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Esta investigación está enfocada al estudio de los aleloquímicos presentes en las 

estructuras vegetales que forman parte de la materia residual de los cultivos y que 

intervienen en el control de maleza. Se aislaron, separaron y caracterizaron los 

aleloquímicos presentes en tallo y receptáculo de girasol cv. Victoria. Los sólidos 

fueron extraídos de los tejidos vegetales con alcohol etílico en equipo Soxhlet, y 

separados y purificados a través de cromatografía en columna y placa fina. La ca

racterización de las fracciones obtenidas se hizo a través del bioensayo de germi

nación de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.). Las fracciones que pre

sentaron mayor actividad inhibitoria sobre la germinación fueron la 3, 4 Y 5, las 

cuales son medianamente polares. La cantidad de muestra obtenida con esta 

metodología fue de 20.5 mg, yel análisis cromatográfico acoplado a espectro me

tría de masas mostró la presencia de un compuesto de naturaleza diterpenoide 

(kaurano I traquilobano). Dicho compuesto inhibió la germinación de semillas de 

amaranto y se sugiere está significativamente involucrado en la acción alelopática 

del girasol cv. Victoria. 
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Los vegetales constituyen una fuente de productos naturales con potencial para 

ser aplicado en usos agronómicos, por la gran diversidad de estructuras que su

gieren acciones biológicas específicas y su carácter aparentemente inocuo sobre 

el ambiente, ya que son degradados a corto plazo. 

Desde tiempos inmemoriales (Teofrasto, 300 años a. C., citado por Rice 1984), se 

observó la capacidad que presentan las plantas para establecer interacciones 

químicas a través de dichos compuestos, al ser vertidos al ambiente. En épocas 

más recientes (Molich, 1937; Rice 1974) han englobado dentro del término alelo

patía las interacciones indicadas, empleando dicho término para referirse a cual

quier proceso que involucre metabolitos preferentemente secundarios de origen 

vegetal o microbiano, que influyen en el crecimiento y desarrollo de sistemas bio

lógicos incluyendo tanto efectos positivos como negativos. En estos términos, se 

podría atender al control de la maleza por medio de efectos alelopáticos selecti

vos. 

Del estudio de las interacciones alelopáticas entre especies cultivadas y maleza, 

ha nacido el interés por caracterizar, aislar y ensayar las sustancias implicadas. Se 

han puesto en marcha, proyectos de búsqueda de productos con actividad biológi

ca propia, o a través de modificaciones puntuales de su estructura. El procedi

miento integral y "artificial" de caracterización de la actividad herbicida de un pro

ducto alelopático se conoce como "bioensayo", el cual consiste en el uso de mate

rial biológico como indicador de la acción inhibitoria, cuantificándose los cambios 

que se puedan producir sobre una determinada actividad bioquímica o con res

pecto a un testigo (Castellano et al.,2000). 

Es bastante amplia la gama de sustancias bioquimicas que las plantas producen 

como metabolitos secundarios y que presentan un carácter alelopático. Destacada 

es la participación de los terpenoides que se constituyen de múltiplos de isopreno, 

una molécula orgánica de cinco carbonos. La planta utiliza los terpenoides ( deri-
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vados de la ruta del ácido mevalónico), como un mecanismo de protección (Ro

gers et al., 1995). También para ahuyentar insectos, parásitos y depredadores 

(Krebs, 1986), ya que son constituyentes de las resinas, látex, feromonas 

(Fessenden y Fessenden, 1994) y aceites esenciales con los cuales puede modi

ficar el comportamiento de muchos animales, atrayéndolos o ahuyentándolos 

(Krebs, 1986). También, se han encontrado como un componente importante de 

los alelopáticos producidos por hojas y raíces y que son vertidos en el suelo (file: 

///AISubstveg.htm). 

Las plantas que se distinguen como productoras de terpenoides con actividad 

alelopática son las compuestas (http://gente.pue.udlap.mxl-pwesch/3.00html); 

esto es posible por su modo de evolución y adaptación 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 carácter de dominancia ecológica y de 

oportunismo siendo de las especies más diseminadas 

(http://gente.pue.udlap.mxl-pwesch/3.00html). La dominancia de las compuestas 

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

Entre las compuestas destaca la presencia del girasol (Helianthus annuus L.), que 

es una planta de interés agrícola y en la actualidad de muy amplia distribución 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. 

El utilizar esta planta para fines de control de plagas y de maleza, puede ser una 

estrategia muy importante y de plantearse los mecanismos de transferencia de 

tecnología convenientes, le daría a la especie una mayor diversificación en su uso 

y un mayor valor agregado. 
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EL control oportuno de la maleza en los agro ecosistemas es básico para la ob

tención de rendimientos óptimos. En las pasadas décadas dicho control se ha rea

lizado fundamentalmente a partir de herbicidas sintéticos, los cuales constituyen 

un riesgo para la salud pública y ambiental debido principalmente a su persistencia 

en el ambiente y además porque en algunos de ellos se ha obseNado actividad 

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

Debido a lo anterior, se están buscando alternativas que permitan el control efec

tivo de la maleza, pero reduciendo al mínimo los efectos negativos señalados (Ro

dríguez, 1999). 

La alelopatía puede ser una altemativa en la búsqueda de estrategias para el con

trol de maleza. Los aleloquímicos, que son los compuestos químicos responsables 

de dichas interacciones, ofrecen una fuente de posibles herbicidas de origen natu

ral, que tendrían como ventaja el ser más específicos en su acción, biodegrada

bies en el corto plazo y menos dañinos que los sintéticos. 

A partir de toda una serie de estudios en campo, Rodríguez y colaboradores 

(1994;1998;1999) han encontrado que los residuos del girasol cultivado, controlan 

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

y cálido. 

Así en el presente estudio se propuso aislar los compuestos que controlan la ma

leza mediante la técnica de extracción continua "sólido - líquido" (Soxhlet) y ca

racterizarlos por medio de análisis fitoquímico. La separación de los aleloquímicos 

presentes en los tallos y receptáculos de girasol cv Victoria en etapas fenológica

mente maduras, se realizará a partir de técnicas cromatográficas. La actividad 

biológica de los compuestos obtenidos de la cromatografía en columna, se evalua

rá por medio de bioensayos de germinación y crecimiento de semillas de amaranto 

(A. hypochondriacus L.). 
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3.1 Objetivo General 

Aislar, caracterizar y purificar los aleloquímicos presentes en tallo y receptáculo 

del girasol. 

3.2 Objetivos Particulares 

• Aislar y comparar la cantidad de aleloquímicos presentes en tallo y receptáculo 

del girasol, solubles en alcohol etílico, por el método de extracción continua 

sólido-liquido. 

• Caracterizar y comparar mediante análisis fitoquímico y biológico los aleloquí

micos presentes en los extractos etanólicos de tallo y receptáculo del girasol. 

• Separar y purificar mediante técnicas cromatográficas los aleloquimicos pre

sentes en los extractos etanólicos de tallo y receptáculo del girasol. 

3.3 Hipótesis 

El girasol cv. Victoria presenta aleloquímicos en tallo y receptáculo, dichos alelo

químicos serán aislados y caracterizados a través de pruebas biológicas y fítoquí

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 la especie 

El girasol es nativo de América del Norte, puede ser encontrado en estado silves

tre desde las planicies del noroeste de Canadá, hasta América del Sur 

(GonSalves,2000). 

Evidencias arqueológicas, revelan el uso del girasol entre los indios americanos. 

El cultivo de girasol tuvo inicio en Arizona y en Nuevo México aproximadamente 

3000 años a. C. Dichos indicios señalan que un tipo monocefálico de girasol do

méstico existió en la prehistoria y que éste pudo haber sido domesticado antes de 

ser introducido el mijo en América del Norte (Gonc;alves,2000). 

Se cree que e! girasol de tallo único, aparece como resultado de una mutación del 

tipo silvestre que es ramificado y éste fue deliberadamente seleccionado por los 

indios. Otras características como pigmentación, tamaño de las semillas, peculia

ridades de la cáscara y maduración, también fueron fijadas por los indios 

(Gonc;alves,2000). 

El girasol fue introducido en Europa a principios del siglo XIV, y desde entonces se 

ha distribuido por todo el mundo, en una amplia gama de climas y suelos, desde 

los áridos y los semiáridos, hasta los tropicales pasando por los templados y los 

fríos (fig.1). El cultivo de girasol se ha constituido en un elemento económico de 

gran importancia en varios países como Estados Unidos y los países que confor

maron a la ex Unión Soviética (GonSalves,2000). 
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Figura 1.- Girasol cv Victoria cultivado en el Colegio de Postgraduados (Cortesía J. A. Esca
lante Estrada). 

4.1.2 Clasificación taxonómica (Cano y Marroquín, 1994) 

División Antophyta (Tracheophyta) 

Subdivisión Pteropsida 

Clase Angiosperma (Magnoliopsida) 

Orden Dicotiledónea 

Familia Asteraceae 

Subfamilia Tubiflorae 

Tribu Heliantheae 

Género Hefianthus 

Especie Helianfhus annuus L. 

