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Comparacién de la actividad herbicida de
dos especies de la familia Asteraceae;
Baccharis salicifolia y Baccharis conferta

RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se realizd el estudio comparativo de la
actividad herbicida de los extractos en MeOH y CH,Cl; de dos especies de la familia
Asteraceae: Baccharis salicifolia y Baccharis conferta. Los extractos fueron
estudiados midiendo el grado de inhibicion que presentaron sobre la germinacién
de semillas monocotiledoneas (Lolum multiflorum) y dicotiledéneas (Lactuca
sativa) asi como la elongacion de raiz y tallo de las plantulas a concentraciones de
50, 100, 500 y 1000 ppm para detectar el extracto mas activo de cada una de las
especies; posteriormente se realizd el fraccionamiento de los extractos y las
fracciones reunidas se probaron en las mismas semillas a una concentracion de
1000 ppm midiendo los mismos pardmetros, con las fracciones mas activas se llevé
a cabo la misma prueba en este caso a 50, 250} 500, 750 y 1000 ppm midiendo los
mismos efectos sobre las semillas y las plantulas, de estas fracciones se realizaron
ensayos bioautograficos y las cromatograficas necesarias para separar y obtener
las subfracciones que presentaron mayor actividad.

Los resultados mostraron que el extracto de B salicifolia con mayor
actividad fue el obtenido en CH,Cl;, del cual se obtuvo un porcentaje menor de
germinacion de las semillas y 12 elongacion tanto de la raiz como del tallo de las
plantulas de las especies L. sativay L. multifforum de con respecto al control. De
este extracto se obtuvieron dos fracciones con actividad inhibitoria significativa.

Con respecto a los extractos de 8. conferta el extracto que presentd mayonl'
actividad fue el extraido en metanol del cual se obtuvieron tres fracciones con
actividad significativa, sin la identificacion de los metabolitos secundarios
responsables de dicha actividad.
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I.- Introduccion

La diversidad bioldgica de una regién puede ser apreciada por el nimero de
especies endémicas distribuidas en dicha area; por esta razén México ocupa el
tercer lugar mundial en biodiversidad después de Brasit y Colombia debido a la
gran abundancia de las especies biolégicas presentes en nuestro pais (Bye et al.,
1995).

Entre estas especies bioldgicas se encuentra su rica flora derivada de la
gran variabilidad de zonas geograficas, es decir, desde selvas hasta desiertos,
donde se han integrado elementos de la flora meridional y boreal, las cuales se
han establecido y diversificado en muitiples ambientes y tipos de vegetacién. Como
resultado de lo anterior, México posee una flora que es considerada entre una de
las més diversas del mundo. Las fanerégamas mexicanas estan representadas por
220 familias y aproximadamente 2410 géneros con 22 mil especies (Rzedowski
1972). De esto que en los Ultimos afios se ha dado un avance notable en el
estudio de muchas especies, en especial de plantas que son empleadas en las
practicas medicas populares, de las cuales tan sélo un reducido numero de
compuestos (metabolitos secundarios) aislados e identificados han sido evaluados
para determinar sus propiedades biolégicas (Bye et al., 1995; Mata et al., 1996).

Debido a lo anterior surge el interés por el potencial que ofrecen las plantas
como fuente de nuevos principios activos, los que ain no se han explotado
adecuadamente, incluyendo aquellos con probiedades herbicidas.

Las técnicas agricolas modernas exigen la utilizacién de defensas agricolas
que favorezcan la productividad. Los plaguicidas son productos agroquimicos
disefiados para combatir diversos tipos de malezas pestes o plagas que atacan y/o
compiten fuertemente con los cultivos agricolas. La incorporacion de compuestos
alelopaticos dentro de la agricuitura puede reducir el uso de herbicidas, fungicidas
e insecticidas sintéticos, ya que los aleloquimicos causan menos contaminacion por
ser biodegradables (Putman y Duke, 1978).
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De acuerdo al tema de tesis a realizar a continuacion se da una breve
introduccién de los conceptos basicos que estan involucrados.

1.1 Metabolitos Secundarios

En la naturaleza, !as plantas estan expuestas a factores bidticos y abicticos
.con los cuales han co-evolucionado. La presion de seleccidn ejercida por estos
factores a lo largo del proceso evolutivo provocé el desarrollo de numerosas rutas
de biosintesis a través de las cuales sintetizan y acumulan una gran variedad de
metabolitos secundarios. Estos juegan un papel importante en las complejas
interacciones entre organismos vivos y el entorno natural. Entre ellos existen
sustancias que producen las plantas y que les proporcionan beneficios al provocar
determinados efectos sobre otras plantas o animales. Estas sustancias se
denominan aleloquimicos y el fendmeno en el cual estan involucradas se designa
con el nombre de aleloguimia. Los compuestos que desencadenan este proceso se
denominan compuestos, agentes o sustancias alelopdticas (Anaya y Cruz-Ortega
2001).

La sintesis de metabolitos secundarios comprende una serie de procesos
metabdlicos mediante los cuales los seres vivos sintetizan un gran nimero de
compuestos organicos que aparentemente no le son indispensables para vivir.
Estos compuestos se forman a partir de los metabolitos primarios y los procesos
que conllevan a su formacion pueden diferir en los diferentes organismos. Los
productos del metabolismo secundario se forman a través de diferentes rutas
biosintéticas como son la ruta del acetato-malonato, ruta detl acido siquimico, ruta
del acetato-mevalonato y ruta 1-desoxilulosa-5-fosfato (DOXP) y se denominan
metabolitos secundarios, mismos que presentan una distribucion taxondémica
restringida en ocasiones caracteristico de un género o especie (Bruneton, 1984;
Buchanan, 2000; Gros, 1985).
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Existe cada vez un mayor nimero de evidencias que indican que los
metabolitos secundarios cumplen con una funcién especifica en el organismo que
los produce. De manera general los principios activos y los agentes responsables
del aroma y el color de numerosas plantas son metabolitos secundarios (Harborne,
1988).

1.2 Alelopatia

La alelopatia es un término creado por el fisidlogo de plantas Molisch (1937)
a partir de las palabras griegas alfelon (mutuo, reciproco) y pathos (perjuicio,
desventaja, sufrimiento). Tomado en sentido literal, significa el efecto perjudical
entre dos plantas. Sin embargo Molisch, con gran vision, definié la alelopatia como
la interaccion bioquimica, dafiina o benéfica, entre todo tipo de plantas, e incluye
en ellas a los microorganismos (Anaya y Cruz-Ortega, 2001). Whittaker (1971)
propuso que el término incluyera todas las interferencias entre los seres vivos que
ocurren en el reino vegetal provocadas por sustancias quimicas elaboradas por
ellos, (Almeida, 1988). La transferencia de compuestos aleloquimicos producidos
en las hojas, tallo, corteza y raices de una pianta superior a otra en una comunidad
terrestre puede entrar en contacto por varios caminos por ejemplo, volatilizacion,
lixiviados acuosos de hojas y tallos, exudados de las raices o bien por
descomposicion de residuos, alternativamente estos compuestos son absorbidos en
el suelo y solubilizados en el mismo (Einhellig, 1995). Es a través de fenémenos de
alelopatia que algunas especies de plantas interfieren en el desarrollo de los
cultivos, un ejemplo de esto es el sorgo que inhibe el crecimiento del maiz; o la
alfalfa que al ser adicionada al suelo de los cultivos de pepino, tomate y lechuga
estimula su crecimiento (Einhellig, 1985; Rice, 1987).

Por otro lado un compuesto que es téxico para una especie puede ser
inocuo para otra (Putnam y Duke, 1978). Se sabe que una planta puede producir
diversas substancias con efectos alelopaticos y que entre ellas se desencadenan
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una serie de interacciones. La produccién de sustancias alelopaticas se establece )
como consecuencia de una verdadera guerra quimica entre los individuos en donde
cada uno pelea por su integridad y supervivencia. Las plantas no pueden escapar
al ataque de sus enemigos, se cree que por tales factores utilizan una gran
cantidad de metabolitos con mayor intensidad que los demas seres vivos; siendo
esta una estrategia quimica como parte de sus diversas funciones bioquimicas.
(Rice, 1985)

De acuerdo a las investigaciones realizadas en la busqueda de diferentes
metabolitos secundarios se considera que los aleloquimicos con mayor potencial
herbicida son los terpenos (monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos) lactonas
sesquiterpénicas y acidos grasos con un rango de actividad de 25 ppm (Macias,
1995). En el cuadro I se muestran algunos ejemplos de compuestos alelopaticos
presentes en algunas especies de plantas.

Cuadro 1. Ejemplos de compuestos alelopaticos presentes en algunas
especies de platas.

Tipo de estructura Compuestos Especie
Acido 95, 125, 135
Lipidos y acidos grasos trihydroxyoctadeca- Helianthus heterophyllus

(Macias, 1999(a))
10£,15Z-dienoico

Artemisia  californica Less.
(Halligan, 1975).

1-8 ci r
monoterpenos ineol, alcanfo

Ceratiola aurantium L.
limoneno, p-cimerno (AlSaadawi et al., 1985)
Azadiractina Azadirachta indica (Rembold
Terpenos ] et al., 1989)
triterpenos i )

Acido betulinico, Melilotus messanensis (Macias

Acido betulénico y Galindo, 2001)
Cacalol Psacalium decompositum

(Anaya et al., 1996)
sesquiterpenos | y-bisaboleno, chamazuelo,
p-ariofileno Artemnisia absinthium L.
(Griimer , 1961)
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Continuacion...

Cuadro 1. Ejemplos de compuestos alelopaticos (metabolitos secundarios)
presentes en algunas especies de platas.

Lactonas

Tricolorin A

Ipomea tricolor
(Pereda-Miranda et al., 1993)

Lactonas sesquiterpénicas

Isoalloalantolactona
Elemencdienolido

Ratibida mexicana
(Anaya, 1995)

estigmastan-4-3,6 diona

Tetranortriterpenoides Swietenia humilis
Humilinolidos A, B, Cy D
(timonoides) By (Anaya, 1995)
Floridzina Malus
Flavonoides 5
Bolibetina y amentoflavona C/aenogt\e:glrgmlg;es);/canum
. . I Physostigma venenosum
Alcaloides Fisostigmina (Crooks et al,, 1976)
Cumarinas Escopoletina y escopolina (M/;i?::”l'g;gp(‘g 3
Brassindlidas Brassica sp
B-sistosterol; (20S)-
Esteroides metilenofenoal; Thypha latifolia

(Macias y Galindo, 2001)
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Previo a la determinacién de los metabolitos secundarios con actividad

alelopética en diversos trabajos de investigacion se han reportados bioensayos con

los extractos crudos frente a diferentes semillas de los cuales las Clsp se muestran

en el cuadro II.

Cuadro II1.

Ejemplo de Clso de diferentes extractos y fracciones de especies de plantas en
solventes organicos

Especie Extracto Efecto en Clso Especie
(1g/mL)
‘o E. crusgalli
MeOH EIongacnon 41.18 A. hypochondriacus
radicular 213.73 (Mata, 1996)
Malmea deppresa ’
(Annonaceae) 457.7 E. crusgalli
CH,CI Elongacion mg/mL
212 radicular 134 A. hypochondriacus
mg/mL (Anaya, 2001)
Ipomoea tricolor CH,Cl Elongacion 40.0 E. crusgalli
(Convolulaceae) 22 radicular . (Mata, 1996)
. . " . E. crusgalli
Swietenia hurnilis Elongacion 171.5 !
. MeOH b A. hypochondriacus
(Meliaceae) radicular 275.9 (Anaya, 1995)
.| 1506 E. crusgalli
P trema Germinacion 102.3 A. hypochondriacus
armotrem CH1Cly:MeOH : (Rojas, 2002)
tinctorum ; ~
(Parmeliaceae) 11 Elongacién E. crusgall
radicular 151.4 A. hypochondriacus
135.0 (Rojas, 2002)
525.3 E. crusgalli
Germinacion A. hypochondriacus
Leucophyllum | o) .MeOH 312.3 (Rojas, 2002)
(Scrgmhblj?aali?ar?eae) 11 Elongacién 638.1 E. crusgalli
P ra dgzular 21 4'3 A. hypochondriacus
. (Rojas, 2002)
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Continuacion...

Ejemplo de Clsq de diferentes extractos y fracciones de especies de plantas en

solventes organicos

25.2 L. multifiorum
Germinacion 21.0 P. ixocarpa
(Céspedes et al., 2001)
Podantus mitiqui CHsCl Elongacion i%; L.Pﬁf;lol'/cﬂaor;uam
(Asteraceae) - de raiz _ (Céspedes et al., 2001
. 27.5 L. multiflorum
Elongacion 23.0 P. ixocarpa
de tallo : (Céspedes et al., 2001)
25.2 L. multifiorum
CH (!, Germinacion 21.0 P. ixocarpa
Baccharis linnearis (Céspedes et al., 2002)
(Asteraceae) 119.0 L. multiflorum
MeOH Germinacion 125.0 P. ixocarpa
(Céspedes et al., 2002
28.5 L. multifforum
Baccharis CH,Cl, Germinacion 23.0 . P. ixocarpa
anica (Céspedes et al., 2002)
(’{,Zsat%fa ‘zgae) 135.2 L. multifiorum
MeOH Germinacion 125.9 P. ixocarpa
(Céspedes et ai., 2002
27.2 L. multifiorum
5 CH,CI, Germinacion 20.0 P. ixocarpa
Bacc/]ar/s . (Céspedes et af, 2002)
umbelliformis 121.0 L. multifiorum
(Asteraceae) MeOH Germinacion | 120.0 P. ixocarpa
(Céspedes et al., 2002
. L. multifforum
Ceg:{.ifgg')m CH,Cl, Germinacion %% P. ixocarpa

(Céspedes et al., 1999)




Introduccion

Continuacion...

Ejemplo de Clsg de diferentes extractos y fracciones de especies de plantas en

solventes organicos

Podantus mitiqui "
(Asteraeae) Fracciones

s 25.2 L. multiffiorum
Ge’”;"_‘i’c'm 21.0 P. ixocarpa
° (Céspedes et al., 2001)
s s 321 L. multiflorum
Gern;nrj;cuon 123 P. ixocarpa
° (Céspedes et al., 2001)
Germinacién | 27.5 L. multifiorum
Fo-3 23.0 . L Xocarpa
° (Céspedes et al., 2001)
s L. multiflorum
Germinacion 25.2 .
Fo-d 21.0 P. ixocarpa

{Céspedes et al., 2001)
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1.3 Malezas

Algunas plantas nocivas o perjudiciales para la agricultura ocupan un micro
habitat sin importancia en la tierra de cultivo y causan poco dafo. Otras entran en
encarnizada competencia con las plantas cultivadas y limitan la produccién en
forma grave. Las plantas nocivas son indeseables. Una planta es nociva sdlo si el
hombre asi lo determina. Se considera que las plantas son nocivas cuando
obstaculizan la utilizacion de la tierra y los recursos hidraulicos o, también si se
interponen en forma adversa al bienestar humano, las plantas nocivas compiten
con vegetacion mas beneficiosa, disminuyendo el rendimiento y la calidad de los
productos del campo. Una maleza es una planta que crece dornde no se desea; o
una planta fuera de lugar. Las malezas abarcan todo tipo de plantas nocivas como
arboles, plantas de hojas anchas, pastos, juncos, junquillos, plantas acuaticas, etc.
La practica de control de las malezas es tan antigua como la agricultura misma. A
pesar de que en nuestra forma de vida hemos aprendido a controlar casi cualquier
cosa, el hecho de que se conozca adn muy poco sobre los modos vy sitios de accion
de las malezas, hacen de este problema un renovado campo de investigacion
cientifica.

