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L-Introducciéon

Interacciones biéticas

El hecho . de vivir en una comunidad’trae como: consecuencia que los ' -

orgar}ismbs‘ establezcan relaciones mutuas entre ellos, ‘que se traducen en todo tipo

: dé‘éf;eé‘tds" directos e indirectos de unos:sobr

Q'tr‘aisbs;br:\ 'dééqubfablés, y otras no tienen mnguﬁ efecto tOdrum 1986) (Tabla 1).




Tabla 1. Clasificaci6n general del abanico de relaciones cjhe se establecen

 entre los organismos (tomado de Odum, 1986). °

: ' Naturaleza de la

Tipos de.
interacciones : . Interaccién
No se afectan entre sf

“*’Neutralismo

- Competencia (lucha
_directa en el uso de

recursos)

Amensalismo

Parasitismo

- Depredacién (inclufda
~.1a herbivorfa) )

Comensalismo

. Protocooperacion

Mutualismo o
-Simbiosis

Inhibicién directa o

-indirecta de cada
" especie por la otra.

Especie 1 inhibida.
Especie 2 no afectada

Especie 1 (pardsito)
beneficiada por la
especie 2

Especie 1
(depredador)
beneficiada por la
especie 2

Especie 1 (comensal)
se beneficia, Especie 2
(hospedero) no se
afecta.

Interaccién favorable .
para ambas especies,
no obligatoria

Interaccién favorable
para ambas especies y
obligatoria

Los simbolos indicados en esta tabla como +, - y 0 se refieren al efecto
(benéfico, negativo o neutro respectivamente) que reciben las especies como

consecuencia de la relacién con otra especie. Asf, se tiene que la competencia es la
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Iucha entre : dos ‘esrpécies Apor un recurso limitado; esta interaccién afécta
i ) negahvamente Ias tasas de crecmuento poblacional de ambas especies (Krebs,
‘1985) Un e]emplo de esta, se reﬁere al alce y la liebre americana que se alimentan

3 vde los mismos arbustos cuando el ahmento es escaso en invierno (Barbour, 1987).

En el comensalismo una poblacxén es beneficiada y la otra resulta no

: afectada (Stxlmg, 1996). Un ejempl y de ‘omensahsmo es el crecimiento de algunas

g plantas eptﬁtas tales como las orqufdeas, bromellas, musgos, helechos y cactus,

sobre otras plantas arbéreas En la mayor, parte‘deblos casos las epiﬁtas no obtienen

' nutrlentes del hospedero, 'fgga;‘ﬁﬂw de anclaje y el

~agua la obbenen de la humedad: dé

relacién ‘recfproca positiva entre dos organismos de

resulta en un incremento de la aptitud de ambos. El

mutualismo puédé sersimbiético, de tal manera que los organismos vi’ven
v.’aépcxados fntima by obligadamente (Mackenzie ¢t al, 1998). Un ejemplo de simbiosis
r’: ‘ié‘éc;jﬁsﬁm)'en los liquenes (algas + hongos) o las micorrizas (plantas + hongos).

La protocooperacién es una interaccién en que ambas especies resultan
beneficiadas, sin embargo ésta relacion no es obligada. Un tipo de

protocooperacion es la mostrada en las uniones fisicas de raices de plantas de la
3



, lyai:unHiOn del abedul Betula alleghaniensis

le los MP, tales como
ue tienen un papel

ismos, sin embargo se han

5 f fundamental en el 'metabohsmo ~def'todA

' .’,fdescnto muchas 1mportan’tes funcxone ec l6g1cas de ]os MS en las plantas, tales

',como repelentes contra depredadores,vcomo proteccxén contra infeccién por

‘mlcroorgamsmos, o bxen como atrayentes de polinizadores y animales (Harborne,

999).’
Determinados MS solo se encuentran en ciertas especies o grupos de

especies, que por lo general, estan relacionadas taxon6émicamente, mientras que los
4



os grupos (Gershenzon, 1998). Sin embargo,

etabolitos -Porjej’ehiplo, el 4cido erticico es un 4cido graso

1f con una distribucién re»s'h'iArvlgida"en' la naturaleza

m metabolica primaria.

" De esta’ manera, ones pudo dar origen a un

grupo de protefnas “cabo transformaciones quimicas

" sucesivas 's‘obre‘el ustr Estas transformaciones pudieron haber
continuado a través de numerosos pasos antes de la formacién de un producto que

proporcionara una ventaja selectiva al organismo en cuestién (Vining, 1991).

Clasificacién de los metabolitos secundarios segiin su origen biosintético.

Desde éste punto de vista, los metabolitos pueden ser divididos en tres
5



i prmmpa]es clases bxogenéhcas. terpenos, fenoles y alcaloides, y otros compuestos

mtrogenados relacionados.

Los Terpenos

Los terpenos o terpeno:des conshtuyen la clase mas numerosa y

- mevalénico ofr ‘la’” del “gliceraldehido-3-fosfato/ piruvato. En la primera

ruta, 3 niolécﬁlas ‘de “acetil Co A se unen, paso a paso, hasta formar el 4cido

mevalénico. El cual es fosforilado, descarboxilado y deshidratado hasta producir
isopentilpirofosfato (IPP). En la segunda via, la del piruvato-gliceraldehfdo-3-
fosfato, llamada asf por la unién de ambas moléculas a través de una transetolasa.