El girasol pertenece al género Hefianthus, familia Asteraceae. Es un género 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 vegetación natural y algunas otras son plantas 
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dañinas, desenvolviéndose en áreas bastante alteradas por el hombre. Muchas 

especies fueron domesticadas. De éstas, H. annuus., ó girasol común, y H. tube

roSUS., o "Jerusalem artichoke", son plantas alimenticias. La primera debido al 

aceite y a la proteína que contienen los aquenios y la última por sus raíces. Ade

más de esto, el girasol es empleado como planta ornamental (Gon<;alves,2000). 

4.2 Aspectos químicos estudiados 

En el girasol se encuentran una amplia gama de metabolitos secundarios como 

resultado de un metabolismo complejo. 

Por su abundancia y las implicaciones ecológicas y adaptativas en las que se in

volucran, en el girasol, han resultado de gran interés determinados grupos que 

enseguida se describen: 

4.2.1 Compuestos Fenólicos 

Los compuestos fenólicos vegetales comprenden un amplio intervalo de sustan

cias que poseen un anillo aromático y por lo menos un grupo hidroxilo (Harborne, 

1991). Los compuestos fenólicos representan uno de los grupos más abundantes 

encontrados en la naturaleza y son de interés particular en la fisiología postcose

cha por su papel en el color y sabor de los frutos 

(http/lgente.pue.udlap.mx/-pwesch/3.17html, 2000). 

Los compuestos fenólicos usualmente son localizados en la vacuola celular, son 

solubles en agua y frecuentemente, se encuentran combinados con azúcares co

mo glucósidos. Entre los compuestos fenólicos naturales, de los cuales más de mil 

estructuras son conocidas, los flavonoides forman el grupo más grande, pero los 

fenoles monocíclicos simples, fenil propanoides y quinonas fenólicas existen en 

números considerables. Ciertos grupos importantes de materiales poliméricos en 

plantas -las ligninas, melaninas y taninos- son polifenólicos y unidades fenólicas 

ocasionales son encontradas en proteinas, alcaloides y entre los terpenoides 

(Harborne, 1991). 
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Mientras la función de algunas clases de compuestos fenólicos está bien estable

cida (por ejemplo las Iigninas como material estructural de la pared celular; las 

antocianinas como pigmentos florales),la función de otras clases es todavía una 

materia de especulación. Los flavonoides, por ejemplo, parecen ser importantes 

en la regulación del control de crecimiento en la planta del chícharo y su presencia 

en cloroplastos de espinaca sugiere que pueden estar involucrados en la fotosín

tesis; sin embargo, ninguna de estas funciones, ha sido firmemente establecida 

(Harborne, 1991). 

Algunos de los compuestos que se encuentran distribuidos entre las angiospermas 

son el ácido p-hidroxibenzóico; ácido protocateuico, ácido vainíJIico y ácido siringi

co. El ácido gentísico también esta ampliamente distribuido, menos común es el 

ácido salicílico y ácido o-protocateuico, estos dos ácidos son comúnmente encon

trados en la 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 (CsH7)n, hidrocarburo insaturado. Generalmente son Iiposolubles 

y están 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 cromoplastos en los pétalos. 

De acuerdo con el número de átomos de carbono pueden ser divididos en: mono

terpenoides (10 átomos de carbono), sesquiterpenoides (15 átomos de carbono), 

diterpenoides (20 átomos de carbono), triterpenoides (30 átomos de carbono) Te

traterpenoides o Carotenoides (40 átomos de carbono), Poliisopreno (Cn) (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, 

8 
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esta sustancia no es un precursor in vivo. Su equivalente es el isopentenil

pirofosfato CH2=C(CH3)CH2CH20PP,que es formado sólo de acetato vía ácido 

mevalónico, CH20H-CH2C(OH, CH3)CH2C02H . En biosíntesis, dos isopentenil 

pirofosfatos son enlazados para dar geranil pirofosfato (C1O),la llave intermedia en 

la formación de monoterpenos; geranil pirofosfato e isopentil pirofosfato, procede 

enlazada para dar farnesil pirofosfato(C15), la llave intermedia de síntesis de ses

quiterpenos. Diferentes combinaciones de estas unidades C5 C10 y C15 están in

volucradas en la síntesis de los terpenoides mayores (fig. 2). La mayoría de los 

terpenoides naturales tienen estructuras cíclicas con uno o más grupos funciona

les (hidroxilo, carbonilo, etc.) así que los pasos finales en síntesis involucran 

ciclización y oxidación u otra modificación estructural (Harborne, 1991). 
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Figura 2.- Ruta de la biosíntesis de terpenoides .Por simplicidad sólo 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 biológicas y aplicaciones prácticas son muy variadas. Es de resal

tar la importancia de los monoterpenoides y sesquiterpenoides como fragancias y 

aromas. Los aceites esenciales son importantes comercialmente en la elaboración 

de sabores, perfumería y cosmetología (ej. linalol, citral, mentol, geraniol, limone

no) Aula virtual de biología: www.um.es/-móleculalindice.htm. 

4.2.2.1 Monoterpenoides 

Son compuestos formados por 2 unidades de isopreno, su esqueleto se compone 

de diez átomos de carbono (C 1O), y el punto de fusión es entre 140 - 180c C. Los 

aceites esenciales de muchas plantas están constituidos de monoterpenoides, a 

los que dan sus olores y sabores característicos y pueden ser divididos en: acícli

cos (geranio!), monocíclicos (limoneno), bicíclico (a y f3 pineno). Dentro de cada 

grupo, los monoterpenoides pueden ser hidrocarburos insaturados simples (limo

neno) o pueden tener grupos funcionales y ser alcoholes (mentol), aldehídos y 

cetonas (mentona y carvona) (figura 3) (Harborne, 1991). 

10 
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OH 

Acíclicos OH 

Geranto! Lrnalol Mlrseno 

O! - Plneno TUjona 
3 

b. - Careno 

Figura 3.- Monoterpenoides (Basado en del Harborne, 1991). 

4.2.2.2 Sesquiterpenoides 

Este grupo es ejemplificado en la figura 4, el punto de fusión de estos compuestos 

es> 200°C (Harborne, 1991). Son comunes en la familia Asteraceae, al igual que 

los rnonoterpenoides son el principal constituyente de los aceites esenciales se 

clasifican en acíclicos (farnesol) monocíclicos(y-bisaboleno) o bicíclicos (~_ 

selineno, carotal) (Harborne, 1991). 

11 
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Sie¡elico 
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sesqu,:erpénlca O 
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S 
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o 
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Figura 4.- Sesquiterpenoides (Basado en Harborne, 1991 p.96). 
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Dos derivados sesquiterpenoides reservan mención especial, el ácido abscisico un 

ácido carboxílico sesquiterpénico relacionado en su estructura con el carotenoide 

violaxantina, es mejor conocido como la hormona que regula la latencia en semi

llas de plantas herbáceas yen capullos de especies leñosas. La Xantina tiene un 

papel menor bien definido en la fisiología de la planta como una auxina antago

nista, representa una clase importante de sesquiterpenos los cuales también son 

lacto nas y tienen una amplia distribución 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 lipofílicos, los cuales son biogenéticamente derivados de trans, 

trans farnesil pirofosfato seguida de una ciclización y modificaciones oxidativas 

subsecuentes. De acuerdo a su esqueleto oxigenado, se clasifican en: germacra

nólidos, guaianólidos, pseudoguainólidos, edesmanólidos, eremofilanólidos y 

xantonólidos. Se han encontrado también en especies de otras familias como Um

beliferae, Magnoliaceae, Lauraceae, IlIiciaceae, Aristololochiaceae, Menisparma

ceae, Cortiariaceae y Acanthaceae (Rodríguez et al.,1976). Su separación se rea

liza por cromatografía en columna, que sigue siendo la más efectiva (Mahato et 

al.,1992). Un nuevo sesquiterpenoide el heliannuol aislado, a partir de tejidos 

frescos, está significativamente involucrado en la acción alelopática de girasoles 

cultivados, sobre la inhibición en la germinación de semillas y la longitud de la raíz 

de cultivos diferentes (Macias et al., 1993a). 

En otros estudios realizados en hojas frescas de girasol variedad SH-222, en el 

3er estado de desarrollo vegetal, un mes antes de la 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

ción y crecimiento de especies de dicotiledoneas Lactuca sativa (lechuga) y la 

monocotiledónea Hordeum vulgare (Macías et al., 1993b). Estas 5 lactonas poseen 

actividad potencialmente alelopática, en particular sobre especies dicotiledóneas, 
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y están significativamente involucradas en la acción alelopática de girasoles culti

vados (Macías et al., 1993b). 

4.2.2.3 Diterpenoides 

Son un grupo de compuestos heterogéneos, desde el punto de vista químico (figu

ra 5). Su esqueleto se compone de 20 átomos de carbonos basados en cuatro 

unidades de isopreno. Su distribucíón es muy limitada, probablemente el único 

universalmente distribuido es el diterpeno aciclico precursor del titol, el cual esta 

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

HO 

Ácido abiético 

.f
HO 

OH 
Grayonotoxina ÁCidO kaurenoico 

Figura 5.- Diterpenoides con importancia ecológica (Harborne, 1991). 