Debido a que en la agricultura se requieren grandes cantidades de energia
en términos de equipo, combustible y fuerza humana, y existiendo la necesidad de
incrementar la produccion alimentaria, es necesario crear y usar mejores métodos
para el control de las malezas (National Academy of Sciences, 1978).
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1.4 Semillas

Las semillas constituyen, dentro del ciclo de Ia vida de las plantas, 1a unidad
de dispersion y el medio de perpetuacion de la especie. Una semilla madura esta
compuesta basicamente de tres partes: embridn, sustancias nutritivas de reserva y
testa. Las semillas pueden clasificarse en monocotiledéneas y dicotiledéneas en
base a algunos de los siguientes criterios.

1.4.1 Semillas Monocotiledéneas.

Se caracterizan porque sus plantulas poseen un solo cotiledon ilamado
scutelum, cuya funcion es principalmente la movilizacién y absorcion de nutrientes
del medio en el proceso de germinacion. Sus hojas con frecuencia son largas,
estrechas y con nervaduras paralelas, su raiz es fibrosa. Ei tejido vascular es
arreglado en yemas mas o menos dispersas (Hopkins, 1995). Ejemplos de ellas son
Lolium multiflorum (pasto), Triticum vulgare (trigo)

1.4.2 Semillas Dicotiledoneas.

Se caracterizan porque sus plantulas poseen dos cotiledones que
suministran los nutrientes a la semilla durante la germinacién. Las hojas
verdaderas suelen ser anchas y con nervaduras con un eje central, su raiz es
tipica, con una guia central y radicular a sus costados (Hopkins, W. 1995).
Ejemplos de ellas son Llactuca sativa (lechuga), Physalis ixocarpa (tomate) y
Trifolium pratense (trébol).
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1.5 Germinacion

La germinacién comienza cuando en la semilla aletargada o en reposo se
activa la maquinaria bioquimica y se desencadenan los procesos metabdlicos. La
culminacion de la germinacién coincide con la iniciacion de fa actividad
fotosintética, lo que altera totalmente el metabolismo de la plantula nacida de la
semilla (Besnier, 1989).

En el lenguaje comin agronémico se dice que una semilla ha germinado
cuando todas las partes de la plantula emergen viables y sanas, pero es la ruptura
de la testa por la radicula o que en botanica se denomina germinacién. Sin
embargo, desde un punto de vista estrictamente fisioldgico, la emergencia de la
radicula o del hipocdlito a través de la cubierta seminal sélo representa la fase final
de la germinacion, la elongacién radicular involucra Unicamente la extension
célular y no involucra la division celular (Koller y Hadas, 1982). En un sentido
estricto, la germinacién comienza con la entrada de agua a la semilla, que le
permite reasumir la actividad metabdlica (respiracion, sintesis de proteinas y otros)
y termina con el crecimiento de la radicula que emerge al exterior. Para ésto utiliza
parte de sus nutrimentos de reserva y desarrolla gradualmente sistemas
enzimaticos que le permitirdn asumir luego su existencia autotréfica. La hidratacién
de la semilla corresponde a un aumento de volumen, debido a los coloides
presentes en ella, e involucra los procesos de imbibicidn y ésmosis. Uno de los
primeros procesos que se activan es la respiracion, destinada a entregar la energia
necesaria para la ruptura y movilizacion de reservas que seran utilizadas en el eje
embrionario para crecer (Fernandez, 1986).
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1.6 Herbicidas

Los herbicidas son elementos clave en la agricultura moderna, pues su uso
coadyuva a obtener altos rendimientos de manera continua en los cultivos de
importancia econémica. Estos agentes, cuando son utilizados correctamente,
pueden evitar pérdidas en las cosechas hasta de un 40%; sin embargo, cuando se
aplican incorrectamente o de forma excesiva, las consecuencias sobre el medio
ambiente y la salud plblica pueden ser fatales. La Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU) ha publicado una lista de sustancias quimicas cuyo uso se encuentra
prohibido o restringido debido al grave riesgo que representan y muchas de ellas
corresponden a agentes herbicidas, de los cuales, la gran mayoria son productos
sintéticos (Richardson, 1998). Entre los herbicidas sintéticos de mayor uso que
ocasionan dafios agudos y cronicos severos tanto en animales como en el hombre,
se encuentran el acido 2,4-diclorofenoxi acético (2,4-D), el dicamba, el linuron, la
atrazina y la prometona. Algunas de estas sustancias han demostrado incluso
propiedades carcinogénicas importantes (Barnard et al., 1997).

1.6.1 Sitios de accién de herbicidas

Al hablar del metabolismo de las plantas se hace referencia a numerosas
reacciones bioquimicas, que se efectian en el protoplasma de las células
vegetales. A pesar de que numerosas reacciones tienen lugar en casi todas las
células de la planta como por ejemplo - la respiracion -, algunas se efectdan sélo
en células especializadas, por ejemplo - la fotosintesis -, que se lieva a cabo en
células que contienen clorofila.

Las reacciones bioquimicas estan interconectadas y frecuentemente cuando
una reaccion es alterada por un herbicida, también las otras se ven rdpidamente
afectadas.
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Si se interrumpe cualquiera de estas se puede afectar el metabolismo de la
planta y por lo tanto dafiaria o matarla, ejemplo de estas reacciones se mencionan
a continuacion: la fotosintesis (CF1 ATPasa), la respiracion (cadena redox en
mitocondrias), el metabolismo de tos carbohidratos, el metabolismo de los lipidos
(3-oxoacil-ACP sintetasa, ceramida sintetasa), metabolismo de acidos nucleicos
(RNA polimerasa, adenilsuccinato sintetasa, AMP deaminasa, isoleucil-t-RNA
sintetasa), metabolismo de amino acidos (glutamino sintetasa, aspartato amino
transferasa, ornitina carbamoil transferasa, p-cystathionasa) y el metabolismo de
las proteinas. (Dayan, 1999; Hoagland, 1991 y Gauvrit, 1992).

1.6.2 Herbicidas de origen natural

Los productos naturales tiene gran potencial para ser empleados como
herbicidas, esto es de mucho interés ya que permitird descubrir herbicidas
efectivos y econdmicos que sean benignos y no téxicos (Duke y Abbas, 1995).
Varios trabajos publicados en fitoquimica informan de acciones herbicidas de
substancias extraidas de plantas (Harborne, 1995). Sus acciones son muy
especificas, pudiendo una misma sustancia desempefiar varias funciones
dependiendo de la concentracion.

Se han identificado en afios recientes nuevos aleloquimicos y ha sido claro
que la accién de estos es importante para caracterizar en un futuro la interrelacion
entre organismos. Estos compuestos influyen en las comunidades vegetales,
sucesion de plantas, preservacion de semillas, germinacion de esporas de hongos,
el ciclo del nitrdgeno, asociacion mutualista, productividad de cosechas y defensa
de plantas. Otras metas son adaptar aleloquimicos como herbicidas, pesticidas, y
estimuladores del crecimiento, modificar genomas de cultivos para manipular la
produccién de aleloquimicos, y mejorar la elucidacion de la comunicacion quimica
que genera la asociacion entre microorganismos y plantas mayores. (Einhelling,
1995).
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Se han encontrado productos naturales como modelos de sustancias de
defensa contra los depredadores, ya sean insectos, hongos y bacterias, o como
sustancias de ataque contra otras plantas (Crombie, 1999). Los insecticidas y
herbicidas de origen vegetal pueden ofrecer un recurso de agentes para el control
de plagas (Berembaum, 1989; Castillo et al., 1998; Crowley et al., 1998; Miyazawa
et al., 1998) y pueden ser una alternativa eficiente frente a los pesticidas sintéticos
(Kubo et al., 1997). Las caracteristicas que se toman en cuenta para el uso exitoso
de metabolitos secundarios como insecticidas y herbicidas naturales son que, la
mayoria de ellos tienen una baja toxicidad para los mamiferos ya que carecen de
una actividad neurotéxica, presentando una baja persistencia en el ambiente
debido a que son biodegradables, lo cual los hace menos agresivos para el
ambiente que los sintéticos (Camps, 1988; Berembaum, 1989; Castillo et al, 1998).
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IX.- ANTECEDENTES
2.1 Las asteraceas

En México existe un ndmero importante de especies pertenecientes a la
familia de las asteraceas de las cuales se conoce una gran variedad de metabolitos
secundarios, en la actualidad mas de 50 especies han sido estudiadas. Su
distribucion es cosmopolita, pero esta mejor representada en las regiones
templadas y subtropicales que no estan densamente forestadas.

La familia Asteraceae es una de ias familias con mayor nimero de especies
y amplia distribucién geografica. Esta presente por todo el territorio nacional,
debido a una gran diversidad morfolégica, poder de adaptacion climatica y
condiciones ecoldgicas. El niimero de géneros y especies varia segun el criterio del
autor, México cuenta con 2700 especies distribuidas entre 323 géneros y de estos,
probablemente 2600 son nativas (Ortiz, 1995).

La familia de las asteraceas se divide en 1100 géneros, 20000 especies. Por
ejemplo, en orden decreciente se puede mencionar a los géneros Senecio (1500),
Vernonia (900), Hieracium (800), Eupatorium (600), Centaurea (600), Coussinia
(600), Cynareae (500), Helichrysum (500), Baccharis (400) y Artemisia (400),
entre otros.
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Taxonomia
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae (Compositae)
Género: Baccharis

Especies: Baccharis salicifolia vy
Baccharis conferta

2.2 Antecedentes de la especie Baccharis salicifolia.

2.2.1 Antecedentes botanicos
Baccharis salicifolia (Ruiz et Pavén) Pers.

Sinonimias:

Baccharis glutinosa Pers.

Nombres comunes:

Azumiate, Bachomo, Batamote, Chamiso, Chamizo del rio, Cucamoarisha (cora),
Cuerepillo, Guatamote, Guatarote, Hierba del pasmo, Jara amarilla, Jara mexicana,
Jaral, Jarilla, Togzten.

Descripcion:

Arbusto de 80 cm a 2 m de altura.

Usos:

Medicinal: La planta completa es usada para la bilis y se aplica en el estémago la
planta molida ya sea fresca o hervida, en forma de emplastos con un poco de
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alcohol. Ademas se usa contra infecciones de la piel, para detener hemorragias y
controlar la tos; en enfermedades culturales como: mal de aire, susto y fuerte aire. '
El follaje en aguardiente alivia la dismenorrea, menorragia, esterilidad, evitar el
aborto, salpullido y varicela, antes de aplicar se afade un puiio de bicarbonato.

Las hojas machacadas con alcohol para tumores y llagas, Infecciones de la piel,
contra el resfriado y la tos. El cocimiento con carbonato se usa para curar
salpullido y varicela. No se tiene definida la parte de ta planta que se usa para
tratar la obesidad, pies inflamados, v fiebre.

Habitat:

Especie de habito terrestre, ruderal, crece en bosque de encino, pino, pino-encino
y otras coniferas de los 2100 a los 2500 msnm.

Manejo:

Esta especie no tiene un manejo especifico para su propagacion.

Recolecta:

Ei aprovechamiento de la planta es de tipo doméstico.

Comercializacion:

La mayor parte de lo que se colecta es de autoconsumo y no tiene valor comercial.
Distribucion:

Chihuahua: La especie se reporta para el estado pero no se tiene el registro
municipal.

Durango: Canatlan, Mezquital, Suchil.

Guerrero: Alcozauca de Guerrero.

Jalisco: Casimiro Castillo, Cuautitlan, Jocotepec.

Michoacan: Tzintzuntzan, Zitacuaro, Charo, Churintzio, Alvaro Obregdn, Jiménez,
Morelia, Nuevo Urecho, Patzcuaro, Puruandiro, Tlazazalca.

Oaxaca: La especie esta reportada para el estado pero se desconoce el registro
por municipio (http//:www.semarnat.gob.mx).
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2.2.2 Antecedentes quimicos.

Se han aislado dos flavanonas en el extracto obtenido con cloruro de

metileno (Romo, 1972) identificadas como:

R

OM.,O

OH o}

OH

R=H
4', 5-dihidroxi-7-metoxiflavanona
(sakuranetina)

R = OCHj3
4’, 5-dihidroxi-3’, 7-dimetoxiflavanona

Otros estudios fitoquimicos muestran el

flavanonas (Kavka et, al. 1973):

aislamiento de ‘otras cuatro

OMe

1
R H
R’ | OMe
R"” H

OMe

3 4
OMe | OMe
OMe | OMe

H OMe

OMe

(1) 4’,5-dihidroxi,3’,7-dimetoxi flavanona
(2) 4',5-dihidroxi,3',7,8-trimetoxi flavanona
(3) 4',5-dihidroxi,3',6,7-trimetoxi flavanona

(4) 4',5-dihidroxi,3',6,7,8-tetrametoxi flavanona.
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2.3 Antecedentes de la especie Baccharis conferta.

2.3.1 Antecedentes botanicos
Baccharis conferta HBK.

Sinonimias:

No hay reportadas.

Nombres comunes:

Azoyate, Escoba, Escoba ancha, Escoba cabezona, Escoba del monte, Escobiila y
Hierba del carbonero.

Descripcion:

Arbusto de 2 m de altura.

Usos:

Medicinal: El follaje cura las siguientes afecciones calambres en las piernas,
catarro, enfriamiento, rinitis, diarrea, vomito, para el dolor de muelas se hacen
buches, se usa en el posparto. Para el dolor de estomago se mastican los cogollos.
Habitat:

Especie de habito terrestre, crece en bosque de encino, pino, pino-encino, otras
coniferas y otras latifoliadas, se desarrolla de los 2850 a los 3025 msnm.

Manejo:

Esta especie no tiene un manejo especifico en el bosque. En forma natural esta
especie no se considera comercial y generalmente no se sigue alguna practica
agrosilvicola para asegurar su reproduccion ya que es una planta muy agresiva y
se establece en lugares perturbados y deforestados.

Aprovechamiento:

En el bosque se colecta esta especie para elaborar hornos de carbén.
Comercializacion:

Esta especie es de autoconsumo y no tiene un valor comercial.
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Distribucion:

Durango: La especie se encuentra reportada para el estado pero no se tiene
registro por municipio.

Guerrero: Coahuayutla de José Ma. Izazaga, Coyuca de Benitez, Coyuca de
Catalan, Chilpancingo de los Bravo, Ajuchitlan del Progreso, General Heliodoro
Castillo, Alcozauca de Guerrero, Leonardo Bravo, Metlatonoc, Petatlan, San Miguel
Totolapan, Tecpan de Galeana.

