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RESUMEN

En este estudio se determind la composi-
cion quimica de los aceites esenciales de
hojas de Ocotea longifolia y O. ma-
crophylla obtenidos mediante destilacién
por arrastre con vapor, y se evalud la acti-
vidad antifiingica e insecticida de los acei-
tes esenciales para estimar su uso como
posibles plaguicidas. El rendimiento del
aceite esencial de O. longifolia fue supe-
rior al 0,2 %, mientras que el rendimiento
del aceite esencial de O. macrophylla fue
inferior al 0,1 %. El analisis de los aceites
por CG/EM permitio la identificacion de
a-terpinoleno (80,91%) y a-felandreno
(4,74%) como componentes principales
del aceite O. longifolia, y espatulenol
(15,91%), y-muuroleno (15,4%) y bici-
clogermacreno (14,58 %) como los prin-

cipales componentes de O. macrophylia.
El aceite esencial de O. longifolia mostr6
actividad fumigante significativa contra
Sitophilus zeamais (CLs, 280,5 uL/L
aire). Adicionalmente se evalud la activi-
dad antifingica de los aceites esenciales,
encontrandose un bajo efecto inhibidor en
el crecimiento de los hongos fitopatoge-
nos Fusarium oxysporum f. sp. dianthi y
Botrytis cinerea.

Palabras clave: Ocotea longifolia, O.
macrophylla, Sitophilus zeamais, Fusa-
rium oxysporum f. sp. dianthi, Botrytis
cinerea, biocontrolador.

ABSTRACT

This study determined the chemical com-
position of the essential oils isolated from
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leaves of Ocotea longifolia and O. ma-
crophylla by steam distillation and the
antifungal and insecticide activities of es-
sential oils as potential pesticides were tes-
ted. The yield of essential oil of O. longifo-
lia was more than 0.2 %, while the essential
oil yield of O. macrophylla was less than
0.1%. GC/MS analysis allowed the identi-
fication of a-terpinolene (80.91%) and
a-phellandrene (4.74%) as the main
constituents of O. longifolia oil, and spat-
hulenol (15.91%), y-muurolene (15.4%)
and bicyclogermacrene (14.58%) as the
major constituents of O. macrophylla.
The essential oil of O. longifolia showed
significant fumigant activity against Si-
tophilus zeamais (LCsy 280.5 uL/L air),
and could become an alternative to
synthetic pesticides for controlling this
pest. The antifungal activity of the essen-
tial oils also was evaluated. The essential
oils showed low inhibitory effect on the
growth of the phytopathogen fungi Fu-
sarium oxysporum f. sp. dianthi and
Botrytis cinerea.

Key words: Ocotea longifolia, O. ma-
crophylla, Sitophilus zeamais, Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi, Botrytis cine-
rea, biocontroller.

RESUMO

Neste estudo nds determinamos a compo-
sicdo quimica dos Oleos essenciais das
folhas de Ocotea longifolia e O. ma-
crophylla obtidas por destilacio a vapor
e avaliaram a atividade antifingica e in-
seticida de 6leos essenciais para estimar
a sua possivel utilizacdo como pestici-
das. O rendimento do dleo essencial de
O. longifolia foi superior a 0,2%, en-
quanto o rendimento dodleo essencial de

200

0. acrophylia foi inferior a 0,1%. A ana-
lise dos dleos por CG/EM permitiu a
identificacido de a-terpinolene (80,91 %)
e a-felandreno (4,74%) como os princi-
pais componentes do 6leo de O. longifo-
lia, e espatulenol (15,91 %), y-muuroleno
(15,4%) e biciclogermacreno (14,58%)
como oS principais componentes do 6leo
de O. macrophylla. O bleo essencial de
O. longifolia mostraram atividade signifi-
cativa contra Sitophilus zeamais (CLs,
280,5 uL/L ar), e pode se tornar uma al-
ternativa aos inseticidas sintéticos para o
controle desta praga. A atividade antiftin-
gica de Oleos essenciais também foi
avaliada. Os Gleos essenciais de O. longi-
folia e O. macrophylla apresentaram baixo
efeito inibitdrio sobre o crescimento dos
fungos Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
e Botrytis cinerea.