Son consideradas tres clases de diterpenoides: 

Las resinas diterpénicas que comprenden compuestos como los ácidos abiético y 

agático, han sido encontradas tanto en plantas actuales como en fósiles. A estos 

compuestos se les ha atribuido una función protectora en la naturaleza, se han 

encontrado en los exudados de árboles de madera o el látex de plantas herbá

ceas. El ácido 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 ácido Hardwico. 

Dentro de los diterpenos tóxicos 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 tóxica que presentan dichas plantas (Harborne, 1991). 

1-1 
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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 (ácido Kaur-16-en-19-

oico), el traquilobano, ácido traquiloban-19-oico, 1-hexacosanol (un alcohol alifáti

col y el ácido angeloxy-grandiflórico, de los cuales las cantidades de ácido ange

loxy-grandiflorico y ácido traquiloban-19 oico, son significativamente mayores en 

comparación con los demás compuestos obtenidos a partir de esta estructura 

(Rogers el al., 1995). De trabajos realizados en inflorescencias de girasol variedad 

SH-222 en estado reproductivo, fueron aislados los ácidos diterpénicos traquilo

ban-19-oico (lila) junto con el ácido kaur-16-en-19-oico (la) (Pyrek,1970).En el 

cuadro No. 1 se muestra algunos diterpenoides aislados de girasol. 

15 



~ •• ~ .... __ ,~~ L _.'I:>~''''''J "'.,.._ ..... ~ .... " ... ~ .... ..., 

Aislamiento y caractcri7acÍón de aleloquimicos en extractos etanólicos de girasol (!felian/hus annuus L.) 

Cuadro 1.- Terpenoides aislados del girasol (tipo de extracto y órganos vegetales de los que se han extraido) . 

Inflorescencias Etéreo saponíflcado 

Frescas 

Hojas frescas Acuoso " 

Hojas Frescas Acuoso" 

Pericarpio de aque- _ Cloruro di:!_metileno 

nros 

o:: Reproductiv<?' 

V~etát¡yo 

3er estado de des~-

'. rrollo 'Íegetal1 mes 

antes de f~ posecha 

. S,H~222< . 

SH-222 ; 

SH-22? 

. Reproductivo. . .••... RflA265; 266,2;4 

'pa 
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4.2.2.4 Triterpenoides 

Su esqueleto se compone de treinta átomos de carbono basado en seis unidades 

de isopreno (fig. 6). Biosíntéticamente son derivados del escualeno, hidrocarburo 

acíclico. Estos compuestos tienen estructuras cíclicas relativamente complejas, la 

mayoría existe como alcohol, aldehídos o ácidos carboxílicos (Harbome, 1991). 

Escualeno 

HO 

M, 

Me Me 

H M, 

HO 

a-amirina (R = Me) 
ácido ursólico (R = C02H) 

H 

Me Me 

M, 

R 

H M, 

p-amirina (R = Me) 
Oleanólico (R = C02H) 

Figura 6.- Triterpenoides (Basado en Harborne, 1991). 

4.2.2.5 Tetraterpenoides o carotenoides 

Su esqueleto se compone de cuarenta átomos de carbono basado en ocho uni

dades de isopreno un ejemplo de estos compuestos es el p-caroteno (Harborne, 

1991 ). 
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4.2.2.6 Poliísopreno: 

Su esqueleto se compone de n átomos de carbono y esta basado en n unidades 

de ¡sopreno 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 evalúa el efecto que dichos agentes provo

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

Cuando se realizan bioensayos con vegetales después de un período de exposi

ción al compuesto probado, se evalúan, entre otros parámetros, el proceso de 

germinación, crecimiento y desarrollo de plántulas o plantas adultas (o alguno de 

sus tejidos), la actividad de algunos procesos fisiológicos (fotosíntesis, respiración, 

contenido en clorofila, etc.,). Generalmente se prefieren medidas de germinación y 

crecimiento a parámetros fisiológicos, ya que los primeros ofrecen información 

indirecta de la acción de los segundos, cubriéndose un intervalo más amplio de 

efectos. Los parámetros globales ofrecen la ventaja de que los efectos son más 

evidentes, necesitan aparatos simples, resultan fácilmente reproducibles; además 

inciden en un período muy importante: el del establecimiento de las especies 

(Castellano et al., 2000). 

Los bioensayos de germinación de especies vegetales se llevan a cabo principal

mente a escala de laboratorio. Se realizan en cajas Petri o en cajas especiales 

donde se hacen germinar en condiciones muy controladas de luz, temperatura, 

humedad. pH, un número conocido de semillas de diversas especies receptoras, 

las cuales se toman como modelos de las especies de maleza a combatir. La ob

jeción fundamental que reciben es la de no ser muy representativos de las condi

ciones naturales, como las variaciones diarias de temperatura, la presencia de 

microorganismos o de otras especies, que modifican las respuestas de los agen-
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tes aleloquímicos (Castellano et a/., 2000), pero en primera instancia ofrecen in

formación valiosa acerca de la actividad biológica de los extractos en estudio. 

La germinación de semillas en el laboratorio constituye un modelo muy adecuado 

para evaluar condiciones ecológicas como las de alelopatía, sequía, acidez, alca

linidad, etc., y ofrece posibílidades para revelar el comportamiento de las mismas y 

sugerir mecanismos de funcionamiento y plantear estrategias de manejo y/o solu

ción. 

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

Las semillas almacenadas adecuadamente permanecen viables durante un largo 

tiempo, pudiéndose activar en algún momento, dando la posibilidad de realizar la 

prueba cuando se requiere; ello es una ventaja sobre otras pruebas en las cuales 

los especímenes son costosos y de difícil mantenimiento, en algunos casos sólo 

desarrollables en un determinado tiempo. 

La prueba es simple e inofensiva y hacerla no requiere mayor equipo. Por lo gene

ral se emplea un pequeño volumen de muestra. Estos bioensayos pueden ser rea

lizados casi sin ningún riesgo, pues el contacto humano es mínimo. 

El efecto tóxico del aleloquímico puede ser evaluado experimentando con dife

rentes tipos de semillas ya sea a través del porcentaje de germinación y elonga

ción de radícula y plántula, determinación de biomasa, o bien se podría evaluar 

mediante alguna reacción bioquímica. 

Algunas de las especies que han sido recomendadas para pruebas de ecotoxici

dad usando métodos de germinación de semillas y elongación de radícula son: 

lechuga, rábano, trébol rojo y trigo, especies agrícolas importantes en términos de 

familia, distribución y abundancia. La inhibición de la elongación de la raíz es un 

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

\9 
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4.3.1 Germinación de semillas 

La germinación de la semilla de una planta la podemos considerar como una serie 

de pasos consecutivos que dan como resultado que una semilla en estado latente, 

con una pequeña cantidad de agua, muestre un incremento en su actividad meta

bólica general e inicie la formación de una plántula. Asimismo, cuando las condi

ciones no son favorables para que se lleve a cabo este proceso, el porcentaje de 

germinación se reduce(Angeles,1999). 

La semilla madura de la planta contiene un embrión o planta rudimentaria, que 

tiene la capacidad de crecer en condiciones apropiadas y convertirse en una nue

va planta. Acompaña al embrión en la semilla una reserva compacta de alimento 

que es suficiente para abastecer a la plántula hasta que ésta se halle en capaci

dad de alimentarse por sí misma. Además, está rodeada por una cubierta espe

cialmente permeable(Angeles,1999). 

La semilla es una estructura en reposo; por lo regular está sumamente deshidra

tada, compuesta principalmente de tejido de reserva. Los procesos metabólicos 

ocurren muy lentamente o están suspendidos; la semilla está en una condición de 

vida latente, debido principalmente a su carencia de agua y oxígeno. El proceso 

de germinación consiste en la absorción de agua, la reactivación del metabolismo 

y la iniciación del crecimiento. Durante la germinación, uno de los extremos del 

embrión, originará la radícula, que más tarde será la raíz de la planta; el vástago, 

formará el tallo y las hojas (Angeles,1999). 

4.3.2 Factores que afectan la germinación 

Las semillas puestas a germinar, se encuentran sometidas a una serie de factores 

ambientales fluctuantes que, a la larga, determinan su germinación, su supervi

vencia en letargo o su muerte. Estos factores son de dos tipos: abióticos y bióti

coso 

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

los que puede añadirse la presencia de sustancias tóxicas. 
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4.3.2.1 Agua 

El primer proceso que ocurre durante la germinación es la entrada de agua a la 

semilla conocida como imbibición. El grado de imbibición esta determinado por 

tres factores: la composición de la semilla, la permeabilidad de la testa y la dispo

nibilidad de agua líquida o en forma de vapor en el ambiente. Durante la imbibi

ción las moléculas del disolvente penetran a la testa la cual se hincha provocando 

solvatación de las partículas coloidales y por adición, ocupan los espacios capila

res libres y los espacios intermicelares del coloide, generándose la presión de ab

sorción que puede alcanzar centenares de atmósferas y que es de gran importan

cia en los procesos de germinación, ya que esto conduce al rompimiento de la 

testa de la semilla, de esta manera posibilita la emergencia del embrión y también 

genera espacio en el suelo para el desarrollo de la plántula. La magnitud de la 

presión de absorción es también un indicativo del poder de retención de agua por 

la semilla y por lo tanto determina la cantidad de agua disponible para la rehidrata

ción de los tejidos de la semilla durante la germinación. En las semillas la absor

ción de agua es determinada por los coloides hidrofílicos. Los coloides están ca

racterizados por el tamaño de partículas en la fase de dispersión y la absorción es 

una propiedad de los coloides que están en forma de gel, donde las partículas co

loidales constituyen una red continua formando una malla y mostrando una cierta 

rigidez (Mayer Y Poljakoff Mayber, 1989). 