Michoacan: Uruapan, Zinapecuaro, Zitacuaro, Charo, Erongaricuaro, Hidalgo,
Huiramba, Angangueo, Morelia, Ocampo, Patzcuaro, Ario.

Oaxaca: San Juan Bautista Tuxtepec (http://www. semarnat.gob.mx).

2.3.2 Antecedentes quimicos.

Se ha descrito el aislamiento de un diterpeno, bacchofertina (Guerrero y
Romo de Vivar et al., 1973) y dos cumarinas (Bohlmann et al., 1976).

HsC
bacchofertina
R= CHO
Ac o CH, 6-acetil-2-(1-formamilvinil)-5-

hidroxicumaran.

HO R R= CH,0Ac
2-[(1-acetoximetil) vinill-6-acetil-5-
hidroxicumaran

[}
L]
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IIL.- JUSTIFICACION

La seleccion de las especies B. salicifoliay B. conferta, se realizd debido a
que en observaciones de campo muestran un alto grado de competencia y
adaptacion a condiciones ambientales extremas, hechos que las hacen muy buenas
candidatas en la bisqueda de nuevas fuentes naturales de extractos, fracciones o
compuestos con fuertes caracteristicas alelopaticas. Ademas tomando en cuenta
dos de los criterios mas empleados para ia deteccién de fuentes potenciales de
principios activos: el etnobotanico y el quimiotaxondmico. El primero, se basa en el
hecho de que las plantas medicinales utilizadas en la medicina popular de diversas
regiones del mundo han constituido el punto de partida para el aislamiento de
compuestos activos de interés medicinal y agroquimico (Duke y Abbas, 1995;
Benner, 1993; Hamburger y Hostettman, 1991; Pillmoor et al., 1993). El segundo,
se fundamenta en los antecedentes de la familia Asteraceae como una fuente
valiosa de compuestos bioactivos (Proksch y Rodriguez, 1983; Duke, 1991; Fischer,
1991; Duke y Abbas, 1995).

24



Objetivos

IV.- OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Realizar el estudio fitoquimico biodirigido de dos especies de Ié familia
Asteraceae, Baccharis salicifolla y Baccharis conferta mediante la obtencion y
eleccion de diferentes extractos para determinar cudl de éstos presenta actividad
alelopatica, tomando como modelo de seleccién su efecto en la germinacién de
semillas y el desarrollo de la raiz y el tallo de las plantulas de una especie
monocotiledonea (Loflium multiflorum) y otra dicotiledonea (Lactuca sativa);, y asi
determinar los extractos y fracciones con actividad reguladora o inhibidora del
crecimiento.

Para el cumplimiento del objetivo general se plantearon los siguientes
objetivos especificos.

4.2 Objetivos especificos

> Obtener de los extractos en diclorometano y metanol de las especies Baccharis
salicifollay Baccharis conferta.

> Determinar los extractos de ambas especie de asterdceaes que presenten
mayor actividad inhibitoria en la germinacién de semillas y elongacién de raiz y
tallo de las especies a prueba.

> Obtener de fracciones parciales del extracto activo.

> Determinar las fracciones que presentan mayor actividad reguladora o
inhibitoria de los parametros medidos.

» Mediante ensayos bioautograficos elucidar que compuesto o compuestos de las
fracciones presentan actividad inhibitoria en la germinacion de las semillas y
elongacion de la raiz y del tallo de las plantulas.

> Aislar los compuestos que presenten actividad biolégica mediante el empleo de
técnicas cromatograficas convencionales.

25



Parte Experimental

V.- PARTE EXPERIMENTAL

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion se siguio la
estrategia general que se describe a continuacion. En primer lugar se llevé a cabo
la preseleccion de las especies objeto de estudio mismas que se realizaron de
acuerdo a consideraciones ecoldgicas, etnobotdnicas y quimiotaxonomicas. A
continuacidon se evalud la actividad herbicida de los extractos organicos que se
prepararon a partir de las fuentes naturales preseleccionadas. En estas
evaluaciones se determing principalmente el efecto de los extractos crudos sobre
la germinacién de semillas y la elongacidn de raiz y tallo de las plantulas de las
especies L. multifflorum y L. sativa (Anaya et al.,, 1990; Pereda-Miranda et al.,
1993; Macias et al., 1999). Posteriormente se realizd el fraccionamiento de los
extractos que presentaron actividad herbicida significativa tomando como criterio
los valores mostrados en el cuadro 1I. De las fracciones obtenidas se realizé un
fraccionamiento biodirigido en el cual se utilizd un método bioautografico sobre

cromatografia de capa fina para monitorear la actividad bioldgica (Inoue et al.,
1992).

5.1. MATERIAL VEGETAL

Baccharis salicifolia (1.340 Kg) colectada en Hidalgo. Junio de 1996.

Baccharis conferta (1.426 Kg) colectada en la carretera federal México-
Cuernavaca. Octubre de 2000.

Las plantas en estudio se secaron a temperatura ambiente, para
deshidratarlas, ya que asi se facilita la extraccion de los compuestos.
Posteriormente se trituraron con ayuda de un molino.

26



Parte Experimental

5.2. PROCEDIMIENTOS GENERALES

5.2.1 Preparacion de los extractos organicos de B. salicifoliay
B. conferta.

Como primer tratamiento se obtuvo por maceracion un extracto con
diclorometano para la obtencion de compuestos de naturaleza medianamente
polar, y otra maceracion con metanol para obtener compuestos de naturaleza
polar. Cada extracto obtenido se concentré en un rotavapor a la temperatura
adecuada para cada disolvente; metanol 60 °C con vacio y diclorometano a 40 °C

sin vacio.

- w2

5.2.2 Ensayo Biologico Primario: Inhibicion de la germinacion
de las semillas y desarrollo de las plantulas

La determinacion de la actividad herbicida de los extractos y fracciones fue
evaluada con uno de los ensayos bioldgicos mas empleados para el estudio de
aleloquimicos el cual comprendid la evaluacion de la geminacion de semillas y la
elongacién de raiz y tailo de las plantulas de las especies L. multifforumy L. sativa
(Vyvyan, 2002; Dornbos y Spencer, 1990). Para lo cual se realiz6 la técnica que a
continuacion se describe:

El bioensayo se realizé en cajas petri de vidrio de 10 cm de didmetro a las
que se les coloca en el fondo un papel filtro esterilizandose previamente. Se
lavaron las semillas de L. multiflorum y de L. sativa con una solucion al 10 % de
hipoclorito de sodio. Se preparé una solucidon stock de los extractos a 10000 ppm
en el disolvente adecuado, de la cual se tomaron los volimenes apropiados para
obtener concentraciones de 250, 500, 750 y 1000 ppm estos se colocaron sobre el
papel filtro de las cajas petri y se permitié la evaporacién completa del disolvente
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antes de agregar 10 mL de agua destilada previamente esterilizada. A continuacion
se inicié la germinacién de 25 semillas por caja, en todos los casos se efectuaron
dos réplicas una con agua y los disolventes utilizados para la preparacion de las
soluciones como controles negativos y 2,4-D como control positivo. Lo anterior se
realizd dentro de una campana de flujo laminar para evitar la contaminacion
microbiana. Posteriormente las cajas petri se sellaron con papel parafim y se
incubaron a 28 °C. El tiempo de incubacién fue de aproximadamente de 36 h para
germinacion y de 72 horas para elongacién; con un fotoperiodo de 12 de fuz y 12
de obscuridad. Transcurrido el periodo de germinacion se contaron las semillas
tomado como criterio de germinacion el surgimiento de por lo menos 1-2 mm de
radicula, cada caja se observd bajo una lupa, a las 72 h se elimind el agua de
cada una de las cajas y se midi6 la longitud tanto de l1a raiz como del tallo de las
plantulas (técnica tomada de Macias et al., 2000).

Los datos obtenidos de este ensayo se utilizaron como criterio para
determinar que extracto es el que presenté mayor actividad biolégica, es decir, en
cual se observé menor germinacion de las semillas y posterior elongacién de la raiz
y del tallo de las plantulas. Estos datos se analizaron estadisticamente.

El extracto que presenté mayor actividad biolégica se fracciond empleando
una cromatografia en columna abierta empacada con gel de silice y las fracciones
se sometieron a un estudio bioldgico en condiciones similares.
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5.2.3 Ensayo bioldgico secundario: Inhibicion de Ila
germinacion de semillas y desarrollo de plantulas

Al finalizar la columna y unir Ias fracciones con compuestos en comuin
monitoreadas a través de cromatografia en capa fina se prosiguid a realizar el
mismo bicensayo descrito anteriormente para cada grupo de fracciones unidas, en
este caso Unicamente a 1000 ppm, se utilizaron las fracciones que presentaron
mayor actividad biolégica y se descartaron las fracciones que no la presentaron.

Las fracciones que resultaron ser mas activas a 1000 ppm se evaluaron
mediante otro ensayo de germinaciéon y elongacion de la misma manera que el
descrito, pero en este caso a concentraciones de 50, 100, 250, 500, 750, y 1000
ppm, si la fraccién resulta ser activa a estas concentraciones se realizé un ensayo
bioautografico, con la finalidad de localizar el Rf sobre la placa los compuestos o
mezcla de compuestos que le confieren la actividad a la fraccion.

5.2.4 Ensayo biodirigido (placas bioautograficas)

La investigacion en plantas puede realizarse de forma fitoquimica enfocada
al descubrimiento de principios biodindmicos. Los métodos biodirigidos permiten
el aislamiento de sustancias activas, ya que desde la obtencion de los extractos se
descartan aquellos que son inocuos en el sistema de prueba posteriormente se
realiza el mismo procedimiento con las fracciones del extracto activo y los que
muestran actividad se separan y se realiza la obtencion de principios activos.

El cernimiento bioldgico es un proceso selectivo que implica probar en un
sistema de experimentacidon adecuado gran nimero de plantas con objeto de
determinar si tiene o no una actividad biolégica determinada. También puede
realizarse utilizando grupos de prueba para evaluar algunos tipos concretos de
actividad. Para este tipo de estudio la seleccion de plantas a probar puede
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efectuarse mediante diversos criterios, ya sea mediante la seleccién
completamente al azar, en funcion del contenido de tipos de compuestos quimicos,
o bien, con base en el uso reportado en la medicina tradicional (Navarrete, 1992;
Inoue et al., 1992).

Para monitorear la actividad herbicida de las fracciones se utilizé el método
bioautografico (Inoue et al., 1992). Este ensayo se realizd para determinar que
compuesto o compuestos son los responsables de que las fracciones presenten
actividad inhibitoria en la germinacién de semillas y elongacion de raiz y tallo de las
plantulas consistié en lo siguiente:

Se sembraron las fracciones a evaluar en placas recubiertas de gel de silice
60 Fs4 €n soporte de vidrio de 5 x 10 cm y se eluyd con una mezcla de solventes
adecuado, una placa se empleé como referencia visualizada en UV y revelada con
sulfato cérico y la otra como superficie para colocar las semillas, también se utilizé
una placa como control, se dejé evaporar el solvente y posteriormente las placas
se cubrieron con una solucién de agar-agar al 1% dejando un espesor de
aproximadamente 3 mm, al solidificar el agar se colocaron lineas de semillas de
Trifolium pratense en forma vertical separadas aproximadamente 5 mm, se dejo
germinar 36 h a 28 °C en una camara para mantener la humedad, transcurrido el
tiempo se observd si hubo inhibicidn en algan lugar de la placa.

Si se observd una inhibicion significativa en el desarrollo de las semillas se
midid el Rfy se comparo con las placas de referencia para separar el compuesto o
mezcla de compuestos que presentaron dicha actividad mediante técnicas
cromatograficas convencionales.

Este ensayo se realizé previamente empleando especies de semillas de
Lofium multifliorumn, Lactuca sativa, Trifolium pratense y Physalis ixocarpa
realizando el experimento en las condiciones mencionadas anteriormente. De
acuerdo a los resultados obtenidos se decidié emplear semillas de T7rifolium
pratense, ya que fueron las que necesitaron menor tiempo para que su
germinacion fuera apreciablemente significativa.
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5.3 PARTE QUIMICA

5.3.1. Analisis cromatografico

En la cromatografia en columna se empleo gel de silice 60, tamaiio de
particula 0.063 - 0.2 mm (Merk), como fase estacionaria, en columnas de vidrio de
diferentes capacidades, siguiendo las técnicas convencionales (Gailliot, 1998).

Para el aislamiento de compuestos se emplearon cromatoplacas
preparativas (CCP) de 20 x 20 cm silica gel 60 Fy4, 1 mm y cromatoplacas
analiticas (CCF) de 20 x 20 cm silica gel 60 Fas4, 0.25 mm.

Para realizar el seguimiento de las columnas y comprobar la pureza de los
compuestos aislados se emplearon placas de aluminio silica gel 60 Fasq, 0.2 mm y
empleando los agentes cromdgenos que se muestran en el cuadro III.

Cuadro III. Agentes cromdgenos empleados para los analisis
de cromatografia en capa fina.

[ AGENTE CROMOGENO REACTIVOS
Sulfato cérico 12 g de sulfato cérico
22 mL de acido sulfurico
350 g de hielo
Yodo Yodo elemental
Luz ultravioleta Lampara de luz ultravioleta Upland modelo
UVLS-26 (254 — 365 nm)
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SECUENCIA DE TRABAJO

Colecta de Baccharis salicifolia'y
Baccharis conferta
(parte aérea)

Maceracion con
CH.Cl, y MeOH
v
Ensayo bioldgico primario

(influencia en la germinacion y
elongacion de semillas) l

Ensayo bioldgico
secundario (influencia en la
germinacién y elongacion)

Fraccionamiento primario del
extracto mas activo por

———
l [ cromatografia en columna

!

Fraccionamiento secundario
empleando diversas técnicas
cromatograficas

\

Ensayo
biodirigido
(placas bioautograficas)
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencién de los extractos organicos de las partes
aéreas de B. salicifoliay B. conferta.

Se realizd la obtencién de los extractos y sus caracteristicas se encuentran
reportadas en el cuadro 1V.

Cuadro 1V. Caracteristicas principales de los diferentes extractos de las
especies B. salicifollay B. conferta

Especie Pesos seco Solvente Peso seco del Caracteristicas
Kg extracto (qg)
8. salicifolia L340 diclorometano 23.6 Color verde opaco de
B. salicifolia metanol 37.13 Cgllg: g:g;gg:égoc_’e
B. conferta . diclorometano 28.43 Cg:g: Z::g;gﬁggg;e
B. conferta metanol 32.87 Ccc))llg: g:gggﬁ:&g:e

Posteriormente se realizd el ensayo bioldgico primario de germinacién de
semillas y elongacién de raiz y tallo de las especies a prueba con cada uno de los
extractos.

