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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion describe el estudio fitoquimico comparativo de
dos especies de Vitis vinifera resistente (EPVVR) y susceptible (EPVVS) a

patdgenos.

Del extracto metandlico que se obtuvo a partir de las hojas de cada especie, se
realizaron las particiones para obtenerse los extractos de hexano, cloroformo,
acetato de etilo, y acuoso. Una vez obtenido dichos extractos, se llevé a cabo un
analisis comparativo a través de la técnica de Cromatografia de Capa Fina tanto en
una dimension como en dos dimensiones. Se separaron a través de Cromatografia

en Columna, los extractos de cloroformo de ambas especies.

Se evalud la actividad antibacteriana y antifingica de cada uno de los extractos
obtenidos por particion. En los resultados de los ensayos biolégicos se evidencio
que no hubo una diferencia considerable en la actividad para cada uno de los
extractos analizados entre las dos especies. Sin embargo, los extractos acuosos
presentaron una modesta actividad frente a una bacteria distinta; en vista de ello se
procedi6 a separar por Cromatografia en Columna en fase reversa el extracto
acuoso de la especie susceptible (EPVVSA) y el extracto acuoso de la especie
resistente (EPVVRA). Al ser analizadas por RMN las muestras obtenidas por
Cromatografia en Columna de los extractos acuosos, se encontré en el extracto
acuoso de la especie susceptible la presencia de dos sacaridos (tetrasacarido y un
trisacarido). De igual manera en el extracto acuoso de la especie resistente se aislo

una estructura de tipo trisacarido.

En vista de todos los andlisis que se realizaron, no observamos diferencias
considerables desde el punto de vista quimico y biolégico entre ambas especies de

Vitis vinifera (resistente y susceptible).
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l. INTRODUCCION

La medicina natural ha tenido una gran utilidad a lo largo de muchisimos afios, y se
debe a que gran parte de las plantas poseen propiedades medicinales, que sirven
para tratar y curar diversas enfermedades.

Estas propiedades medicinales, se deben a que las plantas poseen metabolitos
primarios y secundarios. Los metabolitos primarios son aquellos que son vitales para
el crecimiento y desarrollo de la planta: los cuales podrian ser como las vitaminas,
acidos organicos, aminoacidos, alcoholes, entre otros. Mientras que los metabolitos
secundarios son caracterizados por no intervenir en el crecimiento y reproduccion de
las plantas, tales como flavonoides que pertenecen a compuestos de tipo fendlicos,

los alcaloides que pertenecen a compuestos nitrogenados, entre otros.

La planta de la Vid es conocida cientificamente como Vitis vinifera; es originaria de
la region del Mar Caspio en Asia Menor, y fue introducida luego en Europa y el resto
del mundo. Esta planta ha sido utilizada por muchos afios para investigaciones y
estudios, gracias a sus actividades biolégicas y sus numerosas propiedades
medicinales; ademas sus frutos sirven como materia prima para la preparacion de

los vinos.

La uva conocida generalmente como fruto de la vid, es uno de los frutos mas
nutritivos, ricos en vitamina C y minerales, tanto para alimento como para medicina
natural. Las hojas y los frutos de la Vid constituyen una fuente importante de
compuestos fendlicos que tienen propiedades beneficiosas para la salud; en
particular los flavonoides, y los taninos; que son responsables del color, el aroma, y

la textura™. También contienen acidos organicos, lipidos y enzimas.



La Vitis vinifera tiene una amplia gama de usos medicinales tales como: para el
tratamiento de la diarrea, de las varices, para la hepatitis, control de radicales libres,
tonificar la circulacion, para la inflamacion de los ojos, tratamiento de enfermedades
cardiovasculares y hasta para mantener en buen estado las capacidades cognitivas
de los ancianos 2. El zumo de la fruta ayuda también a bajar la fiebre y como
antiemético. El aceite de la semilla de la vid, se utiliza como complemento dietético.
Las hojas también tienen uso de tipo culinario, para hacer alimentos envueltos con
rellenos de carne, siendo una comida muy tipica en Turquia, llamada “sarma” que

significa “envuelto” 3,

La salud de las plantas es importante para el buen crecimiento y desarrollo de las
mismas. Pueden llegar a sufrir enfermedades, en muchos casos ocasionadas por
hongos. Ademas son capaces de defenderse por si mismas de hongos y bacterias a

través de las fitoalexinas.

Las fitoalexinas son sustancias producidas por las plantas, como mecanismo de

defensa natural, para combatir infecciones.

La Vitis vinifera, puede ser afectada, ya que es susceptible a infecciones
microbianas, especialmente a hongos como Botrytis cinerea, Uncinula necator y

Plasmopara viticola.



I.1 FAMILIA VITACEAE

Es una familia ampliamente distribuida, pero es mas diversa en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. Esta familia comprende 14 géneros, y unas
850 especies. La especie mas conocida de esta familia es la Vid (Vitis vinifera) >,
Varias especies del género Vitis son de gran importancia comercial como fuente de

fruta fresca (uvas), jugo, vino y pasas.

Es una familia que se reconoce por presentar zarcillos opuestos a las hojas 4, no
ramificados o con 1 6 2 érdenes de ramificacién; son de tipo trepadoras o colgantes,
de bellas hojas brillantes y muy decorativas. Sus estipulas son usualmente

pequefias y sus hojas son alternas, simples o compuestas.

Las semillas se encuentran encerradas en frutos, de forma acanalada, estriada, con
dos intrusiones ventrales hacia el endospermo; embrion muy pequefio. Las flores
son diminutas, regulares y nacen al frente de las hojas, 6 en la terminacion de los
tallos, bisexuales, a veces unisexuales (plantas monoicas o poligamas), pequefas;

yemas elipsoides, ovales, o conicas, a veces esféricas o cilindricas.

Los frutos son bayas esféricas o elipsoides, epicarpio delgado y cartaceo, o grueso y

crustaceo (en frutos elipsoides), mesocarpio carnoso y jugoso, endocarpio adherente

. L, e . 4
a la testa de las semillas, mas fibroso que el mesocarpio.

Figura 1. Hojas de Vitis vinifera



[.1.1 Clasificacion

La especie Vitis vinifera tiene la siguiente taxonomia:

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Vitales

Familia: Vitaceae

Género: Vitis

Especie: Vitis vinifera

Es la Gnica familia del orden. La familia Vitaceae se divide en dos subfamilias *:

> Leeoideae
> Viticoideae

Figura 2. Planta de Vitis vinifera.



.2 GENERO VITIS

Son arbustos trepadores con zarcillos, tallo con crecimiento simpodial, nudos
. . . ] 6
hinchados, hojas alternas, simples, con estipulas.

Las flores se agrupan en racimos compuestos, opuestos a una hoja. Cada brazo del
racimo se ramifica hasta terminar en un dicasio (una flor terminal con dos flores en
su base).

Tanto la flor terminal como sus laterales pueden abortar y el dicasio se reduce

6
entonces a una o dos flores.

Existen 60 especies, pero tan sélo la vinifera es la que proporciona vino (de origen
indoeuropeo). " Entre las otras sesenta especies de Vitis, se encuentran: la
norteamericana Vitis labrusca, Vitis riparia, Vitis aestivalis, Vitis rotundifolia, etc. De
todas ellas, tan solo la Vitis vinifera es la que proporciona vino con un sabor

aceptado por la mayor parte de las culturas del mundo.

