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RESUMEN

Stauranthus perforatus L. (Rutaceae) es una especie utilizada (sélo en
México) con fines medicinales para combatir los dolores de cabeza, la epilepsia,
4 " '
como anestésico y para los “malos aires",

Considerando que las plantas medicinales constituyen una fuente
potencial de principios bioactivos, y que las especies de la familia Rutaceae
contienen metabolitos secundarios (particularmente cumarinas y alcaioldes) que
pueden desempefiar un papel importante en las interacciones planta-planta.y
planta—microorganis’mo. se realizé un estudio fitoquimico biodirigido de la rafz de
Stauranthus perforatus. Los ‘bioensayos consistieron en ia evaluacion de! efecto
de extractos y compuestos aislados sobre: a) germinacién y érecimiento radical
de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli; b) qrecimiento radical
de semillas pregerminagas de A. hypochondriacus, y c) creci_miento radial de 2
especies de hongos fitopatégenos: Alternaria sp. y Fusarium oxysporum.
También se evalud el efecto de la raiz y hojas incorporadas al suelo, sobre el
potencial floristico del mismo; el efecto de la raiz sobre una plaga de granos de
almacen (Sitophylus zeamals), y la posible toxicidad de estos granos, sobre
ratones. '

El extracto acupso mostré una actividad inhibitoria significativa sobre el
crecimiento radical de A. hypochondriacus (71.4%) en los diferentes bioensayos
realizados. Posteriormente, el fraccionamiento biodirigido del extracto
cloroformo-metandlico 1:1 condujo al aisiamiento de la xaniiletina, sesamina,
pellitorina y una furano-cumarina adn no descrita en la iiteratura.

,

En ias pruebas sobre semilias, se observé que la xantiletina mostré un

efecto inhibitorio de'la germinacion y crecimiento de A. hypachondriacus;



mientras que la pellitorina es la que mas afectd el crecimiento radical de E,
crusgalli .

La fraccién 105-106 (300 ppm) mostré alta actividad antifingica contra
las dos especies de hongos; a 500 ppm, la fraccién 31-36 fué mas activa para
Alternaria sp., mientras que para F. oxysporum, fué la fraccidn 53-59.

En las prusbas en invernadero, se observé que las hojas de Stauranthus
perforatus, incorporadas al suelo, son las que demostraron el mayor efecto
alelopatico sobre el crecimiento de malezas.

Es altamente probable que la pellitorina y la sesamina sean las
responsables de la actividad Insecticida maostrada por la raiz de la planta sobre
Sitophylus zeamais ya que estas, han sido reportadas con estas propiedades
ademas, es la primera vez que se describe al efecto inhibidor del crecimiento
vegetal de la pellitorina,

Los granos de malz utilizados en las pruebas con insectos, no mostraron
ningun efecto sobre los ratones de prueba.



l- INTRODUCCION

1.1 La Ecologia Quimica y la Alelopatia.

Dentro de las comunidades, en todos los ecosistemas, muchas especies .

interactuan quimicamente entre sl mediante la produccién y liberacién de
metabolitos secundarios que pueden funcionar como atrayentes, estimuladores o
inhibidores. Este fenémeno es materia de estudio de la ecologia qulmica.

La ecologia quimica ha tenido un auge enorme en los Ultimos afios debido
en parte, al répido incremento en la Identificacion de moléculas organicas en
microcantidades, y. al conocimiento que los ecologos han generado sobre el
importantismo papel que tienen estas sustancias, particularmente metabolitos
secundarios como alcaloides, taninos y terpenoides, en las complejas relaciones
que existen entre animal- animal, planta-animal o plahta-planta, en el
medioambiente (Harborfne. 1989). Por ello es importante el redescubrimiento de la
riqueza potencial de los vegetales, como fuente de una gran diversidad de
compuestos que pueden ser utilizados en beneficio del hombre,

Dentro de la ecologia quimica podemos reconocer diversos campos de
estudio, por ejemplo, la alelopatia que es definida por Rice (1984) como cualquier
efecto benefico o perjudiclal, directo o indirecto, de una planta sobre otra
(incluyendo a los microorganismos), por medio de la produccién de compuestos
secundarios liberados al medio.

Varios tipos de metabolitos secundarios implicados en la alelopatla han sido
discutidos con detalle por Rice (1979, 1984), Thompson (1985), y Putnam y Tang
(1986). La mayorla de los metabolitos secundarios se producen a través de vias
metabolicas secundarias, a partir de vias metabdlicas principales; generaimente



tienen su origen en las vias del &cido siquimico y del acetato, cuyas principales
rutas de biosintesis se muestran en la figura 1 (Mann, 1987).

La funcidn de los metabolitos secundarios en la comunicacién quimica entre
los organismos, es de vital importancia para diversos procesos biolégicos y
acoldgicos, como la defensa, |a atraccion de presas, la repelencia de depredadores,
la supresién de competidores, la atraccién de la pareja y por lo tanto la
reproduccién, el marcaje termitorial, etc. A grandes rasgos, gstos metabolitos
secundarios se pueden clasificar en dos grupos: 1) Las feromonas, que son
compuestos secuhdarios que median interacciones entre organis(nos de la misma
especie; 2) los aleloguimicos que intervienen en las interacciones entre organismos
de diferente especie.(Anaya, 1981).

Los metabolitos éecundarios sonmuy variados y tal vez mas numerosos que
los primarios (proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos nucléicos), pero a diferencia
de éstos, la mayorfa no desempefia un papel metabdlico fundamental en el
organismo que los produce.

Los productos secundarios pueden ser clasificados, desde el punto de vista
blosintético, en cinco grandes categorias: fenilpropanos, acetogeninas, terpenoides,
esteroides y alcaloides (Whmaker y Feeny, 1971). El destino de estos compuestos
secundarios es muy dlverso muchos de ellos pueden perjudicar ala planta que los
produce, por ello, ésta:debe deshacerse de ellos o neutralizarios, ya sea que les
adicione algun radical para tornarlos inocuos, los almacene en-células muertas
(duramen de la madera) o los descargue al exterior por diversos caminos como la
fixiviacion de la superticie foliar, gutacidn, exudacién de las raices, volatilizacién o
descomposicidn (Anaya, 1981).
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1
Figura 1. Principales vias biosintéticas del metabolismo
secundario ( Tomado de Mann, 1987).
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1.2, MODOS DE ACCION DE LOS ALELOPATICOS

Los modos de accién a través de los cuales los compuestos alelopaticos
alteran el crecimient'o, el desarrollo, la reproduccién o la salud de las plantas son
dificlles de poner en evidené:ia. En general, s6lo se evalian procesos como la
inhibicién del crecimiento radicular o la germinacion de las semillas; sin embargo, la
alteracién de estos procesos es en realidad, el resuitado de los efectos primarios
que ocuren a nivel fisioléglco o bioquimico.

El modo de 'accién delos alelopéticos puede darse en forma directa o
indirecta. Los que acttan de manera directa inciden sobre varios aspectos del
crecimiento y del metabolismo de las plantas, a través de los llamados efectos
primarios, alterandolos desde un nivel celular. Einhellig (1986) sugiere que las
perturbaciones de las membranas y las interacciones con fitohormonas pueden ser
dos de los modos primarios de accion de estos compuestos, y que estos no son
mutuamente excluyentes. La figura 2, muestra una posible secuepcia de los modos
de accion de los dcidos fendlicos y sustancias cercanamente relacionadas.

Los alelopaticos que actian de manera indirecta, producen efectos a través
de la alteracién de las'propiedades del suelo y su estatus nutricional, asf como de
cambios en las poblaciones de los organismos del suelo y por lo tanto, de su
actividad nociva o ben'éﬁca. Esto consecuentemente, afecta el \)igor y crecimiento
Optimo de las plantas.
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Figura 2, Niveles de accién de los Aleloquimicos.( Tomado deEinhellig, 1986)
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1.3, Elsueloy los alelopdticos

1
El suelo es uno de los sitios donde se depositan y actian los alelopatices. El

nimero de casos en que estos compuestos se han aislado e identificado y se ha
demostrado que estén relacionados con la inhibicién de determinadas plantas en el
medio, es aun pequefio. Esto se debe a la complejidad del problema, ya que junto
con los alelopaticos, estdn involucrados, directa o indirectamente, otros factores,
como los organismos patégencs del suelo, las deficienclas nutricionales y las
propiedades fisicas de los suelos (Anaya, 1981 ).

Los alelopéticos depositados en el suelo, generalmente provienen de
exudados de las ralces de las plantas que los producen, de lixiviados de las hojas y
los troncos, de toxinas.que son elaboradas por los microorganismos como producto
de su metabolismo, o por descomposicidn de la materia orgénica muerta.

Los aleloquimicos pueden ser transportados en la fase de vapor del suelo,
como solutos en la fase acuosa o adheridos a las particulas del mismo; sin
embargo, muchos procesos y factores pueden infiuir en el transporte de
compuestos orgdnicos en el suelo, como la estabilidad y reactividad del
aleloquimico, las propiédades flsicas y quimicas del suelo {(conductividad eléctrica,
pH, capacidad de intercambio catiénico, contenide de materia organica y de arcilla),
las condiciones ambientales en relacién con la temperatura y 1a humedad, el estado
fenol6gico y la actividad de las plantas y los microorganismos presentes; de todos
éstos, la retencién y la transformacién (degradacién) ocupan un lugar importante
(Cheng, 1995).