6.2 Pruebas bioldgicas: Inhibicion de la germinacién de
semillas y desarrollo de plantulas.

En estos estudios se evaluaron tres parametros principales como son:
germinacién de semillas y elongacion de raiz y tallo de las pidntulas de L. sativay
L. multiflorum. Estos parametros son aceptados como medidas indirectas para
evaluar el efecto de los extractos, fracciones y compuestos aleloquimicos
probados. (Putman, 1985; Anaya, et al.,, 1995; Einghelling 1995; Shilling y
Yoshikawa, 1987; Tang y Young, 1982; Wolf, 1986).
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Los resultados reportados son los promedios de los ensayos realizados por
duplicado y se encuentran reportados en porcentajes de germinacion de semillas y
elongacién de raiz y tallo de las plantulas con respecto al control, es decir, un
porcentaje cercano a cero representa una inhibicion del crecimiento, mientras que
valores mayores a cien representan un aumento en el desarrollo de fas semillas
(Macias et al., 1999; Macias et al., 2000(a); Macias et al., 2000(b)).

El error estandar se encuentra incluido en las tablas correspondientes con
P = 0.05 calculado en el programa Microsoft-Origin versién 5.0.

6.3 Ensayo bioldgico primario de los extractos de B. salicifolia
Yy B. conferta a 250, 500, 750 y 1000 ppm

Comparacion de la actividad herbicida de los extractos de B. salicifolia y B.
conferta en MeOH y CH,Cl, evaluando su efecto sobre la germinacion de semillas
y elongacion de raiz y tallo de plantulas de las especies L. sativay L. muitiflorum.

Germinacion L. sativa (extractos)

En ambas gréficas se observé que el extracto que presenté mayor actividad
inhibitoria en la germinacion de las semillas de L. sativa fue el extracto en
diclorometano de B. salicifolia, presentando una Clsp de 881 ppm, seguido por el
extracto de B. conferta en metanol, con una Clsp de 983 ppm.

En cuanto a los otros extractos la germinacion observada no fue menor al
50% y por lo tanto no se obtuvo una Clso‘. (Cuadro V, tabla y grafica 1).

Elongacién de raiz y tallo de L. sativa (extractos)

La elongacion de la raiz de las plantulas de L. sativa, se vio claramente
afectada en su desarrollo, en presencia de ambos extractos de B. salicifolia, se
presentd el mayor el efecto inhibitorio con el extracto en diclorometano teniendo
un desarrollo menor al 10% con respecto al control a 1000 ppm y con una Clso de
289 en comparacion ai extracto en metanol que fue de 322 ppm, en cuanto a los
extractos de B. conferta, estos incrementaron el desarrolio de la raiz, presentando
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un mayor efecto a 250 ppm, observandose un incremento de mas de 130 % con e!
extracto en metanol y de 105% con el extracto diclorometano, este efecto
disminuye a 1000 ppm, pero se mantuvo cercano al 100% de desarrollo. (Cuadro
V, tabla 2 y grafica 2).

En cuanto al desarrollo de los tallos de las plantulas de L. sativa se observé
un ligero efecto con los extractos de 8. saficifolla a 1000 ppm, siendo el efecto
mas significativo con el extracto en diclorometano con una Clsp de 687 ppm, y el
extracto en metanol una Clsp de 744 ppm, en cuanto al efecto de B. conferta
ambos extractos presentaron un efecto similar a 1000 ppm y no se determiné la
CIso. (Cuadro V, tabla 3 y grafica 3).

Germinacién L. muftifforum (extractos)

En cuanto a la germinacion de L. muiltiflorum el extracto que presentd
mayor efecto fue el de 8. salicifolia en diclorometano con un Clsp de 739 ppm,
seguido por el de B. conferta en metanol con una Cls, de 838 ppm, los demas
extractos no presentaron un efecto significativo (Cuadro V, tabla 4 y grafica 4).

Elongacidn de raiz y tallo de L. multifforum (extractos)

En el efecto sobre el desarrollo de la raiz de las plantulas de L. multiflorum
la inhibicién fue marcada con el extracto de B. salicifolia en diclorometano, ya que
éste presenté una elongacién del 3% a 1000 ppm con respecto al control y una
ICso de 269 ppm, seguido por el extracto en metanol con una Clsg 624 ppm, con
los extractos de B. conferta las plantulas presentaron un desarroilo a 1000 ppm
ligeramente menor al S0%, teniendo el extracto en metanol una Clgg de 828 ppm y
con diclorometano una de 894 ppm (Cuadro V, tabla 5 y grafica 5).

El desarrollo del tallo de las plantulas de L. multiflorurn se vio principalmente
afectado con el extracto en diclorometano de 8. salicifolia con una Clso de 471 ppm
y un desarrollo del 19% a 1000 ppm, seguido por los extractos de 8. conferta con
una ClIs de 801 ppm con el extracto en metanol y de 843 ppm con el de
diclorometano. (Cuadro V, tabla 6 y grafica 6).
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Por los resultados obtenidos se observo que el extracto con mayor actividad
de inhibicion en la germinacién de semillas y elongacion de raiz y del tallo de las
plantulas de L. sativa y L. multifiorum fue el de B. salicifolia en diclorometano
seguido por el extracto de B. conferta en metanol.

De acuerdo a los resultados obtenidos sobre la germinacién de semillas y
elongacion de raiz y tallo de las plantulas de las especies a prueba con los
extractos obtenidos se observé que las Clsg fueron altas (cuadro V), pero de
acuerdo a los valores reportados (cuadro II) se observaron diferentes
concentraciones que van de valores muy pequefios como 41 pg/mL hasta 525
pg/mL incluso 450 mg/ml, para extractos por lo que se prosiguio con el
fraccionamiento. Es importante mencionar que entre el extracto en metanol y
diclorometano de B. conferta los resultados obtenidos no tuvieron mucha
diferencia, pero el objetivo era realizar un estudio comparativo de dos especies
diferentes; por lo que se prosiguié a fraccionar los extractos de B. salicifolia en
diclorometano y B. conferta en metanol.

Cuadro V. CIso en ppm de los extracto de B. salicifoliay B. confertaen la
germinacion de las semillas y elongacion de raiz y tallo de las plantulas de las
especies de L. sativay L. multiflorum.

B. salicifolia B. salicifolia B. conferta | B. conferta
MeOH CHCl; MeOH CH,Cl,
Germinacion de
L. sativa B 881 983 -
Elongacion la raiz - -
de L, sativa 322 289
Elongacion de - -
tallo de L. sativa 744 687
Germinacion de 1000 739 838 -

L. multiflorum
Flongacion de la
raiz de 624 . 269 828 894
L. multiflorum

Elongacién de!

tallo de - 471 801 843
L. multifiorum
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Cuadro VI. Fracciones obtenidas del extracto en diclorometano de
B. salicifolia, en diferentes mezclas de solventes y las fracciones reunidas

No. de fraccion

Proporcion de la solucidn empleada

para su extraccion

Fracciones reunidas

1-9 10 Hexano 1—11
10-17 9 : 1 Hexano: AcOEt 12 — 27
17 - 24 8 : 2 Hexano: AcOEt 28 —~ 34
24 - 30 7 : 3 Hexanog: AcOEt 35—43
31-37 6 : 4 Hexano: AcOEt 44 — 60
38 — 45 5 : 5 Hexano: AcOEt 61 — 68
46 - 52 4 : 6 Hexano: AcOEt 69 — 74
53 -61 3 : 7 Hexano: AcOEt 75 —78
52-70 2 : 8 Hexano: AcOEt 79 — 86
71-76 1 : 9 Hexano: AcOEt 87 — 88
77 -85 10 AcOEt 89 - 116
86 - 93 9 : 1 AcOEL : MeOH 117 -131
93 -99 8 : 2 AcOEt : MeOH

100 - 108 6 : 4 AcOEt : MeOH
109 -115 4 : 6 AcOEt : MeOH
116 - 121 2 : 8 AcOEt : MeOH
122 - 126 10 MeOH
126 - 131 10 MeOH
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Cuadro VII. Fracciones obtenidas del extracto en metanol de 8. conferta en
diferentes mezclas de solventes y las fracciones reunidas

No. de fraccion Proporcno;a?: S'i Zoxltt:gng:?éimpleada Fracciones reunidas
1-9 10 Hexano 1-8

10-17 9 : 1 Hexano: AcOEt 9 - 20
17 - 24 8 : 2 Hexano: AcOEt 21 —-26
24— 30 7 : 3 Hexano: AcOEt 27 —30
31-37 6 : 4 Hexano: AcOEt 31 —-34
38 — 45 5 : 5 Hexano: AcOEt 35—-44
46 — 52 4 : 6 Hexano: AcOEt 45 - 54
53 - 61 3 : 7 Hexano: AcOEt 55 - 59
52-70 2 : 8 Hexano: AcOEt 60 — 69
71-76 1 : 9 Hexano: AcOEt 70~ 78
77 -85 10 AcOEt 79 — 84
86 —93 9 : 1 AcOEt : MeOH 85 ~ 87
93 —-99 8 : 2 AcOEt : MeOH 88 — 99

100 — 108 6 : 4 AcOEt : MeOH 100 - 113
109 -115 4 : 6 AcOEt : MeOH

116 — 121 2 : 8 AcOEt : MeOH

122 - 126 10 MeOH

126 — 131 10 MeOH
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Tabla 1.

Porcentaje de germinacion de las semillas de L. sativa con los diferentes extractos
de B. salicifoliay B. conferta.

Porcentaje de germinacidon de las semillas de

Concentracién L. sativa con los extractos de 8. salicifolia en
(ppm) Metanol Diclorometano
% Error +/- % Error +/-
0 100 S 100 S
250 98 4.9 92 4.6
500 94 4.7 76 3.8
750 82 4.1 63 3.15
1000 76 3.8 39 1.95
Porcentaje de germinacion de las semillas de
Concentracion L. sativa con los extractos de B. confertaen
(ppm) Metano! Diclorometano
% Error +/- % Error +/-
0 100 S 100 5
250 82 4.1 97 4.85
500 77 3.85 93 4.65
750 68 3.4 85 4.25
1000 47 2.35 79 3.95

% de germinacion
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Gréfica 1. Efecto de diferentes extractos de B. salicifoliay B. conferta
en la germinacion de semillas de L. sativa.

W 8 salicifoliaMeOH @ B, salicifoiaCHCl, A B conferta MeOH W B conferta CH,Q,
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Tabla 2.

Porcentaje de elongacion de la raiz de las plantulas de L. sativa con los diferentes
extractos de B. salicifoliay B. conferta.

Porcentaje de elongacion de la raiz de

% de elongacion de la raiz

Concentracion L. sativa con los extractos de B. salicifolia en
(ppm) Metano! Diclorometano
% Error +/- % Error +/-
0 100 5 100 S
250 66.07 3.3035 55.06 2.753
500 33.03 1.6515 26.87 1.3435
750 30.83 1.5415 14.09 0.7045
1000 28.63 1.4315 6.6 0.33
Porcentaje de elongacion de ia raiz de
Concentracién L. sativa con los extractos de 8. salicifolia en
(ppm) Metanol Diclorometano
% Error +/- % Error +/-
0 100 5 100 5
250 138.7 6.935 104.8 5.24
500 135.2 6.76 111.4 5.57
750 130 6.5 118.9 5.945
1000 88.1 4.405 110.1 5.505
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Grafica 2. Efecto de diferentes extractos de B. salicifoliay B. conferta
en la elongacién de la raiz de semillas de L. sativa.

B 8, salicifolaMeOH @ 8. salicifolia CH,Cl, —B—B. conferta MeOH —W—8. confertaCHCI,
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Tabla 3.

Porcentaje de elongacion del tallo de las plantulas de L. sativa con los diferentes
extractos de B. salicifoliay B. conferta.

Porcentaje de elongacion del tatlo de

Concentracion L. sativa con los extractos de B. salicifolia
(ppm) Metanol Diclorometano
% Error +/- % Error +/-
(8] 100 5 100 5
250 96.4 4.82 90.71 4.5355
500 67.8 3.39 62.14 3.107
750 53.5 2.675 50.35 2.5175
1000 28.5 1.425 37.85 1.8925
Porcentaje de elongacién del tallo de
Concentracion L. sativa con los extractos de B. conferta
(ppm) Metano! Diclorometano
% Error +/- % Error +/-
0 100 5 100 5
250 96.42 4.821 87.5 4.375
500 91.07 4.5535 63.92 3.196
750 79.42 3.971 60.71 3.0355
1000 57.85 2.8925 53.92 2.696

100

80
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40 -

20

% de elongacion de tallos

L)
o 200 400 600 800 1000
Concentracién ppm

Grafica 3. Efecto de diferentes extractos de B. salicifoliay B. conferta
en la elongacién del tallo de las platulas de L. sativa.

W 3 salicifoliaMeOH @ B, salicfoliaCH,Cl, A B8 confertaMeOH W 8. confertaCH,Ql,
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Tabla 4.

Porcentaje de germinacion de las semillas de L. muitiflorum con los diferentes
extractos de 8. salicifoliay B. conferta

Porcentaje de germinacion de semillas de

Concentracion L. multiforum con los extractos de 8. salicifolia en
(ppm) Metanol Diclorometano
% Error +/- % Error +/-
0 100 5 100 5
250 93 4.65 84 4.2
500 84 4.2 68 34
750 72 3.6 53 2.65
1000 51 2.55 24 1.2
Porcentaje de germinacion de semillas de
Concentracion L. multiforum con los extractos de B. conferta en
(ppm) Metanot Diclorometano
% Error +/- % Error +/~
[ 100 5 100 5
250 82 4.1 95 4.75
500 68 3.4 83 4.15
750 53 2.65 78 3.9
1000 46 2.3 72 3.6

% de germinacion

0 200 400 600 809 1000
Concentracion ppm
Grafica 4. Efecto de diferentes extractos de 8. salicifoliay B. conferta
en la germinacion de semillas de L. muitiflorum.

B 8 salicifoliaMeOH @ B salidfoliaCH,Cl, & B conferta MeOH W B confertaCHQ,
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Tabla 5.

Porcentaje de elongacion de la raiz de las plantulas de L. multiflorum con los

diferentes extractos de B. salicifoliay B. conferta.

Concentracién

Porcentaje de elongacion de la raiz de
L. multifforumn con los extractos de B. salicifolia en

(ppm) Metano! Diclorometano
% Error +/- % Error +/-
0 100 5 100 5
250 79.23 3.9615 54.61 2.7305
500 55.19 2.7595 15 0.75
750 50.76 2.538 12 0.6
1000 42.3 2.115 3 0.15

Concentracion

Porcentaje de elongacidn de la raiz de
L. multifforum con los extractos de B. conferta en

(ppm) Metanol Diclorometanc
% Error +/- % Error +/-
4] 100 5 100 S
250 95 4.75 92.69 4.6345
500 90.3 4.515 87.88 4.394
750 61.73 3.0865 60 3
1000 33.26 1.663 48 2.4
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Gréfica 5. Efecto de diferentes extractos de 8. saficifoliay B. conferta
en la elongacion de ia raiz de las platunlas de L. multifiorum

® 4 salicfoliaCHO), A B.confertaMeOH W 8. conflertaCHC,
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Porcentaje de elongacion del tallo de las plantulas de L. multiflorum con los

Tabla 6.

diferentes extractos de B. salicifoliay B. conferta.