.3 ENFERMEDADES DE LA VID

Algunas plantas, son susceptibles a enfermedades que pueden ser causadas por
patdbgenos, como por ejemplo: bacterias, hongos, virus y microbios. Estas
enfermedades pueden ocasionar deterioro y hasta la muerte de una parte de la

planta o de la planta entera.



Las enfermedades mas comunes que se han encontrado en Vitis vinifera son las

siguientes:
[.3.1 Podredumbre Gris de la Uva (Botrytis cinerea) :

Botrytis es el nombre del hongo que causa esta enfermedad. La infeccidon
comienza principalmente por el racimo, y luego se transmite hacia las hojas,
peciolos, tallos y frutos.

Es capaz de destruir por completo las inflorescencias, atacar el tallo y otras

partes de la vid, una vez que se haya producido la floracion.®
Los sintomas de esta enfermedad son:

v El hongo puede provocar la desecacion total del racimo.°

v' En las flores se manifiesta necrosis del tejido.

v" En las hojas se muestran grandes manchas necréticas, de color pardo rojizo,
posteriormente se marchitan y mueren. En muchos casos adquieren la
apariencia de quemadas.

v' Los frutos se ven afectados por una pudricién gris, blanda y acuosa, que

generalmente se inicia en la zona que rodea el caliz.

) " 8,9
v" En los tallos se observa lesiones necréticas o acuosas.

La infeccion se extiende con condiciones de temperaturas entre los 15 a 24 C, y
por humedad alta. Este tipo de hongo para infectar necesita heridas en la uva, que
pueden generarse por plagas como la polilla del racimo, el granizo o las lluvias muy
fuertes. °

Para evitar que se siga favoreciendo la infeccion, se debe eliminar rapidamente los
frutos infectados, remover las hojas de las plantas para permitir la circulacién de aire
dentro del cultivo, evitar ademas la presencia de humedad sobre el cultivo, y eliminar

. . e 9
las hojas y flores secas que sirvan de sustrato para la multiplicacién del hongo.



Figura 3. Racimo infectado por Botrytis cinerea.

[.3.2 Oidio (Uncinula necator) :

El hongo es llamado Uncinula necator; ataca a las familias Vitaceae (Vitis,
Ampelopsis, Parthenocissus) siendo la vid europea (Vitis vinifera) una de las mas
susceptibles.

Este hongo tiende a aparecer cuando la temperatura es muy elevada. **

Los sintomas son:

v En las hojas, se observan manchas blancas-grisaceas, con aspecto
pulverulento y consistencia harinosa, generalmente tenue. Las hojas
fuertemente atacadas toman un color pardo. o

v' En el racimo, la uva se seca y se abre, posteriormente se pudre y finalmente
muere. *?

Este hongo puede afectar todos los tejidos verdes desde la brotacién, constituyendo
una de las enfermedades méas importantes de la vid en todas las zonas donde se

cultiva. El ambiente Optimo para el desarrollo de este hongo, se da con una

temperatura de 25 °C, y una humedad de 70 al 95%. 10



Figura 5. Hojas infectadas por Uncinula necator.

Para combatir esta enfermedad se utilizan productos a base de azufre, con buenos

resultados pero a partir de los 30 C, aumenta el riesgo de toxicidad.

Los fungicidas organicos tienen la ventaja de que pueden actuar a mayor

temperatura que el azufre, sin ser tan fitotdxico; entre ellos se pueden usar algunos

del tipo de benzimidazoles como benomilo (1). 13

Los fungicidas cupricos, tienen la desventaja de ser mas toxicos y menos efectivos

1
contra esta enfermedad. 3
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Para controlar esta enfermedad debe permitirse una buena ventilacion e iluminacion
en la planta. ° Establecer los vifiedos en sitios asoleados, eliminar las hojas
alrededor de los racimos, permite un secado rapido al aplicarle los fungicidas y

. .13
facilita su penetracion.

1.3.3 Mildiu (Plasmopara viticola ):

Es una enfermedad producida por un hongo llamado Plasmopara viticola. Ataca
sobre todo en las hojas y los racimos que estén en vias de crecimiento, es decir,

antes de que cambien de color.
Los sintomas de esta enfermedad son:

v" En las hojas se manifiestan manchas amarillas, posteriormente se mueren los
N . 10
tejidos y toman tonos rojizos. Los ataques fuertes producen una

desecacion total en las hojas.
v Los frutos atacados caen, y se secan en todo o parte del racimo.

v" En los racimos al principio de la floracién, se forman curvaturas en forma de

13 ” o 10
S”, y las flores se oscurecen tomando un color castafio oscuro.
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Figura 8. Hojas infectadas por Plasmopara viticola.

Para el desarrollo de éste hongo se necesitan temperaturas entre 10 y 20 C, y
humedad en los 6rganos susceptibles de la vid, por lo que las lluvias son

condiciones c')ptimas.9

Para controlar esta enfermedad se debe tener una buena circulacion de aire en la
planta, y exposicion a la luz.

Se puede utilizar tratamientos preventivos a base de cobre para el tratamiento de
Mildiu. *3
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También se tienen enfermedades de la madera de la vid:

[.3.4 Eutipiosis (Eutypa lata ):

Es una enfermedad producida por el hongo Eutypa lata. Este hongo ataca todos los

organos verdes de la vid y especialmente a la madera de la vid. Es una de las

. : 14
enfermedades mas destructivas de los troncos y brazos de las cepas.

Los sintomas mas frecuentes de esta enfermedad son:

v

(\

Las hojas son mas pequefas y deformadas. Presentan manchas necréticas
. ~ 15
en los bordes, que con el paso del tiempo pueden ser de mayor tamafo.

Decaimiento de los brotes y tallos débiles.
Corrimiento de los racimos, que pueden llegar a desaparecer.

La madera afectada toma un color marron mas o menos oscuro, de

. . .__ 15
consistencia dura y quebradiza.

Las medidas de control frente a esta enfermedad son las siguientes:

>

Arrancar las raices muertas, cortar los brazos atacados hasta encontrar
madera sana y quemarlo todo. 16

Una raiz enferma se puede rehacer dejando brotes en la madera sana del
tronco y eliminando el resto.

Podar con tiempo seco para evitar que la lluvia propague la enfermedad.

Toda la madera infectada debe ser retirada y destruida. 16

Como fungicida se puede utilizar benomilo (1), carbendazima (2) en pasta, 6 metil

tiofanato (3), aplicandolo con una brocha en las heridas de poda. 14
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Figura 10 . Ramas muertas de la vid a causa de Eutypa lata.
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[.3.5 Yesca (Phellinus igniarius y Stereum hirsutum)

Es una de las enfermedades mas antiguas de la vid. Puede tener una evolucion

14
lenta o una evolucion rapida.
En la forma rapida, los sintomas son:

v' Puede aparecer marchitez fulminante de la planta completa.
v' Las hojas se encuentran completamente secas. Pueden observarse con

manchas necroticas y amarillentas.
En la forma lenta, los sintomas son:

v Se descompone lentamente la madera de los troncos y ramas, en vides
adultas de 8 a 10 afios, observandose mas blanda y esponjosa la madera, por
accion de toxinas y enzimas del hongo.

v’ Las hojas presentan manchas necroticas, se secan y caen prematuramente.14

v Los racimos pierden peso y pueden secarse.

