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1. INTRODUCCION.

México se caracteriza por ser un pais que cuenta con una
gran diversidad vegetal que comprende casi todos los ecosis-
temas que se han descrito sobre la tierra, desde 1a vegetacidn
netamente tropical de las zonas bajas y calientes hasta los pa
ramos de alta montafia, desde los désiertos hasta las densas y

frondosas selvas (1).

Las zonas tropicales del pafs han sido objeto de una sobre-
explotacidn, 1o que ha trafdo como consecuencia una disminucidn
drdstica de la superficie con vegetacion original, muy especial
mente de selva alta perenifolia. Las causas de la desforesta--
cion de estas zonas han sido, en orden de antiguedad, mis no"de
importancia:

12, ET sistema de agricultura némada que practican
los campesinos de la zona.

22. La explotacién maderera.

32. Los programas de colonizacion y apertura de nue

vas zonas a la agricultura y ganaderfa.

Las que han ejercido una accion mds drdstica sobre estas zo-

nas han sido éstas dos dGltimas.

Ante este problema se hace imprescindible conocer con cier-
ta precision, Ta capacidad de regeneracién de estos ecosistemas,
con su biota correspondiente y los mecanismos involucrados en ta

les procesos (2).



Para entender este proceso, se ha considerado clave el es-
tudio sobre plantulas y estados juveniles de plantas de selva,
debido a que estos constituyen el potencial de regeneracidn de

las mismas (3).

Estas plantulas y estados juveniles se encuentran en esta-
do de "supresidon de crecimiento" (3) y durante el periodo en
que permanecen en este estado, estdn expuestas a fuertes pre-
siones de seleccidn, que ejercen distintos factores ambienta-
les. Uno de estos es el ataque de microorganismos patdgenos
que pueden causar enfermedades e incluso la muerte de 1a plan-
tula o estado juvenil, constituvendo este uno de los factores

causantes de la alta mortandad en estos estad{os. (idem). ~

Levin (35) en 1976, sefala la importancia que tienen los me
canismos de defensa quimicos que han desarrollado las plantas
contra el ataque de microorganismos patégenos, insectos y hervi
boros indicando varios de estos mecanismos, uno de los cuales
es la acumulacién de metabolitos secundarios. La resistencia
quimica al ataque de patfgenos se ha clasificado en dos tipos:
1a constitutiva y la inducida, aunque la 1inea de separacibn en

tre estas dos clases no es ficil de delimitar.

Los compuestos fenélicos y terpénicos son los gque hasta aho
ra se han encontrado mds comunmente como responsables de ambos
tipos de resistencia, 11egdndose a esclarecer en ocasiones su

estructura quimica (4-14).



Asi por ejemplo, de acuerdo con Kargopolova (citado por Cruick-
shank y Perrin) -(13) las variedades de trigo altamente resistentes
a P. triticina contenfan una mayor cantidad de compuestos fen6li-
cos calculados como dcido protocatéquico (vedse cuadro 2 en la

pag. 13 ) que las variedades susceptibles.

Cobb y colaboradores (14) sugieren que algunos monoterpenos
producidos por Pinus ponderosa (mirceno, felandreno, 1imoneno,
g-pineno y careno) juegan un papel muy importante en la resisten

cia a la infeccion por Fomes annonus y Ceratocystis sp especial-

mente en combinacidn con compuestos fendlicos.

Con respecto a 1a produccion de compuestos producidos en 1a
planta después de 1a infeccion y que estdn relacionados con la
resistencia, Cruickshank y Perrin (13) establecen que puede ha-
ber tanto cambios cualitativos como cuantitativos. Dentro de
estos d1timos mencionan que hay un aumento en la concentracion
de sustancias fendlicas alrededor de lesiones resultantes de la
infeccion en hojas de Paulownia tomentosa y Gloeosporjum kawa-
kamii .

En este contexto naci6é la "Teorfa de las fitoalexinas" pro-
puesta por Muller y Borger (13) en la cual, un compuestos deno-
minado "fitoalexina" inhibe el desarrollo del patdgeno y se for-
ma sdlo cuando este entra en contacto con la célula de! huésped
de tal manera que no se encuentra en tejidos no infectados. Se
han identificado cinco fi.toalexina‘s de naturaleza fenflica que
son Ta faseolina (estructura 1V),la 3-metil-6-metoxi-8-hidroxi-

3,4-dihidroisocumarina (V),la trifolirizina (VII), la pisatina



(VIII) y el orcinol (II) y una de naturaleza terpenoide que es

1a ipomeamarona (I).

HO

eHo” @ OCH,

I. ipomeamarona II. orcinol

"Se ha observado en midltiples ocasiones que existen diferen-
cias cualitativas y/o cuantitativas en la composicién quimica
de plantas con respecto al grado de infeccidon y solo algunas
veces se ha logrado aislar e identificar al compuesto o compues

tos responsables de la resistencia a cierta enfermedad (6-12).

‘E1 objetivo del presente trabajo fué analizar poblaciones
de algunas especies representativas de la selva alta perenifolia
que presentan diferentes grados de infeccion para tratar de de-
tectar algunas diferencias quimicas cualitativas y cuantitativas
en ellas, utilizando para ello sus extractos etandlicos y de

arrastre por vapor (aceites esenciales).



2. GENERALIDADES.

La capacidad de los microorganismos fitopatégenos para pe-
netrar a las células del huésped depende de la efectividad de
las enzimas pectoliticas producidas por ellos. Por consiguien
te, el conocimiento de los efectos de sustancias producidas por
las plantas sobre estas enzimas es importante para entender el
fendmeno de la resistencia de las plantas a las enfermedades,
1o cual tiene una importancia ecolégica significativa (13, 29

y 30).

Cavallito y Haskell (31) indican que las lactonas insatura-
das pueden inhibir la actividad enzimdtica por formacién de una
unidn  covalente con los grupos SH- (reaccidn 1) y posiblemente
c6n grupos amino de las enzimas (reaccion 2). Sugieren que es-
te es un mecanismo bdsico de accidn de todas las lactonas insa-

turadas incluyendo a algunas cumarinas.
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Algunos compuestos fendlicos, principalmente los taninos.
presentan la propiedad de combinarse con proteinas, reduciendo
asT la actividad de las enzimas pectoliticas presentes en los
patdgenos. Bataille (28) indica que pueden univges: en tres di-

ferentes formas:

a) por puentes de hidrégeno entre el radical hidroxilo
del compuesto fendlico y los grupos amino, carboxi-

1o o hidroxilo de 1os aminodcidos.

b) Por formacidn de enlaces idnicos entre el grupo anid

nico del compuesto fendlico y e1 catibnico de amino-



dcidos (p. ej. lisina).

c) Por formacidn de enlaces covalentes entre grupos
reactivo% de las proteinas y los compuestos fend-
licos.

Los caminos biosintéticos probables para la produccién de
alcunas sustancias qufmicas involucradas en la resistencia a
enfermedades en plantas por microorganismos pat6genos (13) se

\

muestran en el siguiente esquema:

CARBOHIDRATOS

|

Acido dihidro ——> Acidos Fendlicos

shikimico (Ac. galico y
‘l, protocatéquico)
Ac.Pirlivico
Acido shikimico )
\l/ Taninos hidrolizables

Acido acético ———> Aminodcidos

\L L Fenoles simples y
Acidos fenblicos

Acido cinamico

Acido h — .
mevalénico y derivados Cumarinas
Terpenoides Flavonoides ————> Taninos condensados

Por consiguiente, podemos clasificar estos compuestos en dos

grupos: fendlicos y terpenoides.



Los terpenoides comprenden un amplio grupo de sustancias
de plantas superiores, que tienen como origen biosintético a
Ta molécula de isopreno, basdndose su clasificacifn en el nii-
mero de unidades de esta molécula que posean. Tenemos asf
hemi terpenos,monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triter-
penos y tetraterpenos que poseen 1,2,3,4,6 y 8 unidades de iso

preno respectivamente.

Los monoterpenos y sesquiterpenos se encuentran en los a--

ceites esenciales, debido a que son los mis voldtiles (15).

Los aceites esenciales, también 1lamados aceites volatiles,
aceites etéreos 0 esencias, son mezclas de un ndmero variable
de sustancias voldtiles que se encuentran en diversas partes
de las plantas superiores y que les proporcionan su olor carac

teristico.

Dependiendo de 1a familia de la planta, los aceites esen--
ciales pueden aparecer en estructuras secretoras especializadas
tales como pelos glandulares, c&lulas modificadas del parénqui-
ma, conductos secretores 1lamados vitas o en las cavidades 1is-
genas ¢ esquizdgenas. Se pueden formar directamente del proto-
plasma por descomposicitn de 1a capa risinbgena de 1a pared ce-
Tular o por hidrélisis de algunos glucGsidos. Asi mismo se pre
sentan en una o varias partes de la planta; pétalos, hojas, cot

teza, tallo, frutos, etc. (17).



En general, los aceites esenciales tienen elevados indices
de refraccion, son Opticamente activos, poseen dlores caracte-
risticos, son incoloros o ligeramente amarillos, se obscu--
recen con la luz, se oxidan en presencia del aire, son 1iqui-
dos a temperatura ambiente, pero pueden formar sdlidos por en<
friamiento 11amados estearoterpenos, son solubles en disolven-
tes organicos e insolubles en agua, pueden sufrir polimeriza-

cidn e isomerizacidn facilmente.

Los aceites esenciales pueden extraerse de las plantas
por varios métodos; principalmente por expresion, extraccidn

con disolventes orgdnicos y por destilacion con vapor de agua.

Su composicion es compleja y varia grandemente dependiendo
de algunos factores tales como el clima, época de colecta, ri-
queza del suelo, edad, efectos diurnos, habitat, factores ge-
néticos, etc. (18). También se han observado variaciones con

respecto al grado de infeccidn (21).

E1 rendimiento del aceite esencial obtenido de una planta
‘varia de unas cuantas milésimas por ciento del peso vegetal
hasta 1-3% (19) y su separacién para un anilisis posterior se
puede 11evar a cabo por destilacién fraccionada, reacciones
quimicas, cromatografia en placa fina o gas-1iquido y crista-

Tizacién a bajas temperaturas.

