, los flavonoides forman el grupo mas grande, pero los
fenoles monociclicos simples, fenil propanocides y quinonas fendlicas existen en
naomeros ceonsiderables. Ciertos grupos importantes de materiales poliméricos en
plantas -las ligninas, melaninas y taninos- son polifendlicos y unidades fendlicas
ocasionales son encontradas en proteinas, alcaloides y entre los terpenoides
(Harborne, 1991).
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Mientras la funcién de algunas clases de compuestos fendlicos esta bien estable-
cida (por ejemplo las ligninas como material estructural de la pared celular; las
antocianinas como pigmentos florales),la funcién de otras clases es {odavia una
materia de especulacidén. Los flavonoides, por ejemplo, parecen ser importantes
en la regulacion del control de crecimiento en la planta del chicharo y su presencia
en cloroplastos de espinaca sugiere que pueden estar involucrados en ia fotosin-
tesis; sin embargo, ninguna de estas funciones, ha sido firmemenie establecida
(Harborne, 1991).

Algunos de los compuestos que se encuentran distribuidos entre las angiospermas
son el acido p-hidroxibenzdico; acido protocateuico, acido vainillico y acido siringi-
co. El acido gentisico también esta ampliamente distribuido, menos comun es el
acido salicilico y acido o-protocateuico, estos dos acidos son comunmente encon-

trados en [a Ericacea (Harborne, 1991).
4.2.2 Terpenoides

Constituyen un grupo muy abundante e importante de sustancias, que se encuen-
tran universalmente distribuidos en la naturaleza y que derivan de una simple uni-
dad de isopreno (CsHz},, hidrocarburo insaturado. Generalmente son liposolubles
y estan localizados en el citoplasma de la célula vegetal. Los aceites esenciales
algunas veces se encuentran en células glandulares especiales en la superficie de
las hojas, los carotenoides se encuentran asociados con cloroplastos en las hojas

y con cromaoplastos en los pétalos.

De acuerdo con el nimero de atomos de carbono pueden ser divididos en: mono-
terpenoides (10 atomos de carbono), sesquiterpenoides (15 atomos de carbono),
diterpenocides (20 atomos de carbono), triterpenocides (30 atomos de carbono) Te-
traterpenoides o Carotenoides (40 atomos de carbono), Poliisopreno (C,) (Har-
borne, 1991).

Aunque los terpenoides son biosintéticamente derivados de la molécula de isopre-

no, recientemente detectado como un producto natural en la hoja de Hamamelis,
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esta sustancia no es un precursor in vivo. Su equivalente es el isopentenil-
pirofosfato CH,=C(CH3)CH.CH;OPP,que es formado sdlo de acetato via Acido
mevaldnico, CH>OH-CH,C(OH, CH3)CH.CO,H . En biosintesis, dos isopentenil
pirofosfatos son enlazados para dar geranil pirofosfato (Cqp),la llave intermedia en
la formacion de monoterpenos; geranil pirofosfato e isopentil pirofosfato, procede
eniazada para dar farnesil pirofosfato(Cs), la llave intermedia de sintesis de ses-
quiterpenos. Diferentes combinaciones de estas unidades Cs Cp y Ci5 estan in-
volucradas en la sintesis de los terpenoides mayores (fig. 2). La mayoria de los
terpenocides naturales tienen estructuras ciclicas con uno o mas grupos funciona-
les (hidroxilo, carbonilo, etc.) asi que los pasos finales en sintesis involucran
ciclizacion y oxidacién u otra modificacion estructural (Harborne, 1991).
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Figura 2.- Ruta de la biosintesis de terpenoides .Por simplicidad sélo los esqueletos de car-
bono son mostrados (Basado en Harborne, 1991),
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Los terpenoides de bajo peso molecular se caracterizan por ser los principales
componentes de los aceites esenciales responsables de las fragancias naturales

de flores, frutas, hojas y tallos (Pacheco Leal, 1996).

Las funciones biolégicas y aplicaciones practicas son muy variadas. Es de resal-
tar la importancia de los monoterpenoides y sesquiterpenoides como fragancias y
aromas. Los aceities esenciales son importantes comercialmente en la elaboracion
de sabores, perfumeria y cosmetologia (e]. linalol, citral, mentol, geraniol, limone-

no) Aula virtual de biologia: www.um.es/~mélecula/indice.htm.
4.2.2.1 Monoterpenoides

Son compuestos formados por 2 unidades de isopreno, su esqueleto se compone
de diez atomos de carbono (Cg), vy el punto de fusion es entre 140 — 180°C. Los
aceites esenciales de muchas plantas estan constituidos de monoterpenoides, a
los que dan sus olores y sabores caracteristicos y pueden ser divididos en: acicli-
cos (geraniol}), monociclicos (limoneno), biciclico (o vy B pineno). Dentro de cada
grupo, los monoterpenoides pueden ser hidrocarburos insaturados simples (limo-
neno) o pueden tener grupos funcionales y ser alcoholes {mentol), aldehidos y

cetonas (mentona y carvona) (figura 3) (Harborne, 1991).
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Figura 3.- Monoterpenoides (Basado en del Harborne, 1991).

4.2.2.2 Sesquiterpenoides

Este grupo es ejemplificado en la figura 4, el punto de fusion de estos compuestos
es > 200°C (Harborne, 1991). Son comunes en la familia Asteraceae, al igual que
los monoterpenoides son el principal constituyente de los aceites esenciales se
clasifican en aciclicos (farnesol) monociclicos(y-bisaboleno) o biciclicos (B-

selineno, carotal) (Harborne, 1991).
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Figura 4.- Sesquiterpenoides (Basado en Harborne, 1991 p. 96).
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Dos derivados sesquiterpenoides reservan mencién especial, el acido abscisico un
acido carboxilico sesquiterpénico relacionado en su estructura con el carotenoide
violaxantina, es mejor conocido como la hormona que regula la latencia en semi-
llas de plantas herbaceas y en capullos de especies lefiosas. La Xantina tiene un
papel menor bien definido en la fisiologia de la planta como una auxina antago-
nista, representa una clase importante de sesquiterpenos los cuales también son
iactonas y tienen una amplia distribucién en Compositae. Otras propiedades que
poseen estas lactonas sesquiterpénicas incluyen su ocasional sabor amargo o

picante y su habilidad para actuar como alergenos (Harborne, 1991).

Las lactonas sesquiterpénicas sustancias amargas (relativamente estables), son
constituyentes lipofilicos, los cuales son biogenéticamente derivados de trans,
trans farnesil pirofosfato seguida de una ciclizaciéon y modificaciones oxidativas
subsecuentes. De acuerdo a su esqueleto oxigenado, se clasifican en: germacra-
ndlidos, guaiandlidos, pseudoguaindlidos, edesmandlidos, eremofilandlidos y
xantondélidos. Se han encontrado también en especies de otras familias como Um-
beliferae, Magnoliaceae, Lauraceae, llliciaceae, Aristololochiaceae, Menisparma-
ceae, Cortiariaceae y Acanthaceae (Rodriguez ef al.,1976). Su separacién se rea-
liza por cromatografia en columna, que sigue siendo la mas efectiva (Mahato ef
al.,1992). Un nuevo sesquiterpenocide el heliannuol aislado, a partir de tejidos
frescos, esta significativamente involucrade en la accion alelopatica de girasoles
cultivados, sobre Ia inhibicion en la germinacion de semillas y la longitud de la raiz
de cultivos diferentes (Macias ef al., 1993a).

En otros estudios realizados en hojas frescas de girasol variedad SH-222, en el
3der estado de desarrolio vegetal, un mes antes de |a cosecha, se encontraron 5
nuevas lactonas sesquiterpénicas tipo guaianolido; las cuales son llamadas an-
nuolides A-E. Estas lactonas fueron probadas por sus efectos sobre la germina-
cion y crecimiento de especies de dicotiledoneas Lactuca sativa (lechuga) y la
monocotiledénea Hordeum vulgare (Macias et al., 1993b). Estas 5 lactonas poseen

actividad potencialmenie alelopatica, en particular sobre especies dicotiledéneas,
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y estan significativamente invoiucradas en la accién alelopatica de girasoles culti-
vados (Macias ef al.,1993b}.

4.2.2.3 Diterpenoides

Son un grupo de compuestos heterogéneos, desde el punto de vista quimico (figu-
ra 5). Su esqueleto se compone de 20 atomos de carbonos basados en cuatro
unidades de isopreno. Su distribucion es muy limitada, probablemente el Gnico
universalmente distribuido es el diterpeno aciclico precursor del fitol, el cual esta

presente como éster en la molécuia de clorofila. (Harborne, 1991).

Acido abiético Grayonotoxina Acido kaurenoico

Figura 5.- Diterpenoides con importancia ecolégica {Harborne, 1991).

Son consideradas tres clases de diterpenoides:

Las resinas diterpénicas gque comprenden compuestos como Jos acidos abiético y
agatico, han sido encontradas tanto en plantas actuales como en fosiles. A esios
compuestos se les ha atribuido una funcién protectora en la naturaleza, se han
enconfrado en los exudados de arboles de madera o el latex de plantas herba-
ceas. El acido abiético se encuentra ampliamente distribuido en las resinas de
gimnospernas, especialmente en Pinus. En la resina del copal obtenida de legu-

minosas se encuentran varios diterpenos, por ejemplo el acido Hardwico.