El proceso de retencidn puede ser irreversible, si los compuestos quimicos
quedan adheridos al suelo y no estan disponibles para la planta, o reversible



cuando solamente se retarda el transporte de los aleloquimices. Frecuentemente, el
procesa de retencién se considera como una particion o divisién de los compuestos
quimicos entre la fase acuosa y la superficie de las particulas sélidas del suelo, y se
asume que es irreversible y esta en equilibrio. Los mecanismos que controlan la
cinética de retenciéri y activacién de la energia requerida para liberar los
compuestos quimicos de la superficie de las particulas, son aun desconacidos.

El proceso de transtormacién (degradacion) de la materia orgénica, puede
inactivar ¢ incrementar el potencial alelopético de un compuesto quimico o de un
suelo. Se ha puesto especial atencidn a los procesos de transformacién que llevan
a cabo los microorganismos, en los cuales se basa el reciclaje de elementos y
compuestos en el ecosistema,

)
Los aleloquimicos pueden ser altamente reactivos, coma consecuencia, las
reacciones entre éstos y los minerales del suelo son muy variables e impredecibles;
por ejemplo, muchos acidos fendlicos son rapidamente oxidados por el oxido de
manganeso, que es comun en el suelo. Este tipo de reaccion quimica puede
transtprmar los compuestos quimicos rapidamente sin darles tiempo de expresar su
potencial alelopatico, esto determina que pierdan su fitotoxicidad (Cheng, 1995).

La influencia de la materia orgénica del suelo sobre la estabilidad de los
aleloquimicos fue demostrada por Lehmann y Cheng (1988), quienes observaron
que los &cidos fendlicos san mas estables en la superficie de suelos de bosque que
en suelos agricolas cblﬂvados, debido a que la materia orgénica en los suelos
boscosas, reduce las posibilidades de reaccion con el éxido de manganeso sabre la
superficie. Esta reactividad puede ser reducida sl la materia organica es removida
del suelo mediante una axidacién.
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* - ANTECEDENTES
il.1. Las rutdceas y los aleloquimicos

La familia de las Rutaceas posee una gran riqueza de metabalitas secundarios. En
diversos estudios realizados sobre esta familia, se han aislado ¢ identificado diversos
compuestos con actividad biolégica. Ademds ha sido descrita como productora de
aleloquimicos (Basquin et al., 1967), algunos de los cuales poseen propiedades
alelopaticas (Berembaum, 1988)

Entre los compuestos caracterizados en especles de Rutaceas se encuentran los
sigulentes:  alcaloides, :cumarinas, agliconas flavonoides, gficdsidos, cromonas,
acetofenonas y terpencldes tetraciclicos altamente oxidativos (limonoides y cuasinoides),
entre otros (Waterman, 1993).Dos de los grupos mas abundantes dentro de las rutaceas
son las cumarinas y los alcaloides.

il.2. ALCALOIDES

La mayorfa de los alcaloides se encuentran en el reino vegetal. El 40% de todas las
familas de plantas poseen aicaloides, pero en las Rutaceas spn muy comunes. La
importancia de los alcaloides en el metabolismo de las plantas ha sido muy debatido, sin
embargo, son numerosas las evidencias en relacioén a su papel como protectores contra el
ataque de herviboros y también como almacenes de nitrégeno.

Debido a sus propledades bloactivas, algunas medicinales, los alcaloides son de
gran interés para el ser humano; muchos de ellos son usados como drogas (atropina,
morfina, cocalna y colchicina), otros cormo estimulantes (cafelna y teobromina), y otros més
camo alucindgenos (mescalina). La clasificacion de los alcaloides est4 basada en su

10



estructura y en su origen biosintético. De todos los grupos, solo algunas isoquinolinas
estdn presentes en las Rutaceas; sin embargo, las quinolinas, las acridinas y las
furoquinolinas son mayoritarias en epecies de esta familia (Price,‘ 1963; Watermann and
Ground, 1985). Por ejemplo, en la ruda, Rula graveolens, se han ldentificado todos los
alcaloides del tipo qulnolefnas. Algunos alcaloides encontrados en las Rutaceas, asi como
sus propledades, se muestran enlatabla 1. ‘

i1.3. CUMARINAS
!
Mas de 700 compuestos cumarfnicos han sido aislados de plantas. Existen tres

grandes clases de cumarinas: las cumarinas simples, las furanocumarinas y las
piranocumarinas.

Las cumarinas simples se han aislado de mas de 100 familias de plantas
superiores; las furano y piranocumarinas que usualmente se encuentran en estado libre en
ralces y frutos, estan restringidas principalmente a dos grandes familias de plantas, las
Umbelliferae y las Rutaceae (Harborne and Baxter 1993),

Las furanocumarinas tienen mayor actividad bioiégica que las cumarinas simples;
en particular, muestran efectos de fototdxicidad (Towers, 1980) y muchas son alergénicas
(Mitchell and Rook, 1979), También se ha demostrado que tienen una cierta toxicidad
sobre los insectos, aun cuando algunos de ellos son‘capaces de bloquear el efecto de
estas toxinas (Berembaum and Zanger!, 1988). Para los mamiferos y los humanos, las
cumarinas mas peligrosas son las aflatoxinas, las cuales son hepatbtéxicas. y el dicumarol
que tiene efectos anticoagulantes. Actualmente se sabe que algunas cumarinas tienen
actividad alelopatica, pues a bajas concentraciones, las cumarinas simples y el acido-cis
cindmico, parecen estim.ular el crecimiento de plantas, y algunas otras furanocumarinas
inhiben fa germinacion de semillas (Sinha-Raj et al, 1976, Citado por Gray, 1978.). Algunas
de las cumarinas aisladas de |a familia de las Rutaceas se muestran en la tabla 2.

11



Tabla 1: Algunos alcaloides aislados de las Rutaceas.

ALCALOIDES ESPECIES ACTIVIDADES

ISOQUINOLINAS

a-Aliocryptopina Excepclonaimente en Zanfoxylum Agente oxitdxico

(a-fagarina) SPR.

Canadina Fagara rhoifolia, Z2anthoxylum Actua como hipatensivo,

brachiacanthum y Z. veneficium.

Fagaridina*, Zanthoxylum spp. y Z. tessmanii.  No reportada.

Fagaronina*, Z, zanthoxiliodes y otras Rutaceas.  Antitunmoral, antibacterial, inhibe
la transcriptasa reversa en varios
virus.

Magnofiorina Zanthoxylum spp. Bloquea los agentes

{talictring, corytuberina, etc.) neuromysculares y es hipotensivo
en roedores.

Nitidina *. Zanthoxylum amenicanum, Z. clava  Antitumoral, inhibe la transcriptasa

(angolinina) y Fagara spp. reversa  de  varos  virus
oncogeénicos.

Sanguinarina Zanthoxylum spp. Antibacteriana,  antiinflamatorio,

{pseudofoqueleritrina) citotéxico, etc.

QUINOLINAS

Acronidina* Acronychia  bauer,  Melicope No reportada.

leplococca y  Sarcomeliope
lelocarpa.

Acronicidina* Acronychia baveri y Melicope Depresor del sistema  nervioso

fareana. central,

Acranicina* Acronychia baven, A. haplophyllay Agente antitumoral, puede ser

Melicope leptococca. carcinogénico,

Acrofilina* Acronychia haplophylla No reporfada

Arborina* Glycasmis arborea, Rula Hipotensivo e Inhibidor  del

{glicosina) graveclens y  Zanthoxylum agonista del S.N.C.

budrunga.

Arborinina* Glycosmis  arborea,  Fagara Actividaq espasmolitica.

leprieurii, Euodia xanthoxyloides, :
R. graveolens,, T. nalalensis y
olras..

Atalinina* Alalantia ceylanica (sin. A. wighti)  La infusién de las hojas es
aplicada para calmar la comezdn y
otras enfermadades de la piel,

Balfourodinium* Balfourodendron nedefianum y Inhibidor del  crecimiento  de

Choisya temata. plantas,

Bucaraina* Haplaphylium buchancum Hipotérmico y supresor agresivo
de fas regpuestas a estimulaciones
eléctricas en ratas.

Casimiroina® Casimiroa eludis No reportada.

Cusparina’ Galipea officinalis Antiespagmadico, antipirético,
antidisentérico, antidiarreico, etc.

Dictamnina* Dictamnus, Afraegle, Esenbeckia, Antibacteriana,  antifungica vy

(dictamina) Auta, Zanthoxylum, Gejjera, etc.,  estimu- jador de contracciones

s musculares.
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Tabla 1: continuacidn,

[

Dubamina*

Dubinidina* :
Evoprenina*

Evoxanthidina*

Evoxina*

(haploperina)

4-Fagarina*
(haplofina, aegalinina, elc.)

Flindersina*
Galipina®
Graveolina'
(rutamina)
Haplofilldina.*

Maculina*

Melicopicina*

Pteleatina*®

Robustina*

Ribalinium*

Robustina* .

Rutacridona®

Rutacridona epoxica*
Skimmianina*

(cloroxilonina, B-fagarina, elc:)

'

Veprisinium*

Haplophyllum  dubium y H.
fatifolium.