Los constituyentes quimicos de los aceites esenciales
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se pueden dividir en mono y sesquiterpenos, derivados del ben-
ceno, compuestos de cadena no ramificada y varios. De éﬁtos,
los monoterpenos son los que se encuentran mds frecuentemente
(20) y junto con los sesquiterpenos pueden ser aciclicos (ge-
raniol), monociclicos (1imoneno) o biciclicos (a-pineno). A su
vez, estos pueden ser hidrocarburos saturados o poseer otros
grupos funcionales como alcoholes (geraniol), aldehidos (citro-
enal y vainillina), cetonas (mentona), fenoles (eugenol), ete-
res fendlicos (safrol), Gxidos (1,8-cineol) y esteres (acetato
de geraniol).(17, 15). Ejemplos de las estructuras de estas

sustancias se ven en el cuadro 1.

CUADRO Mo. 1

Estructuras terpénicas mds comunes

[

N S
GERANIOL L IMONENO a-PINENO g4
caKo oeaa
3
1§ "0 OCH, °
[o]}} .
CITROENAL VAINILLINA MENTONA 'EUGENOL
0 ' CHz 0COCH3
& o/ N "
SAFROL 1,8-CINEOL ACETATO DE

GERANIOL
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Se han atribuido a los aceites esenciales algunas funciones
bioldgicas, entre las cuales podemos citar las de reguladores
del crecimiento y la transpiracidn, atraccion de insectos y a-
nimales polinizantes (18), proteccién contra la depredacién de
jnsectos, microorganismos y animales (14). Asimismo se les ha
atribuido una funcidn importante en alelopatia (21), en la que
mencionan al cineol, limoneno,alcanfor, canfeno o y g-pineno
entre otros. Algunos de estos terpenoides, han sido también

involucrados en 1a resistencia a la infeccion (14).

De estas propiedades bioldgicas, asi como fisicas y quimi-
cas se han derivado algunos usos de Tos aceites. esenciales, co-
mo anestésicos, agentes bactericidas y fungicidas, estimulantes

respiratorios y productos de perfumeria entre otros (22).

‘Con respecto a los compuestos fendlicos, estos constituyen
también un amplio grupo de sustancias presentes en plantas su-
periores. Se caracterizan por poseer en comin un anillo aromd
tico enlazando uno o mis sustituyentes hidroxilo, presentando
a su vez una serie de propiedades fisicas comunes; en general
son solubles en disolventes polares, siendo sus glucbsidos so-
lubles en agua. En algunas ocasiones las agliconas correspon-
dientes son insolubles; son aromiticos (absorben fuertemente

en el U.V.) y con pocas excepciones son sélidos (15).

Presentan ciertas propiedades quimicas en comiin: forman sa

les con metales, son dcidos débiles (pKa fenol: 9.98), forman
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complejos con proteinas por puentes de hidrdgeno, sufren oxida
cion enzimatica por las fenolasas presentes en plantas, por lo
que esta propiedad se debe tomar en cuenta para procedimientos
de extraccion cuando se requiera que estas sustancias permanez
can inalterables, pueden también oxidarse por medio de agentes
como el ferricianuro de potasio produciéndose el complejo de

azul de Prusia. Esta propiedad ha sido muy usada para su de-

teccidn cualitativa y cuantitativa (32).

Un criterio adecuado para clasificar a los compuestos fend-
licos se basa en su complejidad estructural. As{, tenemos fe-
noles simples con 6 &tomos de Carbono (C6) y écidos fendlicos
(CG'CI) &cidos cindmicos y compuestos relacionados (CG-C3); cu-
marinas, isocumarinas y cromonas (06-63); pigmentos flavonoides
(C15 y 030); pigmentos quindnicos (06, Cio ¥ C14); benzofenonas,
xantonas y estilbenos (cs-cl-cs y csacz-cs)y compuestos fendli-

cos complejo; (taninos y ligninas).

Los fenoles simples y los dcidos fen6licos tienen un origen
biosintético diverso; algunos se originan del acido dihidroshi-
kimico como los dcidos gdlico y protocatéquico y otros, como el
floroglucinol, se forman a partir de &cido acético (21). Estas
sustancias aparecen en las plantas en forma libre o combinadas
como éteres, ésteres o glucdsidos, o bien formando parte de com

puestos fendlicos mds complejos.

Dentro de este grupo, se han encontrado algunas sutancias
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involucradas en la resistencia de las plantas a la enfermedad.
Por ejemplo el catecol, la hidroquinona, el floroglucinol, el
dcido gdlico y el dcido protocatéquico (24). Ademds, se ha re
portado que la actividad fungicida de estos compuestos los

protege del ataque de hongos (10, 13, 25). (Cuadro No. 2).

CUADRO No. 2

Estructuras fendlicas mds comunes

oW OR OH
B, ©" O
uo ON
OH

FLOROGLUCINOL CATECOL HIDROQUINONA
HOL A~ COON Ho :: COOH
uo: ‘: HO’/
OH
ACIDO PROTOCATEQUICO ACIDO GALICO

Los dcidos cinamicos son fenilpropanoides que se derivan
de fenilalanina y tirosina a través del camino biosintético

del dcido shikimico (Cuadro No, 3)
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CUADRO No. 3

Acidos Cindmicos

L-fenilalanina L-tirosina

P , 00°
Dyns aomm
g ‘l' HO A 00K
COOH 00K )@/\’
@ 9“0 w0

Ac. cinamico Ac. p-cumdrico Ac. cafeico

Ac. Sindpico
Ac. ferilico

CH30 ~_ COOH CHy0 «_- COOH
o~
Ho )

OCH3

Algunos de estos compuestos como el dcido cinamico, el &ci
do cafeico y el dcido feriilico han sido relacionados con efec-
tos alopaticos y con 1a resistencia a enfermedades debido a que

presentan propiedades fungicidas y fungistdticas (21).

Las cumarinas y compuestos relacionados son lactonas de aci

dos hidroxiciﬁ&micos, cuya estructura general es la siguiente (I1I)

OO0
0 §°

Estas aparecen ampliamente distribuidas en plantas superio
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res y pueden aparecer en todas las partes de la planta. La

mayoria de ellas presentan sustituyentes hidroxilo o alcoxilo
en C, (26). Han sido identificadas dos fitoalexinas en esta
naturaleza: la faseolina (7-hidroxi-3,4'<dimetilcromenocroma-

nocumarina) (IV) y 3-metil-6-metoxi-8-hidroxi-3,4-dihidroiso

cumarina (V).

CH30 CH3
(s)
i
O o
o v.
Faseolina 3-metil<6-metoxi=8-hidroxi-

3,4-dihidroisocumarina.

Los compuestos flavonoides presentan una estructura bdsica (VI)

en la cual el anillobencénico A proviene del d¢ido acético v el B del

dcido shikfmico.
: Anillo B

VI. Estructura bdsica
de flavonoides

Anillo A 2

Su clasificacion se basa en diferencias estructurales. As{
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se presentan los siguientes grupos: antocianidinas, leucoanto-
cianidinas, flavonoles, flavonas e isoflavonas, glicoflavonas,
biflavonilos, flavanonas, isoflavonas, chalconas y auronas
(15). Afgunas funciones atribuidas a estas sustancias son las
de atraccidn de pdjaros e insectos para la po1inizaci6n, inhi-
bicion del crecimiento de otras plantas y una actividad anti-
bidtica (27). Solo algunos de estos compuestos han sido re-
lacionados con la alelopatia y con la resistencia a la enfer-
medad (21), entre ellos podemos citar a las antocianidinas del
finidina, pelargonidina y petunidina; a 1a formononetina (isofla
vona)y a los isoflavonoides trifolirizina(VII)y pisatina (VIII).

Estas d@1timas se han descrito como fitoalexinas (13).

cb“uq;_—o

VII

Trifolirizina Pisatina

Finalmente, los taninos constituyen un grupo de compuestos
poliméricos de fenoles simples y dcidos fendlicos. Su locali-
zacion se limita a las vacuolas celulares. Por otro lado, su
clasificacidn se basa en 1a propiedad de sufrir hidrdlisis,
dando lugar a dos grupos principales; taninos hidrolizables y

taninos condensados o no hidrolizables. Los primeros son mez-
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clas complejas de acidos fenblicos, siendo el dcido gdlico

(IXJ, el principal y da lugar a dcido digdlico (X).

Ho HO
Wo ) COOH HO @ 0 coon
RO HO ‘
IX X WO oM
Acido gdlico Acido digdlico

Por otro lado, los taninos condensados contienen nucleos
polifendlicos unidos entre si por enlaces C-C o C-0-C, prin-
cipalmente del grupo de las catequinas (p. ej. L-epicatequina)

(X1).
o
.HO @ 0 OH XE. L-epicatequina
OH

OH
De acuerdo con Rice (21), Cook y Taubenhaus encontraron
que estas sustancias inhibian el crecimiénto de hongos fitopa
togenos y sugieren que los taninos son importantes en la re-
sistencia de algunas plantas a enfermedades producidas por hon
gos. También se ha demostrado que hay relacidon entre los ta-

ninos y la resistencia a la enfermedad (13).
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3. 'PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS.
3.1 Descripcién de l1a zona de colecta.

E1 trabajo de campo se realizé en la estacion de Biologia
tropical "Los Tuxtlas", de la Universidad Nacional Autdnoma de
México localizada al Sureste del estado de Veracruz, entre los
95°8' y 95°48' de longitud y los 18°20' y 18°40' de latitud
norte y enclavada en la sierra de los Tuxtlas, pequefia cadena
volcdnica que se encuentra prdcticamente en el litoral del gol

fo de México, (figura 1).

Conforme a los datos de l1a estacidn meteoroldgica de Coyame,Ver.
el clima imperante en esta region es cdlido hiimedo con 1luvias
de verano y principios de otofio, 1a temperatura media anual es

de 24.1°C y la precipitacién pluvial total anual de 1953.3 mm.

La vegetacion de la selva alta perenifolia de la estacidn,

estd formada, en el estrato mds alto, por Bernoullia flammea.

Cerba pentantera y Zanthoxilum rellermanii; en el estrato me-

dio por Bursera simaruba, Guarea bijuga, Dentropana arboreus

entre otros y en el estrato bajo por Annona muricata, Nectan-

dra ambigens, Trichilia breviflora como dominantes entre otras.

