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1 _INTRODUCCION

México posee una gran variedad de plantas vasculares (aproximadamente 25,000 a 30,000)
por lo que se vuelve una necesidad conocerlas, describirlas y clasificaslas, por lo cual el
trabajo taxondmico es importante (Chiang, 1989). Las tareas de los taxondmos se vuelven
frecuentemente complejas cuando las diferencias entre las especies son pequefias. Es por eso
que requieren de la informacion proporcionada por otras ramas de la ciencia (por ejemplo de
I Quimics, Is Citologis o Is Genétics, entre otras), sumando a los caracteres mort‘olégicos_
(ys sean macroscopicos o microscopicos) los de tipo submicroscopico, bioquimico,
inmunologico, etc., para lograr una clasificacion lo ms exacts posible (De la Sota, 1967).

Las plantas producen una gran variedad de compuestos quimicos que se han dividido en dos
grupos; metabolitos primarios y metabolitos secundarios, en razén a su funcion (Gros et al.,
1985).

Los metabolitos primarios son productos que participan en el metabolismo general y estin
ampliamente distribuidos en e} mundo viviente, como las proteinas, los polisaciridos y los
lipidos.

Los metsbolitos secundarios (alcaloides, terpenos-esteroides y acetogeninas) son productos
con funcion especial. Esta funcion es, en su mayor parte desconocida (Gros et al,, 1985). Se
sabe que estin involucrados en la defensa contra depredadores y patogenos, en Ia atraccion de
polinizadores y en otros aspectos ecoldgicos (Taiz & Zeiger, 1990). Su distribucion esta
restringida & ciertos organismos (Gros et al., 1985) por lo cual alguncs de ellos son dtiles
como marcadores taxondmicos (por ejemplo, Hegnauer, en 1964, menciona que en fas
Convolvulaceae existen compuestos, como las resinas glicosidicas y los alcaloides ergdlicos
que pudieran emplearse como marcadores taxonomicos, otro ejemplo es ef de las betalainas

que sblo se encuentran en el orden Caryophyllales, famiia  Centrospermae, Mabry en



Stuessy, 1990).

Debido a lo anterior, 1a utitizacion de los productos secundarios en la taxonomia, puede
aportar informacion til para apoyar la clasificacion de las plantas y ayudar a resolver algunos
problemas taxondmicos (Stuessy, 1990), estableciendo grados de similitud o diferencia entre

grupos de vegetales cercanamente relacionados (Taiz & Zeiger, 1990).

La historia de la Quimica aplicada a la clasificacion de las plantas puede remontarse
indirectamente a la “Materia Médica” de Dioscorides (300 a.C.), cuando los herbalistas las
agrupaban considerando. sus propiedades medicinales, las cuales, obviamente, derivan de los

compuestos quimicos que contienen (Stuessy, 19%0),

Uno de los primeros estudios donde se propuso Ia quimica para apoyar la clasificacion fue el
realizado por Abott en 1886 (en Stuessy, 1990), quicn examint la distribucién de saponinas
(triterpenoides o esteroidales) en plantas ¢ hizo deducciones acerca de Ia aplicacion de los

datos quimicos en estudios evolutivos

Greshoff, en 1909, pensd que los datos que aporta la quimica de las plantas son muy

. importantes y deberian incluirse en la descripcion del taxon. Finalmente Hegnauer, en 1954,

retoma estas ideas ¢ introduce el término Quimiotaxonomia. A partir de estd década, la
aplicacion de datos quimicos a los problemas taxondmicos se realizé en forma mis directa y
general (Stuessy, 1990),

A pesar de que en muchos grupos de plantas se ha profundizado en el estudio de los
compuestos quimicos que poseen, ain faltan muchas especies por estudiar, tal es el caso del

género Cuscuta,

Dentro del género Cuscwia se agrupan plantas vasculares parasitas. Debido a este
parasitismo, la ubicacion taxonomica de estas plantas siempre ha sido motivo de controversia,

a pesar de compartir algunas caracteristicas morfoldgicas con la famitia Convolvnlacear

[ 8]



(Barton, 1956).

El género ademas presenta ui arveglo taxonomico complejo (Diagrama 1) y esté dividido en 3
subgéneros, 8 secciones y 29 subsecciones, dentro de las cuales se ubican 158 especies

(Yuncker, 1932).

De lo anterior se deriva el interés en estudiar los compuestos quimicos de algunas especies del
género Cuscuta , para que dicha informacion contribuya al conacimiento de los metabolitos

secundarios presentes en ellas, con el fin de que los datos obtenidos puedan servir en la

resolucion de algunos de los problemas taxondmicos del género y de las especies estudiadas’

en particular.
OBJETIVOS

Por tal motivo, se ha planteado como objetivo general para este trabajo, realizar un estudio
quimico comparado de cuatro especies mexicanas de Cuscuta (Cuscuta americana Linnaeus,

C. arvensis Beyrich, C. corymbosa var. siylosa Engelmann y C. tinctoria Martius) para

establecer similitudes o diferencias interespecificas.
Los objetivos particulares establecidos son los siguientes:

1.- Determinar la presencia de grupos de metabolitos secundarios (alcaloides, terpenos y
esteroides, flavonoides y glicosidos),

2.- Determinar la presencia de fos 3 grupos de compuestos caracteristicos de fa familia
Convolvulaceae  (alcaloides, glicorresinas y glucosidos kaurandicos) mediante perfiles

cromatograficos, asi como de perfiles de flavonoides.

3.- Las determinaciones se harin con material colectado en época de lluvias y en época de
sequia en talios de las cuatro especies y en flores de C. finctoria , debido a que las otras

especies no estaban en floracion cuando se hizo la colecta.



4.- Hacer una separacién cromatografica de un extracto etandlico, para buscar compuestos

del grupo terpénico y esteroidal, asi como flavonoides,
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Diagrama 1 Pesible filogénia de las subsecciones de Cuscuta (Yuncker en 1932).



2 ANTECEDENTES BIOLOGICQS

2.1 Distribucldn del género

El género Cuscuta comprende unas 158 especies ampliamente distribuidas a nivel mundial,
tanto en regiones tropicales como templadas, Ia mayoria de las cuales se encuentran en
América (aproximadamente 89), desde el sur de Canadi hasta Chile y Argentina, En Europa,
Asia y Afvica se localizan a partir del paralelo 60 N hasta Sudifrica. En Australia y las islas de
los océanos Indico y Pacifico se encuentran pocas especies (unas 16) y todavia no se han

dado & conocer en las islas Filipinas (Yuncker, 1932).

Meéxico cuenta con una gran variedad de especies (cerca de 43) distribuidas a lo largo de todo
el pals, entre ellas se encuentran Cuscuta americana, C. arvensis, C. corymbosa (variedades
stylosa y grandiflora), C. tinctoria, C. umbellata, C. decipiens, C. veatchii, C. aurea, C.

mexicana, etc. (Yuncker, 1932),

2.2 Ciclo Bioldgico

. El ciclo bioldgico de esta planta se compone de dos fases : la autotrofica y la heterotrdfica,

Durante la primera fase, la semilla germina en la tierra; las semillas requieren de un periodo de

hibernacion, el cual rompe Ia latencia, pues la testa tiende a endurecerse (Hutchinson & Floyd,
1979).

El tallo de la plintula posee una raiz muy reducida, éste circunmuta hasta hallar alguna planta,
cuando esto ocurre el pnrésité se va enrollando, pierde la raiz y desarrolla haustorios; en ese
momento comienza la fase heterotrofica (Stransburger, 1988). Los haustorios liberan enzimas
degradadoras de la pared celular de tejidos hospederos, como la pectinesterasa,

poligalacturonasa, exc-1,4-B-D-glucosidasa, entre otras (Nagar, 1984).

La época de floracion tiene lugar a finales de la primavera y principios del verano (Jauch,



1985). Las semillas pueden ser dispersadas por animales, agua y en los sitios de cultivo por
equipo de fabranza o bien, mezcladas con las semillas del cultivo infestado por esta planta
(Agrios, 1978). El parasito se dispersa también, si algtin tallo se rompe y se pone en contacto

con alguna planta vecina (Walker, 1975)

Los adultos pueden resistir la sequia 0 hibernar cuando estos son de gran tamafio y por tanto,

originan mis tejido productor de semillas (Jauch, 1985).

Cuando los tallos de Cuscura se secan, se vuelven de color atabacado y dejan las cicatrices de
los haustorios sobre e hospedero (Jauch, 198S).

En los tallos de esta angiosperma se pueden encontrar larvas y pupas de Lc;iidbpteros como

Nephopterix rubripasela Rogonot, Chorrera extrincica Dyar, Palatka nymphaella Hulst y‘

Caudelia apyrella Dyar (Corrette & Neunzig, 1979); asi como de Coledpteros del género
Smicronix (Anderson, 1974).

Respecto al parasitismo de Cuscufa existe controversia en lo referente a si es un parésito
parcial (hemipardsito) o vive totaimente a expensas de la planta hospedera (holoparasito), ya
que Baccarini (1965 y 1966) y Dinelli en 1993, han encontrado clorofilas y capacidad de
fotosintesis en ambas etapas del ciclo vital, por lo tanto, segin estos autores es un
hemipardsito; por otra parte, otros investigadores consideran que se trata de un holoparisito
que obtiene los aminodcidos, aziicares (principalmente sacarosa o desoxiglucosil-fructosido) y
fosfatos del floema hospedero (Fer, 1981 y Steward en Wink & Witte, 1993), y el agua,

calcio y otros elementos minerales del xilema (Fer, 1981).



