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Resumen

En este trabajo se identifican los compuestos quimicos presentes en los aceites
esenciales de cinco especies de frailejones y se evalud su actividad bioldgica
frente a diferentes microorganismos. Los aceites esenciales de las hojas frescas de
Espeletia argentea, Espeletia barclayana, Espeletia killipii, Espeletia summapacis
y Espeletiopsis corymbosa fueron extraidos por hidrodestilacion. La composicion
quimica de los aceites esenciales fue determinada mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Los aceites esenciales de algunas
de las especies fueron evaluados frente a hongos (Fusarium sp., Chaetomium sp.,
Botrytis sp., Penicillium sp., Alternaria sp.), la bacteria Staphylococcus aureus ATCC
25923, asi como frente a la levadura Candida sp. mediante el método de difusion
en agar. Los compuestos mayoritarios identificados en los aceites esenciales fueron
a-pineno, B-pineno, sabineno, p-cimeno, limoneno, a- y B-felandreno. Por otra
parte, los aceites esenciales de cuatro especies de Espeletia mostraron actividad
frente a Fusarium sp. y Chaetomium sp. en comparacion con un control comercial.
Ademas, los aceites de E. argentea 'y E. corymbosa fueron evaluados posteriormente
frente a cepas de Botrytis sp., Penicillium sp. y Alternaria sp. Se encontré que el
aceite esencial de E. argentea tiene un porcentaje de inhibicién del 30% al 80% en
las cepas evaluadas.

Abstract

This study identifies the chemical compounds present in the essential oils of five
species of frailejones and evaluates their biological activity against various microor-
ganisms. The essential oils from the fresh leaves of Espeletia argentea, Espeletia
barclayana, Espeletia killipii, Espeletia summapacis, and Espeletiopsis corymbosa
were extracted through hydrodistillation. The chemical composition of the essential
oils was determined using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The es-
sential oils of some species were tested against fungi (Fusarium sp., Chaetomium sp.,
Botrytis sp., Penicillium sp., Alternaria sp.) and the bacteria Staphylococcus aureus
ATCC 25923, as well as the yeast Candida sp., using the agar diffusion method. The
major compounds identified in the essential oils were a-pinene, B-pinene, sabinene,
p-cymene, limonene, and a- and B-phellandrene. Additionally, the essential oils of
four Espeletia species exhibited activity against Fusarium sp. and Chaetomium sp.
when compared to a commercial control. Furthermore, the oils of E. argentea and
E. corymbosa were subsequently tested against strains of Botrytis sp., Penicillium
sp., and Alternaria sp. It was found that the essential oil of E. argentea exhibited
inhibition rates ranging from 30% to 80% against the tested strains.
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Introduccion

En la region neotropical, por encima del limite supe-
rior de los bosques andinos de Ecuador, Colombia, Vene-
zuela, Perd, Panama y Costa Rica, se extiende el bioma
de paramo que alberga una enorme y singular diversidad
biolégica, por lo cual, se considera el ecosistema de alta
montafia mas biodiverso en el planeta (Diazgranados &
Castellanos 2021).

Colombia posee la mitad de la superficie global de
los paramos, teniendo ademas la mayor riqueza con 90
especies reconocidas de frailejones (Diazgranados &
Castellanos 2021), individuos que se identifican como
las plantas mas emblematicas que representan el para-
mo. No obstante, los paramos son ecosistemas vulnera-
bles que enfrentan grandes amenazas por la ganaderia
extensiva, el aumento de la frontera agricola, el turismo
no controlado, las especies invasoras y el cambio clima-
tico que a futuro puede afectar la presencia y el manteni-
miento de diversas poblaciones de frailejones (Rivera &
Rodriguez 2011, Diazgranados 2015).

Los frailejones producen resinas de aromas agrada-
bles que se utilizaban como incienso y en la fabricacion
de jabones (Baruch 1979, Garcia- Barriga 1992). Tam-
bién, se han usado para tratar el reumatismo (Acosta-
Solis 1937b citado por De la Torre et al., 2006), enfer-
medades respiratorias (Baez et al. (1999), problemas del
sistema circulatorio, embarazo, parto y otitis (Bussmann
etal. 2018).

De las especies de Espeletia y Espeletiopsis se han
aislado e identificado diferentes compuestos quimicos,
entre ellos, diterpenos, triterpenos, sesquiterpenlacto-
nas, flavonoides y derivados del acido cafeico. A partir
de la resina de Espeletia grandiflora se identificaron los
diterpenos: ent-kaur-16-eno, ent-kaur-16-en-19-al, ent-
kaur-16-en-19-o0l, acido kaurenoico, acido grandiflo-