En semillas el principal componente que absorbe agua es la proteína. Sin embar

go, otros componentes también la retienen. La absorción puede diferir en diferen

tes especies de semillas de acuerdo a la naturaleza de sus proteínas en cada nivel 

de hidratación, solo ciertas funciones fisiológicas pueden tener lugar. Así en los 

niveles más bajos de hidratación casi no se detecta actividad enzimática( Mayer y 

Poljakoff Mayber, 1989).Para la presente investigación la cantidad de agua que se 

aplicó fue constante y el volumen utilizado fue el óptimo requerido por la especie 

para la germinación bajo las condiciones de estudio. 
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4.3.2.2 Temperatura 

Las semillas de las diferentes especies requieren de intervalos de temperatura 

variados para su germinación. Las semillas cuando están secas pueden tolerar 

temperaturas extremas, pero cuando se hidratan se vuelven más sensibles a dicho 

factor. 

La temperatura óptima de germinación para una especie es aquella a la que se 

obtiene el porcentaje de germinación más alto en el tiempo más corto. Así para 

maíz se menciona una temperatura óptima de germinación entre 32 y 35 oC, para 

avena entre 25 y 31°C Y para amaranto entre 25 a 2rC ( Mayer y Poljakoff Ma

yber, 1989). 

4.3.2.3 Gases 

La germinación es un proceso relacionado con células vivas y requiere un gasto 

de energía. El requerimiento de energía de células vivas es usualmente conocido 

por la utilización de ATP, el cual se sintetiza por el proceso de oxidación aeróbica, 

aunque cierto ATP es formado como resultado de la glicólisis (Hourmant y Pra

det, 1981; Raymond et al., 1983). La mayoría de las semillas germinan en una at

mósfera que contiene 20% de oxígeno y un bajo porcentaje de C02 0.03%. Sin 

embargo, muchos autores han mostrado que ciertas semillas responden a un in

cremento en la concentración de oxígeno arriba del 20% por ejemplo Xanthium y 

ciertos cereales. Por otro lado, ciertas semillas mostraron un incremento en la 

germinación cuando el contenido de oxígeno en el aire disminuyó 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 oxígeno (Morina

ga,1926a,b). La germinación puede ser inhibida por una baja concentración de 

oxígeno. 

Muchas semillas no logran germinar si la concentración de dióxido de carbono 

esta muy incrementada como se mostró para Hordeum vulgare y Brassica alba 
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(Kidd ,1941). En la presente investigación, la germinación se llevo a cabo bajo 

condiciones atmosféricas constantes (20% de oxígeno). 

4.3.2.4 Luz 

No existen muchas evidencias de que la luz sea un factor que influya en la germi

nación de las semillas. Muchos cultivos de plantas usualmente germinan igual en 

oscuridad que en la luz, sin embargo, también existen las semillas que solo germi

nan en la oscuridad y las que únicamente lo hacen en la luz (Mayer y Poljakoff 

Mayber, 1989). 

4.3.3 Factores Bióticos 

Las semillas en su hábitat natural interactúan con plantas y animales. La interac

ción para estas plantas puede ser a través de inhibidores, estimuladores o modifi

cadores del micro hábitat. Los animales pueden afectar el desarrollo de la germi

nación al suavizar la testa cuando la semilla pasa a través del tracto digestivo, o 

por la distribución hacia otros hábitats. El hombre a través de sus actividades tam

bién afecta la germinación de las semillas, ya sea por el manejo o por cambios 

tecnológicos que ocasionan cambios al ambiente. El fuego accidental o planeado 

también afecta la germinación (Mayer y Poljakoff Mayber, 1989). 

El presente estudio se realizó utilizando el bioensayo de germinación y crecimiento 

de plántulas 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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Todos los reactivos empleados en este estudio son de la marca Merck, grado ana

lítico a excepción de los reactivos en los cuales se indica la marca respectiva 

5.1.- Obtención del material vegetal 

El material vegetal se obtuvo a partir de girasol cv Victoria ( cosecha 1998) de 118 

días de madurez fisiológica; cultivado en los Campos Experimentales del Colegio 

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

5.2.- Preparación del material vegetal 

Se utilizaron plantas de girasol obtenidas a la cosecha. Dichas plantas fueron se

paradas en tallo y receptáculo, que son los órganos que prevalecen a la cosecha. 

Una vez hecho esto, se procedió a retirar los aquenios del capítulo quedando so

lamente el receptáculo. Posteriormente se hizo un secado a temperatura ambien

te. Una vez seco el material vegetal, se molió utilizando un molino para forrajes de 

tipo artesanal. 

5.3.- Extracción 

Materiales: 

3 Pliegos de papel Whatman No. 1 

Tijeras 

Engrapadora 

Cucharón 

9 Frascos ámbar 

3 Matraces bola de 1 L 

1 Pipeta Pasteur 
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1 Embudo de plástico de cuello corto 

1 Vaso de precipitados de 500 mL 

Probeta graduada de 500 mL 

Material Vegetal: 

Tallos y Receptáculos de girasol secos y molidos. 

Equipo: 

Soxhlet 

Balanza granataria con capacidad de 2.5 kg Ohaus 

Rotaevaporador Modelo R-114 Büchi 

Reactivo: 

Alcohol etílico. 

Procedimiento: 

Los tallos y receptáculos de girasol se sometieron a una extracción continua sóli

do - líquido, utilizando un equipo Soxhlet. Para ello se preparó el cartucho y se 

introdujo el material vegetal (tallo o receptáculo). En total se trabajó con un kg de 

material vegetal seco y molido de cada órgano, el cual por razones de la capaci

dad del equipo de extracción se distribuyó en 3 cartuchos (con 333 g cada uno). 

Se emplearon 2.1 L de alcohol etílico. La extracción se realizó 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

dar a una temperatura entre 45 y 50 oC. Una vez eliminado el disolvente fueron 

pesados y posteriormente unidos para constituir un solo extracto por órgano. 
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5.4.- Análisis fitoquímico preliminar 

Material: 

15 Tubos de ensayo de 2.5X12 cm 

6 Pipetas graduadas de 5 mL 

1 Gradilla 

Reactivos: 

Cinta de magnesio en trocitos 

Ácido Clorhídrico concentrado. 

Reactivo de Folin Ciocalteu 

Reactivo de Liberman - Burchard su preparación se indica en el apéndice A. 

Reactivo de Dragendorff su preparación se indica en el apéndice A. 

Agua destilada 

Metanol 

Equipo: 

Balanza analítica Modelo HK 160 Mettler 

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

Procedimiento: 

Este análisis 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 aplicó, según se indica en el manual de prácticas de fitoquími

ca, Soto y Rodríguez (2000). 

Se pesaron 300 mg de extracto crudo etanólico y se disolvieron en 50 mL de me

tanol o agua destilada, se tomaron alícuotas de 2.5 mL de esta solución y se de

positaron en tubos de ensayo, 15 en total ya que el análisis se realizó por triplica

do. 

Determinación de alcaloides: 

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

mación de un precipitado marrón, indica la presencia de alcaloides. 

Determinación de saponinas: 

Se adicionaron 2 volúmenes de agua destilada a cada muestra, y se agitó vigo

rosamente por 5 minutos. La formación de espuma con apariencia de panal de 

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

Determinación de flavonoides 

Se añadió a cada muestra un trocito de cinta de magnesio y 1 mL de ácido clorhí

drico concentrado. La formación de espuma rojiza es indicativa de la presencia de 

flavonoides. 

Determinación de terpenoides: 

Se adicionó a cada muestra 1 mL de reactivo de Liberman - Burchard (apéndice 

A). El desarrollo de color violáceo indicó la presencia de triterpenoides. 

Determinación de ácidos fenólicos: 

A cada muestra se agregó 1 mL de reactivo de Folin Ciocalteu y se agitó. La for

mación de un color azul indicó la presencia de ácidos fenólicos. 
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5.5 Bioensayo de los extractos 

Material: 

6 matraces aforados de 50 mL 

18 cajas Petri de 10 cm de diámetro, con cuatro divisiones 

Papel Whatman No.1 

6 vasos de precipitados de 100 mL 

7 pipetas graduadas de 5 mL 

Equipo: 

Estufa de incubación Modelo 2480 Scientific Scorpio. 

Reactivos: 

Metanol 

Agua destilada 

Material Biológico: 

Semillas de Amaranto (Amaranfhus hypochondriacus L.) 

