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RESUMEN

La planta medicinal C. scoparioides Illamada comunmente hierba de sapo se
desarrolla en zonas de gran humedad. El aceite esencial de esta planta contiene
en mayor porcentaje compuestos tales como el timol, metil timol, alfa Felandreno,
los cuales son utilizados en la medicina y en la industria cosmética principalmente.
Hasta ahora en C. scoparioides son pocos los estudios que se han realizado
sobre su potencial en produccion de aceite esencial y no se han reportado
estudios agronémicos que nos muestren como se propaga y como es su ciclo
fenologico. En este ensayo se evaluaron métodos de propagacion y el potencial en
produccion de aceite esencial rico en timol de C. scoparioides. Para las
evaluaciones se realizaron dos tipos de propagacion por medio de esquejes y
semilla, se determiné el porcentaje de germinacién, nimero de hojas, area foliar,
altura de la planta, dias de germinacion, dias de floracion y para la determinacion
de la composicién quimica de los aceites esenciales se utiliz6 cromatografia de
gases, espectrometria de masas, previa extraccibn de aceites esenciales por
hidrodestilacion.

Palabras claves: hierba de sapo, Conobea, aceites esenciales, propagacion,
hidrodestilacion.



ABSTRACT

The medicinal plant C. scoparioides commonly called “hierba de sapo” develops in
wetlands. C. scoparioides essential oil contains compounds such as thymol, methyl
thymol, and alpha felandrene, with medicinal and industrial uses, including
cosmetic uses. So far few studies have not been conducted on C. scoparioides
essential oil potential production, have agronomic studies been reported to show
any experimental reproduction or its phenological cycle. This study evaluated two
propagation methods and the thymol-rich essential oil production potential. Trials
were done for two types of propagation using cuttings and seed; we assessed
germination percentage, number of leaves, leaf area, plant height, days to
germination, and days to flowering and to determine the chemical composition
essential oils used gas chromatography mass spectrometry after extraction of
essential oils by hydrodistillation.

Keywords: “hierba de sapo”, Conobea, essential oils, culture, and hydrodistillation.



INTRODUCCION

El uso y manejo de las plantas con fines curativos ha sido importante para la vida
humana, y se viene desarrollando desde los inicios de la historia de la humanidad.
Desde entonces, el hombre ha intervenido la vegetacion en busca de especies
vegetales que le puedan ser utiles en diferentes aspectos como la parte
alimenticia y medicinal. Asi mismo, ha observado el comportamiento de de las
especies en su entorno natural para luego desarrollar técnicas de cultivo que le
permitan la domesticacion de las mismas y, a través de diferentes ensayos ha
identificado la aplicabilidad y uso especifico de algunas plantas para tratar
problemas que aquejan a la salud humana principalmente (Hernandez y Gally,
2000).

Una de las plantas importantes en el Pacifico Colombiano para la resolucién de
varios problemas de salud es la hierba de sapo, Conobea scoparioides (Cham. &
Schitdl.) Benth. (Scrophulariaceae).

Parte de sus propiedades farmacolégicas que se asocian con esta planta podrian
deberse a los altos contenidos de timol y metil-timol, compuestos de los que esta
planta podria ser una fuente agricola comercial local, y que a nivel mundial se
extraen de varios géneros de labiadas y verbenaceas. Estos dos compuestos
resultan de gran utilidad en la agroindustria (Choi y otros, 2000), como
saborizantes, antioxidantes, fungicidas y como acariciadas en la industria de la
apicultura.

No obstante, a pesar del potencial agroindustrial te6rico de Conobea scoparioides
se conocen muy pocos estudios cientificos.

Las comunidades rurales asentadas en la costa Pacifica colombiana, poseen un
amplio conocimiento tradicional para el manejo y uso de esta especie. La planta se
emplea para la induccion del vémito en caso de intoxicacién, induccion de aborto,
como pediculicida en el control de liendres y piojos, para desinfectar heridas,
como febrifugo, en el tratamiento de beri-beri, en el tratamiento de la malaria,
entre otros (Fonnegra R. Jiménez S 1999), y como tratamiento de hongos
cutdneos en humanos y animales.

Conobea scoparioides, conocida vulgarmente como Hierba de sapo, es una planta
herbacea de porte erecto, perteneciente a la familia Scrophulariaceae, que crece
generalmente en zonas de gran humedad (Choi y otros, 2000) y encharcamiento
del suelo.

Debido a la importancia en la medicina tradicional y como planta con potencial
agroindustrial, este trabajo pretende evaluar metodologias de propagacion por
semillas y esquejes para la domesticacion gradual de la especie y extraer los



aceites esenciales para tener indicios claros de su potencial para la agro
industrializacion, que apunten asi, a la construccion de una cadena productiva
donde no sélo se aporte a la ciencia médica, si no también, se constituya en una
actividad econdmica significativa para los agricultores de la region del Pacifico.



1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar métodos de propagacion y el potencial productor de aceite esencial rico
en timol de Conobea scoparioides en el Municipio de Buenaventura.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la capacidad de germinacion, desarrollo y crecimiento de la hierba
de sapo Conobea scoparioides.

e Realizar extraccion de aceite esencial de la hierba da sapo Conobea
scoparioides.

e Cuantificar la capacidad de produccion de aceites esenciales de la hierba
de sapo C. scoparioides.



2. ANTECEDENTES

2.1. GENERALIDADES DE Conobea scoparioides

La region del Pacifico colombiano ha sido considerada como una zona de gran
importancia en el uso de plantas medicinales para combatir enfermedades que
atacan a la poblacién. Debido a la influencia que ha tenido la medicina occidental
se han perdido los conocimientos tradicionales dejando a un lado la cultura que ha
representa el conocimiento ancestral. (Fonnegra R. Jiménez S 1999).

Conobea scoparioides, conocida en Colombia como hierba de sapo y en el Brasil
como Pataqueira, es una planta herbacea perteneciente a la familia
Scrophulariaceae, planta de porte erecto que crece generalmente en zonas de
gran humedad (Choi y et al, 2000).

Esta planta ha sido utilizada en el tratamiento de malaria y para bajar la fiebre
entre otros. También se reporta un potencial contra protozoarios, como
leishmanicida, tripanicida y citotdxica sobre la linea celular U-937 con los extractos
polar (metanol) y apolar (diclorometano) de la planta total de C. scoparioides,
dando resultados positivos para el extracto apolar (Arteaga D, 2008), por lo que
tendria un potencial anticancerigeno; en Brasil es utilizada en bafios arométicos y
en el tratamiento del beri—beri (Choi, et al, 2000) posiblemente debido a las
cantidades significativas de Tiamina (Vitamina B1). Los efectos anticancerigenos
de la Cucurbitacina E fueron reportadas por Fuller et al, 1994.

Conobea scoparioides también contiene sustancias triterpénicas, amargas
conocidas como Cucurbitacina, particularmente la Cucurbitacina E, que también
se habian detectado en otros miembros de la familia (Kaya et al, Melzig, 2008).

Las Cucurbitacinas reciben un creciente interés y patentes farmacoldgicas, por los
poderosos efectos sobre células cancerosas (Jang et al., 2008), en la interferencia
de los procesos de adhesién celular y metastaticos, y por su capacidad de inducir
cambios fenotipicos en células sanguineas. Duncan et al. (1996), reportan la
efectividad de la Cucurbitacina E en el rompimiento del citoesqueleto de células de
préstata tumorales figura 1.

Figura: 1 Estructura de la Cucurbitacina E de C. scoparioides.
Tomado de http://home.ncifcrf.gov/mtdp/Catalog/compounds/106399.html



http://home.ncifcrf.gov/mtdp/Catalog/compounds/106399.html

Es posible que el alto aprecio medicinal de esta especie en el Pacifico colombiano
se deba a la presencia de estas sustancias y a sus aceites esenciales. Localmente
esta planta es utilizada para el tratamiento casero de hongos en los pies, piojo de
las gallinas y humanos, como purgante, abortiva, para bafios, y para masajes,
entre otros usos.

