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1. Introduccién

Los organismos cumplen con un ciclo de vida en el cual nacen, crecen, se reproducen y
mueren, y durante su historia de vida son afectados por las condiciones presentes en su
medio ambiente y por los recursos que obtienen del mismo. Los organismos no viven
aislados, necesitan convivir al menos una parte de su vida con individuos de la misma
especie que coexisten en tiempo y espacio (Begon, et. al., 2006).

Los individuos de una misma especie, género o familia, necesitan recursos (entidades
requeridas por un organismo cuya cantidad es restringida por la actividad del mismo) muy
similares para sobrevivir y cumplir con su ciclo de vida, no obstante la demanda puede
exceder la cantidad disponible de estos, por lo cual los organismos deben competir para
obtenerlos y garantizar su supervivencia (Begon, et. al., 2006).

Cada especie puede influenciar la composicion y diversidad de una comunidad a través de su
actividad lo que le permite generar cambios en su ambiente; es decir, una especie es capaz de
alterar las condiciones de su entorno al afiadir o eliminar algunos recursos que estan
disponibles para otros organismos. Asimismo las interacciones entre los individuos de
diferentes especies moldean la estructura y composicién de las comunidades vegetales y
animales (Begon, et. al., 2006).

Debido a lo anterior, los organismos han desarrollado una serie de estrategias fisicas,
quimicas, morfoldgicas y de comportamiento, que les han permitido reducir la oportunidad
de ser encontrados por otro consumidor y que ademas incrementan sus probabilidades de
sobrevivencia (Begon, et. al.2006). En este contexto es posible que surjan relaciones
evolutivas muy complejas y especificas entre organismos debido al establecimiento de un
estrecho vinculo con el medio, donde solo aquellos que presentan algun caracter o cualidad
que represente una ventaja respecto al resto de la poblacion lograran sobrevivir y dejar
descendencia fértil.

Una de las estrategias que han utilizado las plantas para sobrevivir en sus ecosistemas, es el
metabolismo secundario, el cual puede definirse como la capacidad que tienen los
organismos de sintetizar compuestos que no utilizan directamente para sus funciones vitales,
pero les permiten desarrollarse mejor en su ambiente (Bennet & Bentley, 1989 en Nugroho
& Verpoorte, 2002).

Podemos definir a los metabolitos secundarios como compuestos con una presencia

restringida a ciertos grupos taxonémicos, que aparentemente no son indispensables para las
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funciones metabdlicas de un organismo pero intervienen en la interaccion de éstos con su
ambiente y pueden favorecer la supervivencia en un ecosistema determinado (Verpoorte,
2000 en Nugroho & Verpoorte, 2002).

Los metabolitos secundarios representan la acumulacion de productos finales de una
compleja red de vias metabolicas que derivan del metabolismo primario. Tales compuestos
son almacenados en un érgano, en un sitio de almacenamiento (por ejemplo: la vacuola) o
son excretados y se acumulan en la superficie vegetal (Crawley, 1997).

Es necesario enfatizar que el metabolismo secundario es muy costoso energéticamente y
depende directamente de las fuentes de energia y precursores necesarios formados durante el
metabolismo primario por ejemplo: aminoacidos, carbohidratos, acetil coenzima A, entre
otros. Ademas debe existir un balance entre la sintesis de compuestos secundarios y el costo
que implica el crecimiento para una planta; es decir, las plantas deben “elegir” entre producir
nuevas hojas o defender quimicamente aquellas hojas que estan creciendo (Crawley, 1997).
Las rutas del metabolismo secundario estan restringidas a especies individuales o géneros, o
s6lo son activadas durante ciertas etapas particulares del crecimiento y desarrollo. Otra
caracteristica muy importante del metabolismo secundario, es que pueden presentarse
incrementos en la concentracion de los compuestos sintetizados debido a una respuesta
inducida por el dafio mecanico o por el consumo de alguna parte de la planta por un
herbivoro considerando que la competencia entre especies, el estrés y los dafios por factores
bioticos y abioticos son elementos comunes en el habitat de un organismo (Crawley, 1997).
Ademas existen otras relaciones entre la concentracion de metabolitos secundarios, la
velocidad de crecimiento de la planta y su hébitat. Las plantas de lento crecimiento que
viven en habitats pobres en nutrientes tienden a presentar grandes cantidades de compuestos
secundarios, en comparacion con las plantas de rapido crecimiento de habitats ricos en
nutrientes (Mc Key 1979; Coley et. al., 1985 en Crawley, 1997).

Existen diferentes teorias respecto a la funcion de los metabolitos secundarios, algunos
autores han afirmado que solo son “productos de desecho” del metabolismo primario, que se
han acumulado debido a la falta de un sistema efectivo de disposicion de residuos. Sin
embargo, otros autores sostienen que algunos de estos compuestos juegan un papel esencial
en el crecimiento y desarrollo, e incluso que la mayoria producen algin beneficio para la
planta productora. La teoria mas aceptada es que la mayoria de estos compuestos estan
involucrados en sistemas de defensa quimica, los cuales protegen a las plantas de la
herbivoria e infecciones microbianas (Crawley, 1997).
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Existen tres clases principales de metabolitos secundarios y son: los terpenoides, los
compuestos nitrogenados, y los fenoles. Los terpenoides o isoprenoides, se sintetizan a partir
de acetil coenzima A mediante la via del acido mevalonico. EI grupo de los compuestos
nitrogenados, son los alcaloides, los cuales se derivan a partir de aminoacidos. Finalmente
los compuestos fendlicos, que se derivan del aminoacido aromatico fenilalanina y también
de la malonil coenzima A (Crawley, 1997).

En este contexto podemos definir la alelopatia, como un tipo de interaccion quimica que
ocurre entre plantas, animales y microorganismos, en la cual una planta produce un efecto
sobre el crecimiento y distribucion de otras (incluyendo microorganismos) a través de la
liberacion de compuestos quimicos en el ambiente (Rice, 1984).

Reese (1979) define un aleloquimico como “un quimico no-nutricional producido por un
organismo que afecta la biologia de la poblacion de otras especies”.

Existen diversas formas por las cuales una planta puede liberar sus aleloquimicos al medio, y
comprenden: la descomposicion de materia organica, la volatilizacion de compuestos, la
exudacion por las raices o la lixiviacion (Anaya-Lang, 1999). La lixiviacion y acumulacion
de materia organica en el suelo son las vias de liberacion mas importantes en regiones de
clima himedo, mientras que la descomposicién de materia organica y la volatilizacion son
méas comunes en climas secos. En climas himedos, los compuestos fendlicos son los
principales inhibidores, mientras que en climas secos predominan los terpenoides (Ballester
& Vieitez, 1978).

Los aleloquimicos sélo son efectivos cuando se liberan en el ambiente y se encuentran en
una concentracién adecuada. La liberacion y produccion de estos compuestos al medio
depende de factores abioticos y bioticos, asi como de las caracteristicas fisioldgicas de la
planta excretora (genotipo, edad, enfermedades, etc) (Reigosa et. al., 1999). Entre los
factores abidticos se encuentran los siguientes: la temperatura, la duracién e intensidad de la
lluvia, la humedad del suelo, la luz, los nutrientes, entre otros. Los factores abioticos también
determinan la calidad y concentracion de los aleloquimicos en el medio, sin embargo,
también depende de: la especie, las caracteristicas de las hojas, el estado nutricional de las
mismas, los desérdenes fisiologicos y la descomposicion por los microorganismos del suelo
principalmente (Reigosa et. al., 1999).

El estrés puede definirse como “las limitantes externas que frenan o reducen la tasa de
produccion de toda la vegetacion o parte de ella” (Grime, 1979) y de acuerdo con Einhellig
(1996), bajo dichas condiciones las plantas tienden a producir mas aleloquimicos e inclusive
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las plantas sometidas a cierto tipo de estrés, también incrementan los efectos de los
aleloquimicos recibidos.

