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RESUMEN. El género Baccharis presenta una amplia distribucion en regiones aridas del noroeste
argentino. Una de las especies arbustivas de este género, Baccharis boliviensis, se asocia con diver-
sas plantas en las comunidades vegetales del Parque Nacional Los Cardones en la Provincia de
Salta. Estudios realizados sobre la distribucion espacial del cardén Trichocereus pasacana con rela-
cién al espacio disponible mostraron que, a pesar de que sus semillas son abundantes bajo la copa
de Baccharis boliviensis, no se observan plantas creciendo en asociacion, a pesar del requerimiento
de plantas nodrizas para un establecimiento exitoso del cardén. Extractos acuosos del follaje de
Baccharis boliviensis, repartidos en hexano, cloroformo y acetato de etilo, inhibieron la germinacién
de Trichocereus pasacana. El cloroformo fue el solvente mas efectivo para la extraccién de los com-
puestos fitotéxicos. De algunas fracciones de la cromatografia en columna del extracto cloroférmico
se aislaron tres flavonoides cuyas estructuras fueron determinadas por métodos espectroscépicos
y TLC sobre gel de silice. Los resultados de los bioensayos mostraron que la germinaciéon de
Trichocereus pasacana presenté una respuesta diferencial a los distintos compuestos presentes en
las fracciones aisladas del extracto cloroférmico. El efecto inhibidor sélo se presenté en el extrac-
to cloroférmico, lo que sugiere la existencia de un efecto sinérgico o aditivo de los compuestos
fitot6xicos. [Palabras clave: alelopatia, Baccharis boliviensis, Trichocereus Pasacana, cromatografia,
inhibicion, facilitacion.]

ABSTRACT. Comparative phytotoxic effects of Baccharis boliviensis (Asteraceae) allelochemicals
on the germination of Trichocereus pasacana (Cactaceae): The genus Baccharis has a wide distri-
bution in the arid regions of Northwestern Argentina. One species of this genus, Baccharis
boliviensis, growths in association with other plant species at Los Cardones National Park, Salta
Province. Studies carried out on the spatial distribution of the cacti Trichocereus pasacana in rela-
tion to available space show that although cacti seeds are abundant beneath Baccharis boliviensis
canopy, no adult plants are found growing in association with this species, in spite of the require-
ment of a nurse plant for a successful cacti establishment. Aqueous extracts from Baccharis boliviensis
foliage extracted with hexane, chloroform and ethyl acetate inhibited Trichocereus pasacana ger-
mination. Chloroform was the most effective solvent for extracting the phytotoxic compounds.
From this extract we isolated three flavonoids whose structures were determined by spectro-
scopic methods and TLC in silica gel. The germination bioassay showed that Trichocereus pasacana
had a differential response to the compounds from the tested extracts. The inhibitory effect was
only detected in the chloroformic extract, which suggests a synergistic effect. [Keywords: allelopaty,
Baccharis boliviensis, Trichocereus pasacana, chromatography, inhibition, facilitation.]

INTRODUCCION

Muchas plantas producen metabolitos secun-
darios que influyen en los procesos de germi-
nacién y crecimiento de otras plantas (Heisey
1990). Este fenémeno es parte de la alelopatia,
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un proceso que consiste en la liberacién al
ambiente de metabolitos secundarios produ-
cidos por plantas y microorganismos capaces
de afectar los procesos biolégicos de otros or-
ganismos (Seigler 1996). La alelopatia tiene,
por lo tanto, relevancia ecolégica y puede ser
responsable de cambios en la composicién de
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especies en las comunidades vegetales. La
alelopatia puede ser también un factor impor-
tante en la regulacién de la estructura de las
comunidades vegetales y de la velocidad de
crecimiento de las plantas en condiciones na-
turales (Wardle et al. 1996). Esta funcién
alelopatica ha sido atribuida a varios flavonoi-
des, estructuras fendlicas y terpenoides
(Whittaker & Feeny 1971; Cazoén et al. 2000).

El género Baccharis (Asteraceae) agrupa
aproximadamente a 400 especies, principal-
mente de origen americano. En el noroeste
argentino, Baccharis boliviensis presenta una
amplia distribucién en las Provincias Fitogeo-
graficas del Monte, Puna y Prepuna (Cabrera
1976; de Viana et al. 1989). Se han realizado
numerosos estudios acerca de la composiciéon
quimica de distintas especies del género
(Gianello & Giordano 1984; Bohlmann et al.
1985; Jarvis et al. 1991; Hudson & Stiling 1997),
los que han revelado la presencia de numero-
sos metabolitos secundarios como diterpe-
noides y flavonoides. En el caso de Baccharis
boliviensis, se ha informado la presencia de
ent-clerodanos, diterpenos (Zdero et al. 1989)
y acido ferrilico que inhibe la germinacién de
Trichocereus pasacana (Cazoén et al. 2000).