rolico y acido grandiflorenico (Piozzi et al. 1968, 1971
citado por Padilla-Gonzalez et al. 2017). De las hojas
de E. tunjana se aislaron el acido kaur-9(11),16-dien-
19-oico, ent-kaur-16-en-19-ol y acetato de longipilina
(Torrenegra et al. 1994, Torrenegra & Téllez 1995). Del
extracto etéreo de las hojas e inflorescencias de E. killi-
pii se obtuvieron quercetina, 3-metoxiquercetina, acido
kaur-9(11),16-dien-19-oico y kaur-16-en-19-ol, Poli-
matina B, acetato de longipilina, friedelina, sitosterol y
estigmasterol (Torrenegra et al. 1994). En las hojas de
E. argentea y en E. barclayana se identificé un triterpe-
no tipo cicloartano (Tellez et al. 1998). De las hojas de
E. semiglobulata se aislaron acido kaurénico y kaurenal
(Aparizio et al., 2013). De E. barclayana se han reporta-
do el acido 5-0-(E)-caffeoilquinico, acido 1,3-di-O-(E)-
caffeoilquinico, acido 1,5-di-O-(E)- caffeoilquinico, acido
3,4-di-0-(E)-caffeoilquinico y 3-O-metilquercetina-7-0-
B-glucopiranosido (Padilla-Gonzalez et al., 2017).

Los estudios de composicién de los aceites esenciales
de especies de los géneros Espeletia y Espeletiopsis han
reportado entre los compuestos mayoritarios monoter-
penos y sesquiterpenos (Tabla 1). Los aceites esenciales
de Espeletia weddellii, Espeletia semiglobulata, Espeletia
batata estan constituidos mayoritariamente por mono-
terpenos tipo hidrocarburo, entre los que se destacan:
p-Cimeno, a-Felandreno, a-Tuyeno, a-Pineno, -Pineno,
[B-Mirceno y Sabineno (Usubillaga et al. 1999; Usubillaga
etal. 2001; Khouri et al. 2000; Alarcon et al. 2016: Padilla
et al. 2016). En los aceites esenciales de Espeletia nana,
Espeletia schultzii se destaca la presencia mayoritaria de
sesquiterpenos y sesquiterpenoides. Mientras que, en
el aceite esencial de Espeletia grandiflora (Padilla et al.,
2016) se reportan entre los mayoritarios monoterpenoi-
des. De otra parte, en el aceite esencial de Espeletia se-
miglobulata se identificaron, ademas, diterpenos de tipo
kaurano (Aparicio et al. 2013).

Tabla 1. Composicién quimica de aceites esenciales de especies de frailejones del género Espeletia y Espeletiopsis angustifolia.

rartadela [Randlnionbo i) Compustio KA eerends
Locfelandreno AT
. . . 6-3-Careno 6 .
Espeletia weddellii Hojas frescas 0.18% e et Khoyr et al, 2000
o BEPINENO it BB
nSETUYENO e et
Lo BMireeno i 2B
B SO A N S
LTUYENO i PET
APINeNO i B
Careno i 38
Loerpinen-d-ol 2
Espeletia semiglobulata Hojas frescas 0.20% _y-Terpineno 2 ' Usubillaga et al. 1999
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Especie

Parte de la
planta

{ Rendimiento del
: aceite esencial :

Compuestos
mayoritarios

% Area
relativa

i Referencia

Espeletia batata

Hojas frescas

0.20%

a-Pineno

a-Tuyeno .

B-Pineno

Limoneno

Mirceno

(E)- B—Ocirﬁéno

8-3-Careno.

(2)- B-Ocimeno

Espeletia nana

Hojas frescas

0.08%

a-Pineno

B-Pineno

Mirceno

Espatulenol

a-Zingibereno

Biciclogermacreno

y-Himachaleno

(E)—B—Ocimgno

Limoneno

B-Cariofileno

Espeletia schultzii

Hojas frescas

0.29% (v/p)

a-Pineno

B-Pineno

B-Mirceno

y-Himachaleno

Biciclogermacreno

B-Cariofileno

(2)-B-Ocimeno

a-Zingibereno

Espatulenol

Espeletia grandiflora

Resina

14.29% (v/p)

a-Pineno

B-Pineno

trans-Verbenol

p-Menta-1.5-dien-8-ol

a-Canfolenal

trans-Pinocarveol

o-Cimeno

Mirtenol

Verbenona

Espeletia Killipii

Resina

14.88% (v/p)

a-Pineno

Sabineno

B-Pineno

p—l\/Ienta—l.:S-dien—S—oI

1.8-Cineol

a-Copaeno

Limoneno

a-Canfolenal

trans-Pinocarveol

Verbenona

trans-Verbenol

35.4

Mirtenol

Espeletiopsis angustifolia

Hojas frescas
Raices

0.18%
0.15%

a-Pineno

BfCarioﬁIerio

a-Gurgujenp

B-Pineno

a-Zingibereno

Oxido de cariofileno

Espatulenol

Curcumeno

Biciclogermacreno

6-Cadineno

Usubillaga et al. 2001

Pefia et al. 2012

Alarcon et al. 2016

Padilla et al. 2016

Padilla et al. 2016

Meccia et al. (2007)
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Algunos aceites esenciales de especies de Espeletia y
Espeletiopsis han mostrado actividad al inhibir el creci-
miento de bacterias Gram positivas. Los aceites esenciales
de Espeletia schultzii, E. nana y Espeletiopsis angustifolia
fueron activos frente a Staphylococcus aureus'y Enterococ-
cus faecalis (Alarcon et al. 2016; Pefia et al. 2012; Meccia
etal. 2007). Acosta y Torrenegra (2016) encontraron que
el exudado de las hojas de E. killipii tiene efecto toxico so-
bre larvas de lepidéptera quienes le atribuyeron el efecto
a la presencia del acido grandiflorénico, el cual fue mayor
en hojas enfermas indicado un posible efecto de defensa
de dicho compuesto contra el herbivoro.