El siguiente producto es la desoxilulosa fosfato a partir de la cual se forma el IPP.
6



fobiastos. Este IPP se isomeriza para formar el

complejidad estructural y su origen biosintético, aunque no hay un sistema ideal

‘,'dé"c‘ldsiﬁéaicién. Los fenoles contribuyen significativamente al color, olor y sabor de

. ‘mu'i:has comidas y bebidas. Algunos flavonoides tienen importancia farmacolégica
o 7



anti-hepatotoxicas. Ciertos isoflavonoides

mamiferos : mientras t:ros son insecticidas o

Hgvan'a cabo el proceso dg po]xnizadén

’carbénd,' como la coniina y las coccinelinas (Roberts y Wink, 1998).

ado antocxamna es el responsable

P tas, como las rosas,. los cuales son .




Los alcaloides son de gran interés ﬁara los humanos, debido principalmente
a sus propiedades medicinales, ya que muchos de ellos se utilizan como drogas,
por ejemplo, la atropina, codefna, morfina y vincristina. Actualmente, se conocen
mas de 10,000 compuestos representativos de este grupo (Harborne y Baxter, 1993).

La importancia de los alcaloides en el metabolismo de las plantas ha sido
muy debatida, pero existe evidencia de que éstas pueden utilizarlos tanto como
proteccién contra los herbivoros, como fuente de almacenamiento de nitrégeno,
entre otros (Harborne y Baxter, 1993).

Algunos alcaloides pueden afectar el sistema nervioso de mamiferos y en
los humanos provocar una serie de perturbaciones metabotlicas cuyos sintomas
van desde la nausea, alteraciones visuales, debilidad progresiva y hasta paro

» respiratorio. Los alcaloides de la quinolizidina (derivados del acido antranilico)
: son venenos débi]és y su sabor amargo los hace no palatables para muchos
herbfvoros; podemos encontrarlos por ejemplo, en el género Lupinus (Sotelo,

1997).

Clasificacion ecolégica de los metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios se pueden clasificar desde un punto de vista
ecol6gico en:

L-Infoquimicos: Todos aquellos compuestos que intervienen en una relacién
entre dos organismos, acarreando informacién y deépertando en el receptor una
respuesta fisiol6gica o conductual para uno o ambos interactuantes.

Los infoquimicos se dividen a su vez en:



Feromonas.- Infoquimicos que median la interaccibn entre dos
organismos de la misma especie, donde el beneficio puede ser para el
productor, el receptor o ambos.

Aleloquimicos.- Infoquimicos que median la interaccién entre dos

organismos de diferente especie.

Los aleloqufmicos se dividen a su vez en:

Alomonas.- Aleloqufmicos adecuados para la biologfa de un organismo
(1) que despiertan en otro (2) una respuesta fisiolégica o conductual
favorable para el primer organismo.

Kavlirom'o,nés:.-k '~Alél§;‘;ukniéos adecuados para la biologfa de un

qrgaﬁjsfm ‘(1) que_despiertan en otro organismo (2) una respuesta

’ ﬁsiolégma o'condu tual favorable para el segundo organismo.

»_é'lo:qliilﬁxfivcos adecuados para la biologfa de un organismo
(1) Que'despierfan en otro organismo (2) una respuesta fisiol6gica o

conductual favorable para ambos organismos (Anaya, 2003).

Toda esta variedad de compuestos es de enorme importancia para el
establecimiento, mantenimiento y cambio en las multiples relaciones quimicas
entre los organismos. Por ejemplo, una de las relaciones bi6ticas mas importantes,
mediadas por metabolitos secundarios, se refiere a las relaciones planta-insecto.
Harborne (1993) menciona c6mo ciertos metabolitos secundarios tales como el
citral, linalol, isoquercetina, morina y sitosterol, entre otros, producidos por las
hojas del arbol de la mora, acttan como atrayentes para las larvas del gusano de

seda que se alimentan de ellas. Por otro lado, menciona que un aumento
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(dependiente ’élréz_lvaresm{ciién del afio) en la concentracién de taninos, disminuye
dramaﬁca#ieni;e la bbbiécién de insectos que se alimentan de las hojas del roble. Se
ha sugerido’c.[u"e li; toxicidad de los taninos se debe a los dafos intestinales
producido_s ben‘ los insectos a éste tipo de compuestos.
: Phllhps y Croteau (1999) explican la aparente carrera ‘armamentista’ de
. ';:adabéqcién mutua entre confferas y escarabajos. Las confferas segregan
7’ ,:c>’lé'<vn';résinas, las cuales contienen turpentina (monoterpenos y sesquiterpenos) y
rosina (diterpenos). La primera contiene toxinas microbianas tales como el
limoneno y el 3—careno (monoterpenos), asf como otros agentes repelentes de
insectos. A su vez, la turpentma actua como solvente para la rosina, la cual por su
mayor den51dad funcwna como barrera fisica para los insectos. Varias especies de
’escaraba)os son capaces de transformar los componentes de la turpentina, como el
: -(+)-(Pmeno) y a-(-)-(Pineno) en compuestos oxigenados. Uno de ellos, el (+)-cis-
verbenol actia como feromona de agregacién. Sin embargo, su esteroisomero,
también transformado por el insecto, funciona como un antiagregante para los
insectos. Este resultado se podria interpretar como presiones de seleccién en
sentido opuesto entre las especies interactuantes. En este contexto, si surgiera una
mutacién en la planta que evite el ataque, va a ser favorecida. Por el contrario,
cualquier mutacién en el insecto que elimine los efectos negativos de la sustancia,
también va a ser favorecida.
Otro ejemplo de relacién planta-insecto se refiere al papel que desempenan
los colores de las flores. Los colores se deben a la presencia de pigmentos

(flavonoides y carotenoides entre los mas importantes) que actGan como gufas
11



paralosinsectospohmzadores, atrayéndolos al centro de la flor donde se localiza
el néctar ‘Vyblo‘s érganossexuales (Harborne 1993).

