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RESUMEN 

En este estudio se utilizó la presencia de cumarinas en semillas y hojas de C. 
edulis, C. sapota. C. pubescens y C. calderoniae pnra encontrar diferencias y 
similitudes entre los taxa. por lo que se recolectaron hojas y semillas de estas 
especies. De las semillas de C. calderoniae se aislaron lns cumarinas 
isopimpinclina y fcloptcrino, mientras que de las semillas de C. pubescens se 
aislaron isopimpinclina y 8-gcraniloxipsoraleno. Adicionalmente en el presente 
estudio se determinó, mediante cromatografía líquida de alta resolución, la 
presencia y la conccntrnción de cumarinas en hojas y en semillas de las 
especies cstudiodns. Estos resultados, junto con inforrncs previos. señalan a 
las cumDrinas corno posibles quin1ion1arcndorcs de CéJsirniroéJ. Sin embargo 
existe una diferencia entre las cumnrinns sintetizadas por C. greggii y las 
demás Casirnirons, ya que C. greggii elaborél cumarinas provenientes de la 
urnbcliferonn prcniladn en el átorno de carbono 8, niientras que las demás 
especies clnbornn principalmente furanocumarinns que provienen de la 
prcnilación en el .ñton10 de carbono 6. Lo que puede constituir una diferencia 
intercspecifica. Por otro Indo, con objeto de aclarar In confusión taxonómica 
entre C. edulis y C. SéJpora se realizó un análisis de ordenación utilizando la 
prescnciil y la conccntri1ción de Vílrias curnarini1s, junto con datos 
morfológicos de esti1S especies. Estos nnálisis permitieron delimitar a las 
especies cstudiildils. Ln obtención de znpotcrinn cristalinn, él p.nrtir se semillas 
de C. edu/is, permitió establecer incquívocan1cnte, mediante difracción de 
rayos X, li1 orientación betél del sustituycnte hidroxilo en C-11 del limonoidc. 
Por otro Indo de lils scm1llns de C. pubcscens se nislLJron los flavonoides 
zapotina y 5,6,2' ,3',4'-pentnrnctoxiflavonn. Estos resultados, junto con los 
informados en lél literatura muestriln que las flavonas con un núcleo 5.6-
disustituido son característicos del género. También se aisktron, de semillas de 
C. pubescens, las pubes.amidas A. B y C, compuestos tcrpenoides nuevos con 
un nlJcleo de N-bcnzoiltiramida. Informes previos indican que la Nw 
benzoiltiramida fue aisladü de C. edu/is, por lo tanto, es probable que esta 
especie presente compuestos similares a las pubesarnidas 
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ABSTRACT 

In this study. the presence of cournarins in seeds and leaves of Casirniroa 
edulis. C. sapota, C. pubescens. and C. ca/deroniae was used to find the 
differenccs and sirnilarities among these taxa. Thcn. seeds and leaves from C. 
edulis. C. pubescens and C. ca/deroniae were collected. From C. ca/deroniae 
sccds the coumarins isopimpinellin and phcllopterin vvere isolated. vvhilc frorn 
seeds of C. pubescens isopimpincllin and 8-geranyloxipsoralen were isolated. 
These rcsults together with previous studics showed that cournarins could be 
chemiornarkers of thc Casirníroa. On tho other hand, in arder to clarify the 
toxonomic confusion bctwcen C. edu/is and C. sapotc.7, an ordination analysis 
wns pcrformcd using thc dnta of prcscncc and conccntration of several 
coumnrins, togcthcr vvith morphologic dnta of thcsc spccies. These analysis 
lcd define both tnxa. Thc isolntion, as crystals, of thc limonoid zapoterine from 
sccds of C. edulis lcd uncquivocal cstablished thc stercostructurc. by a RX 
diffraction stLJdy, of this limonoid. On thc other hand, from C. pubescens 
sccds. thc flnvonoids zapotin m1d 5,6,2' ,3' .4'-pentnmethoxyflavone vvcre 
isolated. Thesc results are in agrccrncnt with prcvious rcports that shovv that 
flavones with 5,6-disubstitution pattern nre usual in Casirniro~-,. Also from the 
sccds of C. pubescens thc ncw N-bcnzoyltyramidcs dcrivatives named 
pubesamidcs A. B and C vvcrc isolatcd. Previous reports showed that N
benzoyltyramide was isolatcd from C. edulis, then is probable that N
benzoyltyramidc derivativos could be present in othcrs species of this genus. 
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1: INTRODUCCIÓN 

El género Casirniroa (Rutaceae) está conformado por árboles o arbustos 

originarios de México y Centroamérica que viven en climas cálido~~· E-n México, 

las especies C. pubescens, C. pringlei, C. rnicrocarpa;·c;,:f;jreggii, C.watsonii, 
- -··:-_,, '_.-_ _.· --

c. tetrarneria,. C. calderoniae y C. ernarginala se·':encuentran·.·an-·.formÜ' silvestre 
- . • '.- •·.·,e ... ' --~ - '"'.·.,e' • . 

y generalmente. no presentan problen1'as _·tax6n~-~-¡~~~.:_·:~ .. L~s- )a.OiC'Bs éspeci0's 
-· -- -~ -:_:· ·' -'. '·,:< "-7_ . ,_-

que son objeto de cultivo o semicultiv~ pc;r· "5~~-;:fr~t~~ ~-r~~-d~s :: y cOmestibles 

son Casirniroa edu/is y varias formas de C. 'Sapota. Aún mas.. en 1~ región 

central del país la especie más conocida· es .C._ edulis, llamada popularmente 

zapote o zapote blanco. Sin embargo, a pesar de su popularidad, la situación 

taxonómica de esta especie no es clara, ya que se le ha asignado como 

sinonimia de C. sapota. Inclusive se ha mencionado que C. sapota forma un 

complejo dificil de desentrañar por la presencia de numerosas formas. ya que 

algunos de éstas no están bien definidas, aunque según Martínez 

morfológicarnente se pueden distinguir ~stas dos especies por sus folíolos. 

A pesar de la dificultad para distinguir a C. edulis de C. sapota. por la 

1norfologia de las hojas. solamente se ha realizado un estudio taxonómico 

utilizando otro tipo de caracteres, el cual se basó en la morfología de los 

granos de polen (8). sin embargo los autores no encontraron diferencias entre 

el polen de ambas especies. 
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Por otro lado, se conoce que los compuestos sintetizados por el metabolismo 

secundario de las plantas son útiles en taxonomía; es así que dentro de la 

fnmilia Rutaceae se han utilizado como marcadores taxonómicos a los aceites 

esenciales, los alcaloides. las cumarinas. Jos flavonoides, los limonoides y a las 

ceras. El uso especifico de estos compuestos en la familia ha permitido apoyar 

exitosamente propuestas de clasificaciones preexistentes. 

Por ejemplo. en el orden de los Rutales. que esta constituido por las familias: 

Simaroubaceae. Meliaceae,, Burseraceae. Cneoraceae y posiblemente 

Anacardiaceae; la presencia recurrente de cumarinas. esta restringida a las 

familias Rutaceae y Meliaceae. y en esta última la presencia de cumarinas 

parece estar restringida a géneros de la subfamilia Cedreloideae. Se ha 

mencionado que esta subfamilia presenta gran similitud morfológica con la 

subfamilia Flindcrsioideae de las Rutáceas. Sin embargo. aunque la presencia 

de curnarinas en Rutaceac y Mcliaceae. apoya su relación filogenética; por el 

contrarío la presencia de cumarinas en las subfamilias Flindersioideae y 

Ccdreloideae no apoya la propuesta de que Flindersioideae es una familia entre 

Rutaceae y Mcliaceae. Aún más los metabolitos secundarios de Flindersioideae 

son típicos de la familia Rutaceae. 

Se ha mencionado también que. debido al alto gr~do de similitud entre las 

cumarinas de las Umbelliferae y las Rutaceae,, puede existir una cercanía 

taxonómica entre estas familias. Sin embargo. en las clasificaciones 
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taxonómicas existentes no se les considera filogenéticamente adiacentes. Por 

lo que, la similitud entre las cumarinas de estas familias representaría un caso 

de convergencia química. Aún mas, una comparación detallada en función de 

los sustituyentes prenilos de las cumarinas, presentes en ambas' familias, 

muestra diferencias interesantes que sugieren rutas metabólicas distintas en 

cado familia. 

La especies de la familia Rutaceae generalmente sinteti_zan cumarinas de tipo 

simple, así como furano y piranocumarinas. Inclusive .estudios previos han 

demostrado que existe una relación 6:1 :3 en la producción de cumarinas entre 

las subfamilias Rutoideae, Toddalioideae y Aurantioideae. 

Por otro lado son pocos los estudios fitoquímicos que se han realizado en el 

género Casimiroa. Debido a su valor comercial y a las propiedades medicinales 

que se le atribuyen C. edulis es la especie del género a la que se le han 

rcalizndo IC1 mayor cantidad de estudios fitoquímicos. Una extensa 

investigación bibliográfica reveló que, aparte de C. edulis, sólo C. greggii y C. 

pringlei han sido estudiadas. 

Estos estudios han revelado la presencia de cumarinas en las tres especies: así 

en C. edu/is se ha encontrado B~geraniloxipsoraleno, bergapteno, felopterina, 

isopimpinelina. escopoletina, éster metílico de la escopoletina, 5-geranil-

oxipsoraleno. B-geranil-oxipsoraleno y 9 hidroxi-4-rnetoxipsoraleno; mientras 

que. en C. pringlei se ha aislado 8-geraniloxipsoraleno. bergapteno. xantotoxol, 
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1 elopterina. B·I (6, 7·dihidroxi·3. 7·dimetil·2·octenil)oxi]psoraleno y 8-1 (4·acetoxi· 

3-metil-butil)oxilpsoraleno y por último de C. greggii se ha obtenido seselina y 

0-geranil-ostenol. 

Como se observa en la familia Rutaceae. v.· eSp.ecíficamente. dentro del género 

Casirniroa, las cumarinas tienen una presenCia recUrrente.y.por la· ."tanto pueden 
,- .- ··-·· ... , ... ' ._ -

ser susceptibles de ser utilizadas co_mo· _iTiaré~dOres- ~uÍ~_ico~ .-de este,' género. 

Propuesta que se ha desarrollado para otros géne"íoS: dentro- de 10 familia 

Autaccae. 

Por lo anterior es factible suponer que debido a .la ·p_l-e~É!n,'?ia de. diferentes 

cumarinas en C. edulis, C. sapota, C. pubescenS ,,v··:c.·-:·ca1cjeroÍ7lile se podrán 
,;_,._, _, --

cstnblccer diferencias químicas diagnósticas erll:f~ :E!st'?s. ta·xa.:-Tomando en 

cuenta esta hipótesis, entonces es factible ·aportar.'da.tOS. clUímiCOS ·para apoyar 
: .. ' .. . . ~' - . . .;: . '' . 

In determinación taxonómica de especies del géneÍ~- _C~Si~i~~'a. 

Para tal efecto se estudiaron químicamente -las-· semillas:. v." hojas de cuatro 

especies de Casirniroa. lo que permitió establecer - similitudes y diferencias 

entre los taxa bajo estudio. 

Así se realizó un estudio. mediante cromatografía líquida de alta resolución .. de 

hojas y semillas de Casirniroa pubescens, C. edulls y C. calderonlae. Los 

resultados mostraron la presencia de las cumarinas feloptedna, isopimpinelina, 

heraclenol y heraclenina en las tres especies estudiadas. Estos resultados, 

junto con otros previan1cntc publicados en la literatura sirvieron para realizar 
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un análisis de las diferencias estructurales entre las cumarinas sintetizadas por 

C. greggii y las demás especies estudiadas. 

Así mismo, éstos resultados sirvieron de base para la realización de un estudio 

fenético de individuos de Casirniroa edulis, C. ·pubes'?.ens, C. ca/der<?niae y C. 

sapota. En este análisis, cuando se utilizaron datos morfológicos y químicos, a 

través del análisis de componentes principales (PCA), las cuatro especies bajo 

estudio se separaron en cuatro gruPos 

Adicionalmente se realizaron estudios fitoquímicos ,de l~s semillas de C. 

pubescens y C. calderoniae y C. edulis. Así, de C. pubescens se· aislaron las 

cumarinas 8-geraniloxipsoraleno e isopimpinelina, el alcaloide skir:nmianina y el 

ubicuo P-sitosterol, mientras que, de C. calderoniae se aislaron P-sitosterol, Y 

las cumarinas isopimpinelina y felopterina. 

También, el estudio fitoquímico de C. pubescens permitió el aislamiento de: 

casimiroina, zapoterina, zapotina y 5,6,2' ,3' ,4~-pentametoxiflavona. Estos 

resultados están de acuerdo con los estudios previos de especies de Casimiroa 

en los que se observan que flavonas con núcleos 5,6-di-sustituidos son 

frecuentemente encontrados en el género. 

Así mismo, a partir de C. pubescens, se aislaron tres- nuevos· co"mpuestos, 

derivados de la N-benzoiltiramina: las pubesamidas A •. By C. La determiÍlación 

estructural de éstos se realizó a través de sus constantes físicas, químicas y 

espectroscópicas. Aunque se había informado sobre la presencia de N· 
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bcnzoiltiramina en C. edulis, sin embargo en esa ocasión se efectuó un 

tratamiento ácido al extracto. Por lo que, de acuerdo a nuestros resultados es 

probable que C. edulis contenga compuestos similares a las pubesamidas 

aisladas de C. pubescens. 

Así mismo la obtención de zapoterina en forma cristalina a partir de las 

semillas de C. edulis, permitió la obtención de su estructura molecular por 

análisis de difracción de Rayos X; de tal manera que se pudo establecer 

inequívocamente la posición del sustituyente hidroxilo en la molécula. 
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11: ANTECEDENTES 

11.1 EL GÉNERO Casimiroa 

El género Casif71iroa (Rutaccne) fue establecido por los botánicos mexicanos 

Pablo de la Llave y Juan Martínez Lexarza en su obra Novorum Vegetabilium 

Dcscriptioncs, publicada en México en 1825 (1 ). 

Las Casirniro.ns son árboles o arbustos mexicanos y centroamericanos, de 

corteza morena-grisácea, salpicada de numerosas lenticelas; de hojas alternas.-

pcciok1das. digitadas. con 3 a 5 folíolos, rara vez 1 ó 7. Hojuelas lanceoladas, 

subelípticas. ovales u obovadas. con peciólulos cortos o largos, glabras o más 

o menos vellosas, con numerosas glándulas visibles por transparencia: enteras 

u obscuramente ascrrado-crenadas. con nervaduras prominentes en el envés y 

anastomosadas cerca del borde. acuminadas. con el ápice generalmente retuso 

y la base por lo común cuneada o redondeada. a veces inequilátera. Flores 

pcqucrlas. blanco-verdosas. unisexuales. en panículas axilares o terminales. 

sépalos cuatro o cinco. hirsutos: pétalos cuatro o cinco. valvBdos y 

lrccucntcrnentc rcvolutos; estambres (estériles en la flor femenina) 'e'."1 igual 

nluncro que los pétalos. con los filamentos subulados e insertados abaj~ del 

disco; anteras dorso fijas. elípticas u ovales. agudas en la base; ovario, súper<?• 

sésil. con uno o cinco Jóculos. clara u obscuramente lobulado; óvulos axilares; 

el fruto es una drupa de 2 a 12 cm. con las semillas en número de una a 

cinco, con Ja testa apergaminada y reticulada ( 1). 

9 

,-, .~,, ... 
'-· .. _ .. 



Hasta 1944 se conocían siete especies para el género Casirniroa (1 ):- Casimiroa 

edulis Llave et Lex •• 1 azs. C. sapota Oerst.. 1 asa. C. pubescens Ram .• 1 a96. 

C. pringleii (Wats.) Engler, 1896, C. -Watson~ EnQI~~· 1896, C. tetrameria 

Millsp .• 1 asa. C. ernarginata Standl .. et Steyerm:. 1 944: · 

Maximino Martinez, en 1951 (1), a9íegá a"esta Clasi~:icació~ uná Variedad y 

nueve formas de la Casirniroa sapota, una variedad de.' la: C. pringlei y una 

forma de la C. edulis, quedando el género conformado por· 1 9 taxa: 

1. Casirniroa tetrarneria Millps. 

2. C. pringlei var. pringlei (Wats.) Engl. 

3. C. pringlei var. neoleonensis Martinez 

4. C. vvatsoni Engler 

5. C. edulis Llave et Lex. f. typica 

6. C. edulis f. rnicrocarpa Martinez 

7. C. pubescens Rarnircz 

B. C. sapota Oerst. var. sapota f. typica 

9. C. sapota var. vi/losa Ouiroz Calvo et Martínez 

10. C. sapota var. vi/losa f. ovandoensis Martínez 

1 1. C. sapota var. vi/losa f. sinaloensis Martinez 

12. C. sapota var. vi/losa f. salvadorensls Martínez 

13. C. sapota var. vi/losa f. tonilensis Martínez 

14. C. sapota f. macrocarpa Martinez 

15. C. sapota f. ja/iscana Martínez 
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16. C. sapota f. cornltana Martíncz 

17. C. sapota f. costarricensis Martínez 

18. C. sapota f. glabrata Martínez 

19. C. ernarginata St. et Steyerrn. 

En este trabajo Martinez propone que C. pringlei var. pringlei se distingue de C. 

pringlei var .. neoleonensis por Ja uniformidad, el color y, la. forma ~e los folíolos. 

así como por la forma del fruto; ya que C. pringle1~.V~EJr· pr~·ng(e/ p·re_senta folíolos 

desiguales de color verde claro o amarillento ·obl~ngo atenl:Jadas-. elíPticas y 

obovodas con el fruto globoso depreso, mientras que C. pringlei var. 

neoleonensís presenta folíolos uniformes de color verde obscuro anchamente 

elípticos y brevemente acuminados con el fruto oval acuminado. También 

propone utilizar caracteres de hojas y frutos (Cuadro 1) para distinguir a la 

forma typica de Casírníroa edulis de su forma rnicrocarpa así corno a C. sapota 

var. sapo ta f. typica de todas sus formas y variedades. 
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Cuadro 1. Caracteres morfológicos de las formas y variedades de C. edulis y C. sapota, según Martinez M., 1951. 

CARACTER 
1 1 : : 

C edulis f C C sapota C. sapota l. 1 C. sapota l. C sapota I ¡ C. sapota C. sapota , C upota C. upot1 C sapota var 1 C s.ipota 
C ed~lis microurpa sapota f glabrata miJCIOClrpa ja!iscana costammm- t. var. vi/losa 1 var. vdlosa var. vi/losa ' vif/osa 1 1

1 

var. v,Jfosa 
1 typica 1 sis comrtana I tipica ' f. l. salv.idorensis t tonilensis 

typica 1 : ovandoensis sin1/oens1s 

: PECiOLO 
: Lar~c Je. 0~:1c10 
'1cm1 

6070 0609 i 100 10~ 120-lJQ: 4075 
1 

.t0-11·J 1 7 1J12C 60·7C 11 80·100 1~~ 1
, 7C·1~0 \ 

l 1 l 2 o 1 3 1 1 
Fec,clon1:,1c 1 SI 1 51 S< SI S1 SI SI 5, SI 

S• 51 5· i ---, 51 S• SI 51 S• 
1 

·?ec1olo 

a:a~a a:JJ 
~·--- l 

;superl.c1e f 1--¡ 1 1 
• l1riarre~.:e ¡ ¡ 1 1 ' ' 
1 S·~r.erl1c1e g'atira 1 00 1 

,, 
1 1 1 1 1 

1Suoer'-c·e ,, 
1 

1 

1 1 1 1 pwterult!n!~ 1 

:s:..oe<f.c.eh.rs.:?a 1 1 1 1 ,, 
' 

,, 
1 1 1 

ISupert,c.e 1 
1 1 1 " " 

,, 
1 

,, 
1 " ' pubes~e•;:e 1 

1 1 1 1 1 

1 PECIÓLULO 1 1 1 1 1 
¡Largo ª"' 1 0·2 o 0301 121 08-15 11·2 o 0407 0108 06·11 o 1·06 1 o O l·O 7 i 12 o 1·11 
i::O?C161u1o•cri11 3 o 
1 Pec1ólu10 r~1·,1¡c ,, 1 1 
i Pecóh.:lo " 1 

,, ,, 
1 

" 
1 

" " 
,, 

1 

,, 
, a~ana'a:lo t·~c.a 

1 1 lelhaz 

C'::::G 
,, ,, ,, ,, 

1 

IPt!C•ólulog'abio 1 "' 
,, 

1 no 1 
,, 1 1 

'Pec•óll,lohirsu!o: 1 ,, 1 1 1 

jPeciólL1lo 1 ! 
,, ,, ,, 

1 

,, ,, 
pubesce"lte 1 1 

1 1 1 1 1 

'FOLIOLO ' 1 1 1 
•tJode!olio1os 1 H.51 3.4 5 3.4.5 3.4.5 1 3.5 3.5 3.5 3.5 3,4, 5 3,4, 5 1 5 3.4,5 
¡Largo del limbo 1 8 0-10 O 100 150 121· 9 0·161 10·13·20 7 0·100 90·17.0 7.0·18.0 11 5·16.I 8.0·11.I 80·120 1 17 5·200 12.0·16.0 
central!Crn) ! 150 

1 Ancho del hmt:o 1 l 5 6 O 30·3 I 5 4 0·7 o 4.160·71 40·4.5 40·4.5 4.0·8 5 5.5-7.5 2.0-4.5 4.0·5.0 1 6 5·100 5 0·70 

TE~rn cm: 12 

FA"L- i "f.1 .·"¡; .. "'·: .. , 
,1 Üi li{; 1 

•• }0.[IJLl~ 

1 

1 
1 

1 

1 
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Años mas tarde se adicionaron tres especies al género: C. rnicrocarpa. descrita 

por Lundell en 1 968 (2); C. calderoniL1e, en 1989 descrita por Chiang & 

Medrana (3,4). y por último. Cosirniroa greggii. especie descrita primeramente 

por Watson y ubicada en el género Sargentia, la cual fue reubicada en el 

género Caslrnlroa con base en los estudios que realizó Chiang en 1989 (5). 

De esta forma actualmente se considera que el género Casimiroa esta 

conformado por diez especies. 

1. Casirniroa tetrarneria Millps. 

2. C. pringlei (Wats.) Engl. 

3. C. vvatsonii Engler 

4. C. edulis Llave et Lox. 

5. C. pubescens Rarníre2 

6. C. sapota Oerst. 

7. C. e1narginata St. et Steyerrn. 

8. C. rnicrocarpa Lundcll 

9. C. calderoniae Chiang & Medrana 

1 O. C. greggii (Watson) Chiang 

Como ya se mencionó. las únicas especies que son objeto de cultivo o 

scmicultivo por sus frutos grandes y comestibles son Casirniroa edulis y varias 

formas de C. sapota. A las demás especies se les encuentra en forma silvestre 

(1-6). 

Las especies silvestres. generalmente. no presentan problemas taxonómicos 

pero las cultivadas y especialmente la determinación botánica de Casirniroa 
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edulis y C. sapota han sido objeto de mucha confusión. 

Casirniroa Sl1pota. según Martinez (1 ). constituye un complejo de difícil arreglo 

sistemático ya que tiene muchas formas. algunas de las cuales no están bien 

definidas. Morfológicamente C. sapota se distingue por sus folfolos 

anchamentc elípticos. ovales u obovados. hasta de 20 cm de largo y con los 

pcciólulos cortos y gruesos. y el fruto puede ser ovoide o globoso. Algunas de 

sus formas se confunden con Casirniroa edulis, ya que hojas y frutos de 

algunas de éstas son prácticamente idénticos a los de C. edulls (1. 6). 

Contrariamente a todo lo mencionado anteriormente Standley (7) mencionó 

que C. sapotc.7 casi siempre presenta tres folíolos pequeños y angostos. sobre 

pcciólulos muy largos. A diferencia de C. edulis, la que· describió con casi 

siempre 5 folíolos elípticos. ovales o ampliamente ovados. los laterales sésiles 

o sobre peciólulos cortos y firmes. El autor también mencionó que C. sapota se 

h.:1 considerado igual a C. edulis, pero que para él son, bastante diferentes. ya 

que lns hojas de las dos especies son muy distintas. Además mencionó que 

todns las especies del género estaban representadas por material de herbario 

inadecuado. 

Con objeto de encontrar diferencias entre Casimiroa edulls y C. sapota, 

Aneguin-Sánchez y col. realizaron un estudio sobre Ja morfología de los 

grilnos de polen (8). Los autores mencionaron la dificultad para distinguir 

tnxonórnicarnente estas especies. por lo que trataron de diferenciarlas al nivel 
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de la morfología polínica; sin embargo concluyeron que no existen diferencias 

entre el polen de ambas especies. 

Recientemente Chiang (9) mencionó que Casirniroa sapota ha sido 

generalmente incluida en C. edulis La Llave & Lex •• y numerosos ejemplares de 

herbario han sido identificados como pertenecientes a esta última. En ese 

tratamiento y de acuerdo con Martínez ( 1 ). Chiang (9) consideró a éstas como 

dos especies separadas pero que forman híbridos. También mencionó que C. 

edulis se caracteriza por sus peciólulos largos y delgados y los folíolos 

elípticos. mientras que C. sapota tiene los peciólulos más cortos y rollizos y los 

folíolos obovados más grandes y anchos. Martinez (1) propuso muchos taxa 

infraespccíficos. basados. en gran parte, en caracteres tan variables como la 

pubescencia. En el estudio de la Flora de Nicaragua, Chiang consideró a las 

formas glabras y pubescentes dentro del mismo taxón (9). 

11.2 DESCRIPCIÓN DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS 

Casirniroa edu/is La Llave et Lex. 

