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RESUMEN
Palabras clave: Aceites esenciales, Caesalpinia, hidrodestilacion, fitopatdégeno.

El género Caesalpinia agrupa especies arbdreas con escasos estudios fitoquimicos, especialmente
C. coriaria y C. platyloba. Son arboles considerados por los habitantes de Michoacan como multipropésito
o multiuso. Son dos especies arbéreas utilizadas en medicina tradicional, son una fuente importante de
taninos y acido galico y como cercos vivos por lo cual su fitoquimica resulta interesante. Los aceites
esenciales se obtienen mediante la destilacion por arrastre de vapor o hidrodestilacion que es una técnica
usada para separar sustancias organicas insolubles en agua y ligeramente volatiles, de otros no volatiles
que se encuentran en la mezcla. El objetivo del presente trabajo fue obtener los aceites esenciales de
madera (corteza, albura y duramen) de C. coriaria y C. platyloba e identificar la distribucién de sus
componentes quimicos asi como determinar el efecto antifungico de los aceites esenciales y de los
extractos organicos. Resultados. En los aceites esenciales de C. coriaria se identificaron 30 compuestos
quimicos dentro de los cuales destacan por su abundancia los siguientes: escualeno (corteza), cis, cis,
cis-7,10,13-hexadecatrienal (albura) y (E)-6,10-dimetil-5,9-undecandien 2-ona (duramen). En C. platyloba
se obtuvieron 40 compuestos quimicos siendo los mas abundantes: 2,4-bis-(1,1-dimetiletil)-fenol
(corteza), 1,2,4-trimetilbenceno (albura) y Kaur-16-eno (duramen), los cuales presentaron un efecto
estimulante en el hongo fitopatégeno Colletotrichum lindemuthianum. Los extractos organicos fueron
aplicados en hongos fitopatdégenos causantes de la pudricién peduncular de aguacate, siendo el extracto
hexanico de duramen de C. coriaria el mas efectivo inhibiendo tres de los siete hongos evaluados.
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L. INTRODUCCION

L.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son una mezcla heterogénea de compuestos quimicos organicos,
provenientes principalmente de la familia quimica de los terpenoides. Tienen la propiedad en comun de
generar diversos aromas perceptibles (Mufoz, 2002; Peter, 2004). Es frecuente que los aceites
esenciales contengan mas de 200 componentes en pequefias cantidades, pero todos son importantes
para determinar el olor y el sabor del aceite, por lo que la falta de un elemento puede cambiar el aroma
(Rogers, 1998).

La composicion de los aceites esenciales y de los extractos obtenidos de las plantas esta
determinada en primera instancia por la especie y la variedad, pero también por las condiciones
agrondmicas, el tiempo de cosecha y el tipo de procesamiento. Las condiciones ambientales y ecolégicas
de una regiéon en particular también son factores importantes que determinan el porcentaje de los

diferentes constituyentes en un aceite en particular (Guillén et al., 1996).

Su funcién en las plantas no esta totalmente establecida, se ha observado la funcién de algunos de
ellos en cuanto a interaccion vegetal (agentes alelopaticos, especialmente inhibidores de la germinacion),
proteccion contra depredadores (insectos, hongos). Sus olores atraen insectos que ayudan a la
polinizacion y por lo tanto los aceites esenciales pueden ayudar a la seleccion natural. Los balsamos y
resinas que contienen aceites esenciales actuan como sello protectores contra enfermedades o parasitos

y previenen la pérdida de savia cuando los troncos estan dafados.

L.1.1. Composicién quimica

Los aceites esenciales principalmente son compuestos volatiles y estan formados por una amplia
variedad de compuestos organicos con diferentes grupos funcionales y estructura molecular,
generalmente son componentes de bajo peso molecular como compuestos alifaticos simples, alcoholes,
aldehidos, cetonas, ésteres y acidos (Mesa et al.,, 2004; Schelz et al., 2006). Los constituyentes
organicos de los aceites esenciales incluyen terpenos y sus derivados oxigenados, compuestos
aromaticos con estructura bencenoide, hidrocarburos alifaticos y sus derivados oxigenados y compuestos

que contienen sulfuros y nitrégeno.

Aunque los terpenos hidrocarbonados son el principal componente de muchos aceites esenciales, su
contribucion al olor es pequefia comparada con sus derivados oxigenados. Los derivados oxigenados
incluyen alcoholes, aldehidos, cetonas, lactonas, ésteres. Son los que principalmente contribuyen al olor

y sabor de los aceites.
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I.1.2. Propiedades fisicas

Los aceites esenciales son liquidos a temperatura ambiente. Sin embargo, algunos son semisélidos y
varios sélidos (Rogers, 1998), inflamables (Cadby et al., 2002), volatiles, lo que les diferencia de lo
aceites fijos, raramente son coloreados. Aunque pueden poseer un color en la gama del amarillo, hasta
ser transparentes algunos (Mufoz, 2002; Peter, 2004). En general, su densidad es inferior a la del agua.
Poseen un indice de refraccion elevado y la mayoria desvian la luz polarizada. Son liposolubles y
solubles en los disolventes organicos habituales, casi inmiscibles en disolventes polares (agua,
amoniaco). Presentan degradaciéon quimica en presencia de la luz solar, aire, calor, acidos y alcalis
fuertes, generando oligdbmeros de naturaleza indeterminada, por lo que necesitan ser almacenados bajo

condiciones cuidadosamente controladas (Wright, 1999).

1.1.3. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

Centrando un interés particular en el potencial de aplicacion de los aceites esenciales y los extractos
de las plantas, el posible uso de aditivos naturales surge como una tendencia a remplazar los agentes
antimicrobianos sintéticos. Los fitocompuestos representan una ventaja sobre los plaguicidas sintéticos,
por la magnitud de su complejidad, diversidad y novedosos quimicos, asi como sus reacciones (Sharma,
1986). Ademas de ser biodegradables, no contaminantes y no poseen toxicidad residual o propiedades
fitotoxicas (Badei et al., 1996; Bishop y Thornton, 1997; Tewari, 1990).

El nimero de antifingicos disponibles para tratar las micosis es escaso. Entre los mas usados se
encuentran los de tipo polieno como las nistatinas, los de tipo azol y tiazol como el fluconazol y algunos
de menor uso como las sordarinas (Odds et al., 2003). El descubrimiento de nuevos antifungicos se basa
en la exploracion de diferentes fuentes de compuestos bioactivos, entre las que se encuentran las
especies de plantas conocidas actualmente entre 250,000 y 500,000 (Verpoorte, 1998; Cowann, 1999).
Las plantas sintetizan metabolitos secundarios como las fitoanticipinas y las fitoalexinas, que utilizan para
defenderse de las infecciones por agentes fitopatdégenos entre ellos los hongos (Farnsworth et al., 1985;
Osbourn, 1999). Los aceites esenciales son conocidos por ejercer actividad antimicrobiana (Sacchetti et
al., 2005; Schelz et al., 2006; Inouye y Uchida, 2006; Barreto et al., 2006). Aunque el mecanismo por el
cual actuan no esta totalmente entendido, puede involucrarse en este la destruccién de la membrana
microbiana por los constituyentes lipofilicos que poseen (Schelz et al., 2006; Keeler y Tu, 1991). Estudios
recientes reportan otros efectos como cambios en la morfologia del hongo que incluyen dafios sobre
estructuras como conidias, macroconidias e hifas; asi como, la disminucién en la produccion de

micotoxinas (Park et al., 2009).

Maruzzella y Balter (1959) encontraron que 100 de los aceites esenciales, de las 119 especies
vegetales estudiadas, presentaban efecto antagonista contra al menos 1 de los 12 hongos fitopatdgenos

estudiados y que 50 de estos compuestos mostraban un amplio espectro de actividad contra los mohos
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ensayados. También se ha observado que la actividad de los aceites esenciales no solo depende de sus

componentes sino también de la estructura quimica de los mismos (Farag et al., 1989).
I.1.4. Toxicidad de los aceites esenciales

Por regla general, los aceites esenciales por via oral poseen una toxicidad débil: la mayoria de los
que se utilizan frecuentemente tienen un DLsq en un intervalo de 2 a 5 g/Kg (anis, eucalipto, clavo, etc.) o
lo que es mas frecuente, superior a 5 g/Kg (manzanilla, lavanda, mejorana, vetiver, etc.). Otros poseen
una DLsy entre 1 y 2 g/Kg: albahaca, estragén, hisopo (1.5 ml/Kg), orégano, ajedrea (1.37 g/Kg), y
también Melaleuca, sasafras (1.9 g/Kg) o witergreen (0.9-1.25 g/Kg). Los mas toéxicos son los aceites
esenciales de boldo (0.13 g/Kg; presentando convulsiones a partir de 0.07 g/Kg), de quenopodio (0.25
g/Kg), de tuja (0.83 g/Kg), de pennyroyal (0.4 g/Kg), asi como la esencia de mostaza (0.34 g/Kg). Las
mismas observaciones se pueden hacer en el caso de los constituyentes quimicos de los aceites
esenciales con una DLsy < 2 g/Kg: tujonas (0.2 g/Kg), pulegona (0.47 g/Kg), carvacrol (0.81 g/Kg),
carvona (1.64 g/Kg).