Dentro de ios diterpenos tdxicos encontramos las grayano toxinas, como la graya-
notoxina 1, la cual se encuentra en el tallo de Rhododendron sp, Kalmia sp y les

confiere la naturaleza toxica que presentan dichas plantas (Harborne, 1991).
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En la tercera clase de diterpenoides se encuentran las giberelinas un amplio grupo
de hormonas de origen natural las cuales generalmente estimulan el crecimiento
vegetal (Harborne, 1991).

En otros estudios realizados en el pericarpio de aquenios de girasol en estado re-
productivo se aislaron diterpenoides tales como kaurenos (acido Kaur-16-en-19-
oico), el traquilobano, acido tragquiloban-19-oico, 1-hexacosanol (un alcohol alifati-
ca) y el acido angeloxy-grandiflérico, de los cuales las cantidades de acido ange-
loxy-grandiflorico y acido traquiloban-19 oico, son significativamente mayores en
comparacién con los demas compuestos obtenidos a partir de esta estructura
(Rogers ef al.,199835). De trabajos realizados en inflorescencias de girasol variedad
SH-222 en estado reproductivo, fueron aislados los acidos diterpénicos traquilo-
ban-19-cico (illa) junto con el acido kaur-16-en-19-cico (la) (Pyrek,1970).En el
cuadro No. 1 se muestra algunos diterpenocides aislados de girasol.
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Cuadro 1.- Terpenoides aislados del girasol (tipo de extracto y 6rganos vegetales de los que se han extraido).

. Estructura Vegetal Tipo de Extracto Estadio fenoldgico . Varfedad Grupo Q_ui:ifrit;b. .

inflorescencias Etéreo saponificado

Frescas . . .
Hojas frescas Acuiose » Vegetativo E
Hojas Frescas : Acuoso ™ . 3erestado de desa-

. -+ _moliovegetal 1 mies

© . aplesde lacosecha

Pericarpio de aque-

nlos ’ . c

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM 16
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4.2.2.4 Triterpenoides

Su esqueleto se compone de treinta dtomos de carbono basado en seis unidades
de isopreno (fig. 8). Biosintéticamente son derivados del escualeno, hidrocarburo
aciclico. Estos compuestos tienen estructuras ciclicas relativamente complejas, ia

mayoria existe como alcohol, aldehidos o acidos carboxilicos (Harborne, 1991).

Escualeno o-amirina (R = Me)
acido ursélico (R = CO,H)

B-amirina (R = Me)
Oleandlico (R = CO,H)
Figura 6.- Triterpenoides (Basado en Harborne, 1991).

4.2.2.5 Tetraterpenoides o carotenoides

Su esqueleto se compone de cuarenta atomos de carbono basado en ocho uni-

dades de isopreno un ejemplo de estos compuestos es el 3-caroteno (Harborne,
1991).
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4.2.2.6 Poliisopreno:

Su esqueleto se compone de n atomoes de carbono y esta basade en n unidades
de isopreno el caucho de Hevea brasiliensis forma parte de este grupo {Harborne,
1991).

4.3 Bioensayo

Un bioensayo, en términos generales es una prueba que sirve para establecer la
respuesta que produce un agente dado, cuando los organismos vivos son ex-
puestos a él y al cabo de un tiempo se evalda el efecto que dichos agentes provo-

can sobre el ser vivo en cuestion (Bitton y Dutka, 1986).

Cuando se realizan bioensayos con vegetales después de un periodo de exposi-
cion al compuesto probado, se evaltan, entre otros parametros, el proceso de
germinacion, crecimiento y desarrollo de plantuias o plantas adultas (o alguno de
sus tejidos), la actividad de algunos procesos fisioldgicos (fotosintesis, respiracion,
contenido en clorofila, etc.,). Generalmente se prefieren medidas de germinacion y
crecimiento a parametros fisioloégicos, ya que los primeros ofrecen informacion
indirecta de la accién de los segundos, cubriéndose un intervalo mas amplio de
efectos. Los parametros globales ofrecen la ventaja de que los efectos son mas
evidentes, necesitan aparatos simples, resultan facilmente reproducibles; ademas
inciden en un periodo muy importante: el del establecimiento de las especies
(Castellano et al., 2000).

Los bioensayos de germinacion de especies vegetales se llevan a cabo principal-
mente a escala de laboratorio. Se realizan en cajas Petri 0 en cajas especiales
donde se hacen germinar en condiciones muy controladas de luz, temperatura,
humedad. pH, un namero conocide de semillas de diversas especies receptoras,
las cuaies se toman como modelos de las especies de maleza a combatir. La ob-
jecion fundamental que reciben es la de no ser muy representativos de tas condi-
ciones naturales, como las variaciones diarias de temperatura, la presencia de

microorganismos o de otras especies, que modifican las respuestas de [os agen-
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tes aleloguimicos (Castellano et af.,2000), pero en primera instancia ofrecen in-

formacién valiosa acerca de la actividad biologica de los extractos en estudio.

La germinacion de semillas en el laboratorio constituye un modelo muy adecuado
para evaluar condiciones ecoldgicas como las de alelopatia, sequia, acidez, alca-
linidad, etc., y ofrece posibilidades para revelar el comportamiento de las mismas y

sugerir mecanismos de funcionamiento y plantear estrategias de manejo y/o solu-
cion.

El bioensayo con semillas tiene varias ventajas (Angeles, 1999):

Las semillas almacenadas adecuadamente permanecen viables durante un largo
tiempo, pudiéndose activar en algin momento, dando la posibilidad de realizar la
prueba cuando se requiere; ello es una ventaja sobre otras pruebas en las cuales
los especimenes son costosos y de dificli mantenimiento, en algunos casos sélo
desarrollables en un determinado tiempo.

La prueba es simple e inofensiva y hacerla no requiere mayor equipo. Por lo gene-
ral se emplea un pequefio volumen de muestra. Estos bioensayos pueden ser rea-

lizados casi sin ningun riesgo, pues el contacto humano es minimo.

El efecto tdxico del aleloquimico puede ser evaluado experimentando con dife-
rentes tipos de semillas ya sea a través del porcentaje de germinacién y elonga-
cién de radicula y plantuia, determinacion de biomasa, o bien se podria evaluar

mediante alguna reaccion bioguimica.

Algunas de las especies que han sido recomendadas para pruebas de ecotoxici-
dad usando métodos de germinacion de semilias y elongacion de radicula son:
lechuga, rabano, trébol rojo y trigo, especies agricolas importantes en términos de
familia, distribucion y abundancia. La inhibicibn de la elongacion de la raiz es un

indicador valido y sensible de toxicidad ambiental (Ratsh,1983).

. . . . . s ; n
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4.3.1 Germinacion de semillas

La germinacion de la semilfa de una planta la podemos considerar como una serie
de pasos consecutivos que dan como resultado que una semilla en estado latente,
con una pequefia cantidad de agua, muestre un incremento en su actividad meta-
bolica general e inicie la formacion de una plantula. Asimismo, cuando las condi-
ciones no son favorables para que se lleve a cabo este proceso, el porcentaje de
germinacion se reduce(Angeles,1999).

La semilla madura de la planta contiene un embrién o planta rudimentaria, que
tiene la capacidad de crecer en condiciones apropiadas y convertirse en una nue-
va planta. Acompana al embridn en la semilla una reserva compacta de alimento
que es suficiente para abastecer a la plantula hasta que ésta se haile en capaci-
dad de alimentarse por si misma. Ademas, esta rodeada por una cubierta espe-
cialmente permeable(Angeles, 1989).

La semilla es una estructura en reposo; por lo regular esta sumamente deshidra-
tada, compuesta principalmente de tejido de reserva. Los procesos metabdlicos
ocurren muy lentamente o estan suspendidos; la semilla esta en una condicion de
vida latente, debido principalmente a su carencia de agua y oxigeno. El proceso
de germinacion consiste en la absorcién de agua, la reactivacion del metabolismo
y la iniciacion del crecimiento. Durante la germinacidn, uno de los extremos del
embridn, originara la radicula, que mas tarde sera la raiz de la planta; el vastago,
formara el tallo y las hojas (Angeles,1999).

4.3.2 Factores que afectan la germinacion

Las semillas puestas a germinar, se encuentran sometidas a una serie de factores
ambientales fluctuantes que, a la larga, determinan su germinacion, su supervi-
vencia en letargo o su muerte. Estos factores son de dos tipos: abidticos y bidti-

COs.

Los factores abidticos son los ya conocidos de agua, temperatura, gases y luz, a

los que puede afiadirse la presencia de sustancias toxicas.
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4.3.2.1 Agua

El primer proceso que ocurre durante la germinacion es la entrada de agua a la
semilla conacida como imbibicién. El grado de imbibicidn esta determinado por
tres factores: la composicion de la semilla, la permeabilidad de la testa y la dispo-
nibilidad de agua liquida o en forma de vapor en el ambiente. Durante la imbibi-
cion las moléculas del disolvente penetran a la testa la cual se hincha provocandc
solvatacion de las particulas coloidales y por adicién, ocupan los espacios capila-
res libres y los espacios intermicelares del coloide, generandose la presiéon de ab-
sorcion que puede alcanzar centenares de atmédsferas y que es de gran importan-
cia en los procesos de germinacion, ya que esto conduce al rompimiento de la
testa de la semilla, de esta manera posibilita la emergencia del embrién y también
genera espacio en el suelo para el desarrollo de la plantula. LLa magnitud de la
presion de absorcion es también un indicativo del poder de retencion de agua por
la semilla y por lo tanto determina la cantidad de agua disponible para la rehidrata-
cion de los tejidos de la semilla durante la germinacién. En las semillas la absor-
cion de agua es determinada por los coloides hidrofilicos. Los coloides estan ca-
racterizados por el tamafio de particulas en la fase de dispersion y la absorcion es
una propiedad de los coloides que estan en forma de gel, donde las particulas co-
loidales constituyen una red continua formando una maila y mostrando una cierta
rigidez (Mayer Y Poljakoff Mayber, 1989).