2.3 Parasitismo & importancia econémica
Parasitismo

El parasitismo de Cuscuta puede ser especifico o casual, es decir, algunas especies presentan
especificidad a determinados hospederos, por cjemplo, C. indecora y C. planiflora que
principalmente invaden cuttivos de alfalfa (Medicago sativa ) (Jauch, 1985 y Agrios, 1978); C.
epilinum, el tino, C. epithymum y C. trifoli , el trébol, etc. (Walker, 1975). En estos casos las
semillas del parisito son muy similares a las del hospedero, por lo cual es muy dificil su
emadicacion (Agrios, 1978),

Otras especies, en cambio, parasitan una amplia gama de plantas de maners, aparentemente,

indiscriminada, como C. campestris, C. gronovii, C. pentagona, etc. (Walker, 1975}..

Ya que ciertas especies muestran especificidad a hospederos, algunos investigadores han
realizado estudios para detectar la posible “sefal” que permite el reconocimiento e induzca la

formacién del haustorio y la conexion de éste con el sistema vascular del hospedero.

Dean, en 1937 (en Tsivion, 1578), afirma que ¢! haustorio de Cuscuta es inducido solamente
por Ia presion que ejerce el tallo de ésta al enrollarse en el hospedero y que no existe sefal

quimica que estimule este fendmeno.

Tsivion, en 1978, sugiere que la presencia de algunas hormonas del hospedero, como las

citoquininas son lss que provocan que el haustorio emerja del prehaustorio y penetre en los
tejidos vasculares.

Finalmente, Kelly, en 1993, menciona que son los flavonoides de la corteza del hospedero los

que pueden provocar el reconocimiento y que se trata de una respuesta fototrapica



Cuscuta major DC (Cuscuta de grandes flores) parasitando a una ortiga (Urfica )

1 =Flor 2=Flor abierta 3= Boton. Tomado de Chadefaud, 1960.



Importancia econdmica

Cuscuta parasita una gran variedad de especies de interés econdmico como legumbres, cafla
de anicar, cebolla, tomate, zanahoria, alfalfa, trébol, pastos (Dinelli et al., 1993), orquideas,

plantas omamentales, arbustos (como Riccinus communis), hierbas anuales y perennes (como

Ipomoea batatas), rara vez drboles (como Citrus grandis ¥Melkania, 1989) y se le pucde

encontrar en angiospermas silvestres y helechos (Kuoh & Chiang, 1988).

Es un agente causante de grandes pérdidas en los cultivos, pues afecta el crecimiento y
produccitn de fas plantas donde se aloja (por ejemplo, causa altesacion en la composicion de
lipidos de Ias semillas de Brassica juncea, una mostaza de la India, reduce el nimero de
vainas y el tamafio de la semilla (Mishra & Sanwal, 1992), ademas puede legar a secar la

alfalfa, con lo cua! merma la produccién de follaje y semilla, provoca debilitamiento, etc.
Jauch, 1978).

Ocasiona desde leves pérdidas a grandes devastaciones, ya que un solo individuo es capaz de

formar cientos de conexiones con plantas vecinas y cubrir un area mayor a 100 m® (Kelly,

1990) formando amplios parches amaritlos o rojizos sobre los cultivos (Agrios, 1978).

Asimismo, es un importante transmisor de virus de plantas enfermas a sanas, como el virus del
mosaico amarillo en Phaseolus mungo (Ahmad, 1973), el virus citrus tristeza (Balaraman &
Ramakrishnan, 1979), ¢l del mosaico de la manzana, mosaico de! albaricoque, mosaico del
durazno, entre otros, que infectan principalmente arboles frutales (Ahlawat & Dhingra, 1973),

Transmite el filodio en trébol (Carraro, 1991) y otros organismos de tipo micoplasma (Hibben
et al., 1990), ademds de miclofors, como Fusarium, Alternaria, Asochyta, etc. (Stojanovic &
Boric, 1981).

Por lo anterior, la gran parte de los estudios dedicados al género se enfocan principalmente a

s erradicacion, por ejemplo, con productos quimicos (2,4-D, 4,6-dinitro-o-sec-butilfenol,
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entre otros) o mediante el uso de maquinaris de limpieza de semillas de cultivo

(descuscutadoras) (Agrios, 1978) y a las relaciones pardsito-hospedero (Fer, 1981).

2.4 Usos e investigaclones raalizadas

A pesar de que algunos representantes del género son causa de grandes pérdidas econdmicas,

algunas especies se valoran como medicinales.

Los escritores de Mahoma las consideraban con propiedades medicinales alternativas y
depurativas, como purga contra la bilis negra (Dymok, en Agarwal, 1935) y las usaban
cominmente en afecciones del cerebro, tales como melancolia (Dioscorides en Akbar et al,,

1985), ataques epilépticos , demencia (Avicena , Kazrooni,, en Akbar et al,, 1985), como

laxante (Breitweiser, 1943) y purgante (Agarwal & Dutt, 1935); también eran utiles en

temblores y desmayos del corazon, en ia gota coral y dolores antiguos de la cabeza (Font,
1961).

En variss poblaciones de la India (como Ceylan, Bangladesh y Begusarai) y en Pakistén, usan
Cuscuta reflexa (lamada “ Akasbel” o “ Amarvel”) como antihelmintico, en afecciones del
higado, en el control de la fiebre y tos (Said en Gilani, 1992), en las regiones tropicales ¢s un
buen remedio para la comezén o el prurito (Perry en Gilani, 1992). En las tribus de Begusarai
Ia planta completa se hervia y el extracto se aplicaba externamente en casos de tetania, o bien
se mezclaba con hojas de Datwra repens (Solanaceae) , algunos frutos de Tamarindus indica

(Leguminosae) y alumbre, esta mezcla se hervia y se usaba en caso de fracturs, artritis y
torceduras (Gosh, 1987).

Ha sido utilizada como abortivo (Singh en Dandapani, 1989) y anticonceptivo (Rao, 1979),

Todas estas propiedades medicinales han intensificado los trabajos para encontrar los

principios activos de algunas especies de Cuscura,

11



Robinson y colaboradores, en 1990, observaron la sobrevivencia de Strongyloides stercoralis
“in vitro”, expuesto al extracio metandlico de Cuscuta americana, El 50% de parésitos se
inactivaron en s6lo 2 h y ¢l 95% en 4 h, por lo cual, este extracto puede ser considerado
como un producto natural potencial para el tratamiento de esta enfermedad, que produce

dafios en el hombre.

En otro estudio se evalud el efecto antifertilizante del extracto alcohélico de Cuscuta reflexa
y se obtuvieron resultados alentadores, hasta de un 50% de antifertilidad en ratas recién
prefiadas a las cuales se les suministrd el extracto, comparindolo con otros extractas, como

los de Annoa squamosa, Beta vulgaris, Crotalaria juncea , etc. (Reo, 1980).

Niss y colaboradores, en 1986, dieron a conocer que el extracto acuoso de C. chinensis
(“ Aftimun” ). ocasiona un retraso en la aparicion de carcinomas y papilomas de piel inducidos
por ¢ 1.12-dimetilbenz(l)'amreno‘ (DMBA), en ratones albinos; este efecto profilictico fue
estadisticamente significativo y puede representar una alternativa para el tratamiento de esta
enfermedad. Ademis, el extracto acuoso de esta especie previene ¢l dafio al higado causado
por el tetracloruro de carbono (CCly) ¢ inhibe la liberacion de catecolaminas (Nisa, 1985).

A Gilani, en 1992, observé una disminucion de !a presion arterial (diastélica y sistélica) y del

latido del corazdn, cuando se suministrd extracto etandlico crudo de C. reflexa a ratas
anestesiadas, ademds este extracto redujo la contraccion de tejido uterino de rata *in vitro”

concluyendo que la especie ejerce efectos relajantes no especificos sobre los miisculos lisos y
cardlaco.

El extracto acuoso de C. chinensis provoca efectos depresivos del sistema nervioso central,
pues, ratones a los cuales se les indujo narcosis con pentabasbitol, presentaron una
disminucion de la actividad motora cuando se les administré por via oral, el extracto crudo de
esta especie, asimismo, mostré una actividad anticonvulsivs y analgésica sin afectar Ia

temperatura corporal normal de estos animales (Akbar, 1985).
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No obstante las investigaciones realizadas en ¢f estudio de las actividades farmacologicas de
algunas especies del género, se vuelve uns necesidad conocer los compuestos quimicos
responsables de la actividad biolégica (principios activos), asi como investigar que efectos

tienen en seres humanos, Ia dosis adecuada, etc., para poder asi abatir algunas enfermedades.

Otras especies pertenecientes al género Cuscuta muestran otro tipo de actividad; Awasthi, en
1981, aisldé una proteina (entre 14,000 y 18,000 d de peso molecular) de C. reflexa, que
inhibe la infeccion de virus isométricos y anisométricos de plantas, esta proteina al ser

purificada incrementd su actividad antiviral,

Verma, en 1979, previno la infeccion det virus del mosaico amarillo en plantas de Nicotiana
fabacum previamente tratadas con el extracto de talloa de C. reflexa .

El extracto floral de Cuscuta sp mostrd sctividad nematicida ante Helicotylenchus (Hussiin,
1976), Meloidogyme incognita (que ataca las semillas del tabaco) y Rotylenchulus reniformis
(Mahmood, 1979), que son nemétodos parisitos de plantas,



3 ANTECEDENTES QUIMICQS

Los primeros estudios realizados con respecto a la composicién quimica del género Cuscuia
se remontan al aflo de 1895, cuando Barbey encontrd en C. epithymum un glucosido amorfo

que denomind cuscutina y un compuesto cristalino que pudo ser coumarina (Awargal & Dutt,
1935).

Awargal y Dutt, en 1935, aislaron de C. reflexa Ia cuscutina de Basbey y una sustancia
cristalina con propiedades de lactona llamads por ellos cuscutalina, ademéds de grandes

cantidades de aziicares reductores.

Se han aislado otros compuestos, como D-mannitol (Subramanian, 1964) y mangiferina, de C.
reflexa (Subramanian, i966).