Porcentaje de elongacion del tallo de
Concentracion L. multiffiorum con los extractos de B. salicifolia en
(ppm) Metanol Diclorometano
% Error +/- % Error +/-
0 100 5 100 5
250 71.21 3.5605 90.2 4.51
500 61.12 3.056 42.72 2.136
750 65.28 3.264 35.6 1.78
1000 60.23 3.0115 17.8 0.89
Porcentaje de elongacion del tallo de
Concentracién L. multiflorum con los extractos de B. salicifolia en
(ppm) Metanol Diclorometano
% Error +/- % Error +/-
0 100 5 100 S
250 94.36 4.718 95.25 4.7625
500 73.29 3.6645 68.84 3.442
750 54.59 2.7295 52.22 2.611
1000 41.83 2.0915 49.25 2.4625
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Gréfica 6. Efecto de diferentes extractos de B. salicifoliay B. conferta
en la elongacion del tallo de las plantulas de L. multiflorum

W B salicifolia MeOH

® B8 salicfoliaCHQ,

A B confertaMeOH W 8. confertaCH,Q,
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6.4 Ensayo biolégico a 1000 ppm con las fracciones obtenidas
de B. salicifolia en diclorometano y B. conferta en metanol.

Con cada una de las fracciones mostradas en los cuadros VI y VII se realizé
el ensayo bioldgico mencionado anteriormente, pero en este caso solamente a fa
concentracion de 1000 ppm, para descartar fracciones que no mostraron actividad
inhibitoria significativa; es decir, un desarrollo menor al 50 % con respecto al
control. Es importante mencionar que también se consideraron para el posterior
ensayo las fracciones que presentaron un desarrollo aproximado del 50 al 65%.

6.4.1 Efecto de las fracciones de B. salicifolia a 1000 ppm
sobre la germinacion de semillas y elongacion de raiz y tallo
de plantulas de L. sativa.

Germinacién L. sativa.

Se observd que las semillas puestas en contacto con las fracciones 69 — 74 y
87 — 88, presentaron una germinacion menor al 50% seguidas en orden
decreciente, por las fracciones 61 — 68 y 79 — 86 en las cuales se presenté una
germinacién entre el 50 y 60% (Tabla 7 y grafica 7).

Elongacién de raiz_y tallo de L. satjva.

En el desarrollo de la elongacion de 1a raiz se vio un desarrollo menor al
50%, al exponerse a la fraccidén 87-88, seguidas por 69 — 74 (51%), 44 — 60
(61%) y 79 — 86 (63%). (Tabla 8 y grafica 8).

En la elongacion del tallo las fracciones 69 — 74 y 87 - 88 presentaron un
efecto del 49 % seguidas por las fracciones 61 — 68 (52%) y 44 — 60 (59%) (Tabla
9 y gréfica 9).
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6.4.2 Efecto de las fracciones de B. salicifolia en |la
germinaciéon de semillas y elongacion de raiz y tallo de
plantulas de L. multiflorum.

Germinacién L. multiflorum.

En la germinacién de semillas de L. multiflorum, con las fracciones 69 — 74 y
87 — 88, se observo un desarrollo del 47% seguida por las fracciones 79 — 86 con
un 56%, 61 — 68 con un '62% y 44 — 60 con un desarrollo del 63% (Tabla 10 y
grafica 10).

Elongacién _raiz y tallo L. multiflorum.

En la elongacidn de la raiz se vio que la fraccidn 69 — 74 presentd efecto
menor en el desarrollo, con un 39% de elongacion, seguida por las fracciones 79 —
86 y 44 — 60 con un 48%, 87 — 88 con un 53% y la 28 — 34 con un 54% de
elongacién (Tabla 11 y grafica 11).

En la elongacion del tallo la fraccion que presenté mayor efecto fue la 87 -
88 con un desarrollo del 37% seguida por las fracciones 69 —~ 74 (48%), la 61 — 68
(52%), la 79 — 86 (57%) y la 44 — 60 con un 58% de elongacién. (Tabla 12 y
grafica 12).

De acuerdo a los resultados obtenidos en la inhibicion de a germinacion y
elongacion de raiz y tallo de las dos semillas empleadas como modelo de semillas
monocotiledéneas y dicotiledoneas, se decidid analizar las fracciones 44 — 60, 61 —
68, 69 — 74, 79 — 86 y 87 — 88 por medio del analisis bioldgico secundario a 50,
100, 250, 500, 750 y 1000 ppm, para determinar a partir de estas fracciones el o
los compuesto que le confieren esa actividad inhibitoria.
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6.4.3 Efecto de las fracciones de B. conferta en metanol en la
germinacion de semillas y elongacion de raiz y tallo de
plantulas de L. sativa.

Germinacién L. sativa.

Se observé que la fraccidn que presenté mayor efecto fue la 31 — 34, con
una germinacién del 29%, seguida en orden decreciente por las fracciones 55 — 59
(43%), 60 — 69 (47%), 21 — 26 (54%) y por Ultimo la 88 — 89 con un 56% de
desarrollo. (Tabla 13 y grafica 13).

Elongacion raiz y tallo L. sativa.
En la elongacion de la raiz de L. sativa se observd que las fracciones que

presentaron mayor efecto fueron la 88 — 89 y 55 — 59 con un desarrolio del 41%
y de 42% respectivamente, seguidas por las fracciones 31 — 34 (49%), 21 - 26
(53%), 60 — 69 (59%) vy por Gitimo la 34 — 44 con un 64% de desarrollo (Tabla 14
y grafica 14).

En la elongacion del tallo se observd que la fraccidn que presentd mayor
efecto fue la 31 — 34 (37%) seguida por la 55- 59 (46%) y en orden creciente la
21 — 26 (49%), 88 — 89 (52%), 35 — 44 (54%) y por ultimo la 60 — 69 (56% de
elongacion) (Tabla 15 y grafica 15).

6.4.4 Efecto de las fracciones de B. conferta en metanol en la
germinacion de semillas y elongacion de raiz y tallo de
plantulas de L. multifiorum.

Germinacién L. multifiorum.

En la germinacién de las semillas de pasto se observd que hay un mayor
nimero de fracciones que tuvieron un efecto significativo, en orden creciente de
germinacién se observé que la fraccion que presenté mayor efecto fue la 31 — 34
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(23%), seguida por las fracciones 60 — 69 (47%), 21 — 26 (50%), 88 — 89 (51%),
55 — 59 (63 %) y por ultimo la fraccion 27 — 30, y 85 — 87 presentando las dos
Ultimas el mismo porcentaje de germinacién (65%) (Tabla 16 y grafica 16)

Elongacién de raiz y tallo de L. multifforum.

Con respecto al desarrollo de la raiz en orden decreciente de elongacion la
fraccion que tuvo mayor efecto fue la 31 — 34 (39%) seguida por las 55 — 59
(41%), 88 — 89 (42%), 21 — 26 (47%), 60 — 69 (57%), 79 — 84 (59%), 85 — 87
(60%) y 35 — 44 (61%) (Tabla 17 y gréfica 17).

En fa elongacion del tallo se observé que la fraccion que presenté mayor
efecto fue la 31 — 34 con 28% seguida por las fracciones 88 — 99 ( 39%), la 55 —
59 (48%) y la 35 — 44 con un 53% de elongacién. (Tabla 18 y grafica 18)

De acuerdo a los resultados obtenidos en la inhibicion de la germinacién de
semillas y elongacion de raiz y tallo de plantulas se decidié analizar las fracciones
21 - 26, 31 — 34, 35 - 44, 55 — 59, 60 — 69 y 88 — 89 de B. conferta por medio del
analisis bioldgico secundario a 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 ppm, para
determinar a partir de estas fracciones la subfraccién o subfracciones y el o los
compuesto que le confieren esa actividad inhibitoria, se eligieron las fracciones que
presentaron una inhibicidn que dosis respuesta creciente.
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Cuadro VIII. Fracciones seleccionadas de la especies B. salicifolia en extracto de

diclorometano
Fracciones de
B. salicifolia en CH,Cl,
44 - 60
61 — 68
69 — 74
79 — 86
87 — 88

Cuadro IX. Fracciones seleccionadas de la especies B. conferta en extracto de

metanol
Fracciones de
B. conferta en MeOH
21 —-26
31 —34
35—44
55 - 59
60 — 69
88 — 89
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Tabla 7.

Porcentaje de germinacion de las semillas de L. sativa con las diferentes fracciones
de B. salicifolia en diclorometano a 1000 ppm.

Porcentaje de germinacion de las semillas de L. sativa
‘e fracciones
C°"§§;:3c'°" 111 12-27 | 28-34 | 35-43 | 44-60_| 61-68
o Error Error Error Error Error Error
Yo % % % % %
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 75 1375|182 [ 41 ]90| 45 |72 36 | 68 | 3.4 |60]| 3
Porcentaje de germinacion de las semillas de L. sativa
Concentracion fracciones
(ppm) 69 — 74 75 -78 79 — 86 87 - 88 89-116 | 117 -131
Error Error Error Error Error Error
% % % % % %
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 43 | 265190 { 45 | 52] 2.6 |23] 115 | 81 | 4.05 |97 | 4.85

% de germinacion
(4]
[=]
1

1000
Griafica 7. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de B. salicifolia del extracto
en CH,Cl, en la germinacion de las semillas de L. sativa

I 111 12-27 M 28- 34 35-43 M 44 -60 61-68
3N 69-74 M 75 -7 EEN 79 - 56 MM 57 - 88 [53] 89 - 116 MM 117 - 137
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Tabla 8.

Porcentaje de elongacidn de la raiz de las plantulas de L. sativa con las diferentes
fracciones de B. salicifolia en diclorometano a 1000 ppm.

Porcentaje de elongacion de la raiz de L. sativa

c tracio fracciones
°"§e" ng a)°'°“ -11 12-27 | 28—-34 | 35-43 44-60 | 61-68
PP Error Error Error Error Error Error
% % % % % %
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 69| 3.45]| 102 5.1) 72 3.6] 104 5.2] 61| 3.05|53]| 2.65
Porcentaje de elongacion de la raiz de L. sativa
C tracic Fracciones
°“‘(:Sgnza)°'°“ 69—74 | 75-78 79-86 | 87-88 | 89-116 | 117 -131
% Error % Error % Error % Error % Error % Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 51| 2.55] 98] 4.9| 63| 3.15|49| 2.45| 75| 3.75]| 81| 4.05

% de elongacidn de la raiz

1000
Grafica 8. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de B. salicifolia del extracto
en CH.Cl, en la elongacidn de la raiz de las plantulas de de L. sativa

B 12 -27 [ 28 - 34 35-43 M 49-60 (] 61-68
B 69-74 I 75-78 I 75 - 86 W 87 - 88 (-=] 89 - 116 M 117 - 137
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Tabla 9.

Porcentaje de elongacién del tallo de las plantulas de L. sativa con las diferentes
fracciones de B. salicifolia en diclorometano a 1000 ppm.

Porcentaje de elongacién del tallo de L. sativa
" fracciones
Concentracion i-11 12-27 | 28-34 | 35-43 | 44-60 | 6168
(ppm) % Error o Error o Error o Error | o Error | ,, | Error
o +/- o +/- A o | 4/ % /- Yo +/-
1000 80 4 75 1375184 | 4.2 {83]| 4.15 | 59 | 295 |52 26
Porcentaje de elongacion del tallo de L. sativa
. fracciones
Concentracion 5554 T 75_78 | 79-86 | 87-88 | 89-116 [ 117 -131
(ppm) % Error % Error % Error % Error % Error % Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 49 | 245 | 73 | 3.65 | 61 | 3.05]49| 2.45 | 101 ] 5.05 [82] 4.1

% de elongacion del tallo

Grafica 9. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de 8. salicifolia del extracto

en CH,Cl, en la elongacién del tallo de las plantulas de de L. sativa

W 111 12-27 1B 28 - 34 35-43 @M 44-60 ] 61-68
[EE 69-74 MM 75-78 EN 75 -8c @AM 87 -88 [ 1589-116 B 117 - 137
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Tabla 10.
Porcentaje de germinacion de las semillas de L. muitiflorum con las diferentes
fracciones de B. salicifolia en diclorometano a 1000 ppm.

Porcentaje de germinacion de las semillas de L. multiflorum

Concentracion fracciones
(ppm) 1-11 12 — 27 28 — 34 35-43 44 - 60 61 - 68
% Error % Error % Error | . v Error o | ErrOr o Error
(o] (+] (o] (s] (o] (*]
+/- +/- +/- +/-. +/- +/-
1000 70 3.5] 85 4.25| 86 4.3]69| 3.45| 63| 3.15|/ 62| 3.1
Porcentaje de germinacion de las semillas de L. multiflorum
Concentracién fracciones
(Ppm) 69 - 74 75—-78 79 — 86 87 - 88 89 -116 {117 -131
% Error % Error % Error % Error % Error % Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 47] 2.35| 96 4.8] 56 2.8/47| 2.35| 79| 3.95]| 89| 4.45

% de germinacion

1000
Grafica 10. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de B. salicifolia del extracto
en CH,Cl, en la germinacion de las semillas de L. muitiflorum

11 12-27 M 28-34 5 35-43 Ml 44-60 [__) 61-68

EE 69-74 MR 75-78 Ml 79 -3c MM 87 -88 =73 89- 116 I 117 - 137
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Tabla 11.

Porcentaje de elongacion de la raiz de las plantulas de L. mu/tiflorurn con las
diferentes fracciones de 8. salficifolia en diclorometano a 1000 ppm.

Porcentaje de elongacién de la raiz de L. multiforum

;. fracciones
c°"‘(:e"ff)'c'°“ 1-11 12-27 | 28-34 | 35-43 | 44-60_ | 6168
PP % Error % Error % Error % Error | o Error % Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 103] 5.15{92 4.6] 54 2.7183] 4.15| 48 2.4] 57| 2.85
Porcentaje de elongacion de la raiz de L. muitiflorum
Concentracion fracciones
(ppm) 69 — 74 75-78 79 - 86 87 - 88 89-116 [117-131
o Error % Error % Error % Error o Error % Error
(] o (] (] (s (]
+/- +/- +/- +/- +/= +/-
1000 39| 1.95]|73 3.65| 48 2.4| 53| 2.65| 74 3.7199| 4.95

% de elongacién de la raiz

1000
Grafica 11. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de B. salicifolia del extracto
en CH,Cl, en la elongacién de la raiz de las plantulas de de L. multiflorum

. 111 12-27 BB 28 - 34 [E5) 35-43 MM 44-60 (] 61-68
BEER 69-74 M 75-76 MR 79 - sc WM 87 - 88 [7-7 89 - 116 I 117 - 137
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Tabla 12.

Porcentaje de elongacion del tallo de las plantulas de L. multiflorum con las
diferentes fracciones de B. salicifolia en diclorometano a 1000 ppm.