En semillas e! principal componente que absorbe agua es la proteina. Sin embar-
go, otros componentes también la retienen. La absorcion puede diferir en diferen-
tes especies de semillas de acuerdo a ia naturaleza de sus proteinas en cada nivel
de hidratacion, solo ciertas funciones fisiologicas pueden tener lugar. Asi en los
niveles mas bajos de hidratacion casi no se detecta actividad enzimatica( Mayer y
Poljakoff Mayber, 1989).Para la presente investigacion la cantidad de agua que se
aplicé fue constante y el volumen utilizado fue el éptimo requerido por la especie

para la germinacion bajo las condiciones de estudio.
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4.3.2.2 Temperatura

lLas semillas de las diferentes especies requieren de intervalos de temperatura
variados para su germinacion. Las semillas cuando estan secas pueden tolerar

temperaturas extremas, pero cuando se hidratan se vuelven mas sensibles a dicho
factor.

La temperatura optima de germinacién para una especie es aquella a la que se
obtiene el porcentaje de germinacion mas alto en el fiempo mas corto. Asi para
maiz se menciona una temperatura 6ptima de germinacién entre 32 y 35 °C, para
avena entre 25 y 31°C y para amaranto entre 25 a 27°C ( Mayer y Poljakoff Ma-
yber, 1989).

4.3.2.3 Gases

La germinacion es un proceso relacionado con células vivas y requiere un gasto
de energia. El requerimiento de energia de células vivas es usualmente conocido
por la utilizacién de ATP, el cual se sintetiza por el proceso de oxidacidén aerdbica,
aunque cierto ATP es formado como resultado de la glicoiisis (Hourmant y Pra-
det, 1981; Raymond ef a/., 1983). L.a mayoria de las semillas germinan en una at-
mosfera que contiene 20% de oxigeno y un bajo porcentaje de CO, 0.03%. Sin
embargo, muchos autores han mostrado que ciertas semillas responden a un in-
cremento en la concentracion de oxigeno arriba del 20% por ejemplo Xanthium y
ciertos cereales. Por otro lado, ciertas semillas mostraron un incremento en la
germinacion cuando el contenido de oxigeno en el aire disminuyé por abajo del
20%. Ejemplos de estas semillas son Typha latifolia y Cynodon dactylon las cua-
les germinaron mejor en presencia de aproximadamente 8% de oxigeno (Morina-
ga,1926a,b). La germinacion puede ser inhibida por una baja concentracion de

oxigeno.

Muchas semillas no logran germinar si la concentracién de diéxido de carbono

esta muy incrementada como se mostré para Hordeum vulgare y Brassica alba
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(Kidd ,1941). En la presente investigacion, la germinacion se lilevo a cabo bajo
condiciones atmosfericas constantes (20% de oxigeno).

43.24 Luz

No existen muchas evidencias de que la luz sea un factor que influya en la germi-
nacion de las semillas. Muchos cultivos de plantas usualmente germinan igual en
oscuridad gue en la luz, sin embargo, también existen las semillas que solc germi-
nan en la oscuridad y las que Unicamente lo hacen en la luz (Mayer y Poljakoff
Mayber, 1989).

4.3.3 Factores Bioticos

Las semillas en su habitat natural interactian con plantas y animales. La interac-
cidn para estas plantas puede ser a través de inhibidores, estimuladores o modifi-
cadores del micro habitat. Los animales pueden afectar el desarrolio de la germi-
nacion al suavizar la testa cuando la semiila pasa a través del tracto digestivo, o
por la distribucién hacia otros habitats. El hombre a través de sus actividades tam-
bién afecta la germinacién de las semillas, ya sea por el manejo o por cambios
tecnolbgicos que ocasionan cambios al ambiente. El fuego accidental o planeado
también afecta la germinacion (Mayer y Poljakoff Mayber, 1989).

El presente estudio se realizd utilizando el bicensayo de germinacion y crecimiento
de plantulas de Amaranthus hypochondriacus L.
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Diagrama de flujo que muestra las principales etapas de la fase expe-

rimental.
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Tedos los reactivos empleados en este estudio son de la marca Merck, gradc ana-

litico a excepcidn de los reactivos en los cuales se indica la marca respectiva

5.1.- Obtencion del material vegetal

El material vegetal se obtuvo a partir de girasol cv Victoria ( cosecha 1998) de 118
dias de madurez fisioldgica; cultivado en los Campos Experimentales del Colegio

de Postgraduados, México (19°29'N y 98°54'0, 2250msnm).

5.2.- Preparacién del material vegetal

Se utilizaron plantas de girasol obtenidas a la cosecha. Dichas plantas fueron se-
paradas en tallo y receptaculo, que son los érganos que prevalecen a la cosecha.
Una vez hecho esto, se procedid a retirar los aquenios del capitulo quedando so-
lamente el receptaculo. Posteriormente se hizo un secado a temperatura ambien-
te. Una vez seco el material vegetal, se moli6 utilizando un molino para forrajes de
tipo artesanal.

5.3.- Extraccion

Materiales:

3 Pliegos de papel Whatman No. 1
Tijeras

Engrapadora

Cuchardn

9 Frascos ambar

3 Matraces bola de 1L

1 Pipeta Pasteur

N A s e v f ey o
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1 Embudo de plastico de cuello corto
1 Vaso de precipitados de 500 mL

Probeta graduada de 500 mL

Material Vegetal:

Tallos y Receptaculos de girasol secos y molidos.
Equipo:

Soxhlet

Balanza granataria con capacidad de 2.5 kg Ohaus

Rotaevaporador Modelo R-114 Biichi

Reactivo:

Alcohol etilico.

Procedimiento:

Los tallos y receptaculos de girasol se sometieron a una extraccion continua soéli-
do — liquido, utilizando un equipo Soxhlet. Para elio se preparé el cartucho y se
introdujo el material vegetal (tallo o receptaculo). En total se trabajo con un kg de
material vegetal seco y molido de cada 6rgano, el cual por razones de la capaci-
dad del equipo de extraccion se distribuy6 en 3 cartuchos (con 333 g cada uno).
Se emplearon 2.1L de alcohol etilico. La extraccion se realizé por 24 horas, cam-

biando el disolvente cada 8 horas.

Los extractos colectados a las 8,16 y 24 horas se concentraron en el rotaevapora-
dor a una temperatura entre 45 y 50 °C. Una vez eliminado el disolvente fueron

pesados y posteriormente unidos para constituir un solo extracto por érgano.
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5.4.- Analisis fitoquimico preliminar
Material:

15 Tubos de ensayo de 2.5X12 cm

6 Pipetas graduadas de 5 mL

1 Gradilta

Reactivos:

Cinta de magnesio en trocitos

Acido Clorhidrico concentrado.

Reactivo de Folin Ciocalteu

Reactivo de Liberman — Burchard su preparacion se indica en e apéndice A.
Reactivo de Dragendorff su preparacién se indica en el apéndice A.

Agua destilada

Metanol
Equipo:
Balanza analitica Modelo HK 1680 Mettler

Agitador rotatorio para tubos de ensayo Modelo 129 Lab Line Instruments, Inc.

Procedimiento:

Este analisis consiste en identificar a partir de reacciones colorimétricas, los prin-
cipales grupos de metabolitos secundarios que pudiesen estar presentes en los

tejidos vegetales.
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El procedimiento se aplico, segun se indica en el manual de practicas de fitoquimi-
ca, Soto y Rodriguez (2000).

Se pesaron 300 mg de extracto crudo etandlico y se disolvieron en 50 mL de me-
tanol o agua destitada, se tomaron alicuotas de 2.5 mL de esta solucién y se de-
positaron en tubos de ensayo, 15 en total ya que el analisis se realizd por triplica-
do.

Determinacion de alcaloides:

Se adiciona a la muestra 1 mlL de reactivo de Dragendorff. (apéndice A). La for-

macion de un precipitado marrén, indica la presencia de alcaloides.

Determinacion de saponinas:

Se adicionaron 2 volimenes de agua destilada a cada muestra, y se agitd vigo-
rosamente por 5 minutos. La formacién de espuma con apariencia de panal de

abeja durante 15 minutos aproximadamente, indica que la prueba es positiva.

Determinacion de flavonoides

Se afiadi6 a cada muestra un trocito de cinta de magnesio y 1 mL de &cido clorhi-
drico concentrado. La formaciéon de espuma rojiza es indicativa de la presencia de
flavonoides.

Determinacién de terpenoides:

Se adiciond a cada muestra 1 mL de reactivo de Liberman — Burchard (apéndice

A). El desarrollo de color violaceo indicé la presencia de triterpenoides.

