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Resumen. Con el fin de profundizar en el conocimiento de la flora boliviana, se decidid
realizar el estudio preliminar de fitotoxicidad del melendrillo (Gochnatia boliviana). Se
trabajo con el rebrote (hojas y tallos) y parte media mas baja de la planta (hojas y tallos).
En la investigacion se obtuvo extractos crudos de flavonoides, lactonas sesquiterpénicas
y triterpenoides usando diferentes condiciones de operacidn. Se realizaron pruebas de
color que confirmaron la presencia de flavonoides y lactonas sesquiterpénicas. Con ayu-
da de un analisis por espectroscopia infrarroja (IR) se identificé la presencia de grupos
policiclicos aromaticos y funciones alcohol. Finalmente, se realiz6é un ensayo de fitotoxi-
cidad del melendrillo sobre Bacillus subtilis. Los resultados indicaron que el potencial
téxico y las familias de moléculas estudiadas, se encuentran principalmente en las hojas
y estd relacionado a estos tres metabolitos.

Palabras clave: Fitotoxina; Arbusto endémico; Extraccion; Moléculas; Metabolitos se-
cundarios

Abstract: Preliminary study of the phytotoxicity of the Bolivian native species
Gochnatia boliviana (melendrillo). To increase the knowledge of Bolivian flora, a pre-
liminary study of the phytotoxicity of Gochnatia boliviana (known as “melendrillo”) has
been carried out. The study worked with the regrowth (leaves and stems) and lower mi-
ddle part of the plant (leaves and stems). For the research, crude extracts of flavonoids,
sesquiterpenoid lactones and triterpenoids were obtained under different operating condi-
tions. Color tests have confirmed the presence of flavonoids and sesquiterpene lactones.
A spectroscopy infrared (IR) analysis allowed the identification of polycyclic aromatic
groups and alcohol functions. Finally, a “melendrillo” phytotoxicity test has been carried
out on Bacillus subtilis. The results have indicated that the toxic potential and the families
of studied molecules are mainly associated with the leaves and it is related to these three
metabolites.
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Introduccion una variedad de bio compuestos quimicos
gue son almacenados en sus tejidos vege-

Las sustancias fitoquimicas presentes en tales, conocidos como “fitotoxinas™ (Vet-

las plantas, sirven para compensar a los ter, 2000).

animales polinizadores y distribuidores ] ) o

de semillas. Las plantas desarrollaron un El melendrillo (Gochnatia boliviana)

mecanismo de defensa para protegerse de (Cuadro 1) es un arbusto endemico de

insectos, bacterias, hongos, mamiferos y Bolivia que crece en el Cono Sur de Co-

seres humanos a través de la sintesis de chabamba. Este arbusto es consumido
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por el ganado del lugar, provocando heri-
das en la piel que si no son curadas a
tiempo conlleva a problemas mayores.
Por ese motivo, los ganaderos del lugar
se ven afectados al tener como principal
fuente de ingresos los productos obteni-
dos gracias a estos animales.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica
del melendrillo

Reino: Vegetal
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae Bercht. YJ. Presl

Género: Gochnatia Kunth

Especie:  Gochnatia boliviana SF.
Blake

Nombre Melendrillo

comun:

Fuente: Entrevista a la Botanica Mgr.
Nelly de la Barra

La mayoria de las fitotoxinas caracteriza-
das hasta la fecha, son usualmente com-
puestos de bajo peso molecular, denomi-
nados metabolitos secundarios (fenoles,
polifenoles, quinonas, oxalatos, glucoési-
dos, etc.) o péptidos y proteinas (Ibanez
et al., 2012) que participan en las plantas
a nivel fisioldgico y ecolégico (Almaraz
et al., 2006). Adicionalmente, actlan
alterando mecanismos especificos que
involucran enzimas, receptores e incluso
material genético, en células y ciertos
tejidos.