También se hat encontrado slcaloides y derivados de la coumarina en frutos de C.

lehmanniana y C. australis (Lushpa, 1970).

De C. monogyna lkan y colaboradores, en 1968, aislaron ¢ identificaron la agroclavina, un

" alcaloide ergblico. Nair, en 1987 y Arreola, en 1992, reportan también la presencia de

alcaloides ergdlicos en Cuscuta.

Algunas especies “ secuestran” y almacenan algunos alcaloides de tipo éuinolizidina como
medio de defensa contra herbivoros, tal es el caso de C, palaestina Boiss la cual extrae la N-
metilcitisina y anagirina de Genista acanthoclada (Wink & Witte, 1993). De lo anterior y
otros hallazgos similares, Czygan y colaboradores, en 1988 y Wink & Witte, en 1993,
manejan fa posibilidad de que exista un transporte activo en los haustorios para captas
determinado alcaloide, ya que hay una discriminacién aparente a la esparteina, 11,12-
dehidroesparteina y retamina. Ademas, no se puede excluir la posibilidad de que esta especie

extraiga la esparteina y la metabolice en lupanina y 17-oxoesparteina, las cuales son muy
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abundantes en el pardsito, no asi en el hospedero.

A continuacién se presenta una tabla con algunos de los compuestos identificados en el

género Cuscuta.
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Nombre(s) del compuesto

(12-metilcitisina)

Alcaloide

Formula Aislado de...
c H3
Agroclavina H 3C ‘ H Cusctta monogyna
(8,9-didehidro-6,8- H semillas
)
dimetilergolina)
N\H lkan, 1968 y Mandrile, 1990
Alcaloide
Anagirina H Cuscuta palaestina
BRY
{(Monolupina, Romboinina) ) Planta completa, parasitando a
A N Genista acanthoclada
Alcaloide
Wink & Witte, 1993
Citisina Cuscuta palaestina
¢ NH
(Baptitoxina, Soforina,etc) \/‘.) Planta completa, parasitando a
Genista acanthoclada
Alcaloide 0
Wink & Witte, 1993
N-metilcitisina /C Hy Cuscuta palaestina . Planta

completa, parasitando a

Genista acanthoclada

Wink & Witte, 1993
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Nombre(s) del compuesto Formula Aislado de ...
Lupanina 0 H Cuscuta palaestina
N .
Alcaloide CH, Planta completa, parasitando a
M Genista acanthoclada
Wink & Witte, 1993
13-Hidroxilupanina oH Cuscuta palaestina
(Octolupina) CH, | Planta compicta, parasitando a
‘ Genista acanthoclada
Alcaloide
Wink & Witte, 1993
17-Oxoesparteina H Cuscuta palaestina
H '
Alcaloide w Planta completa, parasitando a
! ".* Genista acanthoclada
H
Wink & Witte, 1993
CH:CHCOOM
Acido cafféico Cuscuta monogyna
Flavonoid
vonoide OH Planta completa
OH

Umarov, 1972




Nombre(s) del compuesto Formula Aislado de ...
Acido p-coumdrico Cuscuta ica
v HCHCOOH Japor
Flavonoide Tronchet, 1962
Cuscuta monogyna
OH
Umarov, 1972
H
Acido clorogénico OH Cuscuta japonica
0 s
Flavonoide ¢ H QOCCHCH Tronchet, 1962
H OH Cuscuta monogyna
H OH
Umarov, 1972
Rg:Ramnoglucosil gy
Apigenina-7-0-rutinosido Cuscuta reflexa
Glicésido flavonoide Dandapani & Nagarajan, 1989
Astragalina Cuscuta reflexa
Glicosido flavonoide Subranianian, 1963 y 1964

G:Glucosa

Cuscuta chinensis

semillas

Xiso & Li, 1992
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Nombre(s) del compuesto Formula Aislado de ...
Canferol Cuscuta reflexa
Frutos

(Trifolitin, Robigenina, etc)

Flavonol Subramanian, 1964
0
Cuscuta epithymum
Pagani; 1974
CHzOH .
Cuscutina oH o OH Cuscuta reflexa
CH
(Bergenina) 3 OH Kumar & Kumar, 1963
HO 0
Flavonoide
Hiperina OH H Cuscuta chinensis
H
0 ] semillas
Glicdsido flavonoide O‘G Xiao & Li, 1992
HO O
oc H3
Isoramnetin-3-O- OH Cuscuta reflexa
neoesperidosido HQ
S Dandapani & Nagarajan, 1989
Glicdsido flavonoide 0.
Ho ¢ N




Nombre(s) del compuesto Formula - Aislado de...
Isoquercitrina Cuscuta japonica
Glicdsido flavonoide Tallos

OH O
G:Glucosa

Tronchet, 1962

Licopeno

Cuscuta reflexa

Dandapani & Nagarajan, 1989

Miricetina OH OH Cuscuta reflexa
HO 0
Flavonol ' OH Frutos
B oH Subramanian, 1963
Quercetrina Cuscuta epithymum
Flavonol Pagani, 1974
Cuscuta chinensis
__ Xiao & Li, 1992
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Nombre(s) del compuesto Férmula Aislado de ...
Rutlna OH Cuscuta japonica
O .
d
(Fitomelina, ilixantina, etc.) | HO 0 l ~ | Tallos
Glicosido flavonoide mo‘ Tronchet, 1962
oH O R
R:Rutinosa
CH
fB-sitosterol 3 Cuscuta reflexa
CH »
(Cinchol, Sitosterina, etc.) CH Tallos
CH;
Esterol Kumar & Kumar, 1963
OH
CHj
CaHy
Dulcitol Cuscuta reflexa
(Galactol) ’:H? ?H :‘ Frutos y taflos
HOHQL"O' C'C'C'CHZOH
Polialcoho! 1 Subramanian, 1963 y 1966
"HOHHOH

21



4 _UBICACION TAXONQMICA

4.1 Clasificacién del género

Segun Lyndon, 1970 Segiin Cronquist, 1988

Divisién ESPERMATOPHYTA Divisién MAGNOLIOPSIDA
Clase Il DICOTYLEDONEAE Clase MAGNOLIOPSIDAE
Subclase II METACHLAMYDAE Subclase ASTERIDAE

Orden XVIII POLEi\dOMALES Orden SOLANALES
Familia CONVOLVULACEAE Familia CUSCUTACEAE
Tribu CUSCUTAE Género Cuscuta

Género Cuscuta

Las diferencias en las clasificaciones anteriores se deben principalmente al hébito parasito de

~ Cuscuta . Engler, en 1964, propone que se deben ubicar las especies de este género en una

subfamilia de Convalwilaceae.

Lawrence, en 1951, y Lyndon, en 1970, colocan este género en una tribu de la familia
Convolvulaceae conla cual comparten caracteristicas comunes, sobre todo en las referentes
con la morfologia floral. Willis, en 1973 y Cronquist, en 1988, elevan a rango de familia Ia
tribu Cuscutae de los autores antes mencionados. Cronquist pensd que las cuscutas
provienen de las Convolvulaceae (por el habitat de éstas y poseer tallos volubles) y que se

especializaron al habito pardsito.

Como puede observarse siempre ha existido controversia en cuanto a la clasificacion del

género.

]
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4.2 Dascripcién

Cuscula es una pianta vascular pardsita conocida cominmente como dodder, zacatlaxale,
amarvel, etc. Sus tallos son volubles, lisos, herbiceos y filiformes de color amarillo,
anaranjado o rojizo. El sistema vascular del eje consiste de tejido primario, sin embargo se
considera como una forma reducida del sistema vascular de Convolvulaceae y se encuentra
rodeado, a veces, por una funda de células con abundante protoplasma; hay algunos grupos
diminutos de vasos acompafiados por filamentos de floema que pueden estar intimamente

empaquetados y constituyen un anillo, El floema es mis desarrollado que el xilema (Metcalfe,
1950).

Las hojss estan reducidas a escamas dispuestas en forma alterna en el tallo. El sistema:

vascular de éstas es muy pequefio y se encuentra, generalmente, embebido en un mesbfilo

homogéneo; el tejido en empalizada es raro, los estomas son numerosos en algunas especies;

las células secretoras se encuentran en el cortex primario, periciclo y rara vez en la médula
del ¢je (Metcalfe, 1950).

Las flores son pequefias de 2 a 6 mm de longitud, son perfectas, sésiles o con un corto
pedicelo, generalmente pentdmeras aunque las hay triméras o tetrameras, lisas o papilosas,
gruesas o delgadas y algunas veces membranosas, por lo comin son blancas o amarillas, se
agrupan en conjuntos cimosos. El caliz es sinsépalo o con los sépalos separados
(caracteristica no muy comin). corola simpétala, campanuladh. tubular o ligeramente
unceolada con lobulos ovalsdos, lanceolados, extendidos o reflejos, presentan frecuentemente
apéndices a maners de idminas insertos en la base. Los estambres se encuentran alternados
con los 6bulos de Ia corola, tienen anteras sésiles. E! ovario es bilocular, cada loculo con dos
6wulos y dos estilos separados. El fruto es ovoide o una cépsula indehiscente o revients
irregularmente, normalmente con cuatro semillas. Semillas subredondas de 1.5 a 1.7 mm de

didmetro, con envolturas rugosas de color terroso en la madurez; ¢l embrion es delgado
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enrollado o espiralado y sin cotiledones (Yuncker, 1932).”

La planta presenta haustorios (chupadores) durante Ia fase parasitica que sirven como canales
de flujo de nutrientes y se encuentran en el lado cdncavo del tallo, con lo que éste adquiere un
aspecto de relieve irregular (Tronchet, 1962), éstos se conectan directamente a los elementos
vaculares del hospedero (Stransburger, 1988).

El haustorio se desarrolis a partir de un prehaustorio externo del cual emerge para alcanzar
los tejidos internos del hospedero hasta después de que el pardsito tomé contacto con éste,
sin embargo, sdlo emerge si existen las condiciones favorables. Estas estructuras son

funcionales después de cuatro a cinco dias a partir de su formacion (Tsivion, 1978).