Determinacion de acidos fendélicos:

A cada muestra se agregdé 1 mL de reactivo de Folin Ciocalteu y se agito. La for-

macion de un color azul indico la presencia de acidos fendlicos.
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5.5 Bioensayo de los extractos

Material:

6 matraces aforados de 50 mL

18 cajas Petri de 10 cm de diametro, con cuatro divisiones
Papel Whatman No.1

6 vasos de precipitados de 100 mL

7 pipetas graduadas de 5 mL

Equipo:

Estufa de incubacién Modelo 2480 Scientific Scorpio.

Reactivos:
Metanol

Agua destilada

Material Biolagico:

Semillas de Amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.)

Procedimiento:

A partir del extracto crudo, se prepararon soluciones a 1000, 500 y 250 ppm utifi-
zando como disolvente metanol. En cajas Petri de 10 cm de diametro con 4 divi-
siones se colocd una base de papel Whatman No.1(2 triangulos por division), en-
seguida se adicioné 1.1 mL de la solucién metandlica del extracto por division.
Una vez que se evaporé perfectamente el metano! se agrego 1.1 mL de agua des-

tilada y se colocaron 10 semillas de amaranto por division. La prueba se realizd
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por triplicado. Se utilizaron 2 testigos los cuales se rotuiaron como testigo absoluto
y testige metanol — agua, que se prepararon de la siguiente forma: Se coloco en
cada division de la caja Petri una base de papel filtro, al testigo metanol — agua, se
le adiciond 1.1 mL de metanol. Una vez evaporado, se agregd 1.1 mL de agua
destilada. Al testigo absoluto sélo se le adicioné 1.1 mL de agua destilada y de
igual forma se colocaron 10 semillas por division.

Las cajas asi preparadas, se incubaron por 48 horas a 27 °C, en la oscuridad. Se
registré el porcentaje de inhibicion de la germinacion a las 24 y 48 horas v ia elon-
gacion de la radicula y vastago a las 48 horas. Los datos obtenidos se analizaron
mediante el paguete estadistico SAS.

5.6.- pH y conductividad eléctrica de los extractos crudos etandlicos
de tallo y receptaculo

Material;

3 matraces aforados de 100 mL.

Reactivos:

Agua destilada

Material biologico:

Extracto etandlico de talio y receptaculo
Equipo:

Potenciometro Modelo 210A Orién
Electrodo de calomel

Balanza analitica Modelo HK 160 Mettler
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Procedimiento:

A partir del extracto crudo se prepararon soluciones a 1000 y 500 ppm utilizando
como disolvente agua destilada. Se colocaron las soluciones en vasos de precipi-
tados de 150 mL. Se procedio a registrar el pH del agua destilada a una tempera-
tura de 25°C, de igual forma se determind el pH y la conductividad elécirica de

cada una de estas soluciones, utilizando como testigo agua destilada.

5.7.- Anélisis cromatografico
Se realizaron dos tipos de cromatografia:

5.7.1.- Analisis cromatografico de los extractos crudos etandlicos de tallo y
receptaculo por cromatografia en capa delgada

Material:

2 Vasos de precipitados de 5 mL

5 Placas analiticas de sifica gel de 20 X 20 ¢cm
Capilares

2 Camaras de elucion

4 Probetas de 100 mL

Reactivos:
Tolueno
Acetato de etilo
Hexano

Etanol
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Reactivo de Anisaldehido su preparacién se indica en el apéndice A.
Acido perciérico (J.T. Baker)

Anhidrido aceético (J.T. Baker)

Acido sulfarico (J.T. Baker)

Hielo

Equipo:
Estufa de calentamiento
Lampara UV A=254nm

Campana de Extraccion

Procedimiento:

Este analisis se hizo para realizar una identificacion preliminar de los compuestos

de interés en los extractos crudos de tallo y receptaculo.

Se partidé de 30 mg de extracto, el cual fue disuelto en metanol y depositado en
forma de banda sobre una cromatoplaca cuantitativa de silica gel. Hacia los ex-
tremos de la banda de muestra y dejando una distancia de 1.5 cm, se colocaron
los estandares de diterpenoides (Fll= acido kaur-16-en-18-cico y FIX = acido

grandiflorico).

La fase movil para eluir los diterpencides fue: tolueno - acetato de etilo (7:3). Pos-

teriormente, los cromatogramas fueron revelados con reactivo de anisaldehido.

Para la identificacion de los posibles compuestos fendlicos, se utilizé una croma-
toplaca, en la cual se colocd la muestra y los estandares de esta naturaleza, los
estandares y muestra fueron colocados en forma de punto de manera individual, y

posteriormente se realizé una mezcla de estandar con muestra y se aplico en for-
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ma de punto. La fase mévil para eluir los compuestos fenélicos fue: hexano -
acetato de etilo (1:1).

Una vez que eluyeron las muestras, y se evaporo la fase movil del cromatograma,
fue analizado bajo luz ultravioleta, para realizar una identificacion preliminar de los
compuestos fendlicas. Posteriormente fue revelado con Reactivo de Folin Ciocal-
feu.

De acuerdo a los resultados obtenidos se procedié en consecuencia, realizando la

cromatografia en columna para el extracto seleccionado.

5.7.2.-Anéalisis por cromatografia en columna del extracto seleccionado

Material:

Columnas de vidrio de 5.0 cm de diametro y 72 cm de altura; 2.5 cm de diametro
y 40 cm de altura.

Papel Whatman No. 1

1 Vaso de precipitados de 200 mL
Agitador

Espatula

4 probetas graduadas de 250 mL
Fibra de vidrio

8 Matraces bola de 250 mL
Placas analiticas de 2 X 5 cm

66 frascos ambar

regla de 30 cm
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Equipo:

Bomba para vacio Modelo 4QD48C17011BP Industries Inc.
Rotaevaporador Modelo R-114 Biichi.

Balanza Analitica Modelo HK 160 Mettler.

Parrilia de calentamiento Modelo SP46925 Barnstead / thermolyne.

Reactivos :

Silica gel 60 GF Merck para columna.
Silica gel F,s; Merck para placa.
Metanol

Tolueno

Acetato de etilo

Eter etilico

Acido sulfirico 5M

Material Biolégico:

Extracto crudo de receptaculo de girasol

Procedimiento:

Este analisis se realizd con el fin de separar el o los compuestos de interés pre-

sentes en el extracto seleccionado.

Preparacion de la columna. Se preparé por via seca: para ello se utilizé una co-

lumna de vidrio de 5.0 cm de diametro y 72 ¢m de altura con base de vidrio poro-
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so, asi como una entrada para vacio. Se colocé dentro de la columna y a la altura
del filtro un circulo de papel Whatman No. 1, de igual diametro al filtro. Se adicio-
no tolueno para adherir el papel al filtro; enseguida se colocaron 90 g de silica gel

para columna y se compacto.

Preparacion de la muestra. Se pesaron 10 g del extracto en estudio y se disolvie-
ron en un pequeno volumen de metanol, se le adicionaron 20 g de silica gel y se
mezclaron hasta que la silica adsorbié a la muestra en su totalidad. Se procedic a
eliminar el metanol de la muestra en el rotaevaporador . La muestra asi preparada
se depositd dentro de la columna y se compacté perfectamente. Sobre la muestra
se coloco un filtro de papel Whatman No. 1 y enseguida un poco de fibra de vidrio,

con la finalidad de amortiguar la caida de la mezcla de elusién.
La cromatograffa en columna se realizd al vacio, usando los siguientes eluyentes:
Tolueno 400 mt.

Tolueno : Eter etilico (9:1) 500 mi.

Tolueno : Acetato de etilo (8:2) 1L.

Tolueno : Acetato de etilo (7:3) 500 mL.

Tolueno : Acetato de etilo (6:4) 100 mL.

Acetato de etilo (al 100% ) 500 mL.

Acetato de etilo: Metanol (9:1) 500 mL.

Acetato de etilo: Metanol (8:2) 100 mL.

Acetato de etilo: Metanol (7:3) 500 mL.

Cada eluato, fue concentrado en el rotaevaporador hasta alcanzar un volumen de
3 mL. Los eluatos fueron monitoreados por cromatografia en capa fina en placas

analiticas de sifica gel (2X5 cm) y revelados con acido suifarico SM.

. . .
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A las muestiras obtenidas como resultado de este proceso se les aplico el bioen-
sayos de germinacidén como se indica en el apartado 5.5.

Las muestras que presentaron una mayor inhibicién en la germinacién se separa-

ron por cromatografia en columna.

Preparacion de la columna. El procedimiento para la preparacion de la columna es
simifar al utilizado en el analisis por cromatografia en columna del exiracto, con las
siguientes variantes. Se utilizd una columna de 2.5 ¢m de diametro y 40 cm de

largo, y se empaco con 34.7g de silica gel para columna.

Preparacion de la muestra. El procedimiento es similar al descrito en la prepara-
cibn del extracto, excepto que en este analisis, la cantidad de muestraesde 1.3 g
y 5.5 g de silica gel para columna. La cromatografia se realizé al vacio, utilizando

los siguientes eluyentes.

Tolueno ; Acetato de etilo (1:1) 210 mL.
Tolueno : Acetato de etilo (4:6) 140 mL.
Tolueno : Acetato de etilo (3:7) 140 mL
Tolueno : Acetato de etilo (2:8) 100 mL.