Procedimiento: 

A partir del extracto crudo, se prepararon soluciones a 1000, 500 Y 250 ppm utili

zando como disolvente metano!. En cajas Petri de 10 cm de diámetro con 4 divi

siones se colocó una base de papel Whatman No.1 (2 triángulos por división), en

seguida se adicionó 1.1 mL de la solución metanólica del extracto por división. 

Una vez que se evaporó perfectamente el metanol se agregó 1.1 mL de agua des

tilada y se colocaron 10 semillas de amaranto por división. La prueba se realizó 
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por triplicado. Se utilizaron 2 testigos los cuales se rotularon como testigo absoluto 

y testigo metanol - agua, que se prepararon de la siguiente forma: Se colocó en 

cada división de la caja Petri una base de papel filtro, al testigo metanol - agua, se 

le adicionó 1.1 mL de metano!. Una vez evaporado, se agregó 1.1 mL de agua 

destilada. Al testigo absoluto sólo se le adicionó 1.1 mL de agua destilada y de 

igual forma se colocaron 10 semillas por división. 

Las cajas así preparadas, se incubaron por 48 horas a 27 oC, en la oscuridad. Se 

registró el porcentaje de inhibición de la germinación a las 24 y 48 horas y la elon

gación de la radícula y vástago a las 48 horas. Los datos obtenidos se analizaron 

mediante el paquete estadístico SAS. 

5.6.- pH Y conductividad eléctrica de los extractos crudos etanólicos 

de tallo y receptáculo 

Material: 

3 matraces aforados de 100 mL. 

Reactivos: 

Agua destilada 

Material biológico: 

Extracto etanólico de tallo y receptáculo 

Equipo: 

Potenciómetro Modelo 210A Orión 

Electrodo de calomel 

Balanza analítica Modelo HK 160 Meltler 
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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 procedió a registrar el pH del agua destilada a una tempera

tura de 25°C, de igual forma se determinó el pH y la conductividad eléctrica de 

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

5.7.- Análisis cromatográfico 

Se realizaron dos tipos de cromatografía: 

5.7.1.- Análisis cromatográfico de los extractos crudos etanólicos de tallo y 

receptáculo por cromatografía en capa delgada 

Material: 

2 Vasos de precipitados de 5 mL 

5 Placas analíticas de silica gel de 20 X 20 cm 

Capilares 

2 Cámaras de elución 

4 Probetas de 100 mL 

Reactivos: 

Tolueno 

Acetato de etilo 

Hexano 

Etanol 
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Reactivo de Anisaldehído su preparación se indica en el apéndice A. 

Ácido perclórico (J.T. Baker) 

Anhídrido acético (J.T. Baker) 

Ácido sulfúrico (J.T. Baker) 

Hielo 

Equipo: 

Estufa de calentamiento 

Lámpara UV A=254nm 

Campana de Extracción 

Procedimiento: 

Este análisis se hizo para realizar una identificación preliminar de los compuestos 

de interés en los extractos crudos de tallo y receptáculo. 

Se partió 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 estándares de diterpenoides (FII= ácido kaur-16-en-19-oíco y FIX = ácido 

grandifloríco). 

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

teriormente, los cromatogramas fueron revelados con reactivo de anisaldehído. 

Para la identificación de los posibles compuestos fenólicos, se utilizó una croma

toplaca, en la cual se colocó la muestra y los estándares de esta naturaleza, los 

estándares y muestra fueron colocados en forma de punto de manera individual, y 

posteriormente se realizó una mezcla de estándar con muestra y se aplicó en for-
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ma de punto. La fase móvil para eluir los compuestos fenólicos fue: hexano

acetato de etilo (1:1). 

Una vez que eluyeron las muestras, y se evaporó la fase móvil del cromatograma, 

fue analizado bajo luz ultravioleta, para realizar una identificación preliminar de los 

compuestos fenólicos. Posteriormente fue revelado con Reactivo de Folin Ciocal

teu. 

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

cromatografía en columna para el extracto seleccionado. 

5. 7.2.-Análisis por cromatografía en columna del extracto seleccionado 

Material: 

Columnas de vidrio de 5.0 cm de diámetro y 72 cm de altura; 2.5 cm de diámetro 

y 40 cm de altura. 

Papel Whatman No. 1 

1 Vaso de precipitados de 200 mL 

Agitador 

Espátula 

4 probetas graduadas de 250 mL 

Fibra de vidrio 

8 Matraces bola de 250 mL 

Placas analíticas de 2 X 5 cm 

66 frascos ámbar 

regla de 30 cm 
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Equipo: 

Bomba para vacío Modelo 4Q048C17011 BP Industries Inc. 

Rotaevaporador Modelo R-114 Büchi. 

Balanza Analítica Modelo HK 160 Mettler. 

Parrilla de calentamiento Modelo SP46925 Barnstead I thermolyne. 

Reactivos: 

Silica ge/60 GF Merck para columna. 

Silica gel F254 Merck para placa. 

Metanol 

Tolueno 

Acetato de etilo 

Éter etílico 

Ácido sulfúrico 5M 

Material Biológico: 

Extracto crudo de receptáculo de girasol 

Procedimiento: 

Este análisis se realizó con el fin de separar el o los compuestos de interés pre

sentes en el extracto seleccionado. 

Preparación de la columna. Se preparó por vía seca: para ello se utilizó una co

lumna de vidrio de 5.0 cm de diámetro y 72 cm de altura con base de vidrio poro-
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so, así como una entrada para vacío. Se colocó dentro de la columna y a la altura 

del filtro un círculo de papel Whatman No. 1, de igual diámetro al filtro. Se adicio

nó tolueno para adherir el papel al filtro; enseguida se colocaron 90 g de sílica gel 

para columna y se compactó. 

Preparación de la muestra. Se pesaron 10 g del extracto en estudio y se disolvie

ron en un pequeño volumen de metanol, se le adicionaron 20 g de silica gel y se 

mezclaron hasta que la sílíca adsorbió a la muestra en su totalidad. Se procedió a 

eliminar el metanol de la muestra en el rotaevaporador . La muestra así preparada 

se depositó dentro de la columna y se compactó perfectamente. Sobre la muestra 

se colocó un filtro de papel Whatman No. 1 y enseguida un poco de fibra de vidrio, 

con la finalidad de amortiguar la caída de la mezcla de elusión. 

La cromatografía en columna se realizó al vacío, usando los siguientes eluyentes: 

Tolueno 400 mL. 

Tolueno: Éter etílico (9: 1) 500 mL. 

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

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 

analíticas de silica gel (2X5 cm) y revelados con ácido sulfúrico 5M. 

35 

ti 



María de los Ángeles Cárdenas Ríos 
Aislamiento y caracterización de aleloquímicos en extractos etanólicos de girasol (He/ianthus annuus L.) 

A las muestras obtenidas como resultado de este proceso se les aplicó el bioen

sayos de germinación como se indica en el apartado 5.5. 

Las muestras que presentaron una mayor inhibición en la germinación se separa

ron por cromatografía en columna. 

Preparación de la columna. El procedimiento para la preparación de la columna es 

similar al utilizado en el análisis por cromatografía en columna del extracto, con las 

siguientes variantes. Se utilizó una columna de 2.5 cm de diámetro y 40 cm de 

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

Preparación de la muestra. El procedimiento es similar al descrito en la prepara

ción del extracto, excepto que en este análisis, la cantidad de muestra es de 1.3 g 

Y 5.5 g de si/iea gel para columna. La cromatografía se realizó al vacío, 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 silica gel (2X5 cm) y 

revelados con ácido sulfúrico 5M. De este análisis se obtuvieron siete fracciones 

de las cuales se eligió la No.2 (tolueno - acetato de etilo 1: 1 ),dado que en ésta se 

observaba un solo compuesto, y el bioensayo de germinación que se aplicó como 

se indica en el apartado 5.5, mostró una inhibición del 100%. 
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6.1.- Análisis ele Extractos 

Los resultados de las extracciones practicadas a las muestras de receptáculo y 

tallo se muestran en el cuadro 2, y corresponden a los valores por triplicado de la 

masa seca total extraída (9 de solutos etanólicos) por masa seca de material ve

getal (kg). 

Cuadro 2.- Sólidos solubles (g) en etanol obtenidos de receptáculo y tallo a 
distintos tiempos. 

Tiempo de reflujo 
CARTUCHO No. _.- - .. _. _. . - - - . - . - - . ...--

0-8 hrs 8-16 hrs 16-24 hrs 

<2-·.<.R~ri'e,,~~~Io·f·: ····-· .• 4:3;1;:§33· ......... ······1:8:5.910 ·········.··6:'7793 •... ; .....•. 
·:ReC;~¡:)t~~ql6Ir...; .<4~.$36:a· ·····1 :a.~~9~¡·· ~ 6.484q .. 

' .. :Reé'eptélé'~19íll¡ .... ". ·29:00~2 . "11.4822. ' '6,08'96'. 
~Proínecl¡Ó '38:766116.34436.4511 

.. ····Taliol . ' .. 9.9133" 3.31411:2021 

Tallo 11 

Tallo HI 

Promedio 

9.9201 
12.7540 

10.8624 

3.3071 
4.0362 ..... . 

3.5524 . 