Porcentaje de elongacion del tallo de L. multiflorum
fracciones

C°”‘(:§gf;a)‘°'°" 11 12-27 | 98-34 [ 35-43 | 44-60_ | 61-68
% Error o Error o% Error % Error %% Error % Error
(] (] (] (] (-] 0
+/- +/- +/- +/- +/- _+-
1000 67 {3.351106[ 53 (92| 4.6 |67] 3.35| 58 | 29 |52] 2.6
Porcentaje de elongacidn del tallo de L. multiflorum
Concentracion fracciones

(ppm) 69 - 74 75-78 79 — 86 87 - 88 89-116 |117-131
% Error | Yo Error | o o Error | o Error | o o Error | e Error

+/- +/- +/- +/- +/- +/-

1000 48 | 2.4 {79(1395( 57 | 2.85|37]|1.85| 92 | 4.6 |84| 4.2

% de elongacién del tallo

1000
Grafica 12. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de B. saficifolia del extracto
en CH,Cl, en la elongacion del tallo de las plantulas de de L. multiflorum

111 12-27 I 28- 34 35-43 Ml 44-60 (] 61-68

69-74 I 75-78 M 79-8 B 87 - 88 (3] 89- 116 I 117 - 137
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Tabla 13.

Porcentaje de germinacion de las semillas de L. sativa con las diferentes fracciones
de B. conferta en metanol a 1000 ppm.

Porcentaje de germinacion de las semillas de L. muitifliorum
Conc fracciones

1-8 9-20 21-26 27 -30 31-34 35-44 45 - 54

m
PP % |Errorj % |Error| % |Error| % |Ertor| % |Error{ % |Error|{ % |Error

+/- A +/- +/- +/- +/- +/-

1000 |97(4.85}107 {5.35| 54 [ 2.7 | 77 |3.85] 29 j1.45} 64 | 3.2 | 118 | 5.9

Porcentaje de germinacién de las semillas de L. mui/tiflorum

Conc. fracciones

55—-59 | 60-69 70—-78 79—84 85-87 88 —99 100-113

ppm % |Error{ % |{Error| % |Errorj % jError| % |Error| % |Error{ % {Error

+/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-

1000 | 43]|2.15| 47(2.35] 84 4.2 89(445| 68| 34| 56| 28| 84| 4.2

120

100

@
o
1

% de germinacion
b [+
(=] o
1 1

" 1000
Grafica 13. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de B. conferta del extracto
en MeOH en la germinacién de las semillas de L. sativa

18 9-20 [l 21-26 27-30 M 31-44 [ 35-94 Fi 45-54
N s5-59 @ 60-65 M 70-78 ) 79-84 M 85-87 [ 88-99 100- 113
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Tabla 14.

Porcentaje de elongacién de la raiz de las plantulas de L. sativa con las diferentes
fracciones de B. conferta en metanol a 1000 ppm.

1000

Porcentaje de elongacion de la raiz de L. sativa
Cone Fracciones
ppm' 1-8 9 ~-20 21 -26 27 - 30 31-34 35-—-44 45 - 54
% |Error| % |jError| % |Error| % |Error| % |Error| % |Error| % | Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 {87 (4.35] 69 {3.45| 53 |2.65]| 79 [3.95] 49 [2.45]| 64 | 3.2 | 83 [4.15
Porcentaje de elongacidén de la raiz de L. sativa
Conc Fracciones
o | 55-50] 60-69 | 70-78 | 79-84 | 85-87 | 88-99 | 100-113
% | Error} % {Error| % |Error| % |Error|{ % |Error| % |Error| % |Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 {42 | 2.1 | 59 |2.95| 78 | 3.9 | 89 (445} 74 [ 3.7 | 41 [2.05]| 102 5.1
100 |
Mo g
©
@ 80
,,, ]
e
= 60
=]
(=)
[10]
2 404
o
3
8 20
x ]
0

Gréafica 14. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de B. conferta del extracto

en MeOH en la elongacion de la raiz de las plantulas de de L. sativa

[ BE] 9-14 I 21-26 27-30 M 31-44 [ 35-94 RO 45-54
PN 55-59 B s0-6o WM 70-78 79-84 I 85-87 ] 88-99 100- 13
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Tabla 15

Porcentaje de elongacién del tallo de las plantulas de L. sativa con las diferentes
fracciones de B. conferta en metanol a 1000 ppm.

Porcentaje de elongacion del tallo de L. sativa
Conc Fracciones
ppm' 1-8 9-20 21 -26 27 - 30 31-34 | 35-44 45 ~-54
% Error | % | Error | % | Error | % | Error { % | Error | % |Error| % | Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 [ 101 | 5.05 {971 4.85 { 49 [ 245 (79| 395 [37[(185 54| 2.7 |96 | 4.8
Porcentaje de elongacion del tallo de L. sativa
Conc Fracciones
ppm. 55 ~ 59 60 — 69 70 — 78 79 — 84 85 - 87 88 - 99 100-113
% [Error| % |Error} % |Ermor{ % |[Error| % |Error] % |Error{ % |Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 [46| 2.3 | 56 | 2.8 | 87 1435] 96 | 48 | 67 |3.35] 52 | 2.6 | 73 [3.65
100 |
2
8 80
o
k)
:S 60 -
[}
[1=4
2 a0
o
%)
Q
O 204
R ]
0.—

1000
Grafica 15. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de B, conferta dei extracto
en MeOH en la elongacién del tallo de las plantulas de de L. sativa

18 9-14 [ 21-26 27-30 M 31-44 [ 35-44 WA 45-54

B s5-5° M so-6o M 70-78 79-84 M 85-87 [__} 88-99 100- 13
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Tabla 16.

Porcentaje de germinacién de las semillas de £L. multifforumn con las diferentes
fracciones de B. conferta en metanol a 1000 ppm.

Porcentaje de germinacion de las semillas de L. muiltiflorum.
Conc. Fracciones
ppm 1-8 9-20 21 —-26 27 - 30 31—-34 35-44 45 - 54
% | Error| % |Error| % |Error{ % |Error| % |Error| % |Error| % |Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
1000 [94] 4.7 76| 3.8 S0 2.5 65{3.25| 23] 1.15 58| 2.9| 105) 5.25
Porcentaje de germinacion de las semillas de L. multifforum.
Conc. Fracciones
ppm 55 —-59 60 — 69 70—-78 79 -84 85 — 87 88 —99 100-113
% |Error| % |Error| % |Error{ % jError| % |Error| % |Error{ % |Error
+/- +/- +/- +/- +/~ +/- +/-
1000 |63 13.151 47 [2.35 90| 4.5 70| 3.5| 65]3.25 51| 2.55] 93]4.65
100
6 %07
) R
[1%]
.é 60 —
g J
o 40
o
X
20 -
o

1000
Grafica 16. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de 8. conferta del extracto
en MeOH en la germinacién de las semillas de L. multiflorum

N 1 9-14 M 21-26 27-30 HKEA 31-44 [ 35-44 I 45-54
IR 5559 B ¢0-65 WM 70-78 79-3¢ [ 85-87 [__] 88-99 MM 100- 13
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Tabla 17.

Porcentaje de elongacion de la raiz de las plantulas de L. multifiorum con las
diferentes fracciones de 8. conferta en metanol a 1000 ppm.

Porcentaje de elongacion de la raiz de L. multiflorum
Conc. fracciones
ppm 1-8 9-20 21— 26 27 —30 31-34 35 - 44 45 - 54
% { Error | % {Error| % |Error| % |Error| % |Error| % |Error} % |Error
+/- +/- _+/- +/- +/- +/- +/-
1000 |89] 4.45 | 81 14.05| 47 |2.35] 68 | 3.4 | 39 [1.95] 61 |3.05] 89 |4.45
Porcentaje de elongacién de la raiz de L. multiflorum
Conc. fracciones
ppm 55 —-59 60 — 69 70 —-78 79 —- 84 85 —~ 87 88 — 99 100-113
% } Error |} % |Error] % |Error| % |Error| % |Error| % |Error{ % |Error
+/- +/- _H/- +/- /- +/- +/-
1000 41} 2.05 | 57 [2.85]| 86 | 4.3 | 59 |2.95| 60 3 42 | 2.1 | 86 | 4.3

80

=
[=]
1

% de elongacion de la raiz
N E-3
N

o -

Grafica 17. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de B. conferta del extracto

en MeOH en la elongacion de la raiz de las plantulas de L. mu/tiflorum

I -8 9-20 I 21-26 27-30 31-44 [] 35-44
IR 55-50 B c0-65 B 70-78 [} 79-84 M 85-87 [ 88-99

5-54
100- 113
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Tabla 18.

Porcentaje de elongacion del tallo de las plantulas de L. mui/tiflorum con las
diferentes fracciones de B. conferta en metanol a 1000 ppm.

Porcentaje de elongacion de la raiz de L. multiflorum
fracciones
Conc. 1-8 9-—-20 21-26 27 - 30 31 —34 35— 44 45 —- 54
Ppm | % }Erro | % |Error| % |Error| % |Error| % |Error| % |Error| % |Error
r +/- +/- +/- +/- +/- +/-
. +/.
1000 | 86 |43 170) 3.5| 46 | 23 | 62 | 3.1 | 28 |14} 53 [2.65| 89 |4.45
Porcentaje de elongacion de la raiz de L. multiflorum
: fracciones
Conc..| 5559 | 60—69 70-78 79 — 84 85 — 87 88 — 99 100-113
ppm % |Erro | % |Error| % |Error| % {Error| % |Error{ % |[Error{ % | Error
r +/- +/- +/- +/- +/- +/-
+/-
1000 { 48 [ 24 |59 |2.95]| 87 [4.35] 63 |3.15! 72 | 3.6 | 39 {1.95]| 89 [4.45

80

b o]
o =]
1 1

% de elongacion del tallo
-1
1

0

1000

Grafica 18. Efecto de las fracciones a 1000 ppm de 8. conferta del extracto
en MeOH en la elongacidn del tallo de las plantulas de de L. multiflorum

s 9-20 [ 21-26 27-30 HE 31-44 [ 35-44 HIEA 45-54

S ss-so B co-co WM 70-78 79-84 [ 85-87 (] 88-99

# 100- 113
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6.5 Ensayo bioldgico secundario (50, 100, 250, 500, 750 y
1000 ppm) de las fracciones mostradas en el cuadro VIII de
B. salicifolia en CH,Cl, y el cuadro IX de B. conferta en MeOH.

Con cada una de las fracciones mostradas en los cuadros VIII y IX que se
consideraron activas se realizd el ensayo bioldgico midiendo su efecto sobre la
germinacion de semillas y desarrollo de raiz y tallo de plantulas de L. sativay L.
multifliorum respectivamente. Se opté por tomar las que presentaron un efecto
gradual de dosis respuesta, es decir, conforme aumenta la concentraciéon aumenta
el efecto, este criterio se tomo de acuerdo a los resultados observados en diversos
estudios de actividad alelopatica frente a la germinacién de semilias y elongacion
de raiz y tallo de plantulas. (Céspedes et al., 2001; Macias et al., 1999 (b), Macias
et al., 2000).

6.5.1 Efecto de Ilas fracciones de B. salicifolia en
diclorometano en la germinacion de semillas y elongaciéon de
raiz y tallo de plantulas de L. sativa.

Germinacién L. sativa (fracciones).

Se observo en la germinacion de L. sativa que la fraccién 87 — 88 presentd
un efecto gradual llegando a una inhibicion del 30% a 1000 ppm, con una Clsg de
638 ppm, seguida por la fraccién 69-74 con una ClIsg de 753 ppm y un porcentaje
de germinacion del 38 % a 1000 ppm, la fraccion 79 — 86 presentd una Clgp de
942 ppm, las otras fracciones estudiadas no presentaron un desarrollo menor al
50%. (Cuadro IX, tabia 19 y grafica 19).

Elongacion de raiz y tallo L. sativa (fracciones).

En cuanto a la elongacién de la raiz la Onica fraccién de la que se obtuvo
una Clsg es 87-88 con un valor de 920 ppm y un porcentaje de elongacion del 48
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% a 1000 ppm, con respecto a la fraccion 69 — 74 la cual presentd un incremento
en la elongacién a 100 ppm al igual que la fraccién 44- 60, con respecto a la
fraccion 79 - 86 esta presenté un decremento en el desarrollo a 100 y 250 ppm y
aumentando ligeramente a las siguientes concentraciones. (Cuadro IX, tabla 20 y
grafica 20)

En la elongacion del tallo la fraccion que siguié presentando un efecto
gradual fue la 87 — 88 con una Clso de 508 ppm y un porcentaje de elongacion del
38 % a 1000 ppm, le siguié la fraccion 69 — 74 con una Clsp de 836 ppm, en
cuanto a la fraccién 44 — 60 ésta presenté una estimulacién en el desarrollo de la
raiz a 250 ppm observando un porcentaje de elongacion del 106%, en cuanto a
las demas fracciones no se obtuvo una Clsg, (Cuadro IX, tabla 21 y grafica 21).

6.5.2 Efecto de las fracciones de B. salicifolia en
diclorometano en la germinacion de semillas y elongacion de
raizy tallo de plantulas de L. multiflorum.

Germinacion L. multifforum (fracciones).

En la germinacion de las semillas de L. multiflorum con la fraccién 87 — 88
se obtuvo una ClIso de 774 ppm Yy un porcentaje de germinacion del 42 % a 1000
ppm, seguida por la fraccién 69 — 74 con un porcentaje de germinacion del 43 %
y una CIso de 831 ppm, en cuanto a las demas fracciones, estas presentaron un
efecto irregular sin presentarse una germinacién menor al 50% con respecto al
control. (Cuadro IX, tabla 22 y gréfica 22)

Elongacién _raiz y tallo L. multifforum (fracciones).

En la elongacion de raiz de las plantulas con la fraccidn que se obtuvo una
CIso menor fue con la 69 — 74 con una Clsg de 706 y un porcentaje de elongacién
del 45% a 1000 ppm, seguida de la fraccién 87 — 88 con una ClIsp de 740 ppm y
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un porcentaje de desarrollo de 42 % a 1000 ppm. (Cuadro IX, tabla 23 y grafica
23).

En cuanto al desarrollo de los tallos de las plantulas la fraccion 87 — 88
siguid presentando mayor efecto inhibitorio, el cual aumenta con respecto a la
concentracion observandose una Cls 592 ppm y una elongacion del tallo menor al
50% a 750 ppm, seguida de nuevo por la fraccion 69 — 74 con una ICs; de 910
ppm y un porcentaje de elongacion del 45% a 1000 ppm, las demas fracciones
presentaron en este caso un efecto gradual, pero sin ser menor al 50% de
elongacién. (Cuadro IX, tabla 24 y grafica 24).

6.5.3 Efecto de las fracciones de B. conferta en metanol en la
germinacion de semillas y elongacion de raiz y tallo de
plantulas de L. sativa.

Germinacién L. satjva (fracciones). v

En la germinacion de las semillas de L. sativa se observo que la fraccion 31
— 34 presentd el efecto mas significativo, con una inhibicion gradual y un
porcentaje de germinacion del 32% a 1000 ppm con una Clsp de 672 ppm, en
cuanto a la fraccion 88 — 89 y 60 — 69 estas presentaron una germinacion similar
a 1000 ppm (32%), pero la fraccion 88 — 89 mostré una mayor inhibicién a
menores concentraciones. (Cuadro X, tabla 25 y grafica 25).