Novorum Vegetabilium Descrir:>tiones. Fase. 11. p. 2. 1825 

Sinonimia: ( 1 ) 

Zanthoxylurn bornbacifoliurn A. Rich. Ess. FI. Cuba 32. 1 842 

Z~7nthoxylun1 araliaceurn Turcz. Bull. Coc. Nat. Mase. 32. 274. 1859. 
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Fagara bornbacifo/ia Krug et Urb. Urban. Bot. Jahrb. 21. 567. 1 896. 

Pablo de la Llave y Juan Martínez Lcxarza. al hacer la descripción de Casirniroa 

edulis. no publicaron ningún dibujo ni citaron la localidad típica, por lo que 

Martínez describe así la especie: 

Descripción: (Martfnez, 1951) (1) . 

.. Árbol de 1 O a 12 m de altura, de ramas irregulares y extendidas, formando 

una copa ancha y frondosa. Pecíolos de 6 a 9.5 cm, mas comúnmente 

alrededor de 7, rollizos y delgados~ acanalados en la parte súperior y con la 

superficie finamente tomentufosa. Hojuelas 3, 4 ó 5, algunos autores dicen 

que a veces llegan a 7. Peciolillos acanalados hacia el haz, de 1 O a 20 mm 

(hasta 30 mm), muy delgados y cubiertos de finísimo tomento. Limbos 

elípticos o angostnmentc elípticos, nunca anchos u obovados. de 8 a 1 O cm de 

lnrgo (hasta 1 5.5 cm). por 1.5 a 6 de ancho (siempre la longitud más de dos 

veces mayor que la anchura y a veces tres o más), delgados y algo coriáceos; 

borde obscuramente grueso·dentado. rara vez claramente así; base cuneada. a 

veces incquilátera; ápice bruscamente acuminado. retuso o en ocasiones 

redondeado; superficie glabra casi siempre bdllan~e; en la cara super::io~ se ... ven 

pelillos a lo largo de la nervadura central hacia la base. y ~ -~~,~~~· algtinos 

esparcidos y muy cortos en las nervaduras; en la inferiOi-_· se. obst3rvan · i:>'elillos 
'. ,. . . · .... , , 

más abundantes hacia la base y algo hacia el borde;. la nervadurá' ···cen'tral es 

niuy saliente en la cara inferior y hundida en la superior; las laterales son 
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claramente visibles .. pero pocos salientes en la cara superior y .. como en las 

demás especies .. se anastomosan cerca del borde. Inflorescencias axilares,. con 

flores masculinas y femeninas,. éstas últimas en menor proporción: están en 

panículos de 7 a 1 O cm de largo .. con las divisiones algo aplanadas y finamente 

tomentosas. Flores pequeñas,. amarillo-verdosas. casi globosas cuando están 

en botón, de 3 mm de largo .. sobre pedicelos tomentosos de 1 .5 a 3 mm; 

sépalos 5 triangulares, hirsuto-laciniados: pétalos 5. gruesos y membranosos,. 

valvados. oblongo-acuminados y algo reflejados, de unos 5 mm; estambres 5, 

de 2 mm. con los filamentos subulados y engrosados en 18 base insertados 

abajo del disco: Ovario súpero .. oval, subpentagonal y 5 locular,. con el estigma 

sésil y lobulado. Fruto globoso, a veces alargado o atenuado .. de color verde 

amarillento. liso de 6 a 1 O cm de diámetro. El epicarpio es delgado y de sabor 

amargo; el mesocarpio es blanco algo amarillento. de consistencia cremosa, de 

sabor dulce algo indigesto y para la mayoría de las personas no 

particularmente agradable. Semillas 4 ó 5 .. de las cuales una o dos suelen 

abortar; tienen forma de media luna, muy gruesas hacia fuera y aplanadas 

lélteralmente. con la superficie reticulada, de color blanco levemente 

LJn1arillento. La madera es blanda y de calidad inferior"'. 

Distribución: México, Salvador. Costa Rica y Guatemala cultivada en Cuba y 

Argentina ( 1. 10). En México se ha recolectado en los estados de Baja 
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Cnlifornia Sur (B.C.S.). Colima,. Chiapas, Chihuahua, Estado de México y D. F., 

Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacán Morelos, Nayarit, 

Oaxaca, Puebla, Ouerétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora Tabasco, Tlaxcala 

y Veracruz. 

Nombre común: sapote blanco (nombre mas conocido); zapote; chapote; 

matasano (Oaxaca); cochiztzapotl (Náhuatl, zapote dormilón); iztactzapotl 

(Náhuatl .. zapote blanco); cacaxrnuttza (Otorní, Buelna) (7). 

Casirniroa ca/deroniae Chiang et Medrana. 

Boletín de la Sociedad Botánica de México. 41. p. 23-26. 1981. 

Descripción: (Chiang & Mcdrano. 1981) (7). 

"Arbusto dioico, de hasta 2.5 m de alto .. muy. ramificado desde la base .. Ramas 

jóvenes pubescentes, luego glabras. H6jas trifolioléldas; él veceS .1--2 folioladas; 

pecíolo de 2-5 mm de largo, pubes.cente; pe~íolulos 2-5 mm de, largo, 

pubescentes. Folíolos obovados, con la base cuÍl .. eada .Y el ~p_ice ~atuso, con 

pubescencia aterciopelada, más· "densa' en el -envés .. de·· 20-30 _ (40) :·mm de 
'- .. - . ' .. ·.----

largo, 1 3-1 8 (25) mm de ancho y -~I -~a~g~-~- -~~~-Oluta·. · lnf·~c~;~·~~~~~i~·,· :,;~sculi,,"a 

paniculada, axilar o terminal, de 10-.35. ~m-··.de _largo. F1.ores mascúlinas de 8 

mm de diámetro, de color blanco cremoso; cáliz de 2 mm de largo, 

pubescente, con 5 lóbulos cortos deltoide~s; pétalos 5, pubescentes en el lado 
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abaxial. oblongo-lanceolados, de 4.5 mm de largo y 5 mm de ancho. Flores 

femeninas solitarins o en grupos de 1-3 en fascículos laterales o terminales. 

Drupa escasamente pubescente, ovoidea, de 30 mm de largo- y 25 mm de 

ancho. que vn encorvándose a medida que crece. por lo que el pedúnculo y Jos 

restos del estigma no se encuentran alineados en la misma dirección. Semillas 

1-2. Número cromosómico n = 18. Fruto maduro moreno amarillento de 6 cm 

de largo. sabor dulce". 

Nombre común: A esta especie se le conoce en Oaxaca como !'zapotelfn". 

Distribución: En los límites de los estados de Puebla y Oaxaca. por la carretera 

Tehuacan-Huajuapán de León. en la zona árida oa?<aqueño-poblana. México. 

Casirniroa pubescens Ram. 

An. lns1:. Med. N. 11. 19. 1896. 

Descripción: (Martíncz. 1951) ( 1 ). 

"Arbolillo de 2 a 3 metros de altura, inerme y ramoso. con las ramas casi 

erguidas y rugosas; ramillns pubescentes; hojas alternas. tiesas, gruesas y 

coriáceas, compuestos de 3 folíolos ovales u ovado-oblongos. a veces elípticos 

u obovados. de borde entero y finamente ciliado. en seco ligeramente revoluto, 

principaln1ente cerca de la base; superficie finamente aterciopelada pubescente 

en ambas caras. sobre todo en el envés, donde a veces se nota casi lanosa; 

nervaduras paralelas y unidas en arco cerca del borde; ápice frecuentemente 
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emarginado u obtuso-redondeado; base obtusa; el folíolo central de 5.5 a 1 O 

cm de lnrgo por 2 a 4.5 de ancho; los folíolos laterales algo menores; peciolos 

rollizos. engrosados en la base, articulados y pubescentes, de 1 .4 a 4 cm de 

largo; peciólulos también pubescentes, el de los folíolos centrales de 5 a 15 

mm y los de los laterales de 4 a 7 mm. Inflorescencias axilares o terminales, 

pubescentes y cortas. con el raquis de 1 O a 20 mm, con muchas flores 

aglomeradas. Flores en botón globosas u obovadas, de unos 5 mm de largo y 

de color blanco verdoso. Pedicelos canoso·pubescentes, de 3 mm. Cáliz de 5 

sépalos. triangulares y pubescentes; pétalos 5 de 4 a 5 mm. elípticos y 

gruesos; estambres 5; anteras de 2.5 mm. sobre filamentos subulados de 3 

mm; polen diminuto y esférico. Fruto esférico. en seco depreso·globoso. con la 

superficie finamente pubescente como la de un durazno, de 4 a 5 cm de 

diámetro, y lleva a veces una protuberancia o chichón en el ápice; es de color 

amarillo annranjado en su madurez. con pulpa escasa. amarillenta y cremosa. 

dulce y comestible. posiblemente más agradable que cualquier otro zapote 

blanco. con 5 semillas muy desarrolladas; en seco la sección transversal del 

fruto se observa pentngonal. Las semillas miden de 23 a 28 mm de largo por 

1 6 a 20 mm de ancho". 

Nombre común: Esta especie recibe los nombres vulgares de *'zapote de rata" 

en Ouerétaro y de .. zapote cimarrón .. en Hidalgo. 

Distribución: En México se ha recolectado en los estados de Guanajuato* 
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Hidalgo y Querétaro. 

Casirniroa sapota Oerst. 

Natur. Nist. ForenVidensk Meddelelser. 
Botanicus Systematicae VII. 531. 1868. 

Descripción: (Martfnez, 1951) (1) 

1857 _ Walpers Ann. 

••Arbol mediano; ramillas rollizas,, cubiertas de corteza rugosa y cenicienta; 

hojas alternas,, con pecíolos de 4 a 4.5 pulgadas (de 1 O a 12 cm) de largo .. 

rlgidos y ..-ollizos. ligeramente estriados. Hojuelas 5 alargado-elípticas. 

acuminadas, de 5 a 6 pulgadas (12.5 a 1 5 cm) de largo por 2 pulgadas (5 cm) 

de ancho. sobre peciolillos de media pulgadn (12.5 mm). muy glabras y algo 

r{gidas, moreno-brillantes en la cara superior, con el ápice obtuso, levemente 

rcticulado-venosas, borde encorvado. ondulado y revoluto; nervadura central 

pron1incntc en el envés; nervaduras secundarias de 1 2 a 1 5, algo salientes, 

npcnas encorvadas hacia el ápice y que se anastomosan entre sí. Racimos 

florales axilares, compuestos. con raquis de 3 a 4 pulgadas {7 .5 a 1 O cm) de 

lnrgo, puberulento, moreno y comprimido; con 6 a 8 divisiones de una pulgada 

(25 mm) de largo, ralas y extendidas, sostenidas p~r una verruga en la base,, 

en el lugar de la bráctea. Flores de 4 a 6, subcorimbosas, colocadas en el 

ápice de las ramificaciones. con pedicelos de 3 líneas de largo; divisiones del 

cáliz muy cortas, ciliado-pubescentes y algo agudas. Pétalos oblongos, 

glabros, revolutos, con el borde reflejado; filamentos subulados en el ápice. 
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Fruto ovoide. en forma de manzana de 2.5 pulgadas (6.2 cm) de largo por 1 a 

1 .5 pulgadas (25 n 37 mm). con el epicarpio moreno rugoso. umbilicado en 

ambas extremidüdes ... 

Nombre Común: Zapote (Ouerétaro); zapote blanco (Jalisco); matasano 

(Nicaragua) (7). 

Distribución: En México se ha reco.lectado e~ los estados de Colima, Chiapas. 

Durango, Estado de México. Jalisco. Michoacán •. Mor~los, . Nayarit •. Puebla, 

Quintana Roo, Sinaloa. Tabasco y Veracruz. 

IL3 OUIMIOTAXONOMIA 

Una de las grandes metas de la sistemática de plantas es ayudar a construir un 

sistema filogenético verdadero que refleje las relaciones naturales entre todos 

los taxa de plantas. Sin embargo, esta no es una tarea fácil de alcanzar a 

ju.?.gar por los diferentes sistemas de clasificación de las angiospermas que se 

han producido en los pasados 40 años (11. 12). 

En una casi total ausencia de evidencia fósil. los caracteres morfológicos 

nuxiliados con aquellos de otras disciplinas tales como anatomía de plantas. 

palinología, embriología, química y bioquímica se usan para proponer 

nfinidades naturales. Es en este contexto que se 'inscribe la llamada 

quimiotaxonomía, la cual se puede entender como un método para clasificar a 

un grupo de plantas con base en los compuestos químicos que producen. De 

acuerdo a lo anterior estos compuestos químicos son coracteres 
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útiles para clasificar a un conjunto de plantas_ ( 13). Estas carocterísticas están 

genéticamente controladas y tienen la ventaja sobre las morfológicas de que 

pueden ser exactamente descritas en términos de una estructura definida y 

una fórmula química configuracional. 

Se ha definido la quimiotaxonomía como el estudio de la distribución de un 

grupo de compuestos o grupos de compuestos biogenéticamcnte relacionados 

en una serie de plantas relacionadas o supuestamente relacionadas. 

Así mismo el grupo de metabolitos secundarios que constituyen un sistema de 

caracteres químicos que relacionan a un conjunto de plantas bajo estudio se 

constituyen en los marcadores quimiotaxonómicos de ese grupo de .plantas. 

Requisitos para seleccionar a un marcador químico 

Para que un grupo de metabolitos secundarios sea considerado como 

marcadores quirniotaxonómicos es necesario :que cumplan_. con los._. siguientes 

requisitos ( 12-1 5). 

1. Tener una presencia recurrente en el taxón considerado 

2. Presentar una variabilidad genética_ intrínseca baja. 

3. Presentar características en su estructura química que sean útiles en la 

clasificación a diferentes niveles jerárquicos 

4. Oue se conozcan las rutas biosintéticas de los metabolitos involucrados 

5. Presentar una relativa facilidad de análisis 
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6. Que se puedan analizar en la cantidad y tipo de material biológico 

disponible 

7. Ser químicamente estables. 

1 . El criterio de selección más importante es su presencia recurrente en el 

grupo de plantas a estudiar. Se podría suponer que la presencia de ciertos 

mctnbolitos en particular caracterice un taxón dado, o que su presencia en otro 

taxón sugiera una fuerte relación. Esto podría ser posible siempre y cuando se 

realice un estudio adecuado para el carácter de interés. Por ejemplo muchas 

sustancias como los aminoácidos proteinogénicos, algunos ácidos grasos y los 

azúcares se encuentran en la mayoría de todas las plantas y son por lo tanto 

de poco o nulo interés taxonómico. Debido a la presencia recuírente en plantas 

taxonómicamente relacionadas los metabolitos secundar,ios son lo~ caracteres 

más utilizados en quimiotaxonomía ( 13, 14). 

Se ha notado por varios" investigadores que aunque es relativamente. sencillo 

demostrar la pres~nci;:i ·~e una sustancia es casi imposible demostrar ·e·n forma 

definitiva su ausencia. A pesar de los problemas metodológicos rel~cionados 

con la detección de algunos metabolitos secundarios presentes en cantidades 

en trazas, los datos químicos son caracteres diagnóstico de igual f~rma que los 

morfológicos ( 14). 

2. Dado que la síntesis de un metabolito secundario es una expresión 

genética. es de esperar que la presencia o ausencia de un determinado 
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producto del metabolismo secundario este regida por diferentes cauces que 

induzcan a esta expresión genética en particular. De tal forma que además de 

su probable presencia la cantidad en que se sintetice un metabolito secundario 

dependerá de las causas que induzcan a la expresión -genética' •. - El clima,. el 

sucio, las interacciones planta-planta y planta-insectos ··san·, entre·, otras'. más, 
.·. . ~ . 

lns principales causns de inducción genética. Si~. e-~b:~rgo' Un -~arcador 
. ~- _··' ---:: ,_ :. '.'.·.- .. - . 

químico necesariamente reflejará una variabilidad· genét.ica
0

-baja,- lo cual ·supone 
. ; . . :".>·" .-... -·- -~'. ·.·. -: 

que variará en cantidad .. pero estará p_reseO.t_e ;efi". t"odos':-_10S: individuos_ de la 

especie, aunque solo sea en trazas,. no importa-~dO_ el ·Clima; ·o· el suelo (13). Si ··- ·\• . : 

existen informes sobre variación cualitativa q~_é~~-.s~:_·_~aÍ8ct~riCe por 1a ausencia 

de uno o más compuestos en una o mas subdiV~sionáS _del :t8xón esto debe 

tomnrsc con cuidado ya que puede. deber~e a los- límites de d_etección de! 

método analítico utilizado. Sería muy imPortante,_, por_: 10 tafito, qüe los grupos 

prcviümente estüblccidos en base a la ausencia de compuestos se 

rcinvostigaran. 

3. Otra c<Jr<Jcterística para 
- ',_- .. ···: 

mct<Jbolito secundario es la variabilidad estruct.Ural. del _·t¡po 'de cómpuestos al 

que pertenece, como una medida de l_a e_sp·é.~_!a:lizB:~iÓ~: .. '.· E~ta-'':. variabilidad 

permite que los compuestos químicos sean UtmZ8-dOS como ~caracteres a 

diferentes niveles estructurales. Cada nivel éstructuíal puede- ser utilizado 

corno un c<Jrácter analítico o sintético. Los caracteres analíticos se usan para la 

27 



identificación, caracterización y delimitación de Jos taxa mientras que los 

caracteres sintéticos se utilizan para agrupar elementos dentro de taxa 

superiores y son caracteres usualmente de naturaleza constante y -ampliamente 

frecuentes. Como se presenta en la figura 1, los caracteres del ésqueleto. 

caracteres 1 y 2, son especialmente útiles como caracteres sintét~~o~ .a· niveles 

taxonómicos más altos (tribu. subtribu). La información que propoÍ~iona la 

distribución de los sustituyentes específicos (especialmente grupos funcionales 

nuevos) o combinaciones de sustituyentcs (carácter 3) es útil en el 

agrupamiento de los taxn. Cuando esta información se combina con datos del 

esqueleto, las entidades taxonómicas se pueden agrupar. usualmente a más 

bajos niveles de los que se puede cuando solamente se consideran caracteres 

del esqueleto. Como se mencionó anteriormente, la presencia de un -tipo de 

esqueleto específico puede ser utilizado para establecer la afinidad de un 

género a una tribu o subtribu en particular. Aunque estos tipos de esqueletos 

pueden ayudar en la identificación de tribus y subtribus (uso ·analítico); ellos 

son mas útiles en la asignación de un género con afinidades. dudosas ·a una 

tribu o subtribu. La presencia de un compuesto dado (carácter·,~; _:·p~·~·d~ .ser. 

utilizado como carácter sintético para un grupo de taxa.' -~·J -'?ori.Pi_emento 

' ::··.- ... 
químico específico (nivel 5) de una taxón es obviamánte un carácter analítico 

el cual puede ser útil en establecer limites infraespecíficos (15). 
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Caracteres: 

Caracteres del Esqueleto: 

1 . Tipo de Esqueleto 

(Cumarinas) 

2. Subclase del esqueleto 

(Fu rano y pira no cumarinas. 
cumarinas sencillas. et.) 

Caracteres Substitucionales: 

3. Comparación de individuos o 
combinación de funcionalidades 
sobre sitios correspondientes de 
compuestos homólogos. 

(Sustituyentes hidroxilo. rnetoxilo 
etc. en determinadas posiciones 
del esqueleto) 

Compuestos Individuales: 

4. Presencia/Ausencia 

Química Total: 

5. Complemento químico específico 
del taxón 

Fig. 1. Características químicas 

Uso taxonómico 
Dominante 

Sintético 

Analítico 

Nivel de Aplicación 

(Nivel jerárquico) 

Alto 

Bajo 

de los compuestos y sus 

correspondientes niveles de aplicación como caracteres taxonómicos (15). 

4. Otro criterio a tomar en cuenta para la selección de compuestos 

secundarios es el conocimiento de las rutas biosintéticas de los metabolitos 

29 

TESIS CON 
F'fa.LL,~ DE OPJ{};~L'r 

------------------- -~-- ~-------



involucrados. 

Hay relaciones entre la .ucomplejidad biosintética"' de una sustancia y su 

significado taxonómico. Muchos compuestos químicos, aún aquellos de 

naturaleza compleja, se pueden formar por procesos biosintéticos 

relativamente simples. Tales sustancias son .. de seguro, menos interesantes 

desde un punto de vista taxonómico, que los compuestos relacionados que 

han estado sometidos a transposiciones.. ó a otros cambios secundarios. Se 

puede comparar por ejemplo, los ácidos grasos normales y sus análogos 

acctilénicos; los ácidos cinámicos y los lignanos; las flavonas y las 

transpucstDs isoflavonas; isoflavonas y rotenoides; alcaloides isoquinolínicos y 

los alcaloides bisisoquinolínicos. 

Algunns veces diferentes plantas contiener:i substancias. que aunque 

perteneciendo a diferentes clases de compuest.<?s quíniicos, parecen ser 

biosintéticnmente análogas. Tales plan~as probablemente contienen sistemas 

cnLirnáticos similares, y los compuestos que los- producen pueden por lo tanto 

indicar que existe una relación relevante entre plantas. 

Por otro lado. antípodas ópticos de un compuesto ó compuestos 

cstructurnlrncnte relacionados pertenecientes a series de antípodas, han sido 

frecuentemente encontradas en plantas no relacionadas. Parece muy 

ir11probable. a partir del punto de vista biológico que las especies cercanamente 

rclncionndas contengan sistemas de enzimas muy diferentes y el hecho de que 
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los nntípodos sean producidas algunas veces por tales plantas pueden reflejar 

una flexibilidad espacial de una enzima. 

En resumen, el conocimiento de las rutas metabólicas y las enzimas asociadas 

que dan origen a los caracteres químicos, permiten discernir el artefacto 

ocasional o carácter convergente, y realizar la clasificación con mayor 

información. 

5. Una de las características importantes para la selección ·de metabolitos 

secundarios es la relativa facilidad de análisis, y esta es una de las ventajas, 

principalmente. de los compuestos volátiles, que a través de ~.:técnicas de 

cromatografía de gases (GLC) son detectados y los flavonoides, que .a través 

de cromatografía en papel, cromatografía en capa fina Y -·crOmatografía de 

líquidos (CLAR); por mencionar algunos, han dado origen -a :Úna· grán° cantidad 

de anfllisis de poblaciones con grandes muestras ( 14). 

6. Lü cantidad y tipo de material biológico de las planta·s a-analizar,- depende 

de los rnetabofitos que se quieren investigar. De este modo; los flavC)rlc;ides se 

han utilizado en forma exhaustiva con fines quimiot:axonómicos~ debido a que 

pueden emplearse pequeñas cantidades de material para el an.ál,isis __ quír:nico 

(inclusive material de los ejemplares de herbario). además de que se_ pued_en 

utilizar plantas almacenadas. En contraste los compuestos volátiles como los 

aceites esenciales requieren de material fresco para su análisis. 

7. Otra característica recomendable en los compuestos químicos para 
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utilizarse quimiotaxonómicamente es su estabilidad química ya que algunos 

metabolitos químicos presentan alteraciones en su estructura durante los 

procesos de extracción y análisis. Por otro lado es recomendable que los 

cambios medio ambientales no afecten la producción de metabolitos 

secundarios candidatos a ser considerados caracteres químicos. 

Consideraciones generales en Ouimiotaxonomía 

Son muchos los ejemplos en Jos cuales los caracteres químicos han sido 

utilizados con éxito por quimiotaxónomos expertos para elucidar relaciones 

naturales entre familias de plantas. Sin embargo como se ha hecho notar 

frecuentemente, la clasificación de las plantas debe realizarse utilizando 

caracteres químicos y de otros campos en conjunto. Las razones principales de 

esto son,. por un lado, la escasez de características químicas disponibles para 

comparar a niveles de familia y superiores y por otro fado la dificultad en 

seleccionar e interpretar correctamente a los caracteres químicos. Algunos de 

los factores que causan estas dificultades se discuten a continuación: 

Una de las dificultades al usar caracteres químicos para encontrar relaciones 

entre taxa superiores tales como familia,. ordenes, y arriba de estos,. es el 

hecho de que pocas clases de compuestos poseen una amplia distribución en 

las plantas, por lo tanto se carece de caracteres para comparar. Una excepción 

son los flavonoides los cuales están presentes en todas las plantas vasculares, 

pero presentan la desventaja de que el mismo tipo de estructura tiende a 
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ocurrir en grupos no relacionados (casos de convergencia química) ( 14). 

La habilidad para sintetizar el mismo compuesto químico puede ser originada 

independientemente en dos o más plantas no relacionadas. Si el camino 

biogcnético para producir este compuesto es diferente en cada taxa. entonces 

el mismo compuesto químico representa caracteres diferentes. 

Sin embargo si el camino biosintético es el mismo, especialmente si este 

compuesto es relativamente fácil de sintetizar por la planta a partir de un 

metabolito primario tal como un aminoácido de proteína; entonces, la única 

manera para. decidir si la presencia de un cierto constituyente en'.do~ taxa esta 

basado en una relación verdadera o en una convergen<?i8, .es, i~~-~~~i9ar. si este 

constituyente químico se correlaciona con otros C~ract·~,.·~~·- en~ loS taxa bajo 

estudio. Si este constituyente se correlaciona con:·otr~·s :rriar-~adores químicos o 

con otros tipos de caracteres. este constituyent-e 'es·:u,'n · maícador filogenético. 

Otro punto a considerar es que los meta bolitas secundarios son 

frecuentemente sintetizados en las plantas·y a su vez le sirven para defenderse 

de factores del medio ambiente, tales como los depredadores. Cuando una 

planta produce un compuesto químico tóxico. el cual le confiere _mejor 

protección contra plagas y enfermedades. esta planta tiene mayores 

posibilidades de sobrevivir; sin embargo. los insectos y microorganismos 

cocvolucionan con las plantas y pueden detoxificar el veneno de la planta. La 

planta nuevamente evoluciona a producir un nuevo tipo de compuesto químico 
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el que su enemigo no puede, todavía, metabolizar. Por ejemplo los miembros 

do las Asteraceae muestran una facilidad para cambiar su muy característica 

síntesis de lactonas sesquiterpénicas por diterpenos, tri terpenos y 

scsquiterpenos que no presentan la función lactona (15). 