3.2 Materiales de Estudio.

Para el desarrollo de este trabajo se escogieron tres es-

pecies en su estado juvenil. /77

Omphalea oleifera. Hemsley. Familia Euphorbiaceae.




LOS TUXTLAS

LOCALIZACION DE LA REGION DE
n.s' I:O’ u‘:s' uzo' . ’}‘ 90° 88°
S O O U L 300
28 . 250
Lov Tountias DE
zo?-- | 200
Il}‘* Lwa
|3' - oee 100°° P 900
olmjf: Felips Villegas M.

Fig. $.- Localizacibn de la Sierra de "Los Tuxtlas" al SE de 1la
Repfiblica Mex:.cana.

-6‘[-



- 20 -

Nectandra ambigens. (Blake) C.K. allen. Familia Lauraceae

7)
Licaria alata. Miranda. Familia Lauraceae. / 7

Los criterios que se usareon para trabajar las tres especies

antes mencionadas fueron los siguientes:

a)

b)

c)

Las tres especies se caracterizan por tener poblaciones
dominantes de pldntulas y estados juveniles.

0. oleifera se escogid porque en observaciones previas
se vid que las poblaciones de estados juveniles perma-
necfan muy poco dafiadas. E1 hecho de pertenecer a la
familia de las Euforbiaceas, rica en metabolitos secun-
darios hizo pensar que esta especie podria desarrollar
alglin mecanismo de defensa quimico eficiente contra pa-
tdgenos.

Las otras dos especies de 1a familia de las Lauraceas
fueron escogidas porque la familia se caracteriza por
ser rica en aceites esenciales, metabolitos secundarios

conocidos por su accidon antimicrobiana.

Las poblaciones de estados juveniles fueron clasificadas

en dos grupos (segiin el grado de infeccidn detectable) en po-

blaciones mds dafadas y menos dafiadas.

Es importante sefialar aqui que en las dos especies de Lau-

raceas

sencillo hacer esta separacidn, pero en 0. oleifera Ta separacitonfué

utilizadas, N. ambigens y L. alata fué relativamente

dificil de establecer, ya que en términos generales las pobla-

ciones siempre se mostraban muy poco infectadas.
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E1 estudio se 11evd a cabo en dos temporadas:
Primera colecta: Primavera (marzo de 1980)

Segunda colecta: Verano (julio de 1980)

Las muestras se procesaron 1o mds radpidamente posible pa-
ra evitar transformaciones metabdlicas producidas por la pro-

pia planta o por microorganismos.
3.3 Desarrollo Experimental y resultados.

Los disolventes empleados fueron de grado comercial que se
purificaron por destilacion fraccionada. E1 metancl, etanol
y hexano se destilaron en Ca012 anhidro, mientras que el cloro-

formo y acetato dé etilo en pentdxido de fdsforo.

Los reactivos utilizados como grado reactivo (R.A.) fueron
cloruro férrico, ferricianuro de potasio, dcido tanico y los
empleados en la deteccidon de alcaioides.

Para 1a cromatografia en capa fina se empleo silica gel
GF254 tipo 60 de la Casa Merck en soporte de vidrio y placas
flexibles de celulosa microcristalina “Baker-flex" de la Casa

J.T. Baker.

Se usd un cromatdgrafo de gases "Varian" modelo 3700 y una

columna FFAP 10% en chromosorb WHP. E1 espectrofotfmetro usa-
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do fué "Varian" modelo 634.

Especificaciones adicionales se encuentran en 1a metodolo-
gia.
E1 trabajo se realizd en tres etapas:
la. Trabajo de campo, en el cual se hicieron las colectas,
pruebas quimicas preliminares y la primera extraccion etan6li-
ca.
2da.Trabajo de laboratorio, en el cual se efectud la ex--
traccion y algunas determinaciones de:
Aceites esenciales (Cualitativo y cuantitativo)
Compuestos fen6licos (Cuantitativo)

y el andlisis preliminar del

Extracto etandlico
3ra. E1 trabajo quimico se complementd con un estudio de
pruebas bioldgicas que se 1leva a cabo en forma paralela por
un grupo de trabajo del Instituto Nacional de Investigacio-

nes sobre Recuros Bidticos.

Se colectaron 300 g de material fresco que se procesaron

de acuerdo al siguiente esquema:
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300 g de MUE]STRA FRESCA

29 ‘L

1. PRUEBAS QUIMICAS
PRELIMINARES EN
EL SITO DE
RECOLECCION

a) Compuestos
fendlicos

b) Aceites
esenciales

¢) Saponinas
d) Alcaloides.

ron en la propia estacidn de la siguiente manera:

v 23

2. CUANTIFICACION
* DE COMPUESTDS

FENOLICOS

T

FASE
ACUOSA

C.C.F.* PRUEBAS
BIOLOGICA

coleccion.

V125

3. EXTRACTO ETOH 70%

(3x24 hrs)
TEMPERATURA
AMBIENTE

FILTRAR

CONCENTRAR

EXTRAER CON
CHC1

FASE
(A;) cLoroFoRMICA (C)

C.C.F.*

triturd en un mortero y se extrajo con metanol.

\ll 1509

4. EXTRACCION

POR ARRASTRE
CON VAPOR
(8hrs )

EXTRACCION
CON ACETATO

DE ETILO

DESTILACION
DE ACETATO
DE ETILO

ACEITES
ESENCIALES

C.C.F.* C.F.V.**

PRUEBAS
BIOLOGICAS

3.3.1 Pruebas Quimcas preliminares en el sitio de re

Se tomaron dos gramos de planta fresca que se procesa
La. mitad se

Se filtré y el

filtrado se dividid en dos alicuotas a las cuales se les reali-

* C.C.F. - Cromatografia en capa fina..
** C.F.V. - Cromatografia en fase de vapor.
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zaronlas pruebas siguientes:

Prueba de fenoles.- A una de las alicuotas se le agreg6
una gota de cloruro f{!rr‘lco, se mezcl6 y se le afladi6 una go-
ta de ferricianuro de potasio, se mezcld y se observd si ha-
bia coloracion azul 1o que indica presencia de compuestos fe-

nélicos.

Prueba .de alcaloides. - Otra alicuota se aciduld con H,S0,

0.1 N y se dividido en cuatro porciones, a cada una se le afna-
de una gota de reactivo de Mayer, Dragendorff, Wagner y &cido
fosfotlingstico respectivamente, dando precipitados -amarillo,.
anaranjado, amarillo y café también respectivamnte en caso de ha-
ber alcaloides.

Prueba de saponinas.- La otra mitad del material fresco se
colocd en un tubo de ensayo agregando 2 ml de agua destilada,
la mezcla se agitd vigorosamente y se observé si habia forma—
cion de espuma permanente 1o que es indicio de la presencia de

saponinas.

Prueba de aceites esenciales.- Estos se detectaron por su

olor caracteristico.

Los resultados de esta parte experimental se muestran en la

tabla 1.
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TABLA No. 1  PRUEBAS QUIMICAS PRELIMINARES
EN EL SITIO DE RECOLECCION

ALCALOIDES COMPUESTOS ACEITES  SAPONINAS
FENOLICOS ESENCIALES

0. oleifera - + - + +H+ + -

Tmenos danadas)

0. oleifera - + - + +H + -
mds dafadas)
N. ambigens - + - + ++ + -
‘(menos dafiadas)
N. ambigens - + - + ++ + -
(mds dafadas)
L. alata - + - + ++ =+ -
{menos dafiadas)
L. alata - ++ - + ++ ++ -
mas danadas)

M = Mayer

D = Dragendorff

W = Wagner

F = Ac. fosfotingstico
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3.3.2 Cuantificacion de Compuestos Fenblicos.
3.3.2.1 Determinacidn de humedad.

E1 porciento de humedad en la muestra se de--
termind secando a 60°C hasta peso castante: en una estufa a. va-
ci6 (20 mm Hg). Las muestras utilizadas fueron de 2.5 g y la

determinacion se hizo por triplicado.
Los resuTtado; se muestran en la tabla 3.

3.3.2.2 Cuantificaci6n de compuestos fendli-

cos.

Se siguid el método de Price y Butler (32),

con algunas modificaciones que indicamos a continuacion:

Se colocan 6g de hojas frescas en un matraz
Erlenmeyer de 100 ml. Se afiaden 60 m1 de agua destilada y se
agita vigorosamente durante dos minutos. Se filtra y se toma
una alicuota de 5 ml aforando a 50 ml con agua. Una alicuota
de 1 ml del filtrado se afora a 5 ml con agua. Se afiade 0.3
ml de cloruro férrico y se mezcla. Inmedfatamente después se
adiciona 0.3 ml de ferricianuro de potasio y se mezcla. Se
deja reposar exactamente 10 minutos y se lee la absorbancia a
720 nin. Este andlisis se realizd por fripficado para eliminar

en lo posible el error experimental.
Los resultados se muestran en la tabla 3.

3.4.2.3 Curva patrdn de acido tdnico.
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Se utiliza un blanco con agua destilada y se
realiza una curva patron con dcido ténico R.A. a concentracio

nes de 1 a 6 xg/ml,
Los resultados se muestran en la tabla 2.
Los cdlculos efectuados fueron los siguientes:

% peso seco = 100 - % de humedad.
Concentraci6n ( #g/ml) = se extrapola de la curva
Concentracidn (g/g de material fresco) =ug/ml X 100

Concentracibn ( p#g/g de material seco) =p#g/ g fresco X 100
% peso seco
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TABLA No. 2 CURVA PATRON DE ACIDO
TANICO

CONCENTRACION ‘ﬁ- ABSORBANCIA

0 0.000
1 0.297
0.580
0.910
1.126
1.570

DD G A~w N

1.830
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ABSORBANCIA

2.0

1.8

1.6

1.4

1.2

1.0
0.8

0.6
0.4
0.2
. 0.0
-.02

FIGURA No. 2
CURVA PATRON DE ACIDO TANICO

CORRELACION = 0.999

m = 0.313
b =-0.02

-

Concentracidn
~ 9/ml
Acido t§n1 co



TABLA No. 3 DIFERENCIAS CUANTITATIVAS DE COMPUESTOS
FENOLICOS (CALCULADOS COMO ACIDO TANICO)
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DE ESTADOS JUVENILES CON RESPECTO AL
GRADO DE INFECCION.