Debido a que existe una gran variedad de compuestos quimicos con potencial alelopatico, los
efectos fisiologicos también son muy variables. En la mayoria de los casos los efectos son
dependientes de la concentracion, del tiempo de residencia en el medio y de su interaccion
con el substrato.

Generalmente los efectos observados son producto de una mezcla de aleloquimicos que
actuan sinérgicamente y pueden afectar diferentes procesos simultdneamente. También las
condiciones abidticas regulan los efectos producidos por estos compuestos (Reigosa et. al.,
1999).

Grime (1977, 1979) afirma que el estrés no sélo excluye a las especies competitivas, también
reduce la importancia de la competencia como una fuerza conductora en la organizacion de
las comunidades vegetales. Sin embargo, existe evidencia acerca de la influencia que tiene el
estrés para inducir a la alelopatia como una fuerza en tal organizacion e incrementar la
produccidn de compuestos secundarios (Einhellig, 1996).

Los compuestos secundarios liberados por las plantas pueden influenciar la competencia por
los recursos, la dinamica de nutrientes, la ecologia microbiana, las micorrizas y otros
componentes abioticos del suelo (Wardle et. al., 1998).

La alelopatia es un mecanismo ecoldgico que afecta directamente o bien sinérgicamente con
mecanismos competitivos, la sucesion vegetal primaria y secundaria (Reigosa et. al., 1999),
la formacion de comunidades vegetales, la dindmica entre diferentes formaciones (Rizvi et.
al., 1992), la dominancia de ciertas especies vegetales, (afectando la biodiversidad local), la
distribucion geografica de especies, la evolucion.

Es necesario hacer una diferenciacion entre alelopatia y competencia, mientras que la
competencia se refiere a una interaccion entre individuos provocada por la busqueda en
comun de un recurso limitado que conlleva a reducciones en la supervivencia, el crecimiento
y/o la reproduccion de los organismos competidores (Muller, 1969); la alelopatia no altera
ningun recurso (nutrientes, oxigeno, agua, energia solar, etc) sino que afiade al habitat un
nuevo factor de naturaleza bioquimica (Ballester & Vieitez, 1978).

De acuerdo con Whittaker & Fenny (1971), las especies dominantes por medio de supresion
alelopatica pueden invadir comunidades vegetales preexistentes y retardar su sustitucion por

otras especies.



De tal forma, que la competencia por los recursos y la alelopatia pueden operar
simultaneamente y/o secuencialmente, influyendo una a la otra, mientras determinan la
estructura de la comunidad (Inderjit & Del Moral, 1997). Por ello, es importante conocer
cdmo interactdan quimicamente las plantas entre si, para comprender la organizacién de una

comunidad vegetal.



2. Antecedentes

Se considera que es necesario conocer la composicion quimica de una planta para determinar
la interaccion que estos compuestos puedan tener con el medio (Pengelly, 2008). Por lo que
se hace necesario ampliar el estudio quimico de muchas especies vegetales, para comprender
su actividad biologica.

Dodonaea viscosa L. Jacq. es una especie nativa de la Selva Baja Caducifolia en México,
considerada por la CONAFOR y la CONABIO como una especie util para la restauracion y
reforestacion, ademas de que es utilizada con fines medicinales en diferentes partes del
mundo.

D. viscosa es un arbusto perennifolio, perteneciente a la familia Sapindaceae. Algunos de sus
nombres comunes son: “chapulistle”, “jarilla de la loma”, “hierba de la cucaracha”,
“guayabillo” y “chapulixtle” entre otros. Es una especie cosmopolita que se distribuye en
casi todo el pais, tanto en zonas tropicales como subtropicales, en bosques de Quercus y de
coniferas. Se cree que el centro de origen de esta especie es Australia, aunque se distribuye a
través de los trépicos y subtropicos (Anilreddy, 2009).

En estado adulto mide de 1 a 5 m de altura; la corteza es de color marrén-rojiza, las hojas
son lanceoladas, estrechas, de 10 cm de longitud, las flores son pequefias, verdosas,
amarillentas o rojizas, dispuestas en racimos cortos. El fruto es una cépsula ovoide de color
amarillo-rojizo, que contiene semillas aladas, las cuales son tolerantes a la desecaciéon y
mantienen altos niveles de viabilidad durante la sequia por largos periodos de tiempo
(Anilreddy,2009).

Se establece en un intervalo altitudinal amplio (300 a 2,400 msnm) y en suelos desde
someros hasta profundos, con textura arenosa a areno-arcillosa y muy pedregosos, bien
drenados, preferentemente neutros y moderadamente salinos. Es capaz de crecer en suelos
muy erosionados y con fuertes pendientes, sobre tepetate y toba removida. Es una especie
demandante de luz, tolerante a sequias, sombra, inundaciones, viento y heladas; susceptible
al ramoneo y al fuego. Necesita una estacion seca definida. Se recomienda en el control de la
erosion, como cortina rompevientos y como restaurador de suelos (Comision Nacional
Forestal).

Esta especie es utilizada por los nativos de distintas regiones en México y el mundo, debido
a que posee diferentes propiedades medicinales. Las infusiones de las hojas y tallos son

utilizadas para el tratamiento de lesiones en la garganta, y las de raices para aliviar
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resfriados. Los tallos y las hojas se utilizan también para combatir la fiebre, y las semillas en
combinacion con otras plantas se utilizan para tratar la malaria. Los tallos se utilizan en el
tratamiento del reumatismo. Las hojas también se utilizan para aliviar picazén, fiebre,
hinchazén, dolores y como agente antiespasmaodico, las hojas y raices se usan para calmar
dolores de dientes y cabeza. También se reporta el uso de lociones elaboradas con partes no
especificadas de la planta para aliviar torceduras, contusiones y heridas (Crib 1981 en
Anilreddy, 2009).

Esta especie también se considera Util para tratar desérdenes del sistema digestivo,
incluyendo indigestion, ulceras y diarrea, asi como hemorroides (Anilreddy, 2009, Arun et.
al., 2008).

En Africa se ha documentado el uso de las raices en infusion para estimular la produccion de
leche después del parto y para el tratamiento de la dismenorrea, asi como desoérdenes durante
la menstruacion (Anilreddy, 2009).

En general diversos autores reconocen que D. viscosa posee actividad antiinflamatoria,
antioxidante, antimicrobiana y analgésica (Getie et. al., 2003). También se ha reportado
efecto anestésico y actividad para relajar el masculo liso (Rojas, et al, 1996).

En México se reporta el uso de esta especie para el tratamiento de reumatismo, infecciones
de la piel, contra la diarrea y desérdenes que involucran los muasculos liso, asi como en el
tratamiento de la menorragia en mujeres, contra la infertilidad y sangrados irregulares
(Teshome et. al., 2009).

Las investigaciones fitoquimicas de esta especie han demostrado la presencia de diversos
componentes, entre los que destacan: flavonoides, terpenos, cumarinas, esteroides y
saponinas (Wagner et. al., 1986; Sachdev & Kulshreshtha, 1983;)

Ghisalberti (1998) refiere la presencia de 23 flavonas en las semillas, tallos, hojas y flores de
D. viscosa, caracterizados por el oxigeno en el carbono 3 y en la mayoria de los casos
presentan un grupo metoxilo en el carbono 6 (Ghisalberti, 1998 en Pengelly, 2008).

En 1998 Siddiqui realizo un estudio en el cual hace referencia a 18 flavonoides incluyendo
glicosidos de quercetina e isorhamnetina, los cuales fueron previamente aislados por Fair &
Subramanian en 1975 (Siddiqui, 1998 en Pengelly, 2008).

En 1991 Mata y colaboradores aislaron la sakuranetina y el 6-hidroxikaempferil-3,7-dimetil
éter de D. viscosa.