A pesar que muchas plantas exhiben
actividad fitotoxica, relativamente pocas
fitotoxinas han sido aisladas, completa-
mente caracterizadas, y menos audn, sinte-
tizadas. Ademas, pese a ser Bolivia con-
siderada como uno de los paises con ma-

yor biodiversidad, la investigacion sobre
su flora y en especial de sus plantas toxi-
cas, ha sido escasamente estudiada a
comparacion de otros paises (Rosember,
2017).

Debido a que no existen referencias sobre
la fitotoxicidad del melendrillo, es impor-
tante realizar un estudio fitotoxico preli-
minar, que permita determinar cuéles son
los metabolitos secundarios presentes y
en qué parte de la planta se encuentran
los responsables de la actividad toxica.
Esta investigacion tiene la finalidad de
contribuir a la investigacion fitoquimica
de plantas endémicas del pais y al desa-
rrollo eventual de nuevos productos qui-
micos.

Materiales y métodos

La ejecucion de esta investigacion se
llevo a cabo en los laboratorios de la
Universidad Catolica Boliviana “San
Pablo”. El trabajo se desarrollé con mate-
rial vegetal de melendrillo (Gochnatia
boliviana, Figura 1), recolectado en Paso-
rapa en el mes de enero del afio 2021.

Figura 1. Detalle de Gochnatia boliviana
(melendrillo) recolectado en Pasorapa
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El estudio de la fitotoxicidad se llevd a
cabo en tres etapas:

(1) Extraccion de los metabolitos de la
planta.

(2) Identificacion de la familia de las
moléculas toxicas.

(3) Evaluacién de la toxicidad de los
extractos sobre Bacillus subtilis.

Extraccion de los metabolitos de la
planta

Los analisis se realizaron con las siguien-
tes muestras: hojas rebrote, hojas parte
media y baja de la planta, tallos rebrote
y tallos parte media y baja.

Las muestras fueron secadas en un liofli-
zador a -65°C, por 10 dias. Se molié en
un molino eléctrico y se tamiz6 en un
tamiz hasta obtener fragmentos inferiores
a 600 um, para mejorar la eficiencia de
extraccion.

Se llevé a cabo la extraccion de dos fami-
lias de metabolitos secundarios: flavo-
noides y terpenos (dentro de la cual se
buscd extraer distintamente triterpenoides
y lactonas sesquiterpénicas). Ambas fa-
milias fueron seleccionadas, debido a que
después de revisar en literatura, se evi-
dencié que estos grupos de compuestos
se encuentran en mayor cantidad en plan-
tas del género Gochnatia. Se trabajo con
dos técnicas de extraccion combinadas:
maceracion y ultrasonido.

- Extraccion de flavonoides con 2 solven-
tes de manera secuencial: acetona 50 %
y EtOH 60 %. Se trabajé en el equipo de
ultrasonido (UAE) con 3 g de cada mues-
tra en 60 ml acetona, 60 minutos, 50°C
(Saifullah et al., 2020). Se filtr6. Se sepa-
ré la acetona en un bafio maria a 56°C y
el residuo solido se seco en un horno a la
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misma temperatura. Se extrajo los flavo-
noides del residuo seco con 60 ml de
etanol 60%, 20 min, 25°C en el UAE
(Wang et al., 2012). Se filtr6 y en un
bafio maria se separ6 el etanol a 75°C.
Este proceso se realizd6 una vez mas;
ambos extractos se juntaron, liofilizaron
y guardaron a 4°C para posteriores anali-
sis.

- Extraccién de lactonas sesquiterpénicas
con 3 solventes secuencialmente: éter de
petréleo, cloroformo y etanol 70%. Se
remojé 3 g de cada muestra 20 ml de
éter, dos dias, 4°C y se filtr6. El éter de
petroleo se evapor6 del filtrado y del
residuo sélido en un horno a 40°C. Los
residuos solidos secos se remojaron en
cloroformo (3 g en 25 ml) y se extrajo las
lactonas a 55°C, 60 min en el UAE. El
cloroformo se eliminé del filtrado en un
bafio maria a 60°C y del residuo solido
en un horno a la misma temperatura. Para
la extraccion con etanol al 70% , se traba-
j6 con 60 ml en el UAE a 30 min, 25°C
(Trendafilova et al., 2010). Se filtrd, se
evapord el solvente en un bafio maria a
75°C, se liofilizd y se guardo el extracto
a 4°C para posteriores analisis.