L.1.5. Terpenoides
En los aceites esenciales se encontraran Unicamente los terpenos mas volatiles, es decir, aquellos
cuya masa molecular no es demasiado elevada: mono- y sesquiterpenos. En el Cuadro 1 se muestra la

clasificacion de los terpenos.

Elaborados a partir de los mismos precursores, terpenoides y esteroides constituyen sin duda, el
mas amplio conjunto conocido de metabolitos secundarios vegetales. La inmensa mayoria de los
terpenos son especificos de las plantas, pero se pueden encontrar en los animales: feromonas y
hormonas juveniles sesquiterpénicas de los insectos, diterpenos de organismos marinos. Las rutas
sintéticas de los metabolitos secundarios en las plantas es la ruta del mevalonato y desoxixilulosa fosfato,
esta ultima involucra también sintesis de esteroides. Sin embargo, se ha propuesto que algunos
terpenoides no se originan por esta ruta, sino por una ruta alternativa que involucra piruvato y
gliceraldehido-3-fosfato (Sponsel, 1995; Adam et al., 1998).

La caracteristica estructural que distingue a los terpenos de otros productos naturales es la unidad
de isopreno que es una unidad pentacarbonada ramificada derivada del 2-metilbutadieno. Los terpenos
pueden ser alifaticos, aciclicos o bi- y tri- ciclicos con varios grados de insaturacién con dobles o triples
enlaces. Cada grupo de terpenos es el resultado de la condensacion cabeza-cola de un nimero variable

de unidades isoprénicas (Regla del isopreno) (Figura 1).
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Los monoterpenos son bien conocidos ya que son terpenos de 10 carbonos, ademas son
componentes de las esencias volatiles de las flores y como parte importante de los aceites esenciales de
hierbas y especias. A veces constituye mas del 90% del aceite esencial (Citrus, trementinas). Los
monoterpenos son subdivididos dentro de tres grupos: aciclicos, monociclicos y biciclicos (Figura 2)
(Ikan, 1991).

Cuadro 3. Clasificacion de los terpenos.

Clase Unidades de isopreno NuUmero de carbonos Ejemplos
Hemiterpenos 1 5-C
Monoterpenos 2 10-C Mirceno, (-)-mentol
Sesquiterpenos 3 15-C Farnesol, a-salineno
Diterpenos 4 20-C Cembreno
Sesterpenos 5 25-C
Triterpenos 6 30-C Escualeno
Tetraterpenos 8 40-C Carotenos
Politerpenos Mas de 10 unidades de isopreno
H CHo

\ // Cola,—\‘
/TN T NN

HoC H a)
Cabez

Figura 1. Estructura del isopreno y ordenacion “cabeza-cola”.

VS

PeRyd

a-tuyona S=CAraC =) ~=pinanc [+ alcandor {+fenchona

Figura 2. Estructuras de monoterpenos.
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1.2. Familia Leguminosae

La familia Fabaceae o Leguminosae se caracteriza por estar ampliamente representada en diversas
regiones del planeta con cerca de 500 a 650 géneros y alrededor de 17,000-20,000 especies, agrupa un
gran numero de plantas utiles, especialmente en lo que se refiere a la alimentacion y maderable
(Rzedowski y Rzedowski, 2005; Choi et al., 2006). La familia esta constituida por tres subfamilias:

Fabaceae, Mimosaceae y Caesalpinaseae (Villasefior y Espinoza, 2004).

Michoacan cuenta con una vasta riqueza vegetal con la cual ocupa el cuarto lugar en riqueza
floristica, con 4,672 especies nativas de las cuales las Fabaceae ocupan el segundo lugar con 1,800
(Villasenor y Espinoza, 2004). La subfamilia Caesalpinioidea esta representada con 39 especies y 9

géneros (Figura 3) repartidos todos ellos en la region de Tierra Caliente y en la costa (Salvador, 2010).

1.2.1. Descripcion del género Caesalpinia spp

El género Caesalpinia esta integrado por arboles, arbustos o plantas trepadoras, inermes o0 armadas
con espinas; estipulas grandes y conspicuas o diminutas, hojas bipinnadas, foliolos pequefios y
numerosos 0 mas grandes y en menor cantidad; flores grandes y vistosas, dispuestas en racimos
paniculados, axilares o terminales; caliz con el tubo corto y 5 lI6bulos imbricados; corola amarilla o roja,
con 5 pétalos orbiculares u oblongos; 10 estambres libres; ovario sésil, caliz libre, évulos escasos;
legumbre oblonga, lanceolada o falcada, comprimida, no alada, a menudo coridacea o engrosada e
indehiscente; semillas dispuestas transversalmente, ovadas a orbiculares o globosas, de testa coriacea.
El género consta de alrededor de 280 especies distribuidas en las regiones calidas de ambos hemisferios
(Rzedowski y Rzedowski, 2005). Sin embargo, otros autores mencionan que el género Caesalpinia
consta de aproximadamente 150 especies, de las cuales el 70-75 % son Neotropicales, México es
considerado uno de los centros de diversificacion del género con 45 especies en todo el pais y de las
cuales 35 son endémicas (Sotuyo y Lewis, 2007). El Estado de Michoacan cuenta con nueve especies
pertenecientes al género Caesalpinia las cuales son: C. cacalaco, C. coriaria, C. gaumeri, C. hintonii, C.

mexicana, C. multiflora, C. oyamae, C. platyloba y C. pulcherrima.

1.2.2. Descripcion y clasificacién taxonémica de Caesalpinia coriaria

Es un arbol perennifolio de 5-7 m de altura, copa grande y extendida, tronco con multiples
bifurcaciones en ocasiones desde la base, corteza externa marrén-chocolate, aspera y muy fisurada;
hojas compuestas bipinnadas de 10-15 cm de longitud; flores dispuestas en racimos de una coloracion
verde palido o amarillentas; fruto de forma irregular, encorvado o enrollado de 3-6 cm de longitud,
carnoso cuando es joven y duro cuando seco; semillas ovadas, planas de un café lustroso (Figura 4). C.
coriaria se puede encontrar en bosque de coniferas, bosque tropical caducifolio, bosque tropical
subcaducifolio, vegetacion acuatica y subacuatica. C. coriaria es oriunda de los Estados de Michoacan,

Jalisco, Nayarit, Quintana Roo, Sinaloa y Yucatan
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Figura 3. Distribucién del género Caesalpinia spp. El color amarillo nos indica la region de Tierra
Caliente, en tanto el rojo indica los lugares de colecta. Apatzingan (6) y La Huacana (49). Modificado de:
http://www.mapasmexico.net/mapa-michoacan.html (5).

La sinonimia para esta especie es: Caesalpinia thomaea, Sppreng; Libidibia coriaria, (Jacq) Schitdl;
Poinciana coriaria, (Jacq) Willd. En lo que se refiere a los nombres comunes se le conoce como:

cascalote, divi divi, nacazcul, agallo, huatapana y tara del Caribe.
1.2.3. Descripcion y clasificacion taxondmica de Caesalpinia platyloba

Es un arbol de exuberante follaje de 6-7.5 m de altura, tronco inerme de corteza blanquecina y poco
fisurada; hojas de 20 cm de longitud; flores pequenas y amarillas (Figura 4). C. platyloba se puede
encontrar en bosque espinoso, matorral xerdfilo, tropical caducifolio, tropical subcaducifolio y vegetacion
secundaria. Esta especie es nativa de los Estados de Michoacan, Jalisco, Nayarit, Quintana Roo, Sinaloa

y Yucatan.

La sinonimia para esta especie es: Brasilettia blasiana (M. E. Jones) Britton & Rose; Brasilettia pilosa,
Britton & Rose; Brasilettia platyloba (S. Watson) Britton 6 Rose; Brasilettia pubescens, Britton & Rose;
Caesalpinia blasiana M. E. Jones; Caesalpinia platyloba S. Watson. Los nhombres comunes que ostenta

esta especie son: frijolillo, coral (Michoacan), chakete viga (Quintana Roo), pajaro o ave del paraiso.
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Cuadro 2. Clasificaciéon taxonémica de C. coriaria y C. platyloba.

Reino Plantae ‘
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Leguminosae
Subfamilia Caesalpinioidea
Tribu Caesalpinieae
Género Caesalpinia

C. coriaria
Especies

C. platyloba

Figura 4. Fotografias representativas
de las especies de C. coriaria (a) y C.
platyloba (b).