Los haustorios constan principalmente de hifas que se originan de un pequeio grupo de
células meristematicas de la epidermis, las cuales se dividen y elongan penetrando en los
tejidos de la planta hospedera; las hifas pueden ser de tres tipos: de contacto, intra e
intercelulares (Fanh, 1989).

4.3 Divisién

El género Cuscuta se divide en tres subgéneros de acuerdo a las caracteristicas del estigma y

¢l estilo. El subgénero Grammica (estigma globoso, capitado; estilos distintos) es e} mis
grande y se divide en dos secciones y 24 subsecciones. El subgénero Monogyna es el mis
pequefio y se caracteriza por presentar estilos unidos y estismi de diversas formas, nunca
lineales; cuenta con dos secciones. Por Ultimo el subgénero Cuscuta presenta estigmas

enlongados y estilos separados, se divide en 4 secciones y 5 subsecciones (Diagrama 2).
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MONOGYNA CUSCUTA

cRAMMICA
/\ SECCIONES
CLEISTOGRAMMICA EUGRAMMICA MONOGYNELLA (8) CALLIANCHE (1)
CLEISTOCCOCA (1)

SUBSECCIONES PCHYSTIGMA
EPISTIGMA (4)

PLATYCARPAE (B) GRANDIFLORAE (5) CUCULLATAE (1) EUCUSCUTA
CEPHALANTHAE (1) ODDRATAE (6) AFRICANAE (5) -
ARVENSES (8) SUBULATAE (3)
LOBOSTIGMAE (1) CERATOPHORAE (€) BABYLONIACAE (1)
RACEMOSAE (7) ACUTILOBAE (8) EUROPAEAE (5)
ACUTAE (%) TINCTORIAE (9) PLANIFLORAE (11)
CALIFORNICAE (6)
INDECORAE (3) PRISMATICAE (1)
SUBINCLUSAE (4) o)
DENTICULATAE (3) UMBELLATAE ()
OXYCARPAE (3) LEPTANTHAE (3)
LEPIDANCHE (4) LEPIDANCHOPSTS (¢)

Dugrama 2 Arreglo taxonémice de los subgcuau, seccienes y subseccienes de Cascuta, segim Yuncker, 1932 (entre paréntesis
se encuentra el namere de especies incluidas en cada grupe).



4.4 Ubicacién taxondmica de las especies estudiadas {Segin Lyndon, 1970 y
Yuncker, 1932}

Cuscuta americana
Division Espermatophyta
Subdivision Angiosperma
‘ Clase lI Dicotiledoneae
) Subclase I | Metachlamydae
; Orden XVIII Polemoniales
| Familia Convolvulaceae
Tribu . Cuscutae
Género Cuscuta
Subgénero Grammica
Seccion Eugrammica
: Subseccion Americanae
Especie " americana
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Cuscuta arvensis

Division Espermatophyta
Subdivisién Angiosperma
Clasell Dicotyledoneae
Suﬁclue i Metachlamydae
Orden XVIII Polemoniales
Familia Convolvulaceae
Tribu Cuscutac
Género Cuscuia
Subgénero Grammica
Seccion Cleistogrammica
Subseccion -Arvenses
Especie | arvensis
Sinonimias de Cuscuta grvensis Bevrich

El nombre de Cuscuta arvensis ha sido cominmente aplicado a diversas formas de Cuscufa

nativas de Norte América, El nombre fue primeramente aplicado por Beyrich a un espécimen

de herbario sin alguna descripcion.

Engelmann, en 1842, describio la misma forma mencionada como C. pentagona y la
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considerd como un posible sinénima de C. gronovii.

Por otra parte, Hooker, en 1840, en su obra “Flora de Norte América” parece ser el primero
en hacer referencia a la C. arvensis de Beyrich e incluye este nombre como sinonimo desn C
americana, Fue probablemente en estd publicacion que Engelmann escuchd acerca del
nombre de arvensis. Engelmann en su manual Gray’s segunda edicién, utilizé el nombre de C.
arvensis Beyrich para las especies que originalmente denomind C. pentagona y también

incluyé con la forma tipica, las variedades microcalix, calycina y verrucosa (Yuncker, 1932).

Segin Yuncker, en 1932, podria parecer conveniente retener el nombre de C. pentagona de

Engelmann para la forma tipica, incluyendo su variedad microcalix.

Asimismo, Yuncker piensa que es apropiado llamar C. campestris a C. arvensis sunque este
nombre haya sido aplicado primeramente por Beyrich & una forma de C. pentagona y ademis

considers que las variedades verrucosa y pubescens de Engelmann representan especies
distintas (Yuncker, 1932).
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Cuscuta corymbosa var. stylosa

Division
Subdivision
Clase Il
Subclase Il
Orden XV
Familia
Tribu
Género
Subgénero
Seccion
Subseccion

Especie

Variedad

29

Espermatophyta
Angiosperma
Dicotiledoneae
Metachlamydae
Polemoniales
Convolvulaceae
Cuscutae
Cuscuta
Grammica
Eugrammica
Americanae

corymbosa

stylosa



Division
Subdivision
Clase Il
Subclase It
Orden XVII
Familia
Tribu
Género
Subgénero
Seccion
Subseccion

Especie

Cuscuta tinctoria
Espematophﬁa
Angiosperma
Didotyledoneae
Metachlamydae
Polemoniales
Convolvulaceae
Cuscutae
Cuscuta
Grammica
Eugrammica
Tinctoriae

tincloria

10
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4.6 Descripcion de las especies estudiadas y su distribucién
Cuscuta americana Linnaeus (Yuncker, 1932)

Tallos medianos. Flores de 2 a 3 mm de longitud, subsésiles y cerradamente compactadas en
grupos de flores, usualmente de color café obscuro en especimenes de herbario (A). Céliz
tubular tan largo o mas corto que el tubo corolino, lobulos anchamente ovados solapados,
obtusos, la mayoria mucho mds cortos que anchos (C). Corola cilindrica, incluida en el ciliz,

I6bulos ovados, obtusos verticales o levemente expandidos (B). Escamas triangulares o, a

veces un poco oblongas, con procesos cortos, mas cortas que el tubo corolino o, a veces

alcanzan Ia base de los estambres, ordinariamente tienden el puente encima de la mitad de los

estambres (B y D). Estambres subsésiles, sobre filamentos més cortos que las anteras; fas -

anteras ovales y frecuentemente con el conectivo apiculado. Capsula globosi-ovoide,
circuncisil, cubierta por la corola marchita (E); semillas casi de 1.5 mm de longitud, una en
cada capsula, ovoides, con una mueca corriendo longitudinalmente, hilo pequefio, oval, oblicuo

o reducido a una mancha (F).

Cuscuta americana es comun en el Oeste de la India y menos comin en México.
@ R (2 O
A 8 c E F

Cuscuta americana A) Flor completa B) Corola abierta C) Céliz abierto

D

D) Escama infraestaminal E) Ovario F) Semilla, Tomado de Yuncker, 1932,
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Cuscuta arvensis Beyrich (Yuncker, 1932)

Tallos delgados o medianamente gruesos. Flores de aproximadamente 1.5 mm de largo, més o
menos glandulares, sobre pedicelos de aproximadamente la misma longitud que las flores,
inflorescencias cimosas (A). Céliz en su mayor parte adosado al tubo coralino, l6bulos cortos,
anchos, ovados, obtusos, imbricadoa 8 fo ancho formando éngulos, dando al céliz una
apariencia angular (C). Coroli con l6bulos extendidos, angostos, lanceolados, con puntas
agudas dobladas, casi iguales o més cortos que el ovario, estigmas pequedos, globosos (B).
Estambres més cortos que los l6bulos de la corols, filamentos delgados o algunas veces
subulados més largos o casi iguales a las anteras ovales, Liminas infraestaminales prominentes
fimbriadas en la parte terminal (B y D). Ovﬁrio globoso, estilos delgados casi iguales o mis
cortos que ¢f ovario, estigmas pequefios globosos (E). Cépsula globosa, ovoide o globosa-
comprimida ‘siendo muy notorias en las corolas secas, semillas globoso-comprimidas,

frecuentemente aplanadas en una de sus cans, hilo corto, oblongo, terminal, transverso y de

@ o

casi | mm de longitud.

Cuscuta arvensis A) Flor complets B) Corola sbierta C) Ciliz abierto

D) Escama infraestaminal E) Ovario. Tomado de Yuncker, 1932.
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Cuscuta corymbose Ruiz y Pavén (Yuncker, 1932)

Tallos medisnamente gruesos de 0.4 a 1.8 mm de grosor en ejemplares de herbario. Flores
cerca de 4 mm de longitud sobre pedicelos casi iguales al tamafio de las flores (A). Ciliz
membranoso, casi alcanzando ls mitad de! tubo corolino, lobules cortos, anchos, obtusos,
levemente solapados (C). Tubo de ia corola 3 6 4 veces mas lasgo que sus I6bulos, I6bulos
ovado-oblongos, obtusos, verticales a extendidoa (B). Escamas delgadas, angostas casi
slcanzando la mitsd del tubo corolino, dentadas 0 con proceso irregular, tienden el puente

abajo de la mitad del tubo corolino (B y D). Estambres casi de la mitad de largo de los

l6bulos (B), anteras ovado-cordado de casi igual tamafio que los filamentos. Ovario globoso

(E) u ovoide , estilos miés grandes que el ovasio. Cipsula pequefia, globim. circuncisil,

cubierta y rodeada por la corols marchita; semilias casi de 1.5 mm de longitud, de.1 a 4 en

cada cipsula, oblncuu. hilo corto,

Cuscuta corymbosa  es conocida en Perii y en ¢l Valle de México representada por las
variedades siylosa y grandiflora.