- Extraccion de triterpenoides con dos
solventes secuencialmente: éter de petré-
leo y EtOH al 70%. Se remojé 2 g de
cada muestra en 25 ml de éter, dos dias,
4°C vy se filtrd. ElI mismo proceso se repi-
ti6 3 veces mas con éter y se juntd el
filtrado de las 4 extracciones. El éter de
petréleo se elimin6 en un bafio maria a
40°C vy del residuo sélido en un horno a
la misma temperatura. Para la extraccion
con etanol al 70% por UAE: 48 ml de
solvente, 50 min, 25°C (Wei et al.,
2015). Los extractos se filtraron, se junta-
ron y con ayuda del rotavapor y al vacio
se separé el etanol del extracto a 40°C.
Los extractos se liofilizaron y guardaron
a 4°C para posteriores analisis.
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Identificacion de la familia de las molé-
culas téxicas

Anélisis fitoquimico cualitativo. Los
extractos fueron sometidos a analisis
fitoquimicos para detectar la presencia de
flavonoides, lactonas sesquiterpénicas y
triterpenoides utilizando procedimientos
cualitativos estandar:

a) Flavonoides: Reactivo Shinoda

Procedimiento I: afadir polvo de mag-
nesio y unas gotas de HCI concentrado a
una solucion alcohdlica de la muestra.
Antes de agregar el acido, es aconsejable
agregar alcohol t-butilico para evitar una
reaccion violenta. Las flavonas, flavono-
les, los derivados 2,3-dihidro y las xanto-
nas produciran colores naranja, rosa, rojo
o plrpura.

Procedimiento Il: el mismo procedi-
miento anterior, pero, en lugar de magne-
sio, utilizar zinc. Si la solucion torna a un
color rojo intenso a magenta, hay presen-
cia de flavanonoles. Los flavanones y los
flavonoles daran un color rosa débil a
magenta, 0 ningan color.

b) Lactonas sesquiterpénicas: Reac-
tivo de Baljet

Preparacién solucion I: disolver 1 g de
acido picrico en 100 ml de etanol.

Preparacién solucién I1: 10 g de NaOH
en 100 ml de agua.

Procedimiento: mezclar la solucién 1 y 11
(1:1) antes de su uso y afiadir de dos a
tres gotas a 2-3 mg de muestra. La reac-
cién es positiva cuando la solucién torna
a un color de naranja a rojo intenso.

c) Triterpenoides: Test de Lieber-
mann-Burchard

Preparacion de la solucién: mezclar 1
ml de anhidrido acético y 1 ml de CHCls,
enfriar a 0°C y agregar una gota de
H,SO, concentrado.

Procedimiento: Agregar la muestra (soli-
da o en solucién de CHCI;) a la solucion
anterior. Los colores azul, verde, rojo o
naranja indicardn un resultado positivo.
Se observara un color azul-verdoso inten-
so maximo después de 15-30 minutos.

Analisis por Espectroscopia Infrarroja (IR)

Para concluir esta etapa, se realiz6 la
identificacion de ciertos grupos funciona-
les caracteristicos de algunos de los com-
ponentes de los extractos, los espectros se
obtuvieron en un espectrofotémetro em-
pleando como background una solucién
de cloroformo. Se trabajo en un rango de
longitud de onda de 400 - 4000 nm.