Otro eje‘mplp de x"élaciones bisticas mediadas por metabolitos secundarios

- ’es el de los 'ihsectos parasitoides, todos ellos pertenecientes al Orden
‘Hymenoptera. En este caso, los insectos que parasitan a sus hospederos
bhervaoros, utilizan los metabolitos secundarios volatiles que produce la planta al

; sér atacada por estos Gltimos, De esta manera, al ubicar la fuente de alimento de
s’us hospederos  herbfvoros (la planta), los parasitoides aseguran su propia

supervivéncia (Turlin'gsy'y",‘B' ru'ey, 2001);,F$te es un ejemplo de interacciones

N'péquitoide, donde los metabolitos

secundariqé’juke"gér_tﬁﬁpy papel‘hndamenté!. '

S ,A_]élpinavtia ‘ Vv 7

En 1937, Molisch (citado en Rice, 1984) acuné el término alelopatia para

" referirse a las interacciones bioqufmicas entre todo tipo de plantas, incluyendo

tnicroorganismos. Esta definicion fue ampliada y complementada en el Primer
Congreso Mundial de Alelopatfa: la alelopatfa se refiere a cualquier proceso que
involucre metabolitos secundarios producidos por plantas y microorganismos, y

que influya sobre los sistemas biolégicos (Anaya, 1999).

Breve historia de la alelopatia
A través del tiempo el hombre ha observado muchos casos de alelopatfa; no

obstante, los experimentos cientificos controlados sobre este fenémeno fueron
12



984) Se“ﬁalé“que la‘planta del garbanzo

Iguna maner'a"elf;;‘uél‘_c‘) donde estaba sembrada,

yféue" podfa causarle dolores de

cualquier planta‘en su vecindad; observé, ‘asimismo,

p}%ntas éulﬁya@gs y que la rotacién del cultivo podrfa solucionar el problema.

o LeeyMonsn (1963) (citado en Rice 1984) encontraron en un documento
e 13



i japonés de hace aproximadamente 300 afios, que ef agua de lluvia que escurre de la
parte aérea del pino (Pinus densiflora) es dafiina para los cultivos que crecen debajo
de éste,

Stickney y Hay (1881) (citado en Rice 1984) observaron que la vegetacién
bajo el nogal negro (Juglans nigra) era muy escasa en comparacién con aquella bajo
la mayoria de otros arboles de sombra. Vieron también que los cultivos crecfan
mal, bajo o cerca del nogal negro. Hay (citado en Rice 1984) descubri6 que esto se
debfa a los exudados de las hojas, que contienen juglona, el principal compuesto

inhibidor que el nogal produce.

Formas de liberacién y modos de accién de los aleloquimicos
Los compuestos aleloquimicos pueden ser liberados a través de las siguientes
vias:

* Lixiviacion de las partes aéreas de la planta por la lluvia.

e Volatilizaci6n a través de las partes aéreas.

e Exudacion de las rafces.

e Descomposicién de la materia orgénica.

Los modos de accion de los aleloquimicos pueden ser divididos a groso
modo, en directos e indirectos. Son directos cuando influyen sobre los procesos del
metabolismo de los organismos o de manera mas general en algan aspecto de su
crecimiento (Einhellig, 1995). Los modos de accién de los aleloqufmicos son
indirectos cuando los compuestos liberados alteran las propiedades del suelo o0 a

los microorganismos de éste, por ejemplo a los fijadores de nitrégeno. Los
14



aleloquimicos pueden ser transformados por los microorganismos del suelo,
dando origen a compuestos mas o menos toéxicos, lo que puede alterar las
relaciones con otros organismos (Rizvi y Rizvi, 1992).

Aunque ha habido muchas evidencias documentadas sobre la inhibici6én del
crecimiento causada por los aleloquimicos, la respuesta fisiolégica y los
mecanismos moleculares desencadenados por estos compuestos no han sido lo
suficientemente investigados. Son varios los procesos fisiol6gicos que pueden ser
afectados por los aleloqufmicos de la planta receptora. A continuacién se
mencionan algunos de los més importantes.

Crecimiento y divisién celular.- Cruz-Ortega y colaboradores (1988) observaron
que el extracto etanélico del polen de mafz actiia como un inhibidor de la mitosis
en células meristematicas de rafces de sandfa.

Interacci6n con hormonas.- Se ha réﬁéi'ia‘dO que una variedad de aleloqufmicos
altera los niveles del 4cido indolacético (IAA) mediante la inhibicién de la enzima
écido-indolacéﬁco—oxidasa,‘la cual actia directamente sobre el precursor del IAA
(Devi y Prasad, 1992).

Dindmica enzimética.- Muchos de los aleloqufmicos pueden modificar la sintesis
y/o actividad de varias enzimas tanto in vitro como in vivo, por ejemplo, la
actividad de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa es inhibida por el 4cido ferulico y
otros compuestos fenélicos (Hoover, et. al., 1977).

Respiracién.- Van Sumere y colaboradores (1971) demostraron que la juglona
(1ImM) inhibe la respiracién en células de levadura, desacoplando la fosforilacion

oxidativa e impidiendo el flujo de electrones hacia el oxigeno.
15



Fotosintesis. Blum y Rebbeck (1989) observaron una considerable reducci6n en la
tasa fotosintética y contenido clorofflico en plantulas de mafz tratadas con 4cido
feralico. En cloroplastos aislados se observé que éste acido inhibi6 el transporte de
electrones.

Permeabilidad de la membrana.-Los compuestos fenélicos, como el flavonol y los
flavonoides, pueden alterar las propiedades de la membrana causando una
despolarizacién e interfiriendo con la actividad de las ATPasas, lo que produce un
desacoplamiento en la fosforilacién oxidativa, la cual provee la energfa necesaria

para las funciones celulares (Moreland y Novitzki, 1987).