Palavras-chave: Ocotea longifélia, O.
macrophylla, Sitophilus zeamais, Fusa-
rium oxysporum f. sp. dianthi, Botrytis
cinérea, biocontrole.

INTRODUCCION

Las pérdidas de cosechas causadas por el
ataque de insectos y enfermedades es un
problema que atenta contra la seguridad
alimentaria, ademas de causar grandes
pérdidas econémicas a nivel mundial (1,
2). Los insectos plaga causan a menudo
considerables pérdidas de productos alma-
cenados en ambientes tropicales y semitro-
picales. Las especies del género Sitophilus
constituyen la plaga que mds afecta granos
y cereales almacenados debido a su distri-
bucién cosmopolita y al gran nimero de
producos que ataca (arroz, trigo, maiz,
lentejas, entre otros) (3, 4). S. zeamais
(gorgojo del maiz), S. oryzae (gorgojo del
arroz) y S. granarius son los principales
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representantes de este género. Estos insec-
tos se alimentan directamente del grano al-
macenado, causando efectos desfavora-
bles en la calidad, seguridad y conser-
vacion de los alimentos (5, 6).

Las pérdidas de cultivos debidas a las
enfermedades causadas por hongos pue-
den ascender a un 12% en paises en vias
de desarrollo. Patogenos como Fusarium
oxysporum y Botrytis cinerea generan
graves dafios a nivel agricola en las etapas
pre y poscosecha (7). F. oxysporum es un
hongo cosmopolita que existe en muchas
formas patogénicas, parasitando mas de
cien especies de plantas Gimnospermas y
Angiospermas, gracias a los diversos me-
canismos que tiene para vencer las defen-
sas de muchas plantas. Este microorga-
nismo causa marchitamiento vascular en
las plantas hospedantes, ademdas de pro-
ducir toxinas que contribuyen al marchi-
tamiento por afeccion en la permeabilidad
de las membranas celulares, alterando asi
el metabolismo celular (8, 9). B. cinerea
es el agente causal de la “pudricion gris”,
que infecta a mas de 200 especies vegeta-
les, entre las que se incluyen frutales,
plantas ornamentales y una serie de horta-
lizas. Este patogeno puede atacar a los
cultivos en cualquier estado de su desa-
rrollo, e infectar cualquier parte de la
planta, al colonizar hojas, tallos, flores,
tubérculos y frutos (10).

Los pesticidas sintéticos han sido am-
pliamente utilizados para el control de
plagas y enfermedades de las plantas,
pero su aplicacién indiscriminada ha oca-
sionado diversos problemas, como la acu-
mulacién de residuos toxicos en los pro-
ductos tratados, la contaminacion
ambiental y la resistencia desarrollada
por las plagas ante estos plaguicidas, en-

tre otros (1, 7, 11). Debido a los inconve-
nientes generados por el uso continuo de
agroquimicos convencionales, se ha in-
crementado la necesidad de desarrollar
nuevos biocontroladores que permitan
tratar las plagas que afectan a muchas
plantas fuentes de alimento o de uso in-
dustrial.

Los aceites esenciales son fuentes bo-
tanicas potenciales para encontrar o desa-
rrollar nuevos agroquimicos, pues se ca-
racterizan por presentar baja toxicidad
para animales de sangre caliente, alta vo-
latilidad y toxicidad para plagas de granos
almacenados y microorganismos que
afectan las plantas (12, 13). Las plantas
del género Ocotea son apetecidas por sus
aceites esenciales, los cuales son muy uti-
lizados en las industrias de saborizantes y
perfumeria por sus propiedades antioxi-
dantes y antimicrobianas. Por ejemplo,
los aceites esenciales de O. cymbarum,
0. caudata (palorosa peruano), O. pre-
tiosa (sasafras brasilefio) y O. usamba-
rensis (alcanforero africano) son produc-
tos de importancia econdémica en la
industria perfumera (14, 15).