La variación química dentro de una familia ó a niveles superiores es un factor 

que no permito escoger una o dos especies en - forma aleatoria como 

representativas de la química del grupo, por· lo que·--·es·:-común, ·dentro de la 

quimiotaxonomía, utilizar el concepto de ... _tend~·n.~i~·-_ . .;;;-·~~-reducir_ ciert'o tipo de 

compuestos". Esto indudablemente requi~re de ~n b_uer:i conocirTiien_t!=» de la 

química de todo el grupo bajo estudio y de las rutas biosintéticas de los 

compuestos. Otro factor limitante es la carencia de datos químicos en ciertos 

taxa. Aunque algunas familias han sido ampliamente estudiadas .. otras se han 

estudiado para cierto tipo de compuestos y de algunas otras se conocen pocos 

o ningún estudio químico. Aunado a esto en los últimos años se han 

efectuado, principalmente, estudios fitoquímicos biodirigidos. Esto significa 

que hay una tendencia a la búsqueda de nuevos compuestos con actividad 

biológica, consecuentemente la presencia de sustancias conocidas 

generalmente no se informa (información que sería de gran utilidad en 

quimiotaxonomía). 

Aún más, debido a que el aislamiento de nuevos compuestos en el reino 

vegetal crece de manera exponencial ( 1 5). resulta imposible para un taxónomo 
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retener toda esta información en la memoria. Por lo que las bases de datos 

deberán contener toda esta información; y las relaciones entre los taxa serán 

propuestas por métodos filogenéticos, los que considerarán entre otros 

aspectos. la convergencia y pérdida de mutaciones. Por otro lado los 

caracteres químicos se han utilizado exitosamente para complementar o 

mejorar árboles construidos con otros caracteres o inclusive para discernir 

entre dos relaciones taxonómicas propuestas ( 14, 1 5). 

Cuando hay diferencias entre el punto de vista químico y otro como por 

ejemplo el molecular. no necesariamente significa que algun~ de los dos este 

mal. Un árbol filogenético basado en un solo .carácter ya sea morfológico, 

anatómico, químico o molecular, refleja la evOlución ·de· _ese'. carácter en 

particular y no la evolución de la planta. En todos los :·~~~~s·_-:S~ ~~-~~fr.~n: Que. 
-.".·'::'·" 

-,--- .~.=----.. ~~,_,L~:~.: 
A niveles bajos de jerarquía taxonómica, tal como él de 9é~(;;-~~- O. iñi·~~i"~res, los 

conjunto para proponer relaciones. 

. : . -: .· : :- ... -:'. ·.·, 

metabolitos secundarios de plantas son muy útil~~--~/~ ~l .nÚ-~:~~~ '.:de, caracteres 

disponibles para realizar comparaciones es m_ucho ma~or. 

La quimiotaxonomía de plantas en el amplio sentido de- la palabra, utilizando 

micro y macromoléculas. ha contribuido sustancialmente ·al propósito final. de 

la sistemática de plantas: .... la generación del sistema natural'"". 
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Marcadores químicos en Rutaceae 

Dentro de la familia Rutaccae. Hegnauer. R. y Cronquist. A. (16, 17) han 

mencionado como marcadores taxonómicos a los aceites esenciales, los 

alcaloides, las cumarinas, ffavonoides y limonoidcs. Aunque también algunos 

autores ( 1 8) han utilizado las ceras. como caracteres químicos. El uso 

específico de ceras, fl¿ivonoides, alcaloides, limonoides y cumarinas como 

marcadores químicos de la familia de las Rutáceas se analizan a continuación: 

Norbdy y Nagy ( 18) emplearon las ceras de las hojas y de la cáscara de los 

frutos de 49 cultivares de Citrus (Rutaceae). En estos estudios los autores 

encontraron que los perfiles químicos de alcanos exhibían diferencias 

significativas para cada cultivar. También encontraron que cadá" perfil ,químico 

obtenido de la cáscara de los frutos se correspondía con los obtenidos de las 

ceras de los hojas. Los autores indicaron que las ceras de hojas ·.son eficaces 

corno marcadores taxonómicos y que se requiere de müeStr8s de ;-p-OblaCiones 

naturales que hayan sido recolectadas con suficiente -~~idado tal cque las 

variociones cuantitativas dentro y entre poblaciones deben ·ser. tr0ta,c:J8s como 

un dato estadístico y no como datos individuales.·' 

Skorupa y col. ( 19). con objeto de proporcionar. evidencias químicas a la 

taxonomía del género Pilocarpus# informaron sobre la distribución de 

hidrocarburos en las ceras epicuticulares de hojas# principalmente los n-alcanos 
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de 1 1 especies endémicas. recolectadas en poblaciones silvestres de Brasil. 

Estos investigadores encontraron que P. jaborandi preSenta un patrón diferente 

de hidrocarburos de ceras, debido a fa · pr0sencia .·de relativamente altas 
. .. .. . . . 

cantidades del 1 -fenil-5-vinil, 5,.9-dimCtil~dBéano~. La ···mayoría de las especies 
. ,.:· ,· -.· 

presentaron como componentes pr,iné:ipale~·-:~~~~¡-~-~n~-'~>~e 29 y 31 ·átomos de 
::: ···,· : .. ·. 

carbono. A través del análisis de. con91_¡,~er~'dó.sº-. se .º'o·b~ervaron . dendogramas 
,- .-.··· ·· . ._ ' 

con los taxa distribuidos en dOs 9~and~~ ·g·r¿p:6.S; también se observaron las 
. '' . . ' ~ . :. , .. . . ' 

relaciones de afinidad entre Jos. taxa,. lo_s 'que: ayúdaro~ a definir la taxonomía 

del género (19). 

Whiffin (20) realizó un estudio morfológico y químico tomando los aceites 

esenciales como marcadores químicos, entre poblaciones de Correa ae1T1u/a y 

C. reflexa. así como de individuos cuyas formas son reconocidas como 

variedades de C. ref/exa. Los datos de los aceites esenciales se sujetaron a un 

nnólisis numérico multivariado y los resultados sirvieron para confirmar la 

cntcgoría de híbridos de las poblaciones antes consideradas como variedades. 

Los flavonoidcs son los constituyentes secundarios mas ampliamente utilizados 

en estudios taxonómicos. Esto se debe en parte a su presencia ubicua en las 

plnntas superiores y a su gran diversidad estructural. También son sustancias 

quín1icas estables, fácilmente estudiadas en muestras pequeñas de plantas o 

aún en delgados fragmentos de material de herbario. Una razón más que 

completa su popularidad con los taxónomos de plantas es su facilidad de 
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análisis por procedimientos relativamente simples, ya que pueden ser 

detectados por cromatografía en papel, cromatografía en capa fina 

bidimensional y Cl"omatografía líquida de alta l"esolución. 

Los flavonoides se han empleado como caracteres taxonómicos a casi todos 

los niveles de la sistemática. Un ejemplo de ello Jo constituye el género Citrus, 

en el cual. Albach y Redman (21) evalual"On 48 variedades que l"Bpresentaban 

1 a especies de Citrus reconocidas y 49. híbridos de 1 8 cruzas diferentes. El 

análisis se renlizó a través de cromatografía en capa fina y los resultados 

mostraron una consistencia cualitativa y cuantitativa de la composición de 

flavanonas para cada especie y para cada Cl"UZa. Inclusive las l"eglas que 

gobiernan la hel"encia de las flavanonas de Cirrus se dedujel"on a partir de la 

composición de híbridos conocidos. Estas reglas acopladas con la composición 

de los datos se usal"on para evaluar las. probables relaciones de diferentes 

variedades y especies de cítl"icos. 

Sin embal"go. en un estudio más ambicioso, los tlavonoides sil"viel"on pal"a 

npoyal" el arreglo taxonómico pl"opuesto por Swingle. en 1943 (Cuadro 3), para 

la subfamilia Aul"antioideae. En esta clasificación, el autor dividió a la 

subfamilia en dos tribus: fa tribu Clausencae (subtribus Micromelinae, 

Clauseninae y Merrilliinae) y la tribu Citreae (subtdbus: Triphasiinae, Citrinae y 

Bnlsnmaocitdnae). Este apoyo fue posible, pdncipalmente .. por el análisis de la 

vadabilidad est ... uctural de los flavonoides involucl"ados, realizado por Grieve y 
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Seora en 1980 (22). 

Los principnles tratados taxonómicos de la subfamilia Aurantioideae proponen 

el Ltrreglo de los géneros en forma de una especialización morfológica creciente 

iniciando por el género Micrornelurn. un pariente muy lejano de los cítricos. y 

finalizando con el género Citrus. Los caracteres utilizados para esta propuesta 

son tanto morfológicos como químicos. 

División de la 

subfamilia 

Aurantioideae 

Tribu Clauscneae 

Subtribus: 

Micromclinae 

Clauseninae 

Merrilliinae 

Tribu Citreae 

Subtribus: 

Triphasiinae 

Citrinas 

Balsamocitrinae 

Cuadro 3. Clasificación de la subfamilia Aurantioideae en tribus y subtribus. 

según Svvingle en 1938 122). 

En cuanto a los caracteres químicos la designación de un estado de carácter 

primitivo versus derivado, se basa en una gran cantidad de estudios químicos 

realizados por diversos investigadores en los que ciertos patrones de 
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flavonoides se correlacionan con la evidencia biológica disponible (Cuadro 4). 

Caracteres Químicos 

Primitivos Avanzados 

C-glicosilflavonas presentes (orientina, C-glicosilflavonas ausentes. 

luceninas. 

saponarina) 

vitexina. vicenina, reemplazadas por 0-glicosil-flavonas 

(apigcninn, acacctina, luteolina) 

Flavonoles presentes; el anillo-B de Los flavonoles presentes: con en el 

flavonoides con patrones de anillo-a di o monohidroxilado 

trihidroxilación; corno la miricetina (quercetina, kacmpferol) 

Agliconns de flavona y flavonas-0- Flavonolcs reemplazados por flavonas 

glícosíladns ausentes (apigenina. acacctina. luteolina) 

Flnvanonas ausentes Flavanonas presentes {naringina. 

poncirina • hcsperidina) 

Cuadro 4_ Tendencias evolutivas en la Aurantioideae. Caracteres químicos 

propuestos por Harborne (1977)_ 

Harborne ha sugerido que grupos de plantas arcaicas han retenido 

ueneralmcntc caracteres primitivos de flavonoides y a partir del estudio del 

rnetabolismo de los flavonoides ha postulado que los compuestos que se 

encuentran en las primeras etapas de Ja ruta biosintética de flavonoides 

pueden ser rnás primitivos que los componentes químicos que se forman en las 

lJltirnas etapas. 

Por otro lado la reducción en la complejidad de un carácter taxonómico puede 
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considerarse corno un estado de carácter derivado debido a la dirección inversa 

del desarrollo evolutivo. Esta mutación perdida o tendencia a la reducción 

parece estar actuando sobre varios caracteres morfológicos y químicos de la 

subfnmilia Aurantioideae. 

Con respecto a los caracteres químicos la reducción se presenta en un taxón 

como un ostndo avanzado. En éste, el taxón tiene disminuidas sus capacidades 

enzimáticas lo que origina que no se formen compuestos que normalmente se 

sintetizan en los últimos estádos de la biosíntesis de los flavonoides. Así 

mismo existe una acumulación de productos sint.etizados. en los primeros 

estados de la ruta metabólica. Por ejemplo aunque la síntesis de flavanona 

ocurre en una de las primeras etapas de la bi~génesis de flavonoides. la 

acumulación de flavanona en la Aurantioideae (Cuadro 4) puede ser vista como 

un estado de caracter avanzado. como resultado de la pérdid~ - de· uno o m·ás 

mecanismos biosintéticos. ya que estos caracteres corrélacionan con ·1os 

caracteres morfológicos. 

Tomando en cuenta estas consideraciones, Grieve y Seora· (22) observaron 

que los patrones de flavonoides en la tribu Clauseneae se distinguen por t.res 

características químicas primitivas (Cuadro 4). 

1 . La predominancia de las C-glicosilflavonas 

2. Presencia de glicósidos de flavonoles 
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3. La ausencia de glicósidos de flavona y flavanona 

Considerando que en plantas dicotiledóneas. los derivados C-glicosilados se 

han asociado con taxa leñosos. relativamente primitivos. los autores mostraron 

que en la tribu Clauseneae las uniones de las flavonas se encuentran 

solamente en la forma C-glicosiladas en vez de estar 0-glicosiladas. Además 

mencionaron que la capacidad para la C-glicosilación es ret:enida a través de 

toda la subfamilia Aurantioideade. 

Tomando en cuenta la subdivisión realizada por Svvingle (1938) de Ja subtribu 

Citrinae (Citrcae). que va de los cítricos primitivos a los más avanzados. Grieve 

y Seora encontraron que de los árboles,- n:iás - remotos a los mas altamente 

especializados (árboles frutales de citriCos verdaderos) hay una tendencia a 

sustituir los flavonol-0-glucósidoS-··p-o·~ · 10S·.flav-ona.:o-glucósidos. con excepción 

de la subtribu Balsamocitrinae e~. _Ja. ql:Je· predominan los flavonoles. Asimismo 

encontraron que en la Citrinae hay una tendencia a reemplazar a los glicósidos 

de flavonol por glicósidos de flavona y la distribución de las flavanonas esta 

restringida a PleiosperrniulTI y a los seis géneros de los árboles frutales de 

cítricos verdaderos. 

De este modo y tomando en-cuenta los perfiles cromatográficos de las Citrinae 

y Balsamocitrinae se apoyó la propuesta _taxonómica para la subfamilia 

Aurantioideae de Svvingle. 

Por otro lado. los alcaloides se han propuesto como marcadores taxonómicos 
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pero tienen asociados una serie de problemas al ser utilizados con este fin. 

Entre éstas se menciona que tienen una distribución limitada por Jo que no se 

puede utilizar a niveles más altos de clasificación. Las propuestas taxonómicas 

generalmente se restringen a una clase particular de alcaloides ya que 

presentan estructuras muy diversas. Waterman (23) trabajó -con_ los' alcaloides 

de Rutaceae y él notó que los datos químicos en gran ,.mBdid8 son 

. . ' . 
inconsistentes con la clasificación de la familia genef.~c:Ja). por IÓs :tra_bajos 

clásicos. Ante este problema, procedió a reunir la informa·ciÓ·~ -dÉ!··:JOs alcaloides 

y otros metabolitos secundarios para proponer una ... riúe.va · hipótesis 

taxonómica"" de las subfamilias de las Rutaceae y los grupos cercanos de las 

Rutales. 

Dreyer y colaboradores (24) propusieron el uso de - Jo_s .- tri terpenos del tipo 

limonoide como marcadores quimiotaxonómicos, principalmente por la 

sensibilidad de estos compuestos en cromatografía en capa fina al reactivo de 

Ehrlich's y su relativamente fácil aislamiento a través de la cristalización, sin 

embargo los autores también mencionaron que se requiere de un mayor 

conocimiento sobre la distribución de éstos en las especies de Rutaceae. 

Los Jimonoides. compuestos amargos, son triterpenos modificados con 26 

átomos de carbono que se encuentran presentes en el orden de los Sapindales. 

Debido a la presencia de estos compuestos triterpenoides, así como de otros 

caracteres, Cronquist menciona que las Rutaceae se encuentran agrupadas con 
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las familias Simaroubaceac, Meliaceae, Cneoraceae, Ptaeroxlaceae (17). 

Droyer y col. (24, 25) encontraron una marcada correlación entre los niveles 

de oxidación de los limonoides y su distribución en las tres principales 

subfamilias. Esto es, limonoides con un grupo metilo intacto en C-19 se 

encuentran en especies de la subfamilia Toddalioideae. Mientras que en la 

subfrimilia Aurantioideae se encuentran pequeñas cantidades de este tipo de 

limonoides y una gran cantidad de limonoides con el metilo en C-19 oxidado, 

tal como la limonino. Por último las plantas de la subfamilia Rutoideae contiene 

limonina y sus productos de oxidación como la rutaevina y Ja difosfoenol 

lirnonina. De este modo las tres principales subfamilias pueden order:"''arse de 

' ' 
acuerdo al incremento en la capacidad de oxidación de· los limonoides de la 

Toddalioideae al Aurantioideade y hasta la Rutoideae.·-

Lns cumarinas se han estudiado con fines taxo_nóm_icos en las Rutaceae ( 14, 

26. 27). Tal vez entre las características· más úti11!is _ ~~ra .. ser Usadas en 

taxonomía es su distribución y su variabilida·d estructúraJ en los diferentes 

taxa. 

Las cumarinas se han utilizado en _un nivel superior.';~ la.,_.f.amilia Rutaceae, 

obteniéndose dos observaciones de naturaleza positiva. Primero eÍltre aquellas 

familias que generalmente se -consideran que constiiuyen\é'I,' órden: naturai _de 

los Rutales (Rutaceae, Simaroubaceae, Meliaceae, Burseraé:éBé'. ·cOeoraceae y 

posiblemente. Anacardiaccae), las cumarinas se les han encontrado solamente 
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en las familias Meliaceae y Rutnceae. Aun más, en la familia Meliaceae. las 

cumarinas parecen estar bastante restringidas en su distribución a 

determinados géneros de la subfamilia Cedreloideae (26), familia a la que 

Hartley ha sugerido que puede tener una significativa similitud morfológica con 

Ja subfamilia Flindersioidcne de las Rutáceas. 

Mientras que la presencia de las cumarinas en estas subfamilias púede servir 

para un entendimiento de lél fi10genia .de la - Rl.:.~·aceae ·.;.¡· · Meliaceae, el 

metabolismo secundario de la Flindersioideae es típicament'e rutáceo y no 

apoya la propuesta que ésta se enc.ue~fr'e a;·:~~:vel :~-~-. ~-~~.ili_a ... ~f:i-Í:'m:-~. Ru.ta"ceae y 

Meliaceae (26). 

El alto grado de similitud entre las cumarinas de -laS: Rutace:~e y ~mbelliferae, 

ha permitido sugerir que estas familias, que norma.lriien~e·.-no. es"tá_n cercanas, 

son filogenéticamente adyacentes. La similitud de variBs cie estas cumarinas es 

de hecho impresionante .. una comparación de las cumarinca.s·~e l~s Umbelliferas 

con las de las Rutáceas muestra pocas diferencias y si se probara que la 

cercanía filogenética es insostenible .. entonces se presentaría un impor"tante 

caso de convergencia química (26). 

Sin embargo, una comparación de las modificaciones secundarias de las 

cadenas prenilo .. que abundan en las cumarinas de ambas familias .. mues"tran 

diferencias interesantes. Así, en las Umbelliferae hay una presencia extensa de 

cadenas de: senecioilo. isovalerilo.. 2-metilbutirilo (2-MeBu) y angeloilo. 
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Cadenas que frecuentemente están esterificando a las 3' ,4'-dihidroxi-dihidro-

piranocumarinas,. lo que muestra una diferencia distintiva en la sustitución de 

las cumarinas entre estas dos familias. Similarmente las Rutáceas también 

demuestran distintas rutas metabólicas en el uso de unidad~s ·de -~.sopentenilo y 

en la formación de cumarinas p..-eniladas en el C-3. Estas,· distiriciones son 
. . . 

probablemente aun más marcadas de lo que ellas ::parf:Cran a·1< principio,. y 
- "·. .·. - - ,- :,-.:·, .. :: ·:::~. ~· ,' 

pueden constituir una fuerte evidencia 'de que ·los.· c~~n:ipl.if?stOs··1iPo~prenilo de 
< _::·:-.'.·. <::.·::_.~. :>:+: .. · ... 

las Umbelliferae son realmente producto~ de:.deg-~~-~~éiÓn.·_~~ :195 arTiinoácidos, 

una ruta que todavía no se ha informado·. ~·~n.~~·6, -~~; ~-~-~-Á~.{lá~-~~~-.: 

Dentro de las Rutáceas Parece ser -~U_e n~.'.; h·~~J:;~~~-~-~-~_é:,.i~~- si~~1Úic~tiVa en la 

distribución del tipo de cumarinas· entí-e _ras ··tres·'-: pdnCipalés .subfamilias. El 

número total de cumarinas aisladas- se e~cue~~~~:_:~-~~·:' ~-~a: proprirció~ de. 6: 1 :3 
- :· -·- . .-;--,_· -,.·' "-:"º-.,··,-' 

entre Rutoideae, Toddalioideae y AurantiOide"aC.-º El ;·áislBmiento de cumarinas 

lineares, angulares y dihifrofurano y pir~nocu~·~~i~~~::--~:ue·~~ra poca desviación 

a esta proporción. 

Aparentemente la distribución al azar de los tipos de furano y piranocumarinas,. 

dentro de las Rutáceas y entre las Rutaceae y Umbelliferae,. parece sugerir que 

estas estructuras per se tienen poco valor taxonómico. Esto se debe a que 

estos compuestos son, aparentemente,. resultado de ciclizaciones espontáneas 

no controladas. Hasta que esta hipótesis sea eliminada, por el descubrimiento 

de sistemas que controlan estas reacciones, parece prudente considerar 
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solamente aquellos compuestos que se conoce están controlados 

enzimáticarnente (formación de cumarinas, prenilación y sustituciones 

posteriores) como marcadores taxOn~micos -poiencialmente-.-útiles (26). 

Investigaciones exhaustivas han dem~strado 9ue 1~. mayoría de los géneros de 

los Rutáceas sintetizan cumarin.as··; (26f~·· 
,- "._. ···:·-:·.-·<· . 

Parece que existen algunas'tendencias'e·-~· los-patrones de substitución de las 

cumarinas. La presencia de mas':~.; d;s,::~"ti!C~'e'.~tes Óxigena_dos en el núcleo 

de las cumarinas es relativamente extraña. Sin 'embargo patrones de 
. -. . ·>-, .· , ... "' ... _ .... 

sustitución 5, 7 ,8 se ha_n._.~ncontr~d·~· ... :·e·~--:-·~·--~.~én~r~ ·Ruta .mientras que en 

Zanthoxylum se han encontrado Patío.n~s· · 6, 7 ,8. En los géneros, 

estrechamente relacionados, Ruta y Tharnnosa ·se;· ha ·encontrado una 
o • ·-'·.- ,>·,; :·· 

sustitución en C-6 de cadena lateral isopentenil, .-mi~~~Ías .. qu.e e_n_·--~C?~- géneros, 
•• ,_-.',"':',,'.'.•P'::. • ·:·:,.' :' 

aparentemente no relacionados Murraya (27) y Phebaliúrn la· ínisma sustitución 
.·.:· .. ;:_:-_ -__ ·:-~.:-:·/ ·~, 

se ha encontrado en C-8. Existe una posible' --t~~,d~~c:i~.,, - entre las 

furanocumarinas monosustituidas que abarca d-esde la._í~Í0ti~a baja prenilación 

en la Rutoideae (Zanthoxyleae) hasta una p~·enii~~fó~. regular en la 

Aurantioideae. con la Toddalioideae y la Ruto.ideae ·en una''-- pOsición intermedia 

entre ambos. Con la excepción del ubicuo au~aPtt;,n. · los sustituyentes O-

geranilo se encuentran principalmente en el género ~Geijera (Zanthoxyleae) y en 

la subfamilia Aurantioideae. Sustituyentes en el 'á:tomo C-3, generalmente con 

un grupo 1. 1 -dimetilatilo se encuentran solamente en un pequeño grupo de 
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géneros y aparentemente son, particularmente, significativos en Ruta (con 

cumarinas simples) y Clausena (con piranocumarinas). La prenilación en el 

átomo C-8 parecería presentarse con menos frecuencia que en el átomo C-6 y 

puede reflejar una relativa rareza de la enzima responsable de modificar el 

átomo C-8, Jo cual podría ser taxonómicamente valioso. 

La presencia de glicósidos de cumarinas simples en Eriasternon. rhornboideus, 

nsí como la ausencia de piranocumarinas en esta especie, al igual que en E. 

cyrnbiforrnis y E. 'W'Dnganensis coloca estas especies en un t:axa particular de 

la sección Nigrostipufae (14). 

Unos cuantos taxa se caracterizan por sus propias._ cumarinas altamente 

. . -

individuales entre estos los más sorprendentes· son : lo,s .~géneros _ _ Halfprdia 

(cumarinas 3,4·oxigenadas). Eriosternon brui::ei -· (cumaiin·as tipo-'. bÍuceol, 

' - . -··.- -· ·- --
oribrucinol) y Toddalia acuelata que sinteti~-ª-. -~c~:~ª-~~~as· 5,_7. dime_toxi, 6-

prcniladas. 
. .'·.· ., . ¡.. ' 

Finalmente el potencial taxonómico de las cuma-Íina·~-~--a .. Íliv~¡-~·;·_·-~Ubespecíficos y 

de población todavía no se ha evaluado. El: único ·--~~'t_u-~:i;~-_-. .-~'~ r~:···}e~tia que 

relaciona las variedades de Ptelea trifollata. sugiere~· qÚ~-;,::é~~~s'·_.-.~·~'~.cÍ-0n tener 
·~,J_·-.._·_,_ ~l'..~,,<· . 

algún valor, por ejemplo, se han propuesto dis~i~t·a~-:-~~=z'.~-~,)~~~~ó~l'i.é~~ ... ·d~.:-MUrraya 

paniculata: la Formosana y la lndonesiana. E~~as".~~~·~:_-~-·iÚ~-~~-~-.~~:r~ú;·a~ente -va 

que la raza Formosana esta exenta de la ~'·;·7~-~~~e~:~.'.~\:-~~-~·r·~~:il~~~'.a-;i'~-as que 

son los constituyent.es principales de la lndonesiana. Con la presencia de esta 
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clase de prenilcumarinas en la Murraya paniculata variedad omphalocarpa 

algunos autores sugieren una relación aparentemente mas cercana entre ésta 

variedad y la raza lndonesiana que con la raza Formosana (27). 
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111. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

111.1 HIPÓTESIS 

Las cumarinas establecerán diferencias químicas diagnósticas entre C. edulls, 

C. sapota, C. pubescens y C. calderoniae. 

111.2 OBJETIVOS 

Objetivo principal 

Apoyar lo determinación taxonómica de cuatro especies. de Casimiroa, 

mediante estudios fitoquímicos de las semilla y hojas que permitan establecer 

similitudes y diferencias entre éstas. 