Importancia del estudio de la Alelopatia

Los aleloquimicos responsables de la inhibicibn o estimulacién del
crecimiento y desarrollo de otras plantas y organismos, pueden ser aislados,
identificados y usados como plaguicidas de origen natural o como controladores
del crecimiento de plantas y microorganismos (Rizvi y Rizvi, 1992), o bien servir
como estructuras modelo para la creacién de nuevos plaguicidas qufmicos o de
dfogas (Duke, 1991). En la actualidad, es bien conocido el hecho de que muchos
compuestos derivados de las plantas, se han utilizado desde tiempos inmemoriales
en la medicina tradicional. Estos compuestos bioactivos que le han permitido al
hombre aliviar muchas de las enfermedades que lo aquejan, son metabolitos
secundarios que reciben el nombre de productos naturales. Ejemplos de éstos son:
los glucésidos cardioténicos de Digitalis usados para tratar problemas cardiacos, la

reserpina usada para aliviar la hipertension, el aloe para tratar afecciones de la piel
16



y las gastritis, y la morfina que ha permitido atenuar dolores muy fuertes, entre

muchos otros productos (Lewis, 1983).

La Familia Euphorbiaceae
Esta es una familia numerosa de plantas que posee mdas de 283 géneros y
7300 especies. Arboles, arbustos o hierbas, algunas veces suculentas y parecidas a
cactus; quimicamente diversas, con alcaloides, di o triterpenos, taninos y
glucésidos cianogénicos (Judd, 2001). Aunque es de distribucién cosmopolita,
excepto para las regiones polares, la mayorfa de las Euphorbiaceae se encuentra en
- las regiones cdlidas del planeta. Estas plantas se distinguen por que producen una

: ‘sbavia lechosa venenosa o al menos altamente irritante (Lawrence, 1969). La familia

incluye plantas de gran importancia econ6mica Heven brasiliensis es la mayor fuente

de‘jcélurc'hd natural; Aleurites molucana y A. fordii son fuentes de aceites, pinturas y
barmces Muchas especies son venenosas y especies de Euphlorbia, Antidesma,
Crotony Elaeophorbia son usadas como venenos para peces. Por otro lado algunas
g é»ohbﬁyenen partes comestibles tal como las hojas de Cnidoscolus chayamansa y los
: "fri.ltos de Antidesma bunius. Finalmente Jatropn, Codiaeum, Acalypha y otros géneros

se usan como plantas ornamentales (Judd, 2001).

El género Sebastiania.
Todas las especies de éste género de las Euphorbiaceae, son similares en
apariencia general. El latex de este género es altamente t6xico y venenoso; al

contacto con la piel causa irritacién y erupcién (Standley y Steyermark, 1949).
17



Sebastiania adenophora Pax & K. Hoffm.

Es un arbol que crece en las selvas himedas o en las medianas y bajas
subcaducifolias, al nivel del mar, distribuyéndose en la costa del Golfo de México,
por la penfnsula de Yucatdn hasta Guatemala. Se le conoce por los nombres mayas

de ‘sacchechém”, “canchunup” o “chechém blanco” (Standley y Steyermark, 1949).

Antecedentes del estudio. Proyecto “Bisqueda de Biocidas en Plantas de la
Reserva Ecolégica El Edén, Quintana Roo”

En la actualidad se han llevado a cabo numerosos estudios de
bioprospeccién que tienen como objetivo investigar la presencia de metabolitos

‘ secundarioé bioacﬁvos en los tejidos de diversas plantas, con el fin de descubrir

"':compuestos con un pobencial de aplicacién para resolver problemas de plagas y

E namral, a la vez que‘ nos ayudan a resolver problemas practicos, causen un menor

‘- impacto sobre el ambiente. Los estudios de bioprospeccion se pueden llevar a cabo

" 'de una manera mas o menos sencilla, probando el efecto de extractos de diferentes

plantas, asf como compuestos aislados de éstos, sobre diferentes organismos de
prueba y mediante diversos bioensayos. Podemos probar el efecto de extractos y
compuestos sobre procesos como germinacién, crecimiento, desarrollo,
reproduccién y sobrevivencia, e investigar posteriormente, los modos de accién

tanto de extractos como de compuestos, sobre otros procesos fisiologicos:
18



respiracién, division celular, actividad enzimatica, sintesis de protefnas, expresién
genética y estructura de tejidos y células, entre otros. Estos estudios han permitido
la identificacién de nﬁiy diversos compuestos bioactivos en plantas, y también en
microorganismos. En un proyecto llevado a cabo en la Reserva Ecol6gica El Edén,
Quintana R.oo (Anaya y del Amo, 1999) se evalué el contenido de metabolitos
“bioactivos en diferentes especies de plantas de la selva mediana subperennifolia y
de comum'dades de vegetacion secundaria de esta reserva. Una de las especies
evaluadas preliminarmente fue Sebastiania adenophora, la cual fue seleccionada
debido al bajo grado de herbivorfa que presentaban sus hojas, y al uso
‘etnobotdnico que se le da en la regién a su litex, como purgante en bajisimas
cantidades. qu,msultadko,sfde lés diversos bioensayos realizados con los extractos

] acuéSos'y orgamcos dié«gs}afj:lanta confirmaron la presencia de metabolitos

bloactwos enlaparte ; f,éz}i?dl‘eri_esta especie. En particular, se evalu6 la actividad
alelopatica de extractos 6rgéniéos sobre el crecimiento radial de algunos hongos
fitopatégenos y sobre la sobrevivencia de Artemia salina. Los extractos no
mostraron actividad contra los hongos fitopat6genos, sin embargo fueron muy
acﬁvés sobre las artemias; de hecho, Sebastiania adenophora fue la planta con mayor
actividad sobre este crustdceo, de todas las que se probaron en este tipo de
bioensayos. La CLso (concentraci6n letal media) del extracto clorof6rmico-

metandlico de S. adenophora fue de 6.45 pg/ml, lo que demuestra una alta

toxicidad.
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I1.-Objetivos

Objetivo General

Con base en los antecedentes mencionados, el objetivo del presente trabajo
fue el siguiente:

