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RESUMEN

En este estudio se utilizd la presencia de cumarinas en semillas y hojas de C.
edulis, C. sapota, C. pubescens y C. calderoniae para encontrar diferencias y
similitudes entre los taxa, por lo que se recolectaron hojas y semillas de estas
especies. De las semillas de C. calleroniae se aislaron las cumarinas
isopimpinelina y felopterina, mientras que de las semillas de C. pubescens se
aislaron isopimpinelina y 8-geraniloxipsoraleno. Adicionalmente en el presente
estudio se determind, mediante cromatografia liquida de alta resolucion, la
presencia y la concentracién de cumarinas en hojas y en semillas de las
especies estudiadas. Estos resultados, junto con informes previos, sefalan a
las cumarinas como posibles quimiomarcadores de Casirriiroa. Sin embargo
existe una diferencia entre las cumarinas sintetizadas por C. greggif y las
demas Casimiroas, va que C. gregg/i elabora cumarinas provenientes de la
umbeliferona prenilada en el atomo de carbono 8, mientras que las demas
especics elaboran principalmente furanocumarinas que provienen de la
prenilacion en el atomo de carbono 6. Lo que puede constituir una diferencia
interespecilica. Por otro lado, con objeto de aclarar la confusion taxondmica
entre C. edulis v C. sapota se realizd un andalisis de ordenacion utilizando la
presencia vy la concentracion de varias cumarinas, junto con datos
morfoldgicos de estas especies. Estos analisis permitieron delimitar a las
especies estudiadas. La obtencion de zapoterina cristabina, a partir se semillas
de C. edulis, permitiéd establecer inequivocamente, mediante difraccion de
rayos X, la orientacidén beta del sustituyente hidroxilo en C-11 del limonoide.
Por otro lado de las semillas de C. pubescens se aislaron los flavonoides
zapotina y 5,6,2°,3",4 -pentametoxiflavona. Estos resultados, junto con los
informados en [a literatura muestran que las flavonas con un ntcleo 5,6-
disustituido son caracteristicos del género. También se aislaron, de semillas de
C. pubescens, las pubesamidas A, B y C, compuestos terpenoides nuevos con
un ndcleo de N-benzoiltiramida. informes previos indican que la N-
benzoiltiramida fue aislada de C. edwulis, por lo tanto, es probable que esta
especie presente compuestos similares a las pubesamidas
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ABSTRACT

in this study, the presence of coumarins in seeds and leaves of Casirniroa
edulis, C. sapota, C. pubescens, and C. calderoniae was used to find the
differences and similarities among these taxa. Then, seeds and leaves from C.
edulis, C. pubescens and C. calderoniae were collected. From C. calderoniae
seeds the coumarins isopimpinellin and phellopterin were isolated, while from
seeds of C. pubescens isopimpinellin and 8-geranyloxipsoralen were isolated.
These results together with previous studies showed that coumarins could be
chemiomarkers of the Casimiroa. On the other hand, in order to clarify the
taxonomic confusion between C. edulis and C. sapota, an ordination analysis
was performed using the data of presence and concentration of several
coumarins, together with morphotogic data of these species. These analysis
led define both taxa. The isolation, as crystals, of the limonoid zapoterine from
seeds of C. edul/is led unequivocal established the stereostructure, by a RX
diffraction study, of this limonoid. On the other hand, from C. pubescens
seeds, the flavonoids zapotin and 5,6,2°,3’.4'-pentamethoxyflavone were
isolated. These results are in agreement with previous reports that show that
flavones with 5,6-disubstitution pattern are usual in Casimiroa. Also from the
seeds of C. pubescens the new N-benzoyltyramides derivatives named
pubesamides A, B and C were isolated. Previous reports showed that N-
benzoyityramide was isolated from C. edulis, then is probable that N-
benzoyltyramide derivatives could be present in others species of this genus.




I: INTRODUCCION

El généro Casimmiroa (Rutaceae) esta conformado por érboles‘ o arbustos

ongmanos de México y Centroamérlca que vnven en cllmas céhdos En Méxuco.

v generalmente, no presentan problemas

que son objeto de cultivo o semicultivo por sus rutos grandes y;c’cmestibles

son Casimiroa edulis y varias formas de C. sapora. Aun mas. ‘en la regién

central del pais la especie maéas conomda es’. C edulls, Ilamada popularmente
zapote o zapote blanco. Sin embargo. a peéar dersu popularidad, la situacidén
taxondmica 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 desentrafiar por la presencia de numerosas formas, ya que
algunas de éstas no estan bien definidas, aunque segun Martinez

morfolégicamente se pueden distinguir estas dos especies por sus foliolos.

A pesar de la dificultad para distinguir a C. edulis de C. sapota, por la
morfologia de las hojas, solamente se ha realizado‘un estudio taxondmico
utilizando otro tipo de. caracteres, el cual se basd en la morfologia de los
granos de polen (8), sin embargo los autores no eﬁcontraron diferencias entre

el polen de ambas especies.




Por otro lado, se conoce que los compuestos sintetizados por. el metabolismo
secundario de las plantas son ttiles en taxonomia; es asi que dentro de la

zado como marcadores taxondmicos a los aceites

familia Rutaceae se han uti
esenciales, los alcaloides, las cumarinas, los flavonoides, los limonoides vy 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 vy posiblemente
Anacardiaceae; la presencia recurrente de cumarinas, esta restringida a las
familias Rutaceae y Meliaceae, y en esta uitima la presencia de cumarinas
pAarece estar restringida a géneros de la subfamilia Cedreloideae. Se ha
mencionado que esta subfamilia presenta gran similitud morfolégica con la
subfamilia Flindersioideae de las Rutdceas. Sin embargo, aunque la presencia
de cumarinas en Rutaceae y Meliaceae, apoya su relacion filogenética; por el
contrario la presencia de cumarinas en las subfamilias Flindersioideae 'y
Cedreloideae no apovya la propuesta de que Flindersioideae es una familia entre
Rutaceae y Meliaceae. Aun mas los metabolitos secundarios d‘e Flindersfoideae

son tipicos de la familia Rutaceae.

Se ha mencionado también que. debido al’ alto grado de- similitud entre- las
cumarinas de las Umbelliferae vy las  Rutaceae, puede existir una cercania

taxondmica entre estas familias. Sin embargo,  en las clasificaciones
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taxondémicas existentes no se les coﬁsiaera filogenéticamente édiacentes. Por
lo que, la similitud entre las‘ cpmariﬁas de estas familias representaria un caso
de convergencia qufmiba. Aun mas, una comparacion detallada en funcién de
los sustituyentes prenilds de las cumarinas, presentes en arnbasb"‘familias,

muestra diferencias interesantes que sugieren rutas metabdlicas’ distintas-en

cada familia.

La especies de la familia Rutaceae generalmente sintetizan cumarinas de tipo
simple, asi como furano y piranocumarinas. Inclusive estudios previos. han
demostrado que existe una relacién 6:1:3 en la produccién de cumarinas entre

las subfamilias Rutoideae, Toddalioideae y Aurantioideae.

Por otro lado son pocos los estudios fitoquimicos 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

realizado la mayor cantidad de estudios fitoquimicos. Una extensa

investigacion bibliografica reveld que, aparte de C. edulis, sélo C. greggii y C.

pringlei han sido estudiadas.

Estos estudios han revelado la presencia de cumarinas en las tres especies; asi
en C. edulis se ha encontrado B-geraniloxipsoraleno, bergapteno, felopterina,

isopimpinelina, escopoletina, éster metilico de la escopoletina, 5-geranil-

oxipsoraleno, 8-geranil-oxipsoraieno y 9 hidroxi-4-metoxipsoraleno; mientras

que. en C. pringlei/ se ha aislado 8-geraniloxipsoraleno, bergapteno, xantotoxol,




felopterina, 8-[(6,7-dihidroxi-3,7-dimetil-2-octenil)oxilpsoraleno y 8-l{4-acetoxi-
3-metil-butilloxilpsoraleno y por Ultimo de. C. greggi/ se ha obtenido seselina y

O-geranil-ostenol.

dént}b del género

Como se observa en la familia Rutaceae,.y: esﬁeclficament

Casimiroa, las cumarinas tienen una,presenc:a recurrent por lo tanto pueden

ser susceptibles de ser utlllzadas como marcadores qufmlcos de este genero.

Propuesta que se ha desarrollado para otros gén ros dentro de la famnlra

Rutaceae.

Por lo anterior es factible suponer que deb'ido~a;.la"p’i-ebs'en‘t‘:ia de. diferentes

cumarinas en C. edulis, C. sapota, C. pubescens V. “cal éroniaé_se podra’m

establecer diferencias quimicas diagndsticas’ entre estos taxa Tomando en

cuenta esta hipétesis, entonces es factible'aportar datos imicos para apoyar.

1o determinacidon taxonémica de especies del género Casimiro:

Para tal efecto se estudiaron qui’micamente—las‘vserh las: y-hOjaS de cuatro

cspecies de Casimiroa, lo que permitié establecer snrmlltudes y dlferencnas
entre los taxa bajo estudio.

Asi se realizé un estudio, mediante cromatografia Ifquuda de alta resolucnén de

hojas y semillas de Casimiroa pubescens, C. edulis y C ca/deronlae. Los
resultados mostraron la presencia de las cumarinas felopterina. isopimpinelina,
heracleno!l y heraclenina en las tres especies estudiadas. Estos resultados,

junto con otros previamente publicados en la literatura sirvieron para realizar
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un analisis de las diferencias estructurales entre las cumarinas sintetizadas por
C. greggii y las deméas especies estudiadas.

Asi mismo, éstos resultados sirvieron de base bara la realizaciéﬁ'de L‘vn’estudio
fenético de individuos de Casimirqa edulis, ‘C. v-p;./bésg“ef:s, C;iﬁ‘aldeiénfée v C.
sapota. En este analisis, cuando sﬁ utilizaron datos rhorfoié@coé y“qurr‘nico’s‘, ‘_a
través del andlisis de componehtes'prirjcipales (PCA); las cubatfov éspetﬁiés pajo
estudio se separaron en cuatro gfupds ‘ S
Adicionaimente se realizaron estﬁdios fitoquimicos ‘de 155' Semiﬁlla‘s cie c.
pubescens y C. calderan/ae y C. edulis. Asi, de C. pubescens se- alslaron Ias;
cumarinas 8-geraniloxipsoraleno e isopimpinelina, el alcalmde sklmmlamna v el
ubicuo B-sitosterol, mientras que, de C. calderoniae se alslaron [l-sjtosterol, y
las cumarinas isopimpinelina y felopterina. . e '
También, el estudio fitoquimico de C. pubescens berrﬁitic‘; ebl‘ 'ai's‘la;-r‘lient'o‘»crie:
casimiroina, zapoterina, zapotina vy 5,6,2'.'3',4f;§eniémetbxiflavon‘a. - Estoé
resultados estan de acuerdo con los estudios pré\}ios'dg _‘espe‘cies‘_dbe' Césr'fhiraa
en los que se observan  que :flavonas con’ nof:leo.s 5,46-di-sthsti'tuido‘s; s‘on;

frecuentemente encontrados en el género.

Asi mismo, a partir de C. pubescens,:se aislaron 4tres'v nuevcs’cd'mpuestos,'

derivados de la N-benzoiltiramina: las pubésamidas A, By C. La 'd’ete'n"nihacién
estructural de éstos se realizd. a través de sus constantes fisicas, quimicas vy

espectroscdépicas. Aunque se habia informado sobre la presencia de N-
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benzoiltiramina en - C. edulis, sin embargb en -esa- ocasion se efectud un
tratamiento acido al extracto. Por lo que, de acuerdo a nuestros resultados es
probable que C. edulis contenga cdmpuestosr similares’ a las ‘pubesamidas
aisladas de C. pubescens. » :

Asi mismo la obtencién de zapoferina' én fo'rm'a cristalina. a partir de las
semillas de C. edulis, permitié la obter{cién d‘e su. estructura. molecular por
andlisis de difraccién de Rayos X; de ‘tz’xl rﬁanera ‘que isre pudo establecer

inequivocamente la posicién del sustituyente hidroxilo en la molécula.




II: ANTECEDENTES

.1 EL GENERO Casimiroa

El género Casimiroa (Rutacecae) fue establecido por los botanicos mexicanos
Pablo de la Llave vy Juan Martinez Lexarza en su obra Novorum Vegetabilium

Descriptiones, publicada en México en 1825 (1).

Las Casimiroas son &rboles o arbustos mexicanos y centroamericanos, de
corteza morena-grisacea, salpicada de numerosas lenticelas; de hojas alternas,
pecioladas, digitadas, con 3 a 5 foliolos, rara vez 1 6 7. Hojuelas lanceoladas,
subelipticas, ovales u obovadas, con pecidlulos cortos o largos, glabras o mas
o menos vellosas, con numerosas glandulas visibles por transparencia: enteras
u obscuramente aserrado-crenadas, con nervaduras prominentes en el envés y
anastomosadas cerca del borde, acuminadas, con el dpice generaimente retuso
vy la base por lo comun cuneada o redondeada, a veces inequilatera. WFIores
pequenas, blanco-verdosas, unisexuales, en panfculas axilares o_ijgrfﬁinraliéﬂér,
sépalos cuatro o cinco, hirsutos; pétalos cuatro o cinco, vavlk’va‘t:.i'o“s‘,:y»l
freccuentemente revolutos; estambres (estériles en la flor femenina) k‘ef‘;'.‘igﬁa'l
numero que los pétalos, con los filamentos subulados e insertados ébéig del
disco; anteras dorso fijas, elipticas u ovales, agudas en la base; ovy‘arijol éydpyer'c‘), .
sésil. con uno o cinco léculos, clara u obscuramente lobulado; 6vulos'a>'<ilares:
el fruto es wuna drupa de 2 a 12 cm, con las semillas en numero de una a

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




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

edulis Llave et Lex., 1825, C sapata Oerst., 1858 .C. pubescens Ram., 1896,

C. pringleii {Wats.) Engler,, 1896 C. warson' Eng' 1896 C. tetramer/a

Millsp., 1898, C. emarginété Standl.

Maximino Martinez, en 1951 (1)

nueve formas de la Cas:m/raa sapata, una variedad de: Ia C. pnng/e: y . una

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

7. Casimiroa tetrameria Millps.

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

3. C. pringlei var. neoleonensis Martinez

. C. watsoni Engler

5. C. edulis Llave et Lex. f. typica .
6. C. edulis f. microcarpa Martinez

Z. C. pubescens Ramirez

8. C. sapota Oerst. var. sapota f. typica

9. C. sapota var. villosa Quiroz Calvb et Martinez

70. C. sapota var. villosa f. ovandoensis Martinez
77. C. sapota var. villosa {. sinaloensis Martinez
72. C. sapota var. villasa‘f. salvadorensi/s Martinez
73. C. sapota var. villosa . tonilensis Martinez

74. C. sapota {. macrocarpa Martinez

75. C. sapota {. jaliscana Martinez

10




76. C. sapota . comitana Martinez
77. C. sapota f. costarricensis Martinez
78. C. sapota f. glabrata Martinez '
79. C. emarginata St. et Steyerm.
En este trabajo Martinez propone que C. pringlei var. pring/e/‘"s‘e d‘istingue de C.

pringlei var. neol/eonensis por la uniformidad el color v.la forma de los loh‘olos,

asi como por la forma del fruto; ya que C. prmg/el var. prlngle/ presenta folfolos

desiguales de color verde claro o amanllento oblongo atenuadas elfptucas v
obovadas con - el fruto globoso depreso, mlentras : qug C. pr/ng/e/ yar.v
neoleonensis presenta foliolos uniformes de color verde obscuro anchaménte
elipticos y brevemente acuminados con el fruto oval acuminado. También
propone utilizar caracteres de hojas y frutaos (Cuadro 1) para distingqir ‘ala
forma typica de Casimiroa edulis de su forma microcarpa asi como a C sapota

var. sapota f. typica de todas sus formas y variedades.
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FALLA DE ORIGEN

11




Cuadro 1. Caracteres morfoldgicos de las formas y variedades de C. edufis y C. sapota, segin Martinez M., 1951,
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AfRos mas tarde se adicionaron tres especies al género: C. rmicrocarpa, descrita
por Lundell ' en 1968 (2); C. calderoniae, en 1989 descrita’ por Chiang &

Medrano (3,4), y. por Gltimo, Casimiroa greggii, especie descrita primeramente

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

género Casimiroa con base en los estudios que realizé Chiang en 1989 (5).

De esta forma actualmente se considera que el género Casimiroa esta

conformado por diez especies.

Casimiroa tetrarmeria Millps.

0

pringlei {Wats.) Engl.

. watsonii Engler

00

. edulis Llave et Lex.

pubescens Ramirez

0

sapota Oerst.

0

emarginata St. et Steyerm.

ONO O NWN o
0

. miicrocarpa Lundell

8]

C. calderoniae Chiang & Medrano

©

10. C. greggii (Watson) Chiang
Como ya se menciond, las uUnicas especies que son objato de cultivo o
semicultivo por sus frutos grandes y comestibles son Casimiroa edulis y varias
formas de C. sapota. A las demas especies se les enc;:entrva' en forma silvestre
{1-6).
Las especies silvestres, generalmente, no presentan problemas taxondmicos

pero las cultivadas y especialmente la determinacion botanica de Casirmiroa

TESES CON.
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edulis vy C. sapota han sido objeto de mucha confusién.

Casimiroa sapota, segun Martinez (1), constituye un complejo de dificil arreglo
sistematico ya que tiene muchas formas, algunas de las cuales no estan bien
definidas. Morfoldgicamente C. sapota se distingue por sus foliclos
anchamente elipticos, ovales u obovados, hasta de 20 cm de largo y con los
pecidlulos cortos y gruesos, vy el fruto puede ser ovoide o globoso. Algunas de
sus formas se confunden con Casimiroa edulis, ya que hojas y frutos de

algunas de éstas son practicamente idénticos a los de C. edulis (1, 6).