Cada eluato, fue concentrado en el rotaevaporador hasta alcanzar un volumen de
3 mL. Los eluatos fueron analizados en cromatoplacas de sifica gel (2X5 cm) y
revelados con acido sulfurico 5M. De este andlisis se obtuvieron siete fracciones
de las cuales se eligié la No.2 (tolueno — acetato de etilo 1:1),dado que en ésta se
observaba un solo compuesto, y el bioensayo de germinacion que se aplico como

se indica en el apartado 5.5, mostro una inhibicion del 100%.

. , - . b
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6.1.- Analisis de Extractos

Los resultados de las extracciones practicadas a las muestras de receptaculo v
tallo se muestran en el cuadro 2, y corresponden a los valores por triplicado de la
masa seca iotal extraida (g de solutos etandlicos) por masa seca de material ve-
getal (kg).

Cuadro 2.- Sélidos solubles (g} en etanol obtenidos de receptaculo y tallo a
distintos tiempos.

CARTUCHO No.

200082 ¢ 1148220 760896

L promedio . 38761 163443 6ast
SO TaMel T 99133 0 33141 . 2021
0 Talloll 98201 33071 11233
- Tallo Il . 1275400 40382 .. 13756
Promedio  10.8624 . 3.5524 . 12336

Ei 66.20% de solutos obtenidos del receptaculo y 58.04% del tallo son extraidos
en las 8 horas por lo que, a causa de su naturaleza, son bastante solubles en eta-
nol; existen otros compuestos que son moderadamente solubles: 25.42 y 26.56%
de receptaculo y tallo respectivamente, y se obtuvieron de 8 a 16 horas; por Gltimo
estan los que son pobremente solubles que tienen que pasar por un proceso de
mas de 16 horas de reflujo y que correspondieron al 8.37 y 15.40% de receptaculo

y tallo respectivamente.

La naturaleza quimica del primer extracto, debe ser primordialmente organica y
polar, como seria el caso de moléculas con grupos funcionales correspondientes a

fos acidos carboxilicos, alcoholes. fencles y otros compuestos protdnicos polares.
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Las sustancias con estas caracteristicas, pueden afectar la conductividad eléctrica
en la solucion, por lo que deben ser lo suficientemente polares como para salir en
el primer extracto colectado; por lo tanto, estas sustancias deben ser de las mas
abundantes, ya que dicho extracto es el mas rico en sdlidos solubles en etanol,
disolvente que resulta ser suficientemente polar para interaccionar con dichas

sustancias.

La polaridad de los otros extractos disminuyé y es cada vez menor en la medida
en gque van saliendo. Esto es, que conforme los compuestos presentes son menos
polares, mas dificil es su extraccién con etanol.

Las diferencias observadas, tienen especial relevancia en el sentido que las dis-
tintas estructuras, presentan una composicion quimica diferente no sélo en cuanto
a la presencia de compuestos sino también en su abundancia, ya que cada es-
tructura es el resultado de presiones genéticas y ambientales y presentan una
ontogenia diferente (Mejia-Barradas, 1998; Aguilar ,1998).

6.2.- Pruebas preliminares (colorimétricas)

En el cuadro 3 se muestran los resuitados de las pruebas preliminares (colorimé-
tricas). Se detectd la presencia de compuestos fendlicos, terpenocides y flavonoi-
des, lo cual nos indico que la muestra es heterogénea en su composicion y en ella

no son relevantes las saponinas, ni los alcaloides.
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o

Pooubad oo Psiaaios supereres Aunidesa, LN AN



R R

Marfa de los Angejes Cardenas Rios
Alslamicnto y caragterizacion de aleloguimicos en extractos etandlicos de girasol (Hefionthus anmaus L)

Cuadro 3.- Pruebas preliminares (desarroilo de color) del extracto etané-
lico de tallo y receptacuio de girasol) en solucién metandlica y
acuosa(+ ligeramente colorida, ++ colorida, +++ muy colorida, res-

puesta negativa --).

“MaterialSolucion = Flavonoides - Saponinas.
vegetal ' A e
~analizado

En dicho cuadro se observd que existieron diferencias en las dos disoluciones pa-
ra un mismo organo; por ejemplo en solucion metandlica, el tailo presenté res-
puesta negativa a flavonoides, en tanto que en solucion acuosa es positiva, posi-
blemente esto se debid a que los compuestos son solubles en agua; mientras que
para el receptaculo el resultado es negativo en ambas soluciones. Por otro lado,
los acidos fendlicos en talio tienen el mismo comportamiento en ambas solucio-
nes, en tanto que en receptaculo Unicamente se observa respuesta positiva en
solucién metandlica, tal vez ia concentracion de estos compuestos en dicho érga-
no es baja y sblo iogra solubilizarse en metanol. Para el caso de terpenoides, la
respuesta es positiva en las soluciones metandlicas de ambos drganos, sin em-
barge en solucion acuosa la respuesta es negativa, posiblemente esto tenga que
ver con ia solubilidad de los metabolitos en este disolvente, aunque la mayoria de
los estudios enfocados a efectos aleloguimicos se ha realizado en organos tales
como hojas frescas (Macias et al, 1993a), inflorescencias (Pyrek,1970), o pericar-
pio de aguenios (Rogers ef al, 1995), dando como resultado la existencia de sus-
tancias que ejercen este efecto alelopatico. Es importante el resultado que se ob-
tiene en este analisis ya gue se observé que también estos organos presentan

dicho tipo de compuestos, aungue la etapa fenoldgica de esta planta en trabajos
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anteriores, es en su mayoria en estado vegetativo y/o reproductivo, en tanto que
este andlisis se realizé en 6rganos en estado senescente. Asimismo, Aguilar
(1998) reporta haber encontrado terpenocides en ambas estructuras, en esta etapa
fenologica de [a planta. Es importante considerar este aspectc ya que ei metabo-
lismo de la planta se va modificando, ast como sus requerimienios nutricionales.
Lo anterior se debe a que durante el desarrollo de la planta, ios diferentes 6rganos
y estructuras presentan una demanda de metabolitos primarios y secundarios pro-
pios de cada etapa especifica, los cuales cambian constantemente en su compo-
sicion y abundancia conforme pasan de una a ofra etapa, redistribuyéndose de
cierto organo o tejido a otro mas demandante; por lo que los metabolitos, en espe-
cial los terpenocides se encuentran en diferentes proporciones y composiciones en
las distintas esfructuras de la planta, dependiendo de sus necesidades (Aguilar,
1998).

6.3~ Bioensayo de inhibicién de la germinacién de amaranto con ex-
tractos etandlicos de tallo y receptaculo.

Los resultados de! bioensayo (apéndice B, cuadro 1y 2 ) con los extractos de tallo
y receptaculo a distintas concentraciones y en distintos tiempos(24 y 48 horas) se

muestran en la figura 7. Las barras muestran la desviacion estandar.

Para ia concentracién mas alta estudiada (1000ppm), el extracto de tallo inhibio la
germinacion de amaranto en un 99.17 y 97.5% respectivamente, tanto a las 24
como a las 48 horas, en tanto que el extracto de receptaculo la inhibié en un 100
% en ambaos tiempos. En la concentracién de 500ppm del extracto de tallo se ob-
servo una disminucion en [a inhibicidon de la germinacion del 86.67 y 65.83% en las
24 y 48 horas respectivamente, en tanto que el extracto de receptaculo provocod
una fuerte inhibicion de la germinacion de A. hypochondriacus (100 y 99.17%)
para los mismos tiempos indicados.

Para la concentracion mas baja estudiada (250 ppm), el extracto etandlico de tallo
inhibié en menor grado la germinacion de A. hypochondriacus (64.17 y 39.17%)
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ste efecio fue observado a las 24 y 48 horas, en tanto que, a dicha concentracion
para las 24 horas el extractc etandlico de receptaculo siguid inhibiendo la germi-
nacion en un 100%,sin embargo, a las 48 horas esta inhibicidn disminuyd a
85%:; es claro gue el fiempo si influyd en la inhibicion de ta germinacién de A. Hy-

pochondriacus a esta concentracion.

& Talio a las 24 horas Tallo a las 48 horas

3 Receptéculo a las 24 horas iReceptaculo a las 48 horas

Metanol a tas 24 horas Metanol a las 48 horas
120 LIAgua a las 24 horas

100

Rl —

80

60

40 -3

inhibicién de la germinacion (%)

20

1000 500 250 0

Concentracion del extracto etanélico (ppm)

Figura 7- Inhibicién a las 24 y 48 lrs de A. hypochondriacus con diferentes concentraciones
de extractos etandlicos de tallo y receptaculo.
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Es importante sefalar que el testigo metanol — agua a las 24 horas presenta un
91.67% de germinacion y 95% a {as 48 horas, o cual nos indica que el disolvente
empleadc para ia disolucidn de la muestra no ejerce efecto inhibitorio sobre las

semillas.

8.4.- pH y conductividad eléctrica

Entre los faciores que afectan la germinacion de las semillas se encuentran el pH
y la conductividad eléctrica, debido a que la absorcidn por parte de la semilla, de-
pende del pH de la solucidn. Por otro lado, esta absorcién depende tambien de ia
cantidad de electrolitos presentes en la solucion, asi como de la naturaleza de los
mismos. De ahi la imporiancia de realizar este anélisis.

Cuadro 4.- Potencial de hidrogeno (pH) presente en las soluciones de talioy
recepiaculo a diferentes concentraciones.