Para el control de esta enfermedad se recomienda:

» Quemar los restos de poda, y madera muerta. Si se realizan cortes sobre
madera de varios afios, usar un producto protector.
» Los productos que se aconsejan para dar sobre los cortes hechos en madera

son: benomilo (1), carbendazima (2), metil-tiofanato (3).
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Figuras 11y 12. Hojas y troncos afectados por la enfermedad Yesca.

I. ANTECEDENTES

Los antecedentes relacionados a la actividad biol6gica de Vitis vinifera, que se dan a
continuacién, han dado a conocer tanto sus componentes activos, como sus
aplicaciones terapéuticas. También se dara a conocer algunos estudios en cuanto a
la resistencia y susceptibilidad a patégenos en Vitis vinifera.

1.1 COMPONENTES ACTIVOS

Los componentes activos de Vitis vinifera, son aquellos de tipo flavonoides,
estilbenos, acidos organicos, entre otros.

En los zarcillos se encuentra el acido malico (4), acido tartarico (5) y taninos como el
acido galico (6).
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En las hojas de Vitis vinifera se tienen antocianidinas (7), flavonoides (8), acidos
organicos como: oxalico (9), fumarico (10), ascorbico (11), citrico (12)), taninos (6), y
carotenoides como [-caroteno (13). Las uvas contienen agua, azlcar, acido

tartarico (5) y acido malico (4).
OH

OH ON
O \ )
/ OH

OH

7 (Estructura basica de las antocianidinas).
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Ejemplos de antocianidinas presentes en la Vid:

R1 R>
Cianidina OH H
Peonidina OCHjs H
Delfinidina OH OH
Petunidina OCHjs OH
Malvidina OCHjs OCHjs

Los flavonoides pertenecen a la familia de compuestos fendlicos y son sustancias
naturales que le confieren color a los frutos, semillas y hojas de las plantas. En un
principio, fueron consideradas sustancias sin accion beneficiosa para la salud
humana, pero mas tarde se demostraron multiples efectos positivos debidos a su

., .. .. . . 17
accion antioxidante y eliminador de radicales libres.

8 (Estructura basica de los flavonoides).

Su esqueleto esta representado por dos anillos aromaticos A y B (fenilos), unidos
por un puente de 3 carbonos que forma un anillo C heterociclico oxigenado (pirano)

(C6-C3-C6). Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran desde el 2 al 8,

y los del anillo B desde el 2" hasta el 6. 17
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13

Los estilbenos (E)- estilbeno (14) y (2)-estilbeno (15), tienen un esqueleto basico de
14 carbonos (C6-C2-C6) y son otro grupo de compuestos fendélicos no flavonoides,
cuya funcion biolégica estéa relacionada con mecanismos de defensa de los frutos de
la vid, contra ataques flngicos. Los compuestos estilbenos, son el principal grupo de

. . e 18
fitoalexinas en la familia Vitaceae.
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14 15

Bombardelli y Morazzoni 19, en 1995 aislaron a partir de los frutos y hojas de Vitis
vinifera, compuestos de tipo flavonoides (8), acidos organicos (9-12), vitaminas (11),
lipidos y enzimas. También aislaron grupos de estilbenos como el resveratrol (16) y

sus derivados como ¢-viniferin (17) y balanocarpol (18).

El resveratrol es un compuesto perteneciente a la familia de los estilbenos y es
producido de forma natural por algunas plantas cuando son atacadas por patégenos
tales como bacterias u hongos, y se encuentra en las semillas y fruto de Vitis

vinifera.

OH

HO \

OH

OH
16

OH 17

OH
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En el afio 2001, Felicio y Santos 20, también aislaron resveratrol (16) y sus derivados

(17 y 18) en los extractos de las hojas de Vitis vinifera, mediante la técnica de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Otro estudio realizado por Mulinaccia, Santamaria y col. 2L en el afio 2008, se

demostré la presencia de compuestos tipo flavonoles como (+)-catequina (2R, 3S)
(19) y (-)-epicatequina (2S, 3S) (20), en la piel de la uva en diferentes etapas de

maduracion.

OH

OH

19
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OH

OH 20

Estos investigadores encontraron un alto contenido de (+)-catequina (2R, 3S) (19) en

las semillas de las uvas verdes; mientras que las semillas de las uvas maduras se

, . . 21
encontré un contenido diez veces menor.

Aislaron ademas de esos compuestos, antocianidinas como delfinidina (21),

cianidina (22), petunidina (23), y malvidina (24).

OH

OH

HO ot
OH

OH
OH

21
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1.2 APLICACIONES TERAPEUTICAS

22 - . . .
Karaman y Kocabas “ en el aiflo 2001, demostraron que la infusién de las hojas de
Vitis vinifera puede ser utilizada para el tratamiento de la ictericia, la cual es un
sintoma de enfermedades hepaticas como hepatitis y cirrosis, que se caracteriza por

presentar una coloraciéon amarillenta en la piel, 0jos 0 mucosas.

Adicionalmente otros autores como Hebash y Peterson 23 en el afio 1991, estudiaron
que la infusion de las hojas ademas de ser utilizadas para tratar la hepatitis, varices,
hemorroides; también son utilizadas para el dolor de estémago, la diarrea, el
estrefiimiento y para desintoxicar el cuerpo gracias a sus propiedades astringentes y

hemostéticas.

Bombardelli y Morazzoni*® (1995) encontraron que la infusion de estas hojas se

pueden utilizar para el tratamiento de venas varicosas, hemorragias, y para el lavado

ocular.

Los frutos, las semillas y las hojas se han utilizado en la medicina ayurvédica en la

India, segun Kapoor (1990) y Onstad (1996) 24

Este tipo de medicina se basa en primero hacer un diagndstico al paciente y conocer
sus molestias, y una vez obtenido dicho diagndstico, se procede a tratar la patologia
por diferentes métodos conocidos como: Shodan (Limpieza y Destoxificacion,
Shaman (Atenuacion), Rasayana (Rejuvenecimiento) y Satvajava (Higiene mental y

Curacion espiritual).
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El resveratrol tiene un gran potencial antioxidante, y puede desempeifiar un papel en
. . . 25
la prevencion de enfermedades cardiovasculares en humanos segun Fremont .

Este autor estudi6 ademas que el resveratrol también tiene propiedades

antiinflamatorias y anti cancerigenas.

Lorenz Engelman y col. 26(2003), estudiaron que los estilbenos como resveratrol (16)

y sus derivados (17 y 18), tienen propiedades antioxidantes. Signorelli y Ghidoni 27

notaron que los estilbenos también tienen propiedades antitumorales.

Figura 13. Medicamento a base de resveratrol y Vitis vinifera.

[1.3 APLICACIONES CULINARIAS

» El zumo de la uva exprimida y sin fermentar, es usado para la elaboracion del
vino.
» Las uvas secas, las llamadas “uvas pasas”, son usadas para confiteria.

» Las hojas de la vid (Vitis vinifera), son muy utilizadas en Turquia, para envolver

. . . ;. .3
preparados a base de carne picada, siendo una de las comidas tipicas de alli.
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Figura 14. Comida turca con hojas de Vitis vinifera.