Ademas de su uso en medicina alternativa, C. scoparioides es una especie
atractiva economicamente ya que de ella se extraen aceites esenciales con
sustancias para la agroindustria como el timol y el metil timol, junto con
compuestos oxigenados que podrian tener interés perfumista.

El timol (2—-Isopropil-5—metil-fenol) es una sustancia cristalina incolora de olor
fuerte que esta presente en aceites esenciales de algunas plantas, por lo tanto
hace parte de los fenoles naturales. Un isdbmero de timol es el carvacrol. El timol
pertenece al grupo de los terpenos, el cual se caracteriza por su poder
desinfectante y fungicida; es usado por su sabor agradable en enjuagues bucales
y pastas de dientes, ademas es utilizado para la desinfeccion dermal y contra
infecciones por hongos (Morais et al, 1972).

No hay plantas nativas ricas en timol en Colombia salvo Conobea scoparioides y
algunas especies de Lippia (L. origanoides, L. micromera entre otras), por lo cual
estos compuestos suelen ser importados. La industria candidatizé esta especie
como la principal fuente potencial de timol para la Amazonia brasilera.

2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

La hierba de sapo es una planta herbacea de porte erecto, la cual crece muy bien
en suelos humedos.

Reino: Plantae
Subreino: Viridaeplantae
Phylum: Magnoliophyta
Subphylum: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Lamiidae,
Orden: Scrophulariales
Familia: Scrophulariaceae
Especie: Conobea scoparioides (Cham. & Schitdl.) Benth.

Sinonimia: Sphaerotheca scoparioides Cham. & Schitdl. Linnaea 2: 606-607. 1827.



2.3 DESCRIPCION BOTANICA

La C. scoparioides es una planta con hojas opuestas decusadas lanceoladas, de
borde regularmente serrado y base subsésil atenuada. La lamina presenta
numerosas glandulas deprimidas que contienen aceites esenciales. El tallo es
verde cuadrangular quebradizo y arenquimatoso, con flores cigomorfas moradas,
con lineas guias blancas. Los tallos producen abundantes raices adventicias
evidentemente aerenquimatosas sin pelos absorbentes. Los frutos son capsulares
esféricos de 2-3 mm de diametro, tienen caliz acrescente con 5 lacinias
triangulares de 4 mm de longitud, y un peddnculo filiforme de 1.5 a 2 cm de
longitud, y contienen numerosas semillas mindsculas con placentacion central.
Planta perenne de hasta 1 metro de altura aproximadamente.

Todas las partes aéreas de la planta presentan un olor penetrante caracteristico,
gue se hace mas agradable durante el secado.

2.4 ECOLOGIA DE LA ESPECIE

Conobea scoparioides crece en areas anegadas con profundidades variables, en
tierras bajas de los rios y riachuelos y en suelos arenosos y en sitios
encharcados, aunque hay reportes de su presencia en la zona andina en
resguardos Paeces del Cauca.

Por su presencia en helobiomas discontinuos a lo largo del continente americano,
se podria interpretar, que las semillas de la especie pudieran haber sido
dispersadas por aves migratorias.

En areas como el Amazonas los tallos alcanzan la mayor elongacion, tal vez
asociada con las fluctuaciones regionales de los rios, comparados con los
registros para el Pacifico colombiano.

2.5 PLAGAS Y ENFERMEDADES DE LA ESPECIE

No se tiene conocimiento acerca de plagas y enfermedades asociadas con la
especie, que podrian tener incidencia en las fases de cultivos.

2.6 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE Conobea scoparioides Benth.

Conobea scoparioides es una planta que crece desde México hasta Brasil y que
se adapta muy bien a las condiciones climéticas de esas zonas, especialmente en
lugares humedos, sin embargo existen pocos datos publicados sobre las especie,
por lo cual se pretende hacer investigaciones que exploren nuevas formas de su
aprovechamiento y cultivo (anexo 1).



2.7 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son mezclas homogéneas de compuestos quimicos
organicos terpenoides. Tienen la propiedad en comun, de generar diversos
aromas agradables y perceptibles al ser humano. En condiciones ambientales, son
liguidos menos densos que el agua, pero mas viscosos que ella. Poseen un color
en la gama del amarillo, hasta ser transparentes en algunos casos (Teuscher, et
al, 2005).

Son inflamables, no son téxicos, aunque pueden provocar alergias en personas
sensibles a determinados terpenoides (Cadby et al., 2002). Son inocuos, mientras
la dosis suministrada no supere los limites de toxicidad. Sufren degradacion
guimica en presencia de la luz solar, del aire, del calor, de acidos y alcalis fuertes,
generando oligbmeros de naturaleza indeterminada. Son solubles en los
disolventes organicos comunes. Casi inmiscibles en disolventes polares asociados
(agua, amoniaco). Tienen propiedades de solvencia para los polimeros con anillos
aromaticos presentes en su cadena. Son aceptados como sustancias seguras
(GRAS) por la Agencia de Drogas y Alimentos de EE.UU. (FDA) (Code of Federal
Regulations, 2003).

Los terpenoides son una familia de hidrocarburos oxigenados, con uno o varios
anillos insaturados y con la presencia de 10 carbonos en su estructura. Tienen una
bajisima presién de vapor a condiciones ambientales: 200 a 300 Pa. (Li et al
1998); si carecen de atomos de oxigeno, son casi insolubles en agua y en el caso
contrario, su solubilidad es mayor, pero aun baja con respecto a otros compuestos
anélogos son inestables fotoquimicamente (Li et al, 1998).

2.7.1. Uso de los aceites esenciales. Los aceites esenciales se utilizan para dar
sabor y aroma al café, el té, los vinos y las bebidas alcohdlicas. Son los
ingredientes basicos en la industria de los perfumes y se utilizan en jabones,
desinfectantes y productos similares. También tienen importancia en medicina,
tanto por su sabor como por su efecto calmante del dolor y su valor fisiolégico.
(Judd, W. S et al 2002). Algunos componentes de los aceites esenciales se refinan
por destilacién fraccionada y alcanzan mayor valor. Algunos de ellos se usan
como moléculas de partida (sintones) para la sintesis de compuestos mas
COostoso0s.

2.7.2. Los aceites esenciales: una alternativa a los antimicrobianos de
sintesis. Son sustancias olorosas obtenidas a partir de plantas mediante
destilacién en corriente de vapor o por expresion del material vegetal, provienen
fundamentalmente del metabolismo secundario de los vegetales superiores en los
gue ejercen funciones de defensa y atraccion.

Tras su produccién, los aceites se almacenan en distintos érganos de la planta en
la raiz y rizomas encontramos aceites de curcuma y jengibre, a partir de los frutos



se obtiene aceite de anis e hinojo y de la semilla la mostaza, y hojas. En general
el rendimiento de la extraccién es muy bajo variando entre 0.01% y el 2%. Los
aceites esenciales se caracterizan por ser una mezcla compleja de varios
compuestos de aromas volatiles.

2.7.3 Sustancia méas importante en los aceites esenciales de las plantas. El
timol (2-isopropilo-5-metil-fenol) es una sustancia cristalina incolora con un olor
caracteristico que esta presente en la naturaleza. Normalmente se obtienen del
Tomillo (Thymus sp.) y de las mejoranas, oréganos (Origanum spp.) procedentes
de la cuenca del Mediterraneo y se ha encontrado en menores cantidades en
Lippia origanoides de Colombia.