@@!%

Cuscuta corymbosa A) Flor compieta B) Corola abierta C) Ciliz abierto

D) Escama infraestaminal E) Ovario. Tomado de Yuncker, 1932.
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. Cuscuta corymbosa variedad stylosa Engeimann (Rzedowski & Rzedowaki, 1985)

Flores de casi 4 & 6 mm de longitud. Corola cilindrica y levemente, no en toda, protuberante o
poco bulbosa en ta porcion basal. Ordinariamente el ciliz no alcanza mis alla de la mitad del
tubo corolino. Filamentos de los estambres tan largos como las anteras. Ovario globoso-ovoide

o conico. Escamas a lo sumo llegan a la mitad.

En el Valle de México se ha colectado en los municipios y delegaciones de Huehuetoca,
Ecatepec, Gustavo A. Madero, Texcoco, Cuajimalps, Tithuac, Chalco y Xochimilco entre
2250 y 2300 m de altitud.. Conocids inicamente del Valle de México.

Flor de Cuscuta corymbosa variedad stylosa. Tomado de Yuncker, 1932,
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Cuscuta tinctoria Martius (Yuncker, 1932)

Tallos de 0.5 & 2.5 mm de didmetro. Flores lisas de 4 a S mm de longitud, sésiles o en cortos
pedicelos, algunas veces solitarias y protegidas por una brictea simple que es ovado-orbicular
o en densos glomérulos (A). Los l6bulos de! ciliz desiguales, obtusos, sobrelapados en la
base, casi tan largos como la corola, & veces provistos de quilla en forma de cresta, margen
entero 8 algo irregular (C). Corola campanulada, llegando a ser urceolada en ¢l fruto, delgada
hacia la base; lobulos ovados a veces oblongos, obtusos, sobrelapados, verticales o a veces
extendidos (B). Escamas alcanzando los filamentos, tienden ¢! puente casi a la mitad de los
I6bulos de la corola (D). Estambres més cortos que las anteras. Anteras oval-oblongas.

Ovario globoso, estilos més largos que el ovario, llegando a convertirse en u(ia proyeccion en

el fruto (E). Cipsula deprimido globosa, circuncisil; semillas casi de 1.5 cm de longitud; 3 6 4‘

usualmente en cada cépsula, anguladas, hilo oblongo, linear-transverso.

Esta especie se encuentra de México a Guatemala. En ¢l Valle de México se le encuentra
entre 2250 y 2600 m de altitud, en Zumpango, Teotihuackn, Ecatepec, etc. Fue utilizada para
fines de tincion (Rzedowski & Rzedowski, 1985).

Cuscuta tinctoria A) Flor completa B) Corola abierta C) Ciliz abierto

D) Escama infraestaminal E) Ovario. Tomado de Yuncker, 1932,
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8 _METODOLOGIA

8.1 Preparacion dei material bioldgico

Coletta

E! material de estudio se colectd en el Valle de México en los sitios que indica ei siguiente
cuadro.

1993 .
ESPECIE SEQUIA LLUVIAS SITIO DE COLECTA
Cuscuta americana Enero Septiembre Coyoacén
Cuscuta arvensis Julio Amecameca -
Cuscuta corymbosa __Enero Septiembre Pedregal de San Angel |
Cuscuta tinctoria Enero Julio Zumpango

S6lo Cuscuta tinctoria de la colecta de enero presentd flores ias cuales se separaron de los

tallos para su estudio.
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Secado

- El material biologico colectado se dejo secar a temperatura ambiente sobre papel periodico.

Molienda

Tanto los tallos como las flores se molieron en un molino manual hasta obtener un polvo fino.

8.2 Prepsraclion de los extractos hexénicos y metandlicos
Extraccién hexinica .

Se extrajeron 20 g de muestra con hexano en aparsto de Soxhlet y calentamiento en bafio de
vapor (3 extracciones de 8 h cads una). Los extractos obtenidos se concentraron al vacio en

rotavapor, se secaron, se pesaron y se calculd su rendimiento (Tabla I).

Extraccién metanilica

El material, después de extraido con hexano, se seco a temperatura ambiente y se sometié a

tres extracciones de 8 h cada una con metanol. E! procedimiento empleado fue el mismo que

para loa extractos hexdnicos (Tabla 1I),

8.3 Doto_m\lnchOn de grupos de metabolitos secundarios

Peeparaciin de las soluciones pars._ realizar las pruebas de metabolitos secundarios

Para preparar las soluciones se pesaron S0 mg de extracto y se adicionaron 10 mi de
disolvente, cloroformo para los extractos hexinicos y metanol para los metandlicos. De esta
solucion se tomd 1 ml para realizar cada una de las siguientes pruebas: Alcaloides, Terpenos-

Esteroides, Flavonoides y Glicosidos.

A los extractos h:xinicos solo se les determind la presencia de Terpenos-Esteroides y a los

metandlicos todas las pruebas (Tabla I1I).
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- «Con ¢l reactivo de Dragendorfl

Se Hevd a sequedad el mililitro de cada solucion problema y se redisolvié en 1 m! de HCl al
1%, se agregaron dos gotas del reactivo. La prueba es positiva si hay formacion' de

precipitado.
-Con el reactivo del dcido silicotingstico

La prueba se realizd tratﬁndo las muestras problema de la misma forma que la prueba

anterior. Es positiva si se forma un precipitado.

Se mezclaron | ml de anhidrido acético y 1 mi de cloroformo a 0° C y se aftadié una gota de
icido sulfurico concentrado. Se agrego | ml de reactivo a la solucion problema. La prueba es

positiva si se obtiene una coloracion verde (para terpenos) o rosa (para esteroides).
Prushs de Shinoda pava flavonoides

Se agreg6 un trozo de limadura de magnesio y una gota de dcido clorhidrico concentrado ala
solucidn problema. Se observa un cambio de coloracion: anaranjada, rojo-azuloso, rojo o

violeta si estén presentes flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles o xantonas.
Prusba de Mglish para gliciaidos

Se agregaron dos gotas del reactivo de a-nafto! y, estratificando, 1 ml de dcido sulfirico

concentrado a 1a solucion problema. Se observa un anillo violeta entre las fases si la prueba es

positiva.
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5.4 Determinacidn de perfiles cromatogréficos de alcaloides

Extraccion dela muestrs (Wilkinson, J986)

Se pesaron 2 g de planta seca y molida y se maceraron en mortero con SO m! de solucion de
acetona-dcido tartérico 7:3 durante 30 min. El liquido de maceracion se filtrd y al macerado
s¢ le adicionaron 50 m! mas de la misma mezcla, dejandolo reposar 10 min, Esta Gltima

operacion se repitio una vez més.

A los filtrados (150 ml) se les evapor6 Is acetona en rotavapor, después se pasaron a un
embudo de separacion y'se lavaron 3 veces con 25 ml (cada una) de solucion de cloruro de

metileno-isopropanol 3:1, desechando la fase orgénica cada vez.

Se midi6 ¢ pH, ¢ cual oscilé entre 1 y 2 y se afladieron 25 ml de solucion saturada de
bicarbonato de sodio para alcafinizar & pH 8. Posteriormente se extrajo con solucion de
cloruro de metileno-isopropanol 3:1 (3 veces con 25 ml) y finalmente se elimind el disolvente

8 presion reducida.

Erucha para presencia de alcaloides

E! extracto seco (10 mg) se disolvié en 2 m! de metanol y de aqui se tomd | mi para realizar
Is prueba de Van Utk y el otro mililitro se utilizd para correr placas de prueba y verificar

presencia de alcaloides.
1) Prueba de Van Urk

Se lleva a sequedad un mililitro de extracto alcaloidal y se agrega 1 mi de solucion de &cido
sulfiirico 0.1 N. Se afladen 2 ml de reactivo de Van Urk agitando hasts obtener una mezcla
homogénea y se deja reposar por 30 min. De aparecer cambio de coloracion azul o violets ls

prueba es positiva
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2) Placas

Se aplicaron 2.5 pl delexmcm de las muestras Cuscwta arvensis 'y Cuscuta tinctoria en
placas delgadas de gel de silice y se eluyeron con cloroformo-metanol 9:1, para la
unidimensional (Fig. 1) y con cloroformo-metanal 9:1 y cloroformo dietilamina 9:1 para las
bidimensionales (Figs. 2y 3).

Las piacas se observaron a la luz UV y se marcaron con linea punteada los compuestos
fluorescentes, a continuacion se revelaron con reactivo de Van Urk. Los alcaloides de

referencia aplicados fueran: lisergol, amida del dcido lisérgico y ergotamina.

Cromatografias bidimensionales

Se corrieron cromatografias bidimensionales (Figs. 4 & 7) con las 4 especies, en folios de
aluminio de gel de silice de 20x20 cm, aplicando $ 1l de muestra del extracto alcaloidal y las

referencias mencionadas.

Las placas se eluyeron con cloroformo-mefanol 8:2, después, en la misma direccion, con
cloruro de metileno-2 propanol 3:1 y para la segunda direccion con benceno-dimetilformamida
$6.5:13.5.

Cromatografia unidimensional

Por Gltimo se corrié una placa delgada de gel de silice de 1S cm de frente, en la que se
aplicaron todas las muestras que contenlan alcaloides (Fig. 8) y las referencias utilizadas
anteriormente, con el fin de hacer comparaciones interespecificas; el sistema de disolventes

utilizado fue: cloroformo-metanol 9:1 y se reveld con luz UV y reactivo de Van Urk.
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5.8 Determinacion de perfiles cromatogréficos da resinas glicosidicas

100 mg de muestra, finamente molida y desengrasada con hexano, se maceraron en mortero
con 3 m! de acetato de etilo durante 1 h. El macerado se filtré y del filtrado se tomaron 20 i
para aplicar en placa deigada de gel de silice. La placa s¢ comrié con un frente de 10 cm, se
eluyd con cloroformo-metanol 9:1 y se reveld con sulfato cérico previa observacion con luz
UV de onda larga (365 nm) (Fig. 9).