Getie y colaboradores aislaron relativamente grandes concentraciones de quercetina,
kaempferol e isorhamnetina en extractos crudos de hojas (Getie et. al., 2003). Se considera
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que los flavonoides presentan diferentes efectos bioldgicos, principalmente antivirales,
antiinflamatorios, antimutagénicos y anticarcinogénicos, y esta actividad esta relacionada
con las propiedades antioxidantes que posee la especie (Teshome et. al., 2010)

En el cuadro 1 se muestran los compuestos identificados en D. viscosa (Anilreddy, 2009)

Cuadro 1. Compuestos identificados en Dodonaea viscosa

Nombre comun Nombre quimico Referencia
5,7,4’-trihidroxi-3’-
Aliarina (3hidroximetilbutanal) 3,6- Sachdev & Kulshreshthal983
dimetoxiflavona
5,7-dihidroxiflavanona Sachdev & Kulshreshthal1983

Pinocembrina

5,4’-Dihidroxi-3,6,7

Penduletina trimetoxi flavona Sachdev & Kulshreshthal983
3’~(y,y-dimetialil)-5,7-
Viscosol dihidroxi-3,6,4’-trimetoxi Sachdev & Kulshreshthal986
flavona
: (S)-5,4’-dihidroxi-7-
Sakuranetina metoxiflavona Mata et al., 1991
3,5,7,4’-Tetrahidroxil-3’-
Isokaempferida metoxiflavona Wollenweber, 1993
Ermanina
(Campferol 3,5,7,4’-Tetrahidroxil-3,4’- Wollenweber, 1993
3,4’dimetiléter) Dimetoxiflavona
Ramnocitrina
(Campferol 3,5,7,4’-Tetrahidroxi-7- Wollenweber, 1993
7— metiléter) metoxiflavona
Cirsimaritina
(Escutellareina 5, 4’-Dihidroxi-6,7- Wollenweber, 1993
6,7-Dimetioxi dimetoxiflavona
flavona)
Pectolinarigenina
(Escutellareina 5, 7 -Dihidroxi-6, 4°- Wollenweber, 1993
6,4’- dimetoxiflavona
Dimetioxiflavona)
Campferol 3,5-Dihidroxi-7,4’- Harborne, 1999
7,4’-dimetiléter dimetoxiflavona
Campferol 3,7,4’- 5-Hidroxi-3,7,4’- Harborne & Baxter 1999
trimetiléter trimetoxiflavona

Sachdev &Kulshreshthal983

Santina 5,7-dihidroxi - Harborne &Baxter 1999
3,6,4’3 tetrametoxi

flavona(trimetoxiflavona)

Acacetina7- 5 hidroxi -7,4’- Abdel-Mogis et al., 2001
metiléter dimetoxiflavona

6 Hidroxi campferol — 6 Hidroxi— 3,6,7 trimetoxi Wollenweber & Roitman 2007
trimetil éter flavona
(Penduletina)

Campferol 3 — metiléter 5,7,4’Trihidroxi-3- Wollenweber& Roitman 2007

metoxiflavona
Narigenina7,4” —dimetil 5,7,4 —tri hidroxi —7,4> — Wollenweber & Roitman 2007

éter Dimetioxiflavanona

Q
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5,7,4-trihidroxi7- Wollenweber & Roitman 2007

Narigenina 7— metiléter o
metioxiflavanona

Eriodictiol 7,3” — 5,7,3’,4 Tetrahidroxi -7,3’- Wollenweber & Roitman 2007
dimetiléter Dimetoxiflavona
Eriodictiol7 — metiléter 7,3’ ,4’Tetrahidroxi -7- Wollenweber & Roitman 2007

Metoxiflavona

En un estudio realizado por Khalil y colaboradores (2006) demostraron que los extractos
acuosos y etandlicos de hojas de D. viscosa poseen actividad antiinflamatoria, y en una dosis
de 300 mg/kg inhiben la formacién de edemas en ratas, por lo cual estos resultados respaldan
el uso tradicional de esta planta para aliviar la inflamacion.

Los aceites esenciales y los extractos de hojas de D. viscosa muestran actividad antibacterial
e hipotensiva. Los extractos acuosos y metandlicos presentan propiedades cardiaco
depresivas y constrictivas coronarias, asi como una ligera actividad antihelmintica
(Anilreddy, 2009).

La actividad espasmolitica se relaciona con la presencia de algunos diterpenos, sakuranetina,
quercetina y rutina en las semillas, madera e inflorescencias. Se ha detectado que varios
extractos de esta especie poseen actividad insecticida contra el gusano de la hoja de algodon
Spodoptera littoralis (Pearman, 2000 en Anilreddy B., 2009).

Ademéas D. viscosa muestra actividad antifungica contra Candida albicans en pacientes
infectados con VIH (Mrudula, 2008 en Anilreddy B., 2009).

Considerando la importancia ecologica, el impacto en la restauracion, las mdaltiples
propiedades medicinales y actividad bioldgica que se ha reportado para esta especie, asi
como su capacidad de formar poblaciones densas y dominantes, surge la necesidad de
realizar el presente estudio para correlacionar la actividad bioldgica (citotoxica y alelopatica)
de D. viscosa con los metabolitos secundarios que produce, en poblaciones mexicanas,
utilizando dos modelos bioldgicos diferentes: Artemia salina y Lactuca sativa, con
diferentes extractos organicos y acuosos de hojas, tallos y frutos.

La seleccion de A. salina como modelo bioldgico se determin6 debido a que este tipo de
organismos han sido utilizados en estudios toxicoldgicos por mas de 40 afios para determinar
el efecto letal en la supervivencia de nauplios y representan una herramienta practica y
economica en la evaluacion preliminar de extractos y fracciones para identificar principios
activos. Ademas A. salina es un organismo disponible comercialmente de manera continua,
por la disponibilidad permanente de huevos, no es necesario mantener una colonia viva
permanentemente, las pruebas se pueden realizar en cualquier sitio y puede disponerse de un

numero suficiente de individuos de la misma edad y condicién fisioldgica.
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Cabe mencionar que en México no se han reportado trabajos previos que describan el
potencial alelopético para D. viscosa, por lo cual el presente estudio representa un punto de

partida para futuras investigaciones en el tema.
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3. Objetivos

Objetivo general:

Realizar un estudio fitoquimico preliminar de hojas, tallos y frutos de D. viscosa para
determinar la actividad bioldgica sobre la germinacion de semillas de Lactuca sativa y la

supervivencia de Artemia salina.

Objetivos particulares:

e Cuantificar y comparar los rendimientos obtenidos para los extractos organicos y

acuosos de hojas, tallos y frutos.

e Identificar la presencia de los principales grupos de metabolitos secundarios

presentes en los extractos organicos y acuosos de D. viscosa.

e Evaluar la complejidad de los extractos vegetales organicos y acuosos por medio de

la cromatografia en capa fina.

e Analizar el efecto de los extractos obtenidos de D. viscosa sobre la germinacion de

semillas de lechuga.

e Determinar el efecto citotoxico de los extractos de D. viscosa sobre la supervivencia

de Artemia salina.
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4. Materiales y Métodos

Recolectay preparacion de
hojas, tallos y frutos

Orgénica
Hexano y . Acuosa
Extraccion selectiva
AcOEt H20
MeOH
|
/ Determinacion de metabolitos \ Y
secundarios:
*Flavonoides Aniliais Ensaygiﬂ ggaitétalwdad
. ,
Alcaloides Cromatografico
*Glucosidos
*Terpenos

\ *Esteroides / /

Ensayos de
germinacion
con Lactuca
sativa

Ensayos de
citotoxicidad
con nauplios de
Artemia salina

Figura 1. Diagrama Metodologico.
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4.1. Preparacion del material vegetal.

Se realizo la recolecta de hojas, tallos y frutos maduros de individuos adultos de Dodonaea
viscosa en las “Barrancas del rio Tembembe” Morelos, durante el periodo de enero a febrero
del 2008.EIl ejemplar de herbario fue identificado por el grupo de trabajo de la Dra. Rosa
Irma Trejo Vazquez del Instituto de Geografia de la UNAM.