El timol se caracteriza por su poder desinfectante y fungicida. Por su sabor
agradable esta presente en la formulacion de diversos enjuagues bucales, pastas
de dientes etc. Una disolucion de 5 % timol en etanol se utiliza para la
desinfeccién dermal y contra infecciones con hongos. En veterinaria se aplica
igualmente contra infecciones dermales y para estimular la digestion. En apicultura
se usa para combatir un acaro parasitario de la abeja llamado Varroa. Las sales
calcicas de timol y su isomero el carvacrol, tienen patente de uso como fungicida
agricola

2.8 METODOS DE PROPAGACION

2.8.1 Propagacion sexual. EI método de propagacion por semilla se usa
principalmente para a obtener nuevas variedades.

2.8.2 Propagacion asexual. Consiste en la reproduccion de individuos a partir de
porciones vegetativas de las plantas y es posible porque en muchas de éstas los
Organos vegetativos tienen capacidad de formar nuevas raices y las plantas de
raiz pueden regenerar un nuevo tallo.

2.9 FACTORES QUE AFECTAN LA GERMINACION DE SEMILLAS

2.9.1 Determinacién del Fotoblastismo en la germinacién de semillas. De
acuerdo con Smith (1972), fue Evenari en el afio 1956 quien acufio el término de
fotoblastismo. Con el designo el efecto que sobre la germinacion de las semillas
tienen luz. Denomind fotoblastismo positivo a la condicién de las semillas cuya
germinacion es estimulada por la luz blanca, fotoblastismo negativo a la
condicion de las semillas cuya germinaciéon es inhibida en presencia de la luz y
no- fotoblastiscas a aquellas semillas cuya germinacion es indiferente a la luz.

El fotoblastismo se define como la germinacion dependiente del fitocromo. Cuando
este Ultimo se desactiva en un ambiente con baja proporcién luminica roja/roja
lejana (R/RL), la semilla no germina y permanece latente. Por el contrario, la
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germinacion se inicia cuando el fitocromo es activado bajo un ambiente de alta
relacion R/RL, caracteristica de los claros de luz (Smith 1972).

Ademas, el fotoblastismo positivo es el principal rasgo de la germinacion
relacionado con la formacion de la reserva natural de semillas bajo el dosel
(banco de semillas del suelo) y la hojarasca de la selva y es el mecanismo
fisiologico por el cual las semillas detectarian la calidad de la luz en el ambiente
necesaria para el establecimiento exitoso de las plantulas (Vazquez-Yanes y
Orozco-Segovia 1990).

Los fitocromos son pigmentos censores que van a controlar en la planta todos los
procesos de desarrollo, desde la germinacién y etapas sucesivas.

El descubrimiento de los fitocromos ocurrio en 1937. Se estudio el efecto
producido por destellos de luz en la germinacion de ciertas plantas y se llegé a la
conclusién de que mientra la luz roja producia activacion de germinacion si se
usaban destellos de rojo lejano se inhibia el proceso.



3. MATERIALES Y METODOS

Para el logro de los objetivos, el presente estudio se dividié en cuatro fases: (a) la
fase de campo para la recoleccion de semillas y esquejes de Conobea
scoparioides; (b) la fase de siembra de los esquejes recolectados en campo; (c)
la fase de semilleros donde se obtuvieron las plantulas para el transplante; (d) la
fase de laboratorio donde se produjeron los extractos de aceites esenciales para
luego realizar la prueba cromatografia.

3.1 LOCALIZACION

Este ensayo se realizd en el municipio de Buenaventura (Departamento del Valle
del Cauca Colombia); en las instalaciones del Campus de la Universidad del
Pacifico del programa de Agronomia del Tropico Humedo, ubicada en la via al
aeropuerto. Geograficamente el area esta localizada entre 3° 50’ 38.9” de latitud
Norte y a 77° 00’ 7.7 de longitud oeste, con una altitud de 20 m.s.n.m.,
temperatura promedio de 28°C y una precipitacion pluvial que alcanza cerca de
8000 mm/afio y con una humedad relativa media anual del 87% ( IGAC, 1980)

3.2 MATERIAL EXPERIMENTAL

Como material de propagacion se utilizaron semillas y esquejes de Conobea
scoparioides provenientes de Santa Rosa de Saija (Municipio de Timbiqui Cauca).
Las semillas se limpiaron figura 2 y se las almacend en frascos a temperatura
ambiente, hasta el momento de la siembra. Estas semillas alcanzan tamafios
cercanos a 0.2 a 0.3 mm de largo, por lo que se las considera semillas polvo (“dust
seeds”), de forma sigmoide a trapezoidales, con testa finamente estriada
longitudinalmente. Este tipo de semillas por su pequefio tamafio se pueden
integrar al banco de semillas del suelo, donde permanecen latentes durante
décadas, hasta cuando se producen las condiciones de iluminaciéon adecuadas
para germinar. Y pueden ser arrastradas por el viento o el agua, e insertarse en el
plumaje de ciertas aves.

Figura 2. Semillas de Conobea scoparioides



Los esquejes se obtuvieron de secciones del tallo con al menos dos yemas, y
primordios de raices viables. Estos se conservaron en una camara humeda
consistente en un balde con agua para conservar su viabilidad hasta el momento
de la siembra (figura 3).

Figura 3. Esquejes de Conobea scoparioides en camara humedad

3.3PRUEBA DE GERMINACION DE SEMILLAS

Se tomaron cinco cajas de Petri y se cubri6 el fondo de cada unas de ellas con
papel absorbente humedecido con agua destilada estéril donde se depositaron las
semillas de C. scoparioides figura 4. De las cinco cajas petri, dos fueron dejadas
en oscuridad envolviéndolas en papel aluminio y en una bolsa negra plastica, a
una temperatura de 28°C y luego de varios dias de imbibicién de las semillas una
de las cajas fue irradiada con rayos laser (de tipo clase 3A de 650 + 10
nanometros rango de rojo y con una salida maxima de cinco microvatios), por 80
minutos, divididos en sesiones de 10,15, 25 y 30 minutos respectivamente por un
periodo de 10 dias.

Otras tres cajas petri se dejaron en condiciones ambientales con iluminacion
natural, bajo las mismas condiciones de temperatura y tiempo.

Figura 4. Pruebas de germinacion



3.4PROPAGACION DEL MATERIAL

3.4.1 Propagacién por semillas. Se tomaron las semillas limpias, sembrando un
total de 160 en dos materas figura 5, utilizando sustrato de suelo franco-limoso
procedente del rio Dagua. Las materas se irrigaron por inmersion capilar para no
enterrar o remover las diminutas semillas, y se ubicaron las materas bajo
invernadero, con iluminacién natural. Se establecieron 18 materas y bolsas que
contenian dos kilogramos de suelos por materas, se sembraron dos plantulas por
materas. Durante la fase vegetativa y de adaptacion se realiz6 control manual de
las arvenses.

Figura 5. Plantulas de 15 dias de grminadas

Las plantulas se transplantaron a los 60 dias después de la siembra en materas y
bolsas estas fueron regadas diariamente el primer mes; luego dia de por medio
(figura 6 y 7). Sobre estos materiales se monitore6 el desarrollo, registrando los
datos de las siguientes variables: altura, numero de hojas y area foliar cada quince
dia.

Figura 7. Crecimiento vegetativo de las plantas de Conobea scoparioides en matera y bolsas.



3.4.2 Propagacion por esquejes. Se sembraron 90 esquejes en una parcela de
1.44m? con suelos arcillosos y anegamiento constante de 5-15cm caracteristicas
similares de crecimiento en estado natural figura 8 y 9.

Las parcelas estaba en el campus de la Universidad del Pacifico sede
Buenaventura y estuvo establecida por un tiempo de 7 meses y medio. Los
esquejes se obtuvieron de plantas de Conobea scoparioides procedentes de
Santa Rosa del Saija Municipio de Timbiqui Cauca. Se selecciond para este
ensayo de reproduccidn vegetativa, secciones de tallos pocos lignificados, y
ramificaciones con raices advertencias preexistentes. Y fueron almacenados en
agua antes de la siembra para evitar su deshidratacién; la siembra de los
esquejes fue directa. Durante la fase vegetativa y de adaptacién se realizo el
control manual de las arvenses, no se aplicé ningun tipo de enmienda y ningun
fertilizante al suelo.