En el presente articulo, se reporta la
composicion quimica, la actividad insec-
ticida sobre S. zeamais y la actividad anti-
fingica sobre F. oxysporum t. sp. dianthi
de los aceites esenciales obtenidos de las
hojas de dos plantas colombianas de la fa-
milia Lauraceae, O. longifolia 'y O. ma-
crophylla.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La especie Ocotea longifolia se recolectd
en enero de 2008, en el municipio de Ico-
nonzo (Tolima); la especie Ocotea ma-
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crophylla, en junio de 2006, en el munici-
pio de Nocaima, vereda San Juanito, al
lado de la carretera Nocaima-Vergara
(Cundinamarca). Las dos muestras vege-
tales fueron colectadas por el quimico
M.Sc. Wilman Delgado. Las muestras
vegetales fueron determinados en el Her-
bario Nacional Colombiano del Instituto
de Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de Colombia, Bogota, Colom-
bia. Un espécimen de O. longifolia y uno
de O. macrophylla reposan en el mismo
herbario, con los nimeros de coleccion
COL-522892 y COL-517191, respectiva-
mente.

Obtencion de aceites esenciales

Las hojas frescas (2 kg aprox.) de cada es-
pecie se sometieron a destilacion por arras-
tre con vapor por 2 horas. Los aceites esen-
ciales obtenidos se secaron sobre sulfato de
sodio anhidro y fueron almacenados entre
0-5 °C, para su posterior analisis.

Analisis por CG/FID

El anélisis de los compuestos volatiles
se realiz en el equipo Hewlett Packard
5890 GC system con una columna capilar
50 m x 0,25 mm X 0,25 micras,
HP-5MS, Crossbond 5% difenil 95% di-
metilpolisiloxano, Sigma-Aldrich) direc-
tamente acoplado a un detector de ioniza-
cion de llama (FID) a 280 °C. Las
condiciones de anilisis fueron: tempera-
tura del inyector 250 °C; columna: 45 °C
(2 min) @ 150 °C 2 °C/min (5 min) @
280 °C 8 °C/min (5 min); split 30:1 du-
rante 1,50 minutos. Se empled helio
como gas portador con flujo constante de
1 mL/min. 20 #L de la muestra se diluye-
ron en 1 mL de diclorometano y se in-
yects 1 uL de esta solucion.
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Analisis por CG/EM

El analisis por CG/EM se llevo a cabo en
el modo IE en el equipo Hewlett Pac-
kard-5890 GC system con columna capi-
lar (50 m X 0,25 mm X 0,25 um,
HP-5MS, Crossbond 5% difenil 95% di-
metilpolisiloxano) acoplado a un detector
selectivo de masas Hewlett Packard
5973. Las condiciones de la inyeccion
fueron las mismas que las descritas ante-
riormente. El espectrometro de masas se
operd a 70 eV en modo full scan.

Determinacién de los componentes
de los aceites esenciales

La determinaciéon de los constituyentes
quimicos se basé en la comparacion de
los espectros de masas y los indices de re-
tencion con los obtenidos de las bibliote-
cas Wiley 138.L, 75K.L NBS y SDB y
los publicados por Adams. Los indices de
retenciéon (IR) se calcularon de acuerdo
con lo reportado en la literatura (16).

Insectos

Los gorgojos del maiz se obtuvieron de
una colonia mantenida en el Laboratorio
de Entomologia, en el Departamento de
Agronomia de la Universidad Nacional
de Colombia, sede Bogota. Los gorgojos
se mantuvieron en los granos de maiz.
Los insectos adultos, entre 1-10 dias de
edad, se utilizaron para los ensayos de to-
xicidad fumigante. El pie de cria se
mantuvo en la oscuridad a25 + 1 °Cy
humedad relativa 70 + 5%.