MUESTRA . Absorbancia S* | Concent.| % huredad| % peso| Concent. |Concent. |% peso
promedio pafml seco |#g/g fresco {mg/g seco] seco
| (como &c.
ténico)
Ouphalea oleiferal 0.195 0.042| 0.7 82 18.0 70 0.388 | 0.038
menos dafiadas
0. oleifera 0.464 0.112 1.56 82 18.0 156 0.866 | 0.086
mds dafiadas
Nectandra ambigens 0.301 0.027 1.00 49.8 | 50.2 100 0.199 | 0.0199
menos dafiadas
N. ambigens 0.518 0.031 1.75 49.8 | 50.8 175 0.344 | 0.034
mds dafiadas
Licaria alata 0.189 0.032| 0.68 68.6 31.4 68 0.216 | 0.0216
" menos dafiadas
L. alata 0.179 0.030| 0.65 68.6 31.4 65 0.207 | 0.0207
mis dafiadas

* § = desviacidn estandar.
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3.3.3 Extraccion y examen preliminar de la fraccidn
acuosa (Al) y cloroférmica (Cl) del extractos

etandlicos.

Ciento veinticinco gramos de material fresco se extraen
con etanol al 70% a temperatura ambiente durante 24 horas tres
veces consecutivas. Se filtra y se concentra a rotavapor a una
temperatura menor de 60°C. Se extrae tres veces con porciones
de 100 m1 de cloroformo de tal manera que se obtienen dos frac-
ciones: una soluble en cloroformo (fraccién cloroférmica “Cl")

y otra insoluble (fraccidn acuosa “Al").

La fraccion clorofésmica (Cl) se concentra a ratovapor
hasta 1a eliminacion total del disolvente y obtencidon de un pol-
vo café que se cromatografia en capa fina utilizando silica gel
GF254 como adsorbente y cloroformo-metanol (9:1) como eluyente.
Las placas se revelan usando Tuz UV onda larga y anisaldehido-
acido su]fﬁrico(Tabla 4). Con este extracto seco se realizaron
posteriormente pruebas bioldgicas* de actividad antimicrobiana
contra hongos y bacterias fitopatdgenas aislados de 1a misma
especie en estudio y de otras especies, utilizando para ello

el método de germinacion de esporas en portaobjetos, propuesto

* |Las pruebas bioldgicas se 1levaron a cabo por otro grupo de
trabajo perteneciente al Instituto Nacional de Investigacio-
nes sobre Recursos Bidticos.
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por Sharvelle en 1969 (36), el cual  consiste en colocar en
un portaobjetos una gota de suspensidn conocida de esporas del
hongo de prueba (50000 esporas/ml), que en nuestro caso fué

Helminthosporium maidys y una gota de Ta solucidon de aceites

esenciales a diferentes diluciones (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000
y 1:10000) las cuales se efectuaron con un sistema de acetona-
agua (10:1). E1 portaobjetos se coloca dentro de una caja de
petri con un papel humedecido y se sella con pepel parafilm.
Se incuba a 26°C durante 20 horas y pasado este tiempo se
cuenta el nimero de esporas germinadas y sin germinar en 6 di-

ferentes campos en un microscopio de luz.

Se aplica la prueba de "F" para saber si existe diferencia
significativa en la inhibicion del hongo de prueba entre las
poblaciones mas dafiadas y menos dafadas de 1a especie bajo

estudio.
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TABLA No. 4 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE
FRACCION CLOROFORMICA cl* DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Licaria alata.

COLECTA No. 2

Poblaciones menos dafiadas Poblaciones mds dafiadas

Mancha Rf Mancha Rf
1 0.02 1 0.02
2 0.10 2 0.10
3 0.24 3 0.24
4 0.35 4 0.35
- -———- gt 0.40
- ———— 6t 0.43
7+ 0.46 - ———
- - gt 0.55
9 0.65 9 0.65
10 0.83 10 0.83

ADSORBENTE: Silica gel GF254
ELUYENTE: Cloroformo-metanol 9:1
Revelador: Anisaldehido-HZSO4

*Vgase tabla del método general (p®})

+Componentes que difieren entre las poblaciones.
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)
La fase acuosa (Al) se liofiliza y el sdfico obtenido se / 0.

cromatografia en capa fina usando celulosa microcristalina como
adso?%;nte y butano-acido acético-agua (8:2:3) como eluyente. Co- // éﬁ
mo reveladores se usaron luz UV onda larga y anisa]dehido-H2504.

Con este sdlido se efectuaron pruebas bioldgicas como las men-

cionadas en la pag. 3L
Los resultados se muestran en la tabla 5.

3.3.4 Extraccion y examen de la composicion de acei-

tes esenciales.

150 g de muestra fresca se extrajeron por destilacion
con arrastre de vapor durante 8 horas. Los aceites suspendidos
en el agua del arrastre se extraen tres veces con acetato de eti
lo (por cada litro de agua se usaron 200 ml de acetato de etilo).
Se satura el agua con NaCi y se vuelve a extraer dos veces en
las mismas. condiciones. Se elimina el acetato de etilo por des-
tilacion fraccionada obteniéndose el aceite esencial al que se

le hacen los siguientes andlisis.

-Cromatografia en capa fina.
Se usd silica gel GF g4 COMO adsorbente, hexano-ace
tato de etilo (1:1) como eluyente y como reveladores

yodo y anisaldehfdo-sto4.

Los resultados se muestran en -las tablas 6, 7 y 8 para

L. alata, N. ambigens y 0. oleifera respectivamente.

-Cromatografia en fase de vapor.
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Condiciones:

Cromatografo de gases "Varian" Modelo 3700

Columna FFAP 10% en Chomosorb WHP

Cantidad de muestra = 2pl

Programa: Temperatura inicial = 80°C mantenida durante
2 minutos hasta una temperatura final de 220°C
a velocidad de 4°C/min mantenida por 5 minutos

Atenuacién = 4 X 107,

Velocidad de l1a carta = 0.5 cn/min.

-Gas acarreador.=nitrdgeno.

-Flujo de gas acarreador = 25 ml/min.

-Flujo de hidrdgeno = 30 ml/min.

-Flujo de aire = 300 m1/min.

-Se utilizd una columna de vidrio en espiral de 200 cm
de largo éon didmetro externo de 2 mm y de di&metro in
terno de 9.85 mm.

~Temperatura del detector = 250°C.

-Temperatura del inyector = 250°C.

Se utilizd como patrdn éxterno una mezcla de terpenos puros
(tabla 15 y figura 9) que se escogieron tomando en consideracidn
criterios quimiotaxondmicos (22). Por otra parte y en las mismas
condiciones se corrieron cromatogramas de los extractos obtenidos
‘por arrastre de vapor. Cuando los tiempos de retencidn de terpe

. nps coincidieron con algunos de los componentes de los aceites
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esenciales extraido,éstos se usaron como patrones internos obser
vando si hay un incremento en el drea correspondiente. Se iden-

tificaron asi algunos componentes (tabla 15).

La cuantificacion de cada componente de los aceites esencia-
les se 1levd a cabo por el método de triangulacidn del area bajo

la curva.

Los resultados de esta cuantificacion y los tiempos de reten
cion de los aceites esenciales se muestran en las tablas 9 a 14

basados en los cromatogramas de las figuras 3 a 8.

Se seleccionaron los componentes cuyos porcentajes relativos
diferian en mas de 3% entre las poblaciones mds dafiadas y las me-
nos dafiadas y se indican en las tablas 16, 17 y 19 para las tres

especies estudiadas.

En las tablas 19, 20, 21 se muestran los componentes que di-
fieren en un porcentaje mayor de 3 en cuanto a la temporada de

. colecta para dos poblaciones de L. alata, N. ambigens y 0, olei-

fera, respectivamente.

Finalmente en la tabla 22 se muestran los componentes que va
rian solo con el grado de infeccion y no con la temporada de co-

lTecta y que presentan una diferencia mayor de 3%.

-Pruebas bioldgicas*, Se prueba la actividad antimicrobiana de
estos aceites esenciales contra hongos y
bacterias fitopatGgenas aisladas de la

misma o de otras plantas (véase pag.3l ).

* Se 1levaron a cabo por otro grupo de trabajo perteneciente al
Instituto Nacional de Investigaciones sobre Recursos Bidticos.
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TABLA No. 5 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LA
FRACCION ACUOSA (Al)* DE EXTRACTOS

ETANOLICOS.
‘Omphalea oleifera Nectandra ambigens -Licaria alata
Menos Mas Menos Mas Menos Mas
Dafiadas Dafadas Dafiadas Dafiadas Dafiadas  Dafiadas
Rf Rf Rf Rf Rf Rf
0.01 0.01 0.01 0.01 0.30 0.30
0.1 0.1 0.1 0.1 ——-- 4 0.38
0.19 0.19 0.22 0.22 0.46 0.46
0.32 0.32 0.27 0.27 0.58 0.58
0.48 0.48 0.32 0.32 0.64 0.64
0.94 0.94 ———- A 0.40 0.74 0.74
-= A 0,94%* 0.46 0.46 ———- A 0.81
(color rojo)
0.51 0.51 0.94 0.94
——— A 0.56
0.61 0.61
0.74 0.74
——— A 0.83
0.94 0.94
** Detectado por U.V. CELULOSA MICROCRISTALINA
A Componentes que difieren entre BUTANOL-ACIDO ACETICO-AGUA (8:2:3)

poblaciones.
* \éase tabla del método general

(pag.34)

ANISALDEHIDO-H2504
REVELADORES
LUZ U.V. ONDA LARGA.]
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TABLA No. 6 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE ACEITES
ESENCIALES DE Licaria alata.

COLECTA No. 2

Poblaciones menos dafiadas Poblaciones mds dafiadas
Mancha Rf Color Mancha Rf Color

1 0.006 Amarillo 1 0.006  Amarillo

2 0.06 Amarillo 2 0.06 Amarille

3 0.16 Rosa 3 0.16 Rosa Intenso

4 0.51 Rosa 4 0.51 Rosa

5 0.67 Café Rojizo 5 0.67 Caté Rojizo

6 0.72 Azul 6 0.72 Azul

7 0.8 Rosa 7 0.8 Rosa Intenso

8 0.88 Café Rojizo 8 0.88 Café Rojizo

9" 0.8  Verde 9 S

ADSORBENTE:  SILICA GEL 6F 55
ELUYENTE: HEXANO-ACETATO DE ETILO 1:1
REVELADOR:  ANISALDEHIDO-H,SO,

+ Componentes que difieren entre poblaciones.
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TABLA No. 7 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE ACEITES
ESENCIALES DE Nectandra ambigens.

