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ESTRUCTURA DE UN METABOLITO DE STRESS DE EUCALYPTUS GLOBULUS,
E.CITRIODORA Y E. PULVERULENTUS

RESUMEN

Luis Fernando Echeverri L. (1)
faire Quijano T.11)

Carmenza Uribe B,(1)

Raiil Montoya C.(2)

De o resing de Eucalyptus globulus, E, citriodora y E, pulverulentus se aisid un
flavonoide, que por métodos espectroscopicos demostrd ser 7-metoxieromaden-
drin. Se discuten varlas alternativas para justiffcar su presencl en la resing de
estas plantas, asi como algunos efectos biologicos de los flavonoides.

La ausencia de una prieba concluyente acerca del origen microbiana de la enfer-
medad, implica quie esta sustancia ha de clasificarse como un metabolito de stress,

mejor gue como ung fitoalexing.

INTRODUCCION

En una pasada publicacién {Echeverri et al,, 1982) se repor-
td la presencia de una sustancia que se encontraba exclusk
vamente en la resina de un Eucalyptus globulus, el cual pre-
sentaba un cuadro morfoldgico caracterizado por el deteni-
miento en &l crecimiento (tanto en longitud como en grosor),
descamacién de la corteza y secrecion constante de una re-
sina de color café. En este trabajo se reporta la elucidacion
de la estructura de esta sustancia por métodos espectroscd-
picos, asi como su deteccion en ia resina de especies de £.
citriedora y E. pulverylentus que presentan un cuadro pa-
tologico similar al anterior; estas dltimas especies se encor-
traron en una plantacidn del INDERENA, del municipio de
Avapel.

Se discutirdn las posibles implicaciones y causas de la pre-
sencia de este compuesto, en la enfermedad de tales plan-
tas,

MATERIALES Y METODOS

Las plantas se recolectaron en los jardines de la Universidad
de Antioquia y en el municipio de Avapel, Colombia. Los
testigos se encuentran en el herbario de la Universidad de
Antjoguia {HUA), Madrigal 021,022,023,

Parte Experimental:

E! compuesto se cbtuve por ¢ método descrito anterior-
mente (Echeverri et al., 1982}, de la resina de las tres espe-
cies de Eucalyptus mencionadas, A partir de 100 g de resi-
na, se obtuvo 1.1 g de compuesto.

Espectros de 1TH RMN tomados en un Varian 60A, despla-
zamientos en valores delta v §: singlete, d: doblete, m: mul-
tiplete, usando en este caso como solvente acetona dg:.
11.65 (s}, TH, 8.40 (s}, TH, 7.45 (d, )= 8 Hz), 2H, 6.80
(d, ]=8Hz), 2H,6.10 {d, ]= 1.5 Hz),1H, 6.00 {d, |=1.5Hz),
1H, 5.00 {d, }= 10 Hz), 1H, 4.60 {compleja), 2H, 3.80 (s),
3H. {fig. 1),

La adicién de una gota de D90 a la muestra, ocasiona la
desaparicién de Jas dos primeras sefales, transforméndose
ademds la sefial 2 4.60 en un doblete con ) = 10 Hz., .

Espectros de Masas tomados en un Finnigan 4000 a 70 eV,
Impacto Electrdnico, mfe (intensidad relativa): 302 (36},
285 (4, 273(50), 179 (19), 167 (100), 166 (4), 134 (50),
107 (25). (Fig. 2). s

Ef compuesto se acetild en frio con una mezcla de piridina-
anhidrido acético durante 72 horas, cristalizindose en clo-
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Fig. 2. Espectro de masas del compuesto desconocido.

roformo y teniendo un punto de fusién 105-1079C. Sus
caracter fsticas espectroscépicas son:

TH RMN, usando como solvente CCla: 11.60 (s), 1H, 7.50
(d, J= 8Hz), 2H, 7.20 (d, |= 8 Hz), 2H, 6,20 (d, }= 1.5 Hz),
H, 6.10 (d, J=1,5 Hz), 1H, 5.80 {d, j=10 Hz), TH, 5.20
{d, }= 10 Hz), 1H, 3.80 (s}, 3H, 2.20 (s}, 3H, 190 (s), 3H.

El espectro de masas, con las mismas condiciones anteriores,
muestra senales a 386 (17), 286 (45), 167 {100}, 136 {50),
107 (10).