" Concentracién del ex- .
tracto - .

ppm’

" Receptaculo

250 . 404 474

" 500 o 432 4.60
1000 , . 388 - 455

{a lectura de pH para el agua destilada (testigo) fue de 7.0, en el cuadro 4 obser-
vamos que practicamente todas las soluciones tienen pH de caracter acido, siendo
mas acentuado en la solucion del extracto de receptaculo a una concentracion de
1000 ppm, sin embargo, valores de pH de 3 a 11 no afectan la germinacion de A.
Hypochondriacus (Rodriguez, 2001, resultados no publicados), por lo cual, el pH

no esta ejerciendo efecto de inhibicion sobre la germinacidn de amaranto en estas
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En dicho cuadro, también se observan los valores para cada uno de los frata-
mientos aplicados, asi comeo la inferencia estadistica correspondiente {SAS vy
DSHj). De este modo podemos indicar que con respecto a los testigos de agua (1)
y metanol - agua (2), no se observaron diferencias significativas entre los testigos,
lo cual nos indicd, que el metanol no afectd los parametros (longitud de radicula,
vastago y plantula). Con respecto a los extractos de tallo y receptaculo, éstos inhi-
bieron significativamente Ila elongacién de la radicula y el vastago de amaranto

con respecto al testigo.

Para las concentraciones de 250 y 500 ppm de extracto de tallo, se observd un
mismo comportamiento estadistico para la elongacién de la radicula (cuadro 8).
Sin embargo, con respecto a vastago si se encontrd diferencia significativa y ésta
se ve reflejada en la elongacion de la plantula. Para el testigo, se puedo observar
que el exiracto de fallo inhibié la elongacion de ia radicula en un 50%, la del vas-
tago en un 55%, y la de la plantula en 52%.

Por otro lado, el extracto de receptaculo mostré una diferencia significativa con
respecto a los testigos (cuadro 6), en el cual la elongacion de la radicula, vastago
y piantula mostraron ser significativamente inhibidas (74%, 77% y 75%),en prome-
dio resultaron inhibidas en un 75%. De estos resultados se desprende que el ex-
tracto de receptaculo, alin en la concentracion mas baja presenté un efecto inhi-

bitorio significativo para amaranto.

Para ios residuos a ia cosecha de tallo y receptaculo, Aguilar(1998) encuentra una
mayor concentracion de agentes alelopaticos en el extracto etandlico de recepta-
culo, ésto apoya los resultados que aqui se muestran, en el sentido que €l mismo
extracto inhibid la germinacién de amaranto en un mayor grado que el extracto de

tallo.

6.6- Analisis cromatografico

Dado que en el extracto etandlico de receptaculo es en donde se observa el mayor

efecto de inhibicidon de la germinacion de amaranto, ademas de que los sdlidos
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presentes en el extracto de dicho érgano fueron mas abundantes, y las soluciones
preparadas con este 6rgano presentaron una conductividad eléctrica mas baja que
las del extracto de tallo, se decidioé continuar las siguientes etapas de este estudio

unicamente en el extracto etandlico de receptaculo.

Cuadro 7.-Bandas y sus respectivos valores de Rf obtenides en la cromato-
grafia en capa delgada, del extracto de receptaculo en la identificacion
de terpenoides.

En el cuadro 7 los valores de Rf obtenidos indican que la muestra es muy hetero-
génea en su composicion. Lo que corresponde ahora es investigar que compues-
tos son y si alguno de ellos gjerce actividad alelopatica sobre [as semillas de ama-
ranto.

Con respeto a los compuestos fendlicos (cuadro 8), éstos son claramente percep-
tibles en el cromatograma con luz UV, y se observan dos bandas, [0 cual nos da
un indicativo de que quizas estos compuestos no son abundantes en el recepta-
culo.

Cuadro 8.- Bandas y sus respectivos valores de Rf obtenidos en la cromato-
grafia en capa delgada, del extracte de receptaculo en la identificacion
de compuestos fendlicos.

6.7- Cromatografia en columna del extracto seleccionado

LLa cromatografia en columna proporciond diversas fracciones y combinada con |a
cromatografia en placa fina permitieron caracterizar 47 eluatos de modo prelimi-
nar. Los cuales se unieron para conformar 9 fracciones, el criterio utilizado para

unir fas muestras en las diferentes fracciones, fue en primera instancia la fase elu-
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yente en la cual se obtuvieron, asi como la mancha cromatografica del compuesto
observado en la cromatografia en capa delgada. En el cuadro 9 se resumen los
resultados obtenidos en este andlisis.

Cuadro 9.- Fracciones obtenidas en la cromatografia en columna a partir del
extracto etandlico de receptaculo, asi como las fases moviles de las
cuales fueron obtenidas y la cantidad en gramos obtenida.

En las muesiras 1-3 (F1) el andlisis por cromatografia en placa fina sugiere la pre-
sencia de 2 compuestos de naturaleza no polar, en la fraccién 2, la cual esta for-
mada por cuatro eluatos los cuales fueron eluidos en tolueno: éter etilico (9:1), los
compuestos que se tienen aun siguen siendo de naturaleza no polar y posible-
mente sean quimicamente diferentes a los anteriores. Fraccion 3, en ésta se inclu-
ye 7 eluatos y los compuestos enconirados aparentemente presentan cierta pola-
ridad con respecto a los anterioriores. Fraccion 4 los compuestos separados en
esta fase, son de polaridad media ya que éstos son eluidos en una fase de tolue-
no: acetato de etilo (7:3). Es importante sefialar, que la cantidad de eluatos que
contiene esta fraccion es de 3 y la cantidad de muestra registrada en esta fraccion
es la mas grande de las recolectadas por medio de este analisis. En la fraccion 5,
al aumentar la polaridad se sigue obteniendo una cantidad de muestra considera-
ble, aunque esta es menor a la registrada en la fraccién 4 y obviamente ia polari-
dad de los compuestos en esta fase es mayor a los de las fases anteriores. Para

la fraccion 6 se observa como la cantidad de muestra disminuye, de igual forma
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sucede en la fraccion 7. Dentro de las fracciones 8 y 9 las cantidades son meno-
res a las registradas durante todo el andlisis, cabe mencionar que ia polaridad de

estos compuestos es mayor a la de los encontrados en las fases anteriores

Cuadro 10.- Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna a partir del
extracto etanélico de receptaculo, asi como los valores Rf registrados
a partir de la cromatografia en capa fina en cada una de las fracciones.

Por ofro lado los valores de Rf {cuadro 10) que comresponden al estandar FII
(0.89) sdlo se encuentran en las fracciones 1, 2, 5 y 6, en tanto que el valor de Rf
del estandar FIX (0.76) es mas conspicuo en la fraccion 3. Por ofro lado estos
valores de Rf muestran gue las fracciones obtenidas en este andlisis son muy
heterogéneas en su composicion y que el eluyente utilizado en la separacion es de
alta polaridad, para la mayoria de los casos. También es importante sefalar que fa
mayoria de los compuestos separadas son medianamente polares. La cantidad de
muestra obtenida por medio de este analisis fue de 1.88g que corresponde & un
18%, tomando como referencia los 10g de los cuales se partié, aunque el rendi-
miento abtenido por esta técnica es bajo, la técnica nos permitié hacer una prime-
ra aproximacion en la separacién de los compuestos de interés, tal como se ilustra

en los resultados, que a continuacion se analizan con respecto al bioensayo.
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6.8.- Bioensayos por fracciones

A las fracciones colectadas por cromatografia en columna se les aplicé el bioen-
sayo de germinacion y crecimiento, para seleccionar las fracciones que mostraran
actividad alelopética. Los resultados (cuadros 3, 4 y 5, apéndice B) son ilustrados
en las figuras 8, 8 y 10 y contemplan los resultados obtenidos a las 48, 120 y 168
horas, después de aplicados los tratamientos correspondientes. Cada barra repre-
senta el promedio de inhibicién de la germinacion, las lineas sobre la barra repre-
sentan la desviacién estandar.

En la figura 8 se observa que para las fracciones 1-6 a las 48 horas [a inhibicion es
del 100%, en tanto que para las fracciones 7 y 8 esta inhibicion se ve disminuida.
Para la fraccion 9 la inhibicion en la germinacion es del 0%; por tanto, en esta

fraccién no se detectd la presencia de sustancias con actividad alelopatica.
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Figura 8.~ inhibicion a las 48 horas de la germinacién de semillas de amaranto por efecto de
dos concentraciones de diferentes fracciones colectadas.

En la figura 9, que representa la inhibicién en la germinacién a las 120 horas se
observa, como en las fracciones 1y 2, a una concentracion de 500 ppm el efecto
de inhibicion se reduce en un 80 y 85% al transcurrir 1as 120 horas, sin embargo,
en lo que respecta a las fracciones 3 a 6, se sigue observando el 100% de inhibi-
cion en la germinacién, en tanto que en las fracciones 7 y 8 el efecto de inhibicion

sigue disminuyendo en ambas concentraciones para las dos fracciones.
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Figura 9.- Inhibicion a fas 120 horas de la germinacion de semillas de amaranto por efecto de
dos concentraciones de diferentes fracciones colectadas.