Contrariamente a todo lo mencionado anteriormente Standley (7) mencioné
que C. sapota casi siempre presenta tres follolos pequenos y angostos, sobre
peciolulos muy targos. A diferencia de C. edulis, la que»rdescribié con ‘casi
siempre 5 foliolos elipticos, ovales Ao ampliamente ov‘adobs,v los iatéraiés sésiles
o sobre pecidlulos cortos y firmes.,Eyl autor también menciond que C. sapota se
ha considerado igual a C. edulis,” pero-que para él son‘baétaﬁte diferentes, va
que las hojas de las dos especies son muy distintas. Aaemés mencioné que
todas las especies del género estaban representadas‘por'material de herbario
inadecuado.

Con objeto de encontrar diferencias entre. Casimiroa.. edulis v c. sapota,
Arreguin-Sanchez y col. realizaron un estudio sobre la morfologfa de los
granos de polen (8). Los autores mencionaron la diﬁcul‘tad bara distinguir

taxondmicamente estas especies, por lo que trataron de diferenciarlas al nivel
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de la morfologia polinica; sin embargo concluyeron que no existen diferencias
entre el polen de ambas especies.

Recientemente Chiang (9) menciond que ) Casim/‘rda sapota ha_  sido
generalmente incluida en C. edul/is La Llave & Lex., y numerosos ejemplares de
herbario han sido identiticados como pertenecientes a esta ultima. En ese
tratamiento y de acuerdo con Martinez {1). Chiang (9) considerd a éstas como
dos especies separadas pero que forman hibridos. También menciond que C.
edulis se caracteriza por sus pecidlulos largos y delgados y los foliolos
elipticos, mientras que C. sapota tiene los pecidélulos mas cortos y rollizos y los
foliolos obovados mas grandes y anchos. Martinez (1) propuso muchos taxa
infraespecificos, basados, en gran parte, en caracteres tan variables como la

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

formas glabras y pubescentes dentro del mismo taxon {9).

1.2 DESCRIPCION DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS

Casimiroa edulis La Llave et Lex;
Novorum Vegetabilium Désbriptiones. Fasc. ll, p. 2, 1825

Sinonimia: (1)
Zanthoxylum bombacifolium A. Rich, Ess. Fl. Cuba 32. 1842
Zanthoxylum araltiaceurn Turcz. Bull. Coc. Nat. Mosc. 32. 274. 1859.
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Fagara bombacifolia Krug et Urb. Urban. Bot. Jahrb. 21. 567. 1896.

Pablo de la Liave y Juan Martinez Lexarza, al hacer la descripcion de Casimiroa
edulis, - no publicaron‘ningﬂn dibujo ni citaron. la locralidrad tipica, por. lo que
Martinez describe asi la especie: '

Descripcion: (Martfnezb, 1951) (1‘)._

aArl?oI de 10 a ‘12 m-de 'alturaf de.ramas irregulares. y extendidas, formando
una copa ancha y frondosa. Pecfél;xs de. 6 'a 9.5 cm, mas comunmente
alrededor de 7, rollizos y delgados, acanalados en la parte superior y con la
superficie finamenté tomentulosa. Hojuelas 3, 4.6 5, algunos autores dicen
que a veces llegan a 7. Peciolillos acanalados hacia. el hai. de 10 a 20 mm
{(hasta 30 mm), muy delgados y cubiertos de finisimo tomento. Limbos
elipticos o angostamente eifpticos, nunca anchos u obovados, de 8 a 10 cﬁw de
largo (hasta 15.5 cm), por 1.5 a 6 de ancho (siempre la longitud mas de dos
veces mayor que la anchura y a veces tres o mas), delgados y algo cqriéceos:
borde obscuramente grueso-dentado, rara vez claramente asi; base quheadé; Va’
veces inequildtera; apice bruscamente acuminado, retuso D,én ocz‘z»si'oyr‘les

redondeado; superficie glabra casi snempre brillante; en la cara supenor se ven

pelillos a lo largo de la nervadura central hac:a la base, y,“‘

esparcidos y muy cortos en las nervaduras, en’ la mfeno elillos

central es

mas abundantes hacia la base y algo hama el bcrde, Ia nervadur

muy 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
demas especies, se anastomosan cerca del borde. Inflorescencias axilares, con
flores masculinas y femeninas, éstas uUltimas en menor proporcion: estan en
paniculas de 7 a 10 cm de largo, con las divisiones algo aplanadas y finamente
tomentosas. Flores pequefias, amarillo-verdosas, casi globosas cuando estan
en botédn, de 3 mm de largo., sobre pedicelos tomentosos de 1.6 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 la base insertados
abajo del disco: Ovario st.'u:;ero, ov.aI. 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 10 cm de diametro. 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 mayoria de las personas . no
particularmente agradable. Semillas 4 & 5, de las cuales una o dos suelen
aborta;’: tienen forma de media luna, muy gruesas hacia fuera y aplanadas

lateralmente, con la superficie reticulada, de color blanco levemente

amarillento. La madera es blanda y de calidad inferior”.

Distribucion: Meéxico, 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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California Sur (B.C.S.), Colima, Chiapas, Chihuahua, Estado de México y D. F.,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan Morelos, Navarit,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora Tabasco, Tlaxcala
vy Veracruz.

Nombre comun: sapote blanco (nombre mas conocido); zapote; chapote;
matasano (Oaxaca); cochiztzapotl (Nahuatl, zapote dormilén); iztactzapotl!

{Nahuatl, zapote blanco); cacaxmuttza (Otomi, Buelna) (7).

Casimiroa calderoniae Chiang et Nedrano.
Boletin de la Sociedad Botanica de México. 41. p. 23-26. 1981.

Descripcion: (Chiang & Medrano, 1981) (7).

“Arbusto dioico, de hasta 2.5 m de‘altq‘, muy ramificado d’esde la base. - Ramas

122 folioladas;

jovenes pubescentes, luego glabras. Hojas trifolioladas, a veces'

peciolo de 2-5 mm de Iargov.‘pubescent‘e, ‘-rn"r_n_;de,‘ largo,

pubescentes. Foliolos obovados, con.la’base:cuneada.y el apice ret ‘con

de20-30.{40) :mm. de

pubescencia aterciopelada,

largo, 13-18 (25) mm de ancho y'él 'ma(gen revoluto::inflorescenc maspu!ir{a

paniculada, axilar o terminal, de"1 5 mm:de largo.-Flores masculinas de' 8

mm de diametro, de color..blanco - ¢remoso;. cdliz. de 2 mm de largo,

pubescente, con 5 Iébulos cortos‘deltoideps: pétalos 5, pubescentes en el lado
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abaxial, oblongo-lanceolados, de 4.5 mrﬁ de tlargo y 5 mm _de ancho. Flores
femeninas solitarias o en grupos de 71-3 en fasciculos laterales o terminales.
Drupa escasamente pubescente,y ovoidea, de 30 mm -de largo y’>25 ‘mm _de
ancho., que va encorvadndose a medida que crece, por lo que »yel p‘e’danc_ulo vy los
restos del estigma no se encuentran alineados en la rni‘s‘ma dire'édién. Semillas

1-2. NUmero cromosdmico n= 18. Fruto maduro moreno a‘mérillento de 6 cm

de largo, sabor dulce”.

Nombre comun: A esta especie se le conoce en Oaxaca cqmo “zapotelin”.

Distribucion: En los limites de los estados de Puebla y Oaxaca. ‘pcy)r la carretera

Tehuacan—Huajuapan de Ledn, en la zona arida oa;caqueﬁo-poblana, México.

Casimiroa pubescens Ram.
An. Inst. Med. N. ll. 19. 1896.
Descripcion: (Martinez, 1951) (1).

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

crguidas y rugosas; ramillas pubescentes; hojas alternas, tiesas, gruesas y
coridceas, compuestas de 3 foliolos ovales u ovado-oblongos, a veces elipticos
1 obovados, de borde entero y finamente ciliado, en seco ligeramente revoluto,
principalmente 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 de! borde; apice frecuentemente
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emarginado u obtuso-redondeado; base obtusa; el foliolo central de 5.5 a 10
cm de largo por 2 a 4.5 de ancho: los foliolos laterales algo menores; peciolos
rollizos, engrosados en la base, articulados y pubescentes, de 1.4 a 4 cm de
largo; pecidlulos también pubescentes, el de los foliolos centrales de 5 a 15
mm vy los de los laterales de 4 a 7 mm. Inflorescencias axilares o te}minales,
pubescentes y cortas, con el raquis de 10 a 20 mm, con muchas flores
aglomeradas. Flores en botdén globosas u obovadas, de unos 5 mm de largo y
de color blanco verdoso. Pedicelos canos‘o;px.‘xbesc‘entes. ;je 3 mm Caliz de 5
sépalos, triangulares vy pubescentes; pétalos 5 de 4 a 5§ mm, elipticos vy
gruesos; estambres 5; anteras de 2.5 mrﬁ, sobvre 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
diametro, y lleva a veces una protuberancia o chichdn en el apice; es de color
amarillo anaranjado en su madurez, con pulpa escasa, amarillenta y cremosa,
dulce vy comestible, posiblemente mas agradable que cualquier otro zapote
blanco, con 5 semillas muy desarrolladas; en seco la secciéon transversal del
fruto se observa pentagonal. Las semillas miden de 23 a 28 mm de largo por
16 a 20 mm de ancho”.

Nombre comiin: Esta especie recibe los nombres vulgares de “zapote de rata”

en Querétaro y de “zapote cimarrén” en Hidalgo.

Distribucién: En México se ha recolectado en los estados de Guanajuato,
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Hidalgo y Querétaro.

Casimiroa sapota Oerst..-
Natur.. Nist. ForenV:densk Meddelelser. 1857. : Walpers Ann.
Botanicus Systemancae Vll. 531. 1868.’ ’

Descripcién: (Martfnez, 1951) (1)

“Arbal mediano; rafnillas rolliza;, chbiertas de corteza rugosa. y cenicienta;
hojas alternas, con peciolos de 4 a 4.5 pulgadas (de 10 -a 12-cm) de largo,
rigidos y rollizos, ligeramente estriados. Hojuelas 5 ' alargado-elipticas,
acuminadas, de 5 a 6 pulgadas (12.5 a 15 cm) de largo por 2 pulgédas (5 cm)
de ancho, sobre peciolillos de media pulgada (12.5 mm)}, muy glabras y algo
rigidas, moreno-brillantes en la cara superior, con el apice obtuso, levemente
reticulado-venosas, borde encorvado, ondulado y revoluto; nervadura cgntral
prominente en el envés; nervaduras secundarias de 12 ‘a -15, algo salientes,
apenas cncorvadas hacia el apice y que se anastomo;an enfre sri. Racimos
florales axilares, compuestos, con raquis de .3 a 4 puléad_as (7;5 a. 10 cm) de
largo, puberulento, moreno y comprimido; con 6 a 8 divisioneé de una pulgada
{25 mm) de largo, ralas y extendidas, sostenldas por una verruga en la base,
en el lugar de la bractea. Flores de 4 .a' 6, subconmbosas colocadas en el
apice de las ramificaciones, con pedicelos de' 3 lineas de largo; divisiones del
cdliz muy cortas, ciliado~pubeséentes y algo agudas. Pétalos oblongos,

glabros, revolutos, con el borde reflejado; filamentos subulados en el &apice.
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Fruto ovoide. en forma de manzana de 2.5 pulgadas (6.2 e¢m) de largo por 1 a
1.5 pulgadas {25 a 37 mm), con el epicarpio moreno rugoso, umbilicado en
ambas extremidades”. » ‘
Nombre Comun: Zapote (Querétaro); - zapote . blanco ’(Jé)isco); matasano
(Nicaragua) (7). ‘ ‘

Distribucion: En México se ha reco!ectado eﬁ los estadbsdéz Coli;na, Chiapas,
Durango, Estado vde Meéxico, Jalisco, ‘N‘l‘icbho'acé':n.; K;l;r;;lc;s,’,'_ifia;yafit,v Puébla,
Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco y VeljachZ, ‘ : ‘

1.3 QUIMIOTAXONOMIA

Una de las grandes metas de la sistemadtica de plantas es ayudér a construir un
sistema filogenético verdadero que refleje las relaciones naturales entre todos
los taxa de plantas. Sin embargo, esta no es una tarea fdcil de alcanzar a
juzgar por los diferentes sistemas de clasificacion de las angiospermas que se
han producido en los pasados 40 afos (11, 12).

En una casi total ausencia de evidencia fdsil, lds’ cératézte'res morfolégicos
auxiliados con aquellos de otras disciplinas tales comé ‘ar;.a'tomfa de plantas,
palinologia, embriologia, . quimica - vy bioqufmica : s;' usan "_yp‘ara proponer
afinidades naturales. E§ en. este conteg'tb; que - éé ,fiﬁs’;}i‘t)é la llamada
quirniotaxonomu’a’,v la buél se puede entender como VL‘]hJ"nét‘brq:C; para clasificar a
un grupo de plantas cor;1 base. en los compuestos quimicés ;:;Q'e producen. De

acuerdo a lo anterior estos compuestos quimicos son caracteres
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utiles para clasificar a un conjunto de plantas, (13). Estas caracteristicas estan
genéticamente controladas y tienen la ventaja sobre las morfoldgicas de que
pueden ser exactamente descritas en términos de una estructura definida vy
una férmula quimica configuracional.

Se ha definido la quimiotaxonomia como el estudio de la distribucién de un
grupo de compuestos o grupos de compuestos biogenéticamente relacionados

en una serie de plantas relacionadas o supuestamente relacionadas.

Asi mismo el grupo de metabolitos secundarios que constituyen un sistema de
caracteres quimicos que relacionan a un conjunto de plantas bajo estudio se

constituyen en los marcadores quimiotaxonémicos de ese grupo de p|antas.

Requisitos para seleccionar a un marcador quumico

Para que un grupo de metabolltos secundarlos .sea consnderado como

marcadores quumnotaxonom:cos ES necesarlozque cumplan COI"I IOS s:gmentes

requisitos (12-186).

1. Tener una presgh;iz; r’e4cu|"/rénte 4ev‘trjlel‘taygsr;‘qq‘lijrsri’dﬂér‘a‘ao:

2. Presentar una variabilidad ger‘\étic‘a,vinrtrfnseca' b'éjyé.v

3. Presentar caraqterl’sticas en su estrUctqra qufn»ﬁc’a‘ que sean Gtiles en la
clasificacion a diferentes niveles jerarquicos 7

4. Que se conozcan las rutas biosintéticas de los métaSolitos involucrados

5. Presentar una relativa facilidad de analisis
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6. Que se puedan analizar en la cantidad y tipo de material bioldgico
disponible
7. Ser quimicamente estables.

1. El criterio de seleccién mas importante es su presencia recurrente-en el
grupo de plantas a estudiar. Se podria suponer que la presencia de ciertos
metabolitos en particular caracterice un taxdn dado, o que su presencia en otro
taxdn sugiera una fuerte relacidn. Esto podria ser posible siempre y cuando se
realice un estudio adecuado para el caracter de interés. Por ejemplo muchas
sustancias como los aminoacidos proteinogénicos, algunos acidos grasos.y los
azicares se encuentran en |la mayoria de todas las plantas y son por lo tanto
de poco o nulo lr\terés taxonémico. Debido a la presencia recurrente en plantas

t’xxonémlcamente relactonadas los metabolitos secundanos son Ios caracteres

mas ulilizado_s en quimiotaxono_mfa (13,14).

Se ha notado por'varios‘in\)estigadores que :aunque . es relativamente.sencillo

demostrar la- presenc:a de una sustancla es casi imposible demostrar en forma

definitiva su ausencua A pesar de los problemas metodoléglcos relacnonados

con la deteccnén de algunos metabolitos secundarios presentes en: cantldades

en trazas, los datos qmmlcos son caracteres diagndstico de lgual forma que los
morfolégicos (14). Ay
2. Dado que la sintesis de un metabolito secundario es ‘una expresién

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 expresion genética en particular. De tal forma que ademéas de
su probable presencia la cantidad en que se sintetice un‘me:taboli‘to secundario

dependerd de las causas que induzcan a la expres:én genétlca. EI climé; el

suelo, las interacciones planta-planta y planta msectos son. entre otras més,

las principales causas de induccién genética. Sin embargo’ un »marcador

quimico necesariamente reflejara una variébilidad genét ca—baja lo cual‘supone:

lhdiwduds .de la

que variard en cantidad, pero estara presente en todos Ios

especie, aunque solo sea en trazas, no |mportando el clima 'o el suelo {13). Si

existen informes sobre variacién cualltanva que se caractence por la ausencia

de uno o mas compuestos en una o mas subduvnsuones del taxén esto debe

tomarse con cuidado ya que puede deberse a. Ios Ifmites de deteccuén del

método analitico utilizado. Seria muy lmportante.. lo tanto, que Ios grupos

previamente establecidos en base ala: ausencna dej—,‘compuestos se

reinvestigaran.

3. Owra caracteristica para ser considerada en’;la’ séleccuén'de runitipo - de

metabolito secundario es la variabilidad estructural de! tipo-de -compuestos al

qQue pertenece, como una Mmedida de ia especializaciéon.””.Esta ‘.‘\'/anabilidad

permite que los compuestos quimicos-: sean’ utilizados’ como. caracteres a

diferentes niveles estructurales.’ Cada’ nivel 'estxf’uctui'alf puede ser utilizado

como un caracter analitico o sintético. Los caracteres analiticos se usan para la
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identificacidn, caracterizaciéon y delimitacion de los 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 Utiles como caracteres smtétl 'os.a'niveles

taxonémicos mas altos (tribu, subtribu). La informacioén que proporcuona la

distribucién de los sustituyentes especificos {especiaimente grupos funcnonales
nuevos) o combinaciones de sustituyentes (cardcter 3) es ﬁtil en el
agrupamiento de los taxa. Cuando esta informacién se combina con datos del
esqueleto, las entidades taxondmicas se pueden agrupar, usualmente a més
bajos niveles de los que se puede cuando solamente se consideran caracteres
del esqueleto. Como se menciond anteriormente, la presencia de un,fi;;o ae
esqueleto especifico puede ser utilizado para establecer la afmldad de un

género a una tribu o subtribu en particular. Aunque estos tlpos de esqueletos 8

pueden ayudar en la identificacion de tribus y subtribus (uso analmco), ellos

son mas utiles en la asignacién de un género con aflmdades dudosas a. una

tribu o subtribu. La presencia de un compuesto dado (carécter,4)f'puede ser
utilizado como carécter sintético para un’ grupo de taxa. plémento
quimico especifico (nivel 5) de una taxén es obwamente un carécter analmco

el cual puede ser Util en establecer limites infraespecificos (1 5).
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Uso taxondémico Nivel de Aplicacién

Caracteres:
Dominante {Nivel jerarquico)

Caracteres del Esqueleto: Sintético Alto
1. Tipo de Esqueleto

(Cumarinas)
2. Subclase del esqueleto

{(Furano v pirano cumarinas,

cumarinas sencillas, et.)
Caracteres Substitucionales:
3. Comparacién de individuos o

combinacién de funcionalidades

sobre sitios correspondientes de

compuestos homadlogos.