Confirmar la bioactividad aleloqufmica, a través de una fraccionamiento
fitoquimico biodirigido, de los lixiviados acuosos y extractos organicos de la parte
aérea de Sebastiania adenophora, por medio de bioensayos particulares sobre:
- plantas, Echinochloa crusgalli, Amaranthus kypochondriacus y Lycopersicon esculentum,

: ﬁﬁdiendo su crecimiento radicular; sobre hongos fitopatégenos, Fusarium
: ‘sporotrichioides y Alternaria spp., midiendo su crecimiento radial; y sobre Arfemia

salina, evaluando su sobrevivencia.

Opbjetivo particular

Aplicacién de técnicas cromatograficas diversas y diferentes bioensayos
durante el fraccionamiento biodirigido con solventes de polaridad creciente, e
identificacion de los aleloqufmicos biocactivos por medio de técnicas

espectroscépicas.
IT1.-Materiales y métodos

Colecta del material vegetal en 1a Reserva El Edén

Establecida en 1990, El Edén es la primera drea protegida privada que esta
20



km al:',:{oro'este).’El Edén forma parte de la regién de Yalahau (que en maya
sxgni.fxc(é'k “donde nace el agua”). En este lugar, se realiz6 una colecta de la parte

: aérea de S. adenophora, en 1997.

Preparacién del material colectado.
Un ejemplar de herbario fue preparado para su envfo a la Universidad de
California, Riverside para la identificacién taxonémica de la planta Las hojas y los

tallos jévenes se secaron después de la colecta, en una secadora 'a 350 C. Una vez

seco el material, se moli6 usando un molino y se coloc6’en un matraz Erlenmeyer
de 6 litros de capacidad para iniciar su extraccién con solventes orginicos de

" diversa polaridad. Se utilizaron 4 kg de la parte aérea de la planta.

Preparacién del lixiviado acuoso de las hojas de Sebastiania adenophora

Un gramo de hojas secas se dej6 remojar en 100 ml de agua destilada
durante tres horas (para obtener una solucion 1% p/v). Posteriormente el liquido
fue filtrado con papel Whatman No. 4 y luego con membrana millipore (0.45 mm)
para eliminar esporas de hongos y la contaminacion de los ensayos. También se
midié la presién osmotica de este lixiviado acuoso con el objeto de evitar el efecto
de una solucién excesivamente concentrada sobre la germinacion y crecimiento de

las semillas de prueba.
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Preparacion de los extractos orgénicos

Los 4 kg de la parte aérea de la planta seca se maceraron tres veces, durante
48 h cada vez, con mezclas de cloroformo-metanol (1:1) en un matraz Erlenmeyer.
El extracto final se concenir6 por medio de un rotavapor Biichi modelo 461,
obteniéndose 130.6 g de extracto total. Con éste material, se realiz6 una particién

hexano-metanol. Posteriormente evalué la actividad biolégica del extracto total

y de las dos fases de la pal"t:cién,’(hexAmca y metanélica) en cajas de petri,
utilizando semﬂlas de amaranto como orgamsmo de prueba, La actividad de estos
tres tratamientos tambxén se evalu6 sobre Arfemia salina mediante bioensayos en
viales de vidrio. Posteriormente, se realizaron cromatograffas en columna con las

~ fases hexanica y metandlica de la particién.

“ Cromatografia en columna con la fase hexinica.

Se aplicaron 11 g de muestra en 160 g de silica gel y se inici6 la extraccién
con hexano (100 %); continudndose con hexano:cloroformo (9:1, 7:3, 1:1 y 2:8),
cloroformo (100 %) y cloroformo-metanol (1:1) . De ésta columna se colectaron un
total de 110 fracciones, las cuales se agruparon, segtin su Rf, en 12 fracciones

finales (I-X0).

Cromatografia en columna con la fase metanélica.
Se aplicaron 30 g de muestra en 200 g de sflica gel y se inici6 la extraccién

con cloroformo (100 %), continuandose con cloroformo-metanot (95:5 y 90:10), y
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metanol (100 %). De esta columna se colectaron 70 fracciones que se agruparon

segan su Rf, reduciéndose a 8 (A—H).b

Bioensayos
a) Con semillas

La actividad ﬁtotéxlcade los extractos orgénicos asf como del lixiviado
acuoso, se determiné me;ii'atnih;bib‘ensayos sobre las siguientes semillas de prueba:

Amaranthus hypochondri cusL, échinochloa crusgalli (L.) P. Beauv. y Lycopersicon

rsculmhun_L.,’eﬂﬁ tn de 5;5 cm, con papel filtro como sustrato.

nfé; 'yvdespués de una total evaporacion del

se humede;f}b ,Vcon 1.5 ml de agua destilada. En estos

A'vpapf'eLs'Glof'co‘xi” el},:coﬁ:esrpondiente disolvente, el cual se evaporé y luego se
huh\edecié con agua destilada estéril; y para fines de comparacién, un control que
contenfa sélo agua destilada. El experimento se realiz6 bajo un disefio

completamente al azar con 4 repeticiones por tratamiento. En cada caja se

sembraron 10 semillas. Las cajas se mantuvieron en una incubadora a 27° C en la
oscuridad durante 36, 48 y 72 hrs para Amaranthus, Ecltinochloa y Lycopersicon
respectivamente. Se midi6 la longitud radicular y los resultados se evaluaron por
medio de un ANOVA (Hampton, 1994). Los porcentajes de

inhibicién/estimulacién en cada tratamiento se calcularon con base en los datos
23



e que Ios resultados de ambos controles fueron

osteriormente, .cuan ‘ 7 'se usa una placa

preparaﬁvé'de "I'L“C:(O 2 ! ‘60F—254 Merck), don mayor cantidad

de producto (200 mg de extracto sobre cada p]aca) ‘con el ﬁn de obtener una
canhdad suficiente de la o las bandas activas y poderlas analizar mediante técnicas

espectroscépicas.