En la figura 10 se ilustran los resultados obtenidos al transcurrir 168 horas des-
pués de la aplicacion de los tratamientos. Observamos como para las fracciones 1
y 2 a la concentracién de 500 ppm el efecto de inhibicion disminuye ligeramente
(80 y 82.5%) al promedio registrado a las 120 horas (82.5%). Por otro lado en la
fraccion 6 a la concentracion de 500ppm, se presenta una disminucion en la in-

hibicion de la germinacion, a esia concentracion no observada en los tiempos an-
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riores; sin embargo pese a este comportamiento en estas fracciones, se nota cla-
ramente que los compuestos con naturaleza alelopatica estan presentes, pero la
concentracion en la que se encuentran no es suficiente para ejercer el efecto de
inhibicidon en un 100%. En las fracciones 3-5 el comportamiento de inhibicion no
presenta ningun cambio, manteniéndose asi la inhibicion en un 100%, por lo cuai,
podemos decir que en las fracciones de polaridad media es donde se encuentran
los compuestos que inhiben la germinacion de A. hypochondriacus; y es en estas
fracciones en las cuales se encuentran los compuestos (aproximadamente 8 se-
gun el analisis por placa delgada) con actividad alelopatica, asi pues, con dichas
fracciones se continud el estudio de este trabajo.
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Figiira 16.- Inhibicion a las 168 horas de la germinacion de semillas de amaranto por efecto
de dos concentraciones de diferentes fracciones colectadas.
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Para el caso de las fracciones 7 y 8 la inhibicidon que presentaron solo fue conse-
cuencia de un retardo en la germinacion de as semilias y no una inhibicién como

se cbservo en las primeras 48 horas.

Por otro lado el analisis de crecimiento (elongacion de radicula y vastago) para las
fracciones (cuadros 2, 3 y 4, apéndice C), en donde la inhibicidon de la germinacion

no fue total se ilustran en los cuadros 11, 12y 13.
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Cuadro 11.- Efecto de las fracciones etandlicas de receptaculo de girasol
sobre el crecimiento (mm) de radiculas y vastagos de las plantulas de
amaranto, 48 horas después de la siembra.

Valores con la misma letra son estadisticamente iguales. * P> 0.001.

En el cuadro 11 a las 48 horas después de la siembra existen diferencias signifi-
cativas en cuanto a la elongacion de la radicula y vastago. La fraccién 8 a 500
ppm reduce la elongacion de la radicula en un 20% con respecto al testigo (2),
mientras que a 1000 ppm la reduce en un 64%. En la fraccion 9 a 500 ppm no se
observa diferencia significativa en [a elongacién de la radicula con respecto al tes-
tigo (2); en cambio a 1000 ppm hay una reduccion del 25%. Por otro tado en la
elongacion dei vastago se encontré que 1a fraccion 8 {500 ppm) se redujo la elon-
gacion en un 62%, a 1000 ppm, 71%. Para la fraccion 9 (500 ppm) en 47% a 1000
ppm, en un 53%, con respecto al testigo 2.
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Cuadro 12.-Efecto de las fracciones etanélicas de receptaculo de girasol so-
bre el crecimiento (mm) de las radiculas y vastagos de las plantulas de
amaranto. A las 120 horas después de la siembra.

Tratamiento . L Eopy

Valores con Ia misma letra indican que son estadisticamente iguales. * P > 0.001.

En el caso de las fracciones 1 y 2 hasta las 120 horas (cuadro 12) se registrd
elongacion para la radicula y vastago (cuadro 3, apéndice C). Para el caso de ra-
dicula las fracciones 1y 2 a 500 ppm, mostraron una reduccién del 64 y 73 %, en
tanto que para el vastago a esta misma concentracion fue del 51 y 94 % respecti-
vamente, con referencia al testigo 2. Por lo que se refiere a las fracciones 8 y 9
para vastago y radicula, se observé una tendencia de crecimiento a las 48 horas.
Para el vastago en las fracciones 1,2 y 7 a 500 ppm los valores registrados fueron
de 51, 94 y 39% observando una diferencia significativa con respecto al testigo 2.
Por otro lado, para ia fraccion 7 a 1000 ppm, también se registrd diferencia signifi-
cativa con respecto al testigo 2 para radicula y vastago. Para la fraccion 7 a 500
ppm se encontrd diferencia significativa con respecto al testigo 2, tnicamente pa-

ra el vastago.
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Cuadro 13.- Efecto de las fracciones etanélicas de receptaculo de girasol
sobre el crecimiento (mm) de las radiculas y vastagos de las plantulas
de amaranto. A las 168 horas después de la siembra.

Tratamiento 7

Fsma T
PruebaF 958 S e R
DSH 005 - - 248 U oqgog v

Valores con la misma letra son estadisticamente iguales. * P > 0.001.

A las 168 horas (cuadro 13) se encontraron diferencias significativas de préactica-
mente todas las fracciones ya sea en radicula o en vastago o bien en ambos pa-
rametros (cuadro 4, apéndice C), a excepcion de la fraccion 9 a 500 ppm. Por otro
lado, se registra crecimiento en la fraccion 6 a 500ppm a las 168 horas.

6.9.- Analisis cromatografico en columna de la mezcla

El anélisis cromatografico de la mezcla obtenida a partir de las fracciones 3-5,
proporciono 46 eluatos que caracterizados por la cromatografia en capa delgada,

se redujeron a 7 fracciones, distribuidas de la siguiente forma (cuadro 14):

tn
o
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Cuadro 14.- Fracciones colectadas en el andlisis, asi como las fases moviles
de las cuales se obtuvieron y la cantidad (g) obtenida de cada una de
ellas.

De estas fracciones el andlisis por cromatografia en capa delgada mostrd un solo
compuesto en la fraccidon 2, en tanto que las fracciones restantes presentaron
mezclas de compuestos. Los compuestos obtenidos en este analisis son aparen-
temente 6, los cuales estan distribuidos en las 7 fracciones, y se percibe claramen-
te que son diferentes debido a que se obtienen en polaridades distintas. El rendi-
miento obtenido en este segundo andlisis cromatografico fue de 16% y permitid
purificar por lo menos un compuesto de los que se encontraban en la mezcia ori-
ginat.

De estos compuestos se eligid la fraccion 2, para realizar un bicensayo de inhibi-
cién de la germinacion y se encontré que efectivamente esta fraccidn inhibe la
germinacion del amaranto en un 100%.

Con base en los resuitados anteriores se continuo con el analisis de la fraccién 2
empleando la combinacion de cromatografia de liquidos — espectrometria de ma-
sas. El cromatograma mostrd la presencia de un compuesto mayoritario con tiem-
po de retencion 13/ 14 minutos (figura 11).
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Figura 11.-Cromatograma del compusesto obtenido de la fraccion 2 (kaurano / traguilobano) .
El espectro de masas del compuesto (figura 12), indicd un ion molecular de 300. El
patrdn de fragmentaciéon mostré los siguientes fragmentos importantes: m/e 283
con correspondencia a M -17; mfe 255 que corresponde a M-44. Estos fragmentos
estan indicando presencia de grupos OH y COOH en el esqueleto del kaurano /
traquilobano. La comparacion con la biblioteca de espectros y compuestos conoci-
dos sugieren que la estructura de este compuesto esta relacionada con la del aci-
do 6 - hidroxi -16 - kaurenoico y/o la del acido 9-hidroxi-traquilobanoico, por la

semejanza en el patrén de fragmentacion.
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Para asegurar cual de los dos compuestos es el que corresponde al presente en
dicha fraccidén, se esta preparando en mayor escala un extracto para aislar la
misma fraccién y con una mayor cantidad poder hacer otros andlisis como 'H
RMN, *C RMN y reacciones de derivacion y de esta forma confirmar la estructura

del compuesto (kaurano / traquilobano).
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Se demostro la presencia de aleloquimicos en el tallo y receptaculo de giraso! cv.

Victoria en etapas fenoldgicamente maduras. El analisis fitoquimico preliminar
marco la presencia de terpenoides en mayor concentracion, asi como trazas de
compuestos fendlicos. Se enconird la presencia de compuestos que inhiben la
germinacién y retrasan el crecimiento de radicula y vastago de amaranto en los
extractos etandlicos de receptaculo de girasol. El analisis por cromatografia de
liguidos (HPLC), mostrd la presencia de un compuesto mayoritario con un tiempo
de retencion de 13/14 minutos. El analisis espectral sugiere una estructura gue
esta relacionada con la del acido 6-hidroxi-16-kaurenoico y/o la del acido 9-hidroxi-
traquilobanoico por la semejanza en el patron de fragmentacion. Las pruebas es-
tadisticas sefialan gue tanto la inhibicién de la germinaciéon como el retraso en el
crecimiento de Ia radicula y el vastago son significativas con respecto a ios testi-
gos (P > 0.001). La influencia inhibitoria del compuesto es directa y no tiene que
ver con los efectos de pH y conductividad eléctrica. Por lo tanto, en el receptaculo
de girasol se encuentran compuestos con actividad alelopatica, estos compuestos

son responsables del control natural de maleza y son de tipo diterpenoide.
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Apéndice A: Preparacién de reactivos

Reactivo de anisaldehido

Preparar una mezcla de acido acético glacial, acido sulfurico y anisaldehido en

proporcion 10:0.2:0.1, de acuerdo a la cantidad requerida.

Reactivo de Dragendorff

Solucion a) Pesar 0.25 g de nitrato de bismuto y disolver en una mezcla de acido
acetico - agua (10:40).