Haplophyllum dubium
Euodia alata
Euodia xanthoxyloides.
Orixa japdnica, E. xanthoxyloides,
Teclea baiviniana, Moniena tnfolia,
y Haplophyllum spp..
Fagara coco, Zanthoxylum spp,
Aegle  marmelos, Dictamnus
angustiloliys, etc.
Haplophyllum perforetum,
Flindersia australis.
Cusparia febrifuga
Rula graveolens y R bracleosa

\]
Haplophyllum perforatum.
Esenbeckla  ltoralis,  Teclea

simplicifolia, Flindersia maculosa,
F. dissosperma, Sargentea greggi.
Acronychia  bauen,  Melicope
leptococca Teclea boiviniana..elc.
Ptelea trioliata.

Dictamnus caucasicus,
Zanthoxylum  spp, Haplophyllum
robustum, etc.

Ruta graveolens y
Balluorodendrum riedelianum.

Toddalia aculeata, Haplophylium
robustum, Dictamnus caucasicus,
Thamnosma monlana .

Ruta graveolens 'y  Rula
chalepensis.

Ruta gravedlens,

muy comun en las rutaceas: Ruta
g. Glycosnis, Flindersia,
Haplophylium, ~ Zanthoxylum y
Murraya spo.

Vepris louisii

Fuerte agente antimicrablano

Depresor dei  SN.C, tiens
actividad hipotérmica..

No reponiada,

No reportada.

Efectos sedantas y espasmoliticos,
actividad moderada como

inhibidor del sabor en insectas.
Anti-arrlimico, principal de F. caco.
No reportada,

Actividad antiespasmadica, .
No reportada.

Hipnético  sinergista vy

depresor del S.N.C.
No reportada.

fuerte

No repoitada.

Antibacterial contra
Mycobacterium smegmatis,
Staphylococcus aureus y Candioa
albicans,

Fuentes electos barbitiricos.
Gangliopélgico e Inhibidor del
crecimiento en plantas. sus sales
son - moderadamente
antibacterianas.

Produce potentes  efectos
barbitttrigos.

No reportada,

Fuerte actividad antibacterial y
antimicrpbial.

Analgésico, anticonvulsivo,
antipiréticoloxico  en  Candida
albicans y  Saccharomyces
cerevisiae.

El extracto es usado contra
enfermadades de la piel de origen
bacteriano.

* Alsladas solo de rutaceas.
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Tabla 2: Algunas cumarinas aisladas de las Rutaceas.

ESPECIES ACTIVIDADES
Alioimperatorina Asgle marmelos, Poncius tnfoliata, y Inhibidora  del  crecimiento  de
{prangenidina) Thamnossoma montana. microorganismos,

Bergapten Citrus bergamia, Fagara sppy Ruta Téxico para peces, Sapos Y

(pergapteno, heraciina) ! graveolens. caracoles. ES letal y causa efectos
clastogénicos en cultivos celulares
de mamiferos.

Byakangelicina ! Citrus spp. Inhibe la gonadotropina coridnica
humana y en animales de
laboratorio.

Chalepensina Ruta graveolens, Psilopeganum Causa antifertilidad en ratas, en dosis

(xitolenina) sinense y Boenninghausenia spp. no téxicas.

Dacursinol Aegle marmelos Disminuye la frecuencla cardiaca de
células de miocardio en cultivo,

Hellettina * Heligtta longifolia y Ruta chalepensis  Inhibidora tumorat in vitro

{calepina)

Hernlarin Auta montana Actividades antifingicas y

{ayapanina) antibacterianas

Impaeratorina Citrus meyen, Aegle marmelos, Antimutagénica, toxica para sapos y

{ ammidina, marmelosina, Pastinaca, Angelica y Heracleum peces.

etc.) SpP.

Isopimpineiina . Citrus aurantifolia Efectos pescicidas y antifungicos,
actividad tuberculostatica.

Luvengetina Luwunga scandens,  Chioroxilon Actividad antiftingica moderada.

: Swietenia y Hesperethusa crenulata.

Micromelina Micromelum integemimum Actividad antitumoral reportada.

(micromelumina) . .

Nodakenetina Chloroxylon y Ptelea spp. inhibe la agregacién de plaquetas
humanas in vitro

Osthol Citrus, Clausenia, Creoridium y Actividad antimutagénica y

Haplophyllumm spp. propiedades antimalariales,

Ostruthina Eriostemon  tomentellus, Luvunga Antifingfca, antibacterial y

eleutherandra y olros géneros. actividades antimalariales.

Psoralen Phebalium argenteum, Ficus carica y  Actividad fotosensitibizante,

{ficusina) Xanthoxylum flavum, inhibidora del crecimiento, etc.

Rutamarina * Auta graveolens, Boenninghausenia Actividad antitumoral contra las

(acetato de calepina) faponica y Chloroxilon swigtenia. gélulas Hela, boqueando la sintesis

e DNA,

Rutarina* Ruta graveolens y Auta chalepensis.  Actividades  antibacterianas  y

(campesenina) ' antifingicas moderadas.

Scoparona Fagaria macrophylla y Zanthoxylum Actividad antihepatotoxica,

{dimetoxi-cumarina, etc.) schinifoliurn, movilizacién del calcio en el misculo
liso.

Seselina Cilrus  aurantium,  Haplophyllum  Actividad antifungica contra

{amirolina) dublum Flindersia bennettiana y Curvulania lunata y Aspergillus niger.

Myrtopsis spp.
Umbeiiterona Aegle marmelus y Citrus grandis Antibacterlana y aniifingica; es

(skimmetina, hydrangina, etc.)

Xantotoxina Es muy comin en los géneros: Auta
(ammaoidina, methoxalen, efc.) * y Fagara.

usada en cremasy lociones,
Antibacleriana linhibidora del
crecimiento, espasmolitica, entre olras.

* Aisladas solamente de Rulaceas.
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Il. 4. Stauranthus perforatus (Rutaceae)
Ubicacién Taxonémica

La ubicacion taxondémica de Stauranthus perforatus Liebm., de acuerdo con Gray'S (1950)
es la siguiente:

Reino Piantae

Division Spermatophyta
Subdivision Angiospermae

Clase Dicotyledonae

Orden Geraniales

Familia 1 Rutaceae

Género Stauranthus
Especie " S. perforatus Liebm.

Caracteristicas Generales.

Los individuos de esta especie son drboles o arbustos, con ramas pardo-rojizas,
hojas unifoliadas, con el dpice repentinamente acuminado, coriacgas y de color verde
brillante, la venacidn del envés es plana o prominulosa; el eje follar es delgado pero
prominente, el haz estd densamente glanduloso y su venacién es prominulosa. Las hojas
miden de 6 a2 9.5 cmde Iarbo y 1.3 a2.5 cmde ancho

Los peciolos son firmes, miden de 5 a 8 mm de largo y son subcilindricos. Presenta
pocas flores, en pequefios racimos o paniculas terminales o axilares; pedicelos sélidos de
2 mm de largo; caliz de 1.8 mm de ancho, los Idbulos son muy obtusos; ovario liso; fruto
globoso, alrededor de 8 mm. de didmetro; semillas globosas, de 7 mm. de diametro.
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I.5. JUSTIFICACION

En México existen muchas especies de rutaceas que no han sido estudiadas desde
el punto de vista fitoquimico, ni alelopético. Una de ellas es Stauranthus perforatus, que
junto con otras especies de rutaceas como Zanthoxylon fagara, Esenbeckia pentaphylia y
Pilocarpus racemosus, son conocidas por el nombre de Tankas-ché. Todas ellas son
arboles hasta de 15 m de altura que se distribuyen casi exclusivamente en la peninsula de
Yucatan, en las selvas medianas y bajas de esa region. '

Por ,su abundancia, los d4rboles de Stauranthus perforatus son elementos
importantes en el estrato medio de las selvas. En algunas localidades se les da un uso
medicinal (hojas y raices) como remedio para los dolores de cabéza, para combatir la
epllepsia y para los malos aires. ‘

Por lo anterior, el estudio de Stauranthus perforatus es importante, pues contribuira
al conocimiento de nuevos y diversos metabolitos secundarios de las Rutaceas, que
pueden tener un uso poténcial en beneficio del hombre, y en un futuro pueden darnos
alternativas para resolver problemas de control de plagas y malezas, entre otros.
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M-OBJETIVOS

.1, GENERAL

1) Determinar el potencial aleloquimico de Stauranthus perforatus por medio de un
estudio fitoquimico biodirigido, e iniciar el aislamiento e identificacion de los constituyentes
bioactivos.

.2, ESPECIFICOS

1.1) Realizacién de bioensayos con lixiviados acuosos y exiractos organicos de
Stauranthus perforatus sobre:

.a.- Germinacién y crecimiento radical de una dicotiledonea  (Amaranthus
hypochondriacus)y una monacotiledonea {Echinochloa crusgall).

b.- Crecimiento radjal de hongos fitopatégenos (Alternaria sp. y Fusarium
oxysporum)

1.2) Fraccionamiento del extracto organico de la ralz, con el fin de seguir la actividad
blolégica a través de los bioensayos antes mencionados, y facllitar la purificacion y
alslamiento de los constituyentes bioactivos.

1.3) Evaluar el efecto de larafz y las hojas de S. perforatus, incorporadas al suelo, sobre el
Potencial floristicodel ;| mismo,

1.4) Evaluar el efecto de'la ralz sobre insectos plaga de granos almacenados (Sitophylus
zeamals). ;

1.5) Evaluar su toxicidad en ratones.