COLECTA No. 2

Poblaciones menos dafiadas Poblaciones mas dafiadas

Mancha  Rf Color Mancha  Rf Color
1 0.62 Gris 1 0.62 Gris
2 0.73 Gris 2 0.73 Gris
3+ 0.80 Rosa Intenso 3 0.80 Rosa
4 0.87 Café 4 0.87 Café

ADSORBENTE:  SILICA GEL GF oy
ELUYENTE: HEXANO-ACETATO DE ETILO 1:1

REVELADOR: ~ ANISALDEH IDO-HZSO 4

* Componentes que difieren entre poblaciones.
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TABLA No. 8 CROMATOGRAFIA EN .CAPA FINA DE ACEITES
ESENCIALES DE Omphalea oleifera.

-COLECTA No. 2

Poblaciones menos dafiadas Poblaciones mds dafiadas
Mancha Rf Color ‘Mancha Rf Color
1 0.28  (Trazas) 1 0.28  Verde
2 0.46 Amarillo 2 0.46 Amarillo
3 0.68  (Trazas) ¥ 0.68  Gris
&t 071 café - —— -
5 0.74 Amarillo 5 0.74 Amarillo

- ———— -—— 6 0.84 Café

ADSORBENTE: SILICA GEL GF,c,
ELUYENTE: HEXANO-ACETATO DE ETILO 1:1
REVELADDR:  ANISALDEHIDO-H,SO0,

+ Componentes que difieren entre poblaciones.
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TABLA No. 9 COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL

DE Licaria alata.

COLECTA No. 1 MARZO 1980

PobTaciones Menos dafiadas

COMPONENTE
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

t.ret(min)

7.6

8.4
11.0
11.2
12,2
12.8
13.6
13.8
14.6
15.2
20.6
21.0
22.9
24.0
25.1
26.4
28.0
29.6
30.0
33.2
38.0
41.0

%

1.38.

2.46
5.71
2.48

.78
3.78
3.43
5.66

10.4}/

2.96
1.65
1.18

4.26

5.44
19.87
2.9
1.18
2.20
1.79
10.25
9.84
0.94

Poblaciones Mis dafiadas

COMPONENTE

N OO AW

20
21
22

t.ret(min)

11.0
11.2
12.2
12.8
13.6

14.6
15.2
20.6
21.0
22.9
24.0
25.1
26.4
28.0
29.6

33.2
38.0
41.0

%

0.84
0.48
0.48
0.97
1.63.

2.72
1.33
2.57
1.21
5.26
14.71
31.36
3.63
2.90
2.90

13.24
12.7
0.60
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Atenuacion 4 x 107

2wl

ACETATO DE ETILO

FIGURA No. 3
CROMATOGRAFIA EN FASE DE VAPOR DEL ACEITE

ESENCIAL DE Licaria alata. @ ====-- Poblaciones menos dafiadas
COLECTA No. 1

Poblaciones mis dafiadas

l EUGENOL

o’

VAl
~A, <"\ ,J =’
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TABLA No. 10 COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL
DE Licaria alata.

Poblaciones menos dafiadas

COMPONENTE
1

W O N G D wWwN

N N N N N 3 s b b = et b b e
B W N = O W OO NO;SE WND = O

COLECTA No.2 JULIO 1980

t ret.(min)
4.7
7.6
8.4

11.0
11.2
12.2
12.8
13.6
13.8
14.6
15.2
17.6

20.6-

21.2
22.9
24.0
25.1
26.4
28.0
29.6
30.0
33.2
38.0
41.0

4
0.71
1.42
3.19
7.03
4.15
0.71
3.09
6.82
5.11
9.37
4.04
3.99
1.15
2.55
4.40
6.18

15.13 .

2.55
1.06
1.70
1.47
7.46
6.39
0.53

Poblaciones mids dafiadas

COMPONENTE

w

10
11

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

t. ret.(min)

8.4
11.0

12.8

13.8
14.6
15.2

20.6
21.2
22.9
24.0
25.1
26.4
28.0
-28.4,
29.6
33.2
38.0
41.0

%

1.29
1.55

1.29

2.14
6.8
2.10

3.56
1.55
4.30
17.10
23.9
4.76
2.94
2.49
4.46
10.30
8.74
0.64
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FIGURA No.
CROMATOGRAFIA EN FASE DE VAPOR [DEL ACEITE ESENCIAL

DE Licaria alata.

------ Poblaciones menos dafiadas

Poblaciones mis dafiadas

COLECTA No. 2
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TABLA No. 11 COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL
DE Nectandra ambigens.

COLECTA No. 1 MARZO 1980

Poblaciones menos dafiadas

COMPONENTE
1.

W 00 N O O H» W N

N NN N NN NN b k= b b e o S s e
N O s WN RO WO NOO O W O

t. ret.(min} %

4.5

4.8

5.2

5.6

7.0

7.6

8.2

9.1
10.2
10.6
11.0
11.6
12,0
12.5
12.8
13.4
13.9
14.8
15.4
15.8
16.8
17.4
17.7
18.8
20.0
20.3
21.1

0.98
0.13
0.55
0.44
0.84
2.99
2.60
2.14
0.87
4.63
6.08
0.49
2.08
1.82
1.95
3.35
4.92
1.59
0.11
1.08
1.73
0.81
1.86
3.25
1.57
2.43
2.28

Poblaciones mds dafiadas

COMPONENTE
1

W 0O N O O & W N

NN RN NN NN o e e s e e
N AP WN RO W ENOSO A WN RO

t. ret.(min)
4.8
7.0
7.6
8.2
9.1
10.6

11.0
11.6
12.0
12.5
12.8
13.4
13.9
14.8
15.4
15.8
16.8
17.4
18.8
20.3
21.1
21.6 .
22.1
22.6
23.8
24.4
24.9

(Continda en la siguiente pdgina)

%
0.97
0.34
0.29
0.51
0.97
1.53
3.97
0.51
0.64
1.47
1.26
6.44
4.86
3.15
0.71
0.45
1.35
5.53
2.14
0.64
5.23
0.96
3.61
7.88
8.65
2.82
2.61



Poblaciones menos dafiadas

COMPONENTE
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
a1
42
43
44
45
46
47
48

Nota:
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TABLA No. 11 (Continuacidn)

t. ret.(min)
21.6
22.1
22.6
23.8
24.4
24.9
25.5
26.2
26.8
27.8
28.1
28.8
29.4
29.8
30.4
31.9
32.2
33.9
34.9
35.6
40.8

%
1.73
2.60
4.41
2.83
4.48
1.60
1.34
1.08
2.43
2.54
0.78
1.31
2.53
2.31
1.91
1.56
1.27
2.38
2.60
3.02
1.56

Poblaciones mds dafiadas

COMPONENTE
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

t. ret.(min)
25.2
25.5
26.2
26.8
27.8
28.1
28.8
29.4
29.8
30.4
31.9
32.2
33.2
34.6
35.6
40.8

)
1.21
1.93
3.71
4.26
1.45
1.92
0.71
3.05
1.53
0.80
0.80
0.58
0.96
2.97
0.45
3.39

E1 orden de los componentes estd dado por la secuencia
.de aparicidon de estos en el cromatograma.
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Atenuacisn 4 x 1077

2p11

i

ACETATO DE ETILO

FIGURA No. 5
CROMATOGRAFIA EN FASEDEL VAPOR DE ACEITE
ESENCIAL  DE Nectandra ambigens.
COLECTA No. 1
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Poblaciones mds dafiadas.
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TABLA No. 12 COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL
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COLECTA No. 2

Poblaciones menos dafiadas

COMPONENTE
1

W 00 N O O & W N

N DD N NN N DN NN ke o e el e et b el b
N O P WN = O WO NOO e WN O

t. ret.
4.8
7.4
7.6
8.2
9.1

10.2
10.6
11.0
11.6
12.0
12.5
12.8
13.4
13.9
14.2
14.8
15.4
15.8
16.8
27.8
18.0
18.8
19.4
20.3
20.8
21.1
21.6

(min) %
0.3
0.8
1.51
2.06
3.44
.54
.55
.76
.26
.87
.05
.69
.08
.75
.87
.71
.52
.36
.39
.02
.45
1.28
0.66
0,72
1.26
2.32
1.19

o

O = = O O N O da NN = D = = O,

(Continda en la siguiente pdgina)

DE Nectandra ambigens.

JULIO 1980

Poblaciones mis dafiadas

COMPONENTE
1

© 0O N UG Ea W N

DR NN NN NN B e S e = s
N O A WN -2 O W ~NO R WN 2 O

t. ret.(min)
4.8
7.4
7.6
8.2
9.1

10.2
10.6
11.0
11.6
12.0
12.5
12.8
13.4
13.9
14.2
14.8
15.4
15.8
16.8
17.8
18.0
18.8
19.4
20.3
20.8
21.1
22.1

%

1.01
0.78
1.82
2.05
4.15
0.31
5.32
6.81
1.02
1.88
2.74
1.98
6.73
4.85
4.78
2.29
0.58
0.34
1.35
0.88
0.35
1.50
0.70
1.23
1.58
2.46
2.46
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TABLA No. 12 (Continuacién)

Pob]af:iones menos dafiadas Poblaciones mds dafiadas
COMPONENTE  t. ret.(min) % COMPONENTE  t. ret.(min) %

28 22.1 2.49 28 22.6 6.00
29 22.6 4.55 29 23.8 7.62
30 23.8 5.80 30 24.4 1.58
31 24.4 1.20 31 24.9 1.37
32 24.9 1.32 32 25.5 1.43
33 25.5 1.20 33 26.2 3.83
34 26.2 3.45 34 26.8 - 3.29
35 26.8 2.65 35 27.8 1.56
36 27.8 1.26 36 28.1 1.47
37 28.1 1.47 37 .29.4 2.19
38 29.4 2.04 38 29.8 1.50
39 29.8 0.85 39 31.9 0.82
40 31.9 0.78 40 32.4 0.51
41 32.4 0.80 41 33.3 1.37
42 33.3 1.33 42 34.6 1.88
43 34.6 2.29 43 40.8 1.85
44 38.2 4,65

45 40.8 1.97

Nota: E1 orden de los componentes estd dado por la secuencia
de aparicién de estos en el cromatograma.
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Atenuacion 4 x 10

21

ACETATO DE ETILO

FIGURA No. 6
CROMATOGRAFIA EN FASE DEL VAPOR DE ACEITE
ESENCIAL  DE Nectandra ambigens.
COLECTA No. 2
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TABLA No. i3 COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL
DE Omphalea oleifera.