Objetivos particulares 

1. Caracterizar n1orfológicamente a las especies de Casirniroa edulis, C. 

sapota, C. pubescens, C. ca/deroniae. 

2. Caracterizar los principales metabolitos secundarios de estas especies. 

3. Obtener. mediante análisis fitoquímico, cumarinas para ser utilizadas 

como estándares. 

4. Determinar la distribución de cumadnas en las cuatro especies bajo 

estudio. 

5. Realizar estudios de similitud y diferencias utilizando los datos de las 

cumarinas presentes en cada una de las especies. 
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IV. DIFERENCIAS ESTRUCTURALES ENTRE LAS 
CUMARINAS PRESENTES EN Casirniroa greggii Y EN C. 
pring/ei, C. edulis, C. pubescens Y C. calderoniae 
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Diferencias estructurales entre las curnarinas presentes en Casirniroa greyyii y 

en C. pringlei, C. edulis,. C. pubescens y C. calderoniae 

Aida N. García-Argáez 1, Nadia M. González-Lugo2 , Carmen Márquez2 ,. Mariano 

Martinez-Vázquez2 • 
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Resumen 

Mediante cromatografía líquida de alta resolución se analizaron hojas y semillas 

de Casirniroa pubescens, C edulis.y C. cálderoniae. Los·resultados mostraron 

que las cumarinas: felopterina (6), isopimpinelina <'!:~~)~'. herSclO.nol. (15) .y 

heraclenina (16) se detectaron en las tres especies · eStudiadas~ Siendo. C. 

calderoniae la especie que, en promedio, presentó una mayor· concentración de 

este tipo de metabolitos. Estos resultados junto con otros previamente 

publicados han demostrado la presencia de 1 6 cumarinas en el género. 

No obstante que se ha postulado que las cumarinas aisladas en el género, 

tienen como precursor común a la umbeliferona, existe, sin_ embargo, una clara 

diferencia entre las cumarinas sintetizadas por i'a · -C::.· g-,.eggii y las -demás 

especies estudiadas. Así la seselina y el _ 0-geranil-osteno~~ ,ambas pr~ven.ientes 

de la umbeliferona prenilada en el 'átomo de C-8, son sintetizadas Por C. 
- ,. - .. - . t 

. -· ·.-· 

greggh: mientras que las furanocumarinas sintetiz_~das .. ,PO~·Jas ~em_á-s 'especies 

provienen de la prenilación en el átomo C~6 de la UmbeÚferona. 

El presente trabajo constituye el primer estudio ·nto~uí,!Tii~o:·de C. pubescens y 

C. calderoniae. 

Abstract 

Leaves and seeds of Casirniroa pubescens,, C. edulis and C. calderoniae were 

53 



analized by HPLC. The results showed that coumarins: phellopterin (6), 

isopimpinellin (9). heraclenol ( 15) and heraclenin ( 16) were present in ali 

studied species. Among all analyzed species C. ca/deroniae showed 'the 

highest concentration of those metabofites. These results in addition-to those 

previously published indicBte t.hat -·1 s different coumarins h8ve- b'een deteCted 

in the genus. 

. ' 
An accepted proposal is that "the . umbelliferone.' is a corTu:no~. precursor in- 'the 

biogenesis of the coumarins Ot :CaSimiróa~ hO~éver.·.the~ré<¡s :a _cl~~r- difference 

between 'the coumarins ~yn~h~s_i2:·ª~- ~~ c .. ·_--'grB"gg;/ ,.~~d·:·thc;s~ 'Present in 1:he 

other studied species. Then seselin and ()'~g~;an~l-~sth=n~I· both synthesized 

from the prenilation of umbelliferorie at C-8 are present in ·c . . gregg11. while the 

coumarins present in the other species are from the prenilation of 

umbelliferone at C-6. 

To our knovvledge this is the __ first stu_dy of C .. pubescens and C .. calderonlae. 

Keywords: Caslrnlroa. cumarinas. Rutaceae 
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Introducción 

Las cumarinas son probablemente los metabolitos más comunes derivados de 

Ja ruta biosintética del shikimato-corismato (~ ). 

En miembros de la familia Rutaceae sB han· en-centrado aproximadamente 200 

cumarinas y evidencias experiment·á-105 han derTiostÍado qUe és.tas se sintetizan . . 

por las mismas rutas biosintéticas ob·s~rvadaS' en"-~ti-O'S.f·¡~milias de plantas, 

donde la umbeliferona. se c~~-~;d~-;~:. ~·i: ~:~~~r'm·e·~~~~;O. c;~n,ú·n·: p·~;a. la biosíntesis 
. . ' . ' ' 

de cumarinas lineales y angul~r~~;:(:2). 
' -· . 

El principal factor- :d~ ·_;~~ÚVer.sificación estructural de las cumarinas en las 

Rutaceae es la amplia -_¡·;,~Orporación de unidadeS prenilo al núcleo cumarínico. 

En algunas. eS.Pe.CiO-s·,-, de·- ·eSta· fainilia, se ha der'nOstrádo ·!qi.Je' 18 prenilación 
. . . . 

ocurre cuand.o. -se· .,-.a o;· .. forínadO la umbelifero"na. (1 / :_2).::- Las---:_.-rt)odificaciones 

secundarias que pueden efectuarse sobr_e _los grupos preÍlilO, usualmente 
. ~ . . . ,·, .-.. 

iniciada por el . doble :: enlace. ~on_t~~-~-~.Y~~~~-- :~~8; _· esta 

diversificación estructural de manera importante .. Inclusive la ··trarlstormación 
' --· .. 

del doble enlace de la caden8 prenilada· lateral al ·diol respectivo, vra· una 

cpoxidación ha sido demostrada con marcadores radiactivos (1 ) .. 

Tan1bién se ha postulado que las furano y pirano cumarinas se . forman 

biogenéticamente cuando al núcleo cumarínico se adiciona un ·-grupo. prenilo y 

este interacciona con un grupo ortofenólico, de tal rnadO que se generan 

diferentes cumarinas con un anillo heterocíclico adicional. Así se ha propuesto 
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que una prenilación en la posición 6 de la umbeliferona da .origen a las 

furanocumarinas lineales como el psoraleno. mientras que una prenilación en la 

posición 8 da origen a las furanocumaririás ari'QU.í0.res éomo -la· Bngeli.Cina. (3). 

Algunos autores asumen que las piráno'y furan~ cumarinas lineaÍ~s y angulares 

comparten 

ciclización. Propuesta que se h·a·~-demo~-~~:ci~~:~·~·tg~~~~~~::-~-~:'~-:·,~·~·~>·¡~:i.::_:~-e~iante 
marcadores radioactivos. se. ha pro~~~b la. Úa~~f~r~a~ión ~i~~~n¿~ic~ en. Ruta 

graveolens de Ía demetil~ub~'rosina B'psorale'.'lo"·csr~· 

En el presente trabajo se dan·a conocer·los resultados de un aná.lisis;·médiante 

cromatografía de líquidos de álta resolución. de la ~onipósic_i~n· ·_de cumarinas 

en hojas y semillas de Casimiroa pubescens, C.· edu/is y. C.· calderoniae. 

Adicionalmente se'comparan los diferentes tipos -de ·cumarinas presentés en C. 

edulis. c. pubescens. c. calderoniae y e greggii. 

Resultados y Discusión 

Se realizaron los análisis a cinco individuos de cada espe:_~i~_. ·recolectados en el 

·-·. ' 

mismo sitio y en e"tapa de fructificación,. Las cumarináS 1 •. 6. 9~ 15 y 16. 

utilizadas como meta bolitas secundarios de referenc:iá.: s~ :~is~aron. previamente 

de Decatropis bicolor (Rutaceae) (4). 

De manera general. los resultados del análi~is ._-; cr:oni.~tográfico indica.~ la 

presencia de las cumarinas: felopterina (6)~ isoRi~pin~Jif:aa_ .'(_9>. hera~lenol (15) 

y heraclenina ( 16). tanto en hojas como en semillas de las tres especies 
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estudiadas (cuadro 1 ). En contras~e no se detectó Ja presencia de la seselina 

(1),. cumarina previamente aislada de C. greggii (5). 

El análisis de resultados para cada especie ,se pfesenta por separado. 

C. pubescens. 

El estudio en hojas de esta especie mostró' que la heraclenina fue la única 

cumarina presente en los cinco individuos'."estudiados ·así mismo fue la de 

mayor concentración. Por otro : _lado i«· 18 -.· felopterina se dc3tectó eri · cuatro 

individuos. mientras que la isopi~i>i"nelina: se e·nConii-6: 'én dos individuos v el 

heraclenol solamente en uno~· ~~ ._~i~~a 'te~d·~~·.:;·¡~:· .. ~~~ -.~~servcS '.en' el análisi~ de 

las semillas. 
, - . ;· .·. '· . ·, 

Estos resultados indicaron qÚe 'en e_s.ta etapa ·de crecim.iento· de· las plantas y en 

este sitio de colecta,. Ja especie acumula y/o. sintBtiza -· preferentemente 

hcraclenina y felopterina. 

C. cdu/is. 

El estudio de las hojas de esta especie, a diferencia dé Jás·-otras- dos especies 

annlizadas mostró una presencia abundante de las cuatro cumarinas de 

referencia con concentraciones que variaron de 0.048 a a~a~~ mg/ g de 
, ... ' .... :: .--··: ... - .-

plnnta. En contraste,. en semillas, la presencia de IB:~ ~·¿n::,~·~fn·~~-~-(6, 9~-:,15 ~y ~ 6) 

fue escasa, la única cumarina presente en.;.t~-d~s~.'_~-loS-·-:¡r;dividuo.s .. fu~ la 

fclopterina mientras que el heraclenol solamente -~_se detectó en ·.un solo 

individuo. 

C. calderoniae. 
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Los resultados del análisis de esta especie muestran un patrón similar al 

observado en C. pubescens. - esto es la prese_ncia de 6. 9. 15 y .16. tanto en 

frecuencia como en concentración. es rTiayor en'· las· hojas que en las semillas. 

Sin embargo es n01:ab~~-·¡~~~-"i:Oi~l~~~~ra.éioñes tan··altas de heraClenina (20.9 mg/ 

g) y de felopterina · (2S.~ ir;~¡ ~)~e;, 1"l())~s:
1 . . 

',.,- • .. ; 

En suma •.. los re~ult.a~~-s ·-.·~e: -:¡~úf:~·t~~a-~- ;.:· es·'pe6ü!s ·' eSi~diéidas indican que la 

presencia de las 'cumaíinEis: d'e ;~~:~~"~·~:i'~·::'~;.:::·;~··;~::5 _~; __ ~-~-~'·es· maYor- erl las· hojas 

__ ... :· .: .. ·:,-.::>' ' ... : ·.::.-:···">:> ., _·.~-<··:. :._>:<'~'," ';·,"·,·:,- ·.: 
que en semillas. No obstante e'Xisten" diferencias notBbles'. e.n los 'ritsultádos ·de 

:, ' _:-· >:~. ··.> ' - -¡·. ,< .. '. 

los análisis de hojas. así en C •. p'ub¡,~~~',,s_ :y·, ·c .. CB1d~'ron_l~e~.··,as · cumarinas con 

mayor presencia fueron h~~~~i·~:,:;{~~\··_:. y~~.:_:~. f~;·¿~'i·~~i;~,:··.·.,···.-; Sin ,, ~~-b-~rgo. la 

concentración de estas cumari,~~-~:_.'f·~-~-'-· .. del-_.o·Í"~~~,-~:de __ C'.;~n: v·~éeS más en C .. 

calderoniae que en C .. ·pf!bescen~ .. -En. -coiltrastB todaS la cumarinas de 

referencia se detectaron en C.:edulis con rarígos_-dEt concentración similar. 
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CUMARINAS EN HOJAS mglg' CUMARINAS EN SEMILLA mglg' 

Especies 

1 
15 9 16 6 15 9 16 6 

C. pubescens 84835 0.0100 0.1570 0.1450 0.4510 0.0630 0.1050 1.8170 0.8640 

C. pubescens 84836 0.0000 0.0110 0.4100 0.1970 0.0000 0.3240 1.8020 1.5440 

C. pubescens 84837 0.0000 0.0000 0.2790 0.1550 0.0000 0,1200 1.4150 1.0260 

C. pubescens 84838 0.0830 0.0000 0.0660 0.0150 0.0000 0.0080 1.5000 0,9300 

C. pubescens 84839 0.0000 0.0000 0.0310 0.0000 0.0000 0.1070 0.7160 0.2230 

C. edulis 84847 ! o 0640 o 6820 0.1140 0.5030 0.0000 0.0000 0.0840 0.1030 

C. edulis 
1 

84849 1 0.0520 1o0980 0.3310 0.1650 0.0000 0.0160 0.6050 0.3220 

C. eduhs 84850 00480 0.1530 0.8010 ¡o.mo 0.0150 0.1030 0.1000 0.1440 

C. eduhs 
1 

84851 0.0860 0.5870 o 1100 0.2570 0.0080 0.0630 0.0420 0.1558 

C. edutis 84852 0.0780 0.1320 0.7440 0.1780 0.0070 0.0000 0.0210 0.1110 

C. calderoniae 84876 0.0000 1.5m 11.1400 2.1120 0.0000 0.6890 1.7320 2,1120 

C. cafderoniae 84877 0.0000 0.2300 7.2250 5.3050 0.0560 0.880 0.8180 1.0630 

C. cafderoniae 84878 0.0000 0.6670 12.9500 10.4800 0.0140 0.3400 1.6920 1.2230 

C. calde1oniae 84879 1.3070 2.5750 20.9300 23.8000 0.0000 0.1030 0.7550 0.4660 

C. caldeToniae 84880 0.0507 0.5220 4.7770 0.7890 0.0660 0.9850 3.5270 2.1380 

15= heraclenol, 9= isopimpinelina, 16= heraclenina, 6= felopterina, '= mg de cumarina/g de planta seca. 

Cuadro 1. Cantidad de cumarinas presentes por gramo de material vegetal. 
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Diversidad estructural de las cumarina:S en Casimiroa edulis. C. pubescens. C. 

ca/deroniae y C. greggii. 

Hasta el momento. tomando en cuenta Jos resultados de este trabajo así como 

los previamente publicados. se ha demostrado la presencia de 1 6 cumarinas en 

el género Casimiroa (cuadro 2)(2, 5-10). 

COMPUESTOS 

Sosclina ( 1) 

0-Gcmnil-ostonol (2) 

8-Gcrnniloxipsorulcno (3) 

Borgilptcno (4) 

Xantotoxol 15) 

Foloptcrinn (6) 

Cumnrinn 7 

Cun1nrinn B 

lsopirnpinolinn (9) 

Escopolctinn ( 1 0) 

Ester rnotflico de cscopoletinil (111 

5-Gcrnnil-oxipsornleno (12) 

8-Guranil-5 motoxi·oxipsornlono ( 73) 

9-Hidroxi-4-metoxi-furano-(3,2,g) 
bonzopiran-7-onn (14) 

Heraclcnol (15J 

Hcrnclonina ( 16) 

ESPECIES 
C. R't!'gg,-; C. pdnglei C. edulis C. pubescens C. calderoniae 

.¡ .¡ 

v' 

.¡ 

.¡ 

.¡ .¡ 

Cundro 2. Curnarinas presentes en el género Casirniroa 
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Las cumarinas aisladas del género Casimiroa apoyan la propuesta biogenética 

que supone que este tipo de compuestos' derivan de· la umbeliferona, ya que 

' . . -
todas ellas, se postulan tOrm_adas á_pélrtir.de-este intermediario (3) .. . . ,. . . 

~- :<> .. ·._::· _·. .'~;:··.y 

La presencia de 1 O y_ 1.~ eri, ál .. género se_, puede_ considerar un hecho poco 

frecuente ya que solo· la _c .. :~~~;;;:si~-~'~ti~~---·~,r~e~:i;~~, de ·c~..Y:.-arinas· .. 
-~-:·.:_:~ .. ,\:·~:-::: ,:·? :· ---·~. 

La distribución del · ·reStO' 'd0 las·,. cúni'ai-inas ;.. en ~r ~-éncro · _ i~dican claramente 

diferencias notables,,- por-.:;~~~-~-~-, la '_C;· _··gre'ggii sintetiza cumarinas 
. ' _, , 

provenientes de la umbe~~fe~ona Per~) pre_nilad~s .. en C-8. 
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HO~OAO HO 

umbeliferona 

-~ µu -o 

seselina (1) 

-n,Cel -fY - o 

OH 

2 

Mientras que las cumarinas sintetizadas por· las especies C. edu_lis,. C. pringlei, 

C. pubescens y C. calderoniae también -próY:iene~' .·d·e 1'a--·'U~be'iit~-.:'.ona, pero 
·- ·-,··-=--' :-_· .___ ·-.·-

prcniladas en C·6 con formación postei-iOf· de anillos·_ furániCOs_ cOmo en el 

s~--~o···· :··º·~··.º. 
HO~oAo 

umbeliferona ~ 

~--Ho~""'"'~ 
"-0~0A0 '-0~0A0 

psoralen rnarmesina 
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psornleno y con total ausencia de anillos piránicos. 

Conclusión 

Hasta el momento, las cumarinas aisladas del género Casirniroa indican que 

tienen como precursor común a la umbeliferona, propuesta biOgenética.que es 

general a Ja familia Rutaceae. Sin ~mbargo existe una -clÉlra d_i_ferencia e~_t~~ l~s 

cumarinas sintetizadas por Ja C. greg"gii y las especies C. -edu!iS, C. printJ!éi, C. 

pubescens y C. calderoniae. La C. greggii elabora la ses01ina Y- el 0-geranil

ostenol, ambas provenientes de la umbeliferona prenilada en el f!itomo .de-C-8, 

mientras que las cumarinas sintetizadas por las demás esp~_cies- ·elaboran, 

principalmente furanocumarinas, las cuales provienen de la PrBnilaciór1 en el 

átomo C-6 de la umbeliferona. Así mismo se determinaron. Ja presencia- y la 

concentración de las cumarinas: felopterina (6), isopirripinelina (9), heraclenol 

( 15) y hernclenina (16). en semillas y hojas de C. edulis, C. pubescens y C. 

calderoniae. 

De manera general, se observó que la concentración de estos metabolitos es 

mayor en hojas que en semillas. 

Parte experimental 

Material biológico.- Se recolectaron cinco individuos de cada especie, y los 

ejernpl.nres de herbario se depositaron en el Herbario de la Facultad de Ciencias 
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de la Universidad Nacional de México, FCME). Casimiroa.edulis se recolectó en 

el Mpio .. de Comala, estado de Colima, en julio de 2000- (Nos. de registro del 

herbario 84847. 84849-84852)._ C. pubescens se recolectó_ en lxmiquilpan. 

estado de_ Hidalgo; en. juniÓ ·de: 2C>Oc:i'.(NC>s.de_ regisird 84835-84839). y C. 

ca/deroniae en la zo~~ '.:~·árid~:~·~:6:~-~~~~¿~;~··6'-~:~~-l-ari·~ ·e·~:: Oct~,~~e:·:d·~· ·.2:"000, en el 
• • ' ..• • ~- ... : ,-.:.·. < . • : ' • ,•'. ·; ;· .• e_·:_' 

estado de Oaxaca' (Nos. de regÍstrC> 8487628480); 

Cromatografía Líquida ~-~c;¿_lta R~s~;ució.{:_ La éro~atografía líquida de alta 

resolució~ (CLAÁ)·:: ~~-~-.. ~~~-~~i:ó< --~n , un· Cr'O'mató~rafo de. -líquido~··. Waters modelo 
- :· ' : ,- .. -_·.' -, ··>-·.·· .. ;_-;:'<.'·.:;;_ : ... - .'-' . 

Delta PREP 4000; c.;n .·de!e(;tor. UV/;;,odelo 486 a una IC>ngitud de onda de 

31 O nm. -~I f.lujci d~l ·-~·i:~-~·l,~-~~1:~: ~-~---~~n·~-~~-o a ·~1/m_irl. S~. ~tilÍ~ó:_un gradiente 

50/50 MeOH/H20 hasta 90/1 O. MeOH/H20 en 2o' min; para el procesamiento 

·'. 

Estándares y curvas de calibración.- Se utilizaron como están.dare~_seselina (1 ), 

feloptcrina (6), isopimpinelina (9). heraclenol ( 15), heracle·n:i...;;,- (16). aislados 

previamente de Decatropis bicolor (4). De cada compuesto se prepararon 

disoluciones en acetato de etilo a concentraciones de 2.9, 2.~, 2.6, 2.7 y 3.6 

mg/ml de cada una de ellas, respectivamente. Se prepararon cinco diluciones 

de cada compuesto en el rango de 0.013 a 0.13 mg/ml. Las curvas de 

calibración se construyeron inyectando, por triplicado, las diluciones estándar. 

Los coeficientes de correlación (r2
) para cada gráfica de cada compuesto se 

calcularon teniendo valores para r 2 mayores a 0.997. 
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Obtención de extractos hexánico y metanólico de los individuos.- Una cantidad 

pesada de material vegetal, de cada individuo, hojas 'o semillas·secas y molidas 

se extrajeron con hexano por maceración a i~mPeial:ura ambierlte ·durante. 24 

horas. por tres veces consecutivas. Los extráCtOS--s·e júÍltEiron y después de 

evaporar el disolvente bajo presión reduci~~,--.--~;---~~-~tr_~~~~:--~,~~~-- ;;~ peSó. Este 

procedimiento se repitió con metanol para ob'teiu~-r:- el-_ ~~tra_ctO · niEttanólico 

correspondiente de cada muestra. -~ª <::ada ext_~~i~-~- --~--t;; ~ p_;~p·~~a:r~·.,,, ~:ÚSoluciOneS 

de concentración conocida y se inyectafo·n ~n- ~.--_':~~~-~-~~~:~~;~-~~·::~~---,~~~-id~~-. Para 

el procesamiento de los datos se emplÉió er softvVa~e MillániU~~:~:éYva.t"a~~). este 

programa calcula la cantidad de cada compuesto presente en C~da mililitro ·de 

disolución inyectada* sobre la base de las curvas de calibración' de, los 

estándares. La cantidad de cada compuesto presente en el extracto' hexánico 

se suma con el correspondiente compuesto presente en el extracto .metanólico 

y con esta suma se calculan los miligramos de cada compuesto presentes en 

cada gramo de planta seca. 

Agradecimientos Los autores agradecen el apoyo en el .financiamiento parcial 

del CONACYT. proyecto No. 34992-N. y a la Beca de PASPA. DGAPA para los 
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V. PHENETIC ANALYSIS OF FOUR SPECIES OF 
Casirniroa (RUTACEAE) 
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Abstract 

Frorn the analyses of 34 individuals of Casirniroa edulis, 1 2 of C. pubescens, 8 

of C. calderoniae and 8 of C. sapota, based on the phenetic investigation of 

morphologic data and chernical characters, a qualitative and quantit:ative 

database was assernbled and used far ordination analyses using NTSYS. 

The results shovved that the four species were delimitad in tour .separated 

groups when the morphologic data as well as the chemical characters. were 

both included in the ordination analyses, although C. edulis and C.· sapora are 

very closo taxa. 

Additionally, in a first step the phytoc~ernical studi':ls. Ot .~.he··seeds of C. 

pubescens and C. calderoniae Were 0·"ca.rri0d··.·aut •. _Th.'en,. ·the c"oümaÍins 8-

geranyloxypsoralen and isopimpÍ~elli~-•.. _-the alkaloid ~kir:n~"~al')irle, and · the 

ubiquitous f\-sitosterol were iSolated from C •.. pubesCens, V\Íhile from C. 

calderoniae, f3-sitosterol a~d t~e CC?l:J~t:tr:in~_ i~_;pi~pi~-E'.ll_in a~·~ "ph~··¡~~Pt~rin ~ere 
isolated. To our knowledge this is the· first phytochernical study ··a.f these 

species. 

1. lntroduction 

The srnall genus Casimiroa Llave et Lex. (Rutaceae) comprises only 1 O species 

and grows specially on the tropical and subtropical areas of Central America 

and Mexico (Martfnez, 1951, Lundell, 1968; Chiang and Medrano, 1981; 
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Chiang, 1 989). 

Due to its pleasant flavored fruits. C. edulis is cultivatcd in Central Mexico. 

Furthermore, in folk medicine, a·concoCti~n of its'leaves. and less frecluently of 
·, --- ' .,. " 

its seeds. is administered a~ :a- Sree~~--fOdUcer' <Martin·Bz~ ·, s44); .. 