Elongacion de raiz vy tallo L. sativa (fracciones).

En este caso fa fraccién que presento mayor efecto fue la 88 — 89, ya que
se observd un porcentaje de elongacion radicular del 68% a 50 ppm y se mantuvo
con pocos cambios hasta 500 ppm con un 65% de elongacion obteniéndose una
elongacion del 46% a 1000 ppm y con una Clsp de 905 ppm, con la fraccién 55 —
59 se observé un efecto insignificante con un aumento del 117% en la elongacion
de la raiz a 50 ppm, con respecto a las fracciones 21 - 26, 31 — 34, 34 - 44y la 60
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— 69 se presentd un efecto muy similar sin que se observara una elongacion menor
at 50%. (Cuadro X, tabla 26 y grafica 26).

En la elongacion del tallo de las plantulas se observé que fa fraccion que
tuvo mayor efecto fue la 31 — 34 con la cual se presentd un efecto gradual y un
porcentaje de elongacion de 32% a 1000 ppm y una Clso de 580 ppm, la siguiente
fraccion que present6é una Clso fue la 88 — 89 con un valor de 864 ppm y un
porcentaje de germinacion de 42% a 1000 ppm, en cuanto a las demas fracciones
estas presentaron un efecto gradual, pero sin llegar a una elongaciéon menor al
50%. (Cuadro X, tabla 27 y grafica 27).

6.5.4 Efecto de las fracciones de B. conferta en metanol en la
germinacion de semillas y elongacion de raiz y tallo de las
plantulas L. multifiorum.

Germinacion L. multiflorum (fracciones)

En la germinacion de las semiillas de L. multiflorum la fraccion que presentd
un efecto mas significativo fue la 31 — 34 con una CIso de 590 ppm y un porcentaje
de germinacién de 27% a 1000 ppm, las fracciones de las que también se obtuvo
una ClIsg fueron fa 21 — 26 con un valor de 809 ppm, 55 — 59 con un valor de 780
ppm y 88 — 89 con un valor de 960 ppm, en el caso de la fraccion 35 — 44 esta
presenté una estimulacion en la germinacién a 50 ppm con un porcentaje del
105%. (Cuadro X, tabla 28 y grafica 28).

Elongacion raiz y tallo L. multiflorum (fracciones).

En la elongacion de la raiz de la fraccion que presentd el efecto mas
significativo fue la 88 — 89 con una Clso de 796 ppm y un porcentaje de elongacion
del 42% a 1000 ppm seguida por la fraccion 31 — 34 con una Clso de 998 ppm y
un desarrollo del 49% a 1000 ppm, en cuanto a las demds fracciones estas
presentaron un efecto similar sin alcanzar un desarrollo menor al 50%, con
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respecto a la fraccion 55 — 59 ésta presenté un efecto estimulante a 50 ppm con
un valor de 127% observando este mismo efecto a 500 ppm con una estimulacion
del 104% con respecto al control. (Cuadro X, tabla 29 y grafica 29).

En cuanto a la elongacién del tailo la fraccién que presenté un efecto mas
significativo fue {a 21 — 26 con un porcentaje de desarrollo del 15 % a 1000 ppm y
una Clsg de 745 ppm, la fraccion 31 — 34 present6é una Clsp de 711 ppm, 35 — 44
con un valor de 660 ppm, y 88 — 89 con un valor de 641 ppm. (Cuadro X, tabla 30
y grafica 30).

Cuadro X. Clsp de las fracciones de B. salicifolia en diclorometano sobre la
germinacién de semillas y elongacién de plantulas de L. sativay L. multifiorum.

Clsp en ppm
L. sativa L. multiflorum
Fraccién Germinacion Elongagién Elongacién | | Germinacion Ebngagién Elongacién
de raiz de tallo de raiz de tallo

44— 60 - - - - - -

61 — 68 - - - - - -

69 — 74 753 - 836 831 706 910
79 -86 942 - - - - -

87 - 88 638 920 508 774.34 740 592

Cuadro XI. Clse de las fracciones de 8. confertaen metanol sobre ia germinacion
de semilias y elongacién de plantulas de L. sativay L. multiflorum.

ClIso en ppm
L. sativa L. multiflorum
o . . | Elongacién | Elongacio - acio 5
Fraccion | Germinacion degral'z d egtglcl : n Germinacion E'z:grai?n Elgggtglclign
21 - 26 - - - 809 1000 745
31-34 672 - 580 590 998 711
35-44 - - - - - 660
55 ~-59 - - - - - 1000
60 — 69 - - - 780 - -
88 — 89 1000 905 864 964 796 641
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Al comparar las Clsp de los efectos de algunas fracciones reportadas para
otras especies (cuadro II) y con las obtenidas experimentalmente sobre la
germinacion de las semillas y la elongacion de raices y tallos de las plantulas de L.
multifforumy L. sativa (cuadro IX y X), se observé que estas ultimas fueron altas;
pero, tomando en consideracién que las Clsp obtenidos de los extractos también
fueron altas (cuadro V), se prosiguié con el ensayo de las placas bioautograficas
(pag. 79) de las fracciones que mostraron mayor actividad (cuadro XII).

Cuadro XII. Fracciones que presentaron mayor efecto sobre la germinacion de
semillas y elongacion de raiz y tallo de las plantulas de L. multiffiorumy L. sativa.

B. salicifolia B. conferta
fracciones fracciones
44 - 60 21 — 26
69 —-74 31-34
87 — 88 88 — 89
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Tabla 19.

Porcentaje de germinacion de las semillas de L. sativa con las diferentes fracciones
de B. salicifolia en diclorometano.

Concentracion Porcentaje de germinacion de las semillas de L. sativa
(ppm) fracciones
44 - 60 61 - 68 69 - 74 79 — 86 87-88
% Error % Error % Error % Error | % | Error
+/- +/- +/- +/- +/-
0 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5
50 96 4.8 104 5.2 89 4.45 105 525 193 | 4.65
100 106 5.3 102 5.1 85 4.25 93 4.65 86 4.3
250 87 4.35 79 3.95 76 3.8 86 4.3 79 | 3.95
500 80 4 75 3.75 68 3.4 72 3.6 59 2.95
750 78 3.9 76 3.8 51 2.55 58 2.9 48 2.4
1000 73 3.65 63 3.15 38 1.9 48 2.4 30 1.5
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Grafica 19. Efecto de las fracciones de 8. salicifolia del extracto
en CH.CL, en la germinacion de las semillas de L. sativa

Fracciones: ® 44-60 —w—61-68 A 69-74 W 79-8 < 87-88

68




Resultados y Discusion

Tabla 20.

Porcentaje de elongacidon de la raiz de las ptantulas de L. sativa con diferentes

fracciones de B. salicifolia en diclorometano

Concentracion Porcentaje de elongacién de fa raiz de L. sativa
(ppm) fracciones
44 - 60 61 — 68 69 - 74 79 - 86 87-88
% Error | % Error % Error % | Error} % Error
+/- +/- +/- +/- +/-
0 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5
50 100 5 104 5.2 98 4.9 105 | 5.25 95 4.75
100 117 5.85 92 5.65 121 6.05 75 3.75 89 4.45
250 93 4.65 81 53 102 5.1 71 3.55 80 4
500 84 4.2 68 4.55 98 5.05 80 4 63 3.15
750 64 3.2 61 4.15 78 4.9 73 3.65 57 2.85
1000 51 2.55 58 3.8 61 4.05 68 3.4 48 2.4
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Grafica 20. Efecto de las fracciones de B. salicifolia del extracto en CH,CI,

en la elongacién de la raiz de las platulas de L. sativa

Fracciones: B 44-60 —M—61-68 —m—69-74 —8—79-86 < 87-88
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Tabta 21.

Porcentaje de elongacion del talio de las plantulas de L. sativa con diferentes
fracciones de B. salicifolia en diclorometano

Concentracion Porcentaje de elongacion del tallo de L. sativa
(ppm) fracciones
44 - 60 61 — 68 69 - 74 79 - 86 87-88

% Error % Error % | Error| % Error % | Error

+/- +/- +/- +/- +/-

0 100 S 100 5 100 5 100 5 100 5

S0 92 4.6 97 4.85 98 4.9 86 4.3 75 |3.75
100 98 4.9 94 4.7 97 4.85 91 4.55 73 | 3.65
250 106 5.3 83 4.15 76 3.8 76 3.8 63 |[3.15
500 87 4.35 76 3.8 68 34 67 3.35 51 |2.55
750 75 3.75 70 3.5 53 | 265} 66 3.3 49 |2.45

1000 49 2.45 60 3 45 1.3 60 3 38 | 19
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200 400
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Grafica 21. Efecto de las fracciones de B. safidfolia del extracto en CH,Cl,
en la elongacion del tallo de las platulas de L. sativa
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Tabla 22.

Porcentaje de germinacion de las semillas de L. multiflorum con las diferentes
fracciones de B. salicifolia en diclorometano.

Porcentaje de germinacion de las semillas de L. multifiorum
Concentracién fracciones
(ppm) 44 - 60 61 — 68 69 - 74 79 — 86 87-88
% Error % Error % Error % Error | % | Error
+/- +/- /- +/- +/-
0 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5
50 105 | 5.25 86 4.3 97 4.85 92 4.6 91 | 4.55
100 97 4.85 78 3.9 93 4.65 84 4.2 86 4.3
250 86 4.3 76 3.8 79 3.95 79 3.95 | 81 | 4.05
500 89 4.45 81 4.05 66 3.3 71 3.55 | 61 | 3.05
750 75 3.75 73 3.65 57 2.85 65 3.25 ] 52 2.6
1000 57 2.85 67 3.35 43 2.15 51 2.55 | 42 2.1
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Grafica 22. Efecto de las fracciones de B. salicifolia del extracto en CH,CL,
en la germinacion de las semillas de L. multiflorum
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Tabla 23.

Porcentaje de elongacion de la raiz de las plantulas de L. multiflorum con
diferentes fracciones de B. salicifolia en diclorometano

Porcentaje de elongacion de la raiz de L. muitiflorum
<2 fracciones
C°"c(‘:';t:)°'°“ 24— 60 61-68 69 - 74 79-86 87-88

% Error | % Error % Error % | Error | % Error
+/- +/- +/- +/- +/-

0 100 5 100 5 100 5 100 S 100 5
50 95 4.75 | 105 5.25 89 4.45 92 4.6 85 4.25
100 90 4.5 98 4.9 81 4.05 84 4.2 76 3.8
250 93 4.65 88 4.4 75 3.75 73 3.65 71 3.55
500 80 4 75 3.75 54 2.7 66 3.3 61 3.05
750 62 3.1 70 3.5 51 2.55 67 3.35 49 2.45
1000 49 3 63 3.15 45 2.25 51 2.55 42 2.1
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Gréfica 23. Efecto de las fracciones de B. salicifolia del extracto en CH,Cl,
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Tabla 24.

Porcentaje de elongacion del tallo de las plantulas de L. multifforum con diferentes
fracciones de B. salicifolia en diclorometano

Porcentaje de elongacion del tallo de L. multiflorum
Concentracion fracciones

(ppm) 44 — 60 61 - 68 69 - 74 79 —- 86 87-88

% Error % Error % Error| % Error % | Error
+/- +/- +/- +/- +/-
0 100 5 100 5 100 5 100 5 100 S

50 100 5 89 4.45 91 |4.55] 102 5.1 95 14.75
100 105 5.25 76 3.8 87 1435 91 4.55 83 [4.15
250 92 4.6 73 3.65 81 4.05 86 4.3 71 3.55
500 81 4.05 64 3.2 72 3.6 83 4.15 53 |2.65
750 73 3.65 57 2.85 59 295 ]| 72 3.6 49 (245
1000 51 2.55 50 2.5 45 12.25] 61 3.05 39 |1.95
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Gréfica 24. Efecto de las fracciones de B. salicifolia del extracto en CH,CL,
en la elongacién del tallo de las platulas de L. multifforum

Fracciones: —®—— 44 - 60 —#—61-68 —A—69-74 ~¥—69-74 & 79-86
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Porcentaje de germinacion de las semillas de L. sativa con las diferentes

Tabla 25.

fracciones de B. conferta en metanol.

Porcentaje de germinacion de las semillas de
L. sativa
Concentracién fracciones
(ppm) 21 -26 31-34 35—-44 55 - 59 60 — 69 88 — 89
% }(Error| % |Emmor| % |[Error| % |Error| % | Error| % | Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
0 100 5 100 S 100 5 100 5 100 5 100 S
50 98 4.9 97 [ 4.85| 107 | 5.35 96 4.8 92 4.6 89 | 4.45
100 96 4.8 93 | 4.65] 96 4.8 93 1 4.65| 84 4.2 76 3.8
250 87 1435) 83 [4.15] 92 4.6 84 4.2 85 [ 4.25] 71 3.55
500 73 [ 3.65] 54 2.7 85 | 4.25 87 1435 73 3.65| 68 3.4
750 69 1345 49 |245| 76 3.8 76 3.8 64 3.2 57 | 2.85
1000 60 3 32 1.6 61 3.05 73 1 3.65] 52 2.6 51 | 2.55
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Grafica 25. Efecto de diferentes fracciones de B. conferta del extracto

en MeOH en la germinacién de las semillas de L. sativa
Fracciones: —l—21 —@—31-34 —A—35-44 —yY—55-59 <&¢—-60-69 —+—91
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Tabla 26.

Porcentaje de elongacion de la raiz de las plantulas de L. sativa con las fracciones
de B. confertaen metanol

Porcentaje de elongacion la raiz de

L. sativa
Concentracién fracciones
(ppm) 21 - 26 31—-34 35-44 ~ 55-—-59 60 — 69 88 — 89
% |Ermor{ % |Error| % |Error| % |Error| % |Error| % | Error
+/- *+/- +/- +/- +/- */-
0 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 S
50 109 | 543 | 103 | 5.15| 104 | 5.2 | 117 | 585 ] 111 | 555 86 | 4.3
100 106 5.3 108 | 5.4 98 49 [ 108 | 5.4 105 | 5.25 | 68 3.4
250 93 | 465 | 96 | 4.8 88 | 44 | 104 | 5.2 9% | 48 | 64 | 3.2
500 78 3.9 86 | 4.3 75 1375|105 | 525 | 83 | 4.15| 65 | 3.25
750 66 3.3 74 | 3.7 62 | 31 | 96 | 4.8 76 | 3.8 | 57 |[2.85
1000 55 2.75 54 2.7 59 | 295]| 87 |435] 61 [3.05]| 46 2.3
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Grafica 26. Efecto de diferentes fracciones de B, conferta del extracto en MeOH

en la elongacion de la raiz de las plantulas de L. sativa
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Tabla 27.