COLECTA No. 1 MARZO 1980

Poblaciones menos dafiadas Poblaciones mds dafiadas
COMPONENTE  t. ret.(min) % COMPONENTE  t. ret.(min) %
1 3.6 2.38 1 2.3 1.12
2 4.8 1.05 2 3.6 0.87
3 7.0 0.95 3 4.8 1.12
4 9.0 0.53 4 6.4 0.50
5 11.6 1.48 5 7.0 0.50
6 13.8 1.58 6 9.0 0.62
7 14.3 3.49 7 11.6 0.62
8 16.6 1.90 8 12.3 1.25
9 17.0 2.91 9 14.3 0.87
10 18.0 2.38 10 17.0 1.00
11 19.8 4.44 11 18.0 1.09
12 20.6 2.38 12 19.8 3.56
13 21.2 3.49 13 20.6 1.31
14 22.0 3.49 14 21.2 2.44
15 24.2 3.17 15 22.0 3.00
16 24.8 3.49 16 22.9 0.93
17 27.9 1.69 17 23.7 1.56
18 29.4 '6.98 18- 24.2 3.19
19 32.2 1.90 19 24.8 12.01
20 33.0 4.12 20 25.3 1.00
21 34.6 22.22 21 26.8 1.00
22 36.0 1.48 22 27.9 0.94
23 37.4 2.11 23 29.4 7.32
24 38.5 15.23 24 32.2 2.81
25 40.6 5.07 25 33.0 3.94

Continia en la siguiente pagina)



Poblaciones menos dafiadas

Nota:
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TABLA No. 13 (Continuacidn)

............ COMPONENTE

26
27
28
29
30
31

E1 orden de Tos compuestos estd dado por la secuéncia

de aparicidon de estos en el cromatograma.

Poblaciones mas dafiadas

t. ret.(min)

34.6
35.4
36.0
37.4
38.5
40.6

%

18.01
1.25
3.00
3.50

‘9.00

10.51



Atenuacion 4 x 107°
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2unl

ACETATO DE ETILO

FIGURA No. 7
CROMATOGRAFIA EN FASE DE VAPOR DEL ACEITE
ESENCIAL  DE Omphalea oleifera. -——--- Poblaciones menos dafiadas

COLECTA No. 1 —_  Poblaciones mis dafadas

.

BENZOATO DE BENCILO
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TABLA No. 14 COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL
DE Omphalea oleifera.

COLECTA No. 2 JULIO 1980

Poblaciones menos dafiadas Poblaciones mis dafadas
COMPONENTE  t. ret.(min) % COMPONENTE  t. ret.(min) %
1 6.4 1.06 1 4.8 2.03
2 9.0 1.60 2 14.3 1.15
3 11.6 2.16 3 16.6 1.15
4 12.4 1.33 4 17.0 0.92
5 13.8 1.80 5 17.5 2.77
6 14.3 3.00 6 19.3 1.48
7 16.6 2.60 7 19.8 1.94
8 17.0 3.20 8 20.6 24.16
9 19.8 11.60 9 22.0 8.79
10 20.6 7.00 10 22.9 1.29
11 21.2 8.00 11 24.2 1.38
12 22.0 2.60 12 24.8 1.11
13 22.9 2.00 13 25.3 2.40
14 23.4 2.20 14 26.8 1.66
15 24.2 3.00 15 28.3 6.39
16 24.8 1.80 16 29.4 16.94
17 25.2 1.80 17 29.8 1.85
18 27.9 2.40 18 30.8 1.11
19 29.4 3.20 19 34.6 5.74
20 29.8 2.20 20 26.0 1.66
21 32.2 2.40 21 38.5 2.50
22 33.0 2.20 22 40.6 12.22
23 34.6 18.20
24 36.0 1.06
25 36.4 0.93
26 38.5 4.80
27 40.6 5.80

Y
Nota: E1 orden de los compuestos ‘estd dado por la sencueéncia

de aparicidn de estos en el cromatograma.
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Atenuacibn 4 x 10
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ACETATO DE ETILO

FIGURA No, &

CROMATOGRAFIA EN FASE DE VAPOR DEL ACEITE
ESENCIAL DE Omphalea oleifera
COLECTA No. 2

------ Poblaciones menos dafiadas

——— Poblaciones mds dafiadas
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TABLA No. 15 IDENTIFICACION DE COMPONENTES DE
ACEITES ESENCIALES POR ADICION DE

UN PATRON.
PATRON t.ret. (min) Licaria alata Omphalea oleifera  Nectandra ambigens
METILEUGENOL 21.4 - - -
CINAMALDEHIDO 22.2 - - -
CUMINALDEHIDO 15.6 - - -
BENZALDEHIDO 8.6 - - -
p-CRESOL 22.9 + - -
EUGENOL 25.1 + - -
CAMFENO 1.3 - - -
1,8-CINEOL 2.5 - - -
p-CIMENO 3.4 - - -
NEROL 16.2 - - -
«~TERPINEOL 13.4 - - +
BORNEOL 12.5 - - +
SAFROL 18.0 - - -
MIRCENO 1.9 - - -
GERANIOL 16.2 - - -
PINENO 1.4 - - -
BENZOATO [E BENCILO 34.6 - + +

LINALOL 9.4 - - -



- 57 -

2p1 Atenuacién 4 x 10°°

ACETATO DE ETILO
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TABLA No. 16 DIFERENCIAS CUALITATIVAS Y CUANTITATIVAS EN
LA COMPOSICION [EL ACEITE ESENCIAL:
DE Licria alata. TOMANDO.EN CUENTA
. EL. GRADO DE INFECCION. (Diferencias mayo-
res de 3%).

COLECTA No. 1

Poblaciones mds dafiadas Poblaciones menos dafladas Diferencia
COMPONENTES de t. ret. (min) % COMPONENTE de t. ret. % en %
11.0 0.84 11.0  5.71 +4.87
13.8 5.66 + 5.66
14.6* 2.72 14.6 10.41 + 7.69
24.0 14.71 24.0 5.44 - 9:27
eugenol 25.1* 31.36. 25.1%  19.87 -11.49

COLECTA No. 2

Poblaciones mds dafiadas Poblaciones menos dafiadas Diferencia
COMPONENTE de t. ret. {(min) % COMPONENTE de t. ret. % en %
11.0 1.55 11.0 7.03 + 5.48

11.2 4,15 + 4.15

13.6* 6.82 + 6.82

17.6* 3.99 +3.99

24.0 17.1 4.0 6.18 -10.92

eugenol 25.1* 23.9 25.1* 15.13 - 8.77

Signo (+) mayor cantidad en poblaciones menos dafiadas
* yarfa también con respecto a la temporada de colecta
componente que se presenta en ambas colectas
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TABLA No. 17 DIFERENCIAS CUALITATIVAS Y CUANTITATIVAS EN

LA COMPOSICION DEL ACEITE  ESENCIAL DE

Nectandra ambicens.

EL GRADO DE INFECCI

-TOMANDO EN CUENTA
ON.

COLECTA No. 1 (Diferencias mayores de 3%)

Poblaciones mds dafiadas

COMPONENTE de t. ret. (min) %

10.6* 1.53
a~terpineol 13.4 6.44
17.4* 5.53
22.6 7.88
23.8 8.65

Poblaciones menos dafiadas

COMPONENTE de t. ret.
10.6
13.4*
17.4"
22.6
23.8

%
4.63
3.55
0.81
4.41
2.83

Diferencia

en %

+ 3.1

- 3.09
4.72
3.47
5.82

]

COLECTA No. 2 (Diferencias mayores de 3%)

Poblaciones mds dafiadas

COMPONENTE de t. ret. (min) %

Poblaciones menos dafiadas

COMPONENTE de t. ret.
38.2

%
4.65

Diferencia
en %

+ 4,65

Signo (+) indica mayor cantidad en poblaciones menos dafiadas
* componente que también varfa con respecto a la tempo-

rada de colecta.
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TABLA No. 18 DIFERENCIAS CUALITATIVAS Y CUANTITATIVAS EN LA
COMPOSICION DR, ACEITE ESENCIAL.DE Omphalea
bleifera. TOMANDO EN CUENTA EL
GRADO DE INFECCION. (Diferencias mayores de 3%)

COLECTA No. 1

Poblaciones menos dafiadas Diferencia

COMPONENTE de t. ret. % en %

Poblaciones mis dafiadas

COMPONENTE de t. ret. (min) %

24.8* 12.01 24.8 3.49 - 8.52
benzoato de 34.6* 18.01 34.6* 22.22 +4.21
bencilo

38.5 9.0 38.5% 15.23 +6.23

40.6 10.51 40.6 5.07 - 5.44

COLECTA No. 2
Poblaciones mds dafiadas Poblaciones menos dafiadas Diferencia

COMPONENTE de t. ret. (min) % COMPONENTE de t. ret. % en %

19.8 1.94 13.8* 11.60 + 9.66

20.6* 24.16 '20.6¢ 7.0 -17.16

21.2* 8.0 + 8.0

22.0* 8.79 22.0 2.60 -6.19

28.3* 6.39 - 6.39

29.4* 16.94 29.4* 3.20 -13.74

benzoate de 34.6* 5.74 34.6* 18.90  +12.46
bencile

40.6 12.22 40.6 5.80 - 6.42

Signo (+) mayor cantidad en poblacionas menos dafiadas

* varfa también con respecto a la temporada de colecta

componente que se presente en ambas colectas.
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TABLA No. 19 DIFERENCIAS CUALITATIVAS Y CUANTITATIVAS EN