Evaluacion in vitro de la actividad fi-
totdxica de los extractos vegetales aislados

La evaluacion in vitro se realizd sem-
brando, con la técnica de siembra en
superficie, la bacteria Bacillus subtilis en
Plate Count Agar (PCA). La cepa de la
bacteria fue adquirida de la Facultad de
Agronomia del Laboratorio de Microbio-
logia Agricola de la Universidad Mayor
de San Simén. Se evalud la actividad
fitotoxica de cada extracto sobre Bacillus
subtilis con el método de orificio sobre
agar. Se hicieron cuatro orificios de 8
mm de diametro y se depositaron diferen-
tes cantidades de los extractos (triterpe-
noides, lactonas sesquiterpénicas y flavo-
noides). Los orificios fueron sellados con
el mismo agar y se incub6 durante 24
horas, 28°C (Jiménez et al., 2018).

Las pruebas se realizaron por triplicado.
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Resultados y discusion

Segun diversos autores reportados por
Zhang et al. (2017), las catorce especies
del género Gochnatia en América del
Sur, que han sido estudiadas fitoquimi-
camente, revelaron la presencia de abun-
dantes sesquiterpenos, triterpenoides y
flavonoides, y limitados diterpenos, cu-
marinas y ligninas. Por lo tanto, se deci-
dio trabajar con los metabolitos secunda-
rios, mayoritarios en este género.

En el Cuadro 2 se presentan los resulta-
dos del rendimiento méasico de cada ex-
tracto obtenido. Se observa que se obtu-
vieron mayores rendimientos de extrac-
cion en las hojas (rebrote y parte me-
dia+baja).

Se deduce que las diferencias de rendi-
miento, entre la extraccion de hojas vy
tallos, es debido a que las moléculas es-
tdn mas concentradas en las hojas de la
planta. Ademas, los materiales mas duros
del tallo, pueden limitar la liberacién de
los metabolitos al momento de la extrac-
cion.
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e Flavonoides

Los rendimientos de extraccion de flavo-
noides en la literatura varian dependiendo
de varios factores, entre estos, el tipo de
solvente. Por ejemplo, se informd que la
acetona es el mejor disolvente para ex-
traer flavonoides en mel6n amargo (Mo-
mordica charantia) (Tan et al., 2014) y
de Tagetes patula (planta herbacea de la
familia Asteraceae) (Munhoz et al.,
2014), mientras que para Sambandam et
al. (2016), el extracto etandlico de Trigo-
nella foenumgraecum tuvo el mayor con-
tenido de flavonoides.

En el caso de esta investigacion, se obtu-
vo mayores rendimientos de extraccion
empleando acetona, lo que concuerda con
el estudio de Vankar y Srivastava (2010).

e Lactonas sesquiterpénicas

Segun Strapasson et al. (2012), las lacto-
nas sesquiterpénicas se encuentran abun-
dantemente en el género Gochnatia. Las
lactonas sesquiterpénicas son encontradas
mayormente en las hojas y las flores de
las plantas (Chadwick et al., 2013).

Cuadro 2. Rendimientos de las extracciones de flavonoides,
lactonas sesquiterpénicas y triterpenoides

Solvente Hojas Hojas parte Tallos Tallos parte
rebrote | mediat+baja rebrote media+baja
Rendimiento (% masa/masa)

Flavonoides | Acetona 50% 33.98 18.02 11.37 14.88
Etanol 60% 10.11 5.69 1.46 2.90
Lactonas Eter de petroleo 0.51 2.29 0.52 0.46
?](iecs;qsuiterpé— Cloroformo 5.55 1.79 1.02 2.46
Etanol 70% 10.37 10.41 4.64 3.44
Triterpenoi- Eter de petroleo 1.28 1.77 0.76 1.24
des Etanol 70% 14.99 14.16 5.09 11.30
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Los rendimientos de extraccién mas altos
en estos organos de la planta, confirman
este hecho.

La extraccion éter de petroleo, a pesar de
tener una buena disolucién de la lactona
en este solvente, no es muy especifica
(Lapkin et al., 2010).

Para la extraccion con cloroformo, Cata-
lan et al. (2003) obtuvo un rendimiento
de extraccion de 4.1% por maceracion al
estudiar las hojas de Gochnatia poly-
morpha ssp. polymorpha, valores simila-
res a la extraccion en las hojas de este
estudio.