Figura 8. Preparacion del Terreno: corte de todas las malezas existentes en el sitio hasta dejarlo
limpio

. ‘;;}v‘ . | : . ‘,_J;ﬁ-.,’w-*‘ > "_ “;L‘\
Figura 9. Siembra de los esquejes en el sitio experimental para reproduccién vegetativa.

3.5 MANEJO DEL ENSAYO Y TOMA DE DATOS.

3.5.1 Estandarizacion de area foliar. Para obtener el area foliar de las plantas de
C. scoparioides se realiz6 la medicion real del area foliar de 90 hojas tablal. Para
la medicién, las hojas frescas fueron adheridas sobre hojas blancas de papel y
cada hoja fue fotocopiada sin magnificacion, sobre una hoja de papel milimetrado.
A partir de estas fotocopias se adicioné las areas cubiertas por proyeccion de cada
hoja. Para cada hoja se tomo la medicién de la longitud total y el ancho medio.



Area foliar | Longitud (L) | Ancho (A) | Largo X Ancho
6.68 8 1.6 12.80
9.17 8.9 1.9 16.91
10.95 10 1.9 19.00
5.22 7.2 1.3 9.36
10.28 9.6 2 19.20
7.91 8 1.8 14.40
13.38 11.6 2.3 26.68
8.46 7.7 2 15.40
13.93 11.3 2.5 28.25
10.54 9.8 1.9 18.62
10.79 9.6 2.1 20.16
11.28 11 2.1 23.10
7.81 8.9 1.4 12.46
9.72 8.8 2 17.60

8.4 9 2 18.00
9.09 8.9 1.8 16.02
8.63 8 1.8 14.40
8.22 8.9 1.7 15.13
10.04 9.1 2 18.20
12.14 10.2 2.2 22.44
13.41 11 2.3 25.30
12.76 105 2.2 23.10
12.23 10.7 2 21.40
9.91 9.7 1.8 17.46
14.6 12 2.2 26.40
13.06 10.7 2.3 24.61
10.94 10 1.7 17.00
6.89 8.4 1.8 15.12
3.41 6.8 1.2 8.16
4.44 75 1.4 10.50

4.9 8.4 1.4 11.76
4.98 10.6 2.2 23.32
5.42 9.2 1.7 15.64
9.33 9.6 2.1 20.16
9.28 9.2 2 18.40
4.35 6.2 1.4 8.68
5.14 6.4 15 9.60
6.74 8.2 1.6 13.12
5.42 7.4 15 11.10

6.1 8 1.4 11.20
5.35 6.5 1.6 10.40
11.48 11 2 22.00
10.44 10 1.8 18.00
12.58 11.2 1.8 20.16
12.41 11.1 2 22.20
12.15 11.3 2 22.60
13.9 12.7 2.2 27.94




11.09 9.5 2 19.00
8.48 8.9 1.6 14.24
6.4 7 1.6 11.20
7.91 8.3 1.2 9.96
9.19 8 2 16.00
8.56 7.2 2 14.40
5.63 7.2 1.4 10.08
8.02 7.5 2.2 16.50
6.74 6.9 1.9 13.11

12 10.2 2 20.40
13.85 114 1.9 21.66
7.04 8.3 15 12.45
13.47 11 2.2 24.20
10.11 9 1.9 17.10
17.75 13 2.4 31.20
10.99 8.5 2 17.00
18.86 12.5 2 25.00
10.64 9.2 1.9 17.48
10.21 8.4 2 16.80
12.16 9.5 2 19.00
11.63 10 2.1 21.00
11.2 9.9 2.2 21.78
10.64 9.3 1.8 16.74
15.2 12 2.4 28.80
12.5 10.2 2.2 23.98
20.7 13.1 2.5 32.75
16.46 11.8 2.4 28.32
15.6 114 2.5 28.50
16.89 12.5 2.4 30.00
16.91 124 2.4 29.76
16.09 11.6 2.9 33.64
15.76 11.7 2.3 21.91
12.27 10.2 2 20.40
18.18 134 2.8 37.52
16.31 11.8 2.3 27.14
13.97 114 2 22.80
10.71 10.2 1.8 18.36
9.2 8.9 2.1 18.69
124 9.6 2 19.20
11.83 9.7 2.3 22.31
11.84 10 2.1 21.00
10.36 9.6 1.9 18.24
15.56 12 2.4 28.80

Tabla 1. Obtencién de los datos para calcular el area foliar.

Con los datos obtenidos se construyé una funcidbn matematica que correlacionara
la longitud con ancho de cada hoja, a través de un analisis estadistico de
regresion, entre diversos modelos. Se selecciond el modelo cuyo R? explicé mejor
la distribucion de los datos reales.



A partir de la funcion de regresion, se calculé el area foliar experimental de las
plantas, usando las mediciones de longitud y ancho de las hojas, como Unico
modo no destructivo para obtener una variable comparativa, para analizar el
crecimiento confiable de las plantas (debido a que se correlaciona mejor con la
biomasa que las mediciones de altura o longitud de tallos).

Area Foliar Lx A

25 A-EAAC A-4-ATE
Yy=U,0849X7T U, 1470

2
R =U,6665

Ancho X longitud
=
o

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00

Area foliar (cm?)

Figura 10. Modelo de regresion utilizado para calcular el area foliar

3.6 DESCRIPCION DEL PROCESO DE LA HIDRODESTILACION

Para llevar a cabo el proceso de hidrodestilacién se separaron las hojas del tallo
luego, se pesaron las hojas, posteriormente se introdujo las hojas al destilador
tipo Clavenger de arrastre por vapor, por espacio de 4 horas, para extraer el
aceite esencial.

Figura 11. Montaje del proceso de destilacién por arrastre de vapor tipo Clavenger.

Se destilaron dos lotes de hojas frescas y un lote de hojas secas de C.
scoparioides.



Los aceites esenciales obtenidos de la destilacion fueron separados en embudo
de separacion y desecados con sales de calcio, antes empacarlos en viales de
vidrio los cuales fueron rotulados para su identificacion.

Se registro el rendimiento de aceite esencial en términos de peso fresco, en las
muestras obtenidas a partir de material fresco. Para las muestras obtenidas a
partir de material vegetal seco, se calcularon los rendimientos en términos de peso
seco.

3.6.1 Preparacion de las muestras y analisis cromatografico. La destilacion de
hojas y obtencion de aceites esenciales se realizdé en la Universidad del Pacifico,
luego fueron remitidos para su analisis en el centro Cenivam, en la Universidad
Industrial de Santander (UIS) donde se los proces6 para el analisis
cromatografico, que fue realizado en un cromatografo de gases de Agilent
Technologies 6890 plus con detector selectivo de masas (MSD, Agilent
Technologies 5973), empleando dos columnas capilares de fases estacionaria
apolar db-5ms de 5%-fenil-poli (metilsiloxano) de 60 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 yL d,
y polar DB-WAX de poli (etilenglicol) de 60 m x 0.25 mm, D.I. x 0.25 ym, d;. anexo
2, se muestra el equipo usado para el analisis.

3.6.2 Identificacion de los metabolitos presentes en los aceites esenciales.
Para la identificacion de los metabolitos se tomaron (50uL) de aceites esenciales
de C. scoparioides se disuelto con 1ml de diclorometano, luego se tomo una
alicuota 1L de esta solucién que fue inyectada al cromatografo de gases

El reconocimiento de los metabolitos secundarios presentes en los aceites
esenciales (C. scoparioides), se realizo cromatograficamente, comparando los
indices de retencién de Kovats, calculados con base en los tiempos de retencion
de una serie de hidrocarburos lineales Cjo-Cys reportados en la literatura; y
espectroscopico, por comparacion de los espectros de masas obtenidos
experimentalmente, con los almacenados en bases de datos Adams 2005, NIST02
y willey7n.

La composicion porcentual de los compuestos fue calculada automaticamente por
el equipo cromatogréafico como funcion del &rea bajo la curva de cada pico.