LA COMPOSICION DE: ACEITES ESENCIAL DE Licaria
alata. TOMANDO EN CUENTA

LA TEMPORADA DE COLECTA (Diferencias

"mayores de 3%)

Poblaciones mads dafiadas

COLECTA No. 1 COLECTA No. 2 Diferencia en %
COMPONENTE en t. ret. (min) % COMPONENTE en t. ret. %

14.6* 2.72 14.6 6.8 +4.08
eugenol 25.1% 31.36 25.1% 23.9 - 7.46
38.0 12.7 38.0 8.74 - 3.96

Poblaciones menos dafiadas
COLECTA Ne. 1 COLECTA No. 2 ‘Diferencia en %
COMPONENTE en t. ret. (min) % COMPONENTE en t. ret. %

13.6 3.43 13.6* 6.82 + 3.39
17.6* 3.99 +3.99
eugenol 5.1 19.87 25.1% 15.13 - 4.74

—_—

Signo (+) indica mayor cantidad en segunda colecta
* componente que también presenta variacién con respec-
to al grado de infeccion
— componente que se presenta en ambos grados de infec-
cidn.
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TABLA No. 20 DIFERENCIAS CUALITATIVAS Y CUANTITATIVAS EN
LA COMPOSICION IEL ACEITE ESENCIAL .
DE' Nectandya ambfgens PONANDG EN
CUENTA LA  TEMPORADA DE COLECTA (Diferen-

cias mayores de 3%)

Poblaciones mds dafiadas

COLECTA No. 1 COLECTA No. 2 Diferencia en %
COMPONENTE en t. ret. (min) % COMPONENTE en t. ret. %
9.1 0.97 9.1 4,15 + 3.18
10.6* 1.53 10.6 5.32 +3.29
14.2 4.78 +4.78
17.4* 5.53 - 5.53

Poblaciones menos dafiadas

COLECTA No. 1 COLECTA No. 2 Diferencia en %
COMPONENTE en t. ret. (min) % COMPONENTE en t. ret. %

o-terpineol  13.4* 3.35 13.4 7.08 +3.73
14.2 5.87 +5.87
24.4 4.48 24.4 1.20 - 3.28

Signo (+) indica mayor cantidid en segunda colecta
* componente que también presenta variacidn con respec-
to al grado de infeccidn
—— componente que se present2 en ambos grados de infec-
cion.
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TABLA 21 DIFERENCIAS CUALITATIVAS Y CUANTITATIVAS EN
LA COMPOSICION [EL ACEITE. ESENCIAL
DE Bmphalea oleifera. TOMANDO EN CUENTA
LA TEMPORADA DE COLECTA (Diferen-

cias mayores de 3%)

Poblaciones mds dafiadas

COLECTA No. 1 COLECTA No. 2 Diferencia en %

COMPONENTE en t. ret. (min) % COMPONENTE en t. ret. %

20.6 1.31 20.6* 24.16  +22.85

22.0 3.0 22.0* 8.79 +5.79

24.8* 12.01 24.8 1.11  -10.90

28.3*% 6.39 +6.39

29.4 7.32 29.4* 16.94 + 9.62

benzoato de  34.6* 18.01 34.6* 5.74 -12.27
bencilo —

37.4 3.5 - 3.5

Poblaciones menos dafiadas

COLECTA No, 1 COLECTA No. 2 Diferencia en %

COMPONENTE en t. ret. (min) %  COMPONENTE en t. ret. %

19.8 4.44 19.8% 11.6 +7.16

20.6 2.38 20.6* 7.0 + 4.62

21.2 3.49 21.2% 8.0 +4.51

29.4 6.98 29.4* 3.20 - 3.78
benzoato de  34.6* 22.22 34.6* 18.2 - 4.02
bencilo .

38.5% 15.23 38.5 4.80 -10.43

Signo (+) indica mayor cantidad en segunda colecta

* componente que también presenta variacidn con respec-
to al grado de infeccidn
componente que se presenta en ambos grados de infec-
cion.
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TABLA No, 22 COMPONENTES DE ACEITES ESENCIALES QUE VARIAN
CON RESPECTO AL GRADO DE INFECCION Y NO CON
LA TEMPORADA DE COLECTA

1. Nectandra ambigens

COLECTA No. 1

Poblaciones mds dafiadas Poblaciones menos dafiadas
COMPONENTE de t. ret.(min) % COMPONENTE de t. ret.(min) %
22.6 7.88 22.6 4.41
23.8 8.65 23.8 2.83

COLECTA No. 2

Poblaciones mis dafiadas Poblaciones menos dafiadas

38.2 min 4.65

2. Omphalea oleifera

COLECTA No. 1

Poblaciones mis dafiadas Poblaciones menos dafiadas
COMPONENTE de t. ret.(min) % COMPONENTE de t. ret. (min) ¢
40.6 10.51 40.6 5.07

COLECTA No. 2

Poblaciones mis dafiadas - Poblaciones menos dafiadas

40.6 min 12.22% 40.6 min 5.8%

"Diferencia

en %
- 3.47
- 5.82

Diferencia
en %

+ 4.65

Diferencia
en %

- 5.44

Diferencia
en %

- 6.42

Signo (+) indica mayor cantidad del componente en poblaciones

menos dafadas.
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TABLA No. 22(bis) COMPONENTES DE ACEITES ESENCIALES QUE
VARIAN -CON RESPECTO AL GRADO DE INFEC-
CION Y NO CON LA TEMPORADA DE COLECTA.

3. Licaria alata

COLECTA No. 1

Poblaciones mis dafiadas Poblaciones menos dafiadas Diferencia
COMPONENTE de t. ret.(min) %  COMPONENTE DE t. ret.(min) % en %
11.0 0.84 11.0 5.71 +4.87
- - 13.8 5.66 + 5.66
24.0 1471 24.0 5.44 - 9.27

COLECTA No. 2

Poblaciones mis dafiadas Poblaciones menos dafiadas Diferencia
en %
11.0 min 1.55% 11.0 min 7.03% +5.48
11.2 wmin 4.15% + 4.15
24.0 min 17.1% 24.0 min 6.18% -10.92

Signo (+) indica mayor cantidad del componente en poblaciones
menos dafiadas.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS.

4.1 Sobre el material de estudio.

Como se indicé en la parte de materiales de estudio, las es-
pecies escogidas son representativas de la selva alta perenifo-

lia: L. alata, N. ambigens y 0. oleifera. Se trabajé con pobla-

ciones colectadas en dos diferentes temporadas del afio, una en

primavera (marzo) en la cual la precipitacion pluvial es reduci-
da y otra en verano (julio) cuando es abundante. Esto se debid
al hecho de que la produccidn de metabolitos secundarios (prin-
cipalmente monoterpenos y sesquiterpenos en aceites esenciales)

se ve influida por factores ambientales tales como la temporada
de colecta, precipitacidn pluvial y zona de colecta (18), de tal
‘manera que pueden existir componentes que varien en cuanto a es- .
tos factores y por ende, modificar su importancia en la resis-

tencia a 1a enfermedad.

Por otra parte, el hecho de utilizar la parte aerea de esta-
dos juveniles de plantas que al estado adulto son drboreas (8 a
12 g) y centrar la colecta en una sola zona hizo que la cantidad
de muestra tuviera que ser limitada y no fuera suficiente para
1levar a cabo estudios quimicos posteriores. Sin embargo, estos
podrfan realizarse en un futuro de comprobarse que la composi<
cidn del estado juvenil (aceites esenciales y compuestos fengli-

cos) es la misma que la de plantas adultas de estas especies.

En cuanto al grado de infeccidn, los términos "mds dafiados)

y "menos dafiados® son relativos, ya que en realidad hubo pobla-
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ciones "menos dafiadas" como las de Q. oleifera que podrian con-
siderarse como sanas ya que no mostraban sintomas aparentes de
enfermedad o depredacién. Sin embargo, poblaciones "menos da-
fiadas de L. alata presentaban algunos sintomas de enfermedad,
pero menos acentuados que las que presentaban las poblaciones
"ms dafiadas".. Finalmente poblaciones "menos dafiadas" de N.
ambigens" presentaban también sintomas de enfermedad, pero es-
tos eran notablemente menores a las que se presentaban en las
"mis dafiadas". Estas observaciones estén registradas por Nava
(34).

4.2 Pruebas quimicas preliminares.

Los metabolitos secundarios hasta ahora relacionados con la
resistencia a la enfermedad son principalmente compuestos feﬁ&-
licos y aceites esenciales (monoterpenos y sesquiterpenos). Sin
embargo, se ha citado en algunos casos (21) saponinas y alcaloti-
des, por lo que se realizaron las pruebas cualitativas para de<
tectar la presencia de estos metabolitos secundartos en las plan
tas estudiadas. Como se muestra en la tabla 1, la presencia de
alcaloides fué dudosa y la de saponinas fué negativa, por 1o que
la posible relacifn entre estos metabolitos y l1a resistencia a

la enfermedad se descart6.

Por otro lado, las especies estudiadas contienen en mayor o
menos grado compuestos fendlicos y aceites esenciales (tabla 1)
0. oleifera contiene mds cantidad de compuestos fend1icos y me-

nos de aceites esenciales con relacién a las otras especies es-
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pecies estudiadas. L. alata contiene mis aceites esenciales y N.
ambigens ligeramente menos que L. alata. Estas dos especies con-
tienen comparadas entre si, aproximadamente la misma cantidad de

compuestos fendlicos.

Debido a estos resultados, se encamind el trabajo esperimen-

tal al estudio de estos grupos de metabolitos secundarios.
4.3 Compuestos fen6licos.

Las modificaciones hechas al método de cuantificacifn de es-
tos compuestos propuesto por Price y Buttler (32), se debieron
fundamentalmente a que los autores utilizan material seco, lo
cual a nuestro parecer seria errfneo debido a que se desconoce
la cantidad de compuestos fen8licos en estado fresce. Los re-
sultados de esta parte estdn expresados en peso- seco para man-

tenerlos uniformes.
Se empled el extracto acuoso por dos razones:

a) Estd mds apegado a las condiciones naturales de lixivia-

cion.

b) No se extraen clorofilas que pudieran interferir en la

cuantificacidn.