''{1233 . 
1.3756,' 

'1:2336 

El 66.20% de solutos obtenidos del receptáculo y 58.04% del tallo son extraídos 

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 receptáculo y tallo respectivamente, y se obtuvieron de 8 a 16 horas; por último 

están los que son pobremente solubles que tienen que pasar por un proceso de 

más de 16 horas de reflujo y que correspondieron al 8.37 y 15.40% de receptáculo 

y tallo respectivamente. 

La naturaleza química del primer extracto, debe ser primordialmente orgánica y 

polar, como sería el caso de moléculas con grupos funcionales correspondientes a 

los áCidos carboxílicos, alcoholes. fenoles y otros compuestos protónicos polares. 
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Las sustancias con estas características, pueden afectar la conductividad eléctrica 

en la solución, 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 más 

abundantes, ya que dicho extracto es el más rico en sólidos solubles en etanol, 

disolvente que resulta ser suficientemente polar para interaccionar con dichas 

sustancias. 

La polaridad de los otros extractos disminuyó y es cada vez menor en la medida 

en que van saliendo. Esto es, que conforme los compuestos presentes son menos 

polares, más difícil es su extracción con etanol. 

Las diferencias observadas, tienen especial relevancia en el sentido que las dis

tintas estructuras, presentan una composición química diferente no sólo 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 (Mejía-Barradas, 1998; Aguilar ,1998). 

6.2.- Pruebas preliminares (colorimétricas) 

En el cuadro 3 se muestran los resultados de las pruebas preliminares (calorimé

tricas). Se detectó la presencia de compuestos fenólicos, terpenoides y flavonoi

des, lo cual nos indicó que la muestra es heterogénea en su composición yen ella 

no son relevantes las saponinas, ni los alcaloides. 
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Cuadro 3.- Pruebas preliminares (desarrollo de color) del extracto etanó
!ico de tallo y receptáculo de girasol) en solución metanólica y 
acuosa(+ ligeramente colorida, ++ colorida, +++ muy colorida, res
puesta negativa ---). 

1¡fateríal Solución rlawlI!oides S{Jl)(milw5 leidos Alcaloide! Te17,enoide5 
¡'egetlll (enóliuf5 

ullalizado 

En dicho cuadro se observó que existieron diferencias en las dos disoluciones pa

ra un mismo órgano; por ejemplo en solución metanólica, el tallo presentó res

puesta negativa a flavonoides, en tanto que en solución acuosa es positiva, posi

blemente esto se debió a que los compuestos son solubles en agua; mientras que 

para el receptáculo el resultado es negativo en ambas soluciones. Por otro lado, 

los ácidos fenólicos en tallo tienen el mismo comportamiento en ambas solucio

nes, en tanto que en receptáculo únicamente se observa respuesta positiva en 

solución metanólica, tal vez la concentración de estos compuestos en dicho órga

no es baja y sólo logra solubilizarse en metano!. Para el caso de terpenoides, la 

respuesta es positiva en las soluciones metanólicas de ambos órganos, sin em

bargo en solución acuosa la respuesta es negativa, posiblemente esto tenga que 

ver con la solubilidad de los metabolitos en este disolvente, aunque la mayoría de 

los estudios enfocados a efectos aleloquímicos se ha realizado en órganos tales 

como hojas frescas (Macías et al, 1993a), inflorescencias (Pyrek, 1970), o pericar

pio de aquenios (Rogers et al, 1995), dando como resultado la existencia de sus

tancias que ejercen este efecto alelopático. Es importante el resultado que se ob

tiene en este análisis ya que se observó que también estos órganos presentan 

dicho tipo de compuestos, aunque la etapa fenológica de esta planta en trabajos 
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anteriores, es en su mayoría en estado vegetativo y/o reproductivo, en tanto que 

este análisis se realizó en órganos en estado senescente. Asimismo, Aguilar 

(1998) reporta haber encontrado terpenoides en ambas estructuras, en esta etapa 

fenológica de la planta. Es importante considerar este aspecto ya que el metabo

lismo de la planta se va modificando, así como sus requerimientos nutricionales. 

Lo anterior se debe a que durante el desarrollo de la planta, los diferentes órganos 

y estructuras presentan una demanda de metabolitos primarios y secundarios pro

pios de cada etapa específica, los cuales cambian constantemente en su compo

sición y abundancia conforme pasan de una a otra etapa, redistribuyéndose de 

cierto órgano o tejido a otro más demandante; por lo que los metabolitos, en espe

cial los terpenoides se encuentran en diferentes proporciones y composiciones en 

las distintas estructuras de la planta, dependiendo de sus necesidades (Aguílar, 

1998). 

6.3- Bioensayo de inhibición de la germinación de amaranto con ex

tractos etanólicos de tallo y receptáculo. 

Los resultados del bioensayo (apéndice B, cuadro 1 y 2 ) con los extractos de tallo 

y receptáculo a distintas concentraciones y en distintos tiempos(24 y 48 horas) se 

muestran en la figura 7. Las barras muestran la desviación estándar. 

Para la concentración más alta estudiada (1 OOOppm), el extracto de tallo inhibió la 

germinación 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 receptáculo la inhibió en un 100 

% en ambos tiempos. En la concentración de 500ppm del extracto de tallo se ob

servó una disminución en la inhibición de la germinación del 86.67 y 65.83% en las 

24 y 48 horas respectivamente, en tanto que el extracto de receptáculo provocó 

una fuerte inhibición de la germinación de A. hypochondriacus (100 y 99.17%) 

para los mismos tiempos indicados. 

Para la concentración más baja estudiada (250 ppm), el extracto etanólico de tallo 

inhibió en menor grado la germinación de A. hypochondriacus (64.17 y 39.17%) 
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ste efecto fue observado a las 24 y 48 horas, en tanto que, a dicha concentración 

para las 24 horas el extracto e!anólico de receptáculo siguió inhibiendo la germi

nación en un 100%,sin embargo, a las 48 horas esta inhibición disminuyó a 

85%; es claro que el tiempo si influyó en la inhibición de la germinación de A. Hy

pochondríacus a esta concentración. 

11 Talio a las 24 horas 
O Receptáculo a las 24 horas 
¡¡¡¡¡ Metano! a las 24 horas 

12 
O Agua a las 24 horas 

O 1--- =------

~ o 
~ 
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'o 
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flll Tallo a las 48 horas 
O Receptáculo a las 48 horas 
D Metanol a las 48 horas 

250 o 
Concentración del extracto etanólico (ppm) 

Figura 7- Inhibición a las 24 y 48 hrs de A. hypochondriacus con diferentes concentraciones 
de extractos etanólicos de tallo y receptáculo. 
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Es importante señalar que el testigo metanol - agua a las 24 horas presenta un 

91.67% de germinación y 95% a las 48 horas, lo cuál nos indica que el disolvente 

empleado para la disolución de la muestra no ejerce efecto inhibitorio sobre las 

semillas. 

6.4.- pH 'J conductividad eléctrica 

Entre los factores que afectan la germinación de las semillas se encuentran el pH 

y la conductividad eléctrica, debido a que la absorción por parte de la semilla, de

pende del pH de la solución. Por otro lado, esta absorción depende también de la 

cantidad de electrolitos presentes en la solución, así como de la naturaleza de los 

mismos. De ahí la importancia de realizar este análisis. 

Cuadro 4.- Potencial de hidrógeno (pH) presente en las soluciones de tallo y 
receptáculo a diferentes concentraciones. 

250 

500 

1000 

4.94 

4.32 

3.88 

4.74 

4.60 

4.55 

La lectura de pH para el agua destilada (testigo) fue de 7.0, en el cuadro 4 obser

vamos que prácticamente todas las soluciones tienen pH de carácter ácido, siendo 

más acentuado en la solución del extracto de receptáculo a una concentración de 

1000 ppm, sin embargo, valores de pH de 3 a 11 no afectan la germinación de A. 

Hypochondríacus (Rodríguez, 2001, resultados no publicados), por lo cuál, el pH 

no esta ejerciendo efecto de inhibición sobre la germinaCión de amaranto en estas 
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En dicho cuadro, también se observan los valores para cada uno de los trata

mientos aplicados, así como la inferencia estadística correspondiente (SAS y 

DSH). 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 indicó, que el metanol no afectó los parámetros (longitud de radícula, 

vástago y plántula). Con respecto a los extractos de tallo y receptáculo, éstos inhi

bieron significativamente la elongación de la radícula y el vástago de amaranto 

con respecto al testigo. 

Para las concentraciones de 250 y 500 ppm de extracto de tallo, se observó un 

mismo comportamiento estadístico para la elongación de la radícula (cuadro 6). 

Sin embargo, con respecto a vástago sí se encontró diferencia significativa y ésta 

se ve reflejada en la elongación de la plántula. Para el testigo, se puedo observar 

que el extracto de tallo inhibió la elongación de la radícula en un 50%, la del vás

tago en un 55%, y la de la plántula en 52%. 

Por otro lado, el extracto de receptáculo mostró una diferencia significativa con 

respecto a los testigos (cuadro 6), en el cual la elongación de la radícula, vástago 

y plántula 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 receptáculo, aún en la concentración más baja presentó un efecto inhi

bitorio significativo para amaranto. 