Los testigos empleados fueron una mezcla de resinas extraidas de raiz de Ipomoba
orizabensis y un extracto de semillas de J. murucoides, preparado en Ia misma forma que ¢l
de las muestras,

8.6 Determinacion de perfiles cromatogréficos de glucésidos kaurandicos

A 100 mg d'e muestra, finamente molids y desengrasada con hexano, se agregaron 3 mi de
metanol y se agitaron (con agitador magnético a temperatura ambiente) durante | h; al
témmino de este tiempo se filtrd y 1a operacion se repiti6 dos veces més.

El filtrado (9 ml) se redujo a 3 ml al vacio y de €1 se tomaron 10 ui que se aplicaron en placa

* delgada de gel de silice, la cual se eluyd con butanol-icido acético-agua 5:1:4 y se comid con

un frente de 10 cm.

Como referencia se empled un extracto de semillas de Turbina corymbosa preparado en ia
misma forma,

Una vez seca, Ia placa se observo a la luz UV (365 nm) y las manchas que aparecieron se
marcaron con linea punteads, también se reveld con sulfto cérico (Fig. 10) y las manchas se

marcaron con linea liens,
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8.7 Determinacién de perfiles cromatogréficos de flavonoides

Cromatogramas bidimensionales

Las cromatografias se hicieron en folios de celulosa Merck de 10x10 cm (Figs. 11 a 18), uno
para cada especie. Se aplicaron 2.5 ! de una solucién de 10 mg de extracto metandlico

disueitos en 2 mi de metanol y como referencia rutina.

Los folios se eluyeron con terbutanol-icido acético-agua 3:1:1, se dejaron secar y o

observaron a Ia luz UV de onda larga (365 nm), las manchas que aparecieron se marcaron con

linea punteada y se anotd el color de cada una. En seguida se eluyeron con dcido acético al,

15% en la segunda dimension; se dejaron secar y se observaron a la luz UV, ciguiendq el
mismo procedimiento de marcaje, pero con linea llena,

Posteriormente, cada folio se pasd por vapores de hidroxido de amonio y se anotd el cambio
de coloracion, cuando este ocurrid.
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' !.. Separacién de compuestos del axtracto stanélico

Para obtener el extracto con el cual se realizé esta separacion, las muestras desengrasadas con
hexano, de todas las especies, se sometieron a extraccion etandlica en frio, tres extracciones
de 8 h cada una. La cantidad sometida s extraccion varid segin la cantidad de material
disponible (Tabla IV). Los extractos se pesaron y se calculd su rendimiento,

Rerfil cromatogrifico del extracte

Se pesaron 10 mg de extracto etanblico de cads muestra y se disolvieron en 2 ml de etanol.
De esta solucion se tomaron 20 uly se aplicaron en placa delgada de ge! de silice de 5 cm de

frente y se eluy6 con acetato de etilo (con el cual s¢ obtuvo la mejor resolucion de las

manchas). La placa se observé & In luz UV (365 nm), se marcaron las manchas y se revelé con
reactivo de Liebermann-Burchard modificado (Fig. 19); ademas, se corrié una segunds placs,

en las mismas condiciones, que se reveld con solucién acuosa de subacetato de plomo al
25%.

inctori

Las prucbas de solubilidad se realizaron en tubos de 10 ml, colocando § mg de extracto y
adicionando lentamente a cada uno, los sigulentes disolventes:

Acatato de etilo-hexano 6:4, acetato de etilo y cloroformo.
El mejor disolvente fue ¢l acetato de etilo por lo que se eligi6 para iniciar Is cromatografia.
Ssparacién de fos componentes por cromatografia en columna

Se disolvieron 9.00 g del extracto etandlico de las flores de Cuscuta tinctoria en 50 m! de
acetato de etilo en caliente. Al enfriar se formod un precipitado (2.25 g) el cua! se filtro y se

corrié en placa delgads junto con el filtrado y el extracto crudo (Fig. 20),
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El filtrado se evapord a sequedad y del extracto seco se disolvieron 4.80 g en 10 mi de
acetato de etilo pava la cromatografla. Se utilizd una columna empacada con gel de silice,
Merck 60, activado 1 h a 110° C, en proporcion de 1:80, y se eluyd con un gradiente de

polaridad creciente hasta terminar con metanot,

Se colectaron 140 fracciones de SO m! cada una, las cuales se llevaron & sequedad 8 presion

reducida enel rotavapor. Se corrieron placas cromatogrificas de control de las fracciones y se

reunieron aquellas que tuvieron perfiles iguales y apariencia semejante (excepto la fraccion 16
que fue cristaling). Se obtuvieron asi 12 nuevas fracciones (A a L), las cuales se pesaron
(Tabla V), '

Las fracciones 8, 13 y 16 se corrieron en placa delgads con f-sitosterol y lupeol como

referencias (Fig. 21).

Los cristales que se formaron en Ia fraccion 16 se filtraron (219 mg), se les determind su
punto de fusidn (Tabla VI) y su perfil cromatogrifico (Fig. 23), recristalizAndose de una
mezcla de acetato de etilo-hexano 8:2 (fig. 24).

. Estos cristales, sus aguas madrea (fraccion 16) y las fracciones B y C de la cromatografia, que

tuvieron ¢l mismo perfil (Fig. 22), se reunieron para volverse a cromatografiar,

Segunda cromatografls

Se prepard Ia columna con gel de silice Merck 60, activado 1 h a 110° C, en proporcion de
1:80. La muestra (fraccion 16, B y C, 1,722 g) se disolvio en acetato de etilo-hexano 6:4, se
agregd a la columna y se eluyd con un gradiente de polaridad creciente hasta terminar con

acetato de etilo,

Se colectaran 212 fracciones de 25 ml cada una, las cuales se llevaron a sequedad a presion

reducids. Se corrieron las placas de control de las fracciones y de acuerdo con Ia semejanza
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de su perfil se reunieron en 10 nuevas fracciones (A a J) (Tabla VII).

Burificacién de algunas fracciones

Las fracciones C, F y G (Fig. 25) se recristalizaron de hexano-acetato de etilo 8:2, varias
veces, controlindose la pureza de la muestra por placa delgada (Fig. 26) y punto de fusion
(Tabla VII).

De las muestras purificadas C;, F3 y Gz (Fig. 26) se determinaron espectros en ¢l ultravioleta e

infrarrojo , de resonancis magnétice protonica (Figs. 29 a 37) y de masas.

De estas muestras se corrid una placa de celulosa de 10 cm de frente y rutina como referencis.

La placa se eluyd con butanol-écido scético-agua en proporcion 4:1:5, se observéd a la luz -

UV (365 nm) y se reveld con solucion acuosa de subacetato de plomo al 25%, después de lo
cual se volvié s ver a la luz UV (365 nm)(Fig. 27).

Ademds, se corrié una placa delgada de gel de silice de 10 cm de frente, eluyéndose esta vez,
con hexano-acetato de etilo 1:1 y también se reveld con solucion acuosa de subacetato de
plomo al 25% (Fig. 28).

Con estas muestras se hicieron pruebas de Molish para glicdsidos y de Shinoda para
flavonoides (Tabla IX).
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6 _BESULYADQS Y DISCUSION

Material Biolégico

De las cuatro espeéies estudiadas se colectaron tallos en las dos temporadas anuales (sequia y
lluvias) excepto de C. arvensis que no se encontrd en la época de sequia. Por otra parte, sdlo

se colectaron flores de C. finctaria en enero debido a que las demds no se encontraban en
floracion,

Exteacciones

Todas las muestras de las cuatro eapeciei 8¢ extrajeron primero con hexano y después con
metanol, para separar los compuestos de baja polaridad de los de alta polaridad. Los
rendimientos obtenidos se encuentran en las Tablas 1y IL.

Ademis se hizo una extraccion en etanol a temperatura ambiente, con todas las muestras
previamente desengrasadss con hexano, Esta extraccion se efectud con el propdsito de
separar compuestos flavonoides y terpénicos. Se emplearon las flores de C. finctoria porque
" fue Is estructura que dio mayor rendimiento (Tabla IV) y su perfil en placa delgada mostré
que era la que tenia mayor nimero de compuestos y en mayor concentracion que las demas
(Fig. 11). Esta placa se corrid por duplicado, revelando una con reactivo de Liebermann-
Burchard para terpenos y esteroides y otra con reactivo de solucion acuosa de subacetsto de

plomo al 25%, para flavonoides.

Wumnmmmmm

La determinacion de grupos de metabolitos secundarios se realizo mediante las reacciones
usuales (Tabla 111).

Los alcaloides no se detectaron en la época de sequia, excepto en flores de C. rincroria en
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donde la reaccion fue ligeramente positiva con acido silicotingstico, en tanto que en la época

de lluvias la reaccion fue positiva en los tallos de las cuatro especies.

Los flavonoides se encontraron en todas las especies y en ambas temporadas, al igual que los

terpenos,

Los glicosidos se encontraron en las dos temporadas en C. americana y C. corymbosa, no se

encontraron en época de lluvias en C. arvensis y C. tinctoria.

Reterminacion de perfiles cromatogrificoy de alcaloides

En el género Cuscuta hubo interés en confirmar la presencia de alcaloides ergélicoé.

reportada por Ikan y colaboradores (1968), Nair (1987) y Arreola (1992), para lo cual se

hicieron dos diferentes perfiles cromatogrificos, uno bidimensional y el otro unidimensional.

. Antes de correr los perfiles cromatogréficos se hicieron placas de prueba (Figs. 1,2 y i) yel

ensayo con reactivo de Van Urk, En ambos casos el resultado fue positivo.