En la presente investigacion se estableci6 la compo-
sicion quimica de los aceites esenciales de las hojas de
cinco especies de frailejon (Espeletia argentea, Espeletia
barclayana, Espeletia killipii, Espeletia summapacis y Es-
peletiopsis corymbosa) y se estudi6é su potencial antimi-
crobiano frente a hongos (Fusarium sp., Chaetomium sp.,
Botrytis sp., Penicillium sp., Alternaria sp.), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) y Candida sp. con el propésito de
ampliar el conocimiento en cuanto a la funcion biolégica
que cumplen los compuestos quimicos frente al efecto de
los microorganismos. Estas son especies que en su ma-
yoria no cuentan con estudios relacionados con su com-
posicién quimica por lo cual, resulta de interés conocer
sobre su diversidad quimica para profundizar y entender
la importancia e incidencia que tienen los efectos de estos
compuestos en el equilibrio de los ecosistemas naturales.

Material y métodos

Material vegetal. Las colectas del material vege-
tal se realizaron en cuatro Paramos ubicados alrede-
dor de la ciudad de Bogota D.C. entre 2016 y 2020. (1)
Paramo de San Francisco: donde se colectaron Espele-
tia argentea Humb. & Bonpl. y Espeletiopsis corymbosa
(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. (4°10’55.2”N, 74°13'51.4'W /
4°34’32.0”N, 74°00°11.7”W). (2) Paramo el Tablazo don-
de se colecto Espeletia barclayana Cuatrec. (5°00°41.2” N,
74°12'12.7"W), (3) Paramo de Pasquilla donde se colecto
Espeletia Killipii Cuatrec. (5°00'41.2”N, 74°12’12.7"W) y
el (4) Paramo de Sumapaz donde se colectd Espeletia
summapacis Cuatrec. (4°16'26.2”N, 74°12°08.7”W). La
identificaciéon taxondmica fue realizada por el bidlogo
Carlos Ivan Sudrez y un exicado que representa cada es-
pecie estudiada reposa en el Herbario del Jardin Botanico
José Celestino Mutis (JBB22660, ]BB14593, ]JBB22499,
JBB23299, ]BB13571).

Obtencién de los aceites esenciales. Los aceites
esenciales fueron obtenidos a partir de las hojas frescas
por medio de hidrodestilacién utilizando una trampa
tipo Clevenger. La extraccién se dejoé por 3 h. Los aceites
esenciales se secaron con sulfato de sodio anhidro y se
conservaron a 4°C en viales de vidrio. Los rendimientos
de las extracciones fueron calculados con el peso en fres-
co del material vegetal.

Analisis de los aceites esenciales por GC/MS. El
aceite esencial de E. summapacis fue analizado en un cro-
matdgrafo de gases 7890A (Agilent) acoplado a un espec-
trometro de masas 5975C TAD (Agilent), se analizé en

dos columnas capilares, VF-5MS (50 m x 200 pm x 0.33
um) y CP- Wax 52 CB (50 m x 200 pum x 0.20 pm). El pro-
grama de temperatura en el horno inicié a 50°C (2 min),
se increment6 a 8°C/min hasta 280°C y luego a 15°C/
min hasta 320°C (8 min). La temperatura del puerto de
inyeccion fue 280°C. 2 pL de una dilucién de la muestra
en Acetonitrilo (Merck) fueron inyectados con una rela-
ciéon de Split 20:1. Se utilizé Helio como gas de arrastre
a 1 mL/min. La temperatura de la linea de transferencia
fue de 280°C.

Los aceites esenciales de Espeletia argentea, E. bar-
clayana, E. killipii, y Espeletiopsis corymbosa fueron anali-
zados en un cromatégrafo de gases Agilent Technologies
6890A acoplado a un detector selectivo de masas (MSD,
AT 5973N) operado en modo de barrido completo de ra-
diofrecuencia (full scan). Se realizaron corridas en dos
columnas, DB-5MS (60 m x 0.25 mm x 0.25 um) y DB-
WAX (60 m x 0.25 mm x 0.25 pm), 2 pL de una dilucion
de cada aceite se inyect6 en el instrumento en modo Split
(30:1). Los indices de retenciéon fueron determinados
con una mezcla certificada de hidrocarburos C.-C,. (Ac-
cuStandard, New Haven, CT). La identificacién tentativa
de los compuestos se realizé con base en la comparacion
de los espectros de masas (EI, 70 eV), con las bases de
datos de Adams, Wiley y NIST.