Para los residuos a la cosecha de tallo y receptáculo, Aguilar(1998) encuentra una 

mayor concentración de agentes alelopáticos en el extracto etanólico de receptá

culo, ésto apoya los resultados que aquí se muestran, en el sentido que el mismo 

extracto inhibió la germinación de amaranto en un mayor grado que el extracto de 

tallo. 

6.6- Análisis cromatográfico 

Dado que en el extracto etanólico de receptáculo es en donde se observa el mayor 

efecto de inhibición de la germinación de amaranto, además de que los sólidos 
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presentes en el extracto de dicho órgano fueron más abundantes, y las soluciones 

preparadas con este órgano presentaron una conductividad eléctrica más baja que 

las del extracto de tallo, se decidió continuar las siguientes etapas de este estudio 

únicamente en el extracto etanólico de receptáculo. 

Cuadro 7.-Bandas y sus respectivos valores de Rf obtenidos en la cromato
grafía en capa delgada, del extracto de receptáculo en la identificación 
de terpenoides. 

En el cuadro 7 los valores de Rf obtenidos indican que la muestra es muy hetero

génea en su composición. Lo que corresponde ahora es investigar que compues

tos son y si alguno de ellos ejerce actividad alelopática sobre las semillas de ama

ranto. 

Con respeto a los compuestos fenólicos (cuadro 8), éstos son claramente percep

tibles en el cromatograma con luz UV, y se observan dos bandas, lo cual nos da 

un indicativo de que quizás estos compuestos no son abundantes en el receptá

culo. 

Cuadro 8.- Bandas y sus respectivos valores de Rf obtenidos en la cromato
grafía en capa delgada, del extracto de receptáculo en la identificación 
de compuestos fenólicos. 

Bandas No. 1 

Valor Rf 'G.2 . 
'·.2·· 

0.71,· . 
, : ~,,';, ,': ',:, :,', ,,', , 

6.7- Cromatografía en columna del extracto seleccionado 

La cromatografía en columna proporcionó diversas fracciones y combinada con la 

cromatografía en placa fina permitieron caracterizar 47 eluatos de modo prelimi

nar. Los cuales se unieron para conformar 9 fracciones, el criterio utilizado para 

unir las muestras en las diferentes fracciones, fue en primera instancia la fase el u-
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yente en la cual se obtuvieron, así como la mancha cromatográfica del compuesto 

observado en la cromatografía en capa delgada. En el cuadro 9 se resumen los 

resultados obtenidos en este análisis. 

Cuadro 9.- Fracciones obtenidas en la cromatografía en columna a partir del 
extracto etanólico de receptáculo, así como las fases móviles de las 
cuales fueron obtenidas y la cantidad en gramos obtenida. 

En las muestras 1-3 (F1) el análisis por cromatografía en placa fina sugiere la pre

sencia de 2 compuestos de naturaleza no polar, en la fracción 2, la cual está for

mada por cuatro eluatos los cuales fueron eluidos en tolueno: éter etílico (9:1), los 

compuestos que se tienen aún siguen siendo de naturaleza no polar y posible

mente sean químicamente diferentes a los anteriores. Fracción 3, en ésta se inclu

ye 7 eluatos y los compuestos encontrados aparentemente presentan cierta pola

ridad con respecto a los anterioriores. Fracción 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 señalar, que la cantidad de eluatos que 

contiene esta fracción es de 3 y la cantidad de muestra registrada en esta fracción 

es la más grande de las recolectadas por medio de este análisis. En la fracción 5, 

al aumentar la polaridad se sigue obteniendo una cantidad de muestra considera

ble, aunque esta es menor a la registrada en la fracción 4 y obviamente la polari

dad de los compuestos en esta fase es mayor a los de las fases anteriores. Para 

la fracción 6 se observa cómo la cantidad de muestra disminuye, de igual forma 
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sucede en la fracción 7 _ Dentro de las fracciones 8 y 9 las cantidades son meno

res a las registradas durante todo el análisis, cabe mencionar que la polaridad de 

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

Cuadro 10.- Fracciones obtenidas de la cromatografía en columna a partir del 
extracto etanólico de receptáculo, así como los valores Rf registrados 
a partir de la cromatografía en capa fína en cada una de las fracciones. 

Por otro lado los valores de Rf (cuadro 10) que corresponden al estándar FU 

(0_89) sólo se encuentran en las fracciones 1, 2, 5 Y 6, en tanto que el valor de Rf 

del estándar FIX (0_76) es más conspicuo en la fracción 3_ Por otro lado estos 

valores de Rf muestran que las fracciones obtenidas en este análisis son muy 

heterogéneas en su composición y que el eluyente utilizado en la separación es de 

alta polaridad, para la mayoría de los casos_ También es importante señalar que la 

mayoría de los compuestos separados son medianamente polares_ La cantidad de 

muestra obtenida por medio de este análisis fue de 1_88g que corresponde a un 

18%, tomando como referencia los 10g de los cuales se partió, aunque el rendi

miento obtenido por esta técnica es bajo, la técnica nos permitió hacer una prime

ra aproximación en la separación de los compuestos de interés, tal como se ilustra 

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

A las fracciones colectadas por cromatografía en columna se les aplicó el bioen

sayo de germinación y crecimiento, para seleccionar las fracciones que mostraran 

actividad alelopática. Los resultados (cuadros 3, 4 Y 5, apéndice B) son ilustrados 

en las figuras 8,9 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 inhibición de la germinación, las líneas sobre la barra repre

sentan la desviación estándar. 

En la figura 8 se observa que para las fracciones 1-6 a las 48 horas la inhibición es 

del 100%, en tanto que para las fracciones 7 y 8 esta inhibición se ve disminuida. 

Para la fracción 9 la inhibición en la germinación es del 0%; por tanto, en esta 

fracción no se detectó la presencia de sustancias con actividad alelopática. 
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Figura 8.- Inhibición a las 48 horas de la germinación de semillas de amaranto por efecto de 
dos concentraciones de diferentes fracciones colectadas. 

En la figura 9, que representa la inhibición en la germinación a las 120 horas se 

observa, como en las fracciones 1 y 2, a una concentración de 500 ppm el efecto 

de inhibición se reduce en un 80 y 85% al transcurrir las 120 horas, sin embargo, 

en lo que respecta a las fracciones 3 a 6, se sigue observando el 100% de inhibi

ción en la germinación, en tanto que en las fracciones 7 y 8 el efecto de inhibición 

sigue disminuyendo en ambas concentraciones para las dos fracciones. 
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Figura 9.- Inhibición a las 120 horas de la germinación 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 aplicación de los tratamientos. Observamos como para las fracciones 1 

y 2 a la concentración de 500 ppm el efecto de inhibición disminuye ligeramente 

(80 y 82.5%) al promedio registrado a las 120 horas (82.5%). Por otro lado en la 

fracción 6 a la concentración de 500ppm, se presenta una disminución en la in

hibición de la germinación, a esta concentración 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 alelopática están presentes, pero la 

concentración en la que se encuentran no es suficiente para ejercer el efecto de 

inhibición en un 100%. En las fracciones 3-5 el comportamiento de inhibición no 

presenta ningún cambio, manteniéndose así la inhibición en un 100%, por lo cual, 

podemos decir que en las fracciones de polaridad media es donde se encuentran 

los compuestos que inhiben la germinación de A. hypochondríacus; y es en estas 

fracciones en las cuales se encuentran los compuestos (aproximadamente 8 se

gún el análisis por placa delgada) con actividad alelopática, así pues, con dichas 

fracciones se continuó el estudio de este trabajo. 
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Figura 10.-lnhibición a las 168 horas de la germinación de semillas de amaranto por efecto 
de dos concentraciones de diferentes fracciones colectadas. 

Para el caso de las fracciones 7 y 8 la inhibición que presentaron sólo fue conse

cuencia de un retardo en la germinación de las semillas y no una inhibición como 

se obseNó en las primeras 48 horas. 

Por otro lado el análisis de crecimiento (elongación de radícula y vástago) para las 

fracciones (cuadros 2, 3 Y 4, apéndice e), en donde la inhibición de la germinación 

no fue total se ilustran en los cuadros 11, 12 Y 13_ 
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Cuadro 11.- Efecto de las fracciones etanólicas de receptáculo de girasol 
sobre el crecimiento (mm) de radículas y vástagos de las plántulas de 
amaranto, 48 horas después de la siembra. 

Valores con la misma letra son estadísticamente iguales . • P> 0.001. 

En el cuadro 11 a las 48 horas después de la siembra existen diferencias signifi

cativas en cuanto a la elongación de la radícula y vástago. La fracción 8 a 500 

ppm reduce la elongación de la radícula en un 20% con respecto al testigo (2), 

mientras que a 1000 ppm la reduce en un 64%. En la fracción 9 a 500 ppm no se 

observa diferencia significativa en la elongación de la radícula con respecto al tes

tigo (2); en cambio a 1000 ppm hay una reducción del 25%. Por otro lado en la 

elongación del vástago se encontró que la fracción 8 (500 ppm) se redujo la elon

gación en un 62%, a 1000 ppm, 71%. Para la fracción 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 etanólicas de receptáculo de girasol so
bre el crecimiento (mm) de las radículas y vástagos de las plántulas de 
amaranto. A las 120 horas después de la siembra . 