El material se separ6 de acuerdo al 6rgano vegetal y se coloco en bolsas de papel reciclado,
las cuales fueron depositadas en una cdmara de ambiente controlado con calor seco a una
temperatura aproximada de 30-40 °C. Una vez seco se procedio a realizar la molienda del

material separado (Figura 1).

4.2. Elaboracion de extractos organicos.

Se realizaron extracciones selectivas de los tres drganos vegetales recolectados, utilizando
los siguientes disolventes de menor a mayor polaridad:
e Hexano (HEX)

e Acetato de etilo (AcOEt)
e Metanol (MeOH)

Se pesaron 100 g de hojas, tallos y frutos, los cuales se colocaron en matraces y se extrajeron
por maceracion con cada uno de los disolventes seleccionados, comenzando con el
disolvente de baja polaridad, es decir, hexano durante 24 horas, el proceso de extraccion se
realiz6 por triplicado.

Transcurrido el tiempo de extraccidn de las muestras vegetales, se realizo una filtracion y se
colocaron los extractos en el rotavapor para destilar el exceso de disolvente, los extractos
concentrados se transvasaron a frascos de vidrio y se dejaron a temperatura ambiente para
evaporar el resto del disolvente. Después de la tercera extraccion se realizo el cambio de
disolvente y se continu0 el proceso descrito anteriormente.

El procedimiento se realiz6 por triplicado para cada érgano vegetal (hojas, tallos y frutos)
con cada uno de los disolventes utilizados. Una vez que se secaron totalmente los extractos

obtenidos con cada disolvente se pesaron para obtener los rendimientos.
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4.3. Elaboracién de extractos acuosos.

Se elaboraron también extractos acuosos de tallos, hojas y frutos, utilizando 10 g de cada
organo, los cuales se sumergieron en agua destilada hasta cubrir la muestra vegetal. Después
de 24 h a temperatura ambiente, se filtraron los extractos utilizando un embudo Buchner y
presion reducida para acelerar el proceso, los extractos se congelaron y liofilizaron.

Posteriormente se pesaron para calcular los rendimientos obtenidos.

4.4. Determinacion de grupos de metabolitos secundarios.

Una vez obtenidos los extractos organicos y acuosos de todo el material extraido, se
realizaron pruebas para la identificacion de los principales grupos de metabolitos
secundarios. Para ello se pesaron 50 mg de cada uno de los extractos y se redisolvieron en
10 ml de cloroformo o metanol (dependiendo de la solubilidad del extracto), en el caso de
los extractos acuosos se redisolvieron en metanol. De esta disolucion madre, preparada para
cada extracto obtenido con los tres disolventes utilizados (hexano, acetato de etilo y metanol)
asi como para los acuosos, se tomé 1 mL (5 mg) para realizar las siguientes pruebas para la
identificacion de metabolitos secundarios de acuerdo con Dominguez (1973):

Para la determinacion de Flavonoides se realizo la prueba de Shinoda, la cual consiste en
agregar un trozo de magnesio y dos gotas de acido clorhidrico concentrado a cada tubo con
la muestra. Si la prueba es positiva se observa una coloracién anaranjada, roja, roja azulosa
0 violeta.

ra la determinacion de Alcaloides, la prueba de Dragendorff y la prueba de acido
silicotungstico, consiste en redisolver la muestra en acido clorhidrico al 1% y agregar 2
gotas del reactivo correspondiente. Ambas pruebas permiten la identificacion de alcaloides,
lo cual se visualiza al formarse un precipitado.

Para deteccion de Glicosidos en la prueba de Molish, se redisuelve el extracto en metanol
o etanol se agregan 2 gotas de a-naftol y 1 ml de cido sulfurico concentrado por las paredes
del tubo que contiene la muestra. Se toma la lectura de la coloracion del anillo formado en la
interfase, si la prueba es positiva se observa un color violeta.

Para la deteccion de Terpenos y Esteroides con la Prueba de Lieberman-Buchard es
necesario redisolver la muestra en cloroformo y se agrega 1 ml de reactivo el cual contiene 1
ml de anhidrido acético, 1 ml de cloroformo y 1 gota de acido sulfurico concentrado. Si la
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prueba es positiva para identificacion de terpenos se observa un cambio de coloracion azul o

verde; mientras que para esteroides la coloracién es rosa o naranja.

4.5. Obtencion de perfiles cromatograficos.

Con la finalidad de identificar el nimero aproximado de compuestos y/o mezclas presentes
en los diferentes extractos organicos y acuosos de D. viscosa, asi como sus caracteristicas de
polaridad, se obtuvieron los perfiles cromatograficos mediante cromatografia en capa fina.
Se utiliz6 como fase estacionaria placas de gel de silice Merck 60 Fzs4, 2 mmde 5x5cmy
para la fase movil eluyentes de distinta polaridad que permitieran separar el mayor niumero
de compuestos.

En cada placa se aplico con un capilar una cantidad de la disolucién madre que se preparo
previamente. Se desarrollaron las placas en distintos sistemas de elucion dependiendo de la
polaridad del extracto. Se observaron las placas obtenidas en luz UV a 356 y 254 nm y se
revelaron con los siguientes reveladores quimicos: sulfato cérico, y revelador de productos
naturales (RPN). Se consideraron dos condiciones para seleccionar los mejores sistemas de
elucién para cada extracto: la presencia del mayor nimero de bandas tanto en luz UV, como
al revelar con cada uno de los reactivos mencionados.

Una vez identificados los sistemas de elucion correspondientes mediante el analisis
cualitativo descrito anteriormente, para cada extracto se obtuvieron perfiles cromatograficos
cuantitativos, para lo cual se utilizé un aplicador automéatico CAMAG TLC4, se aplicaron 50
Kg de los extractos orgdnicos y acuosos en placas cromatogréaficas de gel de silice con un
tamario de 10 x 5 cm; la concentracion de las disoluciones de cada uno de los extractos fue
de 5 mg/mL. Los perfiles obtenidos para los extractos organicos y acuosos, se observaron en
luz UV vy posteriormente se revelaron con los reactivos correspondientes de acuerdo a los

resultados obtenidos para la identificacion de grupos de metabolitos secundarios.

4.6. Actividad Biologica (citotoxicidad).

Ensayos de germinacion con semillas de Lactuca sativa.

Para la determinacion del efecto alelopatico sobre la germinacién de semillas de lechuga

(Lactuca sativa), se utilizaron tres concentraciones por cada extracto: 10, 100 y 1000 ppm.
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Las concentraciones fueron seleccionadas con base en la descripcion del articulo de
Maraschin-Silva y Alves Aquila (2005). Los resultados obtenidos se analizaron
estadisticamente mediante un ANOVA de una via utilizando el programa STATISTICA
version 7.0.

La seleccion de la especie blanco utilizada considerd los siguientes criterios: el tiempo de
germinacion, la viabilidad de las semillas, el tamafio y el costo.

Se utilizd como sustrato papel filtro, el cual fue impregnado con la disolucion del extracto
mediante un pincel para lograr una dispersion homogénea, y se coloco en cajas de Petri de
vidrio. Se utilizaron cinco cajas de Petri por extracto y en cada una se colocaron 20 semillas
de lechuga, las cuales se lavaron previamente con agua corriente y jabon por cinco minutos
para eliminar la mayor cantidad de hongos, bacterias o impurezas presentes en la testa que
intervinieran con la germinacion. De tal forma que para cada tratamiento se colocaron 100
semillas de lechuga para evaluar el porcentaje de germinacion.

Ademas se definio un grupo control, formado por semillas a las cuales no se les aplicd
ningun tratamiento, asi como un grupo testigo, en el cual se colocaron 4 mL de cada uno de
los disolventes utilizados para impregnar los diferentes extractos en el papel filtro. También
para el grupo control y el testigo se colocaron 20 semillas en cada caja por quintuplicado.
Para todos los tratamientos, en cada caja de Petri que contenia las 20 semillas de lechuga se
colocaron 6 ml de agua destilada, se cubrieron con papel aluminio y se colocaron en una
incubadora a una temperatura de 25 + 0.5 °C.