Porcentaje de elongacion del tallo de las plantulas de L. sativa con \as fracciones

de B. conferta en metanol

Porcentaje de elongacion del tallo de
L. sativa
Concentracion fracciones
(ppm) 21-26 31-34 35-44 55 —- 59 60 — 69 88 — 89
% Error| % |Error| % | Error{ % Error|{ % | Error| % | Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
0 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5
50 102 5.1 96 4.8 98 49 | 101 | 5.051 96 4.8 89 | 4.45
100 96 4.8 86 4.3 86 4.3 81 |405| 91 [455| 78 3.9
250 84 4.2 73 [ 3.65| 76 3.8 73 |365| 79 395 74 3.7
500 76 3.8 52 2.6 67 13351 67 {335 67 | 335 62 3.1
750 63 | 3.15| 46 2.3 61 | 3.05| 64 3.2 55 | 275 | 57 285
1000 50 2.5 32 1.6 59 [ 295 60 3 49 1245 | 42 2.1
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Grafica 27. Efecto de diferentes fracciones de B. conferta del extracto en

MeOH en la elongacion del tallo de las plantulas de L. sativa
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fracciones de B. conferta en MeOH

Tabla 28.
Porcentaje de germinacion de las semillas de L. multifforum con las diferentes

Porcentaje de germinacién de las semillas de

L. multiflorum

Concentracién fracciones
(ppm) 21 -26 31-34 35—44 55 - 59 60 — 69 88 — 89
% |Error| % |Error| % |Error| % |Error| % |Error| % | Error
+/- +/- +/- +/- | +/- +/-
0 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5
50 91 | 455 | 94 4.7 1 105 [ 525 | 89 |445| 92 | 46 | 97 |4.85
100 87 {435 ]| 76 3.8 96 4.8 83 {4.15| 86 | 4.3 91 | 4.55
250 63 3.15 62 3.1 92 4.6 82 4.1 75 [ 3751 84 4.2
500 57 1285 54 2.7 81 1405 ]| 76 3.8 65 [3.25( 73 [ 3.65
750 51 [ 255 ]| 42 2.1 67 335! 70 3.5 51 | 255 61 | 3.05
1000 47 1235 27 |135] 61 |[3.05| 67 |1335] 43 | 2.15| 48 24
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Tabla 29.

Porcentaje de elongacion de la raiz de las plantulas de L. muitiflorum con las
fracciones de B. conferta en metanol.

Porcentaje de elongacion la raiz de
L. multifflorum
Concentracion fracciones
(ppm) 21-26 31-34 35—-44 55-59 60 - 69 88 - 89
% | Error| % (Error| % | Error| % (Error|{ % [Error| % | Error
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
0 100 S 100 5 100 S 100 5 100 5 100 S
50 93 465 | 103 [ 5.15| 107 | 535 | 127 [ 6.35 | 105 | 5.25 | 86 4.3
100 98 4.9 104 5.2 104 5.2 108 | 54 98 4.9 79 3.95
250 85 4.25 | 87 4.35 | 88 4.4 105 [ 5.25 ]| 91 | 455 | 68 3.4
500 72 3.6 81 405 | 69 3.451 104 | 5.2 86 4.3 64 3.2
750 69 3.45 ] 63 3.15 ] 60 3 90 4.5 68 3.4 53 2.65
1000 50 2.5 49 2451 55 2.75 70 3.5 54 2.7 42 2.1
(7]
Q@
Q
®
—F
g -+
g -
§ I\E -
5 e
s ——=
3 =
=3
20 ) L L3 v L
0 200 400 600 800 1000

Concentracion ppm
Grafica 29. Efecto de diferentes fracciones de B. conferta del extracto en MeOH
en la elongacion de la raiz de las semillas de L. multiflorum
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Tabla 30.

Porcentaje de elongacion del tallo de las plantulas de L. muitifflorum con las
fracciones de B. confertaen metanol

Porcentaje de elongacion la raiz de
L. multifiorurm
Concentracion fracciones
(ppm) 21 —26 31— 34 35—-44 55 —-59 60 - 69 88 — 89
% Error | % Error { % | Error| % Error| % | Error|{ % | Error
+/- +/- /- +/- +/- +/-
0 100 5 100 S 100 5 100 S 100 5 100 5
50 80 4 87 4.35 80 4 135 | 6.75 { 102 5.1 73 3.65
100 76 3.8 85 4.25 | 67.6 | 3.38 | 102 5.1 105 | 5.25 [ 65 3.25
250 63 3.15 74 3.7 63 3.15]| 92 4.6 96 4.8 64 3.2
500 59 2.95 63 3.15 57 285 | 86 4.3 85 4.25 | 544 | 2.72
750 50 2.5 48 2.4 48 2.4 64 3.2 71 3.55| 49 2.45
1000 15 0.75 36 1.8 47 2351 50 2.5 53 265 | 35 1.75
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Griafica 30. Efecto de diferentes fracciones de B. conferta del extracto en
MeOH en la elongacion del tallo las semillas de L. multiflorum
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6.6 PLACAS BIOAUTOGRAFICAS

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de algunas de las
placas bioautograficas obtenidas de las fracciones mostradas en la Tabla X.

Placas de la fraccion 64 - 74 y 87 — 88 de B. salicifolia.

Control B. salicifolia B. salfcifolia
87 - 88 69 -74

Placas de las fracciones 31 — 34y 88 — 89. 8. conferta

e . ’ a LLP .

Cdntrol B. conferta B. conferta
88 - 89 31-34
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6.6.1 Efecto de las fracciones de B. salicifolia en placas
bioautograficas

Fraccién 44 - 60

E! ensayo realizado con esta fraccion no se observaron zonas claras de
inhibicién, por lo cual se infiere que su efecto en el desarrollo de as semillas se
debe a la mezcla de sus diferentes metabolitos secundarios impidiendo asi el libre
desarrollo de las semillas. De acuerdo a estos datos no se realizd el ensayo
bioldgico sobre la germinacion y elongacion de la raiz y tallo de las plantulas de las
especies prueba.

Fraccion 69 — 74

En la placa bioautogrifica correspondiente a esta fraccion se observaron
ligeras zonas de inhibicion con respecto al control, infiriendo asi que el efecto
sobre la germinacién de las semillas y elongacion de la raiz y del talio de las
especies de prueba se debe la mezcla de los diferentes metabolitos que
constituyen esta fraccion. Para esta fraccion también se realizd el ensayo bioldgico
a las concentraciones mencionadas anteriormente sin que se presentara un efecto
menor al 50% de cada uno de los parametros medidos.

Fraccién 87 — 88

De esta fraccion se pudo identificar en la placa bioautografica la zona donde
se presentd una inhibicion significativa en el desarroilo de las semillas de 7rifolium
pratense (semilla de trébol) y Physalis ixocarpa (semillas de tomate) y se midid el
Rf de la fraccion inhibitoria.

Se obtuvo la mezcla de compuestos correspondientes a los que se les dio la
clave de subfraccion BS-11 y con ellos se realizé una ensayo dosis respuesta a 10,
50, 100, 200 y 250 ppm midiendo el efecto sobre la germinacion de semillas y la
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elongacion de la raiz y del tallo de las plantulas de L. sativay L. multifforum.
obteniendo los siguientes resultados.

Cuadro XI. Clso de 1a subfraccién BS-11 sobre la germinacion de semillas y
elongacion de raiz y tallo de las plantulas de L. sativay L. multiflorum.

Clso en ppm
L. sativa L. multifforum
Fraccidn Germinacion Elongac'lén Etongacion | | Germinacion EIongacjén Elongacién
de raiz de tallo de raiz de tallo
BS1 206.6 138.6 63.09 184.12 81.5 46.39

6.6.2 Efecto de las fracciones de B. conferta en placas
bioautograficas

Fraccién 31 —34

En este caso se observo una ligera inhibicién del desarrollo de las semillas
en una zona de la placa autobiografica, con los compuestos correspondientes al Rf
que presenté el efecto inhibitorio se realizd el ensayo a las concentraciones
mostradas para la subfraccion BS-11 sin que se observaran efectos significativos,
es decir, desarrollo de la germinaron de las semillas y la elongacion de la raiz y del
tallo de las plantulas fue mayor al 50%, con lo que se puedo inferir que el efecto
de la subfraccion se debid a la mezcla de compuestos.

Fraccion 21- 26

Esta fraccion no presentd un efecto considerable en las placas
bioautograficas sobre la germinacién de las semiillas y la elongacion de \a raiz y
tallo de las plantulas de las especies prueba, esto se pudo deber a que las Clso de
la fraccién fueron muy altas.
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Fraccion 88 — 89
En la parte inferior de esta placa bioautografica se observd claramente el

efecto inhibitorio en el desarrolio de las semillas, esta zona pertenecid a una

mezcia de aproximadamente tres metabolitos secundario dificiles separar; a los

que se les dio la clave de subfraccién BC-1 con la cual se realizé el andlisis de

efecto sobre la germinacion de semillas y elongacion de raiz y tallo de las plantulas -
a 10, 50, 100, 200 y 250 ppm obteniendo los siguientes resultados.

Cuadro XII. Clsg para la subfraccion BC-1 sobre la germinacién de semillas y
elongacion de raiz y tallo de las plantulas de L. sativay L. multiflorum

Clsp en ppm
L. sativa L. multifforum
j ., | Elongacion | Elongacion . | Elongacién | Elongacion
Fraccion | Germinacién . Germinacion R
de raiz de tallo de raiz de tallo
BC-1 49.5 28.23 19.93 27.1 12.42 9.23
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Porcentaje de germinacion de semillas y elongacion de raiz y tallo de Ias plantulas

Tabla 33.

de L. sativa con la subfraccion de BS-11.

Porcentaje de germinacion de las semillas y
elongacion de raiz y tallo de plantulas de
Concentracion _l.. s?'ﬁva con la sc.‘xl’:)fracc 6n BS-11_ )
(ppm) Germinacion Elongaqon de | Elongacion de
raiz tallo
% Error | % Error % Error
+/- +/- +/-
0 100 S 100 5 100 5
10 87 435 | 73 3.65 91 4.55
50 71 3.55| 54 3.05 75 4
100 63 3.15 | 41 2.7 59 3.25
200 53 2.65| 33 1.85 37 2.7
250 27 1.35 | 24 1.55 31 2.3

% de desarrollo

50

~u— germinacién —@— elongacion de raiz

Y
100

1.:70
Concentracién ppm
Grafica 33. Efecto de la subfraccién BS-11 de B. salicifola del extracto en CH,ClI,
en la germinacién de semillas'y elongacion de raiz y tallo de plantulas de L. sativa
--m— elongacion de tallo

T
200

T
250
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Resultados y Discusion

Porcentaje de germinacion de semilias y elongacion de raiz y tallo de las plantulas

Tabla 34.

de L. muitiflorum con la subfraccion de BS-11.

Porcentaje de germinacion de las semillas y
elongacién de raiz y tallo de las plantulas de
Concentracion L. multiflorum con la subfraccién BS-11
(ppm) Germinacién | Elongacion de | Elongacién de
pp ) raiz tallo
% Error % Error % Error
+/- +/- +/-
0 100 5 100 5 100 S
10 76 4.55 66 4.05 63 3.9
50 68 4.15 62 3.85 49 3.2
100 60 3.75 44 2.95 28 2.15
200 49 3.2 31 2.3 20 1.75
250 36 2.55 18 1.65 11 0.8
100
804
o
IR S N
§ \i\!\\t
8] o~ \I
@ \I
o e
R 20- T \—-—I\\\.
0
LJ v R L
] 50 100 150 200 250
Concentracién ppm

Grafica 34. Efecto de la subfraccion BS-11 de B. conferta del extracto en CH,Cl,
en la germinacion y elongacion de raiz y tallo de semiillas de L. muitiflorum
—~u— elongacion tallo

—®&— gerTinacion

- @— elongacion raiz
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Porcentaje de germinacion de semillas y elongacion de raiz y tallo de las plantulas

Tabla 35

de L. sativa con la subfraccion de BC-1.

Porcentaje de germinacidon de las semillas y
elongacion de raiz y tallo de semilias de L.
. sativa con la subfraccion BC-1
Concentracion Germinacién | Elongacion de | Elongacion de
(ppm) raiz tallo

% Error| % Error % Error

+/- +/- +/-

0 100 5 100 5 100 S

10 70 3.5 61 3.05 52 2.6

50 50 2.5 37 1.85 46 2.3

100 45 2.25 25 1.25 34 1.7
200 12 0.6 17 0.85 27 1.35

250 5 0.25 10 0.5 12 0.6

% de desarrolio

Grafica 35. Efecto de la subfraccion BC-1 de B. conferta del extracto en MeOH
en la germinacion y elongacion de raiz y tallo fas semillas de L. sativa
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Resultados y Discusion

Porcentaje de germinacién de semillas y elongacién de raiz y tallo de las plantulas
de L. multifiorum con la subfraccion de BC-1.

Tabla 36.

Porcentaje de germinacion de las semillas y
elongacion de raiz y tallo de las plantulas de L.
‘o multiflorum con la subfraccién BC-1
Conc(t:)r;:)cuon Germinacion Elongagién de | Elongacion de
raiz tallo
% Error | % Error % Error
+/- +/- +/-
4] 100 5 100 S 100 5
10 57 2.85 52 2.6 47 2.35
S0 42 2.1 31 1.55 39 1.95
100 31 1.55 19 0.95 27 1.35
200 15 0.75 11 0.55 20 1
250 7 0.35 3 0.15 5 0.25

1ooJ'

% de desarrolio

u
50

Grafica 36. Efecto de la subfraccion BC-1 de B. conferta del extracto en MeOH
en la germinacion y elongacion de raiz y tallo de semillas de L. multiflorum
ralz -—w-—--elongacion tallo
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Conclusiones

VII. CONCLUSIONES

1. Comparando los resultados obtenidos de las pruebas bioldgicas con ambas
especies se determiné que el extracto en diclorometano de 8. salicifolia
presenté mayor actividad inhibitoria en las especies de prueba que el
extracto en metanol de 8. conferta.

2. Comparando los resultados obtenidos se determiné que a pesar que
el extracto en diclorometano de 8. salicifolia presenté mayor efecto sobre la
germinacion de las semillas y la elongacién de raiz y tallo de las plantulas de
las especies L. sativa'y L. multiffiorum que el extracto de B. conferta en
metanol, éste extracto no tienen las caracteristicas necesarias para ser
empleado como herbicida ya que sus Clse son muy elevadas.

3. Realizando una comparacion de los resultados obtenidos de las Clso de las
subfracciones BS-11 de B. salicifolia en diclorometano y BC-1 de B. conferta
en metanol, BC-1 presentd mayor efecto inhibitorio en la germinaciéon de
las semillas y la elongacion de la raiz y del tallo de las plantulas de las
especies prueba y es mejor candidato para que se realice la busqueda de

_los aleloguimicos responsables de dicha actividad.
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Perspectivas

VIII. — PERSPECTIVAS

1. Realizar estudios con actividad herbicida frente a nuevos modelos de
semillas dicotiledéneas y monocotiledéneas.

2. Realizar otras pruebas de actividad herbicida, como inhibicion en el
desarrollo de Ia elongacion radicular en plantulas de semillas previamente
germinadas.

3. Completar el aislamiento de los metabolitos secundarios de la subfraccion
BC-1 de B. conferta en metanol involucrados en las actividades inhibitorias
observadas, para su identificacién y posterior evaluacién de la actividad
herbicida en otros modelos.
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