17
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V. MATERIALES Y METODOS

IV.1. MATERIAL BIOLOGICO

La planta fué colectada (en 1993) en el municipio de Carrillo Puerto,
Quintana Roo y fué identificada en el herbario del Instituto de Biologla de la UNAM.
Para este trabajo se utilizaron las haojas y la ralz las cuales se secaron a
temperatura ambienta. '

\

IV.2. EVALUACIONES BIOLOGICAS PRELIMINARES

Se realizaron pruebas preliminares con la raiz y las hojas de Stauranthus
perforatus por separado, poniendo en practica los siguientes procedimientos y
bloensayos. Tadas las pruebas realizadas a lo largo de todo el trabajo, se resumen
enlafigura3 |

IV.2.1, Lixiviados acuosos.

Se prepararon lixiviados acuosos de cada una de las partes de la planta, a
una concentracién del’ 1 Y 2%, poniendo a remajar el material vegetal en agua
destilada durante 3 horas. Los lixiviados se filtraron con papel filtro Whatman No.4,
y se les midié la presion osmética (osmémetro de punto de congelacién Osmetie A)
para asegurar que ésta no fuera muy alta y afectara por sf sola a los organismos de
prueba (7 y 17 mosm.) ’

Los lixiviados acuosos se praobaron sobre la germinacion y el crecimiento
radical de una dicotiledonea, Amaranthus hypochondriacus L. (Amaranthaceae) y
una monocatiledonea, Echinochloa crusgalli {L.) Beaurv. (Poaceae); las cuales son
especies de fécil manejo, alta viabilidad y germina&lén. Ademas, A,



hypochondriacus es un semicereal de importancia econémica y la E. crusgalli esta
considerada dentro del grupode las 10 malesas mas importantes a nivel mundial.

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de § cm de didmetro. En cada
caja se agregaron 1,5 ml del lixiviado correspondiente. Los confroles se prepararon
con 1.5 ml de agua destilada.

En cada caja se sembraron 10 semillas de la especie respectiva. Las cajas
se colocaron en una estufa a 27° C y en la oscuridad. Los experimentos se
realizaron bajo un diseio de bloques completamente al azar con cuatro repeticiones
por tratamiento. Des"pués de 24 horas se midio la longitud radicular de A.
hypochondriacus, y después de 48 horas la de E. crusgalli asimismo, se determind
el porciento de germinacidn. Los resultados obtenidos se analizaron por medio de
un andlisis de varianza y pruebas de comparacion de medias (Duncan e = 0.05%)
(fig. 3).

IV.2.2. Extractos ofganicos
)

10 g de raiz y hojas de S. perforatus secas y molidas, se maceraron por
separado en metanol durante 48 horas a temperatura ambiente. Los extractos se
filtraron a través de papel filtro Whatman No. 4. Después de filjrados, el disolvente
se evaporé a sequedad.: '

La actividad alelopatica de estos extractos fué determinada por medio de
bioensayos sobre semillas, realizados en cajas de Petri de 5 cm de didmetro. En
cada caja se coloco un circulo de papel filtro al que se le édicioné 1.5 ml del
extracto disuelto en metanol, a diferentes concentraciones (50, 100 y 200 ppm). Las
cajas abiertas se colocaron en una campana de extraccion para evaporar el
disolvente, y posteriorrﬁente se humedecio el pape! con 1.5 ml de agua destilada.
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A diferencia de-los bioensayos anteriores (inciso IV.2.1), aqui se utiiizaron 2
tipos de testigos; al primero se le agregd 1.6 ml de disolvente al papel filtro, se dejé
evaporar y luego se le adiciond 1.6 ml de agua; al segundo, sélo se le agregé 1.5 ml
de agua destilada al papel filtro, Las condiciones experimentales de estos
bicensayos fueron las mismas que para los anteriores (fig. 3).

t

IV.3. FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO

Con base en las pruebas anteriores, se realizé un extracto con cloroformo-
metanol (1:1) de la ralz de la planta, como se muestra en |a figura 4.

El extracto obtenido se fraccioné mediante una columna cromatogréfica,
utilizando como adsorbente 2.53 kg de gel de silice desactivado (G60 Merck de 0.2-
0.5 mm). El proceso de elucidn se efectud con hexano, acetato da etilo y metanol en
diferentes proporciones; se recogieron un total de 115 fracciongs de 500 ml cada
una. Cada fraccién se analizé por cromatografia en capa fina, y se unieron aquellas
que fueron similares. | V
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MATERIAL VEG

: A
Extraccidén con

ETAL (Raiz)

(2.625 kq)

'CHCL,~MeOH 1:1

Residuo vegetal

perforatus,

4
Filtracidn

Extracto CHCL,-MeGH

concentrar
in vacuo

v
extracto total
concentrado
(252.87 g.)

Figura 4. Extraccidn orgdnica de la raiz de Stauranthus
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iv.3.1. Pruebas sobre Semillas

Todas las fracciones se probaron sobre las mismas especies de semillas,
siguiendo un procedimiento similar descrito en el inciso b (extractos organicos) con
el fin de seguir la actividad biolégica e ir separando los compugstos responsables.
Como las fracciones resultaron solubles en distintos solventes, se hicieron cinco
bioensayos, cada uno‘de los cuales correspondia al solvente en el cual se disolvian
las respectivas fracclones. i

Iv.3.2. Pruebas sobre semilias pregerminadas.

Se pusieron a germinar de 100 a 200 semilias de A. hypochondriacus sobre
papel filtro humedecido en cajas de petri de 15 cm de didmetro durante 18 horas, en
la oscuridad, a 27°C, con objeto de que la germinacion se lievara a cabo (se
considerd que las semillas hablan germinado cuando la ralz protuyd). Esta prueba
no se realizd con E, crusgalli debido a que se tenia poca cantidad de cada una de
las fracciones. Posteriormente se escogieron al azar las plantulas, colocando 10 en
cada caja de petri con los diversos tratamientos (50, 100 ‘y 200 ppm). Estos
bioensayos se realizaron bajo un disefio de bloques completamente al azar, con
cuatro repeticiones por tratamiento y en las mismas condiciones arriba descritas.
Después de 24 horas se midié la longitud de la radicula. los datos se analizaron
mediante 1a prueba de t-Student (fig.3).

iIV.3.3. Pruebas con hongos fitopatégenos

Se escogieron, dos especies de hongos fitopatégenos de importancia
economica: Alternaria sp 'y Fusarium oxysporum. Los bloensayos se realizaron en
cajas de Petri de 10 cm de didmetro; en cada caja se agregaron 10 mi de medio de
cultivo PDA (papa-dextrosa-agar) y 10 ml de solucién a 100, 300 y 500 ppm de la
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fraccién cromatogréfica correspondiente, disuelta en agua destilada a bafio marfa.
Al control sélo se le agregaron 10 ml de PDA y 10 ml de agua destilada. Una vez
que el PDA se solidificd, se procedié a inocular cada caja con un inéculo de 7 mm
de didmetro del hongo correspondiente, que se tomé de una cepa pura de ocho
dias de crecimiento. Las cajas se incubaron en una estufa a 2790. El experimento
se realizd bajo undi sefio de bloques al azar con tres repeticioneg por tratamiento.

El crecimiento radial de los hongos se midio'dos veces, 3 los 3y Bdias dela
siembra del inéculo, tomando dos lecturas transversales del diametro y
promediandolas. Los datos obtenidos se * analizaron por medio de un andlisis de
Varianza y pruebas de comparacién de medias (Duncan a = 0.05%).
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V.4, PRUEBAS EN INVERNADERO

Para determinar la accién fitotoxica de la ralz y las hojas de Stauranthus
perforatus incorporadas por separado al suelo, se realizé un experimento en
invernadero de la siguiente forma: ‘

La ralz y las hojas se trituraron por separada en un molino mecanico;
posteriormente se Incorporaron al suelo en proporciones del 1y 2%, en macetas de
plastica (con capacidad de 250 g) como se muestra en la siguiente tabla:

L

Contenido por maceta

Tratamientos Tierra Vermiculita Herbicida Raiz Hojas

(1%) {d) (g) (dosis) {a) (9)
Control negativo 247.5 25 - - -
Control positivo 2475 2.5 5.6 kg/H - -
Ralz 247.5 - - 25 -
Hojas © 2475 - - - 2.5
Tratamientos ,

(2%)
Control negativo 245.0 5.0 - - -
Contro! positivo 2450 5.0 11.2 kg/H - -
Ralz 245.0 - - 5.0 -
Hojas 2450 - - - 5.0

El suelo utilizado fue colectado en San Pablo Oztotepec, Milpa Aita, D.F. Se
seco al alre y se tamizd a través de una malla (1.41 mm) parg eliminar las restos
organicos y algunos organismos del suelo. Este suelo se eligi6 debido al abundante
potencial florlstico que posee.

!