Se realizaron dos lecturas, una a las 24 h y otra a las 48 h, para cuantificar el nimero de

semillas germinadas por caja.

Ensayos de supervivencia con Artemia salina.

Se realizd un ensayo con nauplios de Artemia salina (Leach), para determinar la actividad
citotoxica de los extractos de mayor polaridad. Se utilizaron tres concentraciones por cada
extracto: 10, 100 y 1000 ppm, para evaluar el posible efecto toxicoldgico sobre la
supervivencia de los nauplios de Artemia salina (Leach).Con los resultados obtenidos se
calculo la concentracion letal 50 utilizando el anélisis Probit.

Durante el proceso de eclosion se colocaron los huevecillos en agua salina a temperatura
controlada de 25 °C + 0.5 °C por 24 h.
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La prueba se realizd6 por quintuplicado para cada una de las concentraciones de las
disoluciones salinas de los extractos, y se colocaron 10 artemias por tubo de ensayo, con un
volumen final de 10 mL. Los tubos se mantuvieron en una incubadora a temperatura
controlada de 25 °C £ 0.5 °C por 24 h.

Se realiz6 la lectura a las 24 h, para cuantificar el nUmero de artemias sobrevivientes después

de la exposicidn al extracto y se compararon los resultados de cada concentracion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Rendimientos de los extractos organicos y acuosos.

Después de realizar las extracciones selectivas con cada uno de los disolventes (hexano,
acetato de etilo y metanol), se obtuvieron en total 18 extractos organicos, los cuales se
pesaron totalmente secos para obtener los respectivos rendimientos (Cuadro 2).

Se observo que los rendimientos obtenidos para los extractos hexanicos fueron mayores en
hojas y frutos, de 3.0 y 2.8 % respectivamente. En el caso de los extractos de acetato de etilo
se registraron los mayores rendimientos para las hojas 13.7 % y el menor rendimiento se
obtuvd para los tallos con 3.7 %. Para los extractos metandlicos las hojas y frutos mostraron
rendimientos mayores, siendo de 10.3 y 9.5 %, en comparacién con los tallos que registraron
el menor rendimiento que fue de 6.1 % (Cuadro 2).

Al comparar los valores obtenidos para los tres disolventes utilizados se observo que el
organo que presentd los mayores rendimientos fue la hoja, a diferencia del tallo que en

general registrd los rendimientos mas bajos.

Cuadro 2. Rendimientos obtenidos, expresados en porcentaje, de los diferentes extractos organicos.

ORGANO HEXANO AcOEt MeOH
HOJAS 3.0 13.7 10.3

TALLOS 1.3 3.7 6.1

FRUTOS 2.8 8.9 9.5

Se obtuvieron en total tres extractos acuosos del material vegetal, los cuales se liofilizaron y
pesaron para obtener los rendimientos correspondientes. Se observd que los rendimientos
fueron mayores para hojas 13.4 %, seguido de frutos 10.7 % y por ultimo tallos con 2.6 %.

Las hojas y frutos contienen la mayor cantidad de compuestos por sintesis “in situ” 0
acumulacién de biomasa, en los tallos se puede explicar la menor cantidad de materia
organica por el funcionamiento que realiza este 6rgano, es decir, principalmente transporte
de compuestos; ademas considerando que es una especie caducifolia la época de recolecta

también debe influir en el comportamiento observado.
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5.2. Determinacion de grupos de metabolitos secundarios.

Los resultados de las pruebas de deteccion de metabolitos secundarios mostraron la

presencia de terpenos, esteroides, flavonoides, alcaloides y glicésidos en los tres érganos

bajo estudio de D. viscosa (Cuadro 3).

Cuadro 3. Metabolitos secundarios identificados en los diferentes extractos de material vegetal de D.
viscosa (los parametros para cuantificar la intensidad de la reaccion fueron los siguientes: +=25 %, ++=
50 %, +++=75 %, ++++= 100 %).

. ] Alcaloides o
Extracto Organo | Terpenos Flavonoides Glicosidos
Esteroides Dragendorff ... Acido
agendo silicotangstico
Hojas | ++++ verde ++ verde Negativa Negativa Negativa
claro
HEXANO Tallos +++ verde ++ verde Negativa Negativa Negativa
claro
Frutos ++ verde + verde claro Negativa Negativa Negativa
Hojas ++ verde ++++ verde Negativa Negativa Negativo
0scuro
ACETATO  Tallos ++ verde +++ verde Negativa Negativa Negativo
DE ETILO claro
Frutos ++ verde +++ verde Negativa Negativa Lig +
Hojas + verde +++ verde Positiva +++ Positiva +++ Positiva +
aceituna
Tallos Negativa ++ verde Positiva ++ Positiva +
METANOL aceituna
Frutos Negativa +++ verde Positiva + Positiva + Positiva ++
aceituna
Hojas + rosado +++ durazno + + ++++
Tallos + ++ durazno Negativa Negativa +++
ACUOSOS
Frutos + rosado ++ rosa Negativa Ligeramente + +++

A nivel de dérgano se encontré que los metabolitos identificados en los extractos de hojas
fueron flavonoides, terpenos-esteroides y glicosidos con una intensidad de reaccion alta
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(100 %), es decir, se observo una mayor concentracion de estos grupos de metabolitos
secundarios.

En los extractos de tallos los resultados fueron similares a los extractos de hojas, se
detectaron principalmente terpenos-esteroides, flavonoides y glicosidos, aunque la intensidad
de reaccion fue menor, lo cual significa que estos compuestos secundarios estan presentes en
tallos pero en una concentracion mas baja.

Mientras que en los extractos de frutos el comportamiento fue distinto, ya que predomino la
presencia de flavonoides y glicésidos, y aunque se detectd la presencia de terpenos-
esteroides la intensidad de la reaccion fue menor en comparacion con los registros para los
extractos de hojas y tallos.

Para los extractos de hojas, se observd que en el extracto hexanico destacé la presencia de
terpenos-esteroides, en el de acetato de etilo los flavonoides, para el extracto metandlico
también resaltdé la presencia de flavonoides y alcaloides y para el extracto acuoso se

detectaron principalmente glicésidos (Figura 2).
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Figura 2. Metabolitos secundarios en los extractos organicos y acuosos de hojas, donde la intensidad de
la reaccién para cada una de las pruebas de deteccion se expresa en porcentaje.

En los extractos de tallos, se detectaron los mismos grupos de metabolitos secundarios que
los presentes en los extractos de hojas, aunque en concentraciones diferentes, lo cual se

reflejé en las intensidades de reaccion observadas (Figura 3).
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Figura 3. Metabolitos secundarios en extractos organicos y acuosos de tallos, donde la intensidad de la
reaccién para cada una de las pruebas de deteccidn se expresa en porcentaje.

En los extractos de frutos, nuevamente se encontraron los mismos grupos de metabolitos
secundarios para cada disolvente, es decir, para el hexanico destaca la presencia de terpenos-
esteroides, para el de acetato de etilo resaltan los flavonoides al igual que en el metandlico y
para el acuoso predominan los glicdsidos, sin embargo, a diferencia de los extractos de hojas
y tallos aunque hay presencia de alcaloides la concentracion de compuestos secundarios es
menor, aproximadamente del 25 % (Figura 4).

Se observé que hay similitudes entre los diferentes 6rganos en cuanto a la presencia de
metabolitos secundarios, sin embargo, las intensidades de reaccion para cada grupo fueron
diferentes tanto en los extractos como en los érganos analizados, lo cual podria relacionarse
con la concentracion presente en cada muestra analizada y por lo tanto se requiere la

cuantificacion en cada uno de los casos.
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FRUTOS
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Figura 4. Metabolitos secundarios en extractos orgénicos y acuosos de frutos, donde la intensidad de la
reaccién para cada una de las pruebas de deteccidn se expresa en porcentaje.