L.2.4. Usos del género Caesalpinia spp

Todas las especies son de una utilidad proverbial ya que se les emplea como especies ornamentales,
comestibles, forrajes y medicina tradicional. Particularmente las especies arbéreas merecen especial
interés por ser utilizadas desde tiempos remotos en diversos rubros agroforestales; denominandoseles
por lo tanto como arboles multipropdsito, el cual se define como: “toda especie perenne lefiosa cultivada
con el objetivo de obtener una mayor aportacion significativa a las funciones de produccién y/o de

servicio de un sistema de uso de la tierra”.
1.2.4.1. Cerco vivo y ornamental

Uno de los usos reportados tanto en México como en Centroamérica para C. platyloba y C. coriaria
es el ornamental, el cual incluye cortinas rompe vientos, control de la erosion, sombra y barreras o
cercas vivas contra insectos y termitas principalmente. Algunas otras especies de este género se
emplean con la misma finalidad tales como: C. cacalaco, C. gilliesii y C. pulcherrima (Cordero et al.,
2003).

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUiMICO BIOLOGICAS-UMSNH 13



Extraccion de aceites esenciales de madera de Caesalpinia spp  Q.F.B. Wuilver Eder Garcia Reynoso

1.2.4.2. Maderable

El género Caesalpinia incluye especies maderables las cuales se emplean en diversas actividades
domésticas en México y la zona del Caribe; C. coriaria es la especie arbérea mas utilizada ya que posee
una madera dura, pesada, resistente y duradera, se usa principalmente como postes de cerca y en
construccion (vigas, horcones) aunque también se emplea para producir carbén y lefia. Otras especies
con el mismo prestigio son: C. mexicana, C. sclerocarpa, C. gaumeri y C. platyloba las cuales son usadas
en carpinteria. En el Estado de Michoacan principalmente en la costa C. platyloba y C. pulcherrima (arbol

de San Miguel) se emplean en la manufactura de artesanias y barandales (Gonzalez et al., 2006).

1.2.4.3. Forraje

Otro uso reportado para las especies del género Caesalpinia es el forrajero, practica que esta muy
extendida ya que comprende desde México hasta Brasil. Principalmente se utilizan las hojas, frutos y
semillas; entre las especies que se emplean con este fin podemos encontrar a C. coriaria, C. platyloba, C.

cacalaco, y C. granadillo (Cordero et al., 2003; Sosa et al., 2004; Roman et al., 2006).

1.2.4.4. Medicinal

Caesalpinia spp es muy utilizada en la medicina tradicional, ya que existen reportes desde 1885 en
Materia Medica “Of the New Mexican Pharmacopoeia”, donde se indican las propiedades astringentes de
C. coriaria (Maish, 1985). En Centroamérica un estudio muy completo hace referencia al uso medicinal de
C. coriaria, donde se indica que la coccion de tallos jovenes o la infusion de fruto se utilizan para tratar
diarreas; mientras que la coccion de las hojas se usa para tratar el dolor de estémago, la semilla seca y
molida se ingiere para la fiebre. La infusion de corteza, hoja y tallos verdes se utilizan para las afecciones
de la piel y heridas, en tanto la coccién de las flores se utiliza para tratar cardialgias y dispepsias. Ademas
la coccion del fruto se emplea en gargarismos para combatir infecciones de garganta; por ultimo, las
raices se utilizan como desinfectante contra gangrena a pesar de su fuerte olor fétido (Cordero et al.,
2003). Un estudio realizado en el Estado de Michoacan indica que las hojas y la corteza de C. platyloba
se utilizan en medicina veterinaria como purgantes, en tanto la corteza de C. coriaria es empleada en el

tratamiento de heridas de animales (Gonzélez et al., 2006).

L.3. Fitoquimica del género Caesalpinia spp

Los constituyentes quimicos reportados para el género Caesalpinia incluyen alcaloides, saponinas,
fenoles, flavonoides, aminoacidos, hidratos de carbono, diterpenos tipo diterpenfuranos, triterpenos,
fitosteroles y acidos grasos (Viglierchio et al., 2000). La fitoquimica del género Caesalpinia resulta ser
interesante ya que existen reportes para C. coriaria desde 1885 en “Of the New Mexican Pharmacopoeia”
en los cuales se hace mencion de este arbol como una fuente importante de taninos (30%) y acido galico

(17%) (Maisch, 1985). En el caso de C. platyloba no existen reportes acerca de su fitoquimica.
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En Centroamérica C. coriaria es un arbol de importancia comercial, ya que su fruto es comercializado

debido a que el polvo amarillento que rodea sus semillas dentro de las vainas, contiene alrededor de un

50% de taninos los cuales son utilizados para curtir cuero (Cordero et al., 2003). Otros compuestos

relacionados que se extraen de las vainas y la corteza se usan en la preparacion de tintes azules y

negros para cuero y lana (Sosa et al., 2004).

Cuadro 3. Usos de las especies arboreas del género Caesalpinia spp

C. cacalaco

Se emplea como especie ornamental.
Los frutos y las hojas se utilizan como
forraje.

Cordero et al., (2003)
Romadn et al.,(2006)
Sosa et al., (2006)

C. thomaea

Libidibia coriaria

Se utiliza como especie ornamental y
maderable. Los frutos y las hojas se
usan como forraje. La flor se emplea

Cordero et al., (2003)
Gonzalez et al., (2006)

C. coriaria Cascalote para tratar .cardia.lgias y dispepsias, los Romén et al,, (2006)
Poinciana coriaria frutos para infecciones de garganta, las Sosa et al, (2006)
hojas y los tallos para afecciones de la ’
piel y heridas y la raiz como
desinfectante (gangrena).
C. gaumeri Se utiliza como especie maderable RSl (PR
Poinciana mexicana Cordero et al., (2003)
C. mexicana Ave del paraiso Poincinella mexicana Se utiliza como especie maderable http:// -pPcmg-
texas.org/pride of
barbados.pdf (4)
C. blasiana
Brasilettia blasiana Cordero et al., (2003)
Se emplea como especie ornamental y Gonzélez et a; (2006)
B. pil i b
C. platyloba Frijolillo, coral folifeke) maderable. Las hojas y los tallos se Romén et al, (2006)

B. platyloba

B. pubescens

utilizan como forraje. Las hojas se
utilizan como purgante (Veterinaria).

Sosa et al., (2006)

C. pulcherrima Tabachin

Poinciana bijuga

P. pulcherrima

Se emplea como especie ornamental y
maderable. Las hojas se utilizan como
purgante, para tratar calculos renales,
fiebre paludica y bronquitis (Surinam)

Cordero et al., (2003)
Gonzalez et al., (2006)
http://www.mx-nr-crt-
p2-es-biodiversidad
michoacan.pdf (3)

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUiMICO BIOLOGICAS-UMSNH

15




Extraccion de aceites esenciales de madera de Caesalpinia spp  Q.F.B. Wuilver Eder Garcia Reynoso

1L JUSTIFICACION

El abuso de los plaguicidas de uso comercial, entre los que se encuentran los antifungicos, son los
causantes del surgimiento de cepas de microorganismos resistentes a este tipo de compuestos quimicos.
Siendo necesaria la busqueda de nuevas alternativas quimicas para controlar a estos microorganismos
nocivos. Las plantas son una alternativa en la busqueda de nuevos principios activos que tengan la
capacidad de inhibir el desarrollo de los diversos grupos de microorganismos y posean la cualidad de no

generar toxicidad residual.

Se estima que el pais cuenta con 33.5 millones de hectareas de bosque, 32.11 millones de hectareas
de selvas, 58.08 millones de hectareas de zonas aridas y semiaridas, 2.58 millones de hectareas de
vegetacion hidrofila, 6.95 millones de hectareas de vegetacion inducida y 12.38 millones de hectareas de
pastizales (1). México es uno de los paises considerado como megadiversos, lo cual le confiere una
riqueza floristica vasta, contando con mas de 30,000 especies vegetales, siendo Chiapas, Jalisco,

Michoacan, Oaxaca y Veracruz los estados que presentan mayor diversidad vegetal.

El Estado de Michoacan cuenta con una superficie forestal de 4,206,451 ha (71.38%) de las cuales los
bosques cubren 1,544,353.3 ha (36.7%) y las selvas 1,058,374 (25.2%) (2). De las cerca de 5,000
especies vegetales que ostenta la entidad existen escasos estudios fitoquimicos, en especial de las
especies nativas. Se puede citar el caso de las especies pertenecientes al género Caesalpinia,
especificamente C. coriaria y C. platyloba, ambas de suma importancia ya que se emplean en medicina
tradicional, forraje y como especies maderables. Su fitoquimica se empieza a conocer mediante el
estudio de la busqueda de metabolitos secundarios con actividad citotdxica y antifungica, asi como la
variacion de sus componentes volatiles (Espinoza, 2010; Pamatz, 2010; Salvador, 2010). En una
continuacion de esta investigacion, se hizo un estudio de los componentes volatiles de los aceites

esenciales de corteza, albura y duramen de C. coriaria y C. platyloba.
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118 HIPOTESIS

C. coriaria y C. platyloba difieren en la composicion y distribucidon quimica de sus componentes

volatiles en corteza, albura y duramen y presentan efecto antifungico.

IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar la distribucion de los componentes quimicos volatiles obtenidos de la corteza, albura y

duramen de C. coriaria y C. platyloba.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

> Identificar los componentes quimicos volatiles de C. coriaria y C. platyloba presentes en corteza,

albura y duramen.