Nevertheless, there. is a gre~t d~al of cC>ntusio~ a.;oS~ t~~ tLonomic situation 

among c. edulis. arid. c. sapÓt~; '.~ccC>rdiiig ip. ~ne~;.~.su.l~~ (~i~nclle;' 1946), 

C. sapota cou.ld. be -diS1}~g~-iSh-~:~~fÍ~t~.::_~~,edÜ/i.s,·:·~-y-~~~-ª---~~~~e ari·d·.-_ih_B·:len.gth- o_f 

their leaflets. Tti~-~-. _-it W'a~' p-;~p~~~:c(.!t'h~1:c.~'-._-sap·¡,,a_, --~rm9~t a1W~vs- presentad 

three narro·vv and s~all .-~afr~-~S:;~ith::-,_~~~'.};~~iol¿:les,·: -~h_Ú~·):::.":~·~·;J;;/~~~ ~~~sent"ed 

five elliptic, ovate or wide ob~-~ai'e'leafl~t-:~ith ·~~·a1l.·and .st'~o~Q~r··~-~~iol~l~S~· 
- ....... ·.:' - ·.:-.. .. · -<.:· .. ':· ... -

However, in a contrasting way -in. a ··1atBr - Study,. ·¡1:,i~ás·;;(:¡5¡·in~d· .. :-.·~-hat·-,the 

presence of vvide elliptic, ovate and 'obovau>.· leaflets·,~upto'.;~·~··~~~:\~~g;. vvere 

characteristic of C. sapota and not Ot ~ .. edU!is (Mafi·;~~~>·1··-9~-,-··J"\ ·~~9·;·; 
,· .-.::/_::"'/.-'::<_;:: .. ::.· -

Reccntly. it has been reported (Chiang ,. 20-61 >:··that ·, c.-·c ·;,;;pc,:fa ·:h~s erro~eously ._ - .. ; ... - .·.,, 

been included in the same taxa as C. edutis arúj:th·~·;etc",f~" n~·;.,;·e~~Us herbarium 

samples are misidentified. This author, bas~~ --~n mo~ptiologic studies of 

samples of different herbarium as well as vvild spe-Cies. - concluded that these 

two species could be distinguished by their sh"ape~ .. size and form of t.hei".' leaflet 

and petiolules. Accordingly, C. edulis P.resen't_s elliPtic -leaflet vvith long and 

skinny petiolules. whilc C. sapora presents shorter and thicker petiolules as 

well as bigger and wider obovate leaflets than C. edulis. 
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Thcre is only one study using other morphologic characteristics of leaflets and 

petiolules (Arreguín-Sánchez et al., 1986).· In this study, the authors analyzed 

' ' 
the morphologi.c -Characters of ·.pallen .·grain. Hovvever, they concluded that 

" ·- _ .. ·. ·.:'·''. 

there is not difference b~~w-~én :the pOll~-n grain of the two species. 

On the othEtr_h~~~ •. ·i~·is.:':'e.rY~--weli known that the coumarins are found among 

the secondary metabolites· that characterize the Rutaceae (Gray, A and 

Waterman, P., 1978). Although only tvvo species of the genus Casirniroa havo 

been studied phytochemically it appears that coumarins could also be used to 

characterize this genus. Then, from C. edulis and C. greggii have been isolated 

the coumarins: 9-hydroxy 4-methoxy-furan 13.2-g) benzopiran-7-ona, 

phellopterin, 8-geranyl-oxipsoralen, 5-geranyl-oxipsoralen, 5-methoxy 8-

geranyloxipsoralen, bergapten, seselin, 0-geranyl-osthenol isopimpinellin, 

scopoletin, and the methyl ether scopoletin (Kincl, F. et al., 1956; Dreyer, D., 

1 968; Enrfquez, R. et al .• 1984; lriarte, J .• et al.. 1 956; Rizvi, S. et al., 1985; 

Meyer, B. et al., 1985). This prompted us to use the coumarins as chemical 

characters that along with morphological data would delimit species of genus 

Casirniroa. 

The species selected far this·. study vvere C. edu/is, C. sapota, C. pubescens 

and C. calderoniae. Since there is no available chemical data for the last two it 

was decided, as a first steP~ to". Carry out the- respectiVe chemical studies of 

these species. 
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In a second step. in arder to determine the interspecific variation of the 

coumarins presented in the tour species selected. 34 individuals of Casirniroa 

edulis. 1 2 of C. pubescen~. a of C. ca/deroniae and 8 of C. sapota were 

analyzed by HPLC. 

Thcse data. along with the morphologic· data. wcre used to assemble a 

qualitative and quantitative database for these species and used far ordination 

analyses using NTSYS. 

2. Materials and Methods 

2.1 Plant Material 

Seeds of C. pubescens were collected between Vithe and Cardonalito Towns 

in lxmiquilpan County. Hidalgo. Mexico. in June 2000. while those of C. 

Cc."'llderoniae wcrc collected in the surroundings of Nochixtlan. Oaxaca, Mexico 

in Dcccmber 2001. The voucher specimens were depositad at the Herbarium 

o! Facultad de Ciencias UNAM (FCME-84833 far C. pubescens and FCME-

84876 for C. calderoniae). 

2.2 Phytochemical analyses of C. pubescens and C. ca/deroniae. 

Dricd and n1illed seeds (3834 g) of C. pubescens were extractad with n

flexane (5 1 x 3 times) far 48 h at room temperatura. The hexanic extract 

(62.53 g. residue dry weight) was absorbed on 4 g of silica gel and then 

chrornatographcd on a column packed with 130 g of silica gel 60 (Merck). 
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Elution with solvent mixtures of increasing polarity afforded Jl-sitosterol (35 

mg, Hex: EtOAc, 9: 1) (Rubinstein et al., 1976). isopimpinellin (29 mg, Hex: 

EtOAc, 6:4) (Elgamal et al.. 1 979) and skimmianine (82 mg. EtOAc: MeOH, 

7:3) (Chakravarty et al., 1999). 

Seeds of C. calderoniae (336 g) were treated on a similar vvay. Then, they 

vverc extracted vvith n-hexane (700 mi x 3 times) for 48 h at "·room 

ternperature. The resulting· extract (2.3 g, residue dry weig,ht) ,vvas adsorbe'd on 

1 g of silica gel and then chromatographed on a column · paCkeé(with 1 O g of 

silica gel 60 (Merck). Efution with solvent mixtures of- increasing polarity 

affordcd phellopterin (81 mg, Hex: EtOAc, 9:1) and i_sop.impinellin (20 mg, 

Hex: EtOAc, 9: 1) (Elgamal et al .. 1979). 

Thc phytochemical analyses of the leaves of both species were carried out by 

HPLC tcchniques. 

2.3 HPLC nnalyses of C. pubescens, C. calderoniae,- C. edulis and C. sapota 

sccds. 

Coumarin determination in each individual was achieved· by using an HPLC 

system consisting of a Waters Delta Prep 4000 and a 486 UV,·detector set· to 
' ">''· ,· ,· .· :' 

il ). 31 O nm. A LUNA 5 ~lm C 1 8 (2) column was u sed '(4.6_ riin. i.·.d. x .1 50 mm) 

and a gradient profile basad on MeOH and ·watér was · employed. lnitial 

conditions vvere 50o/o of MeOH and SOºAt of vvaterr vvith a linear gradient 

reaching 90% MeOH and 10°/o vvater in 20 min. 
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Heraclenol (1 ), isopimpinellin (2). heraclenin (3) and phellopterin (4) (fig.1) 

previously isolated from C. edulis, C. pubescens and C. calderoniae, as well as 

from D. bicolor (García-Argáez, et al., 2000), were used as standards. The 

standard solutions of each co~~O':-'_nd vvere obtair:aed dissolving 2.9, 2.6, 2.6 

and 2. 7 mg in one mi of EtOA~ respeptively. The calibratian· .curves were built 

by injecting six dilutions of the standard solutions by .. triPliCates. The 

correlation coefficients (r2 ) for each calibration curve were over 0.997': 

Dried and milled leaves and seeds of the tour selected sp0cies weÍe extractad 

separately with hexane far 24 h (3 times). The extracts . Wer~·- reunfted Snd 

after evaporation at Jow pressure of the solvent, the · t6.~al ·.''.d~y· :~~·i.ght was 
' . . . 

recorded. The same procedure vvas realized vvhen· the "ni0ter-iaJ--·~Pla.nt was 

extracted with MeOH. Solutions of knovvn concentration · from_- eaCh·:extrac1: 

were injected to HPLC. The quantity of each compound in the extract by mi of 

injected solution was calculated using the calibration curve and the Millennium 

program (Waters). The total weight in mg of each compound was calculated 

ndding the weight of the compound in both extracts (table 1 ). 

2.4 Phenetic analyses. 

Thc data of their source and voucher number of 34 individuals of Casirniroa 

edulis, 1 2 of C. pubescens, 8 of C. calderoniae and 8 of C. sapota collected 

are in table 1. They vvere described morphologically and these data. along with 

those of the chemical information, were used as a character far the numerical 
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analyses (table 2). Each individual was considerated an Operational Taxa Unit 

(OTU). 

A Basic Data .Matrix (BDM) was built with 24 chemical and morphologic 

characters by 62 · OTU and it was standardized character by .character through a 

linear transf~rmatiOn;-in which the. ~verage value w~s ~u_b~Íact7c;:t fro'"!l .. the yalue 

of each character divi.ded -~Y the stan~~rd · di.viation. Th;;. St,¡'ódard Basic · o'ata 

Matrix (BDMS) was exar11i~ed by ordination ~n;.lyses. Th~ ~h~~-~ti6 ~~~~i~s were 
,:· .. -..:.---.:. ·-,··-<-:, 

carried out by the NTSYS 2.02i program; ·. :••i.: ;'· ,. 

The principal comp~~ent ~nal~ses were• ~chie,;edifr~~: ~;/,eiten;_ordination 
~-~:. 

analysis using a.correlation matrbc.by,characier;;whichlNas ca@.lated.from the 

BDMS. In figure 2 are"'showrí the pr()jectiC::>i'ís ÓfUie•OTU: over.the two first 

principal factors, including only thé 'rnorphblrigic dat.i. while in .figure~ 3 and 4 are 

shown the proj~~:ions~~~~~ 1"'~ ;.in~ . t~;~~ ~ri~d~~I fa~t~~~. b.-;t including now 

. - .. :.;_ ··-:· -

The characters v,;ith :maj~~ "importan~;.' eVery. pr-incipal component were 

observad in the characterEigen ordination·.mati-ix (table 4). 

3. Results and discus.sion 

The analyses of the principal componen! (PCA) based only on the morphologic 

data led the delimitation of the studied individuals in three large groups. Then, 
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the first component enclosed C. pubescens and C. calderoniae separated from 

the group formed by C. edulis and C. sapota. while the second componen! led 

the delimitation between C. pubescens and C. ca/deroniae but no led the 

delimitation of C. edulis and C. sapota. lt is worth to note, that the C. sapota 

individuals in the C. edulis and C. sapota group are located in the periphery of 

the collection {Fig 2). 

Although heraclenol (1), isopimpinellin (2), heraclenin (3), and phellopterin (4) 

were detected in the four species studied and therefore the presence of this kind 

of coumarins could be a diagnOsis of·th~·-:.CBsimirÓ"a··ge~us. However. their 
~ '..'.<" - ' ~ ~ . . : :, . : •. ' 

concentrations in each specie were c·very ·,·-diffefent:. · For ·::-·ex~·ritple; the 

concentrations of 3 and 4 were 16 tirn~s ~~~.,; '.º d ~ub~;;;e~s i~~~ in ~he other 

three species. 

··-·.: .. · 
Then. when the chemical data of _the:.1eaves were· incorporated to the. PCA 

analyses, the species were delimited in four·g~~~ps .;'1iti<>¿~~;¿:_is~pota and c. 
edu/is are very clase laxa {Fig~ 3 'a,.;~;";i):\.,:i:'e~picte~ t~~ celnce~t;a~ions of 

heraclenin and isopimpinellin were i~POftar"it: ~~, 8éhi0~:ed .ttie ._-sepél~aÚOn ·af ·C. 

edu/is and C. sapota {Table 3). 

According to our results, when the ordination analyses was carried. out, 

taking into account only the morphologic data. because the variation ~f the 

morphologic data of leaflet, petiole and petiolules. mainly in C. edulis and C. 

sapota it was not possible delimit the studied species. Conclusion, which is in 

76 

ml1.13rc: en:··· ; 
12.J· lu "·' 

1_.L .~ ~·,-~-~d~~\ 



complete agreernent vvith the present confusion about the taxonornic situation 

among C. edulis and C. sapota. 

4. Acknowldgements: 

Wc are indebted to Dr. Susana Valencia, Academic Technique from the 

Herbarium Facultad de Ciencias, UNAM, far technical assistance. Partial 

financia! support from . CONACYT (34992-N), and scholarship to A.N.G.A. 

frorn PASPA, DGAPA, UNAM is acknowledged. 

5. Rcferences 

1. Martínez, M., 1951,Anals. lnst. Biol., 22 (1) 25-181. 

2. Lundell, C.L., 1968, Wrightia, 4 (2) 79-96. 

3. Chiang, F., González-Medrano, F., 1981, Bol. Soc. Bot. Mex., 41, 23-

26. 

4. Chiang, F., 1989, Taxon, 38 (1) 116-119. 

5. Martínez, M., 1969, las Plantas Medicinales de México. Ed. Botas. 5th 

edition, 349-355 pp, Mexico. 

6. Arreguín-Sánchez, M. L., Palacios-Chávez. R .. Ouíroz-García, D., Ramos-

Zamora, D., 1986, Phytologia, 60 (6) 391-394_ 

7. Standley, P.C., Steyermark, J.A. 1946-1976. Fíe/diana, Botany, 24, 

398-404. 

77 



B. Chiang, F.,2001,.. Flora of Nicaragua. Monographs in Systernatic Botany 

frorn the Missouri Botanical Garden,. 85, 111, 2289. 

9. Arreguín-Sánchez, M. L., Palacios-Chávez, R .• Ouíroz-García,. D., Ramos-

Zamora, O., 1 986, Phytologia, 60 (6) 391 -394. 

1 O. Gray, A. l .• Waterman, P.G., 1978, Phytochernistry, 17. 845-

864. 

11. Kincl, F., Romo, J., Rosenkranz, G., Sondheimer, F., 1956, J. 

Chern. Soc., 4163-4169. 

12. Dreyer D. L., 1968, J. Org. Chern., 33, 3577-3582. 

13. Enríquez/ R.,. Romero,. M. Escob8r,. L., Joseph-Nathan, P.,. 

Reynolds, W., 1984, .J. -Chro.rn.,·287, ·209-214. 

14. lriarte, J.; Kincl, F;A.;\ Rosenkranz, G.; Sondheimer, F., 1956, J. 

Chern. Soc., 4.170,4173. 

1 5. Rizvi, S. H;; _Kapil, RS_ •• Shoe, A., 1985, J.· Nar_ Prod.; 48, 146. 

16. Meyer, B. N,, _Wall, M.E_, Wani, M.C., Taylor, H.L., 1985, J. Nat. 

Prod., 48. 952-956. 

1 7. Rubinstein, l., Goad, L.J., Clague, A.O., Mulheirn, L.J., 1976, 

Phytochernistry, 15, 195-200 

1 8. Elgamal, M.H., El\Na, N.H., Elkhrisy, E.A., Duddeck, H., 1979, 

78 

1 1'\!',S~S CON \ 
\ FALLJ, ~-,:~_·_''~~-·~;_:.;~U 



Phytochemistry. 18. 139-143. 

19. Chakravarty. A.K •• Sarkar. T .• Masuda. K. Shiojima. K. 1999. 

Phytochemistry, 50.-1263-1266. 

20. Garcfa-Argáez. A .• Toscano. R .• Martfnez-Vázquez. M .• 2000. J. 

Chern. Cryst •• 30. 727-730. 

79 



Table 1. Source, Voucher number, nnd extrnction data. 

~ ---------~------- ----------- ==-1e--==-"'1------====1---=='---'--1 
C6 C. caldcroniac Noctuxtlan. Oax. FCME·84877 lcnf 40.00 1.944 6.382 

----· __ -------1--------------t----------- Sc~:__cJ _ ___!_0....:...=!2 0.102 1.279 
C7 C. cn/c/cronwe Noch1xtlan, Oax. FCME-8'1878 ...'.:...~- _ 40.00 1 .268 6.884 

t---- ------- ---- --- ·J-----·-------· - ~~~!.--~~ _-----2..:_03~~-326 
CB C. ca!rltHD111iJe Noch1xtlnn, Onx. FCME-84879 Lcnf 40.00 0.992 7.023 
1-=~-1-~- _______________________ s~---;;CJ- --- 2., 50 -o:-oü3 ------o~ 
C9 C. calcJcro11icu• Nod11xtlan, Oax. FCME-84880 lnnf__ 40.0Q ____ 1.355 0.593 

--------!-------------- ·----- ScccJ 4.340 0.0951.---_C?~ 
~..,---C. erlu//s Noguerns, Col. FCME-84847 !-~-1--~0.0Q _ O__J_?§ _3_:__~64 
--1-----------~------------ ------------- Sced 40.00 0.222 -~-521 
~--C. r__•d1~_/El_ ______ Nooucrns. Col. FCME~~ Soed 40.00.¡....._ 0.332 2. 730 
E3 C. cdulis Comilla, Col. FCME-848'19 ~~"".!-~-- -~0.00 0.693 2.371 

Sccd 40.00 0.242 1. 706 
E4 C. tnlu//s Los Obradores, FCME-84850 ~ 40.00 0.683 3.272 

~-~!:..--------------·-· - ----- ?_~ 40.00 0.178 1.376 
Such1tlnn. Col. FCME-84851 Le.al___ 40.00l------__9.:_~2'1 ____±_._3.Q2 

..--·- --·-- ----
E5 C. cclulls 

Sccd 40.00 0.187 2.090 
E6 C. í•dulis Such1tlan, FCME-84852 Lenf 40.00 0~-4 __ 1~5 1 __ 3~.6~4-'--'5°"' 

l--------- -------~ Conwlu. Col. ____ ¡__ __________ -~'?_cd-- -40-.oo ~--o,,.-_ c-_ 1'-'B"-'64----'-1-"_5=--'--'' ª"" 
E"I C. cciulls Ln Errrntn. Col. FCME-84853 ~!...!____ 40.00 Ü.520 2.721 

·------ ---·-··- --------- -----'--------------- =S=r.-=c=d_¡__4'--'0'-'--=0coOc_,____ ___ o=. 2=-9~1 l---'º'-'"-'-7-=5=2 
EB e_ eriulis Rancho Alto, Col. FCME-84854 Lcnf 40.00 0.624 2.263 

E9 
·-------1------------l--------+S"-c"-•c=.<=-l-l--'4-=0-'-.0=0!----=º~--'-1-=9'--'7-l----~1-".3"-6"-4-'-I 
e vdults Nuevo Sn. FCME-8·1855 Lcrd 40.00 0.677 3.566 

Antorno, Col. Sccd-~ 0.1 57 0.998 
E10 e_ eclulis Suctutlnn. Col. FCME-8485G Lnuf 40.00 0.768 3.672 

Sccd 40.00 O. 247 O. 799 - -- ----------·- ---- ----- ------- --1~~-1--~='-"'---'-=~-1---=~-=--=--i 

E 1 1 C. edul1s Ln Ycrbahuuna, FCME-84857 LC.Cc'-'a~l _ ___,___-'4-"0"-.0=0'----=º-"-6=3=3¡___-'5"-'_'-'2'--'B'-'3'-J 

---~--~---Col. -----~·~S __ c_u __ d_,___4-'--'0=----'º~ºci----'º'-'·=º~7-'B'-l---=2-'-.2=0-=-<0 
E 1 2 C. t.•c/ults La Becerrera. Col. FCME-84858 ~,~a-'-1 __ ¡___4-'-0=-º=-º"'---'º=-º'-'B"-5"'---=2'--'--=2--'4=3 

Sccd 40.00 O. 144 2.528 
E 13 C. eriults Conmln. Col. FCME-84859 Lcaf 40.00 0.677 4.293 

Sccd 40.00 0.144 2.528 -·-··- --------r---------f---------!-"------1--~=~1---=~-+~==c¡ 
E14 C. edu//s Atenngo del Rió, FCME-84834 Lcaf 40.00 0.200 4.763 

Gro. 
E16 C. edults Sn. Cristobal, MEXU-292308 Lonf 0.327 0.008 0.066 

... --· -~{)~-----·-·-- -- - -· --

so 



E17 c. edulis Ajncuba, Hgo. MEXU-516675 -· ltrnf~~· 0.244---0.0W--O~ 
_,,_A_,'_'°_y_o-~~H~o-n_d_o-."'F~C~M~E--8-4-86-·-a--!:'::~~f _-Ü.363 __ 0.016 0.028 E18 c. c.•dul/s 

Col. __ ~'::.e_!__ 40.00 0.207 3.423 
E19 c. ed1.1/is 

E21 c. cdulls 

E22 C. etlulis 

E23 c. cdulis 

E24 c. cdulis 

Nonucros. 
Comaln. Col. 
Nogucrns. Col. 

Suclutlan, Col. 

FCME-84861 

FCME-84862 

FCME-84865 

E2~c. edu/is·-·---+N-o_g_u_u-,n-s-.-----l-F-C_M_E ___ 0_4_0_G __ ,1_ 

f---~~-----~¿::_~!-'"-'-"~·-C_o_l_. __ 4 ________ _ 
E2G C. cdulls Such1tlan, Col. FCME-848G7 

E27 C. cdulis Junta Auxillm Li1 FCME-84868 

_________ ¿:."'s~u_.nc~C~•ó~n~.~Po-u~u~··~--t=7'co~~7 
E29 C. eclulis Ynutcpec. Mor. FCME-84869 

E30 C. etluliS 

~-- -------- ---- ------~--i---------------

E31 C. cdulls Sn. Junn Raboso, FCME-84871 

Lc.-1t _ --~9..:.CJ..2 _ 0.3q_~ -~6_2_3 
Suud 40.00 0.121 1.576 

- L~-.;-,--- 4o.oó 0.109 2.995 

$~~J ~~:._q_º --o~-1Go-1--:oao 
Lcnt 

Sund 
Lnaf 

Sct!d 
Lt!<lf 

40.00 0.404 5.933 

Puc. 
~2 ~i__!i_~--~ ~~i!i_f;::;r~~-f-¡v¡-exu-:-660-81-7 ___ ~i!}~--=- ~- 0.-230---0.060 0.035 
E53 C. edulls Zitacumo. Mtch. MEXU-16353 ~t!~-- 0.490 0.009 0.057 
E54 C. L'tfu/1s ___ Sta. Ros<!.__q_!_~.:_-~ MEXU-~2_9702 ___ l:--_1_:~ - _Q_-~~-~ -..=________Q.009~<;J67 
E55 C. et/;-¡¡;;_--- Sunt1auo MEXU-516675 Leal 0.350 0.090 0.078 

~ <¿__ etlulj_-;-- ---= ~J;_~~1

1
1

1 1t•;:~i·a~~- ~E-xu- ~-1 -,5~-.l~ L~-'----- ___ 9...:...1 50 _ - 0.002 0.028 
E57 C. ecluli.s A1acubn. H~JO. MEXU-516673 Lo.al 0.270 0.008 0.034 
Pl C. pulu~sc¡:;;_;¡- ¡-;¿,~,<~r.-;-;;;:;. Hno. - FCME-8483.5 L~.':!..!_ ___ 40.00 0.407 2.401 

--- --------- -----------·--·--- - ---- ~!l_':!~r-- 40.00 0.837 5.970 
P2 C. pllbL~sct•ns lxnuqullpnn, Hoo. FCME-84836 ~C:~~I-~ ---~O.OJ? ~44 _2.651 

·---+-~-------- ----··- --------- §.!..~-~-- ----~10.00 0.752 3.127 
P3 C. pubcscens lxm1qu1lpiln. Hno. FCME-84837 Leal 40.00 0.451 2.386 

5¡;~-z.¡- -40.00 1 .089 3.388 
p¡--· C." pub~;-;;¡.-¡;;- 1;-,-:;;-;qu1lp;;=-.. Ho~F"CME-848-38·- - Lei!I 40.00 0.525 .2.149 

>=--.-~----- --- ----------- ---------- ~~~t -- 40.00 0.861 2.528 
P5 c. pllbCSCL'flS lxrn1qudpan. Hoo. FCME-84839 L~E-'- 40.0_Q 0.469 1.948 

S1ind 40.00 0.599 2.930 
PG C. pubescens lxrmquilpi!n, Hgo. FCME-84840 L~~t- ~~º-+--~º-·~7~2~6+-_2~.4~8~47'-f 
1=--+-~---------1--------~~~------ St~~ 40.00 0.800 3.422 
P7 C. pubesccns lxm1qu1lpnn. Hgo. FCME-84841 Lr~ ____'!9.00t----º~· 7~5~3-o+-_3~·~3~4~6,1 
~ ~C~.--µ-,,-b-~-·s--c-<'-,-,s--;-~,x-n-,~,q-,-.,,-.,-.,-n-.-H-g-o-.-t~F~C-M-E~-8-4_6_4_2 ___ ~~~;t -:-~~:~~~o+---~-:-~,~~~~'-+-~~~:~~~~--=-i~ 

·- ?~..!:.'.~- __ -_---.,,-_o_--'-~()~_(l't--__ -_~__(l_~-~7~8~7''~---~3-. 7~3=3• 
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P9 C. pubesccns lxrniquilpnn. Hgo. FCME-84843 Leal 40.00 0.533 2.759 
Sccd 40.00 0.823 2.804 

PlO C. pubcsccns lxn1iquilpan, Hgo. FCME-84844 ~~ 40.00 0.638 2.233 
Sccd 40.00 0.533 3.498 

Pll C. pubescens lxmiquilpil_!_~. Hgo. FCME-84845 ~ 40.00 0.495 1.581 
P12 __ C. pubcsccns lxrn1qt11lpnn, Hgo. FCME-84846 Lc<1t 0.268 0.013 0.051 

~ ~.sapota Ojo de Agu<1, Jn~. MEXU-16336 ~~ -0.566 0.005 0,036 

~ c. Si1pOfi1 Pónuco, Ver. MEXU-1 1 3351 Lunf 0.257 0.011_ 0.058 
53 c. si1pora Los Molinos, Doo. MEXU-265491 Lenl -0.580 0.012 0.076 
54 c. sapota Pñnuco. Ver. MEXU-113317 -- Lcnf _ 0.420 0.011 0.057 
56 c. sapota 5n. Jase do MEXU-511. J. Lc<d 0.570 0.003 0.057 

Grilc1n. M1ch. Gr:1cia --- --· .§_?___· C. Si1p0f<.!.__~= 
~-----

0.380 0.004 0.063 El Saucillo. M1ch. MEXU-880221 Lcnf 

58 C. Se'lpota ~_!!potlnnc10._~nl. MEXU-16152 Lm:tf 0.500 0.003 0.032 
59 C. sapoÚ1--~ Bnrrnnca de MEXU-16319 lruJf 0.390 0.001 0.035 

GundalnFHn, Jal. 
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Table 2. Charactcrs and their statcs uscd in thc study of Casirniroa specics 

No. Data cvaluatcd in the spccies. 