Es importante hacer notar que la lectura de las muestras de-
be hacerse exactamente a los 10 minutos de agregado en ferricia-
nuro de potasio debido que 1a absorbancia var{a con el tiempo

1legado a formarse un precipitado.

La curva patrdn obtenida con dcido tdnico (figura 2) tiene

una muy buena correlacidén (0.999) lo que garantiza la precisidn
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del método.

Como puede observarse en la tabla 3, existen diferencias sig
nificativas en l1a cantidad de compuestos fen6licos en cuanto al

grado de infeccidn. Para 0. oleifera y N. ambigens se encuentran

estas diferencias en forma significativa de tal manera que pobla-
ciones "menos dafiadas” tienen menor cantidad que las "mis danadas"
en la misma especie. Para L. alata no se encontraron diferencias.
Estos resultados pueden relacionarse con la teoria de las fitoale
xinas (13) que apoya la idea de un aumento en la produccidn de

ciertos metabolitos secundarios cuando la planta ha sido daifiada.

Por otra parte en la tabla 3 se observa también que las po-
blaciones menos dafiadas, 0. oleifera tiene mayor cantidad (0.038%
peso seco) de compuestos fendlicos de N. ambigens y L. alata
(0.0199% y 0.0216% respectivamente). Estos resultados, y las ob-
servaciones de que las poblaciones "menos dafiadas" de 0: oleifera
muestran pocos sintomas de enfermedad, a diferencia de las de L.

alata y N. ambigens nos hace pensar en un efecto protector debi-

bido a compuestos fendlicos en esta especie.

Los compuestos fendlicos con posible actividad protectora se
encuentran en el extracto etanlico al 70%. Las fracciones
acuosas de estos extractos para las tres especies estudiadas
mostraron diferencias cualitativas de composicifn entre las po-
blaciones mas dafiadas y menos dafiadas (tabla 5). Las poblacio-

nes mas dafiadas contenfan al menos un componenie que noc se en-
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contraba en las menos dafiadas.

En las fracciones cloroformicas de L. alata se observaron
diferencias en 1a composicidn (tabla 4). En las otras especies

no las hay.
4.4 Aceites esenciales.

Se usaron dos tipos de cromatografia para su estudio: en ca
pa fina (C.C.F.) y en fase de vapor (C.F.V!)._ Esta G1tima re-
sultd ser la técnica que did resultados mis precisos. Sin embar
go, podemos notar en las tablas 6, 7 y 8 que por C.C.F. pueden
detectarse diferencias cualitativas entre poblaciones que difie-

ren en el grado de infeccidn para una especie dada.

Para C.F.V. se trabajd a temperatura programada con el obje-
to de tener una buena resolucidn de los picos. Se elevd la tem-
peratura hasta 220°C manteniéndola asi por 5 minutos. Estas con
diciones aparentemente permitierop 1a deteccidn de todos los com

ponentes presentes en las muestras analizadas.

‘E1 método usado para la extraccidn de aceites esenciales fué
el de destilacidn por arrastre de vapor comunmente empleado para
estos fires,.quesin embargo presenta 1a desventaja de que puede a-
rrastrar otras sustancias que no son de naturaleza terpénica. A
pesar de ello, para fines prdcticos los nombramos "aceites esen-

ciales".

La cuantificacion de cada uno de los componentes fué expresa-

do en terminos relativos, es decir el 100% corresponde al &rea
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total de los picos en un cromatograma.

a) L._alata. En las figuras 3 y 4 (cromatogramas) puede ob-
servarse objetivamente las diferencias cualitativas y cuantita-
tivas de 1a composicidn del aceite esencial de poblaciones mds
dafadas y menos dafiadas de L. alata para las dos colectas. Se
observa en ambas figuras que existe un grupo de compuestos {zo-
nz izquierda) que estdn en mayor proporcidn (o exclusivamente)
en poblaciones menos dafiadas que en mas dafiadas. Estas obser-
vaciones son expuestas en la tabla 9 y 10 para la primera y se-

gunda colecta respectivamente.

S6lo fueron seleccionados aquellos componentes que presentan
diferencias mayores de 3% entre las poblaciones menos dafiadas y
mas dafiadas de L. alata identificdndose uno de ellos como euge-

nol. Estos resultados se muestran en l1a tabla 16.

Por otro lado, en las figuras 3 y 4 y las correspondientes
tablas (9 y 10) se observa que hay diferencias en 1a composicidn
con respecto a la temporada de colecta. Los componentes que di-
fieren en mds de 3% son expuestos en la tabla 19, las cuales nos

indican que eugenol fué uno de estos componentes.

As1 pues, existen componentes que varfan con respecto a la
temporada de colecta y también al grado de infeccién (p. ej.
eugenol). Hay también componentes que varian con respecto al
grado de in feccidn sin variar con la temporada de cclecta. Es

tos se indican en la tabla 22 (bis). Son de notar los componen
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tes de tiempo de retencidn 11.0 min y 24.0 min que se presentan
en ambas colectas y los-de 11.2 min y 13.8 min que se presentan
sdlo en poblaciones menos dafiadas en 12 colecta 2 y 1 respecti-

vamente.

a) 0. oleifera y N. ambigens.

En las tablas 11 a 14, 17, 28, 20, 21 y 22 y figuras 5 a 8
se muestran los resultados para estas dos especies. Como se in
dica en la tabla 22, para 0. oleifera sGlo un componente (t.
ret. = 40.6) varid exclusivamente con respecto al grado de in-
feccién presentdndose en mayor proporcifn en poblaciones mis
dafiadas, para las dos colectas. Para N._ambigens, los componen-
tes que variaron de esta forma, no fueron similares en ambas co-
lectas; en la primera, los componentes involucrados fueron los
de t. ret. 22.6 min y 23.8 min.que estuvieron en mayor propor=
cifn en poblacione; mds dafiadas a diferencia de la segunda en
donde el componente con t. ret. 38.2 min se presentl sclamente

en poblaciones menos dafiadas.

Los cemponentes identificados en los aceites esenciales se
encuentran en la tabla 15. L. alata contiene p-cresol y euge-
nol; 0. oleifera, benzoato de bencilo y N. ambigens, berneel,

benzoato de bencilo y a-terpineol.

De acuerdo con ios resultados, se puede decir que se obser-
varon dos posibles mecanismos distintos de defensa quimica con-
tra patBgenoss Por un lado, la presencia exclusiva de ciertos

comporentes enpoblaciones més dafiadas podr{a responder a produc-
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tos derivados (fitoalexinas u otros componentes) del metabolismo
alterado de 1a planta por la influencia de los microorganismos.
Por otra parte, la presencia exclusiva de componentes en pobla-
ciones menos dafiadas indicarfa que estos estdn presentes en la
planta antes del ataque del patdgeno y que podrfan tener alguna

relacion con la resistencia de la planta a este atague.

Para comprobar estas hipdtesis se estan 1levado a cabo en
forma paralela estudios bioldgicos por Nava (33) para investi-
gar la posible actividad fungicida de los extractos analizados
en este trabajo. De esta forma, se probaron los aceites esen-
ciales de las poblaciones mds dafiadas y menos dafiadas de N. am-

bigens sobre la germinaci6n de esporas de Helminthosporium maie«

dys que es un hongo patSgeno aislado de lesiones de hojas del
mafz, habiendo encontrado que el aceite esencial de las pobla-
ciones menos dafiads inhibe considerablemente la esporulacidn
del hongo prueba, a diferencia del aceite esencial proveniente
de las poblaciones mis dafiadas; esto indica el posible efecto
protector de algunos componentes del aceite esencial de pobla-
ciones menos dafiadas de N. ambigens (especialmente de t. ret.
38.2 min). Para comprobarlo se necesitaria aislar este compo-
nente y probar su actividad sobre el hongo de prueba y sobre

hongos fitopatfgenos aislados de 1a misma planta,

Finalmente resta por discutir Ta dificultad que se ha pre-
sentado para la disolucidn de los extractos en las pruebas bio-

16gicas ya que es necesario encontrar un disolvente que sea inocuo
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para los microorganismos de prueba y que garantice la total di-

solucion de los componentes del extracto.
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5. ASPECTOS SOBRESALIENTES DE LOS RESULTADOS.

Los resultados obtenidos son preliminares y vale la pena ana

lizar algunos aspectos sobresalientes de los mismos:

1. Los métabolitos secundarios que al parecer tienen impor-
tancia en 1a resistencia a las enfermedades en los estados juveni
les de las especies estudiadas, pertenecen al grupo de compuestos
fendlicos y terpénicos contenidos en el aceite esencial (monoter-

penos y sesquiterpenos).

2. En 0. oleifera y N. ambigens se encontrd mayor cantidad

de compuestos fen6licos en las poblaciones mds dafiadas que en las
menos dafiadas, 1o cual se relaciona con la teoria de las toalexi-

nas.

3. Las poblaciones menos dafiadas de 0. oleifera que no pre-
sentaban sintomas de enfermedad contienen mayor cantidad de com-
puestos fenblicos de las poblaciones similares de L. alata y N.
ambigens, 1o cual supene un efecto protector de tales compuestos

en plantas.

4. La composicidn de las fracciones acuosas A1 del extracto
etanflico de las tres especies estudiadas difiere dependiendo
del grado de infeccifn. Sin embargo, s6lc en el caso de L. alata
1a composicidn de la fraccifn clorofdrmica de las poblaciones me-

nos dafiadas fué diferente a la de las mis dafiadas.

5., E1 mejor método de andlisis para los aceites esenciales
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fué el de C.F.V. aunque serfa mds conveniente para nuestros pro-

positos la cromatografia de 1iquidos a alta presidn.

6. Se presentaron diferencias notables en la composicidn de
los aceites esenciales de las especies estudiadas en funcidn del

grado de infeccifn exclusivamente.

En L. alata, son interesantes para estudios posteriores los
componentes identificados en la cromatograffa de gases como de t.
ret. 24.0 min y 11.0 min en ambas colectas y los de t. ret. 13.8
min y 11.2 min de la primera y de 1a segunda colecta respectiva-

mente.

En N, ambigens los compuestos importantes son los de t. ret.
22.6 min y 23.8 min de 1a primera colecta y el de t. ret. 38.2

min de la segunda colecta.

En 0. oleifera, el compuesto mds importante parece ser de t.

ret. 40.6 min presente en ambas colectas.
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