Bartolomé y Monagas %8 en el afio 2003, demostraron que compuestos flavonoides,
antocianinas, y flavonoles son transferidos de las partes sélidas de la uva (la piel, las
semillas y el tallo) para el mosto, durante la elaboraciéon del vino, en donde
intervienen procesos de trituracion, maceracion y fermentacion. Estos compuestos
son responsables de las propiedades organolépticas del vino, como el color, sabor,
astringencia y amargor, asi como también los efectos fisioldgicos sobre la salud.

1.4 RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A PATOGENOS EN Vitis Vinifera.

. . 29 ~ .,
Un estudio realizado por Boso Alonso y col. en el aio 2007, consistié en el

andlisis de dos genotipos de vid; uno altamente resistente (Vitis riparia) y otro
altamente susceptible (Vitis vinifera), a el hongo Plasmopara viticola.

Observaron que en los genotipos susceptibles, éste hongo desarrolla
esporangioforos, sobre la superficie abaxial de las hojas infectadas; mientras que en
los menos susceptibles, el hongo produce pocos esporangiéforos, y algunas

manchas necréticas en los puntos de infeccion.
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En los genotipos resistentes, encontraron que el hongo provoca una respuesta de
hipersensibilidad por parte de la planta, de manera que se interrumpe el desarrollo
del hongo, y sélo son evidentes pequefias manchas necroticas. La respuesta de
hipersensibilidad a la que ellos hacen referencia, esta relacionada con la muerte de

las células alrededor del punto de la hoja en donde se produjo la infeccion.

Alonso, Martinez y col. 30 en el afio 2008, realizaron un estudio acerca de los niveles
de susceptibilidad de Plasmopara viticola, en diferentes variedades de viniferas
altamente susceptibles como: Tempranillo, Touriga Nacional, Albarifio, y Cabernet

Sauvignon, y Vitis rupestris que es considerada altamente resistente.

Afirmaron que la especie poco susceptible fue Cabernet Sauvignon, y las especies
mas susceptibles fueron: Touriga Nacional, Albarifio, y Tempranillo. También
observaron que la mas resistente fue Vitis rupestris. Sus resultados fueron basados

al inocular el hongo, a través de 2 metodologias diferentes.

En el estudio de Langcake y Pryce 3L en el afio 1977, se encontrd que el resveratrol

(16) y sus derivados (17 y 18) tenian una alta actividad antifungica en las hojas de

Vitis vinifera.

Tabacchi *? en el afio 1994, afirmd que el hongo Eutipa Lata es el responsable de la
enfermedad del brazo muerto de la vid, que esta causando un problema econémico
importante en todo el mundo. Aisléo por medio de los cultivos de Eutipa lata una
toxina que ldentificé por técnicas quimicas y espectroscopicas llamada Eutipina (4-
Hydroxi-3-(3-metil-3-buteno-1-ino) benzaldehido) (25), el cual mostré extrema

toxicidad para la vid.
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Otro trabajo realizado por Alonso, Voinesco y col. = en el afio 2011, muestra que
diversos cultivos de vid que se inocularon en los 6rganos con el hongo Plasmopara
viticola, son altamente resistentes, gracias a la alta concentracién de estilbenos en el

sitio de la infeccion.

Para la especie Vitis Solaris, esta concentracion de estilbenos se produce en toda la
superficie de la inoculacidon. En la especie Vitis Muscadinia concluyeron que es
bastante resistente a Plasmopara viticola, ya que encontraron grandes

concentraciones de estilbenos en los 6rganos donde se produjo la inoculacion.

Estos resultados confirman el papel critico y la eficacia de fitoalexinas como los

estilbenos en la resistencia de la vid.

Se encontré en otro estudio, realizado por llieva, Todorova y col. % en el afio 2008,
la presencia de compuestos en las hojas que hacen a la especie resistente y
susceptible a patégenos como: Botrytis cinerea, Plasmopara viticola y Uncinula

necator.

En las hojas de las especies resistentes aislaron compuestos como: acido malico
(4), acido tartarico (5), una cetona como estigmasta-3,5-dien-7-ona (26), gran
cantidad de acido palmitico (27) y escasas cantidades de a-tocoferol (28), y y-
tocoferol (29).
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En las hojas susceptibles encontraron compuestos como: escualeno (30), y a-

amirina (31).

30

HO

\\
aw
W

31

Con base en estos resultados, plantearon que los dos tocoferoles (28 y 29), por
presentarse en muy poca proporcion en las muestras resistentes, podian ser
definidos como biomarcadores de la susceptibilidad de la Vid, y que los acidos
malico, tartarico y palmitico (4, 5, y 27), por presentarse en mayor proporcion en las
hojas resistentes, se podian proponer como biomarcadores de la resistencia de la
vid.



29

> en el afio 2012, se determino la

En otro estudio realizado por Steimetz, y col. 3
presencia de algunas fitoalexinas en las hojas, que son derivados del resveratrol
como: g-viniferin (17), y &-viniferin (32), resveratrol (16), y pterostilbeno (resveratrol-
3,5-dimetil-eter) (33), los cuales estan asociados a la resistencia de patégenos en la

vid.
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. . . 35 . , .. .
Los mismos investigadores ~ encontraron concentraciones mas altas de ¢-viniferin
(17), o-viniferin (32) en las hojas, y menos concentracion de resveratrol y

pterostilbeno (3,5-dimetil resveratrol) (33).
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[l JUSTIFICACION

Gran parte de los antecedentes que se tienen de Vitis vinifera, corresponden al
estudio y caracterizacion de metabolitos secundarios presentes en dicha planta. Sin
embargo, se tienen muy pocos antecedentes de la identificacion de fitoalexinas,
compuestos que determinan que la planta sea resistente a ciertos patdgenos que la

parasitan.

En vista de que los estudios acerca de la auto defensa quimica de la vid, son aun
insuficientes, surge el interés por realizar un estudio fitoquimico comparativo de dos
especies de Vitis vinifera: una especie resistente y otra susceptible a patégenos.
Ambas especies son cultivadas en la zona de la Trinidad, en la ciudad de Caracas.
Teniendo como objetivo general la identificacion de los metabolitos secundarios en

las hojas de la planta, que posiblemente puedan diferenciar ambas especies.
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OBJETIVOS

IV.1 Objetivo General

Realizar el estudio fitoquimico comparativo de dos especies de Vitis vinifera

resistente y susceptible a patégenos.

IV.2 Objetivos Especificos

Extraer los metabolitos secundarios de las hojas de Vitis vinifera, para la
especie resistente y para la especie susceptible, utilizando como solvente
metanol.

Realizar particiones con solventes de diferente polaridad al extracto total de
metabolitos secundarios.

Someter a analisis comparativo con cromatografia de capa fina los diferentes
extractos obtenidos por particion.

Evaluar la accion antimicrobiana de cada uno de los extractos sobre hongos y
bacterias.

Separar a través de cromatografia en columna los metabolitos presentes en
los extractos que presentan mejor actividad bioldgica.

Identificar por métodos espectroscépicos de RMN *H, **C y Espectrometria de

Masas los posibles compuestos responsables de la resistencia.
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V. PARTE EXPERIMENTAL
V.1 EQUIPOS

- Rotavapor BUCHI modelo B-480.

- Equipo de extraccion Sohxlet.