. b) Con hongos
Se utilizaron dos hongos ﬁtopatégenos como organismos de prueba. La cepa

utilizada de Alfernaria sp. se aisl6 de una hoja de un rosal infectado y la de
24



eva]uaron por medio de ANOVA

- ¢) Con artemjas

Se utilizaron huevos de Ar!emm snlma de San Francnsco Bay Brand Inc, El

efecto de los extractos orgamcos se probo sobre el fndlce de sobrevxvencxa de larvas

~.de A. salina en v1ales de vxdrlo de 10 ml I’nmeramente se hicieron eclosionar los

huevos de A. sahnn de la 51guxente manera. Se agregaron 1.75 g de huevos de A.
: snlnm en.un vaso de prec:pltados con 100 ml de agua destilada, el cual se dej6 en

: Tbax’lo marfa a 30°C con luz artificial y aereacién por 24 horas. Previamente se

L preparo una‘solucién original de las muestras (extracto total) disolviendo 20 mg en

v,2 ml del dlsolvente adecuado (CHCIl3). De esta solucién se transfirieron 5, 50 y 500

i ‘ul a f'rascos viales de manera independiente y por triplicado. Se dejé evaporar el

- disolvente a sequedad y posteriormente 10 larvas recién eclosionadas fueron
25



IV.-Resultados

Bioensayos con hongos
Los resultados de los ensayos con hongos no se presentan debxdo a que

ninguno de estos tuvo achwdad 1nh1bxtorla o eshmulante estad!shcamente

significativa.

“Bioensayos con artemias .

L diluyé' o se perle totalmente cuando las fases se fraccxonaron en las columnas

< cromatogréficas (datos no mostrados).

Bioensayos con semillas
26



En la Figura 1 se puede observar la comparacién del crecimiento (en
porcentaje) de la rafz de las tres especies de semillas de prueba tratadas con el
lixiviado de S. adenophora y su crecimiento con el control de H20. Como se puede
apreciar, el crecimiento de las tres especies tratadas con el lixiviado es bastante
homogéneo, creciendo un 80% menos que las que crecieron con el control de H20.
Estadfsticamente ésta inhibicion del crecimiento fue significativa (p < 0.05)
demostrando que el agua extrae compuestos altamente fitot6xicos. Por otro lado,

la Figura 2 muestra éste efecto en E. crusgalli.

OH20 OE. crus ML.esc OA. hyp

% de crecimiento de las raices

Figura 1. Efecto del lixiviado acuoso de S. adenophora sobre el crecimiento de la
raiz de las tres especies de prueba. El anilisis de ANOVA indic6 una diferencia

significativa en el crecimiento del lixiviado comparado con el del agua. *p < 0.05
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Figura 2. Comparaci6n del crecimiento de la raiz de E. crusgalli entre el control de

aguay el lixiviado acuoso.

En la Tabla 2 se observan los efectos de las fracciones primarias obtenidas de
la cromatografia en columna realizada a la fase hexanica del extracto cloroformo-
metandlico, sobre el crecimiento de la raiz de las tres especies de plantas de

prueba.

TESIS CON
FALLA LE ORIGEN
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+ Tabla 2. Efecto de las doce fracciones cromatograficas de la fase hexanica sobre el
crecimiento radical de Lycopersicon esculentum, Echinochloa crusgalli y Amaranthus
hypochondriacus.

% de crecimiento radicular

Tratamiento L. esculentum A. hypochondriacus E.crusgalli
Fracl 91 63* 94
Frac I 100 85 83
Frac III 119 78 85
FracIV 121 86 96
FracV 115 90 78
Frac V1 89 90 83
Frac VI 110 91 84
Frac VLI 96 9 73
Frac IX 70*
Frac X - 55*
Frac XI 38*
Frac XII 54*

*p<0.05
Esta tabla )

de . prueba.’ Los asteriscos:indic esos - resultados tuvieron un efecto

estadisti,cament'elslgmﬁcat;yok (p-s_0.05). Por un lado se distingue que estas
" fracciones no tuvieron ef‘e‘ctowsigrﬁﬁcativo sobre el crecimiento de L. esculentum
aunque las fracciones T, IV, V y VII Henen una tendencia estimulante sobre sus

rafces. Por otro lado, la fraccién I inhibe significativamente el crecimiento de A.

* hypochondriacus. Finalmente, se observa que el crecimiento de E. crusgalli es

‘ inhibido por las fracciones IX a la XII, particularmente porla XL

La Tabla 3 muestra el efecto de las fracciones de la cromatograffa en

columna realizada a la fase metanélica del extracto cloroformo-metanélico.
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‘ Tabla 3. Efecto de las ocho fracciones cromatograficas de la fase metanélica sobre el
crecfmiento de la rafz de Lycopersicon esculentum, Echinochloa crusgalli y Amaranthus

hypochondriacus.