{Sustituyentes hidroxilo, metoxilo

etc. en determinadas posiciones

del esqueleto)
Compuestos Individuales:
4. Presencia/Ausencia

v v

Quimica Total: Analitico Bajo
5. Complemento quimico especifico

del taxoén
Fig. 1. Caracteristicas quimicas de los compuestos v sus

correspondientes niveles de aplicacién como caracteres taxondmicos {15).

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

secundarios es el conocimiento de las rutas biosintéticas de los metabolitos
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involucrados.

Hay relaciones entre la “complejidad biosintéticé" de una sustancia y su
significado taxondmico. Muchos ycompuestos quimicos, aun aquellos de
naturaleza compleja, se pueden formar por procesos biosintéticos
relativamente simples. Tales sustancias son, de seguro, menos interesantes
desde un punto de vista taxondmico, que los compuestos relacionados que
han estado sometidos a transposiciones., 6 a otros cambios secundarios. Se
puede comparar por ejemplo, los #cidos grasos normales y sus analogos
acetilénicos; los acidos cinamicos y los livg'nanos; las flavonas y las
transpuestas isoflavonas; isoflavonas y rotenoides; alqaloides isoquinolinicos y

los alcaloides bisisoquinolinicos.

Algunas veces diferentes plantas: contienen’ :substancias, ' que- aunque

perteneciendo a diferentes clases de compuestos quimicos, parecen  ser
biosintéticamente andlogas. Tales plantas prohyablen‘iente contienen_ sistemas

enzimaticos similares, y los compuestos que los producen pueden por lo tanto®

indicar que existe una relacién relevante entre plantas.

Por otro tado, antipodos dpticos de un compuesto ] compuestﬁs
estructuralmente relacionados pertenecientes a series de antipodas,' han sido
frecuentemente encontradas en plantas no relacionadas. Parece muy
improbable, a partir del punto de vista bioldgico que las especies cercanémen*e

relacionadas contengan sistemas de enzimas muy diferentes y el hecho de que
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los antipodos sean producidas algunas veces por tales plantas pueden reflejar
una flexibilidad espacial de una enzima. -

En resumen, el conocimiento de las rutas metabdlicas y las enzimas aspciadas
que dan. origen a los caracteres quimicos, permiten discernir el artefacto
ocasional o caracter convergente, y realizar la clasificacién con . mayor

informacion.

5. Una de las caracteristicas importantes para la seleccidén de metabolitos

idad de analisis, y esta es una de Ias‘ventajas.

secundarios es la relativa fac

principalmente, de los compuestos volatiles, que .a través de técnlcas de

cromatografia de gases (GLC) son detectados y los flavonoldes, que a través

de cromatografia en papel, cromatografia en capa flna y cromatografia de
liquidos (CLAR): por mencionar algunos, han dado ongen a: una gran cantidad

de analisis de poblaciones con grandes muestras {14).

6. La cantidad y tipo de materia! biolégico de las plantas a,avnalizar,,déjpende

de los metabolitos que se quieren investigar. De este modo, los flavonoides se

han utilizado en forma exhaustiva con fines quimiotaxonémicbs} debido 'a qué

pueden emplearse pequeinas cantidades de material para el ané[i is‘_dufmico
{inclusive material de los ejemplares de herbario), ademas de que se pueden
utilizar plantas almacenadas. En contraste los compuestos volatiles como los

aceites esenciales requieren de material fresco para su andlisis.

7. Otra caracteristica recomendable en los compuestos quimicos para

31




utilizarse quimiotaxondmicamente es su  estabilidad quimica ya- - que algunos
metabolitos quimicos presentan alteraciones. en su estructura durante los

procesos de extraccién y analisis. Por “otro lado es recomendable que los

cambios medio ambientales no  afecten: la produccién de metabolitos
secundarios candidatos a ser considerados caracteres quimicos.

Consideraciones generales en Quimiotaxonomia

Son muchos los- ejemplos en los cuales los caracteres quimicos han sido
utilizados con. éxito por quimiotaxdénomos expertos para elucidar relaciones
naturales entre familias de plantas. Sin embargo como se ha hecho notar
frecuentemente, la clasificaciédn de las plantas debe realizarse utilizando
caracteres quimicos y de otros campos en conjunto. Las razones principales de
esto son, por un lado, la escasez de caracteristicas quimicas disponibles para
comparar a niveles de familia y superiores y por otro lado la dificultad en

seleccionar e interpretar correctamente a los caracteres quimicos. Algunos de

los factores que causan estas dificultades se discuten a continuacion:

Una de las dificultades al usar caracteres quimicos 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 distribucién en
las plantas, por lo tanto se carece de caracteres para comparar. Una excepcion

son los flavonoides los cuales estan 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 quimica) (14).

La habilidad para sintetizar el mismo compuesto quimico puede ser originada
independientemente en dos o mas plantas no relacionadas. Si el camino
biogenético para producir este compuesto es diferente en cada taxa, entonces

el mismo compuesto quimico representa caracteres diferentes.

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

compuesto es relativamente facil de sintetizar por la planta a partir. de un

metabolito primario tal como un aminoacido de proteina; entonces. la'ﬁnica

manera para, decidir si la presencia de un cierto consntuyente en dos taxa esta

basado en una relacién verdadera o en una convergencia,‘ es investigar» s{i este

constituyente quimico se correlaciona con otros carac eres en Ios taxa bajo

estudio. Si este constituyente se correlacuona con otros marcadores qurmlcos o

con otros tipos de caracteres, este constituyente’es ;un marcador ﬁlogenético.

Otro punto a considerar es quevw Ic;sr = metabélités r“secundarios son
frecuentemente sintetizados en las plar'\tba's'ry' \aln siur,véiz le 'sirv‘en‘ para defendersé
de factores del medio ambiente, tales :y:omo‘ Iés depredadores. Cuando una
planta produce un compuesto qufm%co téxico, el cual le confiere ‘_mejor
proteccién contra plagas y enfermedades, esta. planta’ iiene:"'ﬁ'af\}of'evs
posibilidades de sobrevivir; sin. embargo, lbs insectos . y rrhitb:’rocprgVarii‘srn‘os
coevolucionan con las plantas y pueden detoxificar el vyeneno de la plahta. La

planta nuevamente evoluciona a producir un nuevo tipo de compuesto quimico
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el que su enemigo no puede, todavia, metabolizar. Por ejemplo los miembros
de las Asteraceae muestran una facilidad para cambiar su muy caracteristica
sintesis de lactonas sesquiterpénicas por diterpenos, triterpenos vy
sesquiterpenos que no presentan la funcidon lactona (1 5).  :

La variacién quimica dentro de una familia 6 a niyelés S;Jperiores es un factor

que no permite escoger una o dos especiesiien- forma’: aleatoria. como

representativas de la quimica del grupo, por:loiqueiesicomun,.dentro de la

quimiotaxonomia, utilizar el concepto de"‘rtend ne pro‘ducir‘ciert'o tipo de

compuestos”. Esto indudablemente rqu‘_ér"ei de un b ‘el_':\, conocumlentode la
quimica de todo el grupo bajo estuaio ’v't;ie lés rutasb‘ bi‘osiété.ti‘cﬂz;s "de ‘vlyos
compuestos. Otro factor limitante es la carencia de datos qufmiéés en c‘iertos‘
taxa. Aunque algunas familias han sido ampliamente estudiadas, otrésr éve han
estudiado para cierto tipo de compuestos y de algunas otras se cohocgn pocos
o ningun estudio quimico. Aunado a esto en los ultimos afos se han
efectuado, principalmente, estudios fitoquimicos biodirigidos. Esto significa .
que hay una tendencia a la busqueda de nuevos compuestos con actividad
biolégica. consecuentemente la presencia de sustancias conocidas
generalmente no se informa (informacién que seria de gran utilidad'én
quimiotaxonomia). ’

AUNn mas, debido a que el aislamiento de nuevos compuestos en el reino

vegetal crece de manera exponencial (15), resulta imposible para un taxénomo
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retener toda esta informacion en la memoria. Por lo que 'las-bases de datos
deberan contener toda esta informacién; y las relaciones entre los taxa seran
propuestas por métodos filogenéticos, los que considerardn entre otros
aspectos, la convergencia y pérdida de mutamones. Porrotro lado los
caracteres quimicos se han utilizado exltosamente para complementar o
mejorar arboles construidos con otros caracteres ~9 :inclusive para  discernir

entre dos relaciones taxonédmicas propuestas (14, :15)."

Cuando hay diferencias entre el punto de vista qufmlco Y otro como . por

ejemplo el molecular, no necesariamente sugmflca que alguno de Ios dos este

mal. Un &arbol filogenético basado en un solo carécter ya se_a,rno;rfolégico,‘

anatédmico, quimico o molecular, refleja Ia~ev’oluci6r‘1;deﬁesa _caracter: en

particular y no la evolucion de la planta. En todoé,lt{s'

utilizar, tanto como sea posible, buenos caracteres‘de’diferentes disciplinas-en

conjunto para proponer relaciones.

los |

A niveles bajos de jerarquia taxondémica, tal como el .de género myfgnorés,'

metabolitos secundarios de plantas son muy itiles'y el nimero de caracteres

disponibles para realizar comparaciones es mucho mayor.

La quimiotaxonomia de plantas en el ampllo sentldo de la palabra. utlllzando

micro y macromaoléculas, ha contribuido sustanclalmente al propésn.o flnal de

la sistematica de plantas: “la generacion del sistema na‘(ural"
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Marcadores quimicos en Rutaceae

Dentro de la familia Rutaceae. Hegnauer. R. vy Cronquist, A. (16, 17) ‘han
mencionado como marcadores taxondmicos a los aceites esenciales, ios
alcaloides, las cumarinas, flavonoides y limonoides. Aunque tambivébn aléunos
autores (18) ban utilizado las ceras, como caracteres quimic‘oé. El" uso
especifico de ceras, flavonoides, alcaloides, limonoides vy cumarin;\as como

marcadores quimicos de la familia de las Rutdceas se analizan a continuacion:

Norbdy y Nagy (18) emplearon las ceras de las hojas y de la cascara de los
frutos de 49 cultivares de Citrus (Rutaceae). En estos estudios los autores
encontraron que los perfiles quimicos de alcanos exhibian diferencias
significativas para cada cultivar. También encontraron que caqé perfil ‘quimico
obtenido de la cascara de los frutos se correspondia con Iqs VOVVb’tré.li'lidOSA: de las

ceras de las hojas. Los autores indicaron que las ceras de hojas:son. eficaces

como marcadores taxondmicos y que se requiere de muestras de poliglai:iones

naturales que hayan sido recolectadas con suficiente. cuidado-tal .que’ las

variaciones cuantitativas dentro y entre poblaciones deben’:ser tratadas como

un dato estadistico y no como datos individuales. "
Skorupa vy col. (19), con objeto. de propoi"cionarfeyidencias, dufmicés a la
taxonomia del género Pilocarpus, informaron sobre la  distribucidén de

hidrocarburos en las ceras epicuticulares de hojas, principalmente los n-alcanos
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de 11 especies endémicas, recolectadas. en poblaciones- silvestres. de Brasil.

Estos investigadores encontraron que P. jaborandi presenta un patrén diferente

de hidrocarburos de ceras, debido  a: Ia"p‘r’eséncia':de relativarmente altas

cantidades del 1-fenil-6-vinil, f5,9-dim'e'til-deg:ano.

La:rmayoria de’las especies

presentaron como componentes prmcnpales ca os.dé 29 vy 31 ‘stomos de

carbono. A través del andlisis de conglomerados se observaron dendogramas

con los taxa distribuidos en dos grand s grup’ tambnén se observaron las
relaciones de afinidad entre 10s’ taxa, Ios que avudaron a dehnlr Ia taxonomfa
del género (19).

Whiftin (20) realizé un estudio fnorfolégico Y quimicé tt;mando los . aceites
esenciales como marcadores quimicos, entre poblaciones de Correa aemula vy
C. reflexa, asi como de individuos cuyas formas son reconocidas como
variedades de C. reflexa. lLos datos de los aceites esenciales se sujetaron a un
andlisis numérico multivariado y los resultados sirvieron para confirmar la

categoria de hibridos de las poblaciones antes consideradas como variedades.

Los flavonoides son los constituyentes. secundarios mas ampliamente utilizados
en estudios taxonomicos. Esto se debe en parte a su presencia ubicua en las
plantas superiores y a su gran diversid_ad estructural, También son sustahcias
quimicas estables, facilmente estudiadas en muestras pequefas de plantas o
aun en delgados fragmentos de material de herbario. Una razéﬁ mas  que

completa su popularidad con los taxénomos de plantas es su facilidad de
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anadlisis por procedimientos relativamente simples, ya que pqeden ser
detectados por cromatograffa en papel, cromatografia .en capa . fina
bidimensional y cromatografia liquida de alta resolucion.

Los flavonoides se han empleado como caracteres taxondmicos a casi todos
los niveles de la sistematica. Un ejemplo de ello lo constituye el género Citrus,
en el cual, Albach y Redman (21) evaluaron 48 variedades que representaban
18 especies de Citrus reconocidas y 49. hibridos de 18 cruzas diferentes. El
andlisis se realizé a través de cromatoéraﬂa en capa fiﬁa y los resultados
mostraron una consistencia cualitativa y cuantitativa de la composicién de
flavanonas para cada especie y para cada. cruza. Inclusive las reglas‘, que
gobiernan la herencia de las flavanonas de Citrus se dedujeron a partir de la
composicion de hibridos conocidos. Estas reglas acopladas con la composicién
de los datos se usaron para evaluar las: probables relaciones de diferentes
variedades y especies de citricos.

Sin embargo, en un estudio mas ambicioso, los flavonoides sirvieron para
apovyar el arreglo taxondmico propuesto por Svyingle, en 1943 (Cuadro 3), para
la subfamilia Aurantioideae. En "esta clé‘sificacién, el " autor  dividié - a la
subfamilia en dos tribus: la tribu, VCFI:‘-lusevn;':ae;‘"(subtribus vM'icromeIinae,
Clauseninae y Merrilliinae) y la tribu Citrreak‘e‘ (_SubtrfSU§: Triphasiinae, Citrinae y
Balsamaocitrinae). Este apoyo fue posiﬁle.‘ p(iﬁyéipa|mente, por el andlisis de la

variabilidad estructural de los flavonoides involucrados, realizado por Grieve y
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Scora en 1980 (22).

Los principales tratados taxondmicos de la subfamilia Aurantioideae proponen
el arreglo de los géneros en forma de una especializacién morfolégica creciente
iniciando por el género Micromelurn, un pariente muy lejano de los citricos, vy

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

son tanto morfolégicos como quimicos.

Division de la
subfamilia

Aurantioideae

Tribu Clausenecae

Subtribus:
Micromelinae
Clauseninae

Merrilliinae

Tribu Citreae

Subtribus:
Triphasiinae
Citrinae

Balsamocitrinae

Cuadro 3. Clasificacion de la subfamilia Aurantioideae en tribus y subtribus,

segun Swingle en 1938 (22).
En cuanto a los caracteres quimicos la designacién de un estado de caracter
primitivo versus derivado, se basa en una gran cantidad de estudios quimicos

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

Caracteres Quimicos

Primitivos Avanzados

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

luceninas, vitexina, vicenina, {reemplazadas por O-glicosil-flavonas

saponarina) {apigenina, acacetina, luteolina)

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

flavonoides con patrones de | anillo-B di o monohidroxilado

trihidroxilacién; como la miricetina (quercetina, kaempterol)

Agliconas de flavona vy flavonas-O-|Flavonoles reemplazados por flavonas

glicosiladas ausentes {apigenina, acacetina, luteolina)

Flavanonas ausentes Flavanonas

presentes {naringina,

poncirina , hesperidina)

Cum.iro 4. Tendencias evolutivas en la Aurantioideae. Caracteres quimicos
propuestos por Harborne (1977).

Harborne ha sugerido que grupos de plantas arcaicas han retenido
generalmente caracteres primitivos de flavonoides y a partir del estudio del
metabolismo de los flavonoides ha postulado que los compuestos que se
encuentran en las primeras etapas de la ruta biosintética de flavonoides
pueden ser Mas primitivos que los componentes quimicos que se forman en las
ultimas etapas. ‘

Por otro lado la reduccién en la complejidad de un caracter taxondmico puede
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considerarse como un estado de caracter derivado debido a la direccidn inversa
del desarrollo evolutivo. Esta mutacién perdida o tendencia a la reducciéon
parece estar actuando sobre varios caracteres morfoldgicos y quimicos de la

subfamilia Aurantioideae.