Cepas fiingicas

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi se ob-
tuvo de la cepa mantenida en el Laborato-
rio de Hospedero Pat6geno, Departamen-
to de Quimica de la Universidad Nacional
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de Colombia. La cepa flingica es mante-
nida en medio de agar-papa-dextrosa
(PDA) en incubadora a 25 + 1 °C.

Botrytis cinerea se obtuvo de la cepa
mantenida en el Laboratorio de Quimica,
Jardin Botanico José Celestino Mutis. La
cepa flingica es mantenida en medio de
agar-papa-dextrosa (PDA) en una incuba-
doraa25 + 1 °C.

Ensayo de actividad insecticida

Para determinar la toxicidad volatil de
los aceites esenciales, se aplicaron dosis
de aceite entre 1-11 4L (50-500 uL/L
aire) sobre discos de papel filtro (What-
man No. 1) de 2 cm de diametro coloca-
dos dentro de un vial de vidrio de 1,5 mL
de volumen, el cual fue colocado en el in-
terior de otro vial de mayor tamaiio (22
mL) que contenia 10 insectos adultos
(1-6 dias de emergidos); el vial grande se
tap6 con tapa rosca. Como controles po-
sitivos se emplearon Fosfamin con fosfi-
na como ingrediente activo (100 ug/L
aire) y Nuvan 50, que contiene clorvox
como ingrediente activo (50 uL/L aire).
El control negativo se realiz6 de la mis-
ma manera, pero sin la aplicacién de nin-
guna sustancia. Los viales se mantuvie-
ron en condiciones controladas de
temperatura'y humedad 25+ 1°Cy 70+
5% r.h.). Cada ensayo se realizo por tri-
plicado. La mortalidad de los insectos
fue determinada a las 24 h (17). El por-
centaje de mortalidad de los insectos
(%M) se calcul6é empleando la formula
de correccion de Abbott (18). El analisis
probit se us6 para determinar los valores
de CLs,, asi como el correspondiente in-
tervalo de confianza del 95% (19).

Ensayo de actividad antifiingica
in vitro

Para el ensayo de actividad antifingica in
vitro, se emple6 PDA como medio de cul-
tivo, preparado en cajas de Petri de vidrio
(90 mm x 15 mm). Discos de 5 mm de agar
cubierto con la cepa flingica activa se colo-
caron en el centro de las cajas de Petri, y
discos de papel esterilizados se ubicaron a
2 cm de la mitad de las cajas de Petri. Una
alicuota de 15 uL de cada aceite esencial se
afiadi6 en los discos de papel en cada una
de las cajas con PDA (colocando maximo
5 uL por disco). Las cajas se sellaron con
Parafilm inmediatamente después de agre-
gar cada aceite esencial y se incubaron por
3 dias a 25 °C. El didmetro del micelio del
hongo se midi6 y se compard con el del
control no tratado para determinar el por-
centaje de inhibicioén del crecimiento cau-
sado por cada aceite. Los ensayos se reali-
zaron por triplicado. Como control
positivo se empleé Benomyl (benzimida-
zol - 200 ppm) (20).

Analisis estadistico

Los datos se presentan como media +
1DE. La significancia estadistica fue deter-
minada por las pruebas de Duncan y Tu-
key; el anilisis de varianza ANOVA se uti-
liz6 para determinar si existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los re-
sultados obtenidos en ensayos de actividad
antifingica e insecticida. La significancia
estadistica fue aceptada a P < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion quimica de los aceites
esenciales

Los resultados de la composicién de los
aceites esenciales de O. longifolia y O.
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macrophylla se presentan en la Tabla 1,
donde se observa que los aceites contie-
nen principalmente monoterpenos y ses-
quiterpenos. Los componentes volatiles
determinados constituyen entre 72-98%
de la composicidn de los aceites esencia-
les de las dos especies del género Ocotea.
Los monoterpenos son los componentes
mas abundantes en el aceite de O. longifo-
lia, representando mas del 90 %, mientras
que para el aceite de O. macrophylla los
monoterpenos  solo  constituyen un
6,20% , siendo los componentes minorita-
rios. Los sesquiterpenos representan el
70,62% de la composicién del aceite
esencial de O. macrophylla.