Evaluacién de la actividad antimicrobiana. Los
aceites esenciales se evaluaron frente a Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) y Candida sp. mediante la técnica
de difusion en pozos. La bacteria se aisl6 en agar nutriti-
vo y la levadura se aislé en agar de papa dextrosa (PDA),
éstas fueron incubadas a 37 + 2°C por 24 h. Posterior-
mente, se tomaron de 2 a 5 colonias con ayuda de un
asa redonda y se suspendieron en solucién salina estéril
(0.85% p/v) hasta alcanzar la turbidez comparable con
el patron N° 0.5 de McFarland. Para el ensayo de activi-
dad antimicrobiana, se llevé a cabo una siembra masiva
en agar Mueller Hinton y PDA para Candida sp.), dispo-
niendo 100 pL del inéculo. Luego, se realizaron pozos de
6 mm de diametro y en cada uno se depositaron 20 pL de
las muestras de aceite esencial al 3% diluidas en dime-
tilsulféxido (DMSO). Como controles positivos se usaron
cloranfenicol (100 pg/mL) para los ensayos con S. aureus
y clotrimazol (100 ug/mL) para Candida sp. Se us6 DMSO
como control negativo. Finalmente, las cajas Petri se in-
cubaron a 37 * 2°C por 24 horas (Alvarado et al. 2010).
Los ensayos se realizaron por triplicado.

Evaluacion actividad antifiingica. Inicialmente, se
realizé la evaluacién de los aceites esenciales de cuatro
especies (Espeletia argentea, E. barclayana, E. killipii, y
Espeletiopsis corymbosa) mediante la prueba de enfren-
tamiento, basado en el estudio de Quiroz et al. (2008),
con modificaciones, frente a cepas de Fusarium spp. y
Chaetomium spp. aisladas de plantas de ecosistemas al-
toandinos que forman parte del banco de microorganis-
mos del Jardin Botanico de Bogota José Celestino Mutis
(JBBJCM). Los hongos aislados en agar PDA fueron verifi-
cados mediante la prueba de tincién con azul de lactofe-
nol. Las pruebas se realizaron a los 7 dias de la siembra
del microorganismo en agar PDA, tomando un bocado de
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6 mm de didmetro de agar cubierto con la especie fin-
gica, la cual se dispuso en el centro de la caja Petri y a
dos (2) cm de distancia se realizaron los pozos de 6 mm
en los cuales se colocaron 15 pL del aceite esencial. Las
cajas Petri se incubaron a 27 °Cy se realizaron lecturas a
las 72,96 y 168 h, el crecimiento del microorganismo se
monitore6 en el tiempo hasta cuando la caja del control
negativo estuvo cubierta en su totalidad por el microor-
ganismo. El Porcentaje del Crecimiento del Hongo (PCH)
se calculé de acuerdo con lo reportado por Salazar et al.
(2012) en Arce-Araya et al. (2019).

(oCc_ - oT)

WPCH = (=

) x 100

Donde:
¢C = Didmetro control negativo

¢ T = Diametro tratamiento

Teniendo en cuenta que el Porcentaje de Inhibiciéon
de Crecimiento Micelial (PICM) es el inverso del creci-
miento radial, éste se calculé tomando el promedio del
crecimiento del hongo y empleando la siguiente férmula:

%PICM = 100 — %PCH

Como control positivo se usé Benomil (1 mg/mL),
las medidas se tomaron con calibrador digital pie de rey.
Posteriormente con los aceites de E. corymbosa y E. ar-
gentea se profundizé en el estudio ya que se tenia dis-
ponibilidad de estos. Las demas especies no se pudieron
evaluar en la segunda fase, debido a que por restriccio-
nes derivadas del Covid-19, no fue posible hacer un se-
gundo muestreo a las zonas de colecta por aislamiento y
cierre de fronteras rurales.

Anadlisis de datos. Se evalud la normalidad mediante
la prueba de Shapiro-Wilks (modificado) (p<0.05); con
las variables que no cumplieron el supuesto de normali-
dad se hizo un andlisis de Kruskal Wallis, y con las que si
lo cumplieron, se realiz6 un analisis de varianza, ANOVA
usando la prueba de Tukey (p > 0.05) para determinar
diferencias entre tratamientos para cada uno de los dias
de evaluacion. Todos los andlisis se realizaron en el pro-
grama InfoStat Version 2017 (Di Rienzo et al. 2008).

Resultados y discusion

Extraccion de los aceites esenciales. Los aceites
esenciales obtenidos presentaron olor caracteristico, in-
coloros a excepcion del aceite esencial de E. argentea que
presentd color amarillo claro. Se determinaron los rendi-
mientos de extraccién para los cinco aceites esenciales,
E. argentea (0.11%), E. barclayana (0.19%), E. corymbo-
sa (0.07%), E. killipii (0.38%) y E. summapacis (0.81%).
Los rendimientos reportados por Padilla et al. (2016)
de la hidrodestilacion de las resinas fueron de 14.29% y
14.88% para E. grandiflora y E. killipii, respectivamente.
El rendimiento reportado por Alarcén et al. (2016) para

el aceite esencial de E. schultzii fue de 0.29%, porcentaje
que se encuentra dentro del rango de lo establecido en
este estudio.