Con respecto a los caracteres quimicos la reduccién se presenta en.un taxén
como un estado avanzado. En éste, el taxdn tiene disminuidés sus capacidades
enzimaticas lo que origina que no se formen compues*os que‘normalmente se
sintetizan en los ultimos estédos 69 la biosintesis ae los - flavonoides. Asi
mismo existe una acumulacién de productos,siﬁtetiiédpsA'en los primeros
estados de la ruta metabdlica. Por ejemplo aunque 'la sintesis de flavanona
ocurre en una de las. primeras etapas de la bipéén’esis 'de’ flavonoides, .. la
acumulacién ’de flavanona en la Aurantioideae (Cuéd;q'ai bdéae s’ervvist”a como .
un estado‘de caracter avanzado, como resultado de ‘la pérd‘idg:‘qé'\‘.mo'o m'és
mecanismos biosintéticos, ya que estos t‘:a'raé:";'e'r‘eis"i i:é:rrAré’!‘a'ch'r;ahrg‘:on ‘los

caracteres morfoldgicos. 2l

Tomando en cuenta estas consideraciones, Grieve y Scora (22). observaron
que los patrones de flavonoides en la tribu Clauseneae se distinguen por tres

caracteristicas quimicas primitivas (Cuadro 4).
1. La predominancia de las C-glicosilflavonas

2. Presencia de glicésidos de flavonoles




3. La ausencia de glicdsidos de flavona y flavanona

Considerando que en plantas dicotiledéneas, los derivados. C-glicosilados se
han asociado con taxa lefosos, 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 O-glicosiladas. Ademas
mencionaron que la capacidad para la C-glicosilacidon es retenida a través de
toda la subfamilia Aurantioideade.

Tomando en cuenta la subdivisién realizada por Swnngle (1 938) de la subtribu
Citrinae (Citreae), que va de los cltrlcos prlmmvos a los méas . avanzados, Grieve

y Scora encontraron que de los érboles‘més»‘remotos a los mas altamente

especializados (arboles frutales dewé tricos 5ver'da'deros) hay una ‘tendencia a

sustituir los flavonol-O- glucésldos por lo flavona -O-glucdsidos, con excepcién

de la subtribu Balsamocitrinae e‘ Ia que predormnan los flavonoles. Asimismo

encontraron que en la Citriﬁae Hgy .una ;endencia a.reemplazar a los glicésidos
de flavonol por glicésidos de,flaybﬁa y la distribucién de las flavanonas esta
restringida a Pleiospermium y a los. seis géneros de los &arboles frutales de
citricos verdaderos.

De este modo y tomando en cuenta los pgrfiles cromatograficos de las Citrinae
y Balsamocitrinae se apoyd  la propues(a-,taxonéfnica para la subfamilia

Aurantioideae de Swingle.

Por otro lado, los alcaloides se han propuesto como marcadores taxonémicos
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pero tienen asociados una serie de problemas al ser utilizados con este fin.
Entre éstas se menciona que tienen una distribucién limitada por lo quéno se
puede utilizar a niveles mas altos de clasificacién. Las propuestas taxo’i;iérn‘icas
generalmente se restringen a una clase particular de alcaloid‘és . \)a ; due
presentan estructuras muy diversas. Waterman (23) trabajé"t_:oh;lvos' v:alc'élq _‘ 'es
de Rutaceae y él notd que los datos quimicos . er; : gran medtda :Sah
inconsistentes con la clasificacién de !a familia ‘ge‘nre? d ;

clasicos. Ante este problema, procedié a reunir la informaycnéanevlds alcallo_ides

o hipdtesis

y . otros ~metabolitos secundarios para proponei' Tuna’
taxonémica” de las subfamilias de las Rutaceae y los grupos cercanos de las

Rutales. . . . - s

Dreyer y colaboradores . (24) propﬁsieron el usb dé;’ lcs ;rlté‘rbends del tipo
limonoide como marcadores quimiota*onémicos; ‘pri"ncipalmente por  la
sensibilidad de estos compuestos en cromatografia . en capa fina-al reactivo de
Ehrlich’s y su relativamente facil aislamiento a trévés de'la cristalizacién, sin .
embargo los autores también mencionaron que se . requiere de un mavyor

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

Los limonoides, compuestos amargos, son triterpenos modificados con 26
atomos de carbono que se encuentran presentes en el orden de los Sapindales.
Debido a la presencia de estos compuestos triterpenocides, asfi como de otros

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

Drever y col. (24, 25) encontraron una marcada correlacién entre los niveles
de oxidacién de los limonoides vy su distribucién en las tres principales
subfamilias. Esto es, Iimonoide; con un grupo metilo intacto en C-19 se
encuentran en especies de lé‘subfamilia Toddalioideae. Mientras que en la
subfamilia Aurantioideae se encuentran pequefias cantidades de este tipo de
limonoides y una gran cantidad de'limonoides con el metilo en C-19 oxidado,‘
tal como la limonina. Por Gltfmo las plantas de la subfamilia Rutoideae contiene
limonina y sus produ;:tosfde;o‘xid‘acién como. la rutaevina vy lavdifoéfyo‘e‘r!o!

limonina. De este modo las tres-principales subfamilias pueden orden‘arsefde'

acuerdo al incremento . en la capacudad de oxudacnén de Ios llmonmdes de la

Toddalicideae al Aurant:o:deade v hasta la Rut01deae.

Las cumarinas se han estudiado con fines taxonémicos en Ié‘sv,Rutalceae, (14,

26, 27). Tal vez entre las caracteristicas . mas :ttile para«tsé‘n',usadas‘ en

taxonomia es su distribucién y. su variabili;dajd ’estruqt\__:fél en Ios dlferentes

taxa.

Las cumarinas se han utilizado en un nivel;'superiori a Ia famlha Rutaceae,

obteniéndose dos observaclones de naturaleza posutlva anero entre aquellas

familias que generalmente se .consideran que constltuyen el orden natural de

los Rutales (Rutaceae, Srmaroubaceae, Mellaceae, Burseraceae. Cneoraceae v

posiblemente, Anacardiaceae), las cumarinas se les han encontrado solamente
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en las familias Meliaceae y Rutaceae. Aun mas, en la familia Meliaceae, las
cumarinas parecen estar bastante restringidas en su  distribucién a
determinados géneros de la subfamilia Cedreloideae (26), familia a. la-que
Hartley ha sugerido que puede tener una significativa similitud mdrfolégicé éor"\
ta subfamilia Flindersioideae de Ias' kRutéceas. :

Mientras que la presencia. de Ias cumarinas en estas subfamlhas pueda servnr

'fllogema de Ia Rutaceae y Mellaceae, el

para un entendimiento derla

metabolismo secundario de’ Ia Flmdersnoudeae es tfpvcamente rutéceo y no "

apoya la propuesta que ésta se encuent ‘e al tre Rutaceae y

Meliaceae {(26).

El alto grado de similitud entre las cumarinas de Ias Rutaceae v Umbelhferae.

ha permitido sugerir que estas familias, que- normalrnente no: estan cercanas,

son filogenéticamente adyacentes. La similitud de varias ‘de estas cumarinas es

de hecho impresionante, una comparacién de las cumarinas de las Umbelliferas

con las de las Rutdceas muestra pocas diferencia§ y si' ée probara que la
cercania filogenética es insostenible, entonces se presentaria un importante
caso de convergencia quimica (26).

Sin embargo, una comparaciéon de las modificaciones secundarias de las
cadenas prenilo, que abundan en las cumarinas de ambas familias, muestran
diferencias interesantes. Asi, en las Umbelliferae hay una presencia extensa de

cadenas de: senecioilo, isovalerilo, 2-metilbutirilo (2-MeBu) vy angeloilo.
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Cadenas que frecuentemente estan esterificando a las 3’,4’-dihidroxi-dihidro-
piranocumarinas, lo que muestra una diferencia distintiva en la sustitucién de

las cumarinas entre estas dos familias. Similarmente . las Ruticeas también

demuestran distintas rutas metabdlicas en el uso de unidades'de ‘sopente‘nilo v

en la formacién de cumarinas preniladas en el C-3.- Estas dst cnones son

probablemente aun mas marcadas de lo que ellas‘par cfa prlnmplo, Y

pueden constituir una fuerte evidencia defque'-lo c mpuestos npd'prennlo de

las Umbelliferae son realmente productos de degradacnén de los’am oéc:dos,

una ruta que todavia no se ha mformado dentro'de’ las’ Rutéceas

variacién significativa-en la

Dentro de las Rutéceas parece ser’ que no: ha'

El

pales’ subfamilias.

lineares, angulares y dihifrofurano 'y puranocumarlna mures‘tra‘poca desvuactén
a esta proporcion. ’

Aparentemente la distribucién al azar de'los tiE)VO;"d’e furano y piranocumarinas,
dentro de las Rutaceas y entre las Ruta‘ceae y-Umbelliferae, parece sugerir que
estas estructuras per se tienen poco valor‘ taxondmico. Esto se debe a que
estos compuestos son, aparentemente, resultado de ciclizaciones espontaneas

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

de sistemas que controlan estas reacciones, parece prudente considerar
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solamente aquellos compuestos -que se conoce estan controlados
enzimaticamente (formacién  :de - cumarinas, ' prenilacién - y. .sustituciones

posteriores) como marcadores taxbnﬁmiéos'pbier’\cialm‘er‘ite'(ﬁtilyes {26).

Investigaciones exhaustivas han demostrado:que la mayoria de los géneros de

de las cumarinas
sustitucion .5,7,8 .

Zanthoxylum .. se

estrechamente

en

se ha encontrado

en la Rutoideae (Zanthoxyleae) hasta ~ una. pir'enllaciénAﬁregular en |la

entre ambos. Con la excepcién del ublcuo aurapten, Ios'sustituyentes O-

geranilo se encuentran principalmente en el género Gel/era (Zanthoxyleae) Yy en

ta subfamilia Aurantioideae. Sustltuyentes en el étorno C- 3 generalmente con

un grupo 1,1-dimetilalilo se encuentran solamente en un pequeifio grupo de
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géneros y aparentemente son, particularmente, significativos en Ruta (con
cumarinas simples) y Clausena (con piranocumarinas). La prenilaciéon en el
atomo C-8 pareceria presentarse con menos frecuencia que en el atomo C-6 y
puede reflejar una relativa rareza de la enzima responsable de modificar el
adtomo C-8, lo cual podrfa ser taxondmicamente valioso.

La presencia de glicésidos de cumarinas simples en Eriostermon. rhomboideus,
asf como la ausencia de piranocumarinas en esta especie, al igual que en E.
cymbiformis y E. wonganensis coloca estas especies en un taxa‘par»ticular de

ia seccién Nigrostipulae (14).

Unos cuantos taxa se caracterizan por sus proplas cumarmas altamente

géneros Halfordla

individuales entre estos los mas sorprendentes son-lo

{cumarinas 3.,4-oxigenadas). Er/astemon brucel '(cumarlnas

tlpo fbruceol
eribrucinol) y Toddalia acwuelata que smtetlza curnannas 5 7 dmetox:, 6~'

preniladas.

Finalmente el potencial taxonémlco de Ias cuma nas a niveles:s bespecfflcos v

de poblacién todavia no se ha evaluado. El unlco estudio . a; la fecha que~

relaciona las varledades de P(e/ea tnfallata sugiere’qu éstas ‘pueden.tenerj

algun valor, por e;emplo, se han propuesto dlsnntas razas: quimicas;de: Murraya

paniculata: la Formosana y la Indonesnana Estas taxa difi

que la raza Formosana esta exenta de la 5,7-dirrietoxt

son los constituyentes principales de la Indonesiana. Con la presencia de esta
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clase de prenilcumarinas en la Murraya paniculata variedad - omphalocarpa
algunos autores sugieren una relacién aparentemente mas cercana:entre ésta

variedad y la raza Indonesiana que con la raza Formosana (27).
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I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
m.1 HIPOTESIS

Las cumarinas estableceran diferencias quimicas diagndsticas entre C. edulis,
C. sapota, C. pubescens y C. calderoniae.

1.2 OBJETIVOS

Objetivo principal

Apoyar la determinacién taxondmica de cuatro espe'ciesv de ' Casimiroa,
mediante estudios fitoquimicos de las semilla y hojas ’vq“ue p’kerbrnitan establecer
similitudes y diferencias entre éstas. » )

Objetivos particulares

1. Caracterizar morfolégicamente a las especies de :Casimiroa edulis, C.

sapota, C. pubescens, C. calderoniae.
2. Caracterizar los principales metabolitos secundarios de estas especies.
3. Obtener, mediante analisis fitoquimico, cumarinas péra ser . utilizadas

como estandares.

4, Determinar la distribucién de. cumarinas 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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V. DIFERENCIAS ESTRUCTURALES ENTRE LAS
CUMARINAS PRESENTES EN Casimmiroa greggii Y EN C.
pringlei, C. edulis, C. pubescens Y C. calderoniae
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Diferencias estructurales entre las cumarinas presentes en Casimiroa greggii y

en C. pringlei, C. édulis,~c. pub S y C. I
Aida N. Garc:‘a-Argéez'; Nadia M. Génzéléz-Lugo’, Carmen Mérq’uez’, Mariano
Martinez-Vazquez?* : v . o : '
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Universidad Nacional Auténoma  de México, Circuitb_ Ex'teridr,‘ :‘Ciudad
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Resumen

Mediante cromatografia ll’qulda de alta resolucnén se anahzaron ho;as v ‘semillas

de Casirniroa pubescens, C edulis.y C. calderan/ae. Los resultados mostraron'

que las cumarinas: felopterina (6), isopimpinelina .(9 ‘ heraclenvolv' (15) vy

heraclenina (16) se detectaron en las' tres espec:es estudx das. Siendm cC.

calderoniae la especie que, en promedio, presenté una mayor concentracuén de
este tipo de metabolitos. Estos resultados Junto con otros prevuamente
publicados han demostrado la presencia de 16 cumarme_as en el génerq. s -
No obstante que se ha postulado que las cumé’rinas‘ aisla’daﬁ ‘en et génerb,
tienen como precursor comun a la umbehferona, exnste, sm embargo, una clara
diferencia entre las cumarinas snntetlzadas- ponf Ia C gregg// A las demés’
especies estudiadas. Asi la seselina y el 6Qge}aﬁil-ostenol ambasiprovenlentes

son- smtetlzadas por C.

de la umbeliferona prenilada en el ’ étomo de CS

greggii, mientras que las furanocurnarlnas sxntetlzadas por 1 s dem S: espet:les
provienen de la prenilacién en el datomo c-6 de Ia umbeh erona.

E! presente trabajo constituye el primer estudlo fltoqufmnco ’de C. pubescens Y

C. calderoniae.
Abstract

Leaves and seeds of Casimiroa pubescens, C. edulis and C. calderoniae were
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analized by HPLC. The resﬁlts showed that coumarins: phellopterin {(6),

isopimpinellin (9), heraclenol (15) and. heraclenin (16) were present in “all

howed the

studied species. Among'all ahalyzeﬂ "species C. ca/deronlae 7

highest concentration of those metabolutes. These resultsrn addltlon to those

prevmusly pubhshed mdncate that 16 dlfferent coumarlns have: been detected

in the genus.

An accepted proposal is that the. umbelllferone lS a common recursor’in the.

biogenesis of the coumanns of Casrmlroa, however th e'is a clear difference

resent in the

! ‘bofh ;synthesiz'ed

from the prenilation of umbelliferorie at c-8 afebreseni‘i C. .greégii, ywhi'le the

coumarins:. present. in . the: other.’ sp'ecies{,al"e fi‘ofn 'the:~ .prenilation . of
umbelliferone at C-6.

To our knowledge this is the first study of C. bubescens and C. calderoniae.

Keywords: Casimiroa, cumarinas, Rutaceae *
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Introduccién
Las cumarinas son_probablemente los metabolitos mas comunes derivados de

la ruta biosintética del shnklmato-consmato (1). :

En miembros de la famllia F(utaceae se han encontrado aproxxmadamente 200

cumarinas y evudencnas expenmentales han demostrado que; éstas se:sintetizan

por:las mismas rutas blosmtétlcas obse adas e |l|as de plantas,

ntermedlarlo comun para la biosintesis

donde la umbehferona se constdera el

de cumarinas Ilneales y angulares (2).

El prmcupal factor de ‘divers |caclén estructural de“ las‘,cumarinas en las

Rutaceae es Ia ampha mcorporaclén de unldades prenllo al nucleo cumarfnlco.

En algunas especles de esta famllla, se ha demostrado que Ia prennlacnén

ormado Ia umbellferona (1

ocurre cuando’sé: ha
secundarias qu

iniciada por

epoxidaciones .

diversificacién astructural de "rhaher‘a irnport]antye. Inclusive’ la‘“transformacion

del doble enlace de: Ia cadena premlada lateral al ‘diol respectivo via uha_

epoxidacién ha sido demostrada con marcadores radxactxvos (1).

También se ha postulado que Ias furano vy pirano cumarinas;se “forman

biogenéticamente cuando . al ntcleo cumarinico se adiciona ‘un grupo:prenilo y

este interacciona con ‘un grupo ortofendlico, de. tal. modo ‘que se. generan

diferentes cumarinas con un anillo heterociclico adicional. Asi se ha propuesto
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que -una prenilacién en la posicién 6 de la umbehferona da orlgen a las

furanocumarinas Imeales como el psoraleno, mlentras que una premlacuén en la

posiciéon 8 da ongen alas furanocumannas angulares corno Ia ange ina;(3).

graveolens de Ia demetllsuberosma a psoraleno (3)

En el presente traba;o se dan a conocer los resultados de un anéhsts, mednante

cromatografl’a de li'quxdos de alta resoluclén, ‘de Ia compostcuén de cumarlnas
en hojas vy semlllas de Cas:m/raa pubescens, C.V edulls Y C. calderonlae.

Adlcmnalmeme se'comparan los diferentes tipos de chmarlnas presenté’sen C.

edulis, C. pubescens,. C. calderoniae y c greggii.

Resultados 'y Discusién

Se realizaron los anélisis a cinco individuos de cada especue, recolectados en el

mismo sitio y en etapa de fructificacién. Las cumarylnasv'l

utilizadas como metabolitos secundarios de referencia,'s ais[aron'previamente

de Decatropis bicolor (Rutaceae) (4).

De manera general, los resultados del- anéhsns cromatogréflco mdlcan fa

a (9), heraclenol (15)

presencia de las cumarinas: felopterina (6). isoplr_rjnp elin

vy heraclenina {16), tanto en hojas como en semillas de las tres especies
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estudiadas (cuadro -1). En contraste no se detectd la presencia de la seselina
(1), cumarina previamente aislada ‘de C.:greggii {5).

El anélisis'dé resultados para cada especie se presenta por separado.