. , '". 

DSi:f 0.05· 

. . . o. "., .,..~ )!ih c; d~c 
.• 14.U6* 
., •. 16.02 . 

Valores con la 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 registró 

elongación para la radícula y vástago (cuadro 3, apéndice e). Para el caso de ra

dícula las fracciones 1 y 2 a 500 ppm, mostraron una reducción del 64 y 73 %, en 

tanto que para el vástago a esta misma concentración fue del 51 y 94 % respecti

vamente, con referencia al testigo 2. Por lo que se refiere a las fracciones 8 y 9 

para vástago y radícula, se observó una tendencia de crecimiento a las 48 horas. 

Para el vástago 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 la fracción 7 a 1000 ppm, también se registró diferencia signifi

cativa con respecto al testigo 2 para radícula y vástago. Para la fracción 7 a 500 

ppm se encontró diferencia significativa con respecto al testigo 2, únicamente pa

ra el vástago. 
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Cuadro 13.- Efecto de las fracciones etanólicas de receptáculo de girasol 
sobre el crecimiento (mm) de las radículas y vástagos de las plántulas 
de amaranto. A las 168 horas después de la siembra. 

Tratamiento Elongación (mm) 

.. F1t~~ .' 
F9'lOIl~ 
PiuebaF • 
DSH 0.05 

Radícula Vástago 

" ';", ' .",' ~ , " , 

;i5W"~~ ·····~;i",i;;;i;'62¡!~ 
,4a:24,d .... ,> ....... 49:4ia~b,c,:d> 
9.58* ....... i '10.22" 

. 24.8 19.24' 

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

A las 168 horas (cuadro 13) se encontraron diferencias significativas de práctica

mente todas las fracciones ya sea en radícula o en vástago o bien en ambos pa

rámetros (cuadro 4, apéndice e), a excepción de la fracción 9 a 500 ppm. Por otro 

lado, se registra crecimiento en la fracción 6 a 500ppm a las 168 horas. 

6.9.- Análisis cromatográfico en columna de la mezcla 

El análisis cromatográfico de la mezcla obtenida a partir de las fracciones 3-5, 

proporciono 46 eluatos que caracterizados por la cromatografía en capa delgada, 

se redujeron a 7 fracciones, distribuidas de la siguiente forma (cuadro 14): 
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Cuadro 14.- Fracciones colectadas en el análisis, así como las fases móviles 
de las cuales se obtuvieron y la cantidad (g) obtenida de cada una de 
ellas. 

De estas fracciones el análisis por cromatografía en capa delgada mostró un solo 

compuesto en la fracción 2, en tanto que las fracciones restantes presentaron 

mezclas de compuestos. Los compuestos obtenidos en este análisis son aparen

temente 6, los cuales están 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 análisis cromatográfico fue de 16% y permitió 

purificar por lo menos un compuesto de los que se encontraban en la mezcla ori

ginal. 

De estos compuestos se eligió la fracción 2, para realizar un bioensayo de inhibi

ción de la germinación y se encontró que efectivamente esta fracción inhibe la 

germinación del amaranto en un 100%. 

Con base en los resultados anteriores se continuo con el análisis de la fracción 2 

empleando la combinación de cromatografía de líquidos - espectrometría de ma

sas. El cromatograma mostró la presencia de un compuesto mayoritario con tiem

po de retención 13/14 minutos (figura 11). 
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Figura 11. -Cromatograma del compuesto obtenido de la fracción 2 (kaurano f traquilobano) . 

El espectro de masas del compuesto (figura 12), indicó un ion molecular de 300. El 

patrón de fragmentación mostró los siguientes fragmentos importantes: m/e 283 

con correspondencia a M -17; m/e 255 que corresponde a M-44. Estos fragmentos 

están indicando presencia de grupos OH y COOH en el esqueleto del kaurano / 

traquilobano. La comparación con la biblioteca de espectros y compuestos conoci

dos sugieren que la estructura de este compuesto esta relacionada con la del áci

do 6 - hidroxi -16 - kaurenoíco y/o la del ácido 9-hidroxi-traquilobanoíco, por la 

semejanza en el patrón de fragmentación. 
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Figura 12.-Espectro de masas del compuesto encontrado en la fracción 2 (kaurano I traquilobano). 
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Para asegurar cual de los dos compuestos es el que corresponde al presente en 

dicha fracción, se está preparando en mayor escala un extracto para aislar la 

misma fracción y con una mayor cantidad poder hacer otros análisis como 1 H 

RMN, 13C RMN y reacciones de derivación y de esta forma confirmar la estructura 

del compuesto (kaurano I traquilobano). 
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Se demostró la presencia de aleloquímicos en el tallo y receptáculo de girasol cv. 

Victoria en etapas fenológicamente maduras. El análisis fitoquímico preliminar 

marcó la presencia de terpenoides en mayor concentración, así como trazas de 

compuestos fenólicos. Se encontró la presencia de compuestos que inhiben la 

germinación y retrasan el crecimiento de radícula y vástago de amaranto en los 

extractos etanólicos de receptáculo de girasol. El análisis por cromatografía de 

líquidos (HPLC), mostró la presencia de un compuesto mayoritario con un tiempo 

de retención de 13114 minutos. El análisis espectral sugiere una estructura que 

esta relacionada con la del ácido 6-hidroxi-16-kaurenoíco ylo la del ácido 9-hidroxi

traquilobanoíco por la semejanza en el patron de fragmentación. Las pruebas es

tadísticas señalan que tanto la inhibición de la germinación como el retraso en el 

crecimiento de la radícula y el vástago son significativas con respecto a los 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 receptáculo 

de girasol se encuentran compuestos con actividad alelopática, estos compuestos 

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

Reactivo de anisaldehído 

Preparar una mezcla de ácido acético glacial, ácido sulfúrico y anisaldehído en 

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

Reactivo de Dragendorff 

Solución a) Pesar 0.25 g de nitrato de bismuto y disolver en una mezcla de ácido 

acético - agua (10:40). 

Solución b) Pesar 8 g de yoduro de potasio y disolver 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 anhídrido acético con 5 mL de ácido sulfúrico 

concentrado y frío; adicionar esta mezcla cuidadosamente a 50 mL de etanol ab

soluto en frío. Utilizar el reactivo después de preparar. 
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Apéndice B: Cuadros de inhibición de la germinación 

Cuadro 1.-lnhibición de la germinación para las semillas de amaranto de los 
extractos eíanólicos crudos de tallo y receptáculo. A las 24 horas des
pués de la siembra. 
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Cuadro 2.- Inhibición de la germinación para las semillas de amaranto de los 
extractos etanólicos crudos de tallo 'J receptáculo. A las 48 horas des
pués de la siembra. 
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Cuadro 3.- Inhibición de la germinación para las semmas de amaranto des
pués de la aplicación de las fracciones de receptáculo de giraso!. A 
las 48 horas después de la siembra . 
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.----------------------------------------------------------------------------. 
fvíaria de los L~T1geles Cárdenas ?JOb 

},~,;:la..11ÚeTIto y caraderlZ2-ción de 81eloqui:-nicos en eX:J:actcs etaiióhcos ce girasol (I-!diilYithus 2?liU!US l..,.) 

Cuadro 4.- inhibición de la germinación para las semillas de amaranto des
pués de la aplicación de las fracciones de receptáculo. A las 120 
horas después de la siembra. 
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Cuadro 5.- Inhibición de la germinación para las semillas de amaranto des
pués de la aplicación de las fracciones de receptáculo. A las 168 
horas después de la siembra. 
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Apéndice C.- Cuadros de la elongación de radícula y vástago 

Cuadro 1.- Elongadón(mm) de la radícula y vástago de las piántulas de ama
ranto con los tratamientos de tallo y receptáculo. A las 48 horas des
pués de la siembra. 
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Cuadro 2.-Elongación(mm) de la radícula y vástago de las plántulas de ama
ranto con los tratamientos de las fracciones de receptáculo de girasol. 
A las 48 horas después de la siembra. 
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Agua 

R = semilla 



i\hria de los ~t\ngeles Cárdenas Ríos 
i\isl&lliento )F C?I2.cter<..zaciórr :le aieloqüimlcos eTl extractos etru:dicos de gjras.Jl (b.'elianth.us annuus L.) 

Cuadro 3.- Elongación(mm} de la radícula y vástago de las piántulas de ama
ranto con los tratamientos de las fracciones de receptáculo de gira-
sol. A las 120 horas de la siembra. 
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rvíma de los j'..ngeles Cárdenas Ríos 
Aisl&-nientú y c?.raCterizaCl6n ¿~ aleloqll.11TIicos en extractos e'la.l'lóIicos de girasol (Helia'1thus ar:ntf¿"~S L.) 

Cuadro 4.- Elongación (mm) de la radícula y vastago de las plántulas de ama
ranto con los tratamientos de las fracciones de receptáculo de gira-
sol. A las 168 horas de la siembra. 
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