% de crecimiento radicular

Tratamiento L. esculentum A. hypochondriacus E.crusgalli
Frac A 97.4 93 98.6
Frac B 40* 72* 89
Frac C 49* 51* 86
FracD 62* 89 48*
Frac E 55* 106 49+
FracF 80 92 92
Frac G 94 108 93
Frac H 93 97 105
*P<0.05

En esta tabla se puede aprecxar que el efecto fitotoxico de las fracciones fue

I-también 'sgl_éctif{ro ltados signiﬁcabvos estadtstlcamente (p < 0.05) estin

V, marcadbs con un asteri Las fraccxones B C, D Y E m}ubleron significativamente
culentum 31endo la fraccion B la que presento el

'mayor efecto ﬁtotéxxco con un 60% de mhxbncnén El de A. hypochondriacus se ve

fectz las fraccxones B y C mientras que el de E. crusgalli, es inhibido por las
v "fraccmnes D y E

k Los resu]tados con semillas nos mostraban que las dos fases, la hexanica y la
metanoélica, contenfan metabolitos fitot6xicos en algunas de sus fracciones. En el
... caso de las de la fase hexanica, tenfamos actividad sobre jitomate en las fracciones
IX a XII, sin embargo la cantidad de estas fracciones era muy pequefia y por ello se

pens6 en continuar el fraccionamiento biodirigido con las fracciones de la fase
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metanélica. La fraccion B era la mas abundante y tenfa una actividad inhibitoria
significativa sobre jitomate y sobre A. hypochondriacus, y con ella se continu6 el
fraccionamiento.

En primer lugar se realiz6 una bio-autograffa con esta fraccién, usando a A.
hypochondriacus como especie de prueba. En la Figura 3 se pudo observar una zona
bien definida de actividad inhibitoria, que correspondfa a 5 bandas

cromatograficas detectadas con UV en una placa paralela.

TESIS CON
ALLA EE ORIGEN |

Zona de crecimiento Zona de inhibicién

Figura 3. Bio-autograffa que muestra el efecto inhibitorio de la fraccién B de
S. adenophora sobre A. hypochondriacus.

Se realiz6 una nueva placa cromatogrifica (TLC) con la fraccién B y se
rasparon las 5 bandas bioactivas para evaluarlas por separado en cajas de petri,

pero ahora sobre jitomate, que fue la especie mas sensible a este tratamiento en los
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bioensayos preliminares. S6lo la denominada banda B-1 presenté actividad
inhibitoria (55%) sobre el crecimiento de la rafz de L. esculentum. En la Figura 4 se

muestra el efecto de B-1 y B-2 sobre el crecimiento de la raiz de L. esculentum.

ODis O H20 0oB-1 aB-2

% de crecimiento de las raices

Figura 4. Efecto de la fraccion B-1 sobre el crecimiento de la raiz de L. esculentum

(*p <0.05)

El posterior fraccionamiento de B-1 por medio de TLC, revelé a laluz UV, 3
bandas cromalograficas. La banda que present6 una actividad inhibitoria
significaliva sobre L. esculentum (81 % de inhibicién) se denominé Cr B-1. Esta

actividad se puede observar en las Figuras 5 y 6.

1ELIS CON
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Figura 5. Efecto de la fraccion Cr B-1 sobre el crecimiento de la rafz de L

esculentum. (+p < 0.05) T ES 1§ C 0 N
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Figura 6. actividad inhibitoria de la fraccion Cr B-1(proveniente de la fraccion
primaria B) de la fase metanélica del extracto cloroformo-metanol de S.

adenophora sobre el crecimiento radicular de L. esculentum.

De ésta fraccion Cr B-1 sélo se tenfan disponibles 3 mg, cantidad

insuficiente para seguir con el fraccionamiento biodirigido. Por lo tanto se inici6 la



Para haéer el andlisis de la estructura de algtin compuesto se necesita de la

R ayuda de cxertas técmcas espectroscépicas tales como el infrarrojo (IR), resonancia

magnénca nuclear (RMN1H), y espectroscopia de masas (EM).

En términos generales, las técnicas de IR y RMNIH se basan en el proceso
fundamental de absorcién de una cierta cantidad de energfa por parte de las
’moléculas, aunque el mecanismo de absorcién de cada una es diferente (Dyer,

1973). Un espectro de IR Y. RMNlH se pueden mterpretar debido a que los picos

que se presentan en Ias graﬁcas resu]tan e la absorcnon de cierta cantidad de

,energfa electromagnéhca por determmadas moléculas. Asf, dependiendo del lugar

‘::donde se ncuenh‘e un plCO de absorcxén en la grédfica, le corresponde un

';determ “ ado grupo funcional, una estructura molecular determinada o un tipo de

hxdrégeno en las moléculas (Morcillo, 1974).

“La EM ‘no es propiamente una espectroscopia puesto que no involucra la

L étr;isiéxi} absorcion o transmision de radiacién electromagnética, pero determina la

"";‘elal;ién 'ni/z (masa/carga) de cationes o radicales cationes resultantes de la

ionizaéién (por pérdida de un electrén de enlace o no) de una molécula neutra

(Fisher and Arnold, 1999). A continuacién se muestran los espectros de los

experimentos realizados a la fraccién Cr B-1.
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- Figura7. RMN“H Las ﬂechas muestran la presencia de algunas sefiales
. correspondxentes a la fraccxdn Cr- Bl que estin de acuerdo a la férmula de trabajo

propuesta.