Solucién b) Pesar 8 g de yoduro de potasio y disclver en 20 mL. de agua.
Mezclar las soluciones a y b de acuerdo a la cantidad requerida.

Reactivo de Liberman — Burchard

Mezclar cuidadosamente 5 mL de anhidrido acético con 5 mL de acido sulfarico
concentrado y frio; adicionar esta mezcla cuidadosamente a 50 mL de etanol ab-

soluto en frio. Utilizar el reactivo después de preparar.
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Apéndice B: Cuadros de inhibicidn de ia germinacion

Cuadro 1.-Inhibicidn de la germinacion para las semillas de amaranio de los
exfractos etandlicos crudos de tallo v receptaculo. A las 24 horas des-
nués de ia siembra.

G Tailes00 pem g0 e
B S A .
LA S S e | .
- Taﬁgzsgp?m@ J{ 06" ‘Kiﬁ «;3@ 'if}ﬁ
A (SR BTN |+ EN- NS
Ly g T gy g
fj‘géceptéaﬁ%mé@mim% 00 100 “"‘;}1?0@-1,'.2__"3'\"')"%0017
o 2 o qop - 00 deo - 100
® 100 - 106 - 100 . 100

Receptaculo 500 ppm 1 100 100 400 400
| 2 100 100 100 100

3 100 100 100 100

Reaceptaculo 250 ppm 1 100 100 100 100
2 100 100 100 100

3 100 100 100 100

Testigo metano-agual 10 © 30 20 G

2 20 0 0

3 10 0 10

Testigo agua destilada 1 0 10 10 0
2 30 40 20 30
® 70 10 10 10

00 T b

18]
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Cuadro 2.- Inhibicidn de la germinacién para las semiilas de amaranto de los
exiractos etandlicos crudos de talio y receptaculo. A ias 48 horas des-
pués de la siembra.

Tailo, 1000ppr-

S CoTaleseopemt 8y T U0 Ll 700as0l
TR e B0 BB e
0 Tallo2Gppmt. o406 w1005 400 . 10080
T 2 e L e A
. Receptdoulo 1900ppm 1 100 . 400 .. 100 1007 -
R 204000 400 . 400 . 100,
S % g ¢ 00 0 00 - 100
Receptécu!oﬁﬂappm i 1{}9 400 RS +'s '\1;3;}
2 400 . 100 00 100
* 100 100 100 100
Receptacufo 250 ppm 1 100 80 100 80
2 90 40 80 100
100 20 70 00

Testigo metano-agual 10

10 \ 10

8 10

Testigo agua destilada 1 0

2 0
3

o
OO o QO O
<
o O o o
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Cuadro 3.- inhibicion de la germinacion para ias semillas de amaranto des-
pliés de la aplicacion de las fracciones de receptaculo de girasol. A
tas 48 horas después de Iz siembra.

Fraccién 3
Fraccion 4
F?’&C{;{éﬂ 4
%F-z-’afci;:i_éh 5 500
F ;é-g::?éﬁ 5 1 00¢ i
65
1060
- 500

.‘Fm;ccién
‘ F;aét;ién
Fraccién
Fraccién
Fraccidn
Fraccién
Fraccion
Fraccion

Fraccion 2. 1000~
Fraccién 3 500
‘seo
1000
500

D 0 0~ - O

8

500

1000
500
1000
500
1000

Testigo agua

Testigo MeOH -

agua

00
L0
00
ST R

- 100

400
100

1G0
10
40

10
20

1000
LA00
R [+ I

400

20
40
40

SET. SR
106
.70 ':

ON
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Cuadre 4.- Inhibicidn de la germinacidn para las semillas de amaranto des-
pués de la aplicacion de las fracciones de receptaculo. A las 120
horas después de ia siembra.

Fraccién 2 1600

Fraccién 3 500 100
Fraccion 41000 . 100 ©. 100 4001 100
chamasm ’%G@ T @{}@ 1{}@ qgg :
Fraceién § mag L Qm 10@ ‘10{1‘
B A S I
1000 100 19@ opo 10@
s0 o - o . o 1
1000 70 50 ‘ 700 0

500 10 10 10 0

1600 10 20 0 1o

500

*‘Frac;déﬁ
Fraccién
Fraccion
Fraccidn
Fraccion
Fraccién

© @ D N~ D

Fraccion 0

Fraccidn 8 1000 0

Testigo agua O 0] 10 O
Qa

Testige MeOH — 10 0 - 10
agua

T
A MR
- . 4
e Lav
&
. A
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Cuadro §.- Inhibicion de la germinacion para las semillas de amaranto des-
pués de ia aplicacion de Ias fracciones de recepticulo. A las 168
horas después de la siembra.

Fraccién 3 50D 100
Fraceion 4. 500 - .M00 T U000 -
Fraccién 41000~ 100 -
Fraccién.5. 500 - 400 ... . 400 L U100 0 M00
Fraccion & 1000~ 400 .. 100 . 100 " 00
Fraccién & 00 - - 100 - 40 o0 1000 00
Fraccién 6 1600 100, © {00, . 400 100
Fraccién 7 500 20 10 0 40
Fraccién 7 1000 70 30 50 50
Fraccién 8 500 30 30 8] A e
Fraccién 8 1000 10 30 & 10
Fraccion & 500 0 0 G
Fraccion @ 1000 30 30 20
Testigo agua 0 g 10

Testigo MeOH -~ ¥ 10 - 0
agua

(o B ov T o S ah

o
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Apéndice C.- Cuadros de la elongacion de radicula y vastago

Cuadro 1.- Elongacion{mm) de la radicula y vastago de las plantulas de ama-
ranto con los tratamientos de tallc vy receptaculo. A las 48 horas des-
pués de la siembra.

41115 BT 13 4l1E 38N
3. 47, AT STAT - 43115 42016 - 443
15, 85016 4615 41115 41116, 36H8 30AT 4713
O 46MA. 3BT BEQ 4T3 6BI10, 4514 41115

Tallo500ppm 1 24/6 21/ | 20/6 2206 A9 - 0610 1565 258 288, A8
Co 220 208 164 161 &2 ASiA 17B LTS ATE 1T
S 3198 1) 288 154 278 208 257 231D 2200 198
Tallo250ppm1 0 0" U0 g o 8. v 6. o 6 o
2300 280 20M1 20/ 28T 2017 2412 328 308 . 318
2330 27/ 28M1 2866 248 20/6° 1510 1M1 266 1283
Recepticulo 155 16/4 - 51 1058 72 72 2 12 T2 T2

2500pm 1 oo a3 . 1674 - 2310 2340 133 23/8 24410 124 610
2

R =semilia

Cuadro 2.-Elongacion{mm} de la radicula y vastago de las plantulas de ama-
ranto con los tratamientos de las fraccliones de receptaculo de girasol.
A las 48 horas después de la siembra.

Fraccién 8 500 193 7R 223 253 185 155 20/6 224 22/4 165
Fraccién 8 1000 83 73 84 &/2 &3 104 133 94 82 913
Fraccion & 500 2015 2216 23/ 26/6  28/8 27/ 25 266 215 1813
Fraccion @ 1000 1214 19/4 185 18/8 LIS 2005 172 22/ 2114 228
Testigo agua 26/42 34711 3210 28110 2310 289 266 318 1we 277

Testigo. MeQOH- 21/ 3024 17H 318 3240 1810 27T 208 X7 218
Agua
R = semilla
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Cuadro 3.- Elongacion{mm) de ia radicula y vastago de las pidntulas de ama-
ranto con los fratamientos de las fracciones de recepticuic de gira-

sol. A las 120 horas después de 1a siembra

9t 2

FraceiSn 8 24123 92128 30195 7726 38102 2235
‘Fraccin 8. 2927 20 V00 5122 Bowe ou2i’ 2555 2021

500 . , , _

Fraccién 9 1520 2520 20131 22026 16/26 16126 25/16 20/32 33f82 26/28
1000 : :

Testigo agua  27/31 52/68 40/62 52/48 54/68 54/68 38/50 110/88 100/54 54778

Testigo MeOM- 22/38 55/31 S5I33 2022 27120 27120 47127 27143 271’32 20440
Agua

R = semilla

Fraccion § -+ 20127 37135 4527 1547 33063326 20134 35/57 30125 32026
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Cuadro 4.- Elongacion {mm) de la radicula y vastage de las plantulas de ama-
ranto con fos tratamienios de las fracciones de receptaculo de gira-
sol, A las 188 horas después de ia siembra.

Fracoisn 7

43752 56144 56MB -

Fraccion T ¢ 30/8k: 9B/46 32048 44136
Fraccion § . 42554 54144 52120 70740 3834 8852 60M0 T4lBA ABIEK  5BIED.
FracoiSn 8. - G256 SUB2 AZSZ 364 . 3472 Aed4 62080 40142 2052, 6620
4000 \ L B R
Fraccién 8 70/56 7076, 5070 6048 B0MB 64/34 4BB0 TH00 40/6B  3Bi74
500 : T : S

Fraccion 9 58/50 44156 52130 46/44 40/50 34/58 S5/30 42056 36A2  42/48
1008

Testige Agua B4/76 6B/60 6860 120684 44/52 8270 3274 D466 6874 100/50

Testigo MeOH- B850 44/82 120/88 10056 5250 5674 148/78 45/86 2854 100754
Agua

R = semilla
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