En Ia placa unidimensional (Fig. 8), corrida con ergotamina, lisergol y la amida del cido
lisérgico como referencias, se observaron manchas con Ry iguales a Ia de la amida del écido
lisérgico y a la del lisergol en todas las especies. No se pudo detectar Ia presencia de
ergotamina, Estos mismos resultados se observaron en los perfiles bidimensionales (Figs. 4 a
)

Por lo anterior, se reafirma la presencia de alcaloides en el género, pero debe hacerse notar

que solamente es posible detectarlos en la época de lluvias.
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Glicorresinas v glucdsidos kaurandicos

Respecto a los perfiles de estos dos grupos de metabolitos secundarios, que junto con los
alcaloides se consideran como caracteristicos de la familia (Hegnauer, 1964 y Pérez-Amador
¢t al, 1980), se emplearon como referencias para las resinas glicosidicas, un extracto de
semillas de Jpomoea murucoides y una mezcla de resinas obtenida de raiz de /. orizabensis.
Se consideraron dos resinas de /. orizabensis (1y 2) y dos de /. murucoides (3 y 4) como
marcadores, La resina 1 se encontrd en taltos de C. tinctoria en ambas épocas, y en C.
corymbosa de secas. La resina 2 se encontrd en C. americana de secas y de fluvias, en C.
arvensis, en C. comhbdsa de secasy flores de C. tinctoria de Ia misma época. La resina 3

se detectd en C. corymbosa y flores de C. tinctoria de secas, y la resina 4 en C. americana
de lluvias y tallos de C. tinctoria de secas (Fig. 9).

Comparando los perfiles cromatogriﬁcos de cada una de las especies en época de secas y de
luvias, para C. americana fueron iguales en ambas estaciones, en tanto que para las otras

dos especies, C. corymbosa y C. tinctoria , los perfiles son diferentes.

En cuanto a log perfiles de glucosidos kauranéicos (Fig. 10), se tomaron conu; marcadores la

" turbicorina y corimbosina a partir de un extracto de semillas de Turbina corymbosa . Los dos

marcadores se encontraron en C. americana, en ambas épocas, en C. arvensis se encontrd

sdlo 1a corimbosina y en las otras especies no se detectaron los marcadores.

La comparacion de los perfiles de Ia época de secas y de Huvias muestra que los de C.

americana fueron idénticos, mientras que los de las otras dos especies fueron diferentes.

- Determinacién de perfiles cromatogrificos de fiavonoides

En los perfiles de flavonoides hay diferencia entre los correspondientes a las muestras
colectadas en época de Huvias y en época de secas en C. corymbosa (Figs. 13y 14) y C.
tinctoria (Figs. 15 yv,lb); en C. americana son iguales (Figs. 11y 12)
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Comparando interespecificamente los perfiles, solamente C. tinctoria y C. arvensis colectadas
en época de Huvias tienen un perfil igual (Siguiente tabla, en donde X = a las manchas
observadas en los perfiles),

St
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Mancha |  Cuscuta americang Cuscuta corymbosa Cuscuta tinctoriq Cuscuta
N | Soquia Lluvias | Sequia Lluvias Tallos Flores | @rvensis
Sequia__ Liuvias Sequia | Lluvias
1  { X
2 X X 5 X x x X
3 X x
4 X X X x x
5 x x x
6 x x x
7 x x x
9 X
10 x
1 x |
12 x .
13 x x
14 X X X
18 .
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e 1 nélic

Con abjeto de hacer una separacion de compuestos, buscando sobre todo flavonoides y
terpenos, se prepard un extracto etandlico de Jos tallos de las cuatro especies y de las flores
de C. tinctoria ; la separacion se efectud por cromatografia en columna, con el extracto de las

flores de C. tinctoria por las razones expuestas en el inciso “Extracciones”.

Al disolver ¢l extracto etandlico seco en acetato de etilo para iniciar la cromatografia,
precipitd un polvo cuyo perfil cromatogrifico mostré que tenia los compuestos mis polares
(Fig. 20) y se guardo para un estudio posterior.

De Ia columna se eligieron para su estudio las fracciones 13 & 18 (Fig. 22), cuyo perfil
cromatogrifico indicaba la presencia de los compuestos que se deseaba scparar, por las
coloraciones que mostraron al revelarse con reactivo de Liebermann-Burchard (terpenos y

esteroides) y de subacetato de plomo al 25% (flavonoides).

De estas fracciones, se corrio una placa con la 13, la 16 y, ademis, la 8 y B-sitosterol y lupeol
- como referencias. En el perfil de las tres fracciones se encontraron manchas con un Ry iguales

. al de cstos dos compuestos (Fig. 21).

Comparando estos perfiles con los de las placas de control de las primeras fracciones de la

cromatografia en columna, se vio que e lupeol se encontrd en las fracciones 7a 16 y ¢l -
sitosterol en las fracciones 13 2 30,

La fraccion 16 cristalizd y a pesar de que los cristales eran una mezcla de tres componentes
principales (1, 2 y 3, Fig. 23) se intentd su separacion por recristalizacion, pero sin lograrlo
(Fig. 24), por lo que se reunid con las fracciones 13 a 18 para recromatografia.

En esta nueva cromatografia de los tres compuestos que se querian separar, el compuesto 3

se aislo de la fraccion C y de las fracciones F y G, el | y 2 aun mezclados (Fig. 25). Estos tres
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' compuestos se recristalizaron hasta obtener una sola mancha en placa delgada (Fig. 26) y se

determinaron sus espectros en el ultravioleta, en el infrarrojo, de resonancia magnética nuclear

y de masas.

Los espectros en ¢l ultravioleta tienen méximos de absorcion caracteristicos de flavonas a
223, 285 y 325 para el compuesto C;. Para el compuesto Fy a 228, 290 y 335, y para e
compuesto G a 227, 292 y 334 (Figs. 29, 32, y 35).

Los espectros en el infrarrojo de los tres compuestos indican que se trata de glicdsidos por la
banda ancha de alcoholes a 3115 (Figs. 30, 33 y 36); este mismo resultado se confirma con la
prucba de Molish realizada para los compuestos (Tabla 1X).

Los espectros de resonancia magnética nuclear indican que las muestras no estin puras, sin

embargo su perfil general concuerda para flavonas (Figs. 31, 34y 37).

Los espectros de masas indican pesos moleculares de 302 para ¢l compuesto Cz, 288 para el
Fiy3ispan el G..

Con los compucstos se corrieron placas de celulosa y gel de silice. La placa de celulosa (Fig.
27) mostr6 que los compuestos F y G tienen un Ry de 9.24 y el compuesto C de 9.56; a I fuz
ultravioleta (365 nm) presentan una coloracion ocre parda, que en Ia literatura (Harborne,
1991) se asigna a derivados de la apigenina. En la placa de gel de silice (Fig. 28) ¢l compuesto
C tuvo un Ry de 5.59, ¢l F de 3.66 y ¢l G de 3.55. La primera placa s¢ corri6 en las
condiciones que indica la literatura para confirmar la naturaleza de los flavonoides mostrada
por la resonancis magnética nuclear (flavonas) y la segunda para situar las manchas en la zona

de mediana polaridad y ver si los compuestos F y G son idénticos.

Con los datos espectrométricos y los obtenidos de las placas, se ve que los compuestos F y G
son el mismo producto con diferente grado de pureza, el compuesto C es diferente y menos

polar que el anterior y ambos parecen ser glucosidos de apigenina.
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JABLAS

TABLA I Rendimientos de la extraccién hexdnica en aparato de Soxhlet

Especie Gramos extraidos Extracto obtenido (g) Rendimiento (%)
Sequll. Lluvias Sequia  Lluvias Sequia  Lluvias
Cuscuta 20 5 " 0.4907 0.0823 245 1.64
americana
Cuscuta 2,369 0,0641 0.15
arvensis
Cuscuta 20 5 0.9957 0.0924 497 1.84
-\ corymbosa
Cuscuta 20 5 0.6887 0.114 344 2.28
tinctoria
tallos
Cuscuta 20 0.6672 333
tincloria
flores
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TABLA II Rendimientos de la extraccién metanélica en aparato de Soxhlet

Especie Gramos extraidos Extracto obtenido (g) Rendimiento (%)
Sequia __Lluvias Sequin___ Liuvias Sequia __ Lluvias
Cuscuta 20 5 8.9154 1.5987 44.5 319
americang
Cuscula 23699 0.4474 18.8
arvensis
Cuscuta 20 5 6.6379 0.7322 33.i9 14.6.
corymbosa
Cuscuta 20 5 104507 1.568 52.25 317
tinctoria
Tallos
Cuscuta 20 11.2538 56.2
tinctoria
Flores
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TABLA III Resultados de las pruebas de metabolitos secundarios

(S=sequin y L= Huvias, + a 4+ reaccién positiva, - reaccion negativa).

Prucba Cuscula Cuscuta Cuscuta Cuscuta tinctoria
americana | arvensis | corymbosa
: Tallos __ Flores
EXT. MET. . . . .
Alcaloides S
| Dragendorff L + ++ + +
Alcloides S - - . lig +
Ac. Silicotungs. L + + + 4
Terpenosy S | lig + verde +verde | lig+verde | lig + verde
Esteroides L - - - .
‘| Flavonoides S| ++ros + ros_! +H+rosa | ++rosa
Ll +++ross +++ross | - +7o8a +++t rosa
Gli.césidos S + + Ht ++
L ++ - + .
EXT. HEX. ++ verde + verde ++ verde +verde
Terpenos y S
Esteroides L | ++verde + verde ++verde | + verde
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TABLA IV Rendimientos de Ia extraccion etandlica en frio

Especic Gramos extraidos Extracto obtenido (g) Rendimiento (%)
Sequia __Lluviag Sequia  Lluvias Sequia  Lluvias

Cuscuta 66 s 2.0736 0.1225 3.4 245

americang

Cuscuta 0.120 0.0112 9.3

arvensis .