Estos resultados concuerdan con las investigaciones fitoquimicas realizadas sobre la especie,
donde se ha demostrado la presencia de flavonoides, terpenos, esteroides, saponinas y
glicosidos (Wagner et. al., 1986; Kusum & Dinesh, 1983; Sachdev & Kulshreshtha, 1984;
Siddiqui, 1998 en Pengelly, 2008).

Los extractos organicos y acuosos presentan similitudes en los grupos de metabolitos
secundarios, sin embargo, suponemos diferencias en las estructuras quimicas ya que los
compuestos fueron extraidos en diferentes disolventes ademas de observar diferente
intensidad de reaccion para cada una. Para los extractos organicos de hojas, tallos y frutos
destacd la presencia de terpenos y flavonoides, mientras que en los extractos acuosos se
observo una mayor intensidad de reaccion para los glicésidos.

A nivel de drgano se observd que la intensidad de reaccidn para terpenos y flavonoides es
similar en los extractos organicos y acuosos de hojas y frutos (100 %), sin embargo, en los
extractos acuosos de frutos destaca la ausencia de alcaloides.

Es necesario enfatizar que al realizar una extraccion selectiva de menor a mayor polaridad,
se trata de obtener en los extractos componentes de polaridad semejante. Esta condicion

facilita el analisis del extracto en cuestion.
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Por otro lado el extracto acuoso, presenta una mayor complejidad en cuanto a la polaridad de
sus componentes, ya que se obtienen en este extracto tanto compuestos polares como de

mediana polaridad.

5.3. Perfil cromatogréfico de los extractos hexanicos.

La placa cromatogréafica para los extractos hexanicos observada bajo luz ultravioleta de 365
nm, mostro que existe similitud entre los perfiles obtenidos para los tres érganos bajo estudio,
lo cual se refleja en el nimero aproximado e intensidad de las bandas presentes en la zona de
mediana polaridad (A), principalmente destaca la similitud de los extractos de tallo y fruto
los cuales comparten bandas con la misma intensidad en la zona de mediana y alta polaridad
(B), a excepcion de una mancha presente en la zona de menor polaridad para el extracto de
fruto (C) y para el extracto de hoja se observé que presentd similitudes principalmente en la
zona de mediana polaridad (Figura 5).

Al revelar la placa con sulfato cérico, se detectaron algunos cambios en la presencia de las
bandas observadas bajo luz ultravioleta. En la zona de mediana polaridad se observaron
similitudes entre los extractos de hoja, tallo y fruto, aunque en el extracto de hoja se obtuvd

una mayor intensidad en las bandas.

1 2 3 1 2 3

Figura 5. Placa cromatogréafica del extracto hexanico, sistema de elusion hexano: acetato de etilo (8:2)
bajo luz UV a longitud onda de 356 nm (a la izquierda) y revelada con sulfato cérico (a la derecha).
Carriles: 1.-hojas, 2.- tallos y 3.-frutos.
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Por ultimo en la zona de baja polaridad se observaron tres bandas pero con una diferencia en
intensidad, siendo esta mayor para el extracto de hojas y frutos, cabe resaltar que la banda
que caracterizo al extracto de fruto presento el mismo perfil tanto en luz UV como al revelar
con sulfato cérico (Figura 5).

En cuanto a la placa cromatografica obtenida para los extractos hexanicos revelada con
reactivo de productos naturales, se observaron similitudes en la zona de alta polaridad para
los tres extractos, sin embargo se observa una mayor concentracién de compuestos en el
extracto de hoja y un mayor numero de bandas distribuidas en todo el perfil cromatografico
(Figura 6).

1 2 3

Figura 6. Placa cromatografica para los extractos hexanicos en sistema de elusion hexano: acetato de
etilo (5:5), revelada con reactivo de productos naturales. Donde los extractos estan en los carriles 1-3, en
la secuencia hojas, tallos y semillas.

5.4. Perfil cromatogréfico de los extractos de acetato de etilo.

La placa cromatografica de los extractos de acetato de etilo observada bajo luz ultravioleta
de 365 nm, muestra que existen algunas diferencias entre los perfiles obtenidos de los

extractos de hojas, tallos y frutos (Figura 7).

Para el extracto de hojas se observaron un mayor numero de bandas en la zona de menor
polaridad, donde ademés la intensidad fue mayor, es decir, esto implica una mayor

concentracion de los compuestos y/o mezclas presentes en esa zona.
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Figura 7. Placa cromatogréfica para el extracto de acetato de etilo en eluyente hexano: acetato de etilo
6:4, luz UV a longitud onda de 356 nm (a la izquierda) y revelada con reactivo de productos naturales (a
la derecha). Carriles 1-3 de izquierda a derecha muestran los extractos en la secuencia hojas, tallos y
frutos.

El perfil de los extractos de tallos mostrd una gran similitud en la zona de menor polaridad
con el perfil del extracto de hoja, sin embargo en la zona de mayor polaridad se observaron
bandas con mayor intensidad para el extracto de tallos, lo cual permite sugerir que este
extracto tiene una mayor complejidad (mayor numero de bandas), que posiblemente esté
asociada con cualidades quimicas diferentes a las que podemos encontrar en las hojas.

Se observo que algunos de los compuestos presentes en el extracto de hojas no estan
presentes en el extracto de frutos, y el extracto de tallos es totalmente diferente y es el que
presentd un mayor nimero de bandas en el perfil cromatografico.

Lo anterior se confirma al revelar la placa con reactivo de productos naturales donde
observamos que nuevamente el extracto de tallos destacd por su perfil donde se encontraron
un mayor nimero de bandas con una intensidad mayor y en segundo lugar, pero no con
menor importancia, resalta el perfil del extracto de hojas que comparte similitudes tanto en la
zona de baja como mediana polaridad y solo en la zona de mayor polaridad el perfil de tallos
se mostro distinto, ya que se observaron bandas que no estan presentes en el resto de los
extractos de acetato de etilo (Figura 7).

Ademas en la placa cromatografica de los extractos de acetato de etilo revelada con reactivo
de productos naturales se observo la presencia de flavonoides (identificados por la
coloracion mostrada con el revelador especifico) en cada una de las muestras, y se

manifestaron con mayor intensidad en los extractos de hojas.
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5.5. Perfil cromatogréafico de los extractos metandlicos y acuosos.

La placa cromatografica para los extractos metandlicos, revelada con reactivo de productos
naturales mostré que los perfiles de hojas y frutos fueron similares entre si, lo cual se aprecia
en la intensidad y nimero de bandas presentes en la zona de baja y alta polaridad, a
excepcidn de una banda en la zona de mediana polaridad que presenté mayor intensidad para
el extracto de frutos. Para el extracto de tallos se observaron similitudes con los perfiles de

hojas y frutos en la localizacién de las bandas, sin embargo la intensidad es menor (Figura 8).

Figura 8. Placa cromatografica de los extractos metandlicos y acuosos, en sistema de elusién Butanol:
acido acético: Agua (5:1:4), revelada con reactivo de productos naturales. Donde los carriles de derecha
a izquierda representan: carriles 1-3 extractos MeOH de tres érganos de D. viscosa, 1.-Hojas, 2.- Tallos,
3.- Frutos: y del carril 4-6 se colocaron los extractos acuosos con la siguiente secuencia: 4.- Hojas, 5.-
Tallos, 6.-Frutos.

Por otro lado la placa cromatogréfica de los extractos acuosos muestra que los perfiles de
los tres drganos bajo estudio son similares, lo cual se observa en el nimero de bandas
presentes en la zona de mediana y alta polaridad. Sin embargo, en el extracto acuoso de
frutos destaca la presencia de una mancha color rojiza con una mayor intensidad en la zona
de alta polaridad, la cual se aprecia con menor intensidad para los extractos de hojas y tallos.
Es importante sefialar que los perfiles de tallos y frutos contindan destacando por su
complejidad quimica, ya que presentaron compuestos con la misma intensidad en las tres
zonas de polaridad de la placa (Figura 8).