C. pubescens. S

El estudlo en hDJaS de esta espec:e mostré que Ia heraclenma fue la ‘Gnica

cumarina presente en loscnrnco mdlvtduos estudlados asf mismo fue Ia de
mayor concentracién._‘ :
individuos, mientras qué ‘I‘a‘
heraclenol solamente en ‘uhyo. |s a tendencla se observé en el anéhsns de
las semillas.

Estos resultados indicaron queiénesfa'eta‘p‘a'de:crbecimiento' de las plantas vy en

este sitio de colecta,'"la especie acumula . y/o  sintetiza- preferentemente

heraclenina y felopterina.'
C. edulis. : i

El estudio de las hojas de esta especie, a dnferencna de las’ otras’ dos especnes

analizadas mostré una presencia abundante de las chatro cumarmas de

referencia con concentraciones que . variaron de 0048 a 0 801" mg/ g de‘

planta. En contraste, en semillas, la presencia de las cumannas‘(e 9, 15;y jl6)~

fue escasa, la unica cumarina presente ; en’ todos
felopterina mientras qué el heraclehoiv4soléyrjn¢r_'ite' _é_vse’a detet:fé.- e'n"f‘t‘Jh”—‘solo
individuo. ‘ B T ‘

C. calderoniae.
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Los resultados del anélisis’ de asta especue muestran un patrén similar . al
observado en C. pubescens, esto es Ia presencaa de’ 6 9 15 y 16, tanto en

frecuencia como en concentrac:én es mayor en’ Ias ho;as que en las semillas.

Sin embargo es notable las concentraciones tan altas de heraclenlna (20 9 mg/

g) vy de felopterlna (23 8 mg/ g)en hOjas

En surna,_-;los : re‘sult_ados de

mayor presencia

-orden de_ cien’ 'veces rnés en’ C.

calderoniae que en C. pubescens.r En contraste todas.la cumarmas de

referencia se detectaron en C. edul/s con rangos de concentracnén snmllar. .
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CUMARINAS EN HOJAS mgig®

CUMARINAS EN SEMILLA mgig®

Especies HNo. herbano

15 ] 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 11.5440
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 {0.0320 [0.0000 |0.0000 }0.1070 {0.7160 |0.2230
C. edulis 84847 | 0.0640 [0.6820 |0.1140 10.5030 {0.0000 {0.0000 [0.0840 [0.1030
C. edulis 84849 | 0.0520 10.0380 [0.3310 |0.1650 |0.0000 |0.0160 [0.6050 |0.3220
C. edulis 84850 | 0.0480 [0.1530 |0.8010 [0.2430 |0.0150 |0.1030 {0.1000 |(0.1440
C. edulis 84851 | 0.0860 |0.5870 |0.1100 |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 |1.5420 |11.1400 {2.1120 |0.0000 :0.6890 (17320 [2.1120
C. calderonize 84877 | 0.0000 |0.2300 |7.2250 |5.3050 [0.0560 |0.880 |0.8180 |1.0630
C. caldesoniae 84878 | 0.0000 |0.6670 |12.9500 |10.4800 |0.0140 |0.3400 {1.6920 |1.2230
C. calderoniae 84879 | 1.3070 [2.5750 [20.8300 (23.8000 |0.0000 {0.1030 |0.7550 {0.4660
C. calderoniae 84880 0.0507 [0.5220 |4.7770 {0.7890 |0.0660 0.9850 |(3.5270 |2.1380

15= heracleno!, 9= isopimpinelina, 16= heraclenina, 6= felopterina, * = mg de cumarinalg de planta seca.

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

calderoniae y C. greggii.

Hasta el momento, tomando en cuenta los resultados de este trabajo asi como

ios previamente publicados, se ha demostrado la presencia de 16 cumarinas en

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

ESPECIES

COMPUESTOS

C. greggii

C. pringlei

€. edulis

C. pubescens

C. calderoniae

Seselina (1)

v

O-Geranil-ostenol (2)

v

8-Geraniloxipsoraleno {3)

Bergapteno (4}

Xantotoxol (5)

Felopterina (6)

Cumarina 7

Cumarina 8

Isopimpinetina (9)

v

Escopoletina {10)

Ester metilico de escopoletina (11)

5-Geranii-oxipsoraleno (12)

8-Geranil-5 metoxi-oxipsoraleno {(7.3)

9-Hidroxi-4-metoxi-furano-{3,.2,9}
benzopiran-7-ona (14}

Heraclenot (15)

N

¥

Heraclenina (16)

v

v

v

Cuadro 2. Cumarinas presentes en el género Casimiroa
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Las cumarinas aisladas del géne‘ro,Casimiioa apoYan la propuesta biogenética
que supone que este tipo de compuéstos’defiﬁan‘dela umbeliferona, va que

todas ellas, se postulan formadas a pértir,de'vé_ste" ntérmediafio (3).

claramente

diferencias .. notables, sintetiza - cumarinas

provenientes de la umbe!iferona pero pre_riiléd“avs:“eﬂ;C-8,.“*
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HO ‘

8 (o) . (o 3 HO

umbeliferona ostenol

seselina (1)
Mientras que las cumarinas sintetizadas: por-las especies C.. edulis,: C., pringlei,

C. pubescens y C. calderoniae también}.’p’royl‘én'e‘ni'.‘d.e'

umbeliferona

RS N
o [e) o O O (o]

psoralen marmesina
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psoraleno y con total ausencia de anillos pirdnicos.

Conclusién
Hasta el momento, las cumarinas aisladas del género. Casimiroa. indican que

tienen como precursor comuan a‘Ia' umbeliferona, propuésta bidgenética.que es

general a la familia Rutaceae. Sln embargo extste una clara dnferenma entre las

cumarinas sintetizadas por la C. greg'gll v las espemes C. edu/ls, C. pnngle/, C.'

pubescens y C. ca/deron/ae. La C. greggll elabora la. sesehr\a el O geranll-

ostenol, ambas provenientes de Ia umbeliferona prenllada en el étomo de C 8

mientras que las cumarinas sintetizadas por las demés esp cies’ elaboran,

principalmente furanocumarinas, las cuales provienen de ta pren' acién»»en el

aAtomo C-6 de la umbeliferona. Asi mismo se determinaronla‘ presencia:y_ la
concentracion de las cumarinas: felopterina (6), lsoplmpmellna (9), heraclenol
(15) y heraclenina (16), en semillas y hojas de C. edulls, C. pubescens y C.
calderoniae.

De manera general, se observé que la concentracidn de estos metabolitos es
mayor en hojas que en semillas. -

Parte experimental

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

ejemplares 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 recolectd en -
el Mpio. de Corhala,,eétadd de Colima, ‘en julio de’,200,0' {Nos.:de registro del

herbario 84847 84849 84852)“ C‘. "‘p'l:/‘beéc'ens' 'se fécbllecté,'en ler_hiiqhilpan,

a: cromatograﬂa Ifqulda de alta

Estandares y curvas de calibracién.- Se utilizaron cbrho' estén'dér sesellna (1),

felopterina (6), isopimpinelina (9), heraclenol (15), heraclen a (16) alslados

previamente de Decatropis bicolor (4). De cada compuesto ‘se prepararon'
disoluciones en acetato de etilo a concentraciones de 2. 9 2 6, 2 6, 2 7 v 3.6
mg/ml de cada una de ellas, respectivamente. Se prepararon cunco diluciones
de cada corppuesto en el rango de 0.013 a 0.13 mg/ml. Las curvas de
calibracion se construyeron inyectando, por triplicado, las‘,diluéiones estandar.
LLos coeficientes de correlacién (r?) para cada gréfﬂ:a de‘ céda compuesto se

calcularon teniendo valores para r? mayores a 0.897.
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Obtencién de extractos hexdnico y metandiico de los individuos.— Una: cantidad
pesada de material vegetal, de cada individuo, ho;as ‘o semullas secas y molldas

se extrajeron con hexano por. maceracuén a temperatura ambxente durante 24

horas, por tres veces consecutwas. Los extractos se untaron y después de_

evaporar el disolvente bajo prestén reducnda, ‘el extracto seco se

para obtener el

procedimiento se repitié con ‘metanol

programa calcula la cantidad de cada compuesto presente é

disolucién inyectada, sobre la base de las curvas de callbra(:lén de los

estandares. La cantidad de cada compuesto presente en el extr cto hexémco

se suma con el correspondiente compuesto presente en eI extractovmetanélico
y con esta suma se calculan los miligramos de cada comppesto presentes en

cada gramo de planta seca.

Agradecimientos Los autores agradecen el apoyo en el financiamiento parcial
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Abstract

From the analyses of 34 individuals of Casimiroa edulis, 12 of C. pubescens, 8
of C. calderoniae and 8 of C. Sapota. based on the phenetic investigaiion of
morphologic data and chemical charactefs, a qualitative and ‘duantitafiVe
database was assembled and used for ordination analysés using NTSYS.'

The results showed that the four speclés were denmnted in: four separated
groups when the morphologic data as well ‘as the chemical characters were
both included in the ordination analyses, alt’h‘ough 'C. edulis and C.'»sapota are
very close taxa. » S i :
Additionally, in a first step the phytochemlcal studxes of the seeds of C

pubescens and C.

geranyloxypsoralen and '|sop|mp \ell

While,"‘frc;m ‘e

ubiquitous [}-sitosterot were . xsolated from C. pubescens,,

calderoniae, (3-sitosterol and the coumarms |sop|mp|nell|n and phelloptenn were

isolated. To our knowrledge th|s is the‘ flrst phytochemlcal study of these
species.
1. Introduction

The small genus Cas/miraa Llave et Lex. (Rutaceae) comprises only. 10 Species
and grows specially on the. tropical and subtropical areas of Central America

and Mexico {(Martinez, 1951, Lundell, 1968; Chiang and Medra'ncs.y 1981;
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Chiang, 1989).
Due to its pleasant flavored fruits,. C. edu/rs is cultlvated in Central Mexico.
Furthermore. in folk medncme, a concocnon of |ts Ieaves, and Iess frequently of -

its seeds, is admlnlstered as a' sl ep._ nduce (Martfnez, 194 )

However, in a contrastmg wa

been included in the same taxa as C. edu//s and h rafo -numerous Herb’ariijm

samples are misidentified. This author, based on morphologlc studles of

samples of different herbarium as well as wuld spec|es, concluded that these

two species could be distinguished by thelr shape, snze and form of thelr Ieaflet'

and petiolules. Accordingly., C. edulis p}resen_tAs’: Illptlc leaer; vy|§h Iong end

skinny petiolules, while C. sapota presents shorter and. thicker petiolules: as

well as bigger and wider cbovate Ieaflet's than C. edulis.
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There is only one study using other morphologic characteristics of leaflets and

petlolules {Arreguin- Sénchez et al., 1986) ln thls study, the authors analyzed

the morphologlc characters ofvpollen gr‘ n However, they concluded that

there |s not dlfference between the pollen gram of the two species.

On the other h’ d well"kno\'/vn that the coumarins are found among
the secondary metabolttes that charactenze the Rutaceae (Gray, A and
Waterma‘r\,‘ P., 1978)}. Although only two species of the genus Cas/miroa have
been stu'dled 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 [3.2-g] benzopiran-7-ona,
phellopterin, 8-geranyl-oxipsoralen, 5-geranyl-oxipsoralen, 5-methoxy 8-
geranyloxipsoralen, bergapten, seselin, O-geranyl-osthenol isopimpinellin,
scopoletin, and the methyl ether scopoletin (Kincl, F. et al., 1956; Dreyer, D.,
1968; Enriquez, R. et al., 1984 Iriarte, J., et al., 1956; Rizvi, S. et al., 1985;
Mever, B. et al., 1985). This prompted us to use the coumarins as chemical
characters that along wlt'h morphological data would delimit species of genus
Casimiroa. :

The species selected for thls study were C. edu//s,;c sapota, C. pubescens

and C. calderoniae. Smce there is no avaulable chemn:al data for the Iast two it
was decided, as a first step, to carry out the respectlve chemlcal studles of

these species.




In a second step, in order to determine the- interspecific variation of the
coumarins presented in the fou'rfsp‘ecies éelectedr, 34 individuals of Cas;'miroa
edulis, 12 of C. pubescens, 8 of C. c'a/deroniae\ and '8 'of C. sapota were
analyzed by HPLC. ‘ ‘ ‘ » 7
These data, along  with thé rﬁorpl;qlo:giC' dét'a,'wefe'"used~to assemble: a
qualitative and quantitative détabaseﬁf‘obr these species and used for ordination
analyses using NTSYS.

2. Materials and Methods

2.1 Plant Material

Seeds of C. pubescens vwere collected between Vithe and Cardonalito:- Towns
in Ixmiquilpan County, Hidalgo. Mexico, in June 2000, while thdse of . C.
calderoniae were collected in the surroundings of Nochixtlan, Oaxaca, Nllyexico
in December 2001. The voucher specimens were deposited at the Herﬁafium
of Facultad de Ciencias UNAM (FCME-84833 for C. pubescens and FVCME-
84876 for C. calderoniae). .

2.2 Phytochemical analyses of C. pubescens and C. calderoniae.

Dricd and milled seeds (3834 g) of C. pubescens were extraéted with n-
hexane (5 | x 3 times) for 48 h at room temperature. The hexanic extract
(62.53 g, residue dry weight} was absorbed on 479 ;.:f silica gel and then

chromatographed on a column packed with 130 g of silica get 60 (Merck).
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Elution with solvent mixtures of increasing polarity afforded [}-sitosterol (35

mg, Hex: EtOAc, 9:1) (Rubinstein et al., 1976), isopimpinellin (29 mg, Hex:
EtOAc, 6:4) (Elgamal et al.. 1979) and sklmmlanlne (82 rng, EtOAcyMeOH
7:3) (Chakravarty et al., 1999). i

Seeds of C. calderonize (336 g) were treated on. a sumalar way. Then, they

were extracted with nhexane (700 ml x 3 tlmes) ‘fo 48 h

temperature. The resulting extract (2. 3 g, residue dry welght) was ad o

1 g of silica gel and then chromatographed on a column packed wnh 10 g of>

silica gel 60 (Merck). Elution with solvent rnlxtures of n easmg polarlty

afforded phellopterin (81 mg, Hex: EtOAc, 9:1) and |sop|mp|nellm (20 'mg,
Hex: EtOAc, 9:1) (Elgamal et al.,"1979).
The phytochemical analyses of the leaves of both 'species:were carriéd out by -

HPLC techniques.
2.3 HPLC analyses of C. pubescens, C. calderoniae, C: ‘édu/is and:C. sapota
sceds.

Coumarin determination in each individual was achleved by usmg an HPLC'

system consisting of a Waters Delta Prep 4000 and a 486 UV detector set to

aA310 nm. A LUNA S um C18 {2) column was use (e i 150 rnm)

and a gradient profile based on MeOH :and ~‘water',w,as "employed. lnmal—

conditions were 50% of MeOH and 50% of "’\;vater, with' a hnear gradlent

reaching 90% MeOH and 10% water in 20 min.
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Heraclenol (1}, isopimpinellin (2), heraclenin {3) . and phellopterin (4) (fig.1}
previously isolated from C. edul/s, C. pubescens and C. calderoniae, as well as

from D. bicolor (Garcia- Argaez, et al 2000). were: used as standards. The

standard solutions of each compound were obtamed dlssolvmg 2. 9 2. 6 2.6

and 2.7 mg in one ml of EtOAc respectlvely. The cahbratvon curves were bunlt

by injecting six dllutlons of the standard soluttons by tl'lph

after evaporatton at low pressure of the solvent, thevtctal v'veighbt -was

recorded. The same procedure was realized when" the 'rria:teriya Ia'nt‘was
extracted with MeOH. Solutions of known concentratlon from each extract.
were injected to HPLC. The quantity of each compound in: the extract by ml of
injected solution was calculated using the calibration curvejar!’d theerllennuum
program (Waters). The total weight in mg of each compot‘.lnd' was calculated

adding the weight of the compound in both extracts {table 7).

2.4 Phenetic analyses.

The data of their source and voucher number of 34 individuals of Casimiroa
edulis, 12 of C. pubescens, 8 of C. calderoniae and 8 of C. sapota collected
are in table 1. They were described morphologically and these data, along with

those of the chemical information, were used as a character for the numerical
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analyses (table 2). Each individual was considerated an Operational Taxa Unit
(OTU).

A Basnc Data Matnx (BDM) was bunlt wnh 24 chemlcal and morphologxc

'characters by 62 OTU and |t was standardlzed character by character through a -

lmear transformatlon m'whlch the average value was sub acted from th value

of each character dlvnde

BDMS. lnr fgure 2

The characters wut n ‘importan: ‘n every. prmcmal component were

observed in (he char cter Elge' ordmatlon matrlx (table 4). .

3. Results and discussion
The analysee of the priricibal comp'onenk (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 component led
the delimitation between C. pubescens and C. calderoniae but no led the
delimitation of C. edulis and C. sapota. It 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), |sop|mpmell|n (2). heraclenln (3), and phellopterm (4).

were detected in the four specles smdled and therefore the presence of this kmd

of coumarins could be a dlagn05|s of the Cas:m/ro' : genus However, their

concentrations in  each speme wi

edulis and C. sapota (Table 3).

According to our results, when the ordlnatlon . analyses was carrled out,".
taking into account only the morphologlc data. because the vanatlon of the
morphologic data of leafiet, petiole and petiolules, mainly in C. edy/is and C.

sapota it was not possible delimit the studied  species. Conclusion, which is in
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complete agreement with the present confusion about the taxonomic situation
among C. eduwlis and C. sapota.
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Table1. Source, Voucher number, and extraction data.