Con la finalidad de comparar el efecto de un herbicida can el de la planta, se
utilizé como control usando Dacthal w-75. E control negativo contenfa sélo suelo.
Para el caso del herbicida se utilizaron dos dosis: la dosis recomendada {(11.2
kg/Ha) y una dosis baja (5.6 kg/Ha ), Este experimento se realizé en el invernadero
bajo un disefio de bloques completamente al azar con cuatro repeticiones por
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tratamiento, Semanalmente se realizé un conteo del nimero de malezas presentes
en cada maceta. El e;xperimento tuvo una duraclén de siete semanas. Los datos
fueron procesados por medio de un andlisis de varianza y pruebas de comparacion
de medias (Duncan e = 0.05%).

iIV.5. PRUEBAS SOBRE Sitophylus zeamals (plaga de granos de almacén)

Se determind el efecto de la raiz de S. perforatus secada, tamizada y molida
(malla 0.297 mm), sofare la sobrevivencia de Sitophylus zeamais Mots (Coleoptera:
Curculionidae), un gorgojo plaga de granos almacenados. '

'

Los insectos fueron proporcionados por ef laboratorio de toxicologia del
Instituto de Fitosanidad del Colegio de Posgraduados. En el laboratorio se
mantuvieron en condiciones adecuadas dentro de frascos con semillas de maiz
cachuazintle (Zea mays L. var. cachuazintle).

El experimento se realizd en frascos de pldstico, cada uno conteniendo 100
g de malz cacahuazintle. Los{ratamientos fueron los siguientes:
1.- Control: Maiz solo.
2.- Malz espolvoreado con 1g de ralz en polvo.
3.- Malz con 2g de raiz en poivo,
4.- Malz con 3g de ralz en polvo.
5.- Maiz con 4g de raiz en polvo.

Se colocaron 12 parejas de Sitophilus zeamais en cada frasco y el
experimento se realizé bajo un disefio de bloques al azar con 4 repeticiones por
tratamiento; al final del experimento se midi6 el porciento de sabrevivencia, mismo
que se obtuvo contando el nimero de organismos vivos en cada frasco, al érmino
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de 2 semanas de iniciado el experimento. Después de esto, los adultos, tanto vivos
como muertos, se retiraron de todos los frascos.

IV.6. PRUEBAS DE TOXICIDAD EN RATONES

Se realizé tambien una prueba con ratones para detarminar la posible

toxicidad de los granos del mafz tratado con la ralz en polvo de S. perforatus.
, .

En este experimento se usaron 20 ratones machos de la misma colonia,
los cuales se dejaron en ayuno durante 24 horas. Posteriormente se separarbn
en cuatro grupos de cinco ratones cada uno; se pesaron Individualmente y se
les proporcioné como alimento los siguientes tratamientos:

1) dieta habitual, nutri cubos (Ralson-ration). Control 1.
2) granos de malz. Control 2.
3) granos de malz previamente impregnados con ralz en polvo al 1% de
Stauranthus perforatus.
4) granos de malz, previamente impregnados con la ralz al 1%, enjuagados con
agua comUn y secados para eliminar el polvo de la planta.
i

Se revisé diariamente que no les faltara agua ni alimento de su
respectivo tratamiento y se realizaron observaciones de comportamiento frente
al alimento, Una semana después, se dié por terminado el experimento, se pesé
a cada raton, obteniéndose asl, el peso final. Ademas se midié la cantidad de
alimento consumido en cada tratamiento.
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V-RESULTADOSYDISCUSION

V.1. Evaluaclones blolégicas preliminares:
V.1.1. Lixiviados acuosos

Los resultados obtenidos en los bioensayos realizados con los lixiviados
acuosos de la ralz y las hojas de Stauranthus perforatus (tabla 3), mastraron
una actividad inhibitoria significativa sobre el crecimienio radical de A.
hypachondriacus; sin embargo, sobre Echinochloa crusgalli, sélo presentaron
actividad los lixiviados al 2%. Con respecto a la germinacién, esta no fué
afectada. Estos resultados dieron una muestra de la fitotoxicidad de la planta, al
afectar el crecimiento radical.

Tabla 3: Eleclo de los lixiviados acuosos de Stawranihus perforalus sobre la germinacion y el
crecimienlo radical de Amaranthus hypochondriacusy behinochlos cruspalli

, A. hypochondriacus E. crusgalli
Tratamientos Germinacién Crecimiento Germinacién Crecimiento.
(%) (mm}) (% {mm)
Rafz
Control 97.5 8.4 £ 0.65 85.0 248+2
Lixiv, 1% 92,5 4.5+ £0.65 95.0 199+ 3.8
Lixiv. 2% 856.0 2.4v £ 03 87.5 18,6+ £23
Hojas
Contral 975 13.7+0.74 82.5 342+ 3.3
Lixiv, 1% a7.6 7.3++0.7 87.5 27.3+6.8
Lixiv, 2% . 850 57+ +0.7 92.5 242+ + 2,6

* Valores que difieren signilicativamente de! contro! (Duncan, @ 0.05 ). Cada cifra representa el
promedio de 4 repsticiones,
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V.1.2, Extractos orgdnicos

El efecto de'los extractos metandlicos de la ralz y |as hojas sobre el
crecimiento y la germinacién\de las semillas de prueba, se puede observar en la
tabla 4. La germinacién fué afectada en ambas especies par el exiracto de la
rafz a 100 y 200 ppm. E! extracto de las hojas sélo afecta ligeramente la
germinacién de E, crusqalli.

Todas las concentraciones del extracto metanélico de la raiz tuvieron un
efecto significativo sobre el crecimiento radical de A. hypochondriacus, pero E.
crusgalli sélo fué afectada a 200 ppm. El extracto metandlico de las hojas no
mostré actividad sobre A.hypochondriacus, pero si afecté el crecimiento radical
de E. crusgalli a 200 ppm.

Tabla 4: Efecto de! extraclo metandlico de Slavranthus perforatus sobre el crecimiento radical y la
germinacion de dmarantiius hypochondriacusy belinocloa crusgall,

A. hypochondriacus E, crusgalli
Tratamientos Germinacion Crecimliento. Germinaciép Crecimiento,
(%) (mm) (%) (mm)
Rafz
Control 925 9.8 + 0.46 82,5 21,1£25
50 ppm 825 - 4615 82.5 16.3 £ 0.33
100 ppm 176 4.4* + 063 77.5 156+ 1.3
200 ppm 75.0 0.0" 0.0 75.0 136° 1.6
Hojas
Control 92.6 116£14 80 236+ 3
50 ppm 92.5 10.810.7 80 20.8+4.3
100 ppm 92,5 104+ 0.5 70 236+1.5
200 ppm 95.0 106+12 10 1870+ 22

* Valores que difieren estadisticamente del control (Duncan, e = 0.05). Cada cilra representa el
promedio de 4 repsticiones.
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V.2, FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO.

El extracto cloroférmico-metandlico 1:1 obtenido de ia rafz (252.87 g.) fué
fraccionado mediante una cromatografia en columna, de la cudl se obtuvieron
un total de 115 fracciones de 500 mi cada una. Todas estas fueron nuevamente
cromatografiadas en capa fina para poder unir aquellas que fyeran similares. El
resumen de este fraccionamiento se muestra en la tabla 5.

En algunas fracciones se precipitaron compuestos (en poivo o en
cristales) casi totalme'nte puros, y de los cuales se aislé o siguiente: de las
fracciones 27-28, una furano-cumarina; de la 38, un lignano; de ia 40-41, una
pirano-cumarina; y de la 42, una amida. Tres de estos compuestos ya han sido
reportados en la literatura con los siguientes nombres: Xantiletina para ia
pirano-cumarina (Gonzéles et al, 1982), como Pellitorina, Ia' amida (Cremlyn,
1991); y como Sesamina, el lignano (William, 1962). Las estructuras de estos
compuestos se muestran en la figura 5.

Todas las fracciones resuitantes, asi como los compuestos, fueron
probados (a 100 ppm) sobre el crecimiento y la germinacién de A.
hypochondriacus y E. crusgalli, sobre el crecimiento radical de semillas
pregerminadas de. A, hypochondriacus y sobre el crecimiento radial de dos
hongos fitopatégenas: Alternaria sp. y Fusarium oxysporum,
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Tabla 5. Resumen del fraccionamiento cromatogréfico del extraclo cloroformico - metanélico (1:1)
de Stauranthus perforalus

ELUYENTE PROPORCION No. FRACCIONES RENDIMIENTO COMPUESTO
(%) FRACCIONES  COMBINADAS )
Hexano 100 1-24 1-7 21627
8-15 11.6501
4 16-24 12.4598
Hexano - AcoEt, 95:5 25-36 25-26 38.1864
. Hexano - AcoEt. 85:15 27-28 pd*. 1.4709 Furano
: cumarina
27-30 2.4859
31-36 1.6578
38 pd* 0.112 Sesamina
40 -41 pd* 2,0157 Xantiletina
42 pd* 0.1251 Pellitorina
37-42 6.4335
43-48 9.5246
49 - 52 1.8537
Hexano-AcOEt  75:25 57 - 68 53-59 14,6632 }
' 60-71 1.6828
Hexano - AcoEt, 65 - 35 69 - 80 72-78 4,695
Herxano -AcoEt, 1-1 81-87 79-93 perdidas
Acetato de etilo 100 94- 101 94 - 101 8.7684
AcoEt.- Metano! 1.1 102 - 111 102 - 104 64.0115
: 105 - 106 5.8962
Metano! 100 112- 115 107 -115 18.1614
1
* Fracclones que produjeron precigitados. AcoEt = acetato de etilo,
30
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o 0 0 0 0 0

Furano cumarina, Xantiletina (pirano cumarina)
H
1.
\/\/\/\/\ﬂ/\)\

Peliitorina (amida)

0
0 °>
0

Sesamina (lignano)

Figura 5: Estructuras de los compuestos aisiados de Stauranthus perforatus

Nota: estas estruct fueron elucldadas por Perla Sanchez, como pare de & tesis de maestria. Facultad de Quimica UNAM..
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V.2.1. Pruebas con las fracciones cromatogréficas, sobre la
germinacion y el crecimiento radical de A. hypochondrlqcus y E, crusgalll.