El compuesto original da positivas las pruebas de cloruro
. Térrica (color negro) ¥ Shinoda (color rojo).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las pruebas guimicas indican !z presencia de OH fendli-
cos, unidos a un nicleo de flavonoide {Dom{nguez, 1973).
El espectro de 1H RMN muestra la presencia de un grepo
—OCH3, por la sefal a 3,80, asi como protones de un sis
tema —CH, a 500 y seis protones aromadticos, los cuales
conforman das grupos: cuatro protones con acoplamien-
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o orto, de un sistema AB, senales a 7.45 y 7.00 y dos
protones cont acoplamiento meta, seffales a 6,20 y 6,15,
Los cuatro protones corresponden, por fa magnitud de su
desplazamiento, a los protones del anilio B del nidcleo fla-
vonoide y los otros dos al anillo A (Mabry et al,, 1970);
estos dos filtimos protones se sitlian en C—6 y C—8, va que
biogenéticamente los flavonoides se encuentran general-
mente oxigenados en C—5 y C—7 (Harborne et al,, 1975).

La desaparicion de fas sefiales a 11.60 y 8.40 con la adi
cidn de D20 corresponden a dos OH fendlicos, uno de los
cuales se encuentra formando puente de hidrégeno con el
carbonilo de C—4, y es el de 11.60. Para fijar la posicion
del otro OH fendlico, necesitamos mis evidencias, que se
discuten a continuacién,

El aclaramlento de la sefial a 4.60, con el mismo tratamien-
to anterfor, indica la presencia de un OH de naturaleza al-
cohblica en C-3, posicién que se confirma con el espectro
de masas, dado que la sefial a 285 se origina por pérdida
de OH. del idn molecular y la de 273 por pérdida de CHO*,
tipicas de un dihidroflavanol {Harborne et al,, 19735),
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Queda entonces por determinar la posicién del ~QCH3 ¥
del otro OH fendlico, existiendo fas posibilidades mostra-
das en 1a figura 3 para fijar estos grupos. La espectrome-
trfa de masas es fundamental para estos casos, ya que los
flavonoides tienen una fragmentacién originada por una
Retro-Diels-Alder, a nivel del anillo C; de esta manera, el
fragmento de masa 167 corresponde a un jén que porta
todos los sustituyentes del anillo A, Ei peso de este idn
muestra que en el anillo A existen los grupos —0OCH3 vy
OH; este fltimo, como ya se dijo, se encuentra en C-5,
segln lo discutido en la primera parte y entonces el —QCH3
necesariamente debe situarse en C—7, con lo cual queda
automdticamente fijada la posicién del OH fenélico, el cual,
para conformar un sistema AB en el anillo B, debe situarse
en C—4',

Si supusiésemos que el OH fendlico estd situado en -7,
entonces la fragmentacién indicarfa un i6n importante con
peso 153, el cual no se aprecia en nuestro espectro. La frag-
mentacién se muestra en la figura 4,

RiO_

R ®-H
RE =-CH»

R = «CHa
R2=-H

Fig. 3. Poslbles estructuras de! flavonaide aislado de 1a resina de
las tres especies de Evcalyptus,
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Fig. 4. Fragmentacién del Aavonojde en Espectrometria de Masas.
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Los espectros del acetato confirman nuestra estructura: se
aprecia en TH RMN dos clases de acetatos, uno alcohélico
2 1.90 y otro aromdtico a 2.20. El OH en C—5 no acetila,
pues las condiciones de la reaccién de acetitacion no son su-
ficlentes para romper ¢l puente de hidrégeno, Ademds, las
dos dobletes a 5.00 y 4,60 se encuentran, en e espectro
del acetato, bastante desplazados por la cercanfa de un gru-
po muy rico en electrones, como es € acetato en C—3. E}
espectro de masas nuevamente presenta un fragmento im-
portante a 167, indicando ello que en esta parte de la molé:
cula no ocurrié ninguna reaccion de acetllacién, pues allf
no hay grupos susceptibles de reaccionar asf; ademds, si
alli hubiese ocurrido acetilacién, este fragmento tendriz un
peso de 205, que no se aprecia en el espectro; por lo tanto,
la estructura de esta sustancia esla Il de la figura 3.

Este flavonoide se conoce con el nombre de 7-metoxjaro-
madendrin vy ha sido aislado, entre otras plantas, de una
Compositae (Hurabielle et al,, 1982).