- Lampara de UV (A 254 nm) UVP modelo UVG-11).
- Balanza analitica OHAUS (de apreciacion 0.01g).

- Balanza analitica OHAUS (de apreciacion 0.0001g).

- Liofilizador.

- Licuadora.

- Espectrometro de RMN ECLIPSE-JEOL 270 MHz (Laboratorio de RMN,
Facultad de Farmacia / UCV).

V.2 MATERIALES Y REACTIVOS

V.2.1 Solventes

Metanol (MeOH) grado p.a. Aldrich.

Cloroformo (CH3Cl3) grado p.a. Aldrich.

- n-Hexano grado p.a. Aldrich.

Acetato de etilo (AcOEt) grado p.a. Aldrich.
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V.2.2 Material para cromatografia

- Silica gel G60 para cromatografia de columna (CC), 0,06-0,2 mm (70-230
mesh ASTM) Scharlau.

- Placas de silica gel para cromatografia de capa fina (CCF) Macherey-Nagel
ALUGRAM SIL G-25/UV3s54, 20x20 cm. 0,25 mm de espesor.

V.2.3 Reveladores

- p-anisaldehido: se prepar6 mezclando 0,5 mL de p-anisaldehido con 85 mL de
EtOH, 5 mL de H,SO, y 10 mL de CH3COOH glacial.

- Naturstoff (para revelado de flavonoides).

- Vainillina.

V.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
V.3.1 Colecta del material vegetal

La especie fue colectada en la ciudad de Caracas, en la zona de la Trinidad. Se
colectaron hojas de Vitis vinifera de la especie resistente a patdgenos, y de la

especie susceptible que se mostraban atacadas por patdgenos.

V.3.2 Extraccion

Las hojas de Vitis vinifera tanto de la especie resistente como de la especie
susceptible, fueron introducidas en una licuadora para triturarlas antes de ser
sometidas a un equipo de extraccion continua en caliente (Soxhlet), utilizando como

solvente metanol para obtener el extracto metandlico.
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Este procedimiento fue realizado en un lapso de 24 horas. (Esquemas 1y 2).

Una vez obtenido ambos extractos metandlicos, se procedio a filtrar por gravedad. A
continuacion un esquema de la extraccion de las hojas para cada especie. Los
pesos reflejados en el extracto metandlico son luego de haber filtrado y evaporado el

mismo.

Hojas Resistentes de
Vitis vinifera
261,860

Extraccion en Sohxlet con
Metanol

Extracto Metandlico
EPVVRM
65,5713 g

Esquema 1. Extraccion de las hojas resistentes de Vitis vinifera con metanol.

Hojas Susceptibles de
Vitis vinifera
127,079

Extraccién en Sohxlet con
Metanol

Extracto Metandlico
EPVVSM
23,8512 g

Esquema 2. Extraccion de las hojas susceptibles de Vitis vinifera con metanol.
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V.3.3 Evaporacion

El solvente del extracto metandlico de cada especie fue eliminado en un Rotavapor.

Previamente a ello se almacend una pequefa cantidad de cada extracto.

Figura 15. Rotavapor.

V.3.4 Particiones

El extracto metandlico de ambas especies se disolvi6 en una mezcla 50:50
MeOH/H,0.

Una vez disueltos, se realizaron particiones con solventes de diferente polaridad
empezando por hexano, seguidamente cloroformo, y finalmente acetato de etilo;
para obtener asi los extractos correspondientes y el extracto acuoso como residuo

final. (Esquemas 3y 4).

Cada extracto obtenido se secé con sulfato de magnesio (MgSQO,), luego se filtr y

finalmente se evaporo su respectivo disolvente utilizando un Rotavapor.



65,5713 g

Extracto Metanodlico de
la especie Resistente.

Extracto Metandlico disuelto

Hexano

Extracto de Hexano

Solucién acuosa

4,4835 g

Cloroformo

Extracto de Cloroformo
3,0523 g
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Disolucion en una mezcla 50:50 MeOH/H,O

Solucién acuosa

EtOAc

Extracto de EtOAc
2,3844 g

Extracto Acuoso
14,1866 g

Esquema 3. Esquema de Separacion para las particiones del extracto metandlico de la

especie Resistente.




23,8512 g

Extracto Metandlico de
la especie Susceptible.

Extracto Metandlico disuelto

Hexano

Extracto de Hexano

Solucién acuosa

1,8557 g

Cloroformo

Extracto de Cloroformo
2,5646 g

37

Disolucion en una mezcla 50:50 MeOH/H,O

Solucién acuosa

EtOAc

Extracto de EtOAc
1,5801 g

Extracto Acuoso
4,0591 g

Esquema 4. Esquema de Separacion para las particiones del extracto metandlico de la

especie Susceptible
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V.3.5 Cromatografia de Capa Fina (CCF)

Una vez obtenidos los extractos organicos de la especie resistente y de la especie
susceptible, se hizo uso de la cromatografia de capa fina (CCF) en cada uno de

ellos.

Se realiz6 en placas pequeiias de silica gel, utilizando diferentes solventes y
mezclas de distinta polaridad; determinandose las condiciones necesarias para
lograr la separacion éptima de los componentes. Estas placas fueron visualizadas
mediante luz ultravioleta (UV), posteriormente se hizo uso de reveladores como p-

anisaldehido, vainillina, y reactivos para identificacion de flavonoides.

Luego de obtener las condiciones para cada extracto, se procedié a realizar otro
analisis mediante (CCF) para comparar los extractos de hexano, cloroformo, acetato

de etilo y acuoso, de manera de identificar alguna diferencia entre las especies.

También se utilizo CCF en dos dimensiones, para lograr una mejor separacion de
cada extracto, al comparar las especies resistente y susceptible en algunos de los

extractos organicos.

V.3.6 Cromatografia en Columna (CC)

Mediante la técnica de cromatografia en columna fueron separados algunos de los
extractos organicos en donde se observaba mayor cantidad de metabolitos
secundarios, utilizando como eluyente diferentes solventes o mezclas de solventes

organicos.
V.3.7 Ensayos Biologicos

Se evalud la accion antimicrobiana de cada uno de los extractos sobre hongos y
bacterias que parasitan a la planta, mediante el método de difusion sobre placas de

agar.
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V.4.1 Porcentajes p/p de los extractos obtenidos para cada especie

V.4.1.1 Especie Resistente

Masa inicial hojas: 261,86 £ 0,01 g

Masas obtenidas en cada extracto:

Masa (+/- 0,0001)g

Porcentaje p/p con respecto a la masa
inicial de las hojas. (%)

EPVVRM 65,5713 25,04
EPVVRH 4,4835 1,71
EPVVRC 3,0523 1,17
EPVVRACEt 2,3844 0,91
EPVVRAcuoso 14,1866 5,42

Tabla 1. Masa y porcentajes p/p de los extractos obtenidos a partir de la especie resistente.

V.4.1.2 Especie Susceptible

Masa inicial hojas: 127,07 £0,01 g

Masa (+/- 0,0001)g

Porcentaje p/p con respecto a la masa
inicial de las hojas. (%)

EPVVSM 23,8512 18,77
EPVVSH 1,8557 1,46
EPVVSC 2,5646 2,02
EPVVSACEt 1,5801 1,24
EPVVSAcuoso 4,0591 3,19

Tabla 2. Masa y porcentajes p/p de los extractos obtenidos a partir de la especie
susceptible.
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Los porcentajes calculados para el extracto metandlico, de hexano, cloroformo,
acetato de etilo y acuosos se calcularon de acuerdo a la masa inicial de las hojas
para cada especie.