Caracterizacion quimica de los aceites esenciales.
Los aceites esenciales de las especies de frailejéon anali-
zados estan constituidos principalmente por monoter-
penos tipo hidrocarburo (M) (63.4% hasta el 89.7%), en
segundo lugar, se identificaron los sesquiterpenos (S),
estos se encuentran entre un 20 y 21% en los aceites
esenciales de E. argentea y E. barclayana. En menor pro-
porcidn se encontraron monoterpenoides (MO) y sesqui-
terpenoides (SO). En el aceite esencial de E. argentea, el
4.2% correspondidé a compuestos diterpénicos. Algunos
de los compuestos identificados en estas muestras ha-
bian sido reportados para otras especies de Espeletia y
en Espeletiopsis angustifolia (Khouri et al. 2000; Usubi-
llaga et al. 1999; Usubillaga et al. 2001; Pena et al. 2012;
Alarcén et al. 2016; Padilla et al. 2016).

El compuesto mayoritario en los aceites esencia-
les analizados fue el a-Pineno que se encontrd entre
33.6% en E. killipii y 53.2% en E. barclayana. Otros mo-
noterpenos abundantes fueron: B-Pineno, Sabineno,
a-Felandreno, B-Felandreno. Los aceites esenciales de
E. killipii y E. summapacis son, principalmente, mono-
terpénicos con 83.9% y 90.0%, respectivamente. Estos
dos aceites esenciales son similares en su composicion
por la presencia de Sabineno, 3- Pineno, a-Felandreno y
B-Felandreno. La composicidon determinada para el acei-
te esencial de E. killipii en este estudio es semejante a
lo reportado por Padilla et al. (2016) para un espécimen
colectado en el Paramo de Sumapaz en 2015.

De otra parte, entre los compuestos sesquiterpéni-
cos identificados en los aceites esenciales se destaca el
Germacreno D presente en E. argentea, E. barclayana y
E. corymbosa (12.3%, 5.9%, 2.3%, respectivamente), el
Aristoleno en E. argentea (4.9%) y E. barclayana (4.4%)
y el trans-B-Cariofileno en E. argentea, E. barclayana y E.
corymbosa (1.9%, 1.1%, 2.2%, respectivamente). En me-
nor proporcion se identificaron el §-Selineno, §-Cadineno
y a-Copaeno.

Se observo que los aceites esenciales de las cinco es-
pecies comparten similitudes en su composiciéon pero
con diferencias en las proporciones. Para evaluar qué
tan distantes se encuentran las muestras entre si, se
hizo un andlisis cluster utilizando el método de Ward
con una distancia euclideana cuadrada. Este analisis se
realiz6 con el paquete estadistico IBM: SPSS Statistics
22, donde las variables fueron las proporciones de los
compuestos de los aceites esenciales. El Dendograma
obtenido (Fig. 1) muestra las distancias entre las mues-
tras de acuerdo con sus similitudes en su composicion.
En la grafica, se observan varios grupos, a una distan-
cia de 120, se identifican 3 grupos, uno corresponde
a E. argentea, el segundo a E. barclayana y el tercero
comprende a E. killipii, E. summapacis y E. corymbosa.
Dentro de este tercer grupo se observa que hay mayor
similitud entre la composiciéon de los aceites esenciales
de E. Killipii y E. summapacis. A pesar de que E. corym-
bosa hace parte de otro género botanico, en la quimica

REVISTA PERUANA DE BIOLOGIA 31(3): E28170 (OCTUBRE 2024)

005/ 010



GUTIERREZ HERNANDEZ ET AL.

de su aceite esencial hay mayor relacién que la que se
observa entre las especies del género Espeletia. Ade-
mas, la muestra del aceite esencial de E. argentea es la
mas alejada de las otras muestras. Este analisis es una
aproximacién desde los metabolitos secundarios pre-

sentes en los aceites esenciales que podrian ser corre-
lacionadas con informacién genética como herramienta
para la comprension de las relaciones filogenéticas de
los frailejones.

Tabla 2. Composicién quimica de los aceites esenciales de Espeletia argentea, E. barclayana, E. Killipii, E. summapacis y Espeletiopsis