80

No. Voucher Plant. Plant Hex. MeOH
oTuy Species Source Number Mat. Mat. Extract Extract
used {g) {g) (g)
c1 C. calderoniae {Nochixtlan, Oax, FCME-BAB72 Loaf 40.00 1.462 6.046
c3 C. calderoniae [Nochixtlan, Oax. FCME-B84874 Leaf 40.00 1.527 4.958
c4a C. calderoniae [Nochixtlan, Qax. FCME-848B75 Leaf 40.00 1.542 6.208
Cc5 C. calderoniae [Nochixtlan, Oax. |FCME-B48B75 Leat 40.00 0.973 7.338
Sced 4.930 0.045 0.851
(o133 C. calderonsae (Nochixtlan, Oax. FCME-84877 Leaf 40.00 1.944 6.382
Sead 10.37 0.102 1.279
c7 C. calderoniae [Nochixtlan, Onx. [FCME-B84878 Leat 40.00 1.268 6.884
Seed 1.920 0.034 0.326
cs8 C. calderoniae [Nochixtlan, Oax. FCME-B84B79 Leaf 40.00 a.992 7.023
Sced 2.150 0.018 0.467
c9 C. calderoniae {Nochixtlon, Qax. |[FCME-84880 Leaf 40.00 1.356 0.593
e Seced 4340 0.095| 0. acs
E1 C. edulis Nogueras, Col. FCME-B8a4847 Leat 40.00 0.726 3
Seed 40.00 0.222 2.
E2 C. edulis Nogueras, Caol, FCME-848a8 Seod 40.00 0.332 2.
E3 C. edulis Comala, Col, FCME-B84849 |Leaf 40.00 0.693 2.
Seed 40.00 0.242 1.
E4 C. edulis Los Obradores,|[FCME-B84850 Lent 40.00 0.683 3.
Col. o o Seed 40.00 0.178] 1.
ES C. edulis Suchittan, Col. FCME-Ba851 Leat 40.00| 0.424 2.
Seed 40.00 0.187 2.
EG C. edulis Suchitlan, FCME-84852 Leaf __40.00 Q.415 3.
Comala, Col. Secd 40.00{ _ 0.186 1.
E7 C. edulis La Ermita, Cal. FCME-B4853 Leaf 40.00| 0.520 2.
A S Secd 40.00 0.291|_ o.
E8 C. edulis Rancho Alto, Col. [FCME-84854 Leat 40.00 0.624 2.
Seed 40.00 0.197 1.
EQ C. edulis Nuevo Sn.|FCME-84855 Leat 40.00 0.677 3.
Antonio, Col. Seed 40.00 0.157 0.
EV0Q |C. edulis Suchidan, Col. FCME-84856 Leaf 40.00 0.768 3.
. Seced 40.00 Q.247 O.
EN C. edulis La Yerbabuena, [FCME-84857 Leaf 40.00 0.633 5.
Col. Seed 40.00 0.078 2.
E12 |C edulis La Becerrera, Col. [FCME-84858 Leat 40.00 0.085 2.
o Seed 40.00 O.1aa| 2.
E13 |C. edulis Comala, Col. FCME-B4859 Leaf 40.00 0.677 4.
e Seed 40.00 0.144| 2.
EVa {C. edulis Atenago det Rio,[FCME-84834 Leat 40.00 ©.200 4.
Gro.
E16 [C. edulis Sn. Cristobal IMEXU-292308 Leat 0.327 0.008 0.066
Hgo.
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E17_|C. edulis Ajacuba, Hgo. MEXU-516675 0.244 0.010] 0.042

E18 [C. eduls Arroyo Hondo,|[FCME 84860 L 0.363 0.016{ 0.028

Col. _ |seed 40.00 0.207|_ 3.423

E19 |C. edulis Nogueras, FCME-B4861 Leaf 40.00 0.654 2.340

Comala, Col. o Seed 0.200 0.003] _0.035

E21 |C edulis Nogueras, Col. FCME-8486 0.521 3.771

- ©.175] 2.318

E22 |C. edulis Suchitlan, Col. FCME-84865 0.287( 3.131

- 0.421 2.275

E23 |C. edulis Suchitlan, Col. FCME-B848B66 0.269 2.902

0.185|  _1.651

E24 (C. edulis Noguoras, Col. FCME 84863 0.274| 3.965

o 0.241 1.607

E25 [C. edulis Nogucras, FCME-BA864 0.302| 3.603

Comala, Col. 0.121| 1.576

E26 |C. edulis Suchitlan, Col. FCME-B4BG7 ILeat 40.00 0.189] 2.995

e Iseed 40.00 0.168| 1.08B0

E27 [C. edutis Junta Auxiliar  La|FCME- 84868 Leat 40.00 0.404] 5.933
Asuncién, Pue. e

E29 |C. edulis Yautepec, Mor. FCME 84869 40.00 0.769] _3.601

o B 40.00 0.203{_ _3.763

€30 (C. edulis Yautepec, Mor. 40.00 ©.720] 3.081

. _|seed [ T327014 0.192] 1,429

E31 [C. cdulis Sn. Juan Roboso,|[FCME-8487 1 Lesat 40.00 0.485| 4972

ES2 _|C. edulis_____ |Xochipala, Gro.  [MEXU.660812 _ |Leat | 0.230 0.068| 0.03%

ES3 |C. edutis __ |Zitacuaro. Mich.  [MEXU-16353 __ |Leat 0.480 0.009| 0.057

Eba |C edulis Sto. Rosa Gto. MEXU-479202 Leat 0.340 0.009| 0.067

E55 |C. edulis Santingo MEXU 516675 Leat | 0.350 o.090| o0.078

. Tezontlate, Hgo. . . R N

ES6 |C. edutis La Venta, Qro. MEXU- 217694 |Leat " 0180 0.002| _0.028

E57 |C. edulis Ajacubn, Hgo. MEXU-516673 __ |Leal 0.270 0.008[  0.034

P1 C. pubescens |Ixmiquilpan., Hgo. |[FCME 84835 40.00 0.407| 2,401

. . 40.00 0.837] 5.870

P2 C. putiescens |ixmiquilpan, Hgo. |[FCME- 84836 40.00 0.444]  2.651

—— 40.00 0.752{ 3127

P3 C pubescens [Ixmiquilpan, Hgo. |FCME-84837 40.00 0.451 2.386

. o e 40.00 1.089] 3.388

Pa C. pubescens |Ixmiquilpan, Hgo. |[FCME 84838 Leaf 40.00 0.525] .2.149

~ 40.00 0.861] 2628

P5 C. pubescens |Ixmiquilpan, Hgo. |FCME-84839 40.00 0.469] 1.948

40.00 0.599]  2.930

P6 C. pubescens |Ixmuquitpan, Hgo. |[FCME Ba840 Leat 40.00 0.726] _2.484

Seed 40.00 0.800|  3.422

P7 C. pubescens [Ixmiquilpan, Hgo. |[FCME-84841 Leaf 40.00 0.753 3.346

___ |seed 40.00 1.096] 2.305

P8 C. pubescens |Ixmigquilpan, Hgo. |[FCME-B84842 Leat 40.00 0.513 2.936

Sced 10.00 0.787[ _3.733




P9 C. pubescens {[Ixmiquilpan, Hgo. {FCME-84843 Leaf 40.00 0.533 2.759

Seed 40.00 Q.823 2.804
P10 |C. pubescens {Ixmiquilpan, Hgo. {FCME-B484a Leaf 40.00 0.638 2.233

Seed 40.00 0.533 3.498
P11 _|C. pubescens |[Ixmiquilpan, Hgo. |[FCME-84845 Leat 40.00 0.495 1.581
P12 |C. pubescens [Ixmiquilpan, Hgo. |[FCME-84846 _|Leat C.268 0.013 0.051
S C. sapota Ojo de Agua, Jal. IMEXU-16336 Leat 0.566 0.005 0.036
sS2 C. sapota Panuca, Ver. MEXU-113351 Lent 0.257 0.011 0.058
S3 C. sapota Los Molinas, Bgo. [MEXU-265491 Leal 0.580 0.012 0.076
Sa C. sapota Panuco, Ver. MEXU-113317 Leof 0.420 0.011 0.057
S6 C. sapota Sn, Jose de|MEXU-Sn. J.|Leat 0.570 0.003 0.057

Gracia, Mich. Gracia .
S7 C. sapota E! Saucillo, Mich. |MEXU-880221 Leaf 0.380 0.004 0.063
s8 C. sapota Zapotlanejo, Jal. MEXU-161562 Leat 0.500 0.003 0.032
sS9 C. sapota Barranca de]MEXU-16319 Leaf 0.390 0.001 0.035
Guadalajara, Jdal,
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Table 2. Characters and their states used in the study of Cas/miroa species

No. Data evaluated in the species.
1 Length of petiole (cm)
2 Surface of petiole: glabrous (0), puberulents (1), pubescencent (2), thin

tomentulose (3), hirsute (4).
Length of petioluie {cm)

aq Surface of petiolule: glabrous (O), puberulents (1), pubescencent (2}, thin
tomentulose (3), hirsute (4).
5 Number of Leaflet: 3{(1);: 4 (2);: 5 (3): 3y 51(4); 3,4y 5 (5);: 3y 4 (6): 1

y3(7y, 2y 3(8),1, 2y 3(9)

6 Length of central leaflet (cm)

7 Length and wide of the half of central leaflet.

8 Length and wide of the third part from apex ot central leaflet
9 Leaflet shape: narrovwed elliptic {O); wider elliptic {1); oval (2); obovate
(3); elliptic and oval (4); elliptic (5).

10 Base: rounded (0); cuneate (1)

11 Base in equilateral: no (0); ves {1); both (2).

12 Margin: complete (0); serrate crenate (1); dentate (2).

13 Margin revolute: no (0O); yes (1).

14 Margin undulates: no (0); ves (1).

15 Apex: rounded (0); acuminate (1); obtuse (2); truncate (3).
16 Apex: emarginated (0); retuse (1).

17 Upper surface: glabrous {0); pubescent (1)

18 Under surface: glabrous (0); pubescent (1)

19 Bright upper surface: no (0); yes (1)

20 Depress central midvein: no (O); yes {1).

21 Heraclenol (mg/g of dried leaves)

22 Isopimpinellin (mg/g of dried leaves)

23 Heraclenin (mg/g of dried leaves)

24 Phellopterin (mg/g of dried leaves)
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Fig. 1. Standars for HPLC analysis
R
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R,

OH
1: heractenol R,= O Ry=H 3: heracienin R=0 Rz=H
OH [e]
Ry= Ry=0OCH;, 4: pheliopterin  R= o\/\( Ry=H

2: isopimpinelin
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Chorncter Principal Components Analysis

e 1 2 3

1 0.8363 0.1724 0.0633
2 -0.8393 0.2446 0.1676
3 0.3798 0.6166 -0.0863
a -0.8393 0.2446 0.1676
S -0.3313 -0.6605 0.3633
6 0.8022 0.2515 -0.05675
7 0.6139 0.0884 -0.4186
8 0.5274 0.0300 -0.3583
o -0.6827 0.3235 -0.1846
10 -0.0058 0.0572 0.0677
1 -0.6992 0.2291 -0.1292
12 0.8184 0.2736 0.2759
13 -0.8919 0.1921 -0.0483
149 0.8090 -0.2821 0.1153
15 0.4954 0.6549 0.1434
16 01859 »6,7104 0.3459
17 -0.9520 B O,TOS4 0.1158
18 -0.9155 0.2635 0.0991
19 0.6170 0.5107 -0.0778
21 -0.0993 . -Q.3236 -0.6539
22 -0.294% -0.7066 -0.4105
23 -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 for definitions of characters.
Boldface depicts loadings with absolute values = 0.4105
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The cumulative percent variation explained by the three factors are 72.41%. P= C. pubescens;
C= C. calderoniae; S= C. sapota; E= C. edulis

Fig. 2, Projection of the species of Casimiroa onto the space of morphological characters as
defined by the first and second principal components.
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The cumulative percent variation explained by the three factors are = 66.81%. P= C,
pubescens; C= C. calderoniae; S= C. sapota; E= C. edulis

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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The cumulative percent variation explained by the three factors are = 66.81%. P= C.
pubescens; C= C. calderoniae; S= C. sapota; E= C. edulis

Fig 4. Projection of the species of Casimiroa onto the space of morphological and chemical
characters as defined by the first, second and third principal components
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118-Hydroxyobacunone (zapoterin)

Aida Nelly Garcia Argiiez,!) Rubén A. Toscano®* and Mariano Martinez-Vizquez*

Received October 15, 2000

‘The erystal structure of zapoterin CyHiyoOs isolated from Casimiroa edulis has been deter-
minecd and the compound crystallizing in the monoclinic space group £2, with a = 7.486(1),
b=16.247(3).c =9.736(2) A. 8 = 98.77(1)", V = 1170.3(4) A?,and Z=2 wasconfirmedas118-
hydroxyobacunone (118-hydroxy-14,15:21.23-dicpoxy-4.4,8-trimethyl-A,D-di-homo-24-nor-
4,17-dioxa-chola-1,20,22-triene-3,7,16-trione) 1. The molecule comprises a tetracyclic skeleton
with horno-oxa rings A and D. In the crystal, molecules {orm infinite ribbons along the b axis
by hydrogen bonding involving the hydroxyl group and the carbonyl group of the seven-

membered tactone.

KEY WORDS: Zapotenn; A, D-bis-seco limonoid; triterpene; Casimiroa edulis.

Introduction

Zapoterin was first isolated from Casimiroa
edulis Llave ct Lex in the mid 1950s by Kinel er al.!
However, it was not until the late 1960s that two struc-
tures were proposed for this limonoid. Murphy eral.?
deduced an 118-hydroxyobacunone structure (1),
while Dreyer? proposed a 12a-hydroxy isomer (2).
In both reports the structure clucidation was based
on spectroscopic trends and comparison with other
closely related known structures. Somewhat later
Moss er al..* noting some discrepancies on the 'H-
NMR signal assignments made by Dreyer, performed
solvent exchange and nuclear Overhauser experi-
ments and concluded that the correct structure for
zapoterin must be (1).

As part of our chemosystema tudy of the
genus Casimiroa we undertook the investigation of
Casirniroa edulis seeds. Its dried and milled seeds were
defatted with n-hexane and then extracted with ace-
tone. Chromatography of this extract over silica gel

ic

‘M Laboratorio de Quimica, Facultad de Ciencias Universidad
Nacional Autsnoma de México, Circusito Extenar, Ciudad Uni-
versitana, Delegacién Coyoacan, 04510, México, D F, Méxica

“Hastituto Je Quimica, Universidad Nacional Auténoma de
Méxica, Circuto Exterior, Ciudad Umiversitana, Delegacion
Coyaoacan. 04510, México, D F. México

* To whom correspondence should be addressed

yielded zapoterin (1) and its single crystal structure
determination was carried out in order to establish
unecquivocally the position of the hydroxy substituent
in the molecule.

Experimental

Casimiroa edulis was collected near Texcoco,
México. The dried and milled seeds (460 g) were
first macerated with n-hexane (3 x 24 hr). After that,

“the seeds were extracted with acetone (3 x 24 hr) at
roomtemperature, and the resulting extract was parti-
tioned between EtOAc/H,O (1:1). The organic phase
was evaporated and chromatographed over silica gel,

727
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Space group

Unit cell dimensions
a =7.486(1) A
b=16247(3) A

. 728
“Table 2. C i and Equi I pic Di
Ueq
Atom x ¥ H (A?)"
o1 0.4970(7)  0.5950(3)  0.9648(6)  0.0426(13)
o2 0.2169(8) 0.5581(4) 0.9388(8) 00594(1R)
o3 0.9774(10) 0.4801(4)  1.4170(6)  0.0576(17)
o4 0.8578(9)  0.2289(4)  1.0708(8)  0.0562(17)
os 1.1251(7)  0.2508(3) 1.3735(7)  0.0499(15)
o6 0.9757(10) 0.2308(5)  1.6323(6)  0.0631(18)
o7 1.1950(13)  0.3108(5)  1.7263(R)  0.085(3)
o8 0.5050(17)  0.1170(6)  1.6509(14) 0.123(4)
c1 0.5582(10) 0.4028(5)  0.9410(8)  0.0362(16)
2 <2 0.4133(10) 0.4512(5)  0.9083(8)  0.0421(18)
3 0.3745(10)  0.5343(5)  0.9403(8)  0.0414(18)
c4 0.7000(9)  0.583%(4)  09809%(8)  0.0352(16)
eluting with a solvent gradient of increasing polarity. g g;g;(:?) g:;gg(i) 1.0809(8) 00367(1;)
From fractions eluted with EtOAc a white powder P 0:953459)) 0146]524; :;gg:; 2034786;
precipitated, its purification by prcpara:iv; TLC and cs8 0.9643(9) 03726(4) 1.2451(8) 0.0329(15)
crystallization from methanol allowed the isolation of <9 0.7756(9) 03630(4) 1.1483(7) 0.0301(14)
16.0 mg of zapoterin. Cc1o 0.7445(9) 0.4221(4) 1.0195(7) 0.0311(15)
Accurate unit cell parameters were obtained c 0.;33_1,(10) 0.2710(4) 1.1309(8) 303“(15)
by least-squares refinement of sin6/A values for 25 g:g 3‘50333;; g;‘;’ﬁg; ::3&0?55; u:g‘;gggg;
reflections (10 < @ < 25°). Data reduction included Cla 0.9771(10)  0.3104(4) 1.3675(8) 0.0369(16)
ci1s 1.1324(12)  0.3131(5) 1.4800(9)  0.051(2)
ci16 1.1061(14)  0.2852(5)  1.6206(10) 0.057(2)
. t
‘Table 1. Crystal Data and Structure Refinemen s 0863IB(12)  01991(3)  1somowsy 004762
i c18 0.6958(13)  03357(3)  1.4725(9)  0.0459(19)
Compound ! ’ﬁ;;’g‘g:’i’:";"b"“““e cie 0.8754(10) 0.4035(5)  09129(8)  0.0415(18)
c20 0.7087(14)  0.1545(7) 1.5595(10)  0.061(2)
CCDC no. CCDC-1003/5966
Colorrshape Colorless/parallelepiped c21 0.651(2) 0.1652(10)  1.6804(15)  0.107(5)
Chemical formula Ca61300a c22 0.602(2) 0.0936(10)  1.4934(13)  0.105(5)
Formula weight 470.50 cz3 0.476(2) 0.0725(14)  1.5679(17) 0.134(8)
Temperature 293(2) K 28 0.7487(11) 0.5775(6)  0.8338(8)  0.050(2)
Crystal system Monoctinic <29 0.7595(11)  0.6670(5)  1.0432(10) 0.046(2)
2 cao 1.1379(10)  0.3635(5) 1.1768(9)  0.0445(18)