Los resultados de las pruebas sobre semillas, se pueden observar en la
tabla 6.

Los resultados muestran que el crecimiento radical de A.
hypochondriacus es inhibido significativamente por la mayoria de las fracciones
cromatogrdficas y sélo algunas afectan simultidneamente la germinacién; en
particular el precipitado de la fraccién 40 (que seguramente contiene la mayor
cantidad de piranocumarina (xantiletina)) que inhibe marcadamente ambos
procesos. En el caso de E. crusgalli se observa que en general ambos procesos
s0n menos afectado's; el precipitado de la fraccién 42 que corresponde a la
amida (pellitorina), es mds activo sobre el crecimiento radical. Las fracciones 40
(piranocumarina),43-48, 49-50, 51-52 y 109-11 son las que més afectan la
germinacion de esta especie.

~ Siendo la fraccion 40 la mas activa, se realizé una curva concentracion-
crecimiento con el fin de detectar la minima concentracién en la cuél se vela
afectado el crecimiento y la germinacion de A. hypochondriacus. Estos
resultados se muest:ran en la grafica 1 en la que se puede apreciar que a 50
ppm se ve afectada significativamente el crecimiento y simultdneamente la
germinacion sin embargo, esta Lltima es afectada desde la concentracién de 10
ppm.
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Tabla 6: Efecto de las fracclones cromatogrificas del extracto CHCI3-MeOH (1:1) de Stauranthus
perforatus, sobre la germinaciény el crecimiento radical de A, hypochondriacus y E. crusgalli,

BIOENSAYO |

A, hypochondriacus E, crusgalli,
FRACCIONES GERMINACION  CRECIMIENTO  GERMINACION CRECIMIENTO
(100 ppm) (%) (mm) (%) (mm)
Control (hexano) 77.5 6.7%0.5 65.0 11.6 £ 2,06
1-7 825 2.65% £0.31 400 10.8 £ 1.7
8-15 )
16-20 875 5.8¢ % 1.02 67.5 13.1£2.1
21-24 _
25-26 82.5 5.4% 054 77.5 12.8% 1.0

BIOENSAYO 1l

Control (Acoet.) 87.5 7.8 £0.61 70.0 152+1.8 '
40 pd (Pe)* 5.00 0.87* £ 0.09 40,0 10.6 2.1

42 fr, 1250 2.7%% 0.56 475 10.5% £ 1.8

53-59 67.0 2,34 £ 0.82 55.0 99+32

65-71 72.5 48+ 1.4 60.0 148 + 47

79-85 ' 90,0 5.7%£0.78 65.0 127428

95-99 87.5 66041 65.0 139£08

102 55.0 3.45¢ £ 0.64 62.5 14,6 + 3,03

103 - 104 97.5 587¢% 1.4 67.5 11.3£0.85

BIOENSAYO 1l

Control (Acoet.) 85.0 133%1.3 67.5 13.0£2,1

27 95.0 7.05¢ £ 1.1 57.5 11,75 1.6
27 pd. (Fc.)* 90.0 7.5¢£0.84 52.5 12213
28 92.0 7.5¢%£0.6 50.0 11529
28 pd. (Fc.)* 70.0 2.92¢£0.5 57.5 144 £1.97
29-30 920 6.9*+0.6 57.5 126 +3.8

31-36 72.5 3.3¢£033 512 13.87+29
37-38 © 700 5.4*%08 55.5 912163
38 pd. (lignano) 95.0 124%1.9 42.5 11,9206
39 , 850 6.4* 1.5 45.0 104%1.4
39pd. " 825 48+ % 1.1 52.5 107219
40 50.0 397+ +0.12 47.5 9.65+23
4] 70.0 38*x0S5 } 52.5 9.05%1.2
41 pd. 40.0 28707 425 8¢ %15
42 pd. (amida) 80.0 2.7+ %07 57.5 74+ %22
43-48 80.0 3.4+ %0.16 35.0 B.5% %23
49-50 70.0 3.4+ £ 05 40.0 8.8% 1.7

51-52 62.5 3.0¢£0.16 35.0 ENA SR
160-64 _ 700 0% 0,14 70,0 L5+ 13

* Valores que dificren estadisticamente del control (Duncan, @ = 0.05). Cada cifra representa el
promedio de 4 repeticiones. +) furanocumarina, &) piranocumarina y pd.) precipitado,
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Tabla 6 continuacion: Efecto de las fracciones cromatogréficas del extracto CHCI3-MeOIll (1:1)
de Stauranthus perforatus, sobre la germinaciény el crecimiento radical de A. hypochondriacus y

E, crusgalli.
BIOENSAYO IV
A. hypochondriacus E, crusgalll,
FRACCIONES GERMINACION  CRECIMIENTO  GERMINACION  CRECIMIENTO
(100 ppmy) (%) : (mm) (%) (mm)
Control (Acoet.) 87.5 9.6+06 90 43,1227
72-74 85 8808 82.5 84+
75-78 EN 10.4 £ 0.85 72.5 35.4£ 3.5
94 87.5 113206 85.4 39.8%47
100 - 101 80 717204 70 381%22
BIOENSAYO V "
Control (MeOH.) 92.5 625%0.8 57.5 13.82£ 2.
105 - 106 92.5 567+ 1.06 57.5 129 %192
107 - 108 92.5 54+05 57.5 1.7 1.04 :
109- 11 82,5 58+08 315 10729 !
12115 85 7.25+0.6 125 143+£23 :
N {
1
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Concentraciones (ppm) 0 M 10 25 50 75 100 150)
Germinacién (%) 82.5 82.5 67.5 60 37.5 325 5 0
Crecimiento (mm) § S5.81 5.84 5.7 5.7 4.5 2.1 0 (1

* Vaiores que difieren significativamente dei control (Duncan, @ = 0.05)
§

Grafica 1. Efecto de la concentracion de la fraccion 40 (xantiletina) de
Stauranthus perforatus, sobre el crecimiento y la germinacién de A,
hypochondriacus. i
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V.2.2. Pruebas con las fracciones cromatograficas, sobre semillas
pregerminadas de A. hypochondriacus.

Cuando se realizan bioensayos para probar el efecto da lixiviados, extractos
orgénicos, fracciones cromatograficas y compuestos puros diversos sobre la
germinacién y el crecimiento radical de diferentes plantas de prueba, el
procedimiento generdl utilizado consiste en sembrar las semillas sin germinar,
directamente sobre los tratamientos (como se ha descrito en los incisos a y b de
materiales y métodos). Al terminar el bioensayo, los pardmetros medidos son el
porciento de germinacién y el crecimiento radical en mm. Esfe tipo de bioensayo
tiene como ventaja que se evaliian estos dos procesos a la vez, sin embargo, es
importante reconocer due existe la posibilidad de que cuando |a germinacion se ve
afectada por algun tratamiento, el efecto sobre el crecimiento puede verse
enmascarado, y el resultado que estamos observando en realidad corresponde més
al efecto sobre la germinacién de las semillas que al efecto sabre el crecimiento en
sf. Por este motivo, con el fin de depurar los resultados del efecto de las fracciones
que resultaron activas sobre el crecimiento radical de las especles de prueba, se
realizaron los bioensayos con semillas pre germinadas, los cuales nos permitieron
observar el efecto de las fracciones exclusivamente sobre el crecimiento radical, sin
que la germinacién participara,

Los resultados de éstos los bioensayos se pueden qbsevar en la tabla 7,
donde se demuestra que la piranocumarina (xantiletina) es un compuesto que
tiene efecto principalmente sobre la germinaclén, pues en las pruebas sobre
semillas sin germinar (tabla 6, bioensayo I1), inhibe un 95% la germinacién de A.
hypochondriacus y un 89% su crecimiento radical. Al desaparecer la
interferencia de la germinacion, provoca una inhibicion menor sobre el
crecimiento de la rafz (23, 28 y 18% de inhibicién , a 50, 100 y 200 ppm

respectivamente. Tabla 7). Esto quiere decir que en el primer bicensayo, la
|

36



inhibicion del crecimiento radical causada por la xantiletina esta determinada
en alto grado por la inhibiclén de la germinacion. La fraccion 42 también tiene
un mayor efecto sobre el crecimiento cuando actia primero sobre la
germinacion (tabla 6) en cambio, cuando actia sobe las semillas pre
germinadas, ia inhibicién sobre el crecimiento de ia raiz disminuye un 30%
aproximadamente, aunque es muy significativa todavia (tabla 7). El efecto de las
fracciones 40, 53-59 y 102 también se apega en generai a este mismo patrén.
La tnica fraccién que mantiene el mismo efecto sobre el crecimiento radical,
inhibléndolo entre un 64 aun 77%, interviniendo o no ia germinacién, es la 51-
52, la cual tiene run efecto moderado sobre la gérminacién de A
hypochondriacus.

Tabla 7. Efeclo de las {racciones cromatograficas de S per/oralussobre el erecimiento radical de 4
hypochondriacus.