Estudios realizados sobre la distribuciéon
espacial del cardoén (Trichocereus pasacana,
Cactaceae) en relacion con las especies arbusti-
vas asociadas y con el banco de semillas, indi-
can la existencia de un patrén diferencial en
la abundancia tanto de las semillas como de
las plantas adultas. Para el éxito en la germina-
cién y establecimiento, esta cactacea columnar
necesita de una relacién de facilitacién pro-
vista por la copa de algunas especies como
Larrea divaricata, Aphyllocladus spartioides y
Prosopis ferox. Sin embargo, existen otras es-
pecies arbustivas como Baccharis boliviensis,
Plectrocarpa rougesii, Verbena sp. y Senna
crassirameq, entre otras, bajo cuyas copas se han
detectado semillas de card6n a pesar de que
su abundancia como renuevos o adultos es
muy baja (de Viana 1995, 1996-7, 1999; de
Viana et al. 2001). Esto sugiere la posibilidad
de que exista alguna relacién alelopatica entre
algunos de estos arbustos y Trichocereus
pasacana, en particular con Baccharis boliviensis,
que produce acido ferrtulico cuyo efecto
inhibidor de la germinacién del cardén ya ha
sido reportado (Cazoén et al. 2000).
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El objetivo del presente trabajo es realizar un
estudio comparativo del efecto alelopéatico del
extracto cloroférmico y sus componentes, ais-
lados de la parte aérea de Baccharis boliviensis,
sobre la germinacién de Trichocereus pasacana,
contribuyendo al conocimiento de las inte-
racciones de inhibicién o facilitacion entre el
cardén y algunos arbustos asociados.

METODOS

Se trabajo con la parte aérea (tallos, hojas y
capitulos) de Baccharis boliviensis recolectados
en el Parque Nacional Los Cardones (25°03'-
25°23'S; 65°51'-66°05'0) en junio de 1997. El
material vegetal (375 g) se proceso siguiendo
los métodos descriptos en Cazén et al. (2000).
Este procedimiento permitio aislar del extrac-
to cloroférmico al 4cido ferrtlico, entre otros
compuestos. Se continué analizando las frac-
ciones obtenidas de la columna cromatogra-
fica, lo que permitié separar las siguientes
fracciones luego de purificar en columna de
Sephadex LH20 con un flujo lento de metanol:
12/17 (12.39 mg sélido blanco), 10 (7.5 mg s6li-
do amarillo) y la 6/9 (0.4 mg sélido amarillo),
como resultado de repetidas cromatografias de
la fraccién 31/32. La identificacién de los com-
puestos aislados se basé en espectros -HRMN
corridos en CDCI, a 200 MHz con un es-
pectrémetro Bruker AC-200. Estos estudios se
realizaron en el Departamento de Quimica Or-
géanica de la Universidad Nacional de San Luis.

El efecto del extracto cloroférmico y de los
metabolitos aislados de ese extracto sobre la
germinaciéon de semillas de Trichocereus
pasacana se evalud con un bioensayo en cama-
ra de cultivo con fotoperiodo de 12 h deluz, a
25-28 °C, siguiendo un disefio completamen-
te al azar, con cuatro repeticiones de 40 semi-
llas por tratamiento. Las semillas fueron
colocadas en cajas de Petri de 10 cm de dia-
metro sobre arena esterilizada embebida con
1.25 mL de solucién de los metabolitos, pre-
parada con una concentraciéon de 4 mg/10 mL
de cloroformo. Los controles se prepararon
embebiendo el sustrato con el solvente puro
(con el objeto de descartar posibles efectos
inhibidores) y con agua destilada. Todos los
tratamientos se regaron diariamente con agua
destilada y se registr6 la germinacién de las
semillas. Al final del bioensayo (30 dias) se re-
gistr6 la longitud de la radicula y del talluelo.
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Los resultados del nimero méximo de germi-
naciones, la velocidad de germinacién (indi-
cador maés sensible del efecto fitotéxico) y la
longitud de la radicula y del talluelo (Ahmed
& Wardle 1994) se analizaron con un Anélisis
de Varianza.

RESULTADOS

Los andlisis espectroscopicos permitieron
identificar algunos metabolitos secundarios
causantes del efecto fitotéxico como flavo-
noides (Figura 1). El espectro UV-Visible en
metanol del metabolito presente en la fraccion
12-17 (12.30 mg) mostré absorciones con maxi-
mo a 280 y 352 nm. El espectro -H RMN
(CDCl,) mostr6 los siguientes corrimientos
(expresados en ppm a partir de TMS y los va-
lores de las constantes de acoplamiento en
Hz): -OH11.48 (s), H,7.9 (s)H,. 7.85(s), H, 6.8
(d,3),H,. 7.05(d,9), -OCH, 4.15(s,3H), 4.05(s,3H),
-OCH, 4 (s,3H) y 3.95 (s,3H). El espectro de masa
mostro los siguientes iones: 302, 285, 192, 167.
Este compuesto es una flavanona, el 7-O-
eriodictiol. Su presencia se confirmé por EM
usando el compuesto triacetilado.