V.4.2 CCF para determinar las condiciones de separa  cion:

Se realizé un analisis comparativo de CCF para los extractos organicos de las
especies resistente y susceptible, con diferentes fases maviles, para encontrar asi la
fase mévil que genere una mejor separacion de los componentes.

En estas placas de CCF se comparé la especie resistente con la especie
susceptible, y éstas a su vez se compararon con la mezcla de ambos extractos (C).

V.4.2.1 Extractos de Hexano

Para los extractos de hexano se utilizaron 3 tipos de fases moviles, para observar
como se desarrollaba la separacion a medida que se variaba la fase movil.

Para la primera fase movil se tiene la siguiente placa cromatografica:

Figura 16. CCF de los extractos de hexano de la especie resistente y susceptible, con una

fase movil: hexano.
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Las condiciones para su desarrollo fueron:

Fase movil: Hexano.
Revelador: p-anisaldehido.

En ésta placa (Fig.16), se puede observar las mismas manchas tanto en la especie

resistente como en la especie susceptible, pero muy pocos metabolitos secundarios.

Sin embargo al cambiar la fase mévil se observd una mejor separacién de los
metabolitos secundarios y mayor cantidad de los mismos, como se puede observar
en la (Fig. 17). Las condiciones para la segunda placa de CCF fueron:

Fase movil: 7:3 Hexano/Cloroformo.

Revelador: p-anisaldehido.

Figura 1 7. CCF de los extractos de hexano de la especie

resistente y susceptible, con una fase movil: 7:3 Hexano/Cloroformo.

Posteriormente se desarrollé otra placa de CCF variando nuevamente la fase movil
(Fig.18), y se observé que también presentaba buena separacion, pero no tanto
como en la fase movil 7:3 hexano/cloroformo; la cual presenté claramente mayor

cantidad de metabolitos.
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Las condiciones para la siguiente placa de CCF fueron:
Fase movil: cloroformo.

Revelador: p-anisaldehido.

Figura 18. CCF de los extractos de hexano de la especie

resistente y susceptible, con una fase movil: Cloroformo

V.4.2.2 Extractos de Cloroformo

Para los extractos de cloroformo también se variaron las condiciones de fase moévil.

La primera placa de CCF se realiz6 con las siguientes condiciones:
Fase movil: Cloroformo.
Revelador: p-anisaldehido.

Se muestra en la (Fig.19), como se logré una buena separacion de los metabolitos
secundarios presentes en este extracto de la especie resistente y la especie
susceptible y en la mezcla de ambos extractos, observdndose el mismo numero de

metabolitos para ambas especies.
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Al cambiar la fase movil en la segunda placa de CCF (Fig.20), se observd que la
separacion no fue eficiente, como en el caso anterior.

Las condiciones para la fase movil fueron:
Fase Movil: 99:1 Cloroformo/Metanol.

Revelador: p-anisaldehido.

Estos resultados se pueden apreciar en la siguiente figura 20:

Figura 20 . CCF de los extractos de Cloroformo de la especie resistente y

susceptible, con una fase mévil: 99:1 Cloroformo/Metanol.
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V.4.2.3 Extractos de Acetato de Etilo

Para los extractos de acetato de etilo se desarrolld una placa de CCF, con las

siguientes condiciones:
Fase movil: 9:1 Acetato de Etilo/Metanol

Revelador: p-anisaldehido.

Figura 21. CCF de los extractos de Acetato de Etilo de la especie

resistente y susceptible, con una fase movil: 9:1 Acetato de Etilo/Metanol.

En la (Fig.21), se observa una buena separacion, y ademas la presencia de un

metabolito secundario tanto en la especie resistente como en la especie susceptible.
Posteriormente se hizo uso de CCF en fase reversa. Las condiciones fueron:
Fase movil: 8:2 Acetato de Etilo/Metanol

Revelador: p-anisaldehido.
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Figura 22. CCF en fase reversa de los extractos de Acetato de Etilo de la especie resistente

y susceptible, con una fase movil: 8:2 Acetato de Etilo/Metanol.

Como se puede observar en la (Fig.22), con la especie susceptible no se visualizé la
separacion de los metabolitos secundarios; mientras que la especie resistente si
muestra separacion. Por tanto la mejor condicion para separar los metabolitos de los
extractos de acetato de etilo fue como se evidencié en la (Fig. 21), donde muestra
mejor separacion de los metabolitos secundarios en ambas especies.

V.4.2.4 Extractos ACuosos

A continuacion se muestra la placa de CCF para la especie resistente del extracto

acuoso. Las condiciones fueron:

Fase movil: 9:1 Acetato de Etilo/Metanol Revelador: p-anisaldehido.

Figura 23 . CCF del extracto Acuoso de la especie resistente, con una fase

movil: 9:1 Acetato de Etilo/Metanol y revelador: p-anisaldehido.
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La placa de CCF para la especie susceptible del extracto acuoso (Fig.24), se realizé

con las mismas condiciones.

Figura 24. CCF del extracto Acuoso de la especie susceptible, con una fase

movil: 9:1 Acetato de Etilo/Metanol y revelador: p-anisaldehido.

Al comparar ambas placas de CCF se puede visualizar en la (Fig.23), una buena
separacion y mayor numero de metabolitos; mientras que en la (Fig.24) se observa

muy poca separacion.

Una vez realizada las placas de CCF para determinar las condiciones de separacion,
se utilizd adicionalmente la técnica de cromatografia de capa fina en 2D (2
dimensiones) para obtener una mejor resolucién en el estudio comparativo entre la

especie resistente y la especie susceptible.

Este estudio en 2D, se realiz6 para algunos de los extractos organicos y se

compararon a su vez con las placas de CCF en una dimension.
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V.4.3 CCF comparativos de las especies resistente y  susceptible en una y dos

dimensiones.
V.4.3.1 Para los extractos de Hexano: EPVVRH y EPVVSH
En 1 Dimensién:

Se utilizé una placa de CCF 20 x 20 cm comparativo de las especies resistente y
susceptible de hexano, con las siguientes condiciones:

Fase Movil: 7:3 Hexano/Cloroformo.

Revelador: p-anisaldehido.

Se muestra a continuacion en la (Fig.25), una buena separacion para esa fase movil

utilizada.

Sin embargo al comparar ambas especies se observa que hay un metabolito
secundario en el extracto de la especie resistente que no se observa para la

especie susceptible; lo cual establece una diferencia entre ambas especies.

De manera general se ven los mismos metabolitos para ambas especies,
exceptuando la presencia del metabolito mencionado inexistente en el extracto de la

de la especie susceptible.
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Figura 25. CCF comparativo de los extractos de Hexano de la especie resistente y
susceptible, con una fase mévil: 7:3 Hexano/Cloroformo.

Adicionalmente se compararon otras placas de CCF en 2D para ambas especies por

separado, para visualizar mejor las manchas respectivas.
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En 2 Dimensiones:

Se utilizé una placa de CCF en 2D 6 x 6 cm del extracto EPVVRH, con las siguientes

condiciones:
Primera camara de desarrollo (1era fase movil): Cloroformo.
Segunda camara de desarrollo (2da fase movil): 7:3 hexano/cloroformo.