CRECIMIENTO (mm)

FRACCIONES % GERMINACION® 50 ppm 100 ppm 200 ppm
Contro} 89.76 204 %18 204° £ 1.8 20418
53-59 67.0 123° £ 09 103" 0.5 104° 2 11
51-562 62.5 73°£03 6.7" £ 0.6 6.8'+0.75
102 55,0 143"+ 08 141°+ 0.9 145" £ 0.8
40 50.0 14813 147 £22 16.1* £ 1.06
42 ‘25.0 11.6* 1.2 10.5° 2 1.16 10.0° £ 1.1
Xantiletina 5.0 15,7° £ 29 14728 168+ 1.4

i
¢

*  Valores que dilieren signilicativamente del control (Duncan, @ = ’0.05). Cads cilrs represents el promedio de 4
repeliciones, @ % germinacion de log bioensayos snleriores

El efecto de la xantiletina sobre la germinacién, coincide con los
resultados obtenidos por Macias y colaboradores (1993) en un estudio que
realizaron con compuestos (entre ellos la xantiletina) extraidos de las hojas de
Pilocarpus goudotianus y probados sobre semillas de lechuga (Lactuca sativa).
Ademas, existen otrps reportes semejantes del efecto de la xantiletina (Amaro et
al, 1990) y otras pirano cumarinas (Van sumere et al, 1974; Feuer, 1974;
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Gerasimenco, et al, 1963. Cltados por Gray, 1978) sobre el crecimiento y la
germinacién de semillas.

Por otro lado, de los compuestos iden}iﬁcados, la pellitorina (amida)
inhiblé fundamentalmente el crecimiento de las especies de prusba. Se creé
que es la primera vez que se reporta a la pellitorina como inhibidora del
crecimiento de plantulas pues anteriormente solo se habla reportado como un
insecticida (Casida, 1987; Matolesy et al, 1988; Cremlyn, 1991). Estos
resultados son prueba del potencial alelopético de esta especie lo cudl, puede

ser muy Util si se tigne en cuenta la importancia de la alelopaita en la gricultura
tradicional.

)

V.2.3. Pruebas con las fracciones cromatogréficas, sobre hongos
fitopatégenos

Los resultados de los bioensayos sobre Alternaria sp. y Fusarium
oxysporum, se realizaron inicialmente a 100 ppm debido a que se ha reportado
actividad de otros compuestos sobre hongos, a partir de esta concentracién
(Calera et al, en prensa); sin embargo, aunque se ha visto que algunas
cumarinas tienen actividad antifingica (Jurd et al, 1971 a,b), ninguna fraccién ni
compuesto de S. perforatus tuvo actividad sobre estas especies de prueba; por
esta razon, estos resultados no se muestran. Posteriormente, se realizaron
pruebas a concentraciones mas altas, aunque sdlo con algunas fracciones
debido a la poca cantidad obtenida de la mayoria de ellas; esta limitante es
frecuente en muchos estudios fitoquimicos. Los resultados de los bioensayos
con las diversas concentraciones sobre los hongos, se muestran en la tabla 8.

!

Las fracciénes 25 y 60-64 (300 ppm) muestran una inhibicién significativa

sobre las dos especies de prueba pero fa fraccion 105-106 sélo afecta el
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crecimiento de Alterharia sp. A 500 ppm. La fraccion 53-59 muestra una
¢

inhibicién sobre Alternaria sp. mientras que F. oxysporum se ve afectado por la

fraccidn 31-36.

Estos resuitados indican que hay compuestos con actividad antifangica
en las fracciones probadas, y que no son precisamente las cumarinas, aunque
éstas, la Xantiletina (pirano-cumarina) y la furano-cumarina aisladas, es posible
que tengan actividad antifingica sélo que en el presente trabajo no pudieron
probarse por la poca cantidad que se obtuvo de ellas. Ademés, esto confirma
aun mas el potencial alelopético de S. perforatus la cuél, posiblemente utilice
éstos compuestos ﬁara defenderse de un ataque fingico sin embargo, es
conveniente realizar investigaciones mas completas para confirmar esto y, de
ser posible, poder determinar si estos compuestos pueden tener alguna
aplicacion en la agricultura,



Tabla 8: Eleclo de las [racciones de Stawranthus perforatus sobre el crecimienlo radial (cm) de
Allernaria sp. y Fusarivin oxysporum.

Alternaria spp.

F. oxysporum,

FRACCIONES 1" LECTURA ECTURA 1" LECTURA ECTURA
(300 ppm) (3 dfas) (8 dlas) (3 dfas) (8 dias)
Control 5.?1 04 6.81 %05 448+ 08 63+07
16-20 3.98* £ 0.91 6.6 £0.96 4,75+.0.13 6.6 £ 0.93
25 3.65* £ 0.61 4,7° £0.75 3.11* £ 0.07 43" +£0.06
60 - 64 3.61" £0.32 5.0* £0.27 36' £ 0.15 49"+ 041
[~ Conrol 411218 5.8323.1 5.830.76 7.7 £ 2.2
105- 106 1.76* £ 0.2 1.9°%£0,22 6.25 * 0.66 9.0+0.0
107 - 108 3.3+1.23 4.4 £3.17 6.16 £ 0.46 8.8%0.14
109-111 3.87 14 44+19 5.06 + 0.41 9.0+ 0.0
FRACCIONES 1°.LECTURA 2' LECTURA 1° LECTURA 2" LECTURA
(500 ppm) (3 dlas) (8 dias) (3 dfas) (8 dias)
Control 51104 6.8+05 45+08 63207
31-36 6.1 %045 6.6 £ 0.49 3.3'+£0.53 6.1* +0.85
63-59 3.2* £0.26 45 +0.17 ' 39+04 6.0" £ 0.30
102 4.7 £0.07 6.2 £0.30 4.1 £0.43 5.6 % 0.58

* Valores que difieren estadisticamente del control (T > 0.1). Cada cifra representa el promedio de 3

repeticlones.
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V.3.- EXPERIMENTO EN INVERNADEROQ

Efecto de la descomposliclén de la raiz y las hojas de Stauranthus
perforatus Incorporadas al suelo de macetas, sobre el potencial fioristico.

La finalidad de este experimento fué determinar si el potencial alelopatico
de S. perforatus se manifiesta cuando la planta es incorporada al suelo,
Influyendo sobre la germinacion y el crecimiento de las especies que
constituyen el potencial floristico del mismo. Los resultados obtenidos se
muestran en las graficas 1y 2,

La grafica 2 maestra los resultados del experimento con los tratamientos
a dosis baja (1%). A todo lo largo del experimento, la tendencia general muestra
que las hojas de S. perforathus resultaron ser el tratamientq que maés inhibi¢ el
crecimiento de malezas. El efecto del herbicida es muy semejante al de las
hojas, sin embargo, ,el andlisis de varianza indica que la inhibicién de las
malezas, causada por las hojas, es significativa a partir de la quinta semana y,
en el caso del herbiclda, hasta la sexta semana. También es posible apreciar
que el efecto de la raiz, a partir de la tercera semana, es ligeramente
estimulatorio sobre el nimero de malezas en comparacion con el control,

En la gréfica 3, se muestran los efectos de los tratamientos al 2%. En
este caso, de la tercera a la quinta semana, se puede distinguir claramente que
dos tratamientos afectan mas el nimero de malezas: las hojas y el herbicida; los
cudles ejercen una inhibicién significativa de las mismas a‘partir de la cuarta y
quinta semana respectivamente, y los del control y la ralz de S. perforatus, no
difieren entre si. Siq embargo, a partir de la sexta semana, la raiz empieza
también a afectar el nimero de malezas. Lo que probablemente sucede es que
a esta proporcién (2%), la descomposicién de la ralz parece liberar y acumular
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en el suelo diversos compuestos capaces de inhibir el desarrallo de las plantas,
aunque su efecto se manifiesta de manera re‘tardada, porque la ralz tarda
mucho mas que las hojas en descomponerse debido a su alto contenido en
compuestos como la lignina. Sin embargo, no podemos afirmar que los
principios activos sean los mismos en los dos érganos.

Estos resultados nos permiten sugerir que las hojas de S. perforatus
incorporadas al sue'lo, pudieran ser utilizadas como un método alternativo para
el control de malezas, durante los primeros dos meses de cultivo, y que la raiz
probablemente pudiera utilizarse en el mismo sentido, con e}ectos retardados.
Pero antes que esto pueda ponerse en practica, es necesario realizar diversos
experimentos in vitro y en macetas con suelo, semejantes a los realizados en el
presente estudio, con €] fin de evaluar el efecto de las hojas y la ralz de esta
rutacea sobre el desarrollo de diversas especies cultivadas; de esta manera
asegurarlamos que los cultivos no se afectaran por los lixiviados 6 por la
descomposicién de la materia organica p'roveniente dela plania.