“leq=1/3EU1: + Uzz + Uis.

corrections for background, Lorentz, and polar-

c=9.736(2) A
B =9877(1)" ization effects. Refinement was by full-matrix
Volume 1170.3(4) A least squares, with neutral-atom scattering factors
gensi( (caiculated 3335 Mg/m? and anomalous dispersion. The weighting scheme
e inat il was [a?(Fo?) + (0.0789P)? + 0.8072P]-!, where P =
(Fo? + 2Fc?)/3. Positional parameters for the hydro-

Diffractometer/scan
6 range for data collection

Siemens P4/PC/w28
1.50 to 25.00°

genatom attached to O4 hydroxyl group were refined,
while others were placed in calculated positions with

Reflections measured 2315
Independent/observed 2144 (Rins = 0.085)/1493 C—H distance 0.96 A. SIR97% was used to solve the
D;:::::?::wp.umﬁ"s z]Li/T/:zxa]U)] structure, and SHELX1.-97% was used for slruclvure re-
Extinction Coefficient 0.008(5) finement. The refinement of Flack’s parameter? [0(3)]
Absolute Structure 0.0(3) using the unique reflections data solely could not be
Parameter used to determine the absolute configuration reliably,
Goodness of ft on F? 1.099 but was assigned to correspond to the known config-

Final Rindices [/ > 20(7))
Rindices (all data)

Rl = 00627, wR2 = 0.1550
R1 = 01029, wRkR2 = 0.1918

uration of limonoids.? Experimental details are listed
in Table 1.
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Results and discussion

Table 2 lists the atomic coordinates and
equivalent isotropic displacement parameters of
compound 1, which is illustrated in Fig. 1. The
lengthening observed in the bond distances O1—
C4 [1.514(8) A] and C8—C9 [1.582(9) A] as well
as the great deviation from the standard val-
ues for the bond angles: O1 —C4—C29 {99.5(6)°].
C28—Ca—CS5 [117.7(6)°], C30—C8—C9 [117.7(6)°]
and C11—C9—C10 [119.9(6)°] appear to result
from trans-annular 1,3-interactions among the methyi
group CI9 and the mecthyl groups C28 [3.043
(13) A ] and C30 {3.057(11) A]. All the other ge-
ometrical parameters (Table 3) are fairly close to
their expected values, except for the shortening of
the C14—C15 bond due to the cis g-oxirane ring.
“The Cremer and Pople? parameters summarized
in Table 4 indicate the conformation of the six-
membered rings B (C5—C6—C7—C8—C9—C10),
C (CB—C9—C11—C12~C13—Cl14) and D (C13—
Cl14—C15~—-C16—-06—C17) as chair, twist-boat,
and twist-boat conformations, respectively. The
conformation of the seven-membered ring A
(C1—C2—-C3—01—C4—C5—C10) is highly dis-
torted resembling none of the symmetrical forms and
can be described as a composition of the boat and
twist-boat forms, mainly. These canformations and

Fig. L ORTEP view of 118-hy (zapoterin),
thermal ellipsoids at 30% probability level.

Table 3. Geometric Parameters
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Bond Lengths (A)

o1-c3 1.343(10) O1-Ca 1.514(8)
Q2-C3 1.239(10) 03-C7 1.211(10)
03~Cl13 1.417(10) Os—-C15 1.434(11)
os-C14 1.466(9) 06—C16 1.335(12)
06—-C17 1.451(10) Qor—-cCi6 1.211(11)
O8~C21 1.361(17) O8—C23 1.39(2)
c1—-C2 1.339(11) ci1—Cilo 1.517(10)
c2—C3 1.425(12) Cs—C29 1.518(11)
Cs-—-C28 1.534(11) C4--CS 1.548(10)
Cc5-C6 1.543(10) C5-Ci0 1.558(10})
c6—C7 1.532(11) C7-C8 1.525(9)
CB—Cl4 1.555(10) C8—C30 1.555(10)
C8—C9 1.582(9) 9-C11 1.547(9)
c9o—ci1n 1.568(9) c10—C19 1.561(10)
ci1—-ciz 1.535(10) C12—C13 1.562(11)
C13-Cl4 1.522(10) C13—C18 1.537(11)
c13—-C17 1.578(11) Cl14a—C15 1.472(11)
C15-C16 1.483(14) C17--C20 1.514(13)
@0-—-C21 1.326(16) c20—C22 1.371(17)
22-C23 1.317¢19)
Bond Angles(®)
<3—01~Cs 125.3(6) C15—~05—Cl4  60.7(5)
C16—06~C17  120.1(7) C21—OB—C23  104.9(11)
c2—ci1—cto 130.4(7) Cl—-C2—C3 133.5(7)
02-C3—01 113.3(7) 02-C3-C2 121.2(8)
o1-C3—~C2 125.3(7) O1-Ca—~C29 99.5(6)
O1-Ca—c28 106.8(6) C29—Ca—C28  109.7(7)
01-Ca~C5 107.7(5) C29—Ca—CS  113.7(6)
CR—CaA—CS 117.7(6) C6—-C5—C4a 112.1(6)
C6—CS—C10 111.4(6) C4—CS—C10 118.6(6)
CI=C6—C5 112.3(6) 03-C7—-CR 123.2(7)
03—-C71—C6 121.6(6) C8-C7—C6 115.0(6)
CT—C8—C14 111.8(6) C7—C8—C30  105.8(6)
Cl4—C8—C30  108.0(6) c7-Cc8—C9 103.8(5)
Cl4a—C8—C7 109.7(6) C0-C8—C9  117.7(6)
C11—C9—C10  119.9(6) Cl1—C9—CR  110.5(5)
Cl10-C9—C8 115.2(6) C1—-C10—-Cs 110.9(6)
C1=C10—~C19  104.3(6) C5—C10—-C19  116.6(6)
Ci—Cl10—C9 106.8(6) Cc5—-C10—C9 105.5(6)
C19—C10—C9  112.4(6) C4-C11—C12  112.5(6)
o4-C11—C9 109.0(5) C12—C11—-C%  110.7(6)
C11=C12-C13 116.8(6) C14—C13—C18 110.3(6)
C14-~C13—C12 109.4(6) C18—~C13—C12 112.1(7)
C14—C13—C17 107.4(6) C18—C13~C17 109.9(6)
Ci12—C13--C17 107.6(6) O5—-C14~C15  $8.9(S5)
O5—Cl14—C13  112.2(6) C15—C14=C13 116.0(7)
O5—Cl14~C8 114.7(6) C15—C14—C8 120.0(7)
C13~Cl1a—CHB  119.5(6) O5—C15—Cl4  60.4(5)
O5=C15—C16  116.9(7) C14—C15—C16 118.5(8)
07-C16—06  117.9(10) 07-C16~C15 123.1(9)
©6~-C16—-C15  118.9(7) 06—C17—C20 106.0(7)
O6—C17—C13 109.B(6) C20—-C17—-C13 114.7(7)
C21-C20—C22 105.4(12) C21—-C20—-C17 126.6(11})
C22—C20—C17 128.0(10) C20—-C21-08 111.4(13)
C23—-C22—-C20 110.1(19) C22—-C23—-08 108.0(13)
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Table 4. Cremer and Pople Parameters®
Ring A B c o
—_ 6.0(8) 84.1(6) 1103(3)
69.9(8) 251(7) 82.9(7) 93.5(9)
129.5(11) — — Py
0.564(8) 0.061(8) 0.705(8) 0.526(9)
0385(8) 0.596(8) 0.073(8) 0.195(9)
Q1. (A) 0.683(B)  0.600(8) 0.709¢8) 0.561(9)

the ¢rans ring junctions A/B, B/C, and C/D give zapo-
terin an overall conformation very similar to that ob-
served in gedunin,!® approaching the 1la-hydrogen
to the H1 vinyl hydrogen close enough (2.02 A) to
give the nuclear Overhauser effect observed by Moﬁs
et al.

ln the crystal, molecules form infinite ribbons
along the b axis by hydrogen bonding [FI4...02
(~x+1, y+1/2, —z+2) 2.13(12) A, O4...02
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(—x+1, y+1/2, —2+2): 2.831(8) A} between the
hydroxyl group and the carbonyl group of the seven-
member lactone.
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Keywords: Casimiroa _ pubescens, flavones, 5.6,2°,3".4"-

pentamethoxyflavone

1. Subject and source

The genus Casimiroa Llave et Lex. (Rutaceae) comprises. approximately 9
species (Chiang, 1989) and grows specially on the tropical and subtropical
arecas of Central America and Mexico. Seeds of C. pubescens Ram. were
collected in June 2000 at Ixmiquilpan, Hidalgo close to Cardonalito Town. A
voucher specimen (84833) was deposited at the Herbarium of Facultad de

Ciencias (FCME, Universidad Nacional Auténoma de México).

2. Previous work

Previous phytochemical studies on Casimiroca have shown the presencerof
flavones, coumarins and limonoids {(Rizvi et al., 1985, Enriquez, et al., 1984,
Romero et al., 1983). Within the flavones, the 5,6 di-substituted pat;ern,is
quite often found in the genus (Dreyer, 1968, Dominguez et al., 1976, .Meyer
et al., 1985). Nevertheless. to our knowledge, this is the first phytochémical

study on C. pubescens.

3. Present study
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Fractionation of the EtOAc extract (48.9 g) of dried and milled seeds of C.
pubescens (1173 g) was carried out by means of VLC (silica’gel. stgp gradient
of hexane in EtOAc). Fractions eluted with 7:3 mixtufes'yielded 6 mg of
zapotin {5.6,2°,6'-tetramethoxyflavone)}, while 16 mQ'of"t.he‘vzl‘lk'albic‘i casimiroin

and 82.3 mg of 5,6,2',3'.4'-pentamethoxyflavoné,were'isdlated from the

fractions eluted with 3:7 mixtures. Finally 7.2 m'go‘f:f'_thé‘!irrio'noide zapoterin
were isolated from the fractions eluted with EtOAé.r
All compounds were identified by comparvson of their, ‘H and "’C NMR spectra

with the data reported in literature (Drevyer, 1968 anvu et al' j,1985 Garcfa-

Argaez et al., 2000, Parveen and Khan; ‘1987). : Although 5.6, 2' 37, 4'

pentamethoxyflavone was.identified by means of spectral dat vwejwanted‘io‘

report now their ">C-NMR data as well as the results of HET

experiments.

"*C NMR (CDCls, 756 MHz) 5 178.4 (c a), 160 .6 C: 2). 156 5 (c 2 5
2°), 161.7 (C- 9), 149.9 (C- 6). 147 8 (C 5), 142 7 (C 3 ),_124 2 ( :
(C-7), 118.9 (C-10), 118.5-(C-1 ),,1;1‘3.3 (c-a), 110.9 (c-3), :
62.0 (CH20-Ca), 61.3 (CHa-O-Ca), 61.0 (CH-O-Cal). 57. 2 (CH -o- c:),jsé;z
(CH4-0-Cs). e ‘ e

Heteronuclear correl_at.ioynf ['3C‘Z/"H S(DD"?).  124.2/’7‘.§17,“ ' 1193/730,
113.3/7.25, 110.9/6.‘84. ‘ 107.4/6.79, 62.0/3.91, 61.3)5.93; 61‘.0/3.‘94,

657.2/3.95, 56.2/3.98.
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4. Chemotaxonomic sngmﬁcance

Although only the' specnes C edulls and C greggu (formerly Sargentla greggu) from

the genus Cas:mlroa have prevlously been studled phytochemlcally. the presence

of 5 ,6-disubstituted ﬂavone—type products |s'constant for example zapotm and‘

zapotinin both with a 5,6,2 6'-tetrahydroxyﬂavone nucleus were lsolated from C.

edulis (Dreyer, 1968). Compounds wnth a 5 6 2'-trlmethoxyﬂavone nucleus such as

cerrosillin, cerrosilin B, and 5, 6 2 4' 5'.6‘ 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 characteristic of the

genus.
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Abstract

Three new N-benzoyltyramides derivatives named pubesamides A, B and
C together with the known skimmianine, B-sitosterol and daucosterol were
isolated from seeds of C. pubescens. Their structures were determined by

spectroscopic data.

Key Words- Casirniroa pubescens, N-benzoyltyramides, pubesamides A, B, and

C.
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Introduction

The small genus Casimiroaleave et Lex. (Rutaceae) comprises. only. 9
species {Chiang, 1989} and gfons especially on the tropical and subt(dbigal
areas of Central America and Mexico. Previous phytochemical"st’\.blgd’iers on
Casimiroa have shown the presence of flavones, coumarinbs"an"d“lrimc‘nn'oid's :

(Rizvi, et al., 1986, Enriquez, er al., 1989, Romero, et al., 1983). Within.the

like effect and its use as a sleep inducer (Rohiero 21983).:In folk

drﬁinistéréd

medicine, a concoction of leaves, and less. frequently. o

for this purpose. Furthermore, the seeds are used

dermatological conditions {(Martinez, 1944).
As part of our ongoing investigation on biologically.‘aqtivé:;compoﬂur‘\»ds

from Mexican plants {(Martinez-Vazquez and Garcfa'-/}\r‘g:"ié:z‘_, 2001) v'anrc;

especially from Casimiroa genus (Garcia-Argdez, ‘et al., 2000), we have

studied the seeds of Casimiroa pubescens (Rutaceae). To cn.'n’r l‘<nd’wlyedge 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 [3 sttoslerol were tsolated from the hexanlc extract and
daucosterol and a mlxture of 1uand 2 were |solated from the methanollc

extract.

rn'de core ln 1 2 and 3 was easnlyib‘

the N- benzoyltyramlde nucleus

The high resolunon mass spectrum of pubesamlde (1). showed us [M]’ -

at 391.2220 for a C:stsOaN formu'a. The peaks at -m/z. 135 120 and 105»:‘:

were attributed to the N-benzoyiltyramide residue. The presence'of ‘at

oxymonoterpene moiety (CioH1s0) in the side chain was indicated by the m}ass‘
difference between 1 -and the  N-benzoyltyramide moiety.: It'cont'ait"ls an
isobutylidene moiety at the end of monoterpene rasidue (C-1 7/C- !

conjugated to a carbonyl group at C-16 as deduced by their sagnals

and '*C NMR spectra [S 'H: 1.88 s (3H) H-19; 2.17, s. (3H), H 20 and 6 13 !

brs {1H) H-17; & '*C: 27.8, C-19; 20.6, C-20; 127.4 C-1k7; 153.0, 0718~and
191.4, C-16] and by the. fragment atkm/z 85 in tHé-MS spe’ctrhﬁ'\.'AEé thé

presence 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-15, conjugated with the

carbonyl group at C-16 was: deduced l8 H 2.22's (3H). H-21; 6.08 s {1 H), H-

16; 259tJ—71(2H).H13 13C:: 193 C21‘1262 C-15:; 1549 C14

and 40 6 C 13] Fina 1 5 of ‘an oxymethylene monety at C 12
vicinal ‘1o, ‘(he ‘at;C- 13' was observed 83 ‘H 4.09 t .J 7 1
(2H), 8 "C 65. 9] AII ‘the assignments were supported by HETCOR and cOosY
experlments. The stereoch ! f the double bond at C- 14/C 15 in 1’ -was

deduced by NOESY and COLOC xperlments. S

A detailed analysns‘o R spectral data, lR adsorptlons and mMSs

fragmentations of the n1ixture o nd’2 clearlv showed a Z E isomeric

relationship between them‘a C- 14/C 1‘ double bond Then 2 correspond to

be the E isomer (Tables I and n

An additional experumental support for the structural proposal of 1 and 2
was the spontaneously transformatlon, durmg the time of acquusmon of NMR ‘
data {(approximately 10 h), of 1 to a mixture of 1 and 2 with a proportlon of
1:1, estimate from the integration values of the methyl group s»ignal~at7C-21~ in
the 'H-NMR spectrum. Thus, the less stable isormer 12 (heat of,forrna'tionv-
56.14265 Kcal/mole, determined by MOPAC calculations) is 'trénsvfor’rned:into
the more stable isomer ZE (heat of formation -57.2867‘4 "‘Koel/vmo|e.
determined by MOPAC calculations), probably this transformation is due to .the

acidity of CODCla. Accordingly 2 could be an artifact produced during the

107




chromatographic procedur’es.
When 1 and 2 mixture was treated with hydrogen in presence of PtO2,
tetrahydro pubesamide A' (4) “was -obtained. ‘Also ~4 “was obtained from

hydrogenation reaction of 1.7

As expected, tho hlgh resolutl spectrum of 4 ‘'showed  four

hydrogen atoms more than 1 (lMl’ at 395 2537 for a Cst:mO:N formula) The’

only difference between 4 a‘nc} found n he monoterpenc snde chain.

(Tables | and li). Thus, the "":’,C'NM pectrum Df 4 revealed the s:gnals for:

three methyl, four methylenebién two meth ne atom carbons in the sp? reg«on

and at § 210.4 ppm the signal for: the carbonyl at C-1 6. The correlation

between the signals of 'H and '3C NMR spectra of 4 are shown in Tabtle (.

The high-resolution mass. spectrum of 3 showed its [M]* at 393.2333
for a CosH310OaN formula. The presence of an unsaturated monoterpene moiety
{C10H170) in the side chain was indicated by the mass difference between 1
and the N-benzoyltyramide residue. As, in 1 and 2, the presence of an
isobutylidene moiety at the end of the monoterpenic residue in 3 was evident
(Tables | and 1l). The presence of an add‘itional double bond at C-15/C-16
conjugated to the isobutylidene mmety was ideduced by the signals in the H

and '’C NMR spectra [§'H:; 5.63, d, J—15 H15 652 dd, J=11, 15, H-16;

5.82.d, =11, H-17'8‘3C' 1366 C1 _245 C16 124.3, C-17]). The

presence of a hydroxyl group and a methvl group at C-14 was deduced by
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their signals in the 'H and ""C NMR spectra (5 'H: 1.37 s, (3H), H-21; 8§ ''C:
29.0 C-21; 72.7,. C-14] and the signals at 40.9 and 65.4 were assigned to the
methylene groups at C-13 and C-12 respectively. All the assignments were
supported by COSY, HETCOR and COLQC experiments. During the time of
acquisition of NMR data (approximately .10 h), 3 euffered not a isomerizatioﬁ
as 1, but hydrolysis reaction to afford N-benzoyltiramide. As it can be seen, N;

benzoyltiramides derivatives 1-3 are- sensmve to rruld acrdyc condmons. The T

presence of N-benzoyltiramide was: also detected in'a hexanlc extract of C.

eous solutlon

Experimental

Plant material. Seeds of C. pubescer;ls were collected from plants ‘growing in
the surroundings of Ixmiquilpan Hldalgo, Méxlco. A voucher speclmen was
deposited in the Herbarium of Facultad de Cxenclas UNAM (FCME 84833).
Dried and milled seeds (3834 g) 'were extracted with hexane, EtdAc and
MeOH successively (51 x 3 times, each) at room temperature for 48 h.