» Determinar el efecto antifungico de los aceites esenciales y de los extractos de C. coriaria y C.
platyloba.
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VI ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

IDENTIFICACION DE ESPECIES
(corteza, albura, duramen)

OBTENCION DE OBTENCION DE
ACEITES ESENCIALES EXTRACTOS POR
POR ARRASTRE DE MACERACION

VAPOR

IDENTIFICACION DE
COMPONENTES

QUIMICO POR CG-EM

DETERMINACION DEL EFECTO
ANTIFUNGICO

‘V’ ‘VV

| ANALISIS DE DATOS I

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUiMICO BIOLOGICAS-UMSNH 18



Extraccion de aceites esenciales de madera de Caesalpinia spp  Q.F.B. Wuilver Eder Garcia Reynoso

VIL MATERIALES Y METODOS
VIL.1. Hongos utilizados

Filamentosos. Los hongos filamentosos utilizados fueron Diaporthe phaseolarum, Olygoporus sp 5319,
Phomopsis viticola 5120, Colletotrichum acutatum 5446, C. acutatum 10, C. acutatum 21 y C. acutatum
25, todos aislados silvestres obtenidos de frutos de aguacate variedad Hass con pudricién peduncular y
C. lindemuthianum hongo fitopatdgeno del frijol comun.

VIL.2. Material vegetal
Colecta de los especimenes vegetales

El arbol de C. coriaria fue colectado el 6 de noviembre del 2010 en La Huacana a una altura de 480
msnm y una latitud de N 18°58", W 101° 48" y C. platyloba fue colectada en Los Charcos, Apatzingan, a
una altitud de 220 msnm y una latitud de N 19°00.940°, W 102° 24.668" (Figura 5).

Una vez colectados los especimenes se separaron sus 6rganos corteza, albura y duramen. Los
aceites esenciales fueron obtenidos por hidrodestilacion, mientras que los extractos fueron obtenidos por

maceraciones sucesivas a temperatura ambiente hasta agotar componentes.

VIL.3. Obtencion de los aceites esenciales de C. coriariay C. platyloba

Para la extraccion de los aceites esenciales de corteza, albura y duramen, el material biolégico fue
seccionado y reducido a viruta, se pesaron 790 g de corteza, 500 g de albura y 545 g de duramen de C.
coriaria; para la extraccion de los aceites esenciales de C. platyloba se pesaron 710 g de corteza, 500 g
de albura y 495 g de duramen. Se coloco el material biolégico en un matraz balén de 5 | y en otro matraz
balén se colocaron de 3-4 | de agua destilada y se someti6é a ebullicibn en manta de calentamiento para
la generacion de vapor de agua. El vapor generado pasa al segundo matraz que contiene la muestra a
extraer, la mezcla de vapor de agua y aceites esenciales se condensa en un refrigerante y el

hidrodestilado se recibe en un matraz balén de 0.5 1.

El tiempo de hidrodestilacion fue de 3 h (el cual comprende desde que se hidrodestilo la primer gota
hasta transcurrido el tiempo antes mencionado). El hidrodestilado se guarddé en un frasco para su
separacion, la cual se realizé en un embudo de separacion con cloruro de metileno en una proporcion 1:1
con agitacion hasta homogenizar la muestra, este proceso se realizd tres veces y se colectd la fase
inferior (fase organica) evitando que pasara parte de la fase superior (fase acuosa). La fase organica se
seco con sulfato de sodio anhidro y se concentré en rotavapor el cual tenia una temperatura de 35 °C, el
aceite concentrado se guarddé en un vial de 5 ml previamente pesado y se cerré herméticamente. Una vez
libre de disolvente se peso y se guardd en refrigeracion a una temperatura de 4 °C para su posterior
analisis por CG-EM.
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Figura 5. Arboles utilizados. Imagen superior C. coriaria: a). Arbol completo, b). Corteza y albura, c).
Albura y duramen. Imagen inferior C. platyloba: a). Arbol completo, b). Corteza y albura, c¢). Duramen.
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VIL.4. Obtencidn de los extractos de C. coriariay C. platyloba

La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido. El producto sélido (materia prima) posee
una serie de compuestos solubles en el liquido extractante que son los que se pretende extraer. Para la
obtencién de los extractos de corteza, albura y duramen se realizé por polaridad ascendente con hexano,
cloruro de metileno y metanol de acuerdo a Ramirez en 2010. Se pesaron 425 g de corteza, 215 g de
albura y 355 g de duramen de C. coriaria y para los extractos de C. platyloba se pesaron 245 g de albura
y 495 g de duramen. Cada una de las partes del tronco se coloco en frascos separados y protegidos de la
luz. En la primera etapa de extraccion se adiciond hexano y se dejé macerar por tres dias, posteriormente
se concentrd en rotavapor a una temperatura de 68 °C y el disolvente recuperado (hexano) se volvio a
verter con la misma muestra por otros tres dias, repitiéndose este proceso hasta agotar componentes,
obteniéndose un extracto no polar. Una vez concluido el proceso de extraccidn con hexano, se continud
con la segunda etapa de extraccion, para lo cual, el residuo sélido se dejo airear 24 h hasta evaporar
disolvente; posteriormente se adiciond cloruro de metileno, es un disolvente de polaridad intermedia,
dejandose macerar durante tres dias y se concentré en rotavapor a 35 °C, el disolvente recuperado se
volvié a verter en la muestra y de la misma forma se repitié este proceso hasta agotar componentes, se
obtuvo un compuesto de polaridad intermedia. Finalmente en una tercera etapa de extraccion se adiciono
metanol de manera similar a las etapas anteriores; para la obtencién del extracto polar, se concentré en
rotavapor a una temperatura de 70 °C. Los extractos obtenidos por maceracion fraccionada se utilizaron
para el analisis quimico y biolégico. En total se obtuvieron nueve extractos de C. coriaria. Obteniéndose
solamente cuatro extractos de C. platyloba. Una vez analizados los extractos se almacenaron en

refrigeracion a una temperatura de 4 °C hasta su uso.
VIL5. Ensayos biol6gicos
VIL5.1. Preparacion del medio minimo liquido

Se prepar6é medio minimo (Bartnicki-Garcia y Nickerson, 1962) los componentes del medio de cultivo

(Cuadro 4) se disolvieron en amortiguador a pH de 4.5 y se esterilizé por filtracion.
VIL.5.2. Preparacion de los aceites esenciales y las sustancias control

Cada uno de los aceites esenciales se disolvieron en DMSO (Dimetil sulféxido), se utilizé un inéculo
de esporas (107 esporas/ul), empleando como control negativo el DMSO (1.4x10'5 mg/ul). Se adiciond un

volumen de 1pl de cada aceite esencial a una concentracion de 0.002 mg/ul.
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Cuadro 4. Composicién del medio minimo.

COMPONENTE AMORTIGUADOR (g/I)

Glucosa 20.0
Fosfato potasico monobasico (KH,PO,) 3.0
Sulfato magnésico (MgS0, . 7H,0) 0.5
Nitrato amoénico (NH;NOs) 0.5
Sulfato de zinc (ZnS0,. 7H,0) 1.8x10°
Sulfato ferroso (FeSO,. 7H,0) 1x10°
Tiamina 1x10°
Acido nicotinico 1x10°
Sulfato ctiprico (CuSO,. 5H,0) 4x10"
Sulfato manganésico (MnSO,. H,0) 3x10™

VIL.5.8. Método para la determinacién de la inhibicion de esporas

Las esporas utilizadas fueron obtenidas del hongo fitopatogeno Colletotrichum lindemuthianum Afg2
en una concentracion de 5x10° esporas. Se tomaron 3.5 ul de la concentracion inicial para realizar una
dilucién 1:10 hasta obtener una concentracion final de 10” esporas/ul, obtenida la concentracion final se
tomé 1 pl de la misma y se procedié a inocular 20 matraces Erlenmeyer con un volumen de 20 ml de
medio minimo, de los cuales 18 contenian 1 ul de aceite esencial (0.002 mg/ul), utilizando como control
negativo DMSO (1 4x107° mg/pl) (Fig. 8).

Terminada la inoculacién se sometieron a agitacién durante un periodo de 24 h a 150 rpm, se
filtraron en discos de papel filiro de nitrocelulosa de poro tamafio medio previamente pesado en un
sistema de vacio. Posteriormente se determiné el peso fresco y se colocaron en una estufa a 40 °C por

un periodo de 48 h hasta obtencién de peso constante y se cuantifico el peso seco.

