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ACTIVIDAD GIBERELICA DE LOS COMPUESTOS DITERPENICOS DERIVADOS
DE KAURENO AISLADOS DE Espeletiopsis santanderensis Cuatr.

GIBERELIC ACTIVITY OF DITERPENS COMPOUNDS DERIVATIVES OF KAURENES ISOLATED
FROM Espeletiopsis santanderensis Cuatr.

Rubén Torrenegral, Dora Luz Gémez! y Alba Nohemi Téllez!

Resumen

De la Espeletiopsis santanderensis {Compositae) fucron aislados e identificades cinco derivados de ent-kaurano a los que
se les evalud su actividad giberélica empleando el bioensayo del endosperme. El compuesto GA, (dcido giberélico) fue
usade como referencia a concentraciones de 5 x 104 a2 § x 10" ppm. El 16cc-17-19-ent-kauranotriol a 200 ppm presentd
mayor actividad con relacidn a los demds compuestos ensayados: 16a-17-eni-kauranodiol, dcide kaur-16-en-1%-oica,
kaur-16-en-19-al y tetrachirina, con porcentajes de 73.1, 61.9, 35.9 ¥ 10.3, respectivamente,
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Abstract

From Espeletiopsis santanderensis (Compositag) were isolated five ent-kaurene derivatives and its growth-regulatory
activities were evaluated by using the barley endosperm bioassay. The compound GA, was used as reference at concentrations
of § x 10*to 5 x 10" ppm. The 16a-17-19-ent-kauranetriol at 200 ppm showed a higher activity in comparation with the
compounds: 16a-17-ent-kauranediol, kaur-16-en-19-oic acid, kaur-16-en-19-al and tetrachyrine with percentages of

73.1,61.9,35.9and 10.3, respectively.
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INTRODUCCION

El estudio quimico del género Espeletiopsis (Com-
positae) presenta especial interés desde el punto
de vista taxondémico y bioldgico por la posible
actividad giberélica que presentan algunos de sus
metabélitos secundarios. Compuestos diterpéni-
cos derivados del ent-kaureno son conocidos
como precursores de giberelinas (Guisalberti,
1997; Sembdener, 1980; Téllez, 1990), siendo las
giberelinas muy importantes dentro de las plan-
tas, ya que son fitchormonas que estdn involu-

cradas en la ejecucion de los procesoes fisioldgi-
cos de crecimiento, diferenciacién y desarrollo
(Davis, 1987),

Para demostrar la actividad giberélica de los ex-
tractos de diclorormnetanoe, etandlico y compues-
tos aislados de las hojas de Espeletiopsis
santanderensis se emple6 ¢l método del endos-
permo de cebada. Su base fisioldgica es la induc-
cién de a-amilasa producida por endospermos
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desembrionados, al responder en cantidades pro-
porciornales a las concentraciones de giberelinas
aplicadas (Weaver, 1976).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. La Espeletiopsis santanderen-
sis se recolectd en el pardmo del Almorzadero
(departamento de Santander del Sur, municipio
de Tona, corregimientc de Berlin, a una altura de
3.450 msnm) y fue depositado en el Herbario
Nacional de Colombia bajo el mimero de radica-
cién 407557,

Aislamiento. A 700 g de hojas secas y molidas
se les realizé una extraccidn tipo soxhlet con di-
clorometano y etanol. El extracto de diclorome-
tano se floculé con una solucidn de etanol al 50%
y €l extracto etandlico con agua destilada.

Identificacion. A 4 g del extracto de diclorome-
tano se le realizé una cromatografia en columna
con silica gel G 60 (56.4 g). La muestra se eluyd
con mezclas de éter de petréleo-diclorometano
en proporciones 10:1, 10:1.5, 10:2, 8:2, 7:3, 6:4
y I:1, diclorometano y mezclas de diclorometano-
metanol (9.5:0.5; 9.1:0.9). De las mezclas éter de
petréleo-diclorometano se obtuvieron los com-
puestos [, IT v III. Los compuestos IV y V se ob-
tuvieron en mezclas de diclorometano-metanol.