Como ya se menciond, este flavonoide se encuentra exclu-
sivamente en las resinas de las plantas enfermas, pues las
cromatografias en capa fina en diferentes solventes asf lo
ha demostrado. Sinembargo, no se pudo determinar con
certeza due Ja afeccién fuese ocasionada por un microorga-
nismo, dado que la plantacitn de Ayapel gue se tomé como
referencia para la parte microbioldgica, fue destinada a la
produccién de pulpa de papel. Por ello, esta sustancia no
puede catalogarse con certeza atin como una fitoalexing, ya
que ellas se definen como compuestos que se producen en
las plantas como resultado de su interaccién con microorga-
nismos y ademds tienen capacidad antibitica, Esta defini-
cibn, no obstante es susceptible de ser modificada, puesto
que no solamente los microorganismos inducen su produc-
cibn, sino también algunos factores abiodticos, tales como sa-
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fes de metales pesados, entre otros (Banks y Dewick, 1982);
asf mismo, fa funcién antibibtica directa no necesariamente
es su razon de ser, pues recientemente se ha encontrado
fuertes evidencias que indican gue las fitoalexinas pueden
participar en funciones celulares internas, cuando las plan-
tas son afectadas por microorganismos u otros factores
adversos (Echeverri et al,, 1985). Debido a lo anterior, y
desde un punto de vista mis amplio, 7-metoxiaromadendrin
es un. metabolito de stress, esto es, es una sustancia produ-
cida por 1a planta ante la influencia de factores adversos;
légicamente cuando este factor es un microorganismo, la
sustanicia es una fitoalexina,

Adn no se conoce con certeza el papel exacto de las resinas
en iz planta, pues algunos consideran que son productos del
metabolismo, mediante e cual la planta se libera de altas
concentraciones de sustancias potencialmente venenosas
para ella, o bien, que son producidas como un mecanismo
de defensa (Dell y McComb, 1978), pues se ha demostrado
que algunas resinas impiden la pérdida de agua e imparten
proteccién contra la radiacién ultravioleta (Rhoades, 1977).
Ademds, la composicion de las resinas refuerza la posibili-
dad de que se trate de mecanismos de defensa, pues estas
« s¢ componen principalmente, de un lado, de taninos y fla-
_vonoides (Dell y McComb, 1978}, con los cuales se cambia
drdsticamente el pH externo, hasta niveles fuertemente aci-
‘dos. De otro lado, las resinas son muy ricas en terpenos,
algunos de ellos estructuralmente relacionados con sustan-
cias que reguieren Tos insectos para su ciclo metabdlico y
que provienen de [a via acetato-mevalonato: estos terpenos
de resinas ptieden actuar como inhibidores enzimdticos que
impiden la transformacién de precursores a hormonas v
feromonas (Goodwin, 1970), aungue existe también la

posibitidad de que los mismos insectos induzcan la pro-
duccibn de resinas en |a planta con la finalidad de tomar
de alli los blogues gquimicos con los cuales realizan su bio- .
guimica normal y completa,

Respecto a los flavonoides, se encuentra una amplia biblio-
grafia que ilustra su actividad biolégica relacionada con los
mecanismos de defensa de la planta. Algunos flavonoides
son irritantes {Schildnecht, 1981), estrogénicos (Singleton
y Kratzer, 1969), antimicrobianos {Mitscher et al,, 1980),
fitoalexinas {Ingham, 1972), alelopdticos (Star, 1980), insec-
ticidas (Jacobson y Crosby, 1971) y su fisiologia en plan-
tas ha sido parcialmente elucidada {McClure, 1978).

Si es del caso que la enfermedad en Ewcalvptus sea causa
da por microorganismaos, se pueden sugerir varias razones
para que la enfermedad siga desarrolldndose, a pesar de que
la planta produzca sustancias de defensa: o el patogeno me-
taboliza rdpida v eficientemente 1a sustancia hasta un pro-
ducto atdxico a &, o la virulencia es tal que 1a planta no
alcanza a producir niveles adecuados de compuestos activos,

Queda entonces planteada la posibilidad de estudiar mds a
fondo el pape} de las resinas como mecanismos de defensa
de las plantas v la aplicabilidad potencial de sus compues-
tos en la proteccién de cultivos importantes,
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STRUCTURE OF A STRESS METABOLITE FROM EUCAL YPTUS GLOBULLS,
E. CITRIODORA Y E, PULVERULENTUS
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A flavanoid, identified as 7-metho xyaromadendrin was isolated from the resin of e, ’1’0@ ; Q‘F,g; . ‘
disegsed trees of Eucalyptus globulus, E, citriedora and' E. pulverulentus. A/- 4’{’,?0 3}‘,1” -
thoguh the flavonoid could be a phytodlexin, microbiological origen of the dis- ré'c-
euse was not established so that the flgvonold could be a product of stress In &
the affectd plants.
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