Si bien la polaridad del metanol y el agua son muy similares, los perfiles obtenidos para los
extractos acuosos difieren de los extractos metandlicos en el numero e intensidad de las
bandas observadas, por lo cual se esperaria que dicha complejidad que caracteriza a los

extractos acuosos esté relacionada con su actividad bioldgica y citotoxica.
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Esto puede deberse a la forma de extraccién, ya que se realizaron tres extracciones de 24 h
cada una, por otro lado el tiempo de extraccion acuosa fue menor, para evitar contaminacion
por bacterias y hongos. Sin embargo, se hace evidente la necesidad de realizar una

extraccion exhaustiva para el extracto acuoso.

5.6. Bioensayos de germinacion.

Los resultados obtenidos mostraron que los extractos de acetato de etilo fueron los méas
activos, al inhibir la germinacion tanto a 10, 100 y 1000 ppm.

Para los extractos hexanicos se observé que el extracto de frutos present6 la mayor actividad
sobre la inhibicion de la germinacion a 1000 ppm, las hojas y tallos presentaron una
actividad similar.

En el caso de los extractos acuosos y metandlicos destacé la inhibicion total de la
germinacion a 1000 ppm para la lectura a las 24 h.

A nivel de érgano se identificd que tanto en los extractos organicos como en los extractos
acuosos los frutos fueron los mas activos.

Para los extractos acuosos se obtuvé una disminucion en el porcentaje de germinacion a las
48 h en la concentracion de 1000 ppm, en particular la inhibicion fue mayor para los
extractos de tallos y frutos.

Al comparar los resultados obtenidos para los extractos organicos y acuosos se aprecié que
los extractos acuosos fueron los més activos sobre la inhibicion de la germinacion desde 100
ppm a 24 horas e inhibiéndola casi totalmente a 1000 ppm, es decir, se detectd un efecto
dosis-respuesta (Cuadro 4) en el cual al incrementar la concentracion del extracto disminuye

el porcentaje de germinacion de las semillas de lechuga.
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Cuadro 4. Porcentajes de geminacion de semillas de lechuga utilizando extractos de hojas, tallos y frutos
de D. viscosa a diferentes concentraciones.

CONCENTRACION
EXTRACTO ORGANO 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
24h 48h 24h 48h 24h 48h
Hojas 95 - 94 - 74 -
HEXANO Tallos 95 - 90 - 72 -
Frutos 90 - 92 - 35 -
Hojas 56 84 46 90 0 77
ACETATS Talls | 64 93 54 91 17 89
Frutos 73 97 16 75 0 63
Hojas 63 80 69 79 0 50
METANOL Tallos 89 95 67 95 0 54
Frutos 88 93 81 93 0 13
Hojas 35 95 10 90 0 4
AGUA Tallos 40 95 25 90 0 4
Frutos 60 95 20 95 0 6

En el caso de las concentraciones de 10 y 100 ppm para los extractos acuosos de tallos el
porcentaje de germinacion no sufrid6 modificaciones considerables, fue de 95 y 90 %
respectivamente y para el extracto de frutos fue de 95 % en ambas concentraciones.

Se observé que al incrementar la polaridad de los extractos se produce una disminucién en el
nimero de semillas germinadas, por lo cual podemos afirmar que los compuestos
secundarios que le confieren los efectos inhibitorios a la especie bajo estudio sean en su

mayoria de naturaleza polar.

Para los extractos hexanicos, el porcentaje de germinacion fue mas bajo sobre todo para el
extracto de frutos a 1000 ppm, donde se registré un 35 %, el cual representa un 65 % de

inhibicién (Figura 12).
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Figura 12. Porcentajes de germinacién de semillas de lechuga, utilizando extractos hexanicos de hojas,
tallos y frutos de Dodonaea viscosa.

En la Figura 13 se observa que en los extractos de acetato de etilo, para hojas y frutos se
registré una inhibicién total a una concentracion de 1000 ppm a 24 h, pero después de 48 h
se produce un cambio notable, incrementando la germinacion en un 77 y 63 %, es decir, que
suponemos que ocurre una degradacién de los principios activos que le confieren la

actividad alelopatica.
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Figura 13 Porcentajes de germinacion de semillas de lechuga, utilizando extractos de acetato de etilo de
hojas, tallos y frutos de Dodonaea viscosa.
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En los extractos metanolicos se observo una inhibicion total de la germinacion a 1000 ppm a
24 h, y para los frutos sélo se obtuvd un ligero incremento en la germinacion a las 48 h de

13 %, un valor que se puede considerar bajo en comparacion con las concentraciones de 10 y

100 ppm (Figura 14).
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Figura 14. Porcentajes de germinacién de semillas de lechuga, utilizando extractos metandlicos de hojas,
tallos y frutos molidos y enteros de Dodonaea viscosa.

En la figura 15 destaca la inhibicién total de la germinacién a una concentracion de 1000
ppm a 24 h para los extractos acuosos. Después de 48 h, se obtuvieron los valores mas bajos

registrados durante el experimento, para hojas 4%, tallos 4% vy frutos de 6 % (Cuadro 4).
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Figura 15. Porcentajes de germinacion de semillas de lechuga, utilizando extractos acuosos de hojas,
tallos y frutos molidos y enteros de Dodonaea viscosa.

El andlisis de varianza aplicado a los resultados confirma que existen diferencias
significativas entre el nimero de semillas germinadas de los extractos organicos y acuosos
de todas las concentraciones probadas, donde los acuosos presentaron mayor actividad
inhibitoria. Cabe resaltar que los extractos organicos tanto de acetato de etilo como

metanolicos mostraron que es promisorio su estudio dada la actividad inhibitoria (Figura 9).

20

semillas germinadas
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Figura 9. Efecto de los extractos organicos y acuosos sobre la germinacion de las semillas de Lactuca
sativa con ANOVA de una via F (3, 371)=15.378, p < 0.05.
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Asi mismo el analisis estadistico aplicado permitié confirmar que para los extractos
organicos y acuosos la concentracion de 1000 ppm produce una inhibicidn significativa
sobre la germinacion, sin embargo debido al comportamiento de los datos para la
concentracion de 100 ppm se sugiere en futuros estudios considerar el analisis de la
respuesta para diferentes dosis comprendidas en el intervalo entre 100 y 1000 ppm (Figura
10).
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Figura 10. Efecto de las tres concentraciones utilizadas en el bioensayo (10, 100 y 1000 ppm) sobre la
germinacion de las semillas de Lactuca sativa con ANOVA de una via F (4, 370)=73.558, p < 0.05.

En la figura 11, el estadistico revelé que existen diferencias significativas entre los tiempos
de germinacion, es decir, a 48 h disminuye el efecto inhibitorio, esto podria atribuirse a una
degradacion de los compuestos activos y a la respuesta fisiologica de la semilla debido al
efecto retardante sobre la germinacién. Por lo cual se sugiere en futuros estudios incluir el

andlisis de la velocidad de germinacién, asi como el crecimiento y vigor de las plantulas.

semillas germinadas

tiempo

Figura 11. Efecto del tiempo sobre la germinacion de las semillas de Lactuca sativa con ANOVA de una
via F (1, 373)=47.327, p < 0.05.



Al analizar los resultados es posible afirmar que existe una correlacion entre la
concentracion de los extractos, la polaridad y la inhibicion de la germinacion, es decir, al
incrementar la concentracion y trabajar con los extractos de mayor polaridad se observo la
inhibicion gradual del porcentaje de germinacion.

Se comprob6 que los compuestos presentes en los extractos polares deben estar involucrados
en el efecto alelopatico que ha sido reportado para D. viscosa por Maraschin-Silva & Alves
Aquila (2005).