La identificacién de estos compuestos se realizo
por medio de pardmetros fisicoquimicos y méto-
dos espectrocdpicos LR modelo 1430 Perkin El-
mer; RMN 'H (90, 400 MHz) y 13C (22.5, 100
MHz) en un Jeol FX 20 @ y un Bruker AMX-
400, respectivamente. Como referente interno,
(TMS).

Evaluacién de la actividad giberélica. A los ex-
tractos de diclorometano, etanélico y compues-
tos diterpénicos derivados del ent-kaureno
aislados de las hojas de Espeletiopsis santande-
rensis (I, I1, TII, IV y V) se les determind la activi-
dad reguladora de crecimiento empleando el
bioensayo del endospermo de cebada (Hordeaum
vilgare cv L-4/T97) propuesto por el doctor M,
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Pinto de la Universidad de Santiago de Chile (Pin-
to, 1998, com. pers.). El método utilizado es una
modificacidén del protocolo establecido por Jo-
nes (1967).

Tratamiento del grano. Se hicieron germinar 700
granos de cebada y se les corté transversalmente
la parte del embrién. Se sumergieron los semi-
granos en hipoclerito de sodio al 1% durante vein-
te minutos y se lavaron tres veces con agua
destilada estéril. Luego se pusieron las semillas
en inbicién durante 48 horas a 25 °C. Se esterili-
zaron los frascos que contenian 0.5 ml de buffer
acetato 2 x 10> M (pH = 4.8) y 0.5 ml de cloruro
de calcto 0.04 M. Se pesaron diez mitades de en-
dospermo y se puso en cada frasco (numeral 2) 1
ml de la soluciones, tanto del patrén GA, (5x 10 a
S5 x 10°! ppm) como de las muestras (100, 150 y
200 ppm), completando asi un volumen final de
2 ml. Se incubaron durante veinticuatro horas a
25 °C con agitacién continua (menos de 40 osci-
lacionesfminuto).

Transcurridas las veinticuatro horas se macera-
ron los granos con el medio y se les agregé 3 ml
de agua estéril. Luego fueron puestos en un mbo
de centrifuga a 2.000 rpm durante diez minutos
y s¢ les midié el volumen final del sobrenadante.

Cuantificacion (método yodométrice) (Bauer,
1986). Se tomaron 1.5 ml de almidén 0.04% +
0.9 ml de agua estéril, se preincubaren a 37.5 °C,
se les agregé 0.1 ml del sobrenadante (extrac-
cién) y se incubaron durante 7.5 minutos exac-
tos a la temperatura anteriormente indicada. Se
detuvo la reaccion agregando 1 ml de solucidn
de yodo + 4.5 ml de agua y se midié el valor de
absorbancia a un A 620 nm. Para cada tratamien-
to se realizaron cinco réplicas, incluyendo los
blancos. El coeficiente de variacién para cada me-
dida estuvo por debajo de 7%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se valord la actividad giberélica de los exiractos
de diclorometano (extracto 1), etandlico (extrac-
to 2) y compuestos aislados (figura 1): Kaur-16-
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en-19-al (I), tetrachirina (II), dcido kaur-16-en-
19-cico (III), 16c-17-ent-kauranodiol (IV}) y
160-17-19-ent-kauranotriol (V) de las hojas de
Espeletiopsis santanderensis empleando el mé-
todo del doctor M. Pinto de la Universidad de
Santiage de Chile con la variedad colombiana
Hordeaum vulgare cv L-4/T97 (Pinto, 1998). Para
ello se emplearon concentraciones de 100, 150 y
200 ppm de las muestras (extractos y compues-
tos aislados) vy se compararon las actividades
amildsicas exdgenas? que fueron inducidas me-
diante estas concentraciones, frente a un patrén
de referencia GA, en un range de concentracio-

nesde 5x 103 a 5 x 10! ppm.
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Figura 1. Estructura quimica de los compuestos aislados en
Espeletiopsis santanderensis