Los componentes mayoritarios encon-
trados en el aceite esencial de hojas de O.
longifolia fueron a-terpinoleno (80,91%) y
a-felandreno (4,74 %). La composicioén de
este aceite esencial fue caracterizada en
97,87%. Los componentes que no fueron
determinados corresponden principalmente
a sesquiterpenos. Es importante resaltar
que el rendimiento del aceite esencial de
hojas de O. longifolia fue de 0,23%. El
aceite esencial de hojas de O. macrophylla
contiene  principalmente  espatulenol
(15,91%), y-muuroleno (15,40%) y bici-
clogermacreno (14,58%). Aproximada-
mente el 71,90% de la composicién del
aceite esencial de O. macrophylla fue ca-
racterizado. Los componentes que no pu-
dieron determinarse corresponden a sesqui-
terpenoides principalmente. La composi-
cién quimica detallada de los aceites esen-
ciales de hojas de O. longifolia y O. ma-
crophylla se reporta por primera vez en este
estudio.

Los compuestos a-pineno, 3-pineno,
O-elemeno, «a-copaeno, [-cariofileno,
a-humuleno, biciclogermacreno, d-cadi-
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neno y a-cadinol, estan presentes en los
dos aceites esenciales en proporciones in-
feriores al 3%. La abundancia de mono-
terpenos y sesquiterpenos en los aceites
esenciales estudiados est4 de acuerdo con
los reportes hechos para algunos aceites
esenciales de diferentes 6rganos vegeta-
les de especies del género Ocotea (21).

Actividad insecticida de los aceites
esenciales

La toxicidad de los aceites esenciales eva-
luada sobre S. zeamais empleando dife-
rentes dosis de cada aceite se muestra en
la Figura 1. En la figura se observa que el
aceite esencial de O. longifolia presenta
actividad insecticida sobre la plaga ensa-
yada, mientras que el aceite esencial de
hojas de O. macrophylla no presenta di-
cha actividad. En la figura también se
puede observar que la actividad insectici-
da del aceite de O. longifolia aumenta
proporcionalmente con la dosis de aceite
aplicada, causando una mortalidad supe-
rior al 90 % a una dosis de 500 uL/L aire.
La concentracion letal 50 determinada
para el aceite esencial de O. longifolia co-
rresponde a CLs, = 280,5 (255,6 -
307,8) uL/L aire.

La actividad fumigante del aceite esen-
cial de O. longifolia puede ser atribuida a
la presencia de a-terpinoleno, monoter-
peno mayoritario en el aceite esencial, y
para el cual se ha reportado que causa una
mortalidad superior al 90% en especies
del género Sitophilus a bajas concentra-
ciones (22, 23). La actividad insecticida
del aceite esencial de O. longifolia tam-
bién puede deberse a la presencia de algu-
NOS compuestos que no estan presentes en
el aceite esencial de hojas de O. ma-
crophylla.
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Tabla 1. Composicion quimica relativa de los aceites esenciales de hojas de O. longifolia'y O.

macrophylla.
Area (%)
Constituyentes IR* 0. longifolia 0. macrophylla
a-Pineno 937 0,23 0,38
p-Pineno 981 1,29 0,24
f-Mirceno 990 0,85
a-Felandreno 1002 4,74
a-Terpineno 1016 0,74
p-Cimeno 1023 0,41
Limoneno 1034 0,89
E-3-Ocimeno 1053 1,18
y-Terpineno 1065 0,43
a-Terpinoleno 1091 80,91
O0-Elemene 1339 0,37
a-Cubebeno 1350 1,07
a-Copaeno 1378 1,79 1,30
B-Cubebeno 1391 2,64
a-Gurjuneno 1409 0,81
p-Cariofileno 1417 0,35 2,55
B-Gurjuneno 1425 0,36
«a-Humuleno 1454 0,23 1,26
Alloaromadendreno 1468 1,74
y-Muuroleno 1478 15,40
Germacreno D 1479 0,53
Biciclogermacreno 1491 0,81 14,58
a-Bisaboleno 1504 0,94
Cubeol 1512 0,99
d-Cadineno 1521 2,07 1,40
Germacreno B 1562 1,07
Espatulenol 1572 15,91
Carotol 1593 0,51
Widdrol 1598 1,48
Cubeol <1-epi> 1630 1,40
a-Cadinol 1658 0,42 2,08
Acetato de hinesol 1782 2,76
Fitol 1955 0,26
Eicosano 2200 0,40
Monoterpenos -—- 91,67 0,62
Sesquiterpenos - 6,20 70,62
TOTAL --- 97.87 71.90