1. Aceite esencial (0.002 mg/ul)

2. DMSO (1.4x10” mg/ul)

Figura 6. Esquema del método de inoculacion de esporas para determinar el efecto inhibitorio de los
aceites esenciales.
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VIL.5.4. Preparacion del medio de cultivo sélido

Se prepar6 de acuerdo a las indicaciones de la marca comercial BIOXON, utilizando 39 g del medio

por 1 | de agua tridestilada. Se esterilizé a 1.5 libras de presion durante 15 minutos.
VIL5.5. Preparacion de los extractos y las sustancias control

Cada uno de los 13 extractos se disolvieron en etanol al 96% (1 g/ml), utilizando como control
positivo tiabendazol [2-(tiazol-4-il) benzimidazol] y el control negativo etanol al 96% de acuerdo a Garcia
en 2010. De cada uno se agregd un volumen de 6 pl teniendo las siguientes concentraciones: extracto

(0.5 mg/ul), tiabendazol [2-(tiazol-4-il) benzimidazol] (0.001 mg/ul) y etanol (0.8 mg/ul).
VIL.5.6. Método de difusién en agar para hongos filamentosos

Los hongos filamentosos utilizado se resembraron en placas de agar papa dextrosa, se crecieron por

siete dias a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

Las placas con los patdgenos fueron cuadriculadas con ayuda de un bisturi estéril en cubos de 5
mm®, después en placas de agar papa dextrosa se colocaron cinco discos de papel filtro por caja, en tres
de ellos se colocaron los extractos de cada una de las partes del tronco (0.5 mg/pl), un control positivo
que fue tiabendazol [2-(tiazol-4-il) benzimidazol] (0.001 mg/pl) y un control negativo que fue etanol al 96%
(0.8 mg/pl), de todos ellos se agregd un volumen de 6 pl a cada disco (Fig. 9). Se incubaron a
temperatura ambiente protegidos de la luz y se determiné el indice de crecimiento (IC) al segundo, tercer

y cuarto dia.

Duramen (0.5 mg/pl)
Albura (0.5 mg/ul)
Corteza (0.5 mg/pl)
Tiabendazol (0.001 mg/ul)
Etanol (0.8 mg/ul)

Figura 7. Esquema del método de difusion en agar para determinar el efecto inhibitorio del crecimiento
de los hongos filamentosos.

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUiMICO BIOLOGICAS-UMSNH 23



Extraccion de aceites esenciales de madera de Caesalpinia spp  Q.F.B. Wuilver Eder Garcia Reynoso

VII.6. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Obtenidos los aceites esenciales y los macerados, se procedié a su analisis por Cromatografia de
Gases (CG) y Espectrometria de Masas (EM). Se utilizé6 un cromatégrafo de gases (CG) marca Hewlett-
Packard modelo 5890 series Il plus acoplado a un detector de masas marca Hewlett-Packard modelo
5989-B.

VIL.6.1. Condiciones del cromatdgrafo de gases

Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: se utilizd como fase moévil (gas de arrastre)
Helio y una columna cromatogréfica capilar de alta resolucion HP-5MS marca J&W Scientific (19091S-
433) de 30 m de largo, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 ym de espesor de la fase estacionaria la cual
fue (5-fenil metilpolisiloxano). La temperatura del inyector y de la interfase (dispositivo o linea de

transferencia que une al CG con el EM) fueron de 240 °C y 260 °C respectivamente.

Las condiciones de operacion del horno cromatégrafico fueron: temperatura inicial de 50 °C por 5
minutos, después la temperatura subié hasta 200 °C a una velocidad de 20 °C/min, en esta temperatura
permanecid por cinco minutos, para posteriormente incrementar la temperatura hasta 250 °C a una

velocidad de 20 °C/min; donde se mantuvo isotérmicamente por un tiempo de 10-20 minutos.

VIL.6.2. Condiciones del espectrémetro de masas

Las condiciones del espectrometro de masas fueron las siguientes: la temperatura de la fuente de
iones de 200 °C con un filtro de masas a una temperatura de 100 °C y una energia de ionizacion de 70
eV.

VIL6.3. Identificacion de los componentes de los aceites esenciales

La identificaciéon de los espectros obtenidos se comparoé con la base de datos NIST 2002 (National
Institute of Standards and Technology Mass Spectral Database). El porcentaje minimo de comparacién

para un componente fue del 70%.
VIL7. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa Statistic 7.0. Todos los experimentos se realizaron
por triplicado, se realizé el analisis de varianza y la prueba de comparacién de medias utilizada fue Tukey

con un nivel de significancia de a = 0.05.
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VIL8. Andlisis de resultados

VIIL.8.1. Determinacion del peso fresco y seco de C. lindemuthianum
Se determiné la germinacién del patégeno C. lindemuthianum de la siguiente manera:

Peso fresco = Peso 2 — Peso 1

Donde:

Peso 2 = Peso del papel filiro con la muestra recientemente filtrada

Peso 1 = Peso inicial del papel sin la muestra
Peso seco = Peso 3 — Peso 1

Peso 3 = Peso constante del papel filiro con la muestra después del secado en estufa.

Peso 1 = Peso inicial del papel filtro sin la muestra.

VIIL8.2. Determinacion del indice de Crecimiento

Se determiné el indice de Crecimiento (IC) para los hongos filamentosos de la siguiente manera:
IC=Ct/Cc
Donde:
Ct = Crecimiento del hongo filamentoso con extracto.
Cc = Crecimiento del hongo filamentoso con etanol.

Un IC= 1, significa que el crecimiento del hongo en el tratamiento es igual al crecimiento del hongo
en el control, un IC> 1, significa que el crecimiento en el tratamiento es mayor que en el control y por lo
tanto no es efectivo y un IC< 1 nos indica que el crecimiento del hongo en el tratamiento es menor que el

control y por lo tanto se considera efectivo.
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VII. RESULTADOS
VIIL.1. Rendimiento de aceites esenciales y extractos de C. coriariay C. platyloba

Se colecté un lote de madera, la cual fue separada en sus respectivos érganos; corteza, albura y
duramen, de dos diferentes localidades: La Huacana y Los Charcos, Apatzingan. Se obtuvieron seis
aceites esenciales y trece extractos, en el Cuadro 5 se muestran los rendimientos de los aceites

esenciales y de los extractos.

VIIL.2. Andlisis de los componentes presentes en los arboles de C. coriariay C. platyloba
Obtenidos los aceites esenciales se procedid a identificar sus constituyentes quimicos mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Identificando 30 compuestos quimicos
para C. coriaria (Cuadro 6) de los cuales 13 se encuentran en corteza, 9 en albura y 8 en duramen. En
tanto C. platyloba presenta 40 componentes quimicos (Cuadro 7) 19 de ellos se encuentran en la

corteza, 15 en albura y 6 en duramen.

VIIL.3. Determinacion del efecto germinativo de los aceites esenciales sobre esporas de C.
lindemuthianum

Los aceites esenciales de C. coriaria y C. platyloba no presentan actividad inhibitoria sobre la
germinacion de esporas de C. lindemuthianum (Fig. 8).

306

0.05

PESO SECO

0.02

301

DMSO {-) C. coriaria C. platyloba

ACETES ESEMCIALES

Figura 8. Efecto de los aceites esenciales de C. coriaria y C. platyloba en la germinaciéon de esporas de
C. lindemuthianum. Los valores presentados indican el crecimiento micelial y son promedio de tres
experimentos independientes. Barras del mismo color con la misma letra no presentan diferencia
significativa. Tukey a = 0.05
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Cuadro 5. Rendimiento porcentual y propiedades organolépticas de los aceites esenciales y extractos de
C. coriaria y C. platyloba. 1= Aceite esencial, 2= Hexano, 3= Cloruro de metileno, 4= Metanol, ND= No
determinado.

Organo Propiedades organolépticas

Arbol
vegetal

Peso (g) Rendimiento (%)

Color Olor

Corteza 1 790 0.0169 Naranja Aromatico
Corteza 2 425 0.1390 Amarillo Agradable
Corteza 3 424 0.2857 Verde obscuro Aromatico
Corteza 4 423 11.759 Rojo Desagradable
Albura 1 500 0.005 Amarillo Desagradable
C. coriaria Albura 2 215 0.5739 Amarillo claro Agradable
La Huacana Albura 3 213 0.1857 Naranja obscuro Aromatico
Albura 4 212 2.5696 Amarillo Desagradable
Duramen 1 545 0.004 Amarillo Desagradable
Duramen 2 355 0.2160 Amarillo Agradable
Duramen 3 305 0.0826 Caramelo Aromatico
Duramen 4 299 17.577 Café Desagradable
Corteza 1 710 0.0162 Naranja Aromatico
Corteza 2 ND ND ND ND
Corteza 3 245 4.1064 Amarillo claro Aromatico
Corteza 4 ND ND ND ND
C. platyloba Albura 1 500 0.034 Amarillo Desagradable
;‘;)Satcz*;:;;s' Albura 2 ND ND ND ND
Albura 3 234 1.8 Naranja Aromatico
Albura 4 ND ND ND ND
Duramen 1 495 0.0022 Amarillo Desagradable
Duramen 2 ND ND ND ND
Duramen 3 230 4.3352 Rojo-Naranja Desagradable
Duramen 4 240 10. 027 Rojo Desagradable
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Cuadro 6. Abundancia (%) de los compuestos identificados en los aceites esenciales de madera de C.

coriaria.