Es importante mencionar que la apariencia de las semillas de lechuga germinadas fue
diferente para cada concentracion utilizada, a 10 y 100 ppm en todos los extractos los
cambios en la apariencia no fueron drasticos y la radicula presentd un tamafio y color
similares a los controles, pero a 1000 ppm los cambios son notables, se observé una
reduccién en la elongacion radicular asi como un cambio de color, y en el caso de los

extractos acuosos se formoé un mucilago color café (Figura 16).

e

Figura 16.Semillas de lechuga germinadas a las 48 horas utilizando extracto metandlico de hojas de
Dodonaea viscosa a dos concentraciones 10 ppm (imagen a la izquierda) y 1000 ppm (imagen a la
derecha).

Cabe mencionar que las pruebas para identificacion de metabolitos secundarios mostraron la
presencia de glicosidos en los extractos acuosos tallos y frutos, lo cual sugiere que
posiblemente este grupo se relacione con la inhibicion de la germinacion de las semillas de
lechuga. Sin embargo, el efecto inhibitorio que producen los extractos acuosos no se debe
Unicamente a la presencia de glicosidos , ya que es muy probable que el efecto observado sea
producto de la actividad de distintos compuestos que estdn presentes en los extractos
obtenidos.

A pesar de que existen similitudes en el tipo de compuestos presentes en los extractos

vegetales bajo estudio, cada 6rgano vegetal presenta una composicion quimica propia que les
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confiere una actividad bioldgica particular, lo cual se confirma con los perfiles
cromatograficos obtenidos y los bioensayos de germinacion.

Ademas como se ha reportado en la literatura, la sintesis de metabolitos secundarios esta
influenciada por diversos factores tanto bidticos como abidticos y que depende en gran
medida de la formacidn de precursores primarios, en este sentido es posible que la planta
“sea obligada” a elegir la forma en que debe invertir su energia, es decir, fotosintetizar o
crear un complejo sistema de defensa fisica o quimica que le permita coexistir con otras
especies y de esta manera incrementar su adecuacion.

Visualizando este contexto, en el caso de D. viscosa, considerando que es una especie
pionera y tolerante a medios estresantes gracias a sus caracteristicas fisiologicas, se observa
que en respuesta a las condiciones de su habitat ha desarrollado diferentes estrategias para
garantizar su supervivencia como especie y poblacion, tales como la produccion de
metabolitos que le permitan evadir tanto la herviboria como la defensa quimica contra otras
especies vegetales.

Este efecto alelopatico que se ha confirmado por medio de bioensayos de laboratorio para los
extractos polares de tallos y frutos de D. viscosa aunado a la alta produccion de frutos, puede
relacionarse con el éxito de sus poblaciones en hébitats perturbados o donde otras especies
no han conseguido éxito en su establecimiento y permanencia como lo ha logrado esta
especie.

Estas cualidades pueden convertirla en una especie dominante y altamente resistente que
podria afectar la diversidad y abundancia de otras especies.

Por lo anterior se recomienda realizar estudios alelopaticos en campo previos a la
introduccién de D. viscosa en ambientes perturbados con fines de restauracion, ya que a
largo plazo podria convertirse en una especie dominante que afecté el equilibrio del
ecosistema.

5.7. Ensayos de supervivencia con Artemia salina.

Debido a la naturaleza de la prueba (en solucion salina), se decidié utilizar en este ensayo,
Unicamente los extractos de mayor polaridad, es decir, metanolicos y acuosos

Para los extractos metandlicos se observo que el extracto de frutos presentd mayor toxicidad
a partir de una concentracion de 100 ppm., de la misma forma que en el extracto acuoso. Se

observé que el nimero de artemias sobrevivientes fue menor para los extractos metanélicos
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y acuosos de tallos y frutos a una concentracién de 1000 ppm y ademaés se detectd un efecto
dosis- respuesta, como el descrito para los bioensayos de germinacion.

Tabla 5. Porcentajes de supervivencia de Artemia salina utilizando extractos metandlicos y acuosos de
hojas, tallos y frutos de D. viscosa, a tres diferentes concentraciones.

EXTRACTO  ORGANO CONCENTRACION
10 ppm 100 ppm 1000 ppm CONTROL
Hojas 92 86 82 100
MeOH Tallos 86 0 96 100
Frutos 100 100 42 98
Hojas 90 96 74 100
AGUA Tallos 08 100 0 100
Frutos 100 100 48 100

Al analizar los resultados obtenidos por 6rgano, se observé que los extractos de hojas no

modificaron la supervivencia de A. salina (Figura 17).
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Figura 17. Porcentajes de supervivencia de A. salina utilizando extractos acuosos y metandlicos de hojas.

En el caso de los extractos de tallos y frutos se observd que Unicamente para el extracto
acuoso, se presentd una inhibicién total sobre la supervivencia de A. salina a una
concentracion de 1000 ppm, a diferencia del extracto metandlico el cual mostré mayor
actividad a partir de la concentracion de 100 ppm (Figuras 18 y 19).
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Porcentaje de Supervivencia de A4.salina para los extractos de tallos.
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Figura 18. Porcentajes de supervivencia de A. salina utilizando extractos acuosos y metandlicos de tallos.

Porcentaje de Supervivencia de 4. salina para los extractos de frutos.
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Figura 19. Porcentajes de supervivencia de A. salina utilizando extractos acuosos y metandlicos de frutos .

Es importante sefialar que los resultados obtenidos en los bioensayos de germinacion y en
los ensayos de citotoxicidad con Artemia salina son muy similares, considerando que en
ambos se detectd que los extractos acuosos de tallos y frutos presentaron una importante

actividad citotoxica y posiblemente alelopatica.
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6.Conclusiones

Se obtienen mayores rendimientos al utilizar extractos acuosos y metandlicos y se
encontré que a nivel de d6rgano los extractos de hojas presentaron los mayores

rendimientos.

Con base en el andlisis fitoquimico preliminar se confirma que D. viscosa es una
especie con una compleja composicion quimica caracterizada por la presencia de
flavonoides, alcaloides, terpenos-esteroides y glicosidos, cuya concentracion difiere

a nivel de 6rgano y tipo de extraccion.

Los perfiles cromatograficos obtenidos mostraron que los extractos acuosos y
metanolicos fueron los mas complejos en cuanto a su composicion quimica (nimero
de bandas y presencia de metabolitos secundarios), y se asocia dicha complejidad
con su actividad alelopética sobre la germinacién de semillas de lechuga y su efecto

citotoxico sobre A. salina.

Con base en el andlisis fitoquimico, los bioensayos de germinacién y actividad
biol6gica se confirma que los tres drganos analizados de D. viscosa presentan
potencial alelopatico y un efecto citotdxico asociado a compuestos secundarios

principalmente de naturaleza terpenica, flavonoidica, alcaloidica y glicosidica..

Por lo tanto el presente estudio permite obtener un punto de partida para futuras
investigaciones sobre el efecto alelopatico de la especie en campo, ya que permitio
identificar los extractos con mayor actividad biologica y alelopatica, ademas de conocer los
grupos de metabolitos secundarios que pueden estar involucrados con la toxicidad de la

especie (terpenos-esteroides y flavonoides).

Es importante sefialar que debido a que los extractos acuosos de tallos y frutos presentaron
una mayor actividad bioldgica y alelopatica durante los bioensayos de germinacion y las
pruebas con A. salina, se esperaria que en un medio natural dicho efecto pueda equipararse
con un proceso de lixiviacion por medio del cual D. viscosa libera sus metabolitos

secundarios al ambiente.
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Se recomienda continuar con trabajos a nivel de campo, en condiciones de invernadero
utilizando extractos acuosos de tallos y frutos, considerando otras variables bidticas
(herbivoria, interaccion con otras especies vegetales, presencia de enfermedades) y algunos
factores abidticos (estacionalidad, temperatura, humedad, caracteristicas del suelo), que

influyen sobre su efecto alelopatico.
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