corymbosa.
] ] 5 g g g
| LRI.DB-5MS : LRI WAX : o £ N 3 s .é
No. R :  Compuesios g E = ; 3
Exp.  Lit. Exp. : Lit. w : : l:
14.5 ¢ 901 908 1033 : 1036 @ Santolinatrieno
15.6 : 926 924 . i a-Tuyeno
16.1 : 937 932 1027 : 1025 : a-Pineno
16.8 . 952 946 1068 . 1069 . Canfepo
17.7 . 974 969 1123 . 1122 . Sabingno
18.1 : 981 974 1112 : 1110 : B-Pineno
18.4 : 989 988 1164 : 1161 : B-Mirceno
18.7 . 995 . . 1340 . . C9H1§O
19.3 : 1009 : 1002 : 1169 : 1168 a—FeIapdreno
19.3 : 1010 : 1008 : 1151 : 1147 : 6-3-careno
19.7 ¢ 1019 : 1014 : 1182 : 1179 : a-Terpineno
20.0 : 1026 : 1020 : 1273 | 1270 : p-Cimeno
20.2 . 1031 . 1024 . 1201 . 1198 . Limonkeno
203 : 1033 : 1025 : 1211 : 1209 : B-Felandreno
20.3 1034 : 1026 : 1215 : 1211 : 1.8-Cineol
214 1061 : 1054 : 1249 : 1245 : y-Terpineno
20.8 . 1047 . 1044 . 1253 . 1250 . trans—ﬁ—Ocimeno
225 © 1088 : 1086 : 1286 : 1282 : Terpinoleno
23.0 : 1100 : 1095 : 1548 : 1543 : Linalool
23.2 © 1103 : 1095 : 1382 : 1384 : 2.3-Epoxipinano
23.6 . 1114 . . . . ClOH;GO
24.1 . 1128 . 1122 . 1633 . 1638 . cis—p—Ment—Z—en—l—ol
242 © 1131 : 1125 : 1495 : 1496 : a-Canfolenal
24.9 . 1147 . 1140 . 1570 . 1584 . trans-p-Ment-Z-en-l-oI
249 . 1147 . 1139 . 1661 . 1661 . trans—?inocarveol
25.0 : 1150 : 1144 © 1685 : 1680 : trans-Verbenol
251 @ 1154 i} i} | C10H16
25.6 : 1165 : 1165 @ 1677 | 1679 Lavangjulol
26.4 © 1186 : 1177 : 1609 | 1601 : Terpinen-4-ol
26.5 . 1190 . 1183 . . . p—Cimgn—S—oI
26.6 . 1192 . 1184 . 1679 . 1675 . Cripto'na
26.9 1199 : 1190 @ 1702 | 1694 : a-Terpineol
27.0 . 1201 . 1194 . 1797 . 1790 . Mirteqol
27.0 : 1201 : 1195 : 1637 : 1632 : Mirtenal
27.2 : 1209 . C10H160
27.4 ¢ 1213 | 1206 ) ) Verbernona
28.7 . 1249 . 1239 . 1783 . 1784 . Cuminﬂaldehido
28.8 : 1251 . . i C10H1602
29.9 1283 : 1289 : 1609 : 1602 : Acetato de lavandulina
30.7 : 1304 . C10H1602
31.4 @ 1324 : 1316 ) ) Pinangdiol
315 : 1325 : 1324 : 1695 : 1692 : Acetato de mirtenilo
324 : 1351 : 1348 : 1460 i 7-epi-Silfiperfol-5-eno
334 : 1377 : 1368 : 1493 : 1483 Ciclosgtiveno
33.6 . 1383 . 1374 . 1501 . 1491 . a—Cop'aeno
34.0 | 1394 @ 1387 : 1547 : 1543 | B-Cubebeno
34.1 © 1396 : 1389 : 1597 : 1591 : B-Elemeno
353 @ 1429 @ 1429 : 1587 : 1589 : Aristoleno .
354 1432 1419 | 1609 1599 . trans-Cariofileno L9 L1 05 .. 03 .. 22
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" LRI.DB-5MS | LRI WAX :
‘ ‘ i Identificacion de

No. : tR : Compuestos

Exp. Lit. Exp. Lit.

E. argentea
E. barclayana
E. killipii
E. summapacis
E. corymbosa

36.0 | 1450 © 1442 1713 Guaia-6.9-dieno

|
o
[s))
|
o
[
|

36.6 1468 1452 1680 1667  a-Humuleno

37.2 1483 | 1478 1697 | 1690 y-Muuroleno

375 1493 : 1484 : 1721 : 1708 : GermacrenoD

37.6 | 1496 : 1492 : 1702 i 6-Selineno
38.6 @ 1526 11761 @ 1756 : &-Cadineno
1946 . 1942 . Cubeb‘ol

387 | 1531 & 1529 1838 ' 1823  trans-Calameneno

39.8 : 1565 : 1564 trans-Nerolidol

39.9 | 1571 C15H240
404 © 1586 ) ) | C13H1803
405 1589 1577 : 2127 . 2127  Espatulenol

407 1596 1582 : 1990 ' 1986 : Oxido de cariofileno

414 ‘ 2182 Copaborneol

418 1637 1636 2169 Selin-6-en-4a-ol

419 1636 1638 | 2259 2231  Isoespatulenol

419 | 1640 ' 1642 . 2062 2068 : Cubenol

Gerchreno-D{l.10-epé){ido

423 1653 1642 2094

423 1655 1642 2189 . 2186 . epi-a-Muurolol

42.6 : 1667 : 1653 @ 2236 @ 2227 a—Cad'i‘noI

440 : 1718 C15H2402

47.0 ;1848 . . i C15H2202
51.8 . 2080 . . 2404 . 2426 i Kaureno

53.8 : 2184 C19H3202

54.5 : 2223 . . C19H3202
..... 75 ;563 : 2305 : 2303 : 2961 Kaurenal
76 58.5 . 2397 : 2400 . 2987 Kaurepol