No. NOMBRE RT (min) CORTEZA ALBURA DURAMEN
1 Acido nonanoico 10.548 2.29 4.5
2 Tetradecano 11.358 1.62
3 3-hidroxi-4-metoxi-benzaldehido (vainillina) 11.647 2.91
4 Heptadecano 13.267 2.36 4.29
5 (E)-2-tridecen-1-ol 13.440 3.48
6 Acido n-hexadecanoico 16.014 1.45
7 (8B,13B)-kaur-16-eno 17.692 0.62
8 n-butil hexadecanoato 19.282 0.99 1.55
9 (2)-9-octadecenamida 20.902 0.36
10 n-butil octadecanoato 21.046 0.67 1.16 5.06
11 bis (2-etilhexil) adipato 21.191 6.18

12 (5a,170)-pragnan-20-ona 21.422 2.09

13 Escualeno 27.553 22.01

14 (E,E)-2,4-decadienal 10.894 0.4

15 (E)-6,10-dimetil-5,9-undecandien-2-ona 11.761 0.4 5.35

16 Pentadecanal 12.745 0.59

17 Pentadecanal 13.439 2.68

18 1,15-pentadecanodiol TRAZAS

19 cis,cis-7,10-hexadecadienal 15.087 3.42

20 cis, cis,cis-7,10,13-hexadecatrienal 15.145 4.2

21 Acido n-decanoico 11.241 3.29

22 Nonadecano 15.087 4.06

23 Eicosano 16.475 1.56

24 Heneicosano 18.211 0.9
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Cuadro 7. Abundancia (%) de los compuestos identificados en los aceites esenciales de madera de C.

platyloba.
No. \[0]\V/]:1:{ RT (min) CORTEZA ALBURA DURAMEN
1 3-hidroxi-4-metoxi-benzaldehido (vainillina) 11.646 1.13
2 2,4-bis (1,1-dimetiletil) fenol 12.225 28.68 9.3
3 Oxido de cariofileno 12.716 7.9
4 1-yodo-2-metil-undecano 13.265 1.06
5 (E)-15-heptadecenal 14.017 0.98
6 1-octadeceno TRAZAS
7 Octadecano 14.065 0.34 0.27
8 17-pentatriaconteno 15.030 0.15
9 Nonadecano 15.087 0.59
10 Acido n-hexadecanoico 16.013 1.13
11 Cicloeicosano 16.389 1
12 Eicosano 16.476 0.45 TRAZAS
13 Oxido de 13-epimanoil 16.794 0.51
14 (8B,13pB)-kaur-16-ona 17.690 1.21
15 1-docoseno 18.124 0.25
16 Heneicosano 18.211 0.49
17 n-butil hexadecanoato 19.281 5.48 0.62
18 n-butil octadecanoato 21.045 6.81 1
19 bis (2-etilhexil) adipato 21.160 2.21 0.32
20 Acetato de 2-etoxietil 6.352 3.59
21 propil-benceno 7.104 1.07
22 1-etil-3-metil-benceno 7.249 9.17
23 1,2,4-trimetil-benceno 7.769 20.15
24 1,2,3-trimetil-benceno 8.145 12.05
25 Indano 8.290 3.42
26 2-metil-decano 8.579 0.48
27 Undecano 8.955 5.12
28 Dodecano 9.880 1.49
29 Tridecano 10.662 2.54
30 Tetradecil tricloro acetato 14.016 0.23
4,4,7a-trimetil-5,6,7,7a-tetrahidro-
12.426
31 4h-benzofuran-2-ona 1.33
32 Hexadecano 13.265 1.04
33 kaur-16-eno 16.128 19.2
7-etenil-1,2,3,4,4a,4b,5,6,7,8,10,10a-dodecahidro-
1,1,4a,7-tetrametil-[4as-(4aa,4bB,7B,10aB)]- 22.317
34 fenantreno 11.24
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Cuadro 8. Componentes caracterizados por grupo funcional presentes en los aceites esenciales de C.

coriaria y C. platyloba.

GRUPO FUNCIONAL

ALCANOS

COMPUESTO QUimMICO

Tetradecano

C. coriaria

X

C. platyloba

Heptadecano

Nonadecano

Eicosano

Heneicosano

x| X| X| X

Octadecano

Cicloeicosano

Indano

Undecano

Dodecano

Tridecano

Hexadecano

2-metil-decano

1-yodo-2-metil-undecano

X X X X X| X| X| X| X| X| X| X

ALQUENOS

(8B,13B)-kaur-16-eno

Escualeno

1-octadeceno

17-pentatriaconteno

1-docoseno

Kaur-16-eno

x| X| X| X

7-etenil-1,2,3,4,4a,5,6,7,8,10,10a-dodecahidro-1,1,4a,7-tetrametil-[4as-
(4aa,4bB,7bpB,10aB)]-fenantreno

x

AROMATICOS

Propil-benceno

1-etil-3-metil-benceno

1,2,4-trimetil-benceno

1,2,3-trimetil-benceno

X| x| X| X

ALCOHOLES

(E)-2-tridecen-1-ol

1,15-pentadecanodiol

FENOLES

2,4-bis (1,1-dimetiletil) fenol

EPOXIDOS

Oxido de cariofileno

Oxido de 13-epimanoil

ALDEHIDOS

3-hidroxi-4-metoxi-benzaldehido

x| X| X| X

(E,E)-2,4-decadienal

Pentadecanal

cis,cis-7,10-hexadecadienal

cis, cis, cis,-7,10,13-hexadecatrienal

x| X| X| x| X

(E)-15-heptadecenal
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(5a,17a)-pragnan-20-ona

(E)-6,10-dimetil-5,9-undecandien-2-ona

CETONAS

(8B,13pB)-kaur-16-ona

4,4,7a-trimetil-5,6,7,7a-tetrahidro-4h-benzofuran-2-ona

ACIDOS CARBOXILICOS

Acido nonanoico

Acido n-hexadecanoico

Acido n-decanoico

n-butil hexadecanoato

n-butil octadecanoato

ESTERES

bis-(2-etilhexil) adipato

x| X| X| X| X| X

Acetato de 2-etoxietil

Tetradecil tricloro acetato

x| X| X| X| X

AMIDAS

(2)-9-octadecenamida

Cuadro 9. Abundancia (%) de los compuestos identificados en el extracto hexanico total y cloruro
metilénico de C. coriaria.

No. EXTRACTO NOMBRE RT (min) CORTEZA ALBURA DURAMEN
1 9-octadecenal 15.144 0.597
2 Acido n-hexadecanoico 16.051 3.903 2122 1.479
g HEXANICOS Acido oleico 18.848 2.203 8.353
4 Octadecano 14.085 0.991
5 Nonadecano 15.102 0.726
6 2-butoxi-etanol 6.427 3.058
7 Acido n-hexadecanoico 16.011 2.151 0.332 1.356
8 Acido oleico 18.826 1.782 4.104
©) 3,5-bis-(1,1-dimetiletil)-fenol 12.181 0.666
10  CLORURO METILENICOS  Pentanamida 21.163 1.055
11 2,4-bis-(1,1-dimetiletil)-fenol 12.178 0.499
12 (2)-9-octadecenamida 19.313 0.759
13 Octadecanamida 21.047 2.672
14 Hexadecanamida 21.206 1.139
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VIIL.4. Actividad antifungica de los extractos de C. coriaria y C. platyloba sobre el crecimiento de

hongos filamentosos

VIIL4.1. Extractos hexanicos totales de C. coriaria

En C. acutatum 5446, C. acutatum 21 y C. acutatum 25 confrontados con los extractos hexanicos no
se encontrd diferencia significativa respecto al control positivo. En Olygoporus sp 5319 los extractos
presentaron un efecto fungicida siendo mejores que el Tecto 60° quien presentd efecto fungistatico. El
Tecto 60° presenté un efecto fungicida contra los fitopatégenos P. viticola 5120 y D. phaseolarum, un
efecto analogo contra P. viticola 5120 lo presento el tratamiento con el extracto de duramen; el extracto

de corteza tuvo un efecto fungicida contra D. phaseolarum (Cuadro 10).

VIIL4.2. Extractos cloruro metilénicos de C. coriaria

Los extractos de albura y corteza ejercieron un efecto fungistatico contra C. acutatum 5446. Sin
embargo, para C. acutatum 10 y C. acutatum 21 se observd un efecto fungistatico con el extracto de
albura. En C. acutatum 25 ningun extracto fue efectivo. En Olygoporus sp 5319 no se encontré diferencia
significativa entre los tratamientos y el control positivo. En P. viticola 5120 y D. phaseolarum el Tecto 60°

mostré un efecto fungicida y los extractos no presentaron efecto contra estos fitopatégenos (Cuadro 11).

VIIL.4.3. Extractos metandlicos de C. coriaria
C. acutatum 5446, C. acutatum 10, C. acutatum 21 y C. acutatum 25 fueron insensibles a los
extractos. El extracto de duramen tuvo un efecto fungicida contra Olygoporus sp 5319, mostrando asi ser

mejor que el control positivo (Cuadro 12).