Revelador: p-anisaldehido.

Figura 26. CCF del extracto de hexano de la especie resistente (EPVVRH) en 2D, con una

primera fase movil: cloroformo y una segunda fase mévil: 7:3 hexano/cloroformo.

En esta placa (Fig.26), se puede observar que en la primera mancha hay presencia
de 4 metabolitos secundarios.

Posteriormente se realiz6 la misma placa en 2D pero para el extracto EPVVSH, con

las mismas condiciones:
Primera camara de desarrollo (1era fase movil): Cloroformo.
Segunda camara de desarrollo (2da fase movil): 7:3 hexano/cloroformo.

Revelador: p-anisaldehido.
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Figura 27. CCF del extracto de hexano de la especie susceptible (EPVVSH) en 2D, con una

primera fase mévil: cloroformo y una segunda fase moévil: 7:3 hexano/cloroformo.

Como se puede mostrar en la (Fig.27) la primera mancha también presenta los
mismos metabolitos secundarios que se observan en la especie resistente (Fig. 26);
por lo tanto no hay diferencias entre ambas placas.

V.4.3.2 Para los extractos de Cloroformo: EPVVRC y EPVVSC
En 1 Dimensién:

Se utilizé una placa de CCF 20 x 20 cm comparativo de la especie resistente y la
especie susceptible, con las siguientes condiciones:

Fase Movil: Cloroformo
Revelador: Naturstoff (para Flavonoides).

Se observa en la (Fig.28) que la especie resistente presenta mayor cantidad de
metabolitos secundarios.
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La especie susceptible fue sembrada en la misma concentracion que la especie
resistente. No obstante se observa en la placa un menor nimero de metabolitos

secundarios en comparacion con la especie resistente.

Figura 28. CCF comparativo de los extractos de Cloroformo de la especie resistente y
susceptible, con una fase movil: Cloroformo y revelador: Naturstoff.

Adicionalmente, se desarroll6 otra placa de CCF (Fig.29), con una fase moévil de
Cloroformo, y se visualizé con otro revelador como el p-anisaldehido.
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Al cambiar de revelador se observé mayor cantidad de metabolitos secundarios. Por
otro lado, se sigue observando en la especie resistente mayor cantidad de

metabolitos secundarios en comparacion con la especie susceptible.

Figura 29. CCF comparativo de los extractos de Cloroformo de la especie resistente y

susceptible, con una fase mévil: Cloroformo y revelador: p-anisaldehido.

Posteriormente se realizd una ultima placa de CCF con la misma fase movil pero

cambiando nuevamente de revelador el cual fue Vainillina.
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En la (Fig.30) se muestra la placa y se observa en ella los mismos metabolitos
secundarios tanto en la especie resistente como en la especie susceptible, con la
Unica diferencia que la especie resistente se sigue observando como en los casos

anteriores con mayor proporcion que la especie susceptible.

Figura 30. CCF comparativo de los extractos de Cloroformo de la especie resistente y

susceptible, con una fase movil: Cloroformo y revelador: vainillina.
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De los tres reveladores utilizados, el p-anisaldehido fue el que revel6 mejor los
metabolitos secundarios presentes en ambas especies, y ademas de visualizarse

mayor cantidad de metabolitos para la especie resistente.

En 2 Dimensiones:

Se utilizaron placas de CCF 6 x 6 cm para ambas especies; la primera camara de
desarrollo fue con una fase movil: cloroformo y para la segunda camara de
desarrollo fue con una fase movil de 8:2 Cloroformo/Hexano. El revelador utilizado

fue el p-anisaldehido.

Figuras 31y 32. CCF comparativo en 2D de los extractos de Cloroformo de la especie
resistente y susceptible, con una primera fase movil: cloroformo y una segunda fase movil:

8:2 Cloroformo/Hexano.

En las figuras 31 y 32 se muestra ambas placas, y se observa que en la especie
resistente hay 2 metabolitos secundarios que en la especie susceptible no se

evidencian. Por tanto en dos dimensiones se visualiza mejor este resultado.
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Debido a esta observacion se procedio a desarrollar otra placa de CCF en 2D pero
utilizando una placa de CCF 20 x 20 cm para tener una mejor visualizacion.

Tanto para la especie resistente como para la especie susceptible se utilizaron las

mismas condiciones de la placa anterior.

Como se puede visualizar en la (Fig.33) la especie resistente muestra los
metabolitos secundarios separados, observandose ademas algunos con mayor

proporcién que otros.

Figura 33. CCF en 2D del extracto de Cloroformo de la especie resistente con una primera
fase movil: cloroformo y una segunda fase movil: 8:2 Cloroformo/Hexano y revelador: p-
anisaldehido.
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Figura 34. CCF en 2D del extracto de Cloroformo de la especie susceptible con una primera
fase movil: cloroformo y una segunda fase movil: 8:2 Cloroformo/Hexano y revelador: p-
anisaldehido.

En la (Fig.34) se puede evidenciar que la especie susceptible presenta los
metabolitos secundarios mas separados comparandolo con la (Fig.33) de la especie

resistente.

Al comparar ambas especies se puede observar que la especie resistente presenta
mayor cantidad de metabolitos secundarios; mientras que la especie susceptible

tiene menor cantidad de los mismos.
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Es importante mencionar que el extracto que presenta mejor actividad en los
resultados de los ensayos bioldgicos se separaria por Cromatografia en Columna y
posteriormente se identificaria mediante Espectroscopia de Resonancia Magnética

Nuclear.

Sin embargo, aun sin conocer los resultados de los ensayos bioldgicos, se procediod
a separar a traves de la técnica de Cromatografia en Columna (CC), los metabolitos
gue pudiesen estar presentes en el extracto de Cloroformo; ya que fue el extracto
que presentd en cromatografia de capa fina (CCF) algunas diferencias entre las

especies.

V.4.4 Cromatografia en Columna (CC) para los extrac tos de Cloroformo de la

especie resistente y de la especie susceptible (EPVY  VRC y EPVVSC).
V.4.4.1 Para la especie susceptible (EPVVSC):

Para el empacado de la columna en fase normal, se utilizaron las siguientes

condiciones:

50 g de Silica.

Muestra introducida: 1,0226 g + 0,0001 g de extracto EPVVSC.

Mezcla de Elucion: 7:3 Hexano/cloroformo.

Luego de desarrollarse la columna, se recogieron en total 24 fracciones.

De las cuales se le aplico a cada una de ellas CCF para observar las diferencias y/o
similitudes y dependiendo de ello, se unieron algunas de ellas ya que presentaban
las mismas manchas en CCF 6 en su defecto no se observaba ninguna mancha en

algunas fracciones.
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Las fracciones se unieron de la siguiente manera:

Muestra Fracciones Combinadas

a (1-5)

(6-9)

(10-13)

(18-21)

b

C

d (14-17)
e

f

(22-24)

Tabla 3. Fracciones combinadas en muestras para el extracto de cloroformo de la especie
susceptible (EPVVSC).

La masa obtenida para cada muestra del extracto EPVVSC se tabula a continuacion:

Muestra Masa (g) +(0,0001) g

a 0,0208

0,0264

0,0599

0,5908

b
c
d 0,0576
e
f

0,4569

Tabla 4. Muestras y masas del extracto de cloroformo de la especie susceptible (EPVVSC).