Los rendimientos de extraccién en crudo
de lactonas sesquiterpénicas, con etanol
70%, son los mas altos, comparando con
éter de petréleo, tal como fue reportado
por Trendafilova et al. (2010).

e Triterpenoides

La extraccion con éter de petroleo llevé a
rendimientos hasta 10 veces menor a la
extraccion con etanol 70%. Eso se puede
deber a la gran volatilidad del solvente.
Los rendimientos con el solvente polar
(etanol) son mucho mayores, indicando
la alta afinidad que tienen las muestras en
este solvente. Segln Ludwiczuk et al.
(2017) los disolventes polares como el
etanol, conducen a la extraccion favore-
cida de glucdésidos triterpenoides.

Identificacion de los extractos de la
planta

e Andlisis fitoquimico cualitativo
En esta parte se realizaron los test cuali-

tativos de color de los tres metabolitos de
estudio.

Los resultados de las pruebas se presen-
tan en el Cuadro 3. Como se puede ver,
todos los tests cualitativos permitieron
validar la presencia o ausencia de los
metabolitos en los extractos.

En el caso de los flavonoides, los test con
Mg y Zn permiten discriminar diferentes
tipos de moléculas. Los resultados mues-
tran que las dos técnicas de extraccion
probadas, permiten la extraccion de mo-
léculas diferentes. Asi el etanol no ha
extraido flavonas, flavonoles, los corres-
pondientes derivados 2,3-dihidro y las
xantonas. Eso permite explicar la dife-
rencia de rendimiento de extraccion ob-
tenida. Dado que el etanol es un solvente
mas selectivo, el rendimiento de extrac-
cion es menor al rendimiento de la ex-
traccién con acetona.

e Andlisis por espectroscopia in-
frarroja (IR)

El andlisis infrarrojo permite identificar
los grupos funcionales de las moléculas
presentes en los extractos. La Figura 2
muestra los espectros de los tres metabo-
litos para compararlos.

La mayor parte de los grupos funcionales
identificados son comunes a los tres me-
tabolitos debido a las estructuras molecu-
lares bésicas parecidas.

Las listas de los grupos funcionales se
presentan en el Cuadro 4. Los grupos
identificados reflejan el caracter polici-
clico aromatico de los metabolitos y una
gran riqueza de funciones alcohol.
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Cuadro 3. Pruebas fitoquimicas de color de los extractos

de diferentes partes del melendrillo (Gochnatia boliviana)

Solvente Hojas Hojas parte Tallos Tallos parte
rebrote | mediat+baja rebrote | mediatbaja
Flavonoides Acetona Mg + + + +
50 % Zn + + + +
Etanol Mg - - + +
60 % Zn + + + +
Lactonas Eter de petroleo + + + +
sesquiterpe- | cjoroformo + + + +
nicas
Etanol 70 % + + + +
Triterpenoi- Eter de petroleo + + + +
des Etanol 70 % + + + +

+ Presencia del metabolito

- Ausencia del metabolito

2000 1750 1600 1250

R R
2500 2000 1750 1500 1250 1000

RN
750 500
Tiom

a) extracto de flavonoides con acetona

50% de las hojas rebrote

b) extracto de lactonas sesquiterpéni-
cas con cloroformo de las hojas rebrote

C) extracto de triterpenoides con etanol

70% de las hojas rebrote

Figura 2. Espectros infrarrojos (IR) obtenidos
para los tres extractos de Gochnatia boliviana (melendrillo)
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Cuadro 4. Longitudes de onda con sus respectivos grupos funcionales

A(cm™) Grupos funcionales
3700 O-H (estiramiento OH)