3.6.3 Caracteristicas evaluadas. Las evaluaciones fueron realizadas en plantas
individuales. Se consideraron las variables agrondémicas como porcentaje de
germinacion de semillas y porcentaje de adaptabilidad de los esquejes altura por
planta (A/t), nUmero de hojas por planta (H/P), longitud de la hoja por planta (L/H),
ancho de la hoja por planta (A/H), cantidad de hijuelos por plantas.



3.7 DISENO EXPERIMENTAL.

Los ensayos de propagacion asexual por esquejes y sexual por semillas de
Conobea scoparioides se establecieron un disefio experimental completamente al
azar. La unidad experimental fue constituida por 90 esquejes sembrados
directamente en campo para la propagacion asexual.

Y para plantas procedentes de semillas propagacion sexual se realizaron en 18
materas y bolsas cada una con dos plantulas.

Para analizar los datos se utilizaron técnicas de estadisticas descriptivas (graficos,
curvas de crecimiento y modelos de regresion).



4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 PORCENTAJE DE GERMINACION DE SEMILLAS

En el ensayo de germinacion de semillas por propagacion sexual de Conobea
scoparioides Unicamente germinaron las que estuvieron expuestas a la luz; lo cual
significa que para la especie las semillas son fotoblastiscas positivas de acuerdo
con Smith (1973).

Ninguna de las semillas embebidas en la oscuridad, e irradiadas en las sesiones
con luz roja logré germinar.

Las semillas no respondieron a iluminacién con laser de luz monocromatica roja
de 650+ 10 nandmetros, lo que explica que la germinacién en la especie no es
exclusivamente dependiente de los fitocromos, y que se requiere de otros
estimulos en términos de longitudes de onda adicionales para que se
desencadene la germinacion figura 12.
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Figura 12. (a) Semillas expuestas a luz. (b) Semillas mantenidas en la oscuridad. (c) Semillas

mantenidas en la oscuridad e irradiadas con laser de 650 nanémetro + 10 rango de rojo durante 80
minutos en varias sesiones. (Nétese la ausencia de germinacion en By C)

El porcentaje de germinacion que se obtuvo en el ensayo de semillas con
iluminacion natural fue del 51% tabla 2 (promedio en las tres unidades
experimentales), presentando diferencias significativas frente los otros dos
tratamientos donde no hubo germinacién (oscuridad y oscuridad mas irradiacion
con rayos laser).

Ya que este proceso se llevo acabo durante 10 dias a una temperatura de 28°C,
es posible que una parte de la poblacion de semillas (49%) requiera de estimulos
adicionales a la luz para germinar. EI minasculo tamafio de las semillas hace



imposible realizar pruebas de viabilidad que permitan descartar la muerte u
disfuncionalidad fisiolégica de las semillas no germinadas.

Semillas en Numero Germinada | No % de
Cajas petri con | de S germinad | germinaci
iluminacion semillas as on
natural por cajas
petri

1 100 60 40 60

2 100 51 49 51

3 100 41 59 41
Promedio 50.6

Tabla 2. Porcentaje de germinacion en cajas de Petri
4.2 PROCENTAJE DE ADAPTABILIDAD DE ESQUEJES

El porcentaje de adaptabilidad obtenido por los esquejes fue del 37% con que se
culmind el ensayo. Se produjo un promedio de 6 hijuelos por plantas, figura 13.

Figura 13. Cultivo de C. scopar|0|des obtenldos por esquejes
4.3 CARACTERISTICAS AGRONOMICAS EVALUADAS

4.3.1Algunas caracteristicas fonolégicas de la especie. Se encontré para la
especie, que existen dos fases de floracion diferenciadas figura 14. Un proceso de
floracién axilar, en donde se desarrollan pocas flores axilares en los nudos
basales. Posteriormente el proceso de floracion se extiende a las partes altas de la
planta con lo que se interrumpe definitivamente su crecimiento en altura, pues los
meristemos vegetativos se transforman en su totalidad en meristemo florales.



s ' ,
Figura 14. Se demuestra la dlferenC|a entre la floracién aX|Iar y la floraC|on termlnal

Las plantas presentan un promedio de 131 a 147 dias para entrar al proceso de
floracion axilar, y de 187 a 201 dias para la floracion terminal. La floracion axilar
presenta tallos cortos, gran nimero de follaje, escasa ramificacion, y las flores son
esporadicas; en cambio la floracion terminal presenta una mayor ramificacion, el
follaje disminuye, los tallos son mas largos y las flores son continuas hasta que la
planta se cubre totalmente. De alli empieza la fructificacion y procesos
senescentes de las ramas mas viejas.

4.3.2 Altura de las plantas. . De acuerdo con Maia (2007) Conobea scoparioides
es una planta que tiene aproximadamente un metro de altura; de acuerdo con los
resultados obtenidos en las plantas experimentales sembradas en campo se
alcanzo6 un promedio de 38.4cm de altura, diferente a lo que paso con las plantas
sembradas en materas ya que estas obtuvieron un promedio de 27.2cm.

Las mediciones del crecimiento de C. scoparioides se explican por la funcién
exponencial 0.721°°?°® con un R? de 0.976 en campo y la funcién polinomial

e%2% con un R? de 0.966 en materas.

Cuando se comparé el crecimiento exponencial en condiciones de campo (tasa de
crecimiento de 0.721 cm cada quince dias, correlacionandose en un 97.66% con
la variacién de altura), con las plantas crecidas en condiciones de invernadero en
matera (tasa de crecimiento de 0.296 cm cada quince dias correlacionandose en
un 0.966% con la variacion de altura), se observd que existe una diferencia
significativa en las tasas de crecimiento de campo y en materas, mostrando que
las plantas sembradas en condiciones naturales y por esquejes presentan un
mejor desarrollo que las sembradas en materas y con semillas figura 15y 16



DESARROLLO DE LA ALTURA EN CAMPO
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Figura 15. A través del tiempo la altura tiene un desarrollo o crecimiento lineal con una correlacion
altamente positiva
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Figura 16. Se refleja el desarrollo de la altura (cm) y la tasa del crecimiento exponencial de las

plantulas a través del tiempo.

4.3.3 Evolucion del numero de hojas por planta durante el crecimiento como
variable para la medicién de crecimiento de C. scoparioides. El desarrollo del
nimero de hojas para C. scoparioides tuvo un crecimiento exponencial a través
del tiempo tanto para plantas sembradas en campo, como en materas.

El modelo matematico asociado al nimero de hojas como funcién del tiempo o
edad de las plantas tras la siembra se explica por la funcién y = 3,6448 €% %% La
tasa de crecimiento quincenal es de 3,6 hojas. Al final del experimento el nUmero
de hojas promedio que se obtuvo en campo por planta fue de 50 hojas y en
matera fue de 17 hojas.
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Figura 17. Funcién polinémicas del nimero de hojas de C. scoparioides en el tiempo.

DESARROLLO DEL NUMERO DE HOJAS POR PERIODO EN
MATERAS
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Figura 18. Modelo de regresion lineal del nimero de hojas vs. Tiempo

Durante el desarrollo del cultivo se presentaron problemas de plagas y
enfermedades no reportadas en literatura pero en el estudio se confirmé ataques
de un Falso medidor (Orden Lepidoptera, familia Noctuidae), cuyo ciclo de vida
es huevo que dura de 2- 4 dias, larva de 15 — 18 dias y pupa de 6 — 7 dias,
productor de desfoliaciones severas de algunas plantas. El dafio lo producen las
larvas que realizan comeduras de hojas entre las nervaduras o en los bordes.

Afidos: Orden Hemiptero, causan dafio mecéanico e inoculacion de patégenos,
debido a que son chupadores del floema del que extraen grandes cantidades de
savia, causando enrollamiento y torceduras de hojas vy tallos.