El espectro UV-Visible en metanol de la frac-
cién 10 (7.5 mg) mostrd absorciones con maxi-
mo a 278 y 348 nm. El espectro -H RMN
(CDCl,) mostr6 los siguientes corrimientos
(expresados en ppm a partir de TMS y los va-
lores de las constantes de acoplamiento en
Hz): H,.7.78 (d,3), H,. 7.7 (d,3), H;. 7.0 (d,9),
-OCH, 4.0 (s,3H), 3.98 (s,3H), 3.97 (s,3H) y 3.85
(s,3H). El espectro de masa mostrd los siguien-
tesiones: 390, 375, 357, 347,197, 164, 151 y 135.
Este compuesto corresponde a un flavonol que
tiene un pico base a m/z 375, encontrado en

Gutierrezia microcephala (Roitman & James
1985).

El espectro UV-Visible en metanol del
metabolito presente en la fraccién 6/9 (0.4 mg)
mostré absorciones con maximo a 280 y
342 nm. El espectro '-H RMN (CDCL,) mostré
los siguientes corrimientos (expresados en
ppm a partir de TMS y los valores de las cons-
tantes de acoplamiento en Hz): H,.7.55 (d,9),
H,.7.45(d,3), H,. 7.0 (d,9), H,6.6 (s), -OCH, 4.0
(s,3H), 3.98 (s,3H) y 3.95 (s,3H). El espectro de
masa mostré los siguientes iones: 360, 345, 317,
197 y 169. Este compuesto se identific6 como
mejoranina (Voirin et al. 1984). Se realiz6 la
acetilacion de esta flavona, obteniendo un
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compuesto diacetilado que por EM dio un ion
M+444.

El porcentaje de germinacion de las semillas
fue bajo en todos los tratamientos del bio-
ensayo (Tabla 1). Esto podria estar relaciona-
do con la longevidad de las semillas de
Trichocereus pasacana, dado que la misma es, en
promedio, de cinco afos, y su viabilidad dis-
minuye con el transcurso del tiempo (de Viana
1995, 1999). Sin embargo, se hace el supuesto
que el efecto de pérdida de viabilidad es ho-
mogéneo en el lote de semillas empleadas que
pertenecieron a la cosecha realizada en 1999.

Figura 1. Flavonoides aislados del extracto clorofér-
mico de Baccharis boliviensis del Parque Nacional Los
Cardones: flavanona (a), flavona (b) y flavonol (c).

Figure 1. Flavonoids isolated from the chloroformic

extract of Baccharis boliviensis from Los Cardones
National Park: flavanone (a), flavone (b), and flavonol

(c).
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Tabla 1. Porcentaje y velocidad de germinacion (ntimero acumulativo de semillas / dia) , longitud de la radicula
(cm) y de las plantulas (cm) de Trichocereus pasacana expuestos a distintos tratamientos. Los valores son
promedios + EE, con el ntimero de plantas medidas (entre paréntesis).
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Table 1. Percentage and speed of germination (cumulative number of seeds/ day), root length (cm), and
shootlength (cm) of Trichocereus pasacana exposed to different treatments. Values are means + SE, with num-
ber of measured plants (in parentheses).

Porcentaje de Velocidad de Longitud de Longitud de

Tratamiento germinacion germinacion radicula plantula

Control (Agua destilada) 2325 +9.8 1.4 £ 0.66 0.32 = 0.19 (11) 0.34 = 0.07 (11)
Control (Solvente puro) 25.87 = 11.7 154 0.8 0.33 = 0.11 (23) 0.37 = 0.8 (23)
Extracto cloroférmico 6.25 + 3.75 0.36 = 0.23 0.2 =0.05(8) 0.31 = 0.06 (8)
Fraccion 12/17 29.75 = 12.61 191 = 0.93 0.32 = 0.09 (34) 0.38 = 0.08 (34)
Fraccion 10 19.5 = 4.27 1.18 = 0.31 0.34 +0.14 (18) 0.39 = 0.07 (18)
Fraccion 6/9 19 + 433 1.3 £0.59 0.28 = 0.12 (19) 0.32 = 0.07 (19)