 Indice de Retencion de Kovats calculado

205

ioquimica

Organicay B



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 39, nro. 2 DE 2010

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% de mortalidad

0 200

O. longifolia
O. macrophylla

400 600

Concentracion (uL/L de aire)

Figura 1. Porcentaje de mortalidad de S. zeamais después de 24 h de exposicion a diferentes dosis del aceite

esencial de O. longifolia y O. macrophylla.

Los fumigantes comerciales, Fosfamin
(100 ug/L aire) y Nuvan 50 (50 uL/L aire),
mostraron 100% de mortalidad después de
1 h de exposicion a los insectos.

Actividad antifiingica de los aceites
esenciales

Los aceites esenciales también se eva-
luaron como fumigantes sobre dos hon-
gos, F. oxysporum f. sp dianthi y B. cine-
rea. Los aceites presentaron baja activi-
dad fumigante sobre los hongos fitopa-
tégenos a la concentracion mas alta eva-
luada, actividad que no fue muy significa-
tiva al comparar la inhibicién causada por
los aceites con la inhibicion de crecimien-
to debida al Benomy! (superior al 90% a
la dosis evaluada), y por tanto no se deter-
min6 la actividad antifiingica de los acei-
tes esenciales a menores concentraciones.
El aceite esencial de hojas de O. longifo-
lia inhibi6 el crecimiento de F. oxyspo-
rum f. sp. dianthi en 31,2 + 0,45% y el
de B. cinereaen 32,8 + 0,21 %, mientras
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que el aceite esencial obtenido de las ho-
jas de O. macrophylla inhibi6é en 17,9 +
0,37% el crecimiento de F. oxysporum f.
sp. dianthi y en 13,2 +0,32% el creci-
miento de B. cinerea. La actividad anti-
fangica exhibida por el aceite esencial de
O. longifolia puede deberse a la presencia
de a-terpinoleno, compuesto que ha exhi-
bido actividad antifingica sobre diferen-
tes hongos fitopatogenos, incluidos F.
oxysporumy B. cinerea (24-26). La inhi-
bicion del crecimiento de los hongos cau-
sada por el aceite esencial de hojas de O.
macrophylla puede deberse a la presencia
de bajas cantidades de a-pineno, -pine-
no, B-cariofileno y a-cadinol, sustancias
para las que se ha reportado actividad an-
tiftingica sobre diversos hongos fitopatd-
genos (27-29).

CONCLUSION

Este documento constituye el primer re-
porte de la composicién quimica y la acti-
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vidad insecticida y antiflingica de los
aceites esenciales de hojas de las especies
0. longifolia y O. macrophylla. Los mo-
noterpenos son los componentes mas
abundantes en el aceite de O. longifolia,
mientras que los sesquiterpenos son los
componentes mayoritarios del aceite
esencial de O. macrophylla. El aceite
esencial de hojas de la especie O. longifo-
lia present6 una significativa actividad fu-
migante sobre S. zeamais, por lo que po-
dria llegar a ser una alternativa potencial
para el control de estos insectos plaga,
con la realizacion de estudios de actividad
mas especificos que permitan determinar
su aplicabilidad y seguridad. Los aceites
esenciales evaluados causaron una baja
inhibicién en el crecimiento de los hongos
F. oxysporum {£. sp. dianthi y Botrytis ci-
nérea (menores al 40%).
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