El liquido excretado por los afidos es dulce y usualmente es recolectado por
diversas hormigas. Los excesos de exudado dulce inducen el crecimiento de una
capa fungica denominada Fumagina. El término se refiere a colonias de distintas
especies de hongos, que se reproducen superficialmente en la cara superior de
las hojas, formando una pelicula de color negro (figura 19 y 20) que afectaron las
plantas sembradas en campo y en materas.



Teniendo en cuenta que al presentarse un ataque severo se observé una
disminucién en el follaje, pero la funcion del nUmero de hojas segun la edad de
las plantas fue de y= 3.644e%'® * en campo y=2.143"+0.92 y en materas presentd
una leve disminucién de acuerdo con el R*= 0.978 en campo y en materas de R?
=0.985 con lo que el ataque del falso medidor en campo disminuyd la prediccion
de correlacion lineal del nimero de hojas (figuras 21y 22).

Se realizaron controles experimentales para el ataque de fumagina con la
aplicacion de los hidrolatos remanentes de la hidrodestilacion de las hojas. Estas
aplicaciones no tuvieron de efecto alguno sobre la enfermedad.

Figura 20. Ataque de fumagina hasta causarle la muerte a la planta

4.3.4 Evolucion del area foliar por planta durante el crecimiento como variable
para la medicion de crecimiento de C. scoparioides. El area foliar promedio
acumulada producida por en dos ensayos evaluados indicé que el mayor promedio
de incremento de area foliar se alcanz6 en las plantas sembradas en campo
figuras 21.

Las plantas sembradas en matera mostraron inicialmente un mejor desarrollo ver
figura 22, que las plantas experimentales en campo pero en el transcurso del
ensayo, las primeras empezaron a perder follaje, mientras que las de campo lo



mantuvieron, mostrando que la especie estd mejor adaptada para crecer en
condiciones anegadas.

AREA FOLIAR PROMEDIO EN CAMPO

40

y = 0,8435e04851x
35

5»
R =0,737 /'
30 /
25 /
20 /
- Vl
10

_ ————

' —

area foliar (cm2)

Per 1 Per 2 Per 3 Per 4 Per 5 Per 6
Periodo (Quincenal)

Figura 21. Modelo de regresion area foliar vs. Tiempo transcurrido
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Figura 22. Incremento en el &rea foliar a través del tiempo.
4.4CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA ESPECIE

Los estudios anatomicos de tallos, hojas vy raices, (figuras 23,24 y 25) muestran
que la planta esta constitutivamente adaptada para crecer en espacios anegados.

Tanto las raices, hojas y tallos muestran una abundante proporcién de espacios
intercelulares.



Figura 23. Seccion transversal de raiz de C. scoparioides (a) epidermis (sin pelos absorbentes), (b)
endodermis, (c) cilindro vascular, (d) células parenquimatosas en radio, E espacios aéreos.

La hoja de C. scoparioides presenta una epidermis superior compuesta por células
hialinas buladas (Fig. 16). Este tipo de epidermis en este caso particular se
interpreta como adaptada para perder facilmente agua, dado que el habito de
crecimiento de la especie es tipicamente helofitico. Ello tiene implicaciones, no
sélo en la pérdida de agua, sino en que compuestos volatiles como algunos
componentes del aceite esencial podrian ser facilmente perdidos a través de la
epidermis.

Figura 24. Seccion transversal de hojas de C. scoparioides. Nétese la epidermis con células
buladas

La estructura interna del tallo de C. scoparioides muestra una anatomia
aerenquimatosa que desarrolla canales aéreos continuos en el eje longitudinal. El
delgado cilindro vascular es congruente con un comportamiento anual para esta
especie, dado que el cilindro vascular tiene limitado desarrollo. La médula del tallo
ocupa el mayor volumen y carece de los espacios que ocupan el cortex.



Figura 25. seccion transversal del tallo de C. scoparioides.

1. a). Epidermis. b) Cortex aerenquima. c) Cilindro vascular. d) Médula
2. a) Cortex aerenquima b) Cilindro vascular.

3. a) Xilema b) Floema.

4.5 RENDIMIENTO DE ACEITES ESENCIALES DE C. scoparioides

De acuerdo con la metodologia utilizada por Cerpa (2007) se realizaron dos
montajes; (a) material fresco (dos destilaciones) y (b) material seco. Mediante la
siguiente formula se calcul6 el porcentaje de rendimiento en material fresco como
seco.

gramosextiidosdeaceite
pesodelmatrialhumedo

100

% de rendimiento de aceite en hojas frescas =



2'541;1 *100 = 0.36912 %

% de rendimiento de aceite en hojas frescas =

0.0805

% de rendimiento de aceite en hojas secas = 5 *100 = 0.14935 %

Se obtuvo un rendimiento de aceite esencial del 0.37%, a partir de hojas frescas y
de 0.15% a partir de hojas secas.

Se determind que las hojas de Conobea scoparioides presentaron como regla
general bajos contenidos de aceite esencial, aunque se obtuvo un rendimiento
mayor a partir de la destilacion de hojas frescas, frente a las hojas secas.

De acuerdo con estudios anteriores se puede decir que el contenido de aceite en
esta investigacion una décima parte de lo obtenido por Maia (2007) para el Brasil,
donde se afirma que la planta entera tiene un rendimiento en aceite de 1.5% a
3.0%.

Segun Alpande de Morais (1972) dice que utilizando partes aéreas (tallos ramas y
hojas) tiene un rendimiento del 0.6% de aceite esencial para C. scoparioides lo
cual indica que los tallos no contiene aceites esenciales.

En los ensayos que se realizaron con hojas frescas y secas de C. scoparioides.
hubo diferencias notables en rendimiento de aceites. Las hojas frescas
presentaron rendimientos superiores a las hojas secas, lo cual indica que durante
el secado y deshoje se producen pérdidas importantes de aceite esencial, lo cual
es compatible con el hecho que la planta presenta glandulas levemente incluidas
en la epidermis, y que la epidermis es particularmente delgada compuesta por
células con pared celular delgada y células buladas, como se discutira adelante.

4.5.1 Identificacion de los compuestos presentes en los aceites esenciales
de C. scoparioides. A partir de las muestras obtenidas se logré identificar los
diferentes compuestos que constituyen los aceites esenciales obtenidos por
destilacién con arrastre por vapor de las hojas de C. scoparioides.

En las Figuras 26 - 27 se muestran los perfiles cromatograficos de los tres aceites
remitidos, y en las Tablas 2-4 se presentan los compuestos reconocidos en los
mismos, sus indices de retencion de Kovats en las columnas cromatograficas DB-
5 y DB-WAX vy las cantidades relativas (%) de los componentes mayoritarios
presentes en cada extracto.
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Figura 26. Perfil cromatografico del aceite esencial (n® 1) en hojas frescas de Conobea
scoparioides. Columna DB-5 (60 m), Split 1:30, MSD (El, 70 eV). La identificacion de los
compuestos se reporta en la Tabla 2.

Tabla 3. Cantidades relativas (%) y reconocimiento de los compuestos presentes

en el aceite esencial obtenido de hojas frescas (N° 1) de Conobea escoparioides.
b

Ne Compuesto Ik Cantidad relativa,
Pico® DB-5 BD-WAX %
1 a-Tujeno 930 1018 0,4
2 a-Pineno 939 1013 1,7
6 a-Felandreno 1013 1165 38,8
Hidrocarburo
9 monoterpénico,CioH16 1029 1227 0,9
10 p-Cimeno 1032 1255 10,2
11 Limoneno 1036 1186 15
12 B-Felandreno 1038 1193 11
13 cis-B-Ocimeno 1043 1231 0,8
14 trans-B-Ocimeno 1053 1252 51
15 y-Terpineno 1060 1243 2,3
Hidrocarburo  monoterpénico,

16 CioH16 1064 1353 0,3
21 p-Cimen-8-ol 1191 1808 0,3
22 trans-Sabinol 1210 1774 0,4
23 Timol 1293 2132 19,0
25 6-Hidroxicarvotanacetona 1319 1836 0,4
27 Acetato de timilo 1348 1815 0,4
29 trans-B-Cariofileno 1435 1595 7,1
30 trans-a —Bergamoteno 1441 1578 0,5

31 a-Humuleno 1470 1665 0,4



32
33
34
37
40
41

trans-trans-a-Farneseno
trans-Nerolidol

Oxido de cariofileno
Compuesto, M* m/z 300
Compuesto, M™" m/z 302
Compuesto, M™" m/z 282

1491
1564
1598
1982
2081
2171

1706 2,5
2005 0,5
1978 0,7
2149 0,9
- 0,8
- 0,8

* Numero de pico en la Figura 4.
® indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-

WAX.