Composicién por familia de compuestos

Monoterpenos (M)

Monoterpenoides y derivados acetilados (MO)

_Sesquiterpenos (S)

Sesquiterpenoides (SO)

Diterpenos y diterpenoides (D)

. Otros compuestos
Total identificado

Método del vecino mas cercano, Euclideana cuadrada

180 [
—  ————
150 [
(] [
2120
T
_@'90*
a
60 -
30+
Ok
@ = K% 3]
$d § & 3 8
Pos Do
s § Y § 8
uj O S (&)
i @ i
w

Figura 1. Dendograma del andlisis cluster (SPSS) de la composicidn
de los aceites esenciales E. argentea, E. barclayana, E. Killipii, E.
summapacis y E. corymbosa.

Actividad antimicrobiana. Los aceites esenciales
analizados no presentaron inhibicién frente a Candida
sp, estos resultados se relacionan con los obtenidos por
Alarcon et al. 2016, quienes evaluaron la efectividad del
aceite esencial de E. schiltzii, frente a dos cepas de Candi-
da y no encontraron resultados positivos.

De los aceites evaluados los de E. killipii y E. corymbosa,
presentaron una leve inhibicién 11.70% y 5.04% frente S.
aureus, respectivamente. La evaluacién de la actividad bio-
logica de algunas especies de Espeletiinae, se ha centrado
en la evaluacidon frente a baterias patégenas, mostrando
una mayor inhibicién frente a microorganismos Gram
positivos como S. aureus, en concentraciones de 1000 a
10 ug/mL (Alarcén et al. 2016; Pefia et al. 2012, Meccia
et al. 2007). El efecto frente al crecimiento en esta bacte-
ria puede darse a los compuestos presentes en los aceites
esenciales, tales como, a- Pineno, que tiene actividad an-
tibacteriana y se encuentra como compuesto mayoritario
en estas especies. Se ha determinado que estos compues-
tos ejercen efectos toxicos sobre la membrana e inhiben el
transporte de iones y respiraciéon (Magiatis 1999).
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Actividad antifiingica. La evaluacion frente a Fusa-
rium sp. permitié evidenciar que entre los aceites esen-
ciales y el control positivo (Benomil 1mg/L), no hubo
diferencias estadisticas significativas (p>0.05) alas 72 h,
pero si a las 96 h donde se observa que el el aceite esen-
cial de E. barclayana presenta una inhibicidn similar a la
del testigo Benomil (1g/L) (Tabla 3). En el caso de Chae-
tomium sp. a las 72 h, el que mejor respuesta tuvo fue el
control comercial, sin embargo, a las 96 h de observacion
no se encontraron diferencias estadisticas significativas
en comparacion con el control positivo (Benomil 1mg/L).

El seguimiento del ensayo se realizé hasta los 7 dias,
donde el Benomil mostré un porcentaje de inhibicién
promedio del 79.88%, mientras que, en los ensayos con
los aceites esenciales los hongos colonizaron toda la caja.
Lo anterior puede deberse a la naturaleza volatil de los
compuestos presentes en los aceites esenciales (Simdes
& Spitzer 2000), situacién que se presenté en el interior
de las cajas de Petri (Rozwalka et al. 2008). Dado los
resultados de actividad frente a los hongos, los aceites
esenciales de E. argentea y E. corymbosa se probaron con
otras cepas fungicas: Botrytis sp., Penicillium sp. y Alter-
naria sp.

Botrytis sp.: el analisis estadistico de los datos mostrd
diferencias significativas a los dos dias (p>0.05). El aceite
esencial de E. argentea presentd un porcentaje de inhi-
bicion similar al del control quimico después del sexto
dia de observacion, superando el PICM mayor del 50%
durante el tiempo de evaluacion (Tabla 4), en el caso de
E. corymbosa el PICM fue mayor al 30%. Palacios, et al.
(2020), evaluaron el efecto antagdnico del aceite esen-
cial de Tagetes lemmonii, especie de la familia Astera-
ceae, frente a B. cinerea inhibiendo en 36%, en el mismo
estudio se observd una inhibicion micelial de 65.8%;
resultado similar al obtenido con el aceite esencial de
E. argentea a los 6 dias de observacion. Por su parte, el
control empleado (Benomil) mostré efecto sobre B. cine-
rea con efectos inhibitorios hasta del 80% (Taborda et
al,, 2015), por lo cual, es un buen control empleado para
comparar la inhibicién, en este estudio el resultado del
aceite esencial de E. argentea fue similar al obtenido con
el control fingico de referencia.