The hexanic extract {(62.53 g, ‘residue dry weight) was absorbed on 4 g of

silica gel and then chromatographed on a column packed with 130 g of silica
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gel 60 {Merck). Elution with solvent mixtures of increasing polarity afforded f3-
sitosterol {35 mg, He;(:EtOAc, 9:1) (Rubinstein er a/.,19786), isopimpinelilin (29
mg, Hex:EtOAc, 6:4)  (Elgamal et al., 1979)’<'and skimmianine (82 -mg,
EtOAc:MeOH, 7:3) (Chakravarty er al., 1999).’¢ﬁf9rﬁatography of ‘the EtOAc
extract {(181.5 g) absorbed on 6 g of siliée gvel“an;:i ;Jsing >370' g of silice ge!
afforded pubesamide A (1) {20 mg, Hex: EtOAc 7 3), mlxture of pubesamide A’
(1} and B (2) (297 mg, Hex:EtOAc, 64) and pubesam:de C (3) (52 mg,
Hex:EtOAc, 3:7). Mixture of »1 and 2 (108 fmg, ;Hex.EtﬁOAc, 7.3) and

daucosterol {12 mg, EtOAc:MeOH, 8:2)V"(Vautvqu'ernn\e, et al., '1999). 'were

isolated from the methanolic extract (61 2 g)"’t:yhi:'t:’_)rr:'l"antjdg’ré;‘xhy‘.

The identification of the known compounds was ébﬁireved_by;’compav’risobryl of
their physical and spectroscopic data with those publi;heq in thg »libter_z'th‘ure.r
Pubesamide A (7). » I

Yellow solid mp 88-91°C HRMS: m/z: 391.2220 (rel int) (lMl’. calcd for
C2s5H2903N: 391.2226). MS m/z: (rel int.) 391 (IM*]).(1 5), 254 (6), 151 (100),‘
135 (16), 120 (44), 105 (47), 83 (86), 77 (1 6). UV 2. max nm (CHCla) 269,

(log £E=4.38) IR (KBr) vmax cm™ 3452, 1657,:1513,.:1030. .’H, ">C.NMR see
tables | and Il. ’
Mixture of pubesamides A(1) and 8(2).

Yellow solid mp 89-92°C. MS m/z: (rel int.) 391 (IM*]) (5), 295 (10), 271 (8),
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257 (2), 254 (5), 151 (100), 137 (11), 134 (6),'123 (12), 120 {43), 105 (60),
83 (86), 77.(22), 55 (13), 43 (8). IR (KBr) vmax cm” 3317, 1634, 1537,

1242. 'H. »C NMR see tables | and Il.

Pubesarmide C (3).

Yellowish solid mp 83-84°C HRMS: m/z: 393.2333 (IM]*, calcd for Ca2sH310aN:
{393.2304). MS my/z: (rel. int.) 393 (IM*]) (6), 375 (30), 272 (8), 254 (94),
232 {16), 202 (14), 193 (30), 168 (76), 166 (98), 135 (100), 120 (68), 105’
(89), 93 (42), 77 (37), 65 (20). UV A max nm (MeOH) 230 (log €=4.52) and

202 (log £=4.37) IR (KBr) v max cm™ 3455. 16565, 1512, 1486 and 1286. 'H,
C NMR see tables ! and 1l

Tetrahydropubesamide A (4)

From 1 and 2 mixture. A sample of the:1.and 2 mixture (70 mg) dissélved in
CH:Clz was treated with hydrogen in p(eséhce of PtO2z2 (7 mg). The' reaction
mixture was separated . by PLC ‘elited” with  hexane-EtOAc,. 3:2  mixtures,
affording 4 (60 mg). L

From 7. A sample of'1 {20 mg) dissélved in CH2zCi2 was treated with hydrogen

in presence of PtO2 (7 mg). Usual work up vielded 4 (16 mg).

White crystals mp 78-80°C, "HRMS: m/z 395.2537 ([M]*, calcd. for

C75H330aN: 395.2639). MS m/z: {rel int.) 395 (IM*]) (56), 274 {(13), 155 (100),




120 (10), 105 (26), 57 (23). ). UV A méx nm (CHCIs) 251 (log €e=3.62) IR
(KBr) v max cm™: 3314, 2930, 1705, 1636, 1539, 1513, 1244, 'H, °C NMR
see tables | and I
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Table . '"H NMR spectral data of 1-4

1

2

3

q

3.69 {t, J=6.9)

3.69 {1, J=6.9)

3.67 {t, J=6.9)

3.69 (&, J=6.9)

2.87 (1, J=6.9)

2.86 (t, J=6.9)

2.86 {t, J=6.9)

2.87 {t, J= 6.9}

7.14 (d, J=8.7)

7.13 (d, J=8B.7)

7.14 {d, 4=8.7)

7.15 (d, y=8.7)

6.85 (d, J=8.7)

6.86 (d, J=8.7)

6.85 (d, J=8.7)

6.85 (d, J=8.7)

gjawmamux

7.69 (brd) 7.68 (brd) 7.68 (brd) 7.69 (brd)
7.45 m 7.45 m 741 m 7.38m
7.38 m 741 m 7.47 m 7.45 m
409 (1, J=7.1) | 4.16 {t, J:-6.6) 412 m 3.97 (1, J=6.9)
i3a | 2.59 (1, J=7.1) | 3.06 (1, J=6.6) | 2.14 (dd, J=15, 6) 1.78 m
13b - 3 1.97 (dd, J= 15, 8) 1.67 m
14 . - - T 2-26 m
15 "7 6.08 (brs) 6.08 m 5.63 (d, J=15) 241 m
16 - - 6.52 (dd, J=11, 15) B
17 6.13 (brs) 6.13 m 5.82 (d, J=11) 2.26 m
18 - - - 2.5 (hep, J=6)
19 1.88 s 189 s 1.73 s 0.90 (d, J=6)
20 217 s 2.15 s 1.76 s 0.91 (d, J=6)
21 2.22 s 2.01 s 1.37 s 0.97 (d, J=6)
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Table I1. '>°C NMR spectral data of 1-4.

C 1 2 3 aq

1 41.3 41.3 41.3 41.2
2 34.8 34.8 34.8 34.8
3 131.2 130.7 131.3 130.8
4 129.8 129.7 129.8 129.7
5 114.9 114.8 114.9 114.7
6 16567.5 1567.7 157.2 157.7
7 167.4 167.4 167.4 167.4
8 134.7 134.7 134.6 134.7
° 126.8 9261 126.8 126.8
10 128.5 128.5 128.5 128.5
11 131.4 131.4 131.4 131.6
12 __65.8 67.2 65.4 66.0
13 40.6 33.7 40.9 36.0
14 154.9 155.0 72.7 26.4
15 126.2 127.4 136.6 50.6
16 191.4 190.8 124.5 210.49
17 127.4 126.0 124.3 52.3
18 153.0 153.0 135.5 24.5
19 27.8 27.8 18.3 22.6
20 20.6 20.6 26.0 22.6
21 19.3 26.8 29.0 19.9
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Table il

HETCOR correlation of 1, 3-4.

1 3 4
19.3/2.22 18.3/1.73 19.9/0.97
20.6/2.17 26.0/1.76 22.6/0.90 and 0.91
27.8/1.88 29.0/1.37 24.5/2.15
34.8/2.87 34.8/2.86 26.4/2.26
40.6/2.59 40.9/2.14 and 1.97 34.8/2.87
41.3/3.69 41.3/3.67 36.0/1.78 and 1.67
65.9/4.09 65.4/4.12 41.2/3.69
114.9/6.85 114.9/6.85 50.6/2.41
126.2/6.08 124.3/5.82 52.3/2.26
126.8/7.68 124.5/6.52 66.0/3.97
127.4/5.63 126.8/7.68 114.7/6.85
128.5/7.45 128.5/7.41 126.8/7.69
129.8/7.14 129.8/7.14 128.5/7.45
131.4/7.38 131.4/7.47 129.7/7.185

136.6/5.63 131.6/7.38
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IX. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados de los estudios fltoqufrmcos de C. edulis, C.
sapota, C. pubescens y C. greggii reahzados en este traba]o, asi como los
previamente informados en la llteratura, es mnegable,que la quimica del género
Casimiroa esta gobernada por la sintesis Y preséncia de fimonoides, cumarinas,

flavonoides y alcaloides.

La obtencidn de zapoterina, un llmonoude, en forma cnstallna a partir de las

semillas de C. edulis, permmé Ia obtencuén de su estructura molecular por

al

andlisis de difraccién de:. Rayos X d rnanera que se pudo establecer

inequivocamente la posnmén del sustltuyente hldroxn en‘v.la molécula‘. Este

compuesto también se’ alslé de sermllas de C. pubescens

La presencia de zapotihzlwy Iar‘5,64,2;',3'.4' péritaniétox

junto con los informes en la literatura sobre las’ flavonas’ presentes-en C.

edulis, C. pringlei- vy -en -C. greggii tales como z}aﬁotina zapotinina, u5.6-

dimetoxiflavona, cerrosillina y cerrosillina B, entre otrés, ndlcan una presencna,

recurrente, en el género, de flavonas con nticleos 5, 6 dlsustltutdos.

En un principio, se podria catalogar como singular el ’ai'sla'm ento partir de C.

pubescens de tres derivados prenilados de la N-benioil.t'irarnidya,‘Ias' lla'rn‘ada/s‘
pubesamidas A, B y C, sin embargo, en un trabajo publicado .en 1956 se
informaba del aislamiento y caracterizaciéon de la N-benzoiltiramida a partir de

un extracto hexdnico de C. edufis. Debido a que el interés de los
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investigadores, en esa ocasién, era la busqueda de posibles alcaloides, - el
extracto hexanico antes referido fue lavado con ‘dna‘solucié'n acuosa de acido

clorhidrico. De acuerdo con !os datos proporcidnadbs en este trabajo, las

pubesamidas son extremadamente sensnbles al medlo écudo,‘de tal forma que

inclusive pueden sufrir transposiciones o hnd -1 sis por Ia a dez del cloroformo

deuterado utilizado en la adquisicién de ios datos espectrales de resonancua.

Por lo tanto es factible suponer’ que C.v edul/ amb n suntetlzara este tlpo de

nto con, écudo “se’ destruyeron ° se

compuestos, los cuales, debid‘o at tr. ta'

hidrolizaron para dar IavN-benzoﬂlflt‘

No obstante para proponer a est ‘estos:como releVantes en la

qufrmca del género Cas:mlroa, es necesar:o ealuzar su busqueda cundadosa en

las demas especies'del. género.

Por otro lado, en el presente estudlo,se determlné ‘la p'reselr'lcia,y 1a

concentracién de las cumarinas heraclenol heraclenlna,i felopterina .. e

isopimpinelina en hojas de C. sapota, C. édu/is, C' pubescens,VC. calderoniae y
en semillas de las ultimas tres especies; ademés, de semlllas de 'C. calderoniae
se aislaron isopimpinelina y felopterina Y. de~semi|las de C. pubescens se
aislaron isopimpinelina vy 8—geraniloxipsoralé?1§. to ‘que indiscutiblemente,

sefala a las cumarinas como quimiomarcadores del género, ya que hasta el

momento todas las especies estudiadas presentan este tipo de compuestos.

Estos hallazgos, asi como los informes en la literatura de las cumarinas
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aisladas de . Casimiroa,. apoyan la propuesta biogenética”para este tipo de

compuestos.. La _cual propone ala umbeliferona como el lintermediario inicial,

umbelliferona prenilada en" el adtomo de ca‘rbonoB, mientras gue’las cumarinas

sintetizadas por Ias demés especues elaboran pnnc:palmente furanocumarmas

tas que prov:enen de la prenllactén en el étomo de carbono CG de Ia

umbeliferona. Lo que puede constl(unr una dlferencla mterespecfﬁca.

Como se ha mencionado, las especies C. edulis y C. sapota presentaban .una
situacién taxondmica confusa. Lo que motivo a que se utilizaran tanto-datos
quimicos como caracteres morfoldégicos para su concreta delimiiacién;' De

acuerdo con los resultados presentados en este trabajo la concentracién'de las

cumarinas heraclenol, isopimpinelina, heraclenina y felopterina en hojas de C.

pubescens, C. edulis, C. calderoniae y C. sapota junto con‘ Ios~‘caracteres

morfolégicos de los foliolos, pecfolos y pecidlulos, constltuyeron Ios datos de
una matriz que a través de andlisis de ordenacién permmeron dehmltar a las

cuatro especies estudladas.
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Matriz Basica de Datos de Casimiroa

Output: NTSYSpc 2.02i, (C) 1986-1998, Applied Biostatistics Inc.

Date & time: 4:58:24 AM

Input parameters

Read input from file: C:\My Documents\FINALTESIS\FENEFINAL\COMPLETOS\Cfbdm62.nts
Format: width=9 decimals=4 Page width: 80 Field width: 9 Decimal places: 4 Page
width: 80

Comments:

Matriz Basica de datos de Casimiroa. Aida Nelly Garcia Argdez

Las columnas son OTU'S y las hileras caracteres

Los OTU'S con P= C. pubescens, E=C. edulis, S= C. sapota, C= C. calderoniae

Matrix type =1, size =24 by 62, missing value code =99 (rectangular)

Pl P2 P3 Pa PS5 P6 P7 P8
1 7.0000 3.0000 4.7000 3.5000 3.2000 6.0000 3.7000 4.0000
2 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000
3 2.0000 0.7000 2.0000 1.1000 1.4000 2.5000 1.6000 1.2000
4 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 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 6.6000 11.5000 ‘7.7000 7.2000 13.3000 7.5000 8.6000
7 2.4500 1.8300 1.8800 1.7900 1.8400 2.1000 2.0200 1.8600
8 2.7000 2.0600 2.1600 1.8700 1.9400 2.1000 2.1400 2.0400
a 4.0000 4.0000 4.0000 4 .0000 4.0000 4.0000 4.0000 4.0000
10 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
11 2.0000 2.0000 «2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 ‘
12 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ‘
13 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 i
14 0.0000 Q. 0000 0.0000 0 .0000 0.0000 0.0000 0.0000 ©.0000
19 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
16 0.0000 0.0000 0.0000 0.o0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
17 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
18 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
19 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
20 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
21 0.0100 0.0000 0.0000 0.0830 0.0000 0.0000 0.1050 0.0570
2z 0.1570 0.0110 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
~3 0.1450 0.4100 0.279%0 0.0660 0.0320 0.0470 0.0810 0.1480
*a 0.4510 0.1970 0.1550 0.0150 0.0000 0.0130 0.0240 0.0290

P9 r1o P11l :
1 5.0000 6.2000 4.8000
2 2.0000 2.0000 2.0000
3 1.6000 2.3000 1.5000
a 2.0000 2.0000 2.0000
o 1.0000 1.0000 1.0000
[ 8.5000 10.0000 9.0000
7 2.2300 1.6000 1.8300
23 2.2900 1.9000 2.0000
@ 4.0000 3.0000 4.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000




1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
2.0000 2.0000 2.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

0.0000 0.0000 0.0000 2.0000 2.0000 2.0000 3.0000 2.0000
1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000O 0.0000
0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 1.0000 0.0000 1.0000 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 i.0000 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
0.0000 0.1360 0.0580 0.0640 0.0520 0.0480 0.0860 0.0780
0.0000 ©0.0000 0.0000 0.6820 0.0980 0.1530 0.5870 c.1320
0.2010 c.0010 0.0640 0.1140 0.3310 0.8010 0.1100 0.7440
0.1210 0.0590 0.0170 0.5030 0.1650 0.2430 0.2570 0.1780

7.0000 7.4000 11.7000 12.0000 9.0000 8.9000 9.0000 10.3000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 2.0000
1.0000 1.4000 2.0000 2.0000 1.7000 1.7000 1.8000 1.2000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 2.0000
5.0000 % .0000 4.0000 5.0000 5.0000 5.0000 5.0000 3.0000
10.5000 10.6000 13.6000 14.0000 13.0000 11.0000 13.0000 14.6000
2.5600 2.2000 2.8000 2.2000 2.6000 2.3400 2.6000 2.7000
2.7600 2.4000 2.8900 2.5900 2.6000 2.6000 2.6000 3.2000
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 2.0000
2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 3.0000 2.0000 3.0000 1.0000
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000
0.0000 0.o0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
0.0000 0.0a90 0.0580 0.0360 0.0000 0.1110 0.0000 0.0190
0.0010 0.0290 0.012 0.0660 0.06000 0.0000 0.0000 0.1160
0.1290 0.0680 0.0000 0.0330 0.1480 1.2770 0.1640 0.0620
0.6260 0.3170 0.0920 0.2050 0.1080 0.1130 0.3080 0.1430

6.0000 12.3000 9.9000 6.4000 7.1000 8.5000 6.0000 10.0000
0.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
0.5000 1.%000 1.6000 1.0000 1.2000 1.4000 0.6000 1.0000
G.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
0.0000 3.0000 3.0000 5.0000 %.0000 5.0000 3.0000 3.0000
14.6000 17.5000 17.4000 13.2000 12.4000 11.0000 12.5000 12.8000
2.3000 2.0500 2.4800 2.6900 2.69%900 2.3400 2.3100 1.8500
2.2400 2.5000 3.1000 3.8800 3.1800 2.6000 2.5000 6.0400
3.0000 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
2.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000
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