Cuadro 10. Actividad antifungica de los extractos hexanicos totales de C. coriaria. Los valores
presentados son promedio del dia 4. Celdas con la misma letra en cada fila no presentan diferencia
significativa. Tukey a = 0.05

iNDICE DE CRECIMIENTO

Tecto 60 Etanol Duramen Albura Corteza

Control (+) Control (-) C. coriaria C. coriaria C. coriaria

C. acutatum 5446 0.56+0.02a 1.0£0.0b 0.59+0.03 a 0.68+0.04 a 0.6+0.04a
C. acutatum 10 0.49+0.0a 1.0+0.0c 0.92 + 0.06 bc 0.68 +0.04 b 0.88 £ 0.10 bc

C. acutatum 21 0.52+0.01a 1.0+x0.0b 0.73+0.11a 0.64 £0.07 a 0.8+0.13a
C. acutatum 25 0.5+0.01a 1.0+x0.0b 0.55+0.11a 0.5+0.07 a 0.37+0.13 a

Olygoporus sp 5319 0.92+0.04b 1.0+0.0b 0.0+0.0a 0.0+0.0a 0.0+0.0a
P. viticola 5120 0.0+0.0a 1.0+0.0c 0.0+x0.0a 0.61+0.05b 0.74 £0.05 b

D. phaseolarum 0.0+0.0a 1.0+0.0c 0.0+0.0a 0.68+0.10 b 0.0+0.0a
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Cuadro 11. Actividad antifungica de los extractos cloruro metilénicos de C. coriaria. Los valores
presentados son el resultado del dia 4 de observaciéon. Celdas con la misma letra en cada fila no
presentan diferencia significativa. Tukey a = 0.05

Tecto 60

Etanol

iNDICE DE CRECIMIENTO

Duramen

Albura

Corteza

Control (+) Control (-) C. coriaria C. coriaria C. coriaria
C. acutatum 5446 0.57+0.02a 1.0£0.0b 1.2+£0.09¢ 0.74 +0.10 ab 0.86 +0.08 ab
C. acutatum 10 0.49+0.0a 1.0£0.0b 0.92+0.06 b 0.68 +0.04 ab 0.88+0.10 b
C. acutatum 21 0.57+0.01a 1.0+x00b 1.2+0.05c 0.72+0.04 ab 1.0+0.10b
C. acutatum 25 0.5+0.01a 1.0+0.0c 0.9+0.07b 0.82+0.09 b 0.89+0.04 b
Olygoporus sp 5319 0.92+0.04a 1.0+0.0a 1.2+0.0a 1.0+0.11a 0.95+0.18 a
P. viticola 5120 0.0+0.0a 1.0£0.0 bc 1.0£0.16 bc 0.71+0.03b 1.2+0.10¢
D. phaseolarum 0.0+0.0a 1.0+00b 1.3+0.06 ¢ 1.2+0.03 bc 1.3+0.0c

Cuadro 12. Actividad antifungica de los extractos metandlicos de C. coriaria. Los valores presentados
son el resultado del dia 4 de observacion. Celdas con la misma letra en cada fila no presentan diferencia

significativa. Tukey a = 0.05

Tecto 60

Etanol

iNDICE DE CRECIMIENTO

Duramen

Albura

Corteza

Control (+) Control (-) C. coriaria C. coriaria C. coriaria
C. acutatum 5446 0.57+0.02a 1.0+ 0.0b 0.82+0.07b 0.9+0.01 bc 0.96 £ 0.01 bc
C. acutatum 10 0.57+0.0a 1.0+0.0b 0.81+0.05b 0.79+£0.03 b 1.0 £ 0.04b
C. acutatum 21 0.52+0.01a 1.0+x0.0b 0.93+0.03b 0.83+0.19b 0.91+0.08 b
C. acutatum 25 0.51+0.01a 1.0+0.0b 0.82+0.07 b 0.91+0.03b 0.94+0.02 b
Olygoporus sp 5319 0.92+0.04b 1.0+0.0b 0.0+0.0a 0.84+0.06 b 0.8+0.02 b
P. viticola 5120 0.0+0.0a 1.0+0.0d 0.78£0.02 b 0.81+0.04c 0.92+0.02 c
D. phaseolarum 0.0+0.0a 1.0+0.0c 0.84 £0.01b 1.4+0.02d 1.2+0.01d
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Figura 9. Imagenes ilustrativas del actividad antifungica de los extractos hexanicos totales de C. coriaria
y C. platyloba. C. acutatum 5446, a) dia 2, b) dia 3 y c) dia 4. C. acutatum 10, d) dia 2, e) dia 3 y f) dia 4.
C. acutatum 21, g) dia 2, h) dia 3 e i) dia 4 y C. acutatum 25, j) dia 2, k) dia 3 y |) dia 4.

Figura 10. Imagenes ilustrativas del actividad antifungica de los extractos hexanicos totales de C. coriaria
y C. platyloba. Olygoporus sp 5319, a) dia 2, b) dia 3 y c) dia 4. P. viticola 5120, d) dia 2, e) dia 3 y f) dia

4. D. phaseolarum, g) dia 2, h) dia 3 e i) dia 4.
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Figura 11. Imagenes ilustrativas del actividad antifungica de los extractos cloruro metilénicos de C.
coriaria y C. platyloba. C. acutatum 5446, a) dia 2, b) dia 3 y c) dia 4. C. acutatum 10, d) dia 2, e)dia 3 y
f) dia 4. C. acutatum 21, g)dia 2, h)dia 3 e i)dia4 y C. acutatum 25, j)dia 2, k)dia3yl)dia4

Figura 12. Imagenes ilustrativas del actividad antifungica de los extractos cloruro metilénicos de C.
coriaria y C. platyloba. Olygoporus sp 5319, a) dia 2, b) dia 3 y c) dia 4. P. viticola 5120, d) dia 2, €) dia 3

y f) dia 4. D. phaseolarum, g) dia 2, h) dia 3 e i) dia 4.
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Figura 13. Imagenes ilustrativas del actividad antifiungica del extracto metandlico de C. coriaria. C.
acutatum 5446, a) dia 2, b) dia 3 y c) dia 4. C. acutatum 10, d) dia 2, e) dia 3 y f) dia 4. C. acutatum 21,
g)dia 2, h) dia 3 ei)dia4y C. acutatum 25, j) dia 2, k) dia 3 y I) dia 4.

Figura 14. Imagenes ilustrativas del actividad antifungica del extracto metandlico de C. coriaria.
Olygoporus sp 5319, a) dia 2, b) dia 3 y c) dia 4. P. viticola 5120, d) dia 2, e) dia 3 y f) dia 4. D.
phaseolarum, g) dia 2, h) dia 3 e i) dia 4.
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VIIL.4.4. Extracto hexanico total de albura de C. platyloba

Olygoporus sp 5319 fue sensible al extracto hexanico de albura de C. platyloba, mientras que C.
acutatum 5446, C. acutatum 10, C. acutatum 21 y C. acutatum 25 no presentaron diferencia significativa
respecto del control positivo. En P. viticola 5120 y D. phaseolarum el extracto hexanico de albura de C.

platyloba no presenté efecto (Cuadro 13).

VIIL.4.5. Extracto cloruro metilénico de albura de C. platyloba

C. acutatum 5446, C. acutatum 10, C. acutatum 21 y C. acutatum 25 fueron sensibles al extracto
cloruro metilénico de albura. En Olygoporus sp 5319 no se encontré diferencia significativa entre los
tratamientos y el Tecto 60°. En P. viticola 5120 y D. phaseolarum se observé un efecto fungistatico en el

extracto de albura (Cuadro 14).

VIIL.4.6. Extractos metanoélicos de C. platyloba

C. acutatum 5446, C. acutatum 10, C. acutatum 21 y C. acutatum 25 fueron insensibles a los
extractos metandlicos de albura y duramen. En Olygoporus sp 5319 no se encontrd diferencia
significativa entre los extractos y el Tecto 60°. En D. phaseolarum los extractos metandlicos estimularon

el crecimiento (Cuadro 15).