A bajas concentraciones, algunas cumarinas estimulan el crecimiento de
diversas plantas, mientras que a concentraciones altas producen un efecto
inhibitorio sobre las mismas. Es muy probable que las cumarinas también estén
presentes en las hojas de esta planta (ya sean las mismas u otras) dado que se
ha observado que la distribucién de estas en las rutaceas es muy grande,
encontrdndose desde las hojas hasta las ralces, la corteza y los frutos (Gray et
al., 1978). Sin embargo, con los datos obtenidos y a pesar de las evidencias, no
es posible afirmar qué las cumarinas sean las responsables de la inhibicién del
potencial floristico observado en el experimento en el invernadero. Para poder
afirmar esto, debemos primero rastrear la presencia de estos compuestos
durante el proceso de descomposicion, pues los responsables de la inhibicién,
bien pudieran ser compuestos de naturaleza quimica diferente;



Los resuitados ponen en evidencia el potencial alelopatico de
Stauranthus perforatus. El fendmeno de la alelopatia puede ser importante en el
control de malezas que afectan a un sinnimero de cultivos, que constituyen la
base de la alimentacién humana, entre otras cosas. Conociendo y utilizando de
manera racional el potencial alelopatico de muchas plantas como S. perforatus,
puede evitarse el uso excesivo de los herbicidas, que afectan la economia del
campesino y que producen efectos téxios sobre los animales y el hombre,
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§0 1

1 2 3 4 5 [} 7
Tiempo (semanas)
{~—#—Suslo solo —@—Herbicida Db. — —Hoja 1% —~—Raiz 1% |
1
s emanas
II 2. 3! 4! sl ()I 7II
Suelo solo 25+ 1.7 |1252%9) [41.2%15 (38215 [402%1S5 (347217 |36.7%19
Herbicida D.b% | 1.75£09 | 21 5.1 337+94 [335£09131.0+£92]21.7%8 19.2 £ 7%
Hojas 1% 15%1 17£5 3056 27724312477 123.2%5.6 | 207 * 4*
Raiz 1% 3722 | 227289 | 47£89 442+£68 1462%9 442+ 10 j41.5%9
* Valores que diﬁeyen estadisticamente de! control (Duncan, @ = 0,05). * Dosis baja..

Gréfica 2: Efecto de la rafz y las hojas (al 1%) de Stauranthus perforatus,

'

Incorporadas al suelo, sobre el nimero de malezas.
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* Valores que difieren estadisticamente del control (Duncan, @ .0.05).  ° Dosis recomendada.

Gréfica 3: Efecto de la rafz y las hojas (2%) de Stauranthus perforatus,
incorporadas al suelo, sobre el nimero de malezas.



V.4.- PRUEBAS SOBRE Sitophylus zeamals

Los resultados obtenidos en esta prueba se muestran en la tabla 9. El
efecto mortal de la ralz sobre el gorgojo es muy claro, desde la dosls més baja,
y se manifiesta totalmente aI‘S%.

Estos resultados pueden ser atribuidos a la presencia de dos de los
compuestos que se aislaron en esta planta. Uno de ellos es la Sesamina
(lignano), la cual ha sido reportada como un insecticida sinérgico es decir, que
aumenta la actividad de'otros compuestos insecticidas al actuar junto con elios
(William, 1962; Frear, et al, 1948). La sesamina fué el primer compuesto de tipo
sinérgico de las piretrinas que se utilizé comercialmente (Holman, 1940); fle
descrito por Cohen en 1938 y aislado por Haller y colaboradores en 1942, El
otro compuesto es la Pellitorina (amida) que también se ha reportado como”
insecticida (Casida, 1987; Matolesy et al, 1988; Cremlyn, 1991),

En relacidn con el efecto insecticida de las amidas, Todd (1971, citado
por Gray, 1978.) afirma que algunas de ellas con configurécién cis en sus
dobles enlaces, son mds activas contra los insectos que las que tienen
configuracidén trans. La pellitorina tiene una configuracién trans en sus dobles
enlaces, sin embargo, esto no le resta la posibilidad de ser uno de los
responsables en la actividad observada sobre los insectos. Pudiera ser que la
pellitorina fuera sumamente activa, pero también es posible que el efecto
insecticida de la ralz en el experimento, se deba a un sinergismo 6 una
sumatoria de efectos entre los abundantes metabolitos bioactivos que S.
perforatus contiene.



Debe aclararse que el sinergismo de la sesamina no es general, es decir,
puede aumentar la actividad de algunos insecticidas pero no de todos. En este
esntido se ha reportado que la sesamina es un fuerte sinergista de las piretrinas
(Metcalf et al, 1955; Frear et al, 1948), y por otro lado, se ha reportado que la
pellitorina es un Insecticida parecido a las piretrinas (Cremlyn, 1991} aunque
con una actividad limitada debido a su Inestabilidad quimica (Cremlyn, 1991;
Casida, 1977; Matalesy, 1988).De este mado convendria realizar pruebas de
estructura-actividad con estos compuestos ya que posiblemente Ia sesamina, de
alguna forma parece conferir establlidad a la pellitorina.

Con base en estos antecedentes y los resultados obtenidos, se puede
suponer que probablemente los dos compuestos, la sesamina y la pellitorina,
son los respansables de esta actividad insecticida.

Tabla 9: Electo de la ralz de Slauranthus perforatus sobre el indice de sobrevivencia de SiZopiyius
26310415

TRATAMIENTOS INDICE DE
; SOBREVIVENCIA®
Control 100
Ralfz al 1% 9
Ralz al 2% ' 45
Rafz al 3% 0.0
Ralz al 4% 0.0

* Valores promedio de 4 repeliciones
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V.5.- PRUEBAS PRELIMINARES DE TOXICIDAD EN RATONES

Una planta que presente un potenclal_insectictda como el caso de
Stauranthus perforatus, puede ser ulilizada para controlar plagas de granos
almacenados, pero antes, es nesesario determinar si no es tdxica para
mamlferos; por ello, se realizé una prueba preliminar de toxicidad de la ralz en
ratones de bioterio. |

Los parametros tomados en esta prueba fueron el peso inicial y final de
los ratones, y la determinacion de efectos dérmicos en los ojos y en las vias
respiratorias.

Tabla 10 Peso, inicial y final de los ratones alimentados con maiz cacahuazintle impregnado con raiz
molida de Stawranllus perforalus.

TRATAMIENTOS PESO INICIAL (Pi)*  PESO FINAL (Pf)* Pf.PI
Control 20,38 *+ 1.26 23.06 + 1,02 1,68
Malz solot 23.46 + 2,52 2324 2,49 -0.22
Malz lavado i 2038+ 1.05 17.6+0.99 -2.88
Malz impregnado. 19,52 + 1,03 19,88 % 0,31 0.36

* Valores que difieren ‘estadistcicamente del control (Duncan, @ = 0.05). Cada cifra es el
promedio de 5 ratones. '

En la tabla 10, sélo se muestran los resultados sobre el peso ya que no
se observd ningln otro efecto. Los ratones en el control mostraron un ligero
incremento de peso (1.68g) y los que fueron alimentados con el maiz solo,
practicamente mantuvieron su peso inicial. Es posible que los granos de maiz
sean menos nutritivos que la dieta especial del control. Aunque los ratones que
comieron el maiz impregnado y lavado, parecen sufrir un decremento en el
peso, sin embargo, éste no es estadisticamente significativo. Los ratones que
comieron el malz impregnado no cambian su peso, pero a diferencia de los
anteriores, estos ratones no consumieron completamente el malz, lo que indica
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que la ralz de esta planta tiene efectos antialimentarios en los ratones, los que
ademds, pudieron haber disminuido su actividad metabolica, lo que les permitig,
de alguna manera, conservar su peso.

Estos resultados son prellminargs; es necesario realizar pruebas mas
completas en este sentido, para poder determinar los efeclos de esta planta
sobre los animales; hasta el momento, no se ha reportado nada saobre el efecto
de esta especie sobre algun organismo, de hecho, este trabajo es el primer
estudio fitoquimico y bioldgico de S. perforatus.

1
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VI-CONCLUSIONES

1) De acuerdo con los resultados del presente trabajo, se confirmé que Stauranthus
perforatus contiene compuestos fitotoxicos que afectan el crecimiento y la
germinacion de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli,

i
2) Los constituyentes bloaqtivos gue se aislaron e identificaron de ia ralz de esta

especle (Sanchez, en preparacion) fueron: la pellitorina, la sesamina, la
xantiletina y una furano cumarina.

3) Se comprobd que la xantiletina (piranocumarina) y la furanocumarina tienen un
fuerte efecto fitotéxico sabre A, hypochondriacus.

4) También se confirmé que Stauranthus perforatus tiene un efecto insecticida muy
pronunciado, el cual puede ser resultado de la presencia de la sesamina y la
pellitorina, constituyentes de la planta.

5§) La bioactividad de S. perforatus se manifestdé también a través del efecto
inhibitorio de algunas fracciones cromatograficas sobre hongos fitopatégenos.

6) Con los resuitados obtenidos en el experimento en invernadero, se confirmé
que esta especie posee un potencial alelopatico, especiaimente en las hojas,
que actla a través 'de la descomposicién de su materia orgénica en el suelo.
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Vii- RECOMENDACIONES
1. Hacer un estudio fitoquimico con las hojas de Stauranthus perforatus.

2. Realizar estudios mas profundos sobre la toxicidad de esta planta en
humanos, para poder recomendar su uso como controladora de plagas de
almacén. '

3. Continuar con la separacién y caracterizacién de los compuestos presentes
en el extracto de {a raiz, sobre todo de ias fracciones que presentaron actividad
antifiingica.

4. Realizar estudios del suelo en el cual crece esta planta, para detectar la
presencia de fitotoxinas en él y poder determinar si esta especie (Stauranthus
perforatus), pude ser utilizada como cultivo de cobertura para el control de
malezas. '

|l
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