El bioensayo mostr6 diferencias significati-
vas en el namero de semillas germinadas
(F=2.6; P=0.06), en el porcentaje de
germinacion (F = 2.6; P = 0.01) y en las lon-
gitudes de radiculas (F = 1.9; P = 0.09) y de
plantulas (F = 2.8; P = 0.02), no asi en la ve-
locidad de germinacién (F = 1.9; P = 0.14).
Existieron diferencias significativas en el por-
centaje de germinaciéon entre el extracto
cloroférmico y la fraccién 12/17 y entre el ex-
tracto cloroférmico y la fraccién 6/9 con los
demads tratamientos en la longitud de radiculas
y de plantulas (Tabla 1). No se detectaron di-
ferencias significativas entre los otros trata-
mientos (Tabla 1 y Figura 2). El analisis
comparativo del efecto fitotéxico se evidencia
en el extracto cloroférmico que inhibi6 la
germinacion y el crecimiento de las plantulas,
mientras que la fraccién 12/17 present6é un
efecto estimulante.

DiscusiON

Los resultados muestran que Trichocereus
pasacana present6 una respuesta diferencial a
los distintos tratamientos probados. Es mas
frecuente que la alelopatia resulte de la activi-
dad sinérgica de un ntimero de compuestos o
metabolitos que de la de un simple alelo-
quimico (Williamson 1990). Es interesante des-
tacar que el efecto inhibidor sélo se presento
en el extracto cloroférmico, lo que puede de-
berse a un efecto sinérgico de los compuestos
contenidos en este extracto. De los compues-
tos aislados anteriormente, el Gnico que pre-
sent6 efecto inhibidor es el acido ferrtlico

(Cazon et al. 2000). Los compuestos aislados
en este trabajo, una flavanona (el 7-O-erio-
dictiol), una flavona (la mejoranina) y un fla-
vonol (el 5,7,3-trihidroxi-6,8,3 ", 4 “tetrametoxi
flavona), no presentaron efecto inhibidor. La
flavanona present6 un efecto facilitador o es-
timulante tanto de la germinacién como del
crecimiento de las plantulas de Trichocereus
pasacana.

En la actualidad se conocen mas de 2000
flavonoides. Ellos pueden encontrarse como
glicésidos solubles en agua y localizados en la
savia. El esqueleto C15 de la aglicona aparece
en varias clases estructurales de acuerdo al
estado de oxidacién del anillo central: hidroxi-
lado, metoxilado y acilado con acidos alifaticos
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Figura 2. Namero acumulativo de semillas germina-
das de Trichocereus pasacana expuestas a distintos tra-
tamientos.

Figure 2. Cumulative number of Trichocereus pasacana
seeds exposed to different treatments.
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y aromaéticos (Strack 1997). Se ha propuesto
que los flavonoides tienen altos coeficientes
de absorcién en el UV pero excelente trans-
mitancia en la regién activa del espectro. Por
ello funcionan como filtros, protegiendo sitios
sensibles contra la incidencia de la radiacién
UV-Visible (Cadwell et al. 1983).

Lalluvia tiene el potencial para transferir los
compuestos alelopaticos solubles en agua des-
de las hojas al suelo y esta accién es la que con
la maceracién acuosa se trata de simular en
este trabajo. Esta técnica ha sido criticada por
muchos autores porque es dificil establecer las
concentraciones de aleloquimicos en condicio-
nes de campo e imitarlas en condiciones ex-
perimentales (Ahmed & Wardle 1994). Sin
embargo, es una forma de acercarnos a lo que
sucede en la naturaleza. La parte mas dificil
de los estudios de alelopatia es, sin duda, co-
nocer en qué cantidad se producen y liberan
los metabolitos secundarios, qué sucede con
ellos una vez que llegan al sustrato, qué mo-
dificaciones sufren en él por efecto de la
microbiota, la humedad, el pH y la tempera-
tura (entre otros), y silos cambios los convier-
ten en compuestos mas activos o les hacen
perder su bioactividad (Heisey 1996). Todos
estos interrogantes hacen que el estudio de la
alelopatia sea un proceso complejo y dificil de
abordar y, por lo tanto, que requiera de traba-
jo interdisciplinario.

Este tipo de trabajo nos lleva a reflexionar
acerca de la importancia de probar tanto los
extractos crudos como los compuestos aisla-
dos, ya que las conclusiones pueden ser dife-
rentes tomando cada compuesto aislado. Los
resultados de esta investigacién sugieren que
estos compuestos podrian ser desarrollados
como herbicidas naturales o bien como esti-
mulantes del crecimiento. Estos productos
naturales tendrian més ventajas sobre los
sintéticos, sumado a su mayor selectividad y
actividad, su persistencia y su reducida acu-
mulacién en el ambiente (Heisey 1990). Su es-
tudio en laboratorio permitiria obtener
compuestos con estructura modificada, con
mayor actividad herbicida o estimulante.
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