M* 16n molecular.
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Figura 27. Perfil cromatogréfico del aceite esencial (N° 2) de hojas frescas de Conobea
scoparioides. Columna DB-5 (60 m), Split 1:30, MSD (El, 70 eV). La identificacién de los
compuestos se reporta en la Tabla 3.

Tabla 4. Cantidades relativas (%) y reconocimiento de los compuestos presentes
en el aceite esencial hojas frescas (N° 2) de Conobea scoparioides.

b

Ne Compuesto I Cantidad relativa,

Pico® DB-5 DB-WAX %

1 a-Pineno 939 1013 0,9

2 a-Felandreno 1013 1165 41,3

Hidrocarburo monoterpénico,

3 CioH16 1029 1227 0,7

4 p-Cimeno 1032 1255 11,6

5 Limoneno 1036 1186 1,1

6 B-Felandreno 1038 1193 0,9



7
8
9

12
13
14
15

17
18

19
20
21
22
23
24
25
26
28
29

cis-B-Ocimeno
trans-B-Ocimeno
y-Terpineno
Monoterpeno
C10H140
p-Cimen-8-ol
trans-Sabinol
Timol
Monoterpeno
C10H140
Acetato de timilo
Monoterpeno
C10H140

trans-B-Cariofileno

oxigenado,

oxigenado,

oxigenado,

trans-a-Bergamoteno

a-Humuleno

trans-trans-a-Farneseno

trans-Nerolidol

Oxido de cariofileno

Compuesto, M* m/z 300
Compuesto, M™" m/z 302
Compuesto, M™" m/z 282

1043
1053
1060

1185
1191
1210
1293

1327
1348

1397
1435
1441
1470
1491
1564
1598
1982
2081

2171

1231
1252
1243

1695
1808
1774
2132

1871
1815

1968
1595
1578
1665
1706
2005
1978
2149

0,6
4,5
2,0

0,4
0,3
0,7
18,1

0,6
0,3

0,4
6,9
0,4
0,3
2,2
0,3
0,7
0,7
17
1,4

& Numero de pico en la Figura 5.

® indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-
WAX.

M* 16n molecular.

En las dos muestras de aceites esenciales de C. scoparioides en base humeda se
observo diferencia en la cantidad de componentes mayoritarios como: el a-
felandreno, debido a que la hidrodestilacion de las dos muestras se realizo con un
dia de diferencia, lo cual ocasiono una disminucién en el contenido del compuesto.
El a- felandreno contiene en una muestra 38.8% y 41.3% en hojas frescas se
refleja que debe pasar por un proceso de oxidacion y el p- cimeno no presento

diferencias.
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Figura 28. Perfil cromatografico del aceite esencial (N° 3) hojas secas de Conobea scoparioides.
Columna DB-5 (60 m), Split 1:30, MSD (El, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta
enla Tabla 4.

Tabla 5. Cantidades relativas, % y reconocimiento de los compuestos presentes en el aceite
esencial de hojas secas (N° 3) de Conobea scoparioides.

b

N° Compuesto |k Cantidad relativa,
Pico® DB-5 DB-WAX %
2 a-Pineno 939 1013 0,8
5 a-Felandreno 1013 1165 27,4

Hidrocarburo monoterpénico,
8 CioH1s 1029 1227 0,6
9 p-Cimeno 1032 1255 9,8
10 Limoneno 1036 1186 11
11 B-Felandreno 1038 1193 0,8
12 cis-B-Ocimeno 1043 1231 0,5
13 trans-B-Ocimeno 1053 1252 4,1
14 y-Terpineno 1060 1243 0,8
20 p-Cimen-8-ol 1191 1808 0,7
22 trans-Sabinol 1210 1774 0,5
24 Timol 1293 2132 21,5
28 Acetato de timilo 1348 1815 0,6
31 trans-B-Cariofileno 1435 1595 8,2
32 trans-a-Bergamoteno 1441 1578 0,8

33 a-Humuleno 1470 1665 0,6



34 trans-trans-a-Farneseno 1491 1706 3,2

36 trans-Nerolidol 1564 2005 1,0
37 Oxido de cariofileno 1598 1978 2,2
Sesquiterpeno oxigenado,
39 CisH260 1673 2149 0,6
44 Compuesto, M* m/z 300 1973 2149 0,5
45 Compuesto, M™ m/z 300 1982 2190 6,3
46 Compuesto, M* m/z 300 1988 2328 1,1
48 Compuesto, M* m/z 300 2010 2356 0,4
51 Compuesto, M™ m/z 302 2081 - 0,6

a [\lumero de pico en la Figura 6.
® fndices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.

M 16n molecular.

Los compuestos a - Felandreno, p - cimeno y timol se presentaron en mayor
cantidad con un porcentaje de 27.4%, 9.8%, y 21.5% respectivamente.

La variacién en contenidos porcentuales del aceite esencial entre plantas frescas y
secas que se observo en las muestras analizadas con respecto a los compuestos
a - Felandreno, p — cimeno pudo ser debido a que habrian pasado por un proceso
de oxidacion o se volatilizaron a medida que la planta fue secada, estos dos
compuestos disminuyen su participacién porcentual y otros ganan su participacion
como el Timol (19.0 — 21.5%). Ademas sucedi6 como la formacién de nuevos
compuestos como el Compuesto M™  m/z 300 actualmente no identificados pero
si reportado. O se puede dar a los olores caracteristicos y agradables que tienen
las hojas secas diferentes a las frescas.

4.5.2 Clasificacion de los compuestos oxigenados. Los compuestos
oxigenados obtenidos en el analisis de C. scoparioides en base fresca 1y 2, y los
de base seca.

Los porcentajes de compuestos Oxigenados obtenidos de las dos muestras
frescas es de 20.5 % y 21.8%, y en la muestra seca es de 26.7% la diferencia
puede ser debido a que en las muestras frescas aparece un nuevo el a - tujeno el
cual no aparece en la muestra seca, lo mas probable que haya sufrido algun tipo
de oxidacion. EI mayor el porcentaje de compuestos que contienen oxigeno es el
de las hojas secas.



Compuestos oxigenados %
a- Tujeno 0.4
p-Cimen-8-ol 0.3
trans-Sabinol 0.4
Timol 19.0
trans-a-Bergamoteno 0.5
trans-Nerolidol 0.5
Oxido de cariofileno 0.7
Total de compuestos oxigenados | 21.8

Tablas 6. Compuestos oxigenados obtenidos de la destilacién de hojas frescas de C. scoparioides.

Compuestos oxigenados %
p-Cimen-8-ol 0.7
trans-Sabinol 0.5
Timol 215
trans-a-Bergamoteno 0.8
trans-Nerolidol 1.0
Oxido de cariofileno 2.2
Total de compuestos oxigenados | 26.7%

Tabla 7 Compuestos oxigenados obtenidos de la destilacion de hojas secas de C. scoparioides.

Las hojas frescas de C. scoparioides tienen un 21.8% de compuestos oxigenados
(tabla 6). Durante el secado se incrementd el contenido de compuestos
oxigenados del aceite esencial de C. scoparioides hasta alcanzar el 26.7% (una
variacion de 4.9%) tabla 7. El compuesto que obtuvo el mayor aumento en su
concentracion durante el secado es el 6xido de cariofileno que pasa de 0,7 a
2,2%.