Cuscuta 15 5 08725 01025 | = 574 2.05-

corymbosa

Cuscuta 88 § 9.768% 0.3032 1145 6.06

tinctoria

Tallos

Cuscuta 4 9.000 204

tinctoria ’

Flores
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TABLA V Fracciones resultantes de la primera cromatografia en columna de

Cuscuta tinctoria
Nueva Fracciones Eluyente Apariencia Total (g)
fraccién

A 1-12 AcOE!t Sdlido vitreo, amarillo pélido 0.033
B 13-15 AcOEt Solido amarillo 0.8830

F 16 16 AcOEt Crigtales amarillo palido 0.4915
C l7-i8 AcOE1 Sélido ceroso verde palido 0.3477
D 19-32 AcOE! Sélido ceroso amarillo 0.3267
E 23-28 AcOEt Solido ceroso amarillo 0.1714
F 29-40 AcOEt-MeOH Solido café claro 0.4618

99.5:0.5

G 41-49 AcOE1-MeOH 99:1 Solido café claro 0.0684
H 50-57 AcOE1-MeOH 99:1 Solido amarillo paja 00512
1 58-78 AcOEt-MeOH 97:3 Solido amarillo 0.1029
J 79-88 AcOEt-MeOH 9:1 Solido pardo 0.0599
K “89-100 AcOEt-MeOH 1:1 Sélido vitreo, pardo 0.201]
L 101-141 MeOH Sélido café obscuro 0.4982
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TABLA VI Cristales obtenidos de la fraccidn 16 de la primera cromatografia en

columna
Muestra__ Peso () Punto de fusién (°C)
Cristales F16 0.2198 240-245
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TABLA VI Fracciones resultantes de la segunda cromatografia en columna de Cuscusa

finctoria
Nuevas Fracciones Eluyente Apariencia Total (g)
fracciones
A 8-16 Hex-AcOEt 7.3 | Solido ceroso 0.3806
verde claro .
B 17-36 Hex-AcOEt 7:3 | Sélido vitreo, 0.1868
café claro
C 37-87 Hex-AcOEt 7:3 | Sélido amarillo 0.1764
pilido '
D 58-59 Hex-AcOEt7:3 | Sélido amarillo | 0.0018
E 60-61 Hex-AcOEt 7:3 | Sélido amarillo - 0.0544
F " 6279 Hex-AcOEt 7.3 | Solido amarillo 03273
pélido
G 80-96 Hex-AcOEt 7:3 | Sélido amarilo |  0.2823
" pilido ‘
H 97-126 Hex-AcOEt 6:4 | Sélido pardo 0.0864
1 127-140 Hex-AcOEt6:4 | Sblido patdb » 0652
] 141.212 Hex-AcOEt Sdlido pardo 0.0951
' 2.5:7.5 y AcOEL
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TABLA VIII Recristalizaciones de las fracciones C, Fy G

Fraccion | Peso (g) _Apariencis Punto de fusién
(C)
C 0.1764. Cristales amavillo pélido 250-252
C 0.1001 Cristales amarillo pilido 250-252
G 0.0696 Cristales amarillo pélido 250-252
F_ 03273 Cristales amarillo pélido | 240-245
F, 0.2558 Cristales amarillo pilid§ 240-245
F, 0.1990 Cristales color crema 238-241
K 0.1139 Cristales color crema 238-241
G 0.2823 Cristales color crema 235-240
Gy 0.0774 Cristales color crema 235-240
G; 0.0318 Cristales color crema 230-235
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TABLA IX Reacciones para flavonoides y glicdsidos de los compuestos C;, F1y G;

Fraccion Flavonoides Shinoda Glicosidos Molish
C; +++ ﬁa +
Fs +H+ +
ﬂ +++ +
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SIMBOLOGIA CORRESPONDIENTE A LAS FIGURAS

Simbolo

LIA4

- AcOEt

Especie
C. americana
C.americana
C.arvensis
C. corymbosa stylosé
C corymboasa stylosa
C. tinctoria tallos
C. tinctoria tallos

C. tinctoria flores

Sistema de eluyentes utilizado

Revelador(es) utilizado(s)
Luz ultravioleta (365 nm)
Hexano

Acetato de etilo

Colecta

enero

septiembre

julio
enero
septiembre
enero
julio

enero



FIGURAS
ALCALOIDES

Fig. 1 Placa para verificar su presencia
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Para todas las placas de alcaloides: A = Amida del ic. lisérgico B = lisergol

C = Ergotamina,

EL. Cloroformo-metanol 9:1
REV, UVy Van Urk

Figs. 2 y 3 Placas bidimensionales de prueba
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CROMATOGRAFIAS BIDIMENSIONALES DE ALCALOIDES
Fig. 4 Cuscuta americana
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Fig. 8 Cuscuta arvensis
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66



CROMATOGRAFIAS BIDIMENSIONALES DE ALCALOIDES

Fig, 6 Cuscuta corymbosa
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Fig: 7 Cuscuta tinctoria tallos
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Fig. 8 Cromatografia unidimensional de alcaloides
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Fig, 9 Perfiles cromatogrificos de resinas glicosidicas
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1 & VIII muestras de Cuscuta (ver simbologia al inicio del apartado de figuras)
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Fig, 10 Perflles cromatogrificos de glucdsidos kaurandicos
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PERFILES CROMATOGRAFICOS DE FLAVONOIDES
Fig. 11 Cuscuta americana sequin
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Fig. 12 Cuscuta americana Buvias
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R =Rutina, El. Terbutanol-ic. acético- agua 3:1:1 %, Ac. acéticoal 15% -»
Rev. UV e Hidroxido de amonio

n



PERFILES CROMATOGRAFICOS DE FLAVONOIDES
FIG. 13 Cuscuta corymbosa sequia
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FIG. 14 Cuscuta corymbosa lluvias
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R = Rutina. El. Terbutanol-ic. acético- agua 3:i:1 % , Ac. acético al 15%
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PERFILES CROMATOGRAFICOS DE FLAVONOIDES

FIG. 18 Cuscuta tinctoria (allos (sequia)
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PERFILES CROMATOGRAFICOS DE FLAVONOIDES

FIG. 17 Cuscuta tinctoria flores (sequia)
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FIG: 18 Cuscuta arvensis Nuvias
o
107
0. 0
5 ‘
O
1

R = Rutina. El. Terbutanol- dc. acético- agua 3:1::1 T, Ac. acético al 15% —»

Rev. UV e Hidroxido de amonio

74



PLACAS DEL EXTRACTO ETANOLICO
Fig. 19 Placa por duplicado con todas las muestras
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~ Placa2: Rev. UV y Reactivo de subacetato de plomo

Fig. 20 Maca cbmplmlvn del extracto crudo (A), eitncto disuelto en AcOEt(B) ysu

precipitado (C).
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PLACAS DE LAS FRACCIONES CROMATOGRAFICAS DEL EXTRACTO
ETANOLICO

Fig. 21 Fracciones 8,13,16, Lupeol (L) y
B-sitesterol (B)

El. Hex-AcOEt 6:4
Rev. UV y Liebermann-Burchard

Fig. 23 Cristales (I) y Aguas madres (1I)
dela fraccién 16
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Fig, 22 Fracciones 13 a 18
dela pl_'imerl cromatagrafia
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Fig. 24 Recristalizacién de
los cristales de Ia fraccidn 16
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PLACAS DE LASFRACCIONES C,FY G

Fig. 28 Fracciones C,Fy G de la Fig. 26 Fracciones C;, F; y G;
segunda cromatografia
O
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Xy 8 9 ' O O
| . — .
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Rev. UV y Liebermann-Burchard Rev. UV y Liebermann-Burchard
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8 _CONCLUSIONES

1.- Se confirmo Ia presencia de alcaloides en todas las muestras estudiadas y colectadss

durante Ia época de lluvias. Las muestras colectadas en la época de sequia no presentaron

estos compuestos.

2.- En el estudio comparado entre las cuatro especies, los perfiles de glucdsidos kaurandicos,

glicorresinas y flavonoides fueron diferentes en las dos épocas. Sin embargo, por especie C.

americana tuvo siempre perfiles iguales en umbu estaciones, en tanto que las otras dos’

especies (C. corymbosa y C. tinctoria ) presentaron perfiles diferentes segun la est@ién.

3.- Los dos compuestos aislados son de haturnleu flavonoldica, probablemente glicosidos de

spigenina.
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2 APENDICE

Reactivo de Dragendorff

Se disuelven 8 g de Bi(NO)s S H;O en 20 m! de HNO, al 30% y 27.2 g de Kl en 50 ml de
sgua. Se mezclan ambas soluciones y se dejan reposar 24 h después de las cuales se decanta la
solucion y se afora a 100 ml (Dominguez, 1973).

Reastive del dcido silicotingstico

Se disuelven § g de icido silicotingstico (4 H,0 - SO, 12WO, + 2H,0) en icido sulfiirico 6
N necesario para formar 100 m! de solucién (Domingucz. 1973).

Reactive de Vap Urk

Se agregan 125 mg de p-dimetilaminobenzaldehido (PDAB) en 100 ml de solucién de dcido
sulfarico al 65% y 0.05 mi de Cloruro férrico al 5%.

Sulfato cérico
Se mezclan 360 g de hielo y 40 mi de H;SO, y sl terminar de adicionar el dcido se calienta la

mezcla a 40° C, después se adiciona el Ce(SO,); a disolucion. Se guarda en un frasco
obscuro.

Reactivo de Licbermann-Burchard modificado para rociar

Adicionar dcido acético y anhidrido acético en proporcion 1:1 en 10 partes de etanol. Este

reactivo se debe preparar en ¢l momento en que va a ser utilizado.
Solucién acuosa de subacetato de plomo sl 28 %
Con este reactivo se rocia la placa y se revela con luz ultravioleta de onda targa (365 nm)
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(Horhammer, 1964),
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