1 Length of petiolc (cm) 

2 Surfacc of pctiolc: glabrous (0). pubcrulcnts ( 1). pubcscenccnt (2). thin 
tomcntulose (3). hirsuto (4). 

3 Length of pctiolulc {cm) 
4 Surhice of pctiolulc: glabrous (0), puberulcnts ( 1 ). pubcscencent (2). thin 

torncntulosc (3). hirsuto (4). 
5 Nurnbcr o! Lcnflct: 3( 1 J; 4 (2); 5 (3); 3 y 5 (4); 3, 4 y 5 (5); 3 y 4 (6); 1 

y 3 (7); 2 y 3 (8), 1, 2 y 3 (9) 

6 Lcngth of central lcaflct (cn1) 

7 Lcnnth and vvidc of thc half of central leaflcL 

8 Lcngth and vvide of thc third part frorn apex uf central lcaflct 
9 Lcaflct sh;ipc: n~urovved clliptic {0); vvidr.r r.ll1ptic (1); ovni (2); obovilte 

(3); clliptic nnd ovni (4); clliptic (5). 

1 O Base: roundcd (0); cuncatc ( 1) 
11 Bnsc in cquilatcral: no {0); yes ( 1 ); both (2). 

1 2 Margin: complete (0}; serrato crcnñtc ( 1 ); den tate (2). 

1 3 Margin rcvolutc: no (0); yes ( 1 }. 
14 Margin undulatcs: no {0); yes ( 1 ). 

15 Apcx: roundcd (0); acuminntc (1 ); obtuso (2); truncnte (3). 

16 Apcx: cn1arginated (0); rctuse ( 1 ). 
1 7 Uppcr surfacc: glabrous (0); pubcscent ( 1) 

18 Undcr surfncc: glabrous (0); pubesccnt c<._1~)·----------------1 
19 Bright uppcr surfacc: no (0); yes ( 1) 
20 Dcprcss ccntrnl midve1n: no (0); yes ( 1 ). 

21 Hcraclcnol (mg/g of dricd lcavcs) 

22 lsopirnpincllin (rng/g of dricd !caves) 
23 Hcr.nclcnin (mg/g of dried !caves) 

24 Phclloptcrin (rng/g of dricd leavcs) 
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1 

...... t. 



Fig. 1. Standars far HPLC analysis 

OH 

1: heraclenol R,= o...___...l..._ _ 
- J'oH 

3: heraclenin R0=0~ 

2: isopimpinellin A 1= A2=-ocH3 4: phellopterin 
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Chnrnetnr Principal Cornponunts Annlysis 
No. 

0.8363 0.1724 0.0633 

2 -0.8393 0.2446 0.1676 
-------

3 0.3798 0.6166 -0.0863 

4 -0.8393 0.2446 0.1676 

5 -0.3313 ·0.6605 0.3633 

6 0.8022 0.2515 -0.0575 

7 0.6139 0.0884 -0.4186 

a o.5274 o.o3oo o.3583 
, __ '----------L____- ---------1-----------------

9 -0.6827 0.3235 ·0.1846 

11 .Q.6992 

0.0572 

0.2291 

0.0677 

-0.1292 
'-----'---------'---

12 0.8184 0. 2736 0.2759 
------ ---------
~ 3 -0.8919 ~~-1 _0_2_1 ___ ¡.. ___ -_o_._D_4_B_3 __ ---J 

14 0.8090 ·0.2821 0.1153 

15 0.4954 0.0549 o. 1434 
,_________ ___ --------- ------·------1--------
~~----L----018~~----- ----º-~~-~~-- ~--~~----

17 -0.9520 0.1054 0.1158 
--·-------------- -

18 -0.9155 0.2635 0.0991 
'---· ·---- ~--·----- -

19 0.6170 0.5107 -0.0778 

21 -0.0993 -0.3236 -0.6539 

22 -0.2945 ·0.7066 -0.4105 
l-----· 

~- -0.6028 -0.6789 ·0.1277 

24 -0.3292 ·0.5443 -0.4450 

Table 3. Loadings on principal axes from Principal Component Analysis of 
characters in four Casimiroa species. See Table 2 far definitions of characters. 
Boldfacc depicts loadings with absolute values;:::: 0.4105 
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Fig 3. Projection of the species of Casimiroa onto the space of morphological and chemical 
characters as defined by the first and second principal components 
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11¡3-Hyclroxyobacunone (zapoterin) 

A.ida Nclly Gnrcín Argáez,U> Rubén A .• Toscnno<2>• and I\'lariano l\1artínez-Vñzqucz<2>* 

Rf!cf!i.,f!d Octob~r 15, 2000 

Thc crystal structurc of zapoterin C 2f>H)00 8 isolated from Casirniroa edulis has bccn dctcr
mincd and thc compound crystalliz.ing in thc monoclinic spacc group P21 wilh a= 7.486(1). 
b= 16.247(3),c =9.736(2) Á,{J = 98.77(1)º, V= 1170.3(4)Ál,and Z=2wasconfinncdas llP
hydroxyobacu non e ( 11 fJ- h ydroxy- l 4, 15:21 ,23-dicpo~-4,4 ,8-trimcthyl-A,D-di-homo-24-nor-
4, 17-dioxa-chola-1 ,20,22- tricnc-3, 7 ,l 6-tdonc) l. Thc molcculc compriscs a tctracyclicskeleton 
with homo-oxa nngs A and D. In the crystal, molccules form infinitc ribbons a long the b axis 
by hyJrogcn bonding involving the hydroxyl group and thc carbonyl group of the seven
men1bered lactone. 

KEY \\'OH.OS: 7-"lpulr'nn; A.D-bis·Sf!CO limonoid; triterpene; Casun1Toa r"dulis. 

lntroduction 

Zapotedn was first isol.atec.J írorn Casinriroa 
edulis Llave et Lex in thc m1d 1950s by Kincl •'f al. 1 

Howcver, it was nut unril the late 1960s th::'t two slruc
tures wcre proposcc.J far this limonoi<l. f\.1urphy et al.,2 
dcduced an 11/f-hydroxyobacunnnc structurc (1), 
whilc Dreyer3 propose<l a 12.u-hydroxy isumer (2). 
In both reports thc structurc ducid;1tiun was tiascd 
on spcctroscopic tn.:nds and companson \VÍth other 
doscly rclated known structurcs. Son1e,vhat latcr 
f\.foss ~·r al .. 4 noting son1c d1scrcparn.:n.:s un the 1 H
Nt...1R signa! assignn1cnts made by Drcycr. pcrforrncd 
solvcnt cxchangc anc.J nucli.:ar Ovcrhau~cr cxpcri-
1ncnts and concludcd that thc cnrH'Ct ">lructure for 
l':1potcrin must be ( l). 

i\.s part uf our chc1nosy~tc1natic study of thc 
gcnus Ca.'luniroa wc undcrtook thc invcstig;:ition of 
C.zsirniroa t•d"hs ">Cc<ls. lts dricd and millcd scc'".h ''"·ere 
dcfattcd w11h n-hcxane and thcn exlracted with ace
tonc. Chron1;nography of th1s extrae! ovcr ">tlica gel 

''' L.ahora1ono dr' Quím1<:ea, f-acuh.1d de C1r"ncia!; l-1mvcr!;1dad 
Nacional ~\urL>noma de /l.féuco. C1n:u11u E:oi:tennr. Ciudad Uni
versitaria. Delr"t.:ac10n Coyoac.1.n. o-t510. /l.1éltico. D F. /l.1o!lt1co 

~l• lnsf1tu1n de Oulmu::a. Un1vr"rs1dad Nac1undl Au1ónoma de 

~té:.;:.a:o. C1rcmto Eltlenor. Ciudad Umvers11ana. Delegación 
Coyoacán. Cl.1510. Mé:oi:1co. D F. !'.léuc:n 

• ru ...... hc•nl .;nrre,run.Jence ~hou!d he ;u1.Jre~~~d 
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yielded zapoterin (1) and its single crystal structure 
deterrnination was c.anied out in arder to establish 
uncquivocally the position of the hydroxy substituent 
in the molecuJe. 

Expcrin1cntul 

C.~asintiroa edulis was collected near Texcoco, 
México. ·me dried and milled seeds (460 g) were 
first macerated with n-hcxane (3 x 24 hr). Aftcr that, 

- the secds werc extracted with acetone (3 x 24 hr) at 
room tempcrature. and the resulting extract was parti-
tioncd bctwcen EtOAc/H20 (1:1). The organicphase 
was cvaporated and chromatographed over silica ~el, 

f /::.L ___ .· 1 
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eluting with a solvent gradient of increasing polarity. 
From fractions eluted with EtOAc n white powder 
precipitated, its purification by preparativc TLC and 
crystallization !rom methnnol allowed the isolation of 
t6.0 mg of zapoterin. 

Accurate unit ccll parameters were obtained 
by least-squares refinement of sinO/A vaJues for 25 
retlections (10 <O <- 25º). Data reduction included 

T•blc l. Cryi¡tal Data and Structurc Reti.ncmcnt 

Compound 

CCDCno. 
Color/shape 
Cbcmical fonnul11 
Formula weight 
Tt:mpcuture 
Cryslal system 
Space group 
Un.i1 ccll dunensio1u 

a -7.486(1) Á 
b = 16.247(3) Á 
e= 9.736(2) Á 
p =9R 77(1)" 

Volume 
z 
Den.sity (c.alculated) 
Absorption coefficienr 
Diffractometer/satn 
8 range for data collecl!an 
Rcftections mca.sured 
lndependenVobserved 

rctlcctions 
DataJrestra1ntslparame1ers 
Extinction Cocfficient 
Absolutc Slructure 

Parameter 
Goodness of fit on F2 
Final R indices [ I > 2.,.(l)J 
R 1nd1ces (ali dala) 

11/J·J lydroxyobacunone 
(z..apoterin) 

CCDC-100315966 
Colorless./parallelepi~d 

Cz..,1130011 
470.50 
293(2) K 
,,.ionoclinic 
ro, 

1 t70.3(4) Al 
2 
1.335 Mg.lml 
0.099 mm-1 
S1c111cns P4/PC/w·28 
1.50 to 25.00" 
2.315 
2144 (R..111 =0.08.5)/1493 

(/ > 2a(/)] 
2144/1/311 
0.008(5) 
o 0(3) 

I.099 
Rl =O 0627. wR2 =O 1550 
R1=O1029, wR2 = 0.1918 
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Table 2. Coordinatcs and Equivalcnt lsotrop1c Displacement 

Atom 

01 
02 
03 
04 
os 
06 
07 
08 
Cl = = C4 

= 
Có 
C7 
es 
C9 
ClO 
Cll 
C12 
CJ3 
C14 
ClS 
Ció 
C17 
C18 
C19 =o => => =3 =· =9 =o 

0.4970(7) 
0.2169(8) 
0.9774(10) 
0.8578(9) 
l.1251(7) 
o 9757(10) 
1.1950(13) 
0.5050(17) 
0.5582(10} 
0.4133(10) 
0.3745(10) 
0.7000(9) 
o 7511(10) 
0.9290(11} 
0.9634(9) 
0.9643(9) 
0.7756(9) 
0.7445(9) 
0.7231(10) 
0.6937(11) 
o 8053(10) 
o 9771(10) 
I.1324(12) 
1.1061(14) 
0.8638(12) 
0.6958(13) 
0.8754(10) 
0.7087(14) 
0.6.51(2) 
o 602(2) 
0.476(2) 
0.7487(11} 
o 7595(11) 
1.1379(10) 

0.5950(3) 
0.5581(4) 
0.4801(4) 
0.2289(4) 
0.2508(3) 
0.2308(5) 
0.3108(5) 
0.)170(6) 
0.4QUl(5) 
0.4512(5) 
o 5343(5) 
0.5839(4) 
0.5108(5) 
0.5263(4) 
0.4615(4) 
0...37~6(4) 

0...3630(4) 
0.4221(4) 
0.2710(4) 
0.2.JJ6(5) 
0.2717{5) 
0.3104(4) 
0.3131(5) 
0.2852(5) 
0.1991(5) 
0...3357(5} 
0.4035(.5) 
0.1545(7) 
0.1652(10) 
0.0936(10) 
0.0725(14) 
0.5775(6) 
0.6670(5) 
0.3635(5) 

0.9648(6) 
o 9388(8) 
1.4170(6) 
l.0708(8) 
1.3735(7) 
1.6323(6) 
1.7263(8) 
1.6909(14) 
o 9410(8) 
0.9083(8) 
0.9404(8) 
o 9809(8) 
1 0809(8) 
1.IROl(S) 
1.2954(8} 
1.24.5118) 
1.1483(7) 
1 0195(7) 
1.1309(8) 
1.2705(8) 
1.4041(8) 
1.3675(8) 
1.4800(9} 
1.6206(10) 
1.5089(9) 
1.4725(9) 
0.9129(8) 
1.5595(10} 
1.6804(15) 
1.4934(13) 
l.5679(17) 
0.8338(8} 
1.0432(10) 
1.1768(9) 

0.0426(13) 
O 0594(1R) 
0.0576(17) 
0.0562(17) 
0.0499(15) 
0.0631(18) 
0.085(3) 
0.123(4) 
0.0362(16) 
o 0421(18) 
00414(18) 
0.0352(16) 
0.0367(17) 
o 0400(17) 
o 0347(16) 
0.0329(15) 
0.0301(14) 
0.0311(15) 
00341(16) 
0.0432(18) 
0.0369(16) 
0.0369(16) 
0.051(2) 
0.057(2) 
0.047(2) 
0.0459(19) 
0.0415(18) 
0.061(2) 
0.107(5) 
0.105(5) 
0.134(8) 
0.050(2) 
0.046(2) 
0.0446(18) 

corrections Cor background, Lorcntz, aod polar
ization cffects. Refinement was by full·matrix 
least squares, with ncutral·atom scattering factors 
and anomalous dispersion. The weighting scheme 
was [a 2 (Fo2 ) + (0.0789P)2 + 0.8072PJ- 1 , wh..:re P = 
( Fo2 + 2Fc2 )/3. Positional parametcrs for the hydro
gen atom attached to 04 hydroxyl group were refined. 
while others were placed in calculated positions with 
C-H distance 0.96 A. SIR97s was used to solvc the 
structure, and SHELXL-976 was uscd far structure re· 
finement. The refinemcntofFJack's parameter7 [0(3)] 
using the unique reflcctions data solely could not be 
used to determine the absolute configuration rcliably, 
but was assigned to correspond to the known con.fig
uration of limonoids.8 Experimental details are listed 
in Table l. 
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i Jf3.J(ydroxyobncunone (zapoterin) 

ncsults and discussion 

Table 2 lists the atomic coordinates and 
equivaJcnt isotropic displacement paramcters of 
compound l. which is illustrated in Fig. l. The 
Jengthening observed in the bond distances Ol
C4 [l.514(8) A) and C8-C9 [1.582(9) A) as well 
as tbe great deviation from the standard val
ues for tbe bond angles: Ol -C4-C29 [99.5(6)ºJ, 
C28-C4-C5 [117.7(6)º), C30-C8-C9 {117.7(6)º) 
and Cll-C9-Cl0 [119.G(6)ºJ appear to result 
from rrans-annular 1,3-intcractions among the rnethyl 
group Cl 9 and the mcthyl groups C28 [3.043 
(13) A J and C30 (3.057(11) A). Ali lhe olher ge
omctrical parameters (Table 3) are fairly clase to 
their expected values. except for the shortening of 
the Cl4-C15 bond due to thc cis tJ-oxirane rint~
TI1e Crcmer and Pople9 paran1etcrs sun11narized 
in Table 4 indicate the conforrnation of thc six
mc::rnbere<l rings 13 (C5-C6-C""'7-C8-C9-C10), 
C (CB-C9-Cll-Cl2-ClJ-Cl4) and D (CI3-
C14-Cl5-C16-06-C17) as chair, twist-boat, 
and twist-boat conformations, rcspcctiveJy. ·me 
conformation of thc sevcn-membercd ring A 
(Cl-C2-C3-0l-C4-C5-Cl0) is highly dis
tortcd resernbling none of the symrnetrical forms and 
can be describcd as a composition nf the boat and 
t .. vist-boat forrns, mainly. ·mese confannations and 

flg. L ORTEP view of ll.8·hydroxyobacunone (zapotcnn), 
lberrnal ellipsoids at 30% probabihty leve!. 

Ol-C3 
02-CJ 
04-Cll 
05-Cl4 
06-Cl7 
OS-C21 
Cl-C2 
C2-C3 
C.t-C28 
cs-C6 
C6-C7 
CR-Cl4 
C8-C9 
C9-Ctn 
Cll-Cl2 
C13-Cl4 
C13-Cl7 
CJ5-C16 
C20-C21 
C22-C..'23 

C3-0l-C4 
C16-06-C17 
C2-Cl-Ct0 
02-CJ-OI 
0t-C3-C2 
Ol-C4-C2R 
Ol-C4-CS 
C2R- C4- C.'i 
C6-CS-CtO 
C.7-C6-C5 
03-C7-C6 
C7-C8-C14 
Cl4-CX-C:30 
Ct4-CR-C'J 
C11-C9-Ct0 
CIO-C9-c.8 
c1....:.c10-c1q 
Cl-CIO-C9 
Cl9-Cl0-C9 
04-Cll-CQ 
c11-c12-c13 
C14-Cl3-Cl2 
Ct4-Cl3-Cl7 
C12-Cl3-C17 
05-Ct4-Cl3 
05-Cl4-CB 
Cl3-CJ4-C8 
05-C15-Cl6 
07-C16-06 
06-C16-Cl5 
06-Cl7-Cl3 
C21-C20-C22 
C22-C20-Cl 7 
C23-C22-C20 

92 

Table .J. Geomelric Parameten 

Bond Leng1hs (Á) 
1.343(10) Ol-C4 
1.239(10) 03-C? 
1.417(10) 05-ClS 
1.466(9) 06-Cl6 
1.451(10) 07-Cl6 
1.361(17) OB-C23 
1.339(11) Cl-ClO 
1.425(12) C4-C29 
1.534(ll) C4-C5 
1.54J(IO) C5-C10 
1.532(11) C7-c.B 
1.555(10) C.8-C30 
l.582(9) C9-Cl 1 
1.568(9) CIO-Cl9 
1.535(10) Cl2-C13 
1.522(10) Cl3-Cl8 
1.578(11) Cl4-Cl5 
1.483(14) C17-C20 
1.326(16) C20-C22 
1.317(19) 

llond Anglcs(") 
125.3(6) C15-05-Cl4 
120.1(7) C:H-OB-C2J 
130.4(7) Cl-C2-C3 
113.3(7) 02-C3-C2 
125.3(7) Ol-C4-C29 
106.8(6) C2.9-C4-C28 
107.7(5) C29-C4-CS 
117.7(6) C6-CS-C<t 
111.4(6) C4-CS-Ct0 
112.3(6) 03-C7-0l 
121.6(6) C8-C7-C6 
111.8(6) C7-C8-C30 
108.0(6) C7-C8-C9 
109.7(6) C30-CH-C9 
ll!J.9(6) Cll-C'9-CX 
115.2(6) c1-c10-cs 
104.3(6) C5-Cl0-Cl9 
106.8(6) cs-c10-C9 
112.4(6) 04-Cll-C12 
109.0(6) c12-c11-CJ 
116.8(6) C14-CtJ-CHI 
109 4(6) C18-Cl3-Cl2 
107 4(6) Cl8-C1J-C17 
107 6(6) OS-C14-C15 
112 2(6) C15-C14-C13 
114.7(6) Cl5-C14-C8 
t lQ.5(6) 05-C15-C14 
116.9(7) C14-Cl5-C16 
117.9(10) 07-C16-C15 
118.9(7) 06-Cl7-C20 
109.8(6) C20-C17-Cl3 
105.4(12) C2t-C20-Cl7 
128.0(10) C20-C21-0B 
110.1(14) C22-C23-08 
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1.514(8) 
1.211(10) 
1.444(11) 
1.335(12) 
1.211(11) 
1.39(2) 
1.517(10) 
1.518(11) 
1.548(10) 
1.558(10) 
1.525(9} 
1..555(10} 
1.547(9) 
1.561(10) 
1.562(11) 
1.537(11) 
1.472(11) 
1.514(13) 
1.371(17) 

60.7(5) 
104.9(11) 
133.5(7) 
121.2(8) 
99.5(6) 

109.7(7) 
113.7(6) 
112.1(6) 
118.6(6) 
123.2(7) 
115.0(6} 
105.8(6) 
lOJ.8(5) 
117.7(6) 
110.5(5) 
110.9(6) 
116.6(6) 
105.5(6) 
112.5(6) 
110.7(6) 
110.3(6) 
112.1(7) 
109.9(6) 
58.9(5) 

116.0(7) 
120.0(7} 
60.4(5} 

118.5(8) 
123.1(9) 
106.0(7) 
114.7(7) 
126.6(11) 
111.4(13) 
108.0(13) 

TESIS CON 
FALLA DE OPIGEN 
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Tablr 4. Crcmcr and Poplc Pnramctcn9 

Ring A B e o 

8, (º) 6.0(8) 84.1(6) 110.3(3) 
4'>.(º) 69.9(8) 251(7) 82.9(7) 93.5(9) 
~J.(") 129.5(11) 
02.(Á) 0.564(8} 0.061(8) 0.705(8) 0.526(9) 
0J,(Á) 0.385(8) 0.596(8) 0.073(8) o 195(9) 
OT.(Á) 0.683(8) 0.600(8) 0.709(8) 0.561(9) 

the trans ringjunctions A/Il. BIC, ande.ID give zapo· 
ter-in an overall conformation very similar to that ob
served in gedunin, 10 approacbing the lla-hydrogen 
to the I-11 vinyl hydrogen clase enough (2.02 A) to 
give the nuclear Overhauser effect obscrved by Moss 
etal. 4 - -

In the crystal, moleculcs fonn infinite ribbons 
along the h axis by hydrogen bonding [H4 · · · 02 
(-x + 1, y+ 112. -z + 2): 2.13(12) A. 04 ... 02 
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(-x +!,y+ 1/2, -z + 2): 2.831(8) AJ between tbe 
hydroxyl group and the carbonyl group of the scven~ 
member lactone. 
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Keywords: Casirniroa pubescens. flavones. 5,6,2',3'.4'· 

pentamethoxyflavone 

1. Subject and source 

The genus Casirniroa Llave et Lex. (Rutaceae) compr-ises approximately 9 

spccies (Chiang. 1 989) and grows specially on the tropical and subtropical 

rucas of Central Amcrica and Mexico. Sceds of C. pubescens Ram. were 

collected in June 2000 at lxmiquilpan. Hidalgo clase to Cardonalito Town. A 

vouchcr spccimen (84833) was depositad at the Herbarium of Facultad de 

Ciencias (FCME. Universidad Nacional Autónoma de México). 

2. Prcvious work 

Prcvious phytochemical studies on Casirniroa have shown the presence of 

flavones. coumarins and limonoids (Rizvi et al.. 1985. Enríquez. et al., 1984, 

Romero et al.. 1 983). Within the flavones. the 5,6 di-substituted pattern is 

quite often found in the genus (Dreyer, 1968. Dominguez et al •• 1976, Meyer 

et al.. 1 985). Neverthcless. to our knowledge. this is the first phytochemical 

study on C. pubescens. 

3. Present study 
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FrLJctionation of thc EtOAc extract (48.9 g) of dried and rnilled seeds of C. 

pubescens (1173 g) wns carricd out by means of VLC (silica gel .. step gradient 

of hexane in EtOAc). Fractions cluted with 7:3 mixtures yielded 6 mg of 

zapotin (5,6,2' ,6'-tetramethoxyflavone), vvhile 16 rng of the nlkaloid casimiroin 

nnd 82.3 rng of 5.,6,2' ,3' ,4·-pentamethoxyflavone were isOlated from the 

fractions eluted with 3:7 mixtures. Finally 7 .2 mg ot'-tt,e limonoide zapoterin 

were isolated from the fractions eluted with EtOAc. 

All compounds were identified by comparison of their' 1 H and. 13C NMR spectra 

vvith the data reported in literatura (Oreyer .. _1968;: Rizvi et al.., 1 985 .. García-

Argáez et al.. 2000. Parveen and Khan. 1987); Although 5,6.2' ,3' .4 • -

pentamethoxyflavone was identified by means of _ spectrai. data>vve-wanted to 

report now their "C·NMR data as well as the res.Ülts of. HÉTCÓR :andCOLOC 

cxperirnents. 

"C NMR (CDC'3. 75 MHz) o 178.4 (C:4). 160,6 (C,2). 156 . .5 (C-4'). _,15.3.3 (C· 

2'), 151.7 (C- 91. 149.9 (C-6). 147 .8 (C-5). 142. 7 (C-3'). 124.2 (C76'.>> 119.3 

(C-7). 118.9 (C-10), 118.5 (C-1 ·1. 113.3 (C-8). 11 0.9 (C-3). 107.4. (C-5'). 

62.0 (~H3-Q-C3-). 61.3 (f;_Ha·O-Cs). 61 .O (_\;;.H3-0-C•->. 57 .2 (f;_Ha-O,C2-), 56.2 

(~H"-Q-C,). 

Heteronuclear correlation o(ppm). 1 24.2/7 .51. 1 19.3/7 .30. 