Con los porcentajes de los compuestos mayoritarios que contienen los analisis
realizados (ver tabla 8) a las muestras de C. scoparioides analizando las muestras
obtenidas se observo que en las dos muestras en base humedad no existe mucha
diferencia, pero en la muestra secas comparadas con las frescas se observo que
hay unos compuestos que disminuyen y otros que aumentan su cantidad y que se
forman nuevos compuestos. Anexos 3 y 4 simbolos de cada uno de los
compuestos obtenidos en los analisis.

Compuestos Muestra fresca 1 Muestrafresca2 Muestraseca
a-Felandreno 38.8% 41.3% 27.4%
p-Cimeno 10.2% 11.6% 9.8%
trans-B-Ocimeno 5.1% 4.5% 4.1%
y-Terpineno 2.3% 2.0% 0.8%
Timol 19.0% 18.1% 21.5%
trans-B-Cariofileno 7.1% 6.9% 8.2%

trans-trans-a-Farneseno 2.5% 2.2% 3.2%



Compuesto, M™ m/z 300 - - 6,3%
Total de compuestos 85% 86.6% 81.3%

Tabla 8. Composicion porcentual de los compuestos mas abundantes de los aceites esenciales de
C. scoparioides.

Los andlisis del aceite esencial de C. scoparioides estudiado por Maia en el (2007)
en el Brasil, indican que los componentes mayoritarios encontrados fueron: timol
en un 26.4% - 37% y el metil timol en 44.7% - 47.7%. Pero Morais y otros (1972),
reportaron que los compuestos de mayoritarios encontrados en el aceite esencial
de C. scoparioides fueron a-terpineno con un 22.4% y el timol con un 20.6% pero
en los ensayos obtenidos en nuestro estudio, los principales compuestos
obtenidos de los aceites esenciales procedentes de hojas frescas es el a-
felandreno con 38.8% y 41.3%, luego el timol con 19.0% y 18.1%.

Para el aceite obtenido a partir de hojas secas de C. scoparioides predomina el a-
felandreno con 27.4%, luego el timol con 21.5%. El descenso del rendimiento de
extraccion es coherente con la posibilidad de que algunos compuestos se
volatilicen durante el secado, dado la delicada estructura las epidermis foliares de
esta planta.

Maia( 2007) Morais et al (1972) Presente estudio
(2009)
i - 0, - I 0, -
Compuestos Timol (26.4 - 37%) a-terpineno 22.4% 21 3I():/(()alandreno 38.8
Metil-timol  (47.7 - | Timol 20.6% timol 18.1- 19.0%
44.7%)
a-felandreno 27.4%,
Timol 21.5%.

Tabla 9. Comparacién de los compuestos mayoritarios reportaos para diversos quimiotipos de C.
scoparioides

También hay otros compuestos mayoritarios adicionales como, p-cimeno con
11.6%, trans— beta — cariofileno 7.1, trans—beta—ocimeno 5.1% y el trans—trans—
alfa—farneseno 2.5%; y en base seca p-cimeno 9.8%, trans—beta—cariofileno
8.2%, un compuesto nuevo que esta sin clasificar Compuesto, M m/z 300 con
6.3%, trans —beta—ocimeno 4.1%, trans—trans—alfa —farneseno 3.2%.

No obstante, los contenidos de p-cimeno que arrojé el analisis cromatogréaficos
presentes para los aceites esenciales (muestra fresca 1, muestra fresca 2 y
muestra seca) fueron muy similar, correspondiendo al orden de 10,2, 11,6 y 9,8 %
respectivamente. Diferente a los reportados por, Maia (2007), reporta un valor de
7,3%.

Los resultados obtenidos muestran que se trata de un nuevo quimiotipo presente
en el Municipio de Timbiqui, sitio donde se recolecto el material para el estudio; El
quimiotipo  es una entidad quimicamente distinta, que se diferencia de los
metabolitos secundarios que esta posee, este quimiotipo es diferente a los



reportados por Maia 2007 y Morais al et 1972. Ya que en los analisis realizados
por medio de cromatografia de gases se reportan nuevos compuestos antes no
reportados.

Este quimiotipo, presenta diferencias en sus compuestos encontrados y en los
porcentajes de sus componentes mayoritarios, ya que en sus compuestos varia en
totalidad por los reportados por Maia y Morais; lo mismo sucede con los
porcentajes encontrados en cada uno de ellos.

Este quimiotipo contiene compuestos diferentes a los encontrados en Brasil ya
gue coinciden solamente en cuatros compuestos comunes: timol, alfa-pineno, el p-
cimeno, y el limoneno, los demas compuestos son nuevos. Figuran 29,30y 31

Muestra fresca 1

Cantidad relativa (%)

a-Pineno 4
Hidrocarburo 4
Limoneno 4
cis-b-Ocimeno ¢
g-Terpineno _
p-Cimen-8-ol
Acetato de timilo
trans-b-Cariofileno
a-Humuleno
trans-Nerolidol ¢
Sesquiterpeno 4
Compuesto, M+e
Compuesto, M+e

Figura 29. Composicion porcentual de componentes de cada una de las muestras obtenidas de los
aceites esenciales
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Figura 30. Composicién porcentual de componentes de cada una de las muestras obtenidas de los
aceites esenciales.
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Figura 31. Composicién porcentual de componentes de cada una de las muestras obtenidas de los

aceites esenciales.



5. CONCLUSIONES

La propagacion por esquejes fue mas rapida que por semillas debido a que tiene
un periodo muy lento de desarrollo, las plantulas son muy delgaditas y muy
pequefias sin embargo con los esquejes se demoran adaptarse al sitio donde se
establezcan.

Los componentes mayoritarios tanto para muestras frescas y secas son a —
felandreno, timol y p — cimeno pero el rendimiento varia para el tipo de muestras;
se supone que se debe a procesos de oxidacion.

De acuerdo con la literatura revisada y los resultados de los ensayos se puede
afirmar que se trata de un nuevo quimiotipo encontrado en santa Rosa de Saija-
Municipio de Timbiqui en el Pacifico Colombiano.

El rendimiento de aceites esenciales de este Quimiotipo es de 0.36912% en
plantas frescas, y 0.14935% en plantas secas, pero es muy poco comparado con
otras especies reportadas.

Los resultados obtenidos demuestran que las hojas de C. scoparioides
disminuyen la produccion de aceites en el proceso de secado, por eso es
necesario trabajarla en base frescas.



6. RECOMENDACIONES

Cultivar en su habitat natural y realizar su propagacion por esquejes.

Se debe realizar estudios dirigidos al uso de esta planta en el control de plagas y
enfermedades de cultivo.

Se recomienda que al utilizar esta planta en fresco ya que estas pierden una gran
cantidad de su componentes quimicos por oxidacion o volatilizacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Ubicacidn geogréafica de como esta distribuida la planta Conobea
scoparioides

En este mapa se muestra la ubicacion geografica de como esta distribuida la planta

(www.data.gbif.org/tutorial/deeplinking)

Anexo 2. Cromatégrafo de gases acoplado a masas usado para el andlisis del

aceite esencial de C. scoparioides. (Cortesia UIS, CENIVAM)



http://www.data.gbif.org/tutorial/deeplinking

Anexo 3. Estructuras de los compuestos con mayor contenido de terpenoides
encontrados en los analisis realizados de la planta de C. scoparioides.

Alfa tujeno -sabi
| p-cimen-8-ol Trans-sabinol

trans-a-bergamoteno

Timol Trans-nerolidol

) 6-hidroxicarvotanacetona
Oxido de cariofileno



Anexo 4.Estructuras que no contienen oxigenos o no son terpenoides, pero hacen
parte de los compuestos obtenido en los aceites analizados y presentan un
porcentaje.

Trans-trans-a-farneseno

a-felenadreno

Alfa Pineno

p-cimeno Limoneno B - Felandreno

trans- -ocimeno
cis- B-ocimeno

y-Terpeneno

a-humuleno

trans-B-cariofileno