Es necesario indicar que las concentraciones uti-
lizadas para las muestras fueron diferentes, ya
que se hicieron ensayos previos que mostraron
que por debajo de 100 ppm estos compuestos
(precursores de giberelinas) y extractos no pre-
sentaron liberacidn de ¢-amilasas considerables
que se hubiesen podido detectar por la técnica
espectrofotométrica (complejo yodo-almidén)
(Bauer, 1986).
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Determinacion del equivalente de la actividad
amilésica. Para la determinacion del equivalente
de la actividad amildsica obtenida para cada una
de las muestras a concentraciones de 100, 150 y
200 ppm frente al patrén de referencia GA,, se
tom6 como base la mayor actividad exdgena de
35.4 ug-a-amilasa obtenida por el patrén a una
concentracién de 0.5 ppm, equivalente ésta al
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" Figura 2, Comportamiento de los compuestos a diferentes

concentraciones frente al patrén de referencia GA,

Tabla 1. Comparacidén de los compuestos a diferentes
concentraciones frente al patrén GA,

Muesiras Actividad amilisica % frente al patrin
100 ppm 150 ppm 280 ppm

1 27.8 36.1 55.05

2 3249 31.05 15.7

3 2581 75.81 94.9

4 8.3 46.39 112.45

5 127.07 137.36 153.25
Extracto 1 53.61 7437 76.89
Extracto 2 88.01 103.79 160.65

2 Actividad amildsica ex6gena es la actividad obtenida por la muestra problema menos su respectivo blanco {solvente).
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100% de la actividad (tabla 1 y figura 2). Estos
resultados permitieron ubicar las muestras pro-
blema en tres grupos:

* Primer grupo: actividades amildsicas por deba-
jo del patrén de referencia.

» Segundo grupo. actividades amildsicas fluctuan-
tes por encima y por debajo del patrén de refe-
rencia.

s Tercer grupo: actividades amildsicas por enci-
ma del patrén de referencia.

Dentro del primer grupe se ubican el extracto di-
clorometano y los compuestos I, II y III. En el
segundo grupo, ¢l extracto etandlico y el com-
puesto IV; en el tercero, el compuesto V.

Relacion estructura-actividad. Al comparar las
actividades v las caracteristicas estructurales de
los compuestos aislados (diterpenos de tipo ent-
kaureno} se deduce que:

* La presencia del grupo -OH en la posicion del
carbono 17, para los compuestos IV ¥ V a una
concentracion de 200 ppm, incrementa la activi-
dad giberélica. Para el compuesto V en 1.61 ve-
ces con respecto al compuesto III y en 2.78 veces
con respecto al compuesto 1. Para el compuesto
IV en 1.18 veces con respecto al compuesto III y
en 2.04 veces con respecto al compuesto 1. En la
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literatura se afirma que la presencia de grupos
polares en los carbonos 15 y 16 disminuyen la
actividad giberélica (Villalobos, 1994).

« Las sustancias con mayor grado de oxidacidn
en el carbono 19 presentan mayor actividad gi-
berélica a 200 ppm, como se demuestra en los
compuestos III con respecto a I en 1.2 veces y
¥ con respecto a IV en 1.36 veces.

» Es posible que la presencia del grupo metilo en
posicidén 9 en el compuesto Il a una concentra-
cidn de 200 ppm disminuya la actividad de la
lactona diterpénica. En la literatura se afirma que
la presencia de un anillo lacténico en C-19/C-20
aumenta la actividad de un compuesto {Villalo-
bos, 1994).

* Al comparar la actividad entre los extractos a
200 ppm se obtuvd que el extracto etanblico es
2.09 veces més activo que el de diclorometano.
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