11 3.3/7 .25. 110.9/6.84. 107.4/6. 79. 62.0/3.91. 61.3/3.93. 61 .0/3.94. 

57.2/3.95. 56.2/3.98. 
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Correlations determinated by COLOC experiments for 5,6,2',3',4'-

pentamethoxyflavone 
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4. Chemotaxonomic significance 

Although only the specie;> C. eduHs and C. greggii (formerly Sargentia greggit) from 

the genus Casimiroa have prevlot.Ísly been studied P.hytochemically; the presence 

of 5.6-disubstituted flavone-type products is• constant, for example zapotin and 

zapotinin both with a 5,6,2',6'-tetrahydroxyflavone nucleus were isolated from C. 

edulis (Dreyer, 1968). Compounds with a 5,6,2'-trimethoxyflavone nucleus such as 

cerrosillin, cerrosilin B, and 5,6,2',4',5',S'-hexamethoxyflavone have been isolated 

from C. greggii (Meyer et. al, 1985). The presence of zapotin and 5,6,2',3',4'-

pentamethoxyflavone in C. pubescens is in total agreement with previous studies 

of species from this genus. 

Furthermore, it seems that this kind of flavonoid is a chemical characterfstic of the 

genus. 

5.- Acknowledgements 

We are indebted to Héctor Ríos, Rocio Patiño, Luis Velasco, Javier Pérez and 

Gabriela Salcedo for technical assistance. Partial financia! support from CONACYT 

(34992-N) and scholarship to A. N: G. A. from PASPA, DGAPA, UNAM is 

acknowledged. 

99 



6.- References. 

1. Rizvi, S.H., Kapil, R.S., Shoe, A., 1985. J. Nat. Prod. 48, 146. 

2. Enriquez, R:G.i R.omero, M.L., Escobar, L.1., Joseph-Nathan, P., Reynolds, 

W.F., 1984. J. Chrom: 287, 209. 

3. Romero. M:L.;-Escobar, L.I.', · Lozoya, X .. Enriquez, R.G., 1983. J. Chrom. 281, 

245. 

4. Dreyer, ci.L., 196B .. J.' Org. Chem. 33, 3577. 

5. Domfnguez, X;A., Vil¡~~s. D .... 1S7.6. Rev.Lationoamer. Quim. 7,45. 
y···-:·.:-· .. :/: .... ·.:.:·'..-:_ .. >·;,·_ . 

6. Meyer, B.N., Wall,·M.E .•. Wani •. M.C.; Taylor, H.L.; 1985. J. Nat. Prod. 48, 952. 

7. Garcfa-Argáez,A.; .+:~~~~. R., r,,;artinez-\{ázqu~z •. M., _2000. J. Chem. Cryst. 

30, 727. 

8. Parveen, M., Khan, N.U., 19.87, lndian J. Chem., Sect. B. 26, 894. 

9. Sondheime!r, F.'. M~i~~1s.' A:. ~9~0,,Tetrahed~n. 9, 139. 

10.Chiang, F. 2001°. F;o;~ ~e,Nicara~~a, In: Stevens; W.D., Ulloa, O., Pool, A., 

Montiel, O.M. (Eds.), Monographs in Systematic Botany from the Missouri 

Botanical Garden. 85, 111, 2289. 

100 

TES1S CON 
FALLA DE ORIGEN 



11. Dominguez. X.A.. Rodríguez. v.. Villegas. A.O.. Rojas, P., 1972. 

Phytochemistry. 11, 2648. 

101 1 1·E···1s cnw \ 1 _,!':) . - - ' 

1 
-- . .. f, ,_ :-. ,- ' . -. ·, ... , ~·-, '· f 
li ,. .• ' /·· ': ' , ..... , .. 1 \·, l 

~_.!_:;;~~~:...:·.::_..:.::.~~ 



VIII. PUBESAMIDES A, B ANO C, THREE NEW N
BENZOYLTYRAMIDE DERIVATIVES ISOLATED FROM 
Casirniroa pubescens. 

TESIS CON 
102 Filli A DF (YDT·~EN I-i. •W... __; .. j.~ \•.'.._~ _¡,L 



PUBESAMIDES A. B. ANO C. THREE NEW N;BENZOYL TYRAMIDE 

DERIVATIVES ISOLATED FROM Casi"1iroa pubescens. 

AÍDA N. GARCÍA~ARGÁEz·. NADIA;M/GONZÁLEZ-LUGo·.·HORTENSIA 

PARRA~DELGADO• A~D MA~IANO M~R;f~E~-VÁZOUEZ•-_ 

• Departamento de Ecología y Recuisos ~· Na_turates, F3c-úi'tad .- de Ciencias, 

Universidad Nacional Autónoma de ,, Mé~ico~· .'ciudad·., U~iV0rsitaria, Circuito 
.. . . 

Exterior, Coyoacán, 0451 O, México,. O. ;·"F_.-,b--lnstit~to ·de ciurmica, Universidad 

Nacional Autónoma de México, Ciudad U~iversitaria.. Circuito Exterior, 

Coyoacán. 0451 O. México. D. F. 

Running title: Pubesamides A, B. and C from Casirniroa pubescens 

• Author for correspondence and repdnts requests 

103 



Abstract 

Three nevv N-benzoyltyramides derivatives named pubesamides A. B and 

C together with the knovvn skimmianine. P-sitosterol and daucosterol were 

isolated from seeds of C. pubescens. Their structures vvere determined by 

spectroscopic data. 

Key Words- Casirniroa pubescens, N-benzoyltyramides. pubesamides A. B, and 

c. 
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lntroduction 

The small genus Casirniroa Llave et Lex. (Rutaceae) comprises only 9 

spccies (Chiang. 1 989) and grows especially on the tropical and subt~opical 

areas of Central America and Mexico. Previous phytochemical studies on 

Casirniroa have shovvn the presence of flavones. coumarins and limonoids 

(Rizvi. et al., 1985, Enrfquaz, et al., 1989, Romero. et al .• 1983). Within the 

flavones, the 5,.6 di-substituted pattern is quite often · found ·,in. the ge,nus 

(Dreyer, 1968. Domínguez. et al., 1976, Meyer, et al., 1985);. Due· to its 

plcasant flavour C. edulis is cultivated and sold in s·e~er~·l:'·~~~~e~·; .ot''"C-entral 

México. lt has been known since prehispanic times<f~r·:,i~~-~i~~·~Í-~~~i~~ .-sedative

like effect and its use as a sleep inducer (Rome·ro~:~-~·er.-.::_;a/,. ~-_1983):::_.ln folk 

medicine. a concoction of leaves, and less frequeñtly Ot_~·~ee_ds} i~-;~~·~inisteréd 

for this purpose. Furthermore, the seeds 
. -:: .. ,· .. /···< :. ·-.~}, ·:.:.· ---·, 

are used :.in ::.thB treatment of 

dcrmatological conditions (Martínez .. 1 944). 

As part of our ongoing investigation on biologically. active.·compounds 

from Mexican plants (Martfnez-Vázquez and García-Argáez~ 2001) and 

especially from Casirniroa genus (Garcfa-Argáez, et al., 2000); we have 

studied the seeds of Casimiroa pubescens (Rutaceae). To our knowledge this 

is the first phytochemical study on C. pubescens. 

Results and Discussion 

From the EtOAc extract of C. pubescens seeds. pubesamides A (1), C 
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(3). and a mixture of 1 and pubesamide B (2) were isolated. On the other 

hand, skimmianine and fl-sitosterol vvere isolated from the hexanic extract and 

daucosterol and a mixture of 1 · and 2 vvere isolated from the methanolic 

extra et. 

ThB presenc·e -of -·a N-benzoyltyramide core in 1, 2, and 3· was easily 
. - ' . . . .·: ·. . . . 

dcduced by m0ans of th.eir. IR ··absor"Pti~·ns ·éfue. to a .·secóndary_": amid.e ("NH _and 

CO). as vvell as their. 1 H-·and.'~cNJ\llR.~pectra(Tables .l,and ll)'and 1\11~ spectral 

data. Then, thB. st~uc.tui-BI :~;~;c.re~~·~·s ... b·~~~e-~n. 1 :.3_ ~~-d-~rl;·e··~~,\~~ -al-~yl ;~sidue 
of the side chain an· the ·~-?<Y9e-n ·atoi-n_ of the. 1; ~-disUbstitUt~d b.enzen-e.ring·of 

the N-benzoyltyramide nucleus. 

The high resolution mass spectrum of pubesamide (1), sháwed its IMJ+ 

at 391.2220 for a C2sH29Q3N formula. The peaks at miz 135. 120 andc105 

vvere attributed to the N-benzoyltyramide residue. The presence of a 

oxymonoterpene moiety (C10HrnO) in the side chain vvas indicated by the ~ass 

difference betvveen and the N-benzoyltyramide moiety. lt contains an 

isobutylidene moiety at the end of monoterpene residue (C-17/C--2Ó), 

conjugilted to a carbonyl group at C-16 as deduced by their signals.in_the 1 H-

and ' 3 C NMR spectra (o 'H: 1.88 s (3H) H-19; 2.17. s. (3H). H-20 and '5;13 

brs (1H) H-17; o 13C: 27.B. C-19; 20.6. C-20; 127.4 C-17; 153.0, C:18.and 

191.4. C-161 and by the fragment at miz 83 in theMS spectrum. Also the 

prcsence of a vinylic methyl group at C-21 and a methylene residue at C-13. 
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both linked to a trisubstituted double bond at C-14/ C-1 5,. conjugated vvith the 

carbonyl group at C-16 vvas dedúced ¡¡; 'H: 2.22 s (3H), H-21; 6.08 s (1 H>. H-

15; 2.59 t J = -7 .1 (2H), HC13;- -¡;_ 13C:· 1 9.3. C-21; 126.2. C-15; 154.9, C-14 

and 40.6, C-13). - Finally;. ih<;/presence_ of an oxymethylene moiety at C-12 

vicinal to. the vinylf~ ;:·~:~.~~~¡~~~<;-~t<'.~~1:~ w~s observad (S 1 H 4.09 t J·= 7 .1 

(2H). ¡; "C 65.91: Ali t~,e-~;;~;d~,.;,~~~swere supported by HETCOR and COSY 
-. . . ' .. ~. ' . ~ . . ... .'-· .... - . - ' 

expedments •. The ster_eocher:rí·i~.t~y_ .. Z.01 the·double bond at C-14/C-15 in 1 Was 

deduced by NOESY and COLOC __ experiments. 

A detailed analysis -of - the::-NllÍIR spectral data, IR _ adsorptions and MS 

fragmentations of Lhe mi~tu·~~·:,.~·~_f.:::-~1,_ ~--~·~:d 2;."._ clearly showed a z .. E: isomeric 

relationship between them at c.:14~c_":1 s __ double bond. Then 2 correspond to 

be the E isomer (Tables 1 and 11).-_ 

An additional experimental support for the structural proposal of 1 and 2 

was the spontaneously transformation,. during the time of acquisition of NMR 

data (approximately 1 O h), of 1 to a mixture of 1 and 2 vvith a proportion of 

1 : 1 .. estimate from the integration values of the methyl group signar at C-21 in 

the 'H-NMR spectrum. Thus .. the less stable isomer 1Z (heat of formation -

55.14265 Kcal/mole,. determinad by MOPAC calculations) is trañsformed into 

thc more stable isorner 2E (heat of forrnation -57.28074 Kcal/rnole, 

determinad by MOPAC calculations),. probably this transformation is due to the 

acidity of COCb. Accordingly 2 could be an artifact produced during the 
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chromatographic procedures-

When 1 and 2 mixture vvas treatcd vvith hydrogen in presence of Pt02, 

tetrahydro pubesamide A (4) was obtained. Also 4 was obtained from 

hydrogenation reaction of 1. 

As expected., tho high-r~solution ma-sS speCtrum- of 4 shovved four 

hydrogen atoms more than "I ([MI• at 395.25.37 for a c,.H,,Q,N formula). The 

only difference betvveen 4 and _ 1 is· found-;in lhe·- nionoterpe~ic side chain. 

(Tables 1 and 11). Thus, the 13C"NMR spectrum of·4'revealed:the signals for: 

three methyl, four methylcn,e·an:d_:tvvo rTiettÍin~ a!om c_arbons in· the sp3
. regiOn 

and at () 210.4 ppm the sign81 far"· 'th0· carbonyl at C-16. The correlation 

betvveen the signals of 1H and 13C NMR spectra of 4 are shovvn in Table 111. 

The high·resolution mass spectrum of 3 shovved its (MJ + at 393.2333 

far a C2!>Ha10aN formula. The presence of an unsaturated monoterpene moiety 

(C10HnO) in the side chain vvas indicated by the mass difference between 1 

and the N·benzoyltyramidc residue. As, in 1 and 2, the presence of an 

isobutylidene moiety at the end of the monoterpenic residue in 3 vvas evident 

(Tables 1 and 11). The presence of an additional double bond at C-15/C-16 

conjugated to the isobutytidene moiety was deduced by the signals in the 1 H 

<1nd "C NMR spcctra [.5 1H:; 5.63, d, J = 15, .H-15 6.52. dd, J = 11, 1 5, H-1 6; 

5.82. d, J = 11, H-17; ¡; "C: 136.6, C-15; .. 124.5, C-16; 124.3, C-171. The 

presence of a hydroxyl group and a methyl group at C-14 vvas deduced by 
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their signals in the 'H and "C NMR spectra (15 1H: 1.37 s, (3H), H-21; 15 '-'C: 

29.0 C-21; 72.7, C-14) and the signals at 40.9 and 65.4 vvere assigned to the 

mcthylcnc groups nt C-13 and C-12 respectively. All the assignments vvere 

supported by COSY, HETCOR and COLOC experiments. During the time of 

acquisition of NMR data (approximately 1 O h), 3 suffered not a isomerization 

as 1, but hydrolysis reaction to afford N-benzoyltiramide. As it can be seen, N-

benzoyltiramides derivativas 1-3 are ·sensitiva to mild acidic' c_ond~tions .. ' The 

prcsence of N-benzoyltiramide was al So· _detectad in ·a hexanic extíact · of. C. 

edulis. However, this extract was preV.iously ·treBte-d_ Wilh a·n·:aq·U~OUs soh.:'~ion 

of HCI (Kincl, et al., 1956). Then. a~cordin~ \IVith o~/r~sJlt: •. it is· quit probably 

that in C. edu/is compounds similar- to ·1-_3. vvere preS.ent." 

Experimental 

Plant material. Seeds of C. pubescens were collected from plants growing in 

the surroundings of lxmiquilpan Hidalgo·, México. _A voucher specimen was 

deposited in the Herbarium of Facultad de Ciencias UNAM (FCME 84833). 

Dried and milled seeds (3834 g) were ex:tracted vvith hexane, EtOAc and 

l\.1eOH successively (51 x 3 times, each) at room temperature far 48 h. 

Tho hexanic extract (62.53 g, residue dry vveight) vvas absorbed on 4 g of 

silica gel and then chromatographed on a column packed vvith 1 30 g of silica 
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gel 60 (Merck). Elution with solvent mixtures of increasing polarity afforded P-

sitosterol (35 mg, Hex:EtOAc, 9: 1) (Rubinstein et al., 1976), isopimpinellin (29 

mg, Hex:EtOAc, 6:4) (Elgamal et al., 1979) and skimmianine (82 mg, 

EtOAc:MeOH, 7:3) (Chakravarty et al., 1 999). Chromatography of the EtOAc 

extract ( 181 .5 g) absorbed on 6 g of silice gel and using 370 g of silice gel 

afforded pubesamide A (1) (20 mg, Hex:EtOAc, 7:3), mixture of pubesamide A 

(1) and B (2) (297 mg, Hex:EtOAc, 6:4) and pubesamide C (3) (52 mg, 

Hex:EtOAc, 3:7). Mixture of 1 and 2 (108 ·mg, Hex:EtOAc, 7:3) and 

daucosterol ( 12 mg, EtOAc:MeOH, 8:2) (Voutquenne, et al._, 1 999) were 

isolatcd from the methanolic extract (61.2 g)" chíO'm'atogrélphy. 

The identification of the known compounds was achieved by comparison of 

their physical and spectroscopic data with those published in the literáture. 

Pubesarnide A (1). 

Yellow salid mp 88-91 ºC HRMS: rn/z: 391.2220 (rel int.) ([MJ•, calcd far 

C2•H2•0aN: 391.2226). MS rn/z: (rel int.) 391 ([M•)) (15), 254 (6),.151 (100), 

135 (16), 120 (44), 105 (47), 83 (86), 77 (16). UVA. max nm (CHCla) 269 

(log E=4.38) IR (KBr) vmax cm·' 3452, 1657, 1513, 1030. 'H, "e NMR see 

tables 1 and 11. 

Mixture of pubesarnides A(1) and 8(2). 

Yellow salid mp 89·92°C. MS rn/z: (rel int_) 391 ([M•n (5), 295 (10), 271 (8), 
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257 12), 254 (5), 151 (100), 137 (11), 134 (6), 123 112), 120143), 105 160). 

83 186). 77 122), 55 ( 1 3), 43 18). IR IKBr) v max cm·' 3317, 1 634, 1 537, 

1242. 'H. "C NMR see tables 1 and 11. 

Pubesarnide C (3). 

Yellowish salid mp 83-84ºC HRMS: rn/z: 393.2333 ((M)', calcd for C25H3'03N: 

1393.2304). MS rn/z; lrel. int.) 393 ((M')) (6), 375 (30), 272 (8); 254 194), 

232 116). 202 (14), 193 (30), 168 (76). 166 198), 135 1100), 120 (68), 105 

189), 93 (42), 77 137), 55 (20). UV Á max nm IMeOH) 230 (lag E=4.52) and 

202 (lag e=4.37) IR IKBr) vmax cm·' 3455. 1655, 1512, 1486 and 1286. 'H, 

13C NMR see tables 1 and 11 

Tetrahydropubesarnide A (4) 

Fro1T1 1 and 2 mixture. A sample of the 1 and 2 mixture (70 mg) dissolved in 

CH1C'2 vvas treated with hydrogen in ~r~sence of Pt02 (7 mg). The reaction 

mixture vvas separated by PLC elute"d wiih. hcxaiie·EtOAc.. 3:2 mixtures .. 

affarding 4 160 mg). 

Frorn 1. A sample of 1 (20 mg) dissolved in CH2C'2 vvas treated with hydrogen 

in presence of Pt02 17 mg). Usual work up yielded 4 (16 mg). 

White crystals mp 78-80ºC, HRMS: rn/z 395.2537 ((M)', calcd. far 

C>oH»O>N: 395.2539). MS rn/z; (rel int.) 395 ((M • J) (5), 274 (13), 155 (100), 

1 1 1 



120 (10), 105 (26). 57 (23). ), UV}.. max nm (CHCb) 251 (log E=3.62) IR 

(KBr) v max cm": 3314, 2930, 1705, 1636, 1539, 1513, 1244. 'H, 13C NMR 

sec tables 1 ond 11 
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Table l. 1 H NMR spectral data of 1-4 

H 

2 
4 

5 

9 

3.69 (t. J = 6.9) 
2.87 (t. J = 6.9) 

7.14 Id. J=8.71 

6.85 Id, J = 8. 71 

2 3 4 

3.69 (t, J = 6.9) 3.67 (t. J = 6.9) 3.69 (t. J = 6.9) 
2.86 (t. J = 6.9) 2.86 (t, J = 6.9) 2.87 (t. J = 6.9) 
7. 1 3 Id, J = 8 .·~7~,-+-~7~. 1~4.,.-(~d~.-J.,.-=-8~. 7~) -· l-=7~.~1""'5~(d.,.-, -Jc-=-=8,.-."7'°')-I 

6.86(d,J=8.7) 6.85(d,J-8.7) 6.85(d,J-8.7) 
7.69 (b,d) 7.68 lb,d) 7.68 (b,d) 7.69 (b,d) 

---- -"-----------1----------1----------
10 7.45 rn 7.45 n1 7.41 m 7.38 m 

11 7.38 m 7.41 n1 7.47 rn 7.45 m 
--i-2-- .. "L1:091t."J~ ~6Tt:-T:~6-.. ~6-,-t----4~. ~1 ~2-rn_____ 3. 97 1 '· J = 6. 91 

13n 2.59 (t, J = 7.1) 3.06 (t, J 00 6.6) 2.14 (dd, .J.--015, 6) 1.78m 
·--- -----·-

13b • 
1-----1-4··-- --- ----- --;-----~·----. -- -

1.97 (dd, J = 1 5, 8! 1 .67 rn 
2-26 m 

15-- ---6~08(~ -- 6.08 r;:;---- 5.63 (d, J = 15> 2.41 m -15- ----··-.----- ----------t-6-.-5-2~(-d_d ___ J_=_1 _1 ___ 1_5_)·+-· 

17 6. 13 (brs) 6.13 n1 5.82 (d, .J = 11 J 2.26 m 
~------.,.-----•---------~------c-----+2~.1~5~1~h-e-p-.-J.,.-=-=6ccll 

--,-g- 1.88 s 1.89 s 1.73 s 0.90 (d. J- 6) 
20- ---·--2-.-1-7--s---•----2-.-1-5-s ---t-----1-. 7-6-s----+-0-.9-1-(d-.-J-=_6_!-i 

21 2.22 s 2.01 s 1.37 s 0.97 (d, J = 6) 
~----·--------'-----------'----------·-'-----'_e_---'-~ 
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Table 11. "C NMR spectral data of 1-4. 

e 1 2 
1 41.3 41.3 
2 34.8 34.8 
3 131.2 130.7 
4 129.8 129.7 
5 114.9 114.8 
6 157.5 157. 7 
7 167.4 167.4 
8 134.7 134.7 
9 126.8 126.1 --~--~ 

128.5 128.5 
1 1 131.4 131.4 --
12 65.9 67.2 

~-- ~40.--¡:¡-- 33.7 
---· 

14 154.9 155.0 
~- ~-

126.2 127.4 
~ 191.4 190.8 
~--

17 127.4 126.0 
18 153.0 153.0 
19 27.8 27.8 
20 20.6 20.6 

-z,· 19.3 26.8 -· 

11 6 

3 
41.3 
34.8 

131.3 
129.8 
114.9 
157.2 
167.4 
134.6 
126.8 
128.5 
131.4 
65.4 
40.9 
72.7 
136.6 
124.5 
124.3 
135.5 
18.3 
26.0 
29.0 

.--
' 

4 
41.2 
34.8 

130.8 
129.7 
114. 7 
157.7 
167.4 
134.7 
126.8 
128.5 
131.6 
66.0 
36.0 
26.4 
50.6 

210.4 
52.3 
24.5 
22.6 
22.6 
19.9 
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Table 111. HETCOR correlation of 1, 3-4. 

1 3 
19.3/2.22 18.3/1 .73 
20.6/2.17 26.0/1 .76 
27.8/1.88 29.0/1.37 
34.8/2.87 34.8/2.86 
40.6/2.59 40.9/2. 14 and 1.97 
41.3/3.69 41 .3/3.67 
65.9/4.09 65.4/4. 1 2 
114.9/6.85 114.9/6.85 
126.2/6.08 124.3/5.82 
126.8/7.68 124.5/6.52 
127.4/5.63 126.8/7.68 
128.5/7 .45 128.5/7.41 
129.8/7.14 129.8/7.14 
131.4/7.38 131.4/7.47 ·- 136.6/5.63 
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4 
19.9/0.97 

22.6/0.90 and 0.91 
24.5/2. 15 
26.4/2.26 
34.8/2.87 

36.0/1. 78 and 1 .67 
41 .2/3.69 
50.6/2.41 
52.3/2.26 
66.0/3.97 
114.7/6.85 
126.8/7.69 
1 28.5/7.45 
129.7/7.15 
131.6/7.38 
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rq)H -Or-~-1 _-"_~----~---·--- __ ._··. 
"--.J - N -. 1 ~ H ( 

"-------" 1-1 

H 

Principal CO LOC corrclations . ~ In J 
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A= 

A= 

17 

o 
16"""" IH 

l.l _, .. 20 

12 .. 
21 

.. 
~ 

1 8 1 • 
21 

2 

A= 13 OH 
~ 

1 . 16 1 
21 

3 

A= 
~ ,, 1 8 .1 19 ,, 

4 
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IX. CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados de los estudios fitoquímicos de C. edulis, C. 

sapota, C. pubescens y C. greggii realizados en este trabajo, así como los 

previamente informados en la literatura, es innegable.que la química del género 

Casimiroa esta gobernada por la síntesis y presencia de limonoides, cumarinas, 

flavonoides y alcaloides. 

La obtención de zapoterina, un linionoide, ~n forma cristalina a partir de las 

semillas de C. edulis, permitió la obtención de su estructur~ .molecular por 

análisis de difracción de· Rayos -X; cÍB:: .. tBI 'manera que se pudo establecer 

inequívocamente la posición· del sustituyente hidroxilo_ en la molécula. Este 

compuesto también se:aiSJó de semillas· de C. -pubescens~·.-, 
' , ' ? ~. -

La presencia de zapotina y la 5,6,2;·,3· ,4' peritam~toxi~i8\':;o:,a:··~·n.- e;.-. pubesCens 

junto con los info;.:nes en la literatura sobre las·· tia~~-~~~-- ~·r.~~e~~es .e~ C. 

edulis, C. pringlei y en C. greggii tales como zapotina,· · ZapOtinina.. 5,6-

dimetoxiflavona, cerrosillina y cerrosillina B, entre ot~~s~j'::Írl,~f~·~~-·::-.~ri~ presencia 

.' :¡1,,' C'.>' ,,' 

recurrente, en el género, de flavonas con núcleos 5·,6-disúSÍi.tuidos·. 