Penicillium sp.: el andlisis estadistico mostré diferen-
cias significativas en los dias 2 y 6. Los ensayos con los
aceites esenciales causaron un menor crecimiento fungi-

co con respecto al control negativo, siendo mas efectivo
el aceite esencial de E. corymbosa el cual presenté PICM
entre el 65 a 86% para el caso de E.argentea la inhibi-
cién estuvo entre el 23 al 68% (Tabla 4). Algunos aceites
esenciales, han mostrado tener efecto inhibitorio frente
a Penicillium sp., como fue el caso del aceite esencial de
mandarina frente a cepas de Penicillium digitatum y P,
italicum causando un efecto inhibitorio en el crecimien-
to, esporulacion y germinacion del hongo (Velasquez et
al. 2014). Los resultados obtenidos en esta investigacion
muestran que el uso de los aceites esenciales reduce el
crecimiento de este microorganismo en comparacion
con el control negativo.

Alternaria sp.: no se observaron diferencias signifi-
cativas en ninguno de los dias de evaluacién. Los acei-
tes esenciales evaluados inhibieron el crecimiento del
microorganismo, con porcentajes de inhibicién del 31
al 80% (Tabla 4). La accién fingica de algunos aceites
esenciales frente a Alternaria sp. ha sido estudiada en
diversas investigaciones mostrando efecto inhibitorio
hasta del 100% (Duarte, et al.,, 2013).

En resumen, los aceites esenciales de las especies de
Espeletias y Espeletiopsis corymbosa estan constituidos
principalmente por monoterpenos (48 - 90%), monoter-
penoides (5 - 17%) y en menor proporcion por sesqui-
terpenos (4 - 13%) y sesquiterpenoides (4 - 13%). Los
componentes mayoritarios identificados en los aceites
esenciales fueron a-Pineno, B-Pineno, Sabineno, p-Cime-
no, Limoneno, a-felandreno y -Felandreno. El analisis
de claster de la composicion de los aceites esenciales
mostré una mayor relacion entre los aceites esenciales
de las especies E. killipii y E. summapacis, y de éstos con
E. corymbosa, mientras que, E. argentea presentd mayo-
res diferencias con las demas muestras. De los aceites
esenciales evaluados el de E. argentea mostr6 un amplio
rango de inhibicién frente a las cepas fingicas de Fusa-
rium sp., Botrytis sp., Penicillium sp. y Alternaria sp. Esta
actividad puede relacionarse con la diferencia encontra-
da en la caracterizacion del aceite esencial. Este analisis
es una aproximacion desde los metabolitos secundarios
presentes en los aceites esenciales que podrian ser co-
rrelacionadas con informaciéon genética como herra-
mienta para la comprension de las relaciones filogenéti-
cas de los frailejones.

Tabla 3. Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de los tratamientos a las 72 y 96 horas frente a Fusarium sp. D.E. =

Desviacién Estandar

Fusarium sp.

Tratamiento

Chaetomium sp.

96 horas (p=

E. argentea .
E. barclayana ‘
E. corymbosa ‘

E. killipii

008 / 010

REVISTA PERUANA DE BIOLOGIA 31(3): 28170 (OCTUBRE 2024)



COMPUESTOS QUIMICOS EN LOS ACEITES ESENCIALES DE ESPELETIA SPP. Y EVALUACION PRELIMINAR DE SU ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Tabla 4. Resultados del % de inhibicién de los tratamientos frente a Botrytis sp., Penicillium sp.
y Alternaria sp. en el tiempo. Control=Benomil (1mg/mL). DE= Desviacidn Estandar.

Botrytis sp. **

Dia 2
(p=0.0004)

| Tratamientos\Dia : n |

5278 867

i E. argentea ;

. corymbosa 40.28a 8.67

3 8889 | 241

6214b | 336

Dia 6 Dia 9
(p=0.0131) (p=0.1210)
| 4951ab | 336 | 5490a = 1891
37.86a = 955 . 35292 | 5.88

56.47a 4.08
Penicillium sp. *
Dia 2 ' Dia 6 Dia9

(p=0.0036)

| Tratamientos\Dia : n |

(p=0.0071)

6800 | 346

i E. argentea :

6800 | 346

2327 | 441

_corymbosa | 8600 | 3.46 8600 = 346 6531 | 2828
Conrol 3 9910 = 010 9910 | 010 1347 212
Alternaria sp. **
Dia 2 ' Dia 6 Dia 9
(p=0.5120) (p=0.0104) = (p=0.0793)

Tratamientos\Dia n

80958 = 825

i E. argentea

. corymbosa 80.95a 10.91

7381la | 412

: Control i3

8095a | 825

80.95a

738la | 4.12

31.11a

48.8%a
43.70a 339

* Kruskal Wallis ** ANOVA.

Asf mismo se abre la puerta a estudios que permi-
tan relacionar las lecciones presentes en los frailejones
como son homaposis, mertesis, homosis entre otras, las
cuales son causadas por cepas flingicas y correlacionar
el grado de afectaciéon segin las caracteristicas de los
aceites esenciales y el potencial antifiingico de especies
como E.argentey E.corymbosa, las cuales en esta investi-
gacion mostraron inhibicién frente a hongos patégenos
y ver si existe una correlacién con la presencia de estos
compuestos que actian como defensa quimica ante el
ataque de hongos y por ende de afectaciones sanitarias.
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