3600 O-H (Grupo hidroxilo no enlazado, estiramiento OH)
3450 O-H (estiramiento dimérico)

3024.38 C-H (estiramiento aromatico)

3014.74 =C-H (estiramiento olefinico: lipidos insaturados)
2400 O-H (resonancia de estiramiento de los acidos carboxilicos)
1525 Anillos arométicps (vibrgciones de anillo grom'éti_co de

bencenos paradisustituidos, orto y metadisustituidos)
1475 C-C (en anillo, aromaticos)
1425 C-O
1203.58 C-O (estiramiento C-O)
1050 C-O0
925 O-H (acidos carboxilicos)
850 =C-H
796.60 =C-H (flexionado)
736.81 C-H (anillo aromatico)
717.52 C-H (flexion fuera del plano)

Se notaron dos diferencias en los espec-
tros: la ausencia de la banda a 1600 cm™
(C=C aromatico) en el extracto de lacto-
nas y de la banda a 1725 cm™ (C -H de
cadenas hidrocarbonadas saturadas) en el
extracto de flavonoides. Debido a la poca
selectividad de las técnicas de extraccion
de estas moléculas, y por la gran simili-
tud entre las moléculas que se estan estu-
diando, se requiere una etapa de purifica-
cién para poder utilizar la espectrometria
IR como técnica de identificacion de los
metabolitos.

Evaluacion in vitro de la toxicidad de
las familias de metabolitos secundarios
extraidos

El ensayo de fitotoxicidad utilizando
Bacillus subtilis como organismo de
prueba (Figura 3), fue la ultima etapa del
estudio para determinar metabolitos res-
ponsables de la toxicidad de la planta
(Figura 3). Los resultados de este ensayo
se presentan en el Cuadro 5.

Figura 3. Halos de inhibicién presentados después de 24 horas de incubacién

Centro de Investigacién en Ciencias Exactas e Ingenieria (UCB)



Revista de Agricultura, Nro. 64 - Julio de 2021

Cuadro 5. Resultados obtenidos después de 24 horas de incubacion de los extractos
de flavonoides, lactonas sesquiterpénicas y triterpenoides sembrados en cajas Petri

Solvente Hojas Hojas parte Tallos Tallos parte
rebrote | mediat+baja rebrote | mediatbaja
Flavonoides Acetona 50 % ++ ++ - +
Etanol 60 % + + - +
Lactonas Eter de petroleo ++ + - -
sesquiterpe- | cioroformo ++ + - -
nicas
Etanol 70 % + ++ - +
Triterpenoi- Eter de petroleo ++ + - -
des Etanol 70 % ++ ++ - +

-: sin efecto; +: efecto leve; ++: efecto importante

Como se observa en los resultados del
experimento, el potencial tdxico de la
planta se encuentra principalmente en las
hojas, dado que pocos extractos del tallo
tuvieron una respuesta positiva. Ademas,
se puede evidenciar que los extractos
provenientes de las hojas rebrote, tienen
una tendencia a ser levemente mas toxi-
cos. Este resultado se puede relacionar
con el hecho que las moléculas estan mas
presentes en las hojas de la planta.

No se ha podido discriminar el potencial
toxico de las tres moléculas dado que los
resultados fueron muy similares. Sin
embargo, segun el estudio de Zhang et al.
(2017), estas tres familias de metabolitos
son las principales moléculas relaciona-
das a la fitotoxicidad en las plantas del
género Gochnatia.

Conclusiones

e La presente investigacion confirma el
potencial téxico del melendrillo (Go-
chnatia boliviana). Debido a que la
actividad fitotoxica se encuentra en
las hojas, tanto del rebrote como de la
parte media+baja de la planta, el me-
lendrillo presenta un peligro para el
ganado que puede intoxicarse al con-

fundir el melendrillo con el melendre
(Gochnatia palosanto), planta que
crece en la misma zona, muy similar
botanicamente y no toxica.

o El estudio ha evidenciado que dentro
de los metabolitos responsables de es-
ta toxicidad se encuentran los flavo-
noides, lactonas sesquiterpénicas y tri-
terpenoides. La falta de selectividad
de las técnicas de extraccion, no per-
mitié identificar estas moléculas en
los extractos crudos. Sin embargo,
con las pruebas en el IR, se observé la
presencia de grupos policiclicos aro-
maticos y una gran rigueza de funcio-
nes alcohol.
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