En un principio, se podría catalogar como singular el ·aisla~·ient~ a partir de C. 

pubescens de tres derivados prenitados de la N-benzoittiramida, las llamadas 

pubesamidas A, B y C, sin embargo, en un trabajo publicado en 1 956 se 

informaba del aislamiento y caracterización de la N-benzoiltiramida a partir de 

un extracto hexánico de C. edulis. Debido a que el interés de Jos 
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investigadores, en esa ocasión. era la búsqueda de posibles alcaloides. el 

extracto hexánico antes referido fue lavado con una solució.n acuosa de ácido 

clorhídrico. De acuerdo con los datos proporcionados en este trabajo, las 
' >.·: ... : 

pubesamidas son extremadamente sensibles al médio_ ácido, de tal forma que 
'.---·:: - :-- .. ' . ·: ·_. 

inclusive pueden sufrir transposiciones o tildróiiSi.S P'or la acidez· del· cloroformo 

deuterado utilizado en la adquisición de ·¡º~ .·.',~~'.~.~s··~_'~s~~ctrales . ~e resO;,ancia • .... ·:·: __ .. · _.:,·,_ 

Por lo tanto es factible suponer·qué c.·. ecÍU/~~~---!tambié~ sin.tetizara este tipo de 

compuestos, los cuales~ debido al .trBta"m~~~¡~: CC?~.·ácido~ se· destruyeron o se 
-· ' .- -'~ ~ ., :-·· 

hidrolizaron para dar la N-benzoilii~arri.id~: 
:_ :·.-:·.'·:-.·.·; 

No obstante para proponer a _e_stC .. tipc;;-:_de- compuestos·como relev.antes en la 

química del género Casimiroa~·· ~s :'ríe~~sário reálizar su búsqueda- cuidadosa en 

las demás especies del género. 

Por otro lado, en el presente estudio se .· determirló la presencia y la 

concentración de las cumarinas heraClenol, hera~lenina, felopterina e 

isopimpinelina en hojas de C. sapota, C. f!JduJi~~--C:_-- Pub"éscens, c .. calderoniae y 

en semillas de las últimas tres especies; ·además, de semillas de C. calderoniae 

se aislaron isopimpinelina y felopterina y de .. semillas de C. pubescens se 

aislaron isopimpinelina y 8-geraniloxipsoraleno. Lo que indiscutiblemente, 

señala a las cumarinas corno quimiomarcadores del género, ya que hasta el 

momento todas las especies estudiadas presentan este tipo de compuestos. 

Estos hallazgos. así como los informes en la literatura de las cumarinas 
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aisladas de Casirniroa,_ apoyan la propuesta biogenética para este tipo de 

compuestos. La cual propone a la umbeliferona como el .intermediario inicial. 

ya que todas ellas se postulan formadas a partir ·de'~ este. intermediario. Sin 

embargo cxist:e una diferencia ~ntre-1as ~·~madri.~s sirl·~~~¡z·a~~S(~Or .. C; ~re~f¡ii y 

las especies e; edulis. ·C. c~~~~rO~Íáe-.:_ y _.-~--'.~;-~;;~~s~-~ns-~·-·:· :iJ~~;i:,~roa ~~:greggii 
elabora la seselina y el o~9era~~~~~t~~~-~}-~-~·~o~···Co-~-~~-~~-~~-~.~-:-P·;o:~B~-Íentes de la 

- • -• • --- ; '_ - o _,-;· ' •• : •• :· • • • : - :: - :. ,;·_ - ' •••• ~ • • .- : ; ; 

umbelliferona prenilada en el· átOmo _d_e carbono -a. mien_tr~s _qUe · 1a.s.;cumaiinas 

sintetizadas por las· demás _especies ·elaboran principalmente ·furanocuma'rinas 

las que provienen de· la. prenilación en ·el átomo de carbono - C-6 de la 

umbelifcrona. Lo que puede Con!iitituir una diferencia interespecífica·. 

Como se ha mencionado. las especies C. edulls y C. sapota presentaban una 

situación taxonómica confusa. Lo que motivo a que se utilizaran tanto datos 

químicos como caracteres morfológicos para su concreta delimit:ación: De 

acuerdo con los resultados presentados en este trabajo la concentración _de las 

cumarinas heraclenol. isopimpinelina. heraclenina y felopterina en hoja-s·· de c. 

pubescens. C. edulis, C. ca/deroniae y C. sapota junto con· los _'can:sct:eres 

morfológicos de los folíolos. pecíolos y peciólulos. constituyeron los 'datos de 

una matriz que a través de análisis de ordenación permitieron delimit:ar a las 

cuatro especies estudiadas. 
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Matriz Básica de Datos de Casimiroa 

Output: NTSYSpc 2.02i. (C} 1986-1998. Applied Biostatistics Inc. 
Dnte & time: 4:58:24 AM 
Input paramctero 
Rcad input from file: C:\My Documents\FINALTESIS\FENEFINAL\COMPLETOS\Cfbdm62.nts 
Format: width=9 clccimals=4 Pagc width: 80 Field width: 9 Decimal. places: 4 Page 
width: 80 
Comments: 
M·ltriz Diasica de daton de Casimiroa. Aída Nelly García A.rgáez 
Lils colurnnus son OTU'S y las hileras cüractcres 
t ... os OTU'S con P= c. pubcocens. E=C. cdulis. S= C. sapota. C= C. calderonia.e 
Matrix type =l. niz.o =24 by 62, misning value codc ,,,99 (rectangular) 

Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 PB 
-------------------------------------------------------------------------

7.0000 3.0000 4.7000 3. 5000 3.2000 6.0000 3.7000 4.0000 
2.0000 2.0000 2.0000 

2. ºººº 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 
2.0000 0.7000 2.0000 1. 1000 1.4000 2.5000 1.6000 1.2000 
2.0000 ?..0000 2.0000 

2. ºººº 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 
1.0000 7.0000 7.0000 1. 0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 

13.5000 6. GOOO 1 l. 5000 ., . 7000 7.2000 13.3000 7.5000 B.6000 
2.4500 1.8300 1. 8800 1.7900 1.8400 2.1000 2.0200 1.8600 
2.7000 2.0600 2. 1600 1. 9·100 1.9400 2.1000 2. 1400 2.0400 

q 4.0000 ·1. 0000 4.0000 ,, . 0000 4 .0000 4.0000 4.0000 4.0000 
lo 1.0000 1.0000 l.ºººº l . 0000 1.0000 1.0000 l.0000 1. 0000 
11 2.0000 ·ºººº " .0000 

?. . ºººº 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 
1 ~ º·ºººº o ·ºººº o ·ºººº o. 0000 o ·ºººº o. 0000 º·ºººº º·ºººº 1 ' 1. 0000 1 ·ºººº 1 .0000 1. 0000 l .0000 1. ºººº 1. ºººº 1.0000 
1·1 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 o . 0000 0.0000 0.0000 0.0000 
¡•, 0.0000 º·ºººº 0.0000 o. 0000 o. 0000 0.0000 º·ºººº 0.0000 
}(, 0.0000 o .0000 0.0000 o. 0000 0.0000 0.0000 0.0000 º·ºººº 
¡·¡ l.0000 1 . 0000 1. 0000 1 .oooo 1. 000() l.UOOO 1.0000 1.0000 
l H .1.0000 .0000 1.0000 l.0000 1.0000 1.0000 l.0000 1.0000 
l'J 1 .0000 .0000 1.0000 1 . 0000 1.0000 1.0000 1.0000 l. 0000 
~~o 1.0000 l.ºººº 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 
21 0.0100 0.0000 0.0000 0.0830 0.0000 0.0000 0.1050 0.0570 
2~'. o. 1~·10 0.0110 º·ºººº 0.0000 0.0000 º·ºººº º·ºººº 0.0000 
~~ 3 0.1450 0.4100 o. 2·190 0.0660 0.0320 0.0470 0.0810 0.1480 
;~ 4 0.4510 o.] ~70 0.1550 0.0150 0.0000 0.0])0 0.0240 0.0290 

P9 PlO Pll El E3 E4 E5 E6 
- - - - - - - - -----------------·------------------------------------

5.0000 6.2000 4.8000 10.1000 10.1000 8.9000 7.5000 6.1000 
2 2.0000 2.0000 2.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 
3 1.6000 2.3000 1.5000 1.5000 1 . 1000 1.5000 0.7000 0.7000 

2.0000 2.0000 2.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 
!-~ 1.0000 1.0000 1.0000 5.0000 3.0000 ~.0000 4.0000 3.0000 

'• 8.5000 10.0000 9.0000 12 .6000 12.8000 11.0000 10.5000 12.5000 ., 2.2300 1. 6000 1.H)OO 2.4700 1. 9300 2.3400 2.2800 2.3100 .. 2.?.900 l.~ººº ~-ºººº 2. ~200 6.0600 2.6000 2.7600 2.5000 

" 4.0000 '1.0000 4.0000 0.0000 º·ºººº 0.0000 º·ºººº 1.0000 
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10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
B 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
1 ~) 
20 
21 

:?. 3 
24 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

·7 

B 
') 

10 
11 
l:? 

1.0000 
2.0000 
0.0000 
1.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 

º·ºººº º·ºººº 0.2010 
0.1210 

E7 

7.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
5.0000 

10.5000 
2.5600 
2.7600 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
2.0000 

º·ºººº 
1.0000 
1. 0000 
1.0000 

º·ºººº 0.0000 
1.0000 
1. 0000 

º·ºººº 0.0010 
o. 12fJQ 
0.6260 

1.0000 
2.0000 
0.0000 
1.0000 
0.0000 

º·ºººº 0.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
o. 1360 

º·ºººº 0.0010 
0.0590 

E9 

7.4000 
1.0000 
1.4000 
1.0000 
5.0000 

10.6000 
2.2000 
2. '1000 

º·ºººº 
1.0000 

1. ºººº 
2.0000 

º·ºººº 
1 . 0000 
1. 0000 

l - ºººº o. 0000 
0.0000 
l. 0000 

l.ºººº o. 0·190 
O. 0:?.'HI 
0.0680 
0.3170 

¡.:;¡;¿ 

1.0000 
2.0000 
0.0000 
1.0000 
0.0000 
o. 0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
o. 0580 

º·ºººº o. 06'10 
o. 0170 

Ell 

11.7000 
1.0000 
2.0000 
1.0000 
'1.0000 

13.6000 
2.8000 
2.sqoo 
0.0000 
1.0000 
l. 0000 
2.0000 
0.0000 
l. 0000 
1. 0000 
1. 0000 
0.0000 

º·ºººº 
1. 0000 
1. 0000 
0.0580 
0.0120 
0.0000 
o. 0920 

E2 

6.0000 12.3000 9.9000 
0.0000 1.0000 1.0000 
0.5000 1.~000 1.6000 
0.0000 1.0000 1.0000 
0.0000 3.0000 3.0000 

1'1.6000 1~.5000 17.'1000 
2.3000 2.0500 2.4800 
2.2400 2.5000 3.1000 
J.OOUO l .0000 1.0000 
1.0000 1 .onoo 1.0000 
:l.0000 1.0000 1.0000 
1.00CJCJ l.OOllO 1.0000 

1. 0000 
1. 0000 
2. 0000 

º·ºººº 
1. 0000 
1. 0000 
1. 0000 
o. 0000 
0.0000 
1. 0000 
1. 0000 
0.0640 
o. 6820 
0.1140 
o.~030 

E13 

12.0000 
1. 0000 
2. 0000 
1.0000 
5.0000 

1'1. 0000 
2. 2000 
2. SCJOO 
o. 0000 

1. ºººº 
1. 0000 

·ºººº o. no o o 
1. 0000 
1. 0000 

1. ºººº 
0.0000 
o. 0000 

. 0000 

. ºººº o. 03 60 
0.0660 
0.0330 
o. 2050 

ES 

1.0000 
1.0000 
2.0000 

º·ºººº 1.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0520 
0.0980 
0.3310 
0.1650 

El4 

1. 0000 
1. 0000 
2. 0000 
o. 0000 
1. 0000 
1. 0000 
0.0000 
o. 0000 
0.0000 
1.0000 
1. 0000 
0.0480 
0.1530 
0.8010 
0.2'130 

ElG 

9.0000 8.9000 
1.0000 1.0000 
1.7000 1.7000 
1.0000 1.0000 
!>.0000 5.0000 

13.0000 11.0000 
2.6000 2.3'100 
2.6000 2.6000 
0.0000 0.0000 
1.0000 1.0000 
1.0000 1.0000 
3.0000 2.0000 

º·ºººº 0.0000 
1.0000 1.0000 
1.0000 t.0000 
l.0000 1.0000 

º·ºººº 0.0000 
0.0000 0.0000 
1.0000 1.0000 
1.0000 1.0000 
0.0000 0.1110 
0.0000 0.0000 
0.1480 1.2770 
0.1080 0.1130 

El O E18 

6.4000 7.1000 8.5000 
1.0000 1.0000 t.0000 
1.0000 1.2000 1.4000 
1.0000 1.0000 1.0000 
5.0000 S.0000 5.0000 

13.2000 12.4000 11.0000 
2.6900 2.6900 2.3'100 
3.8800 3.1800 2.6000 
0.0000 0.0000 0.0000 
1.0000 1.0000 1.0000 
1.0000 1.0000 1.0000 

.0000 2.0000 2.0000 

129 

l. 0000 
1.0000 
3. 0000 
o. 0000 
1.0000 
1. 0000 
1.0000 
o. 0000 
o. 0000 

1. ºººº 
1.0000 
o. 0860 
o. 587 o 
0.1100 
0.2570 

El7 

9.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
5.0000 

13.0000 
2.6000 
2.6000 

o.ºººº 
1.0000 
1.0000 
3. 0000 
o. 0000 
1.0000 
1. 0000 
1.0000 
o.oouo 
0.0000 

1. ºººº 
1.0000 
o. 0000 
0.0000 
o .1640 
o. 3080 

E26 

6.0000 
1.0000 
o. 6000 
1.0000 
3.0000 

12.5000 
2.3100 
2. 5000 
1.0000 
1.0000 
1. 0000 
2.0000 

1.0000 
1.0000 
2.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0780 
0.1320 
o. 744 o 
0.1780 

Sl 

10.3000 
2.0000 
1. 2000 
2.0000 
3.0000 

14.6000 
2.7000 
3.2000 
1.0000 
1.0000 
2.0000 
1.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1. 0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0190 
0.1160 
0.0620 
0.1430 

El9 

10.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
3.0000 

12.8000 
1.8500 
6.0400 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
2.0000 



13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 

1 
2 

5 
6 
7 
B 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
lfi 
l"/ 

lB 
19 
:~o 

:~ 1 

" ., 
B 
9 

"º 11 
l~ 

1.l 
1·1 
1 ~> 

0.0000 
1.0000 
0.0000 
1.0000 
0.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
1.4840 
0.1880 
0.1790 
0.1140 

Pl2 

0.0000 
1. 0000 
1.0000 
1. 0000 
o - 0000 

º·ºººº 1.0000 
1.0000 
0.0320 
o. 0630 
0.3200 
0.2840 

E21 

3.5000 10.1000 
2.0000 1.0000 
1.1000 1.5000 
2.0000 1.0000 
1.0000 5.0000 
7.6000 12.6000 
2.0000 2.4700 
2.1000 2.5200 
4.0000 0.0000 
1.0000 1.0000 
2.0000 l.0000 
0.0000 2.0000 
1.0000 0.0000 

º·ºººº 1 .0000 
0.0000 1.0000 
0.0000 1.0000 

.0000 U.0000 

.0000 0.0000 

. 0000 1. oono 

. 0000 1. 0000 

º·ºººº 0.00'10 
0.1060 u.•,·170 

0.2290 •.. 1~.10 
0.0780 3.6280 

es 

º-~ººº 
2.0000 
0.3000 
2.0000 
9.0000 
'1.0000 
1.8200 
2.2000 
3.0000 
1.0000 
2.0000 
0.0000 
l. 0000 
0.0000 
1. 0000 

C6 

o.~ººº 
2.0000 
0.8000 
2.0000 
9.0000 
2.8000 
1.6500 
1.8700 
3.0000 
1. 0000 
2.0000 

o.ºººº 
1. 0000 
0.0000 
l. ouoo 

º·ªººº 1.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 

99.0000 
99.0000 
99.0000 
99.0000 

1-:22 

7.5000 
1.0000 
1.2000 

1. ºººº 
4.0000 

10.5000 
2.2800 
2.7600 
0.0000 

1 ·ºººº 
1.0000 

. 0000 

.0000 
1.0000 
1. 0000 
t. 0000 
o. 0000 

. ºººº 

. 0000 
t. 0000 

º·ºººº o. ]000 
o .. , 160 
0.9680 

C7 

o. 5000 
2. 0000 
0.3000 
2. 0000 
9.0000 
2.3000 
l.6'100 
1. 5000 
3.0000 

1. ºººº 
2. 0000 
o. 0000 
l. 0000 
o. 0000 

l.ºººº 

º·ºººº 1.0000 
1.0000 
1.0000 

º·ºººº º·ºººº 1.0000 
1.0000 
0.0190 
0.0550 
0.0870 
0.0480 

E23 

0.0000 
1.0000 
1. 0000 
1. 0000 
0.0000 

º·ºººº 1.0000 
1.0000 
0.0620 
0.2790 
0.4140 
0.2220 

E24 

6.1000 9.9000 
1.0000 1.0000 
0.7000 1.GOOO 
1.0000 1.0000 
3.0000 3.0000 

12.5000 17.4000 
2.3100 2.4800 
2.500() 3.1000 
1.0000 1.0000 
1.0000 1.0000 
1.0000 1.0000 
2.0000 1.0000 
0.0000 0.0000 
1.0000 1.0000 
1.0000 1.0000 
1. onoo 1 . onoo 
0.0000 0.0000 
o.ooon 0.0000 
1.0000 l.0000 
1 . 0()0() . ºººº 
0.0190 0.'~r.JO 

o. :!:~20 o.~ººº 
o. -¡•:no ~. 2320 
0.0000 2.:!7BO 

ca 

U.2000 
2.0000 
0.2000 
2.0000 
9.0000 
2.5000 
1.6700 
1. 7900 
3.0000 
1.0000 
2. 0000 

º·ºººº l.ºººº 
0.0000 

1. ºººº 
130 

C9 

0.5000 
2.0000 
0.3000 
2.0000 
9.0000 
3.0000 
1.9000 
1.5800 
3.0000 
1.0000 
2.0000 
0.0000 
l. 0000 
0.0000 
1.0000 

º·ºººº 1.0000 
1.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0410 
0.1130 
0.3620 
1.5000 

1':25 

10.1000 
1.0000 
1.1000 
1.0000 
3.0000 

12.8000 
1.9300 
6.0600 

º·ºººº 1.0000 
l.0000 
2.0000 
0.0000 
1.0000 
1. 0000 
1. 0000 
0.0000 
o.ouoo 
1. cono 
1 0000 
O.OS20 
o. :~290 
o. 9770 
2.3130 

53 

6.6000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 

10.3000 
2.1000 
2.3000 
3.0000 
J.0000 
2.0000 
1. 0000 
0.0000 
0.0000 
l. 0000 

0.0000 
1.0000 
1.0000 
1.0000 

º-ºººº 0.0000 
1.0000 
1.0000 
0.0050 
0.3380 
2.2480 
0.3390 

E29 

º-ºººº 1.0000 
1. 0000 
1.0000 

º-ºººº 0.0000 
1.0000 
1.0000 

º-ºººº 0.6000 
2.6870 
0.3000 

E30 

11.5000 12.3000 
1.0000 1.0000 
2.0000 1.0000 
1.0000 1.0000 
5.0000 3.0000 

14.2000 14.0000 
3.3800 3.5900 
5.GBOO 4.6700 
5.0000 5.0000 
1.0000 1.0000 
2.0000 2.0000 
1.0000 1.0000 
0.0000 0.0000 
1.0000 1.0000 
1.0000 1.0000 

º·ºººº º·ºººº 0.0000 0.0000 
o. 0000 o. 0000 
1.0000 0.0000 
1.0000 1.0000 

º·ºººº 0.0000 
0.3'130 0.0'160 

º·ºººº 0.6650 
0.0680 1.2130 

S'1 

4.0000 

º·ºººº 0.2000 
0.0000 
5.0000 

12.0000 
2. 4 000 
2.6000 
3.0000 
1.0000 
2.0000 
1.0000 
0.0000 

l.ºººº 
0.0000 

E52 

6.5000 
1. 0000 
1.5000 
1.0000 
6.0000 

11.1000 
2.6000 
3.6000 
0.0000 
l..0000 
2.0000 
1.0000 
0.0000 
1.0000 
1.0000 

TESIS c~c~~T 
FA~I/ -CI -_· __ ._ ..... 



16 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 
17 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 0.0000 0.0000 0.0000 
18 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000 
19 0.0000 0.0000 0.0000 º·ºººº 0.0000 1.0000 1.0000 1.0000 
20 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 
21 0.0000 º·ºººº 0.0000 1.3070 0.0507 0.0160 0.0000 0.0000 

22 1.5420 0.2300 0.6670 2.5750 0.5220 0.1570 0.8190 0.0822 
23 11.1400 7.2250 12.9500 20.9300 4.7770 0.7650 0.2580 0.6740 
24 2.1120 5.3050 10.4800 23.8000 0.7890 0.0400 0.0000 0.1570 

56 S7 58 59 E53 E54 E56 E57 
------------------------------------------------------------------------

5.3000 4.4000 C..5000 9.0000 7.0000 6.3000 5.9000 5.2000 
2 2.0000 1.0000 0.0000 º·ºººº 1.0000 1 . 0000 1.0000 1.0000 

1.0000 0.5000 0.5000 1. ºººº 2.0000 2.0000 1.5000 2.3000 
2.0000 1.0000 º·ºººº º·ºººº 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 

5 5.0000 1.0000 3.0000 5.0000 1.0000 1.0000 5.0000 5.0000 

G 10.7000 10.5000 l~'i.0000 13.2000 9.5000 9.5000 11.8000 9.7000 
7 2.8000 2.6000 J.0000 2.5000 3.2000 4.5000 3.7000 3.9000 
8 2.8000 2.6000 3.6000 2.7000 4.5000 9.5000 5.1000 5.4000 

9 5.0000 3.0000 1.0000 3.0000 0.0000 º·ºººº 0.0000 º·ºººº 
10 1.0000 1.0000 1.0000 1. 0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 
11 1.0000 2.0000 o ·ºººº o ·ºººº 1.0000 1.0000 0.0000 2.0000 
12 1.0000 1. 0000 1. ºººº 1 ·ºººº 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 
13 1.0000 1. ºººº 1. 0000 o.uooo 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 
14 1.0000 1. ºººº 1. 0000 1.0000 0.0000 0.0000 1.0000 1.0000 
1 ~) 1.0000 1. 0000 1. ºººº 1. ºººº 1.0000 l.. 0000 1.0000 1.0000 
16 1.0000 

1. ºººº 0.0000 
1. ºººº 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 

17 0.0000 0.0000 0.0000 º·ºººº º·ºººº 0.0000 º·ºººº º·ºººº 
18 1 .0000 º·ºººº 0.0000 O. no o o 0.0000 o .oooo 0.0000 0.0000 
19 1. 0000 l ºººº ·ºººº 1 ·ºººº l. 0000 1 .0000 l.ºººº 1.0000 
20 1 .uouo 1. 0000 1. 0000 1. 0000 l. 0000 l. 0000 1. 0000 1.0000 
21 o. 1200 0.24HO o 0210 () ºººº O.fif.JHO 0.0000 o. 3"190 o. 06-10 
2 :~ º· tlB'lO O. flf)'/U D. O"/?O o. 1230 O. 'JT70 o. 1 -310 0.8890 0.2540 
~: i ll. 11 (,() ... 3 l HO "- 11 <JO =~ . ., ~. ·1 o 0.0930 1 . -¡ '>]Ü o. o 1(,0 o. 1.940 
2'1 o. ~~200 29. '1200 º· 1 ·~no o. ~>·190 0.23':>0 1 . 4 31 o 1.1110 0.1440 

E2'/ Eil r1 l"_i C•l E5'J 
- - - . - - - - - - - . ------··-··---- -------------

tj.1000 'J. 2000 0.2000 0.2000 0.8000 7. 4000 
1.0000 1.0000 2.0000 2.0000 2.0000 1.0000 
1.7000 1.8000 0.'1000 0.3000 0.2000 1.7000 
1. 0000 1.0000 .0000 2.0000 2.0000 1.0000 

5 ~-0000 
1. ºººº 9 .0000 9.0000 9.0000 5.0000 

6 6.5000 16.0000 2.9000 2.5000 3.4000 9.0000 
7 3.8000 2.ROOO 1.5000 1.3000 1.5000 3.4600 
8 5.9000 4.3000 2.6000 1. 7000 1.5000 4.5000 

º·ºººº ~-ºººº 3.0000 3.0000 3.0000 0.0000 
10 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 
11 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 0.0000 
12 1.0000 1. ºººº 0.0000 o. 0000 0.0000 1.0000 

,13 0.0000 0.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 
H 0.0000 

1. ºººº º·ºººº º·ºººº 0.0000 0.0000 
15 1.0000 l .0000 0.0000 

1. ºººº l. 0000 1.0000 
¡e, º· ºººº l.ºººº 1. ºººº l.ºººº 1.0000 1. 0000 
17 u .0000 0.0000 :!.0000 :>. ºººº 2.0000 0.0000 
1 H 0.000(1 n.oooo 1.0000 1. 0000 

1. ºººº 0.0000 

131 

CON __ , \ 
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.Fl\.LLP~ DE ryp \( >-' N , 

1 ..._ - ~ ... .._, -~- ~ 



19 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 
20 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1. 0000 1. ºººº 
21 º·ºººº 0.0000 0.0000 0.3630 0.0000 o.ºººº 
22 º·ºººº º·ºººº 0.1150 0.3500 o. 6380 0.2250 
23 º·ºººº 0.4420 13.0800 2.8520 6.4850 0.3040 
24 0.1310 1.1590 5.7150 0.1620 5.6980 1.6730 

132 
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