35



“Slransmyuance
8
3
Sy

. Wavonumbars (em- 1)

Figura 8. IR. La flecha muestra la sefal correspondiente a un éster (banda de 1708)
de la fraccion Cr-Bl
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Figura 9. Espectroscopfa de masas. La flecha muestra el i6n molecular de 454

correspondiente a la fraccion Cr-B1

TESIS CON
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Datos espectrométricos del compuesto fitotéxico de la fraccién Cr B-1

RMN'H(300MHz,CDLs):(ppm)0.68,0.76,0.82,0.85,0.91,0.93,0.96,1.01,1.15(8CH
3,24),3.19(1H, 3H, m, H3), 4.23(5,3H,-Ome), 4.39(5,3H, -Ome), 5.34(m, 1H, -CH—
C=), 7.68-7.76 (25, 2H, aromético); IR vmax c¢m-1:3611,3522 (OH),2929, 2856, 1708,(-

: CO), 1663, 1463 (ME‘C“C—), EM ]ZE“m/z 41, 43, 55, 69, 95, 109, 135, 161, 175, 189,

203, 207 234 24 7 2 287 314 3‘16,344 368, 382, 396, 424, 440, 454.

En el IR (Figura’ 8)'se observa y sefiala con una flecha una banda de éster a

',1708 cm" e ésteres benzoicos. Las sefiales de RMN'H que

T correspo den a 8 metilo seﬂalados con flechas en la Figura 7) en la regién de 0.68

se trata de un compuesto triterpénico posiblemente del
iden‘s‘(G‘aé\rtx}e'r, 1999) y S. scotfiana (Branco y Pizzolatti,
ambién se observan sefiales de metoxilos arométicos a
rufm -dei los protones se observan dos senales, 7.68 a 7.76
 que sgasngnén a 2 hidrégenos aromaticos, y sefales a 5.34 ppm que

Vh'x"d;il"égenos sobre una doble ligadura (Figura 7) como la que se

. propone en la Figufa 12. El i6n molecular de 454 en el EM (Figura 9) estd de

e

: : “c,‘,i,e:"d" ala férmula de trabajo propuesta que se presenta mas adelante.

o Desafortunadamente, no se tenfa la cantidad suficiente del compuesto
bioactivo para hacer una determinacién mas completa y precisa de su estructura
quimica, sin embargo, con base en los datos espectroscépicos anteriores y
considerando el tipo de compuestos identificados en los trabajos de Branco y

Pizzolatti y Gaertner (op cit), se propone la estructura de la Figura 10 para el
38



““compuesto bioactivo de la fraccién Cr B-1.

MeO OMe

Figura 10. Probable estructura del principal comﬁuééﬁo ﬁto'tékxicb"de’ la fracci6n

Cr-B-1..

Recientemente, Branco y Pizzolatti (2002) describen el aislamiento y
caracterizacién quimica de triterpenos en el extracto hexanico de las raices de

Sebastiania argutidens (Fig. 11).

TSTA TESIS NO SALE
R LA BIBLIOTECA
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Por‘oh'o,"_vl;adb,iGﬂ tne

_exiracto mé&néiiéblde‘lasvrafcés de Sebastiania schottiana (Fig.12) lb_s cuales poseen

Figura 12. Triterpenos aislados del extracto metanélico de S. Schottiana.
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V.-Discusion

Los resultados délv pfésente estudio demostraron claramente que Sebastiania
adenophora conﬁeneyb compuestos que resultan t6xicos para las semillas de prueba y
para Artemia strzlin'a.‘Es'to concuerda con los reportes de la toxicidad que el latex de

' esta planta h e, por e]emplo, sobre los seres humanos que lo ingieren, y estd de

f cuerdo con gunos de los usos medicinales que se le dan al mismo. El lixiviado
acuoso de S. »adenophara mostro un fuerte efecto fitot6xico sobre el crecimiento de Ia

e prue a. Esto mdlca que el agua es un buen solvente para

compﬁue»stqlde naturaleza triterpenoide que el presente trabajo propone; estos

rnétabolitos, actian, probablemente, sobre el proceso de germinacién o sobre
: ““alguna etapa del crecimiento de las raices, afectando algtin proceso fisiolégico de la
planta como la mitosis de las células meristematicas, la respiracién u otros. Es

importante mencionar que el compuesto propuesto pertenece al grupo de los
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, eﬁsten en un namero muy elevado en el reino
vegetal y sus estructuras son muy ‘_ciivérsas, ademas de que las funciones ecolégicas

de muchos de'é.lrl_o ‘son de gran' importancia para las plantas y se han puesto en

evidenciaenm abajos de investigacion (Langenheim, 1994).

fases: hexanica como’ metan6lica del extracto cloroformo-metantlico de S.

bioactividad que presentan, y que ésta muestra un efecto

, ébajé deja abiertas diversas alternativas de investigacion. La
é»la'.id‘ent_iﬁcéc‘idﬁf total de los aleloquimicos que mostraron su
.Bfogcﬁ\hdadisobre plantas'y }Aﬂg’lmia salina, en los diversos bioensayos realizados a

lo largo'de e N nuevo fraccionamiento biodirigido de la planta

muestmmayor se:hSibnlid'a:d a los mismos. Por otro lado, los aspectos de la ecologia
”cyll.'un:\ica‘ dve lé pianm constituyen otro de los campos de investigacién de gran
interés: ;Cuaél es la razén de ser de estos metabolitos secundarios en la planta? ;Su
presencia ha sido determinada por la seleccién natural como una defensa contra
sus depredadores, patégenos o competidores? jExiste variabilidad quimica entre

los individuos de S, adenophora dentro de una poblacién?, y si esto fuera asf, ;qué
42



1 pq:jtancina—_bénd‘r[a,{'esto para las poblaciones de esta especie? ;Qué aplicacion

;‘ai;‘écﬁca: p§déiﬁoé encontrar a los compuestos bioactivos que esta planta contiene,
_como égrbqixmﬁcos o farmacos? ;Qué tipos de estudios de campo y de laboratorio
pueden ser los indicados para responder estas y otras interrogantes? Sin duda,
muchas son las preguntas que pueden formularse con base en los resultados de

este estudio.
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