Cuadro 13. Actividad antifungica del extracto hexanico de albura de C. platyloba. Los valores
presentados son el promedio del dia 4. Celdas con la misma letra en cada fila no presentan diferencia
significativa. Tukey a = 0.05

iNDICE DE CRECIMIENTO

Tecto 60 Etanol Albura

Control (+) Control (-) C. platyloba
C. acutatum 5446 0.56+0.02a 1.0+0.0b 0.57+0.03a
C. acutatum 10 0.49+0.0a 1.0+0.0b 0.67+0.08 a
C. acutatum 21 0.52+0.01a 1.0£0.0b 0.71+0.01a
C. acutatum 25 0.5+0.01a 1.0£0.0b 0.57+0.01a
Olygoporus sp 5319 0.92+0.04 b 1.0£00b 0.0+0.0a
P. viticola 5120 0.0+0.0a 1.0+0.0b 0.64 +0.06 b
D. phaseolarum 0.0+0.0a 1.0+0.0b 0.54+0.0b
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Cuadro 14. Actividad antifingica del extracto cloruro metilénico de albura de C. platyloba. Los valores
presentados son el promedio del dia 4. Celdas con la misma letra en cada fila no presentan diferencia
significativa. Tukey a = 0.05

iNDICE DE CRECIMIENTO

Tecto 60 Etanol Albura

Control (+) Control (-) C. platyloba
C. acutatum 5446 0.57+0.02a 1.0£0.0b 0.65+0.03a
C. acutatum 10 0.49+0.0a 1.0+0.0b 0.67 £0.08 a
C. acutatum 21 0.57+0.01a 1.0+£0.0b 0.77 £0.07 a
C. acutatum 25 0.5+0.01a 1.0+0.0b 0.57£0.02a
Olygoporus sp 5319 0.92+0.04 a 1.0+0.0a 0.75+0.10 a
P. viticola 5120 0.0+0.0a 1.0+0.0b 0.66+0.10 b
D. phaseolarum 0.0+x0.0a 1.0+00b 1.2+0.02b

Cuadro 15. Actividad antifungica de los extractos metandlicos de C. platyloba. Los valores presentados
son el promedio del dia 4. Celdas con la misma letra en cada fila no presentan diferencia significativa.
Tukey a =0.05

iNDICE DE CRECIMIENTO

Tecto 60 Etanol Duramen Albura

Control (+) Control (-) C. platyloba C. platyloba
C. acutatum 5446 0.57+0.02a 1.0+x0.0b 1.1+0.03 ¢ 0.95+0.01b
C. acutatum 10 0.57+0.0a 1.0+0.0b 0.94+0.10 b 0.88+0.01b
C. acutatum 21 0.52+0.01a 1.0+x0.0b 0.98+0.03 b 0.98+0.03 b
C. acutatum 25 0.51+0.01a 1.0+0.0b 0.87 +£0.08 b 0.88+0.08 b
Olygoporus sp 5319 0.92+0.04 b 1.0£00b 0.82+0.07b 0.94+0.0b
P. viticola 5120 0.0+0.0a 1.0+0.0c 0.92+0.01b 0.89+0.01b
D. phaseolarum 0.0+0.0a 1.0+0.0b 1.2+0.06 ¢ 1.2+0.02¢
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Figura 15. Imagenes ilustrativas del actividad antifungica del extracto metandlico de C. platyloba. C.
acutatum 5446, a) dia 2, b) dia 3 y c) dia 4. C. acutatum 10, d) dia 2, e) dia 3 y f) dia 4. C. acutatum 21,
g)dia 2, h)dia 3 ei)dia4y C. acutatum 25, j) dia 2, k) dia 3 y I) dia 4.

Figura 16. Imagenes ilustrativas del actividad antifiungica del extracto metandlico de C. platyloba.
Olygoporus sp 5319, a) dia 2, b) dia 3 y c) dia 4; P. viticola 5120, d) dia 2, e) dia 3 y f) dia 4. D.
phaseolarum, g) dia 2, h) dia 3 e i) dia 4.
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IX. DISCUSION

Los aceites esenciales presentaron diferencia en cuanto a su composicion quimica, ya que
dependio de la especie vegetal y érgano. C. coriaria presentdé un componente comun en los tres érganos
(corteza, albura, duramen) el n-butil octadecanoato, el cual también se identificd en corteza y albura de C.
platyloba con un 6.81 y 1 % respectivamente. Los compuestos quimicos mas abundantes para los aceites
esenciales de C. coriaria son: escualeno con un 22.01 % en corteza, cis,cis,cis-7, 10,13-hexadecatrienal
con 4.2 % en albura y (E)-6,10-dimetil-5, 9-undecandien-2-ona con 5.35 % en duramen. Leén Hernandez
en el 2010, reporta el efecto citotdxico que ejerce el escualeno sobre diferentes lineas celulares y Artemia
salina. En C. platyloba los compuestos quimicos mas abundantes fueron el 2, 4-bis (1, 1-dimetietil) fenol
con 28.68 % en corteza, 1,2,4-trimetilbenceno en albura con 20.15 % y Kaur-16-eno con 19.2 % en

duramen.

Ninguno de los aceites esenciales presentd actividad inhibitoria sobre la germinacion de esporas del
hongo fitopatégeno C. lindemuthianum, al contrario los aceites esenciales fueron estimulantes de la
germinacion, lo cual nos indica que alguno de los componentes quimicos presentes en C. coriaria y C.

platyloba tienen la propiedad de ser nutrientes o inductores de la germinacién del hongo.

En los hongos fitopatdgenos evaluados causantes de la pudricion peduncular en aguacate se utilizé
el fungicida comercial Tecto 60°, el cual mostré efectividad contra P. viticola 5120 y D. phaseolarum con
un IC = 0.0, lo cual nos indica que tienen efecto fungicida contra estas dos cepas. Los extractos
hexanicos de C. coriaria muestran mayor actividad al momento de inhibir el crecimiento de los hongos
fitopatdégenos, por lo cual se infiere que los componentes no polares presentes en los extractos hexanicos

son mas potentes.

Para inhibir el crecimiento de los hongos fitopatégenos a las 72 h, los extractos hexanicos
presentaron el siguiente comportamiento: para el efecto fungicida el extracto hexanico de duramen de C.
coriaria fue activo contra tres de los siete hongos evaluados. Este efecto se ve favorecido por la
abundancia de los acidos grasos presentes en el extracto: acido n-hexadecanoico y el acido oleico.
Estudios llevados a cabo en extractos de frutos maduros de un arbusto silvestre de arandano (Cipollini y
Stiles, 1992a, 1992b y 1993), indicaron que los compuestos antifungicos principales en la fruta fueron
solubles en agua, los cuales son de tipo fenol y acido graso. Los autores también observaron un aumento
en la actividad antifungica de los extractos en presencia de acidos organicos (1 % de acido citrico)
sugiriendo que la actividad se debe a la interaccion entre los compuestos fendlicos de los extractos y los

acidos grasos.

Los extractos cloruro metilénicos presentaron actividad antifungica minima. Sin embargo, los IC del

extracto de albura fueron menores a los observados en los extractos de corteza y duramen, se infiere que
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esta disminucion en los valores del IC sea debida a la presencia del compuesto fendlico 3,5-bis(1,1-
dimetil)-fenol. Wharton y Julian en 1996, reportaron sobre la infeccion de cultivos de arandano
resistentes a C. acutatum que los compuestos fendlicos se acumulan en las células infectadas vy
rodeaban las hifas del hongo en un proceso similar al observado en otro tipo de interacciéon hospedero
resistente-Colletotrichum. La posicion y el numero de sustituyentes hidroxilo (OH) en el anillo parece estar
relacionada directamente con la toxicidad frente a los microorganismos por lo que se infiere que un
aumento en la hidroxilacion se liga a una mayor toxicidad (Geissman, 1963). Los extractos cloruro
metilénicos fueron estimulantes de crecimiento el cual fue favorecido por el tipo de extracto siendo el
extracto cloruro metilénico de duramen de C. coriaria el mas activo, ya que propicié el crecimiento de
cinco de los siete hongos evaluados, los cuales presentaron un IC > 1. El extracto cloruro metilénico de
corteza estimulé el crecimiento de tres de los siete hongos. Con esto inferimos que los extractos cloruro
metilénicos tienen componentes de polaridad intermedia que se desempefian como nutrientes 0 que son
intermediarios de interrumpir la latencia de expresion fungal. Los extractos metandlicos de C. coriaria 'y C.
platyloba presentan actividad fungistatica en cinco de los siete hongos evaluados y favorecen el

crecimiento de P. viticola 5120 y D. phaseolarum.

El uso constante y manejo poco apegado a las normas de sanidad, ha originado resistencia en los
microorganismos que deterioran cultivos de importancia agricola. Espinoza en el 2010, observo la
resistencia in vitro de C. acutatum, Olygoporus sp, P. viticola y F. oxysporum a los fungicidas de uso
comercial como: Bankit®, Benlate®, Cu,S0,” y Tecto 60° registrando indices de crecimiento superiores al
50 % vy el efecto antifungico de los extractos hexanicos, cloruro metilénicos y metandlicos de flor, hoja,
fruto y tallo de C. coriaria y C. platyloba (Espinoza, 2010). En el presente trabajo se observo el efecto
antifungico de los extractos organicos in vitro de corteza, albura y duramen de C. coriaria y C. platyloba,
con indices de crecimiento menores al 50 % mostrando tener mayor efectividad que los fungicidas de uso
comercial. Con el presente trabajo, iniciado por Espinoza, se concluye el escrutinio antifungico de C.
coriaria y C. platyloba lo cual nos sugiere que contienen metabolitos secundarios con actividad
antifungica. Por lo que se debe considerar el estudio fitoquimico de los compuestos responsables de

efecto antifungico observado.
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X. CONCLUSION

Los aceites esenciales de madera de C. coriaria y C. platyloba difieren en su composicién

quimica y presentan actividad antifingica sobre hongos fitopatégenos.
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