V.4.4.2 Para la especie resistente (EPVVRC):
Para el empacado de la columna se utilizaron las siguientes condiciones:
50 g de Silica.

Muestra introducida: 0,7370 g £ 0,0001 g de extracto EPVVRC
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Tres solventes de elucion: 50:50 Hexano/cloroformo, 8:2 Cloroformo/Hexano vy

Cloroformo.

Adicionalmente se incrementd la polaridad de la mezcla eluyente; ya que se

necesitaba que los componentes mas polares pudiesen separar mas efectivamente.

Al desarrollarse la columna, se recogieron en total 21 fracciones. De las cuales se le

aplicé a cada una de ellas CCF para observar las diferencias y/o similitudes.

Las fracciones se unieron de la siguiente manera:

Muestra Fracciones Combinadas

a (1)

b (2-4)
c (5-8)
d (9-11)
e (12-13)
f (14)

g (15-16)
h (17-19)
[ (20)

j (21)

Tabla 5. Fracciones combinadas en muestras para el extracto de cloroformo de la especie
resistente (EPVVRC).
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La masa obtenida para cada muestra del extracto EPVVRC se tabula a continuacion:

Muestra Masa (g) +(0,0001) g
a 0,1357
b 0,0866
c 0,0422
d 0,0067
e 0,0238
f 0,0326
g 0,1374
h 0,0596
[ 0,0073
i 0,1139

Tabla 6. Muestras y masas del extracto de cloroformo de la especie resistente (EPVVRC).

La caracterizacion de los compuestos presentes en estas muestras no se llevo a
cabo, ya que en los resultados de los ensayos biolégicos no se presentd una

diferencia significativa en la actividad.

V.4.4.3 CCF comparativo para las fracciones obtenid as tanto en la especie

susceptible como en la especie resistente.

Se compararon las fracciones obtenidas para ambas especies; comenzando con la
fraccibn 1 de la especie resistente, seguidamente la fraccion 1 de la especie
susceptible y asi sucesivamente hasta llegar a la fraccion 9, utilizando como mezcla

de elucion: 7:3 hexano/cloroformo.

Se muestra a continuacion en las figuras 35 y 36 la placa de CCF de estas

muestras.
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1R, 1S 2R.2S 3R,3S 4R,4S 5R,5S5 6R.6S

Figuras 35 y 36. CCF comparativo de las fracciones obtenidas en CC del extracto

EPVVRC y EPVVSC, con mezcla de elucion: 7:3 hexano/cloroformo.

v

En las fracciones 1 de ambas especies no se observa la separacion de
metabolitos secundarios con la fase movil utilizada, quedan retenidos en el
punto de siembra.

En las fracciones 2 se observa el mismo metabolito secundario en ambas
especies.

En las fracciones 3 se puede observar un metabolito secundario distinto en
ambas especies.

En las fracciones 4 pasa lo mismo como en la fraccién 2; el mismo metabolito
secundario en ambas especies.

En las fracciones 5 se observa solo en la especie resistente la presencia de 2
metabolitos secundarios; mientras que en la especie susceptible no se
observa separacion.

En las fracciones 6 se observa gran cantidad de metabolitos secundarios en
la especie resistente; mientras que en la especie susceptible no se observa
separacion.

En las fracciones 7, 8 y 9 no se observa separacién de los metabolitos, ya que

guedan todos retenidos en el punto de siembra.
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Se evalud la accion antimicrobiana de cada uno de los extractos sobre hongos y

bacterias mediante el método de difusion sobre placas de agar.

» Los hongos estudiados fueron:

Aspergillus flavus, Trichoderma harzianum, Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea.

» Ademas de bacterias como:

Bacillus cereus,

aeruginosa.

Staphylococcus aureus,

Escherichia coli

y Pseudomonas

El analisis fue realizado en el departamento de Biologia Celular de la Universidad

Simén Bolivar.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

En los hongos:

Tabla 7. Resultados de la accién antifungica. Didmetros (Medida en mm) (-) sin efecto

Muestra

10 mg/mi

A.flavus

T.harzianum

F.oxysporum

B.cinerea

Resistente

Hexano
CHCIl;
AcEt

ACUO0SO

12

Susceptible

Hexano
CHCIl;
AcEt

ACUO0SO

Controles

Negativo

Nistatina

25

23

26




En las bacterias:
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Tabla 8. Resultados de la accién antibacteriana. Diametros (Medida en mm) / (-) sin efecto

Muestra 10 mg/ml B.cereus S.aureus E.coli P.aeruginosa
Hexano 7 7 8 6
Resistente CHCl;4 - 6 7 8
AcEt 6 7 ) 7
AcCu0Ss0
- 7 - -
Hexano 7 7 6 13
Susceptible CHCI; - 6 6 10
AcEt i i ) 8
AcCu0Sso
- - - 8
Negativo - - - -
Controles
Ofloxacina 30 27 38 -
Amikacina 23 15 26 -
Estreptomicina 20 11 10 -
Gentamicina 18 18 19 -

En las Tablas 7 y 8 se puede visualizar los resultados de los ensayos bioldgicos

evaluados frente a hongos y bacterias.

En la tabla 7 se tienen los resultados frente a hongos, y se observa que el extracto

de cloroformo de la especie resistente fue el Unico que presentd cierta actividad en

el hongo Fusarium oxysporum.

Respecto a las bacterias en la Tabla 8 se puede mostrar que tanto la especie

resistente como la especie susceptible presentan una modesta actividad.

Por otro lado al comparar cada especie con las bacterias estudiadas; se tiene que

los extractos no difieren significativamente en la actividad que presentan.
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También hay que destacar que el extracto acuoso presenta poca actividad en la
especie resistente frente a la bacteria Staphylococcus aureus y la especie

susceptible tiene aun mas actividad frente a la bacteria Pseudomona aeruginosa.

Dada las caracteristicas fisicas de los extractos; las cuales sugerian la presencia de
azucares en los mismos, lo cual fue confirmado con la prueba del reactivo de Molish,

se procedié a separar estos extractos utilizando cromatografia de fase reversa.

A continuacion se describe esta separacion y la caracterizacion de las muestras mas

importantes obtenidas de ellos.

V.4.6 Cromatografia en Columna (CC) en fase reversa , para los extractos
acuosos de la especie resistente y de la especie su sceptible. (EPVVRA y
EPVVSA).

Antes de llevarse a cabo la CC, se realizaron varias placas de CCF en fase normal

variando la fase mévil para observar en cual separaba mejor.

Las fases moéviles fueron:

8:2 Cloroformo/Metanol 8:2 Acetato de Etilo/Metanol
1:1 Acetato de Etilo/Metanol 9:1 Acetato de Etilo/Metanol
9:1 Acetato de Etilo/Trietilamina 9:1 Metanol/Trietilamina

Con fase normal no se observaba una eficiente separacion; ya que los componentes
son muy polares. Por tanto se procedio a utilizar placas de CCF en fase reversa en

donde si se observaba una mejor separacion de los componentes.
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La mejor condicibn obtenida de la fase movil en fase reversa fue de 1:1
Metanol/Agua; ya que al ser éstos mas polares se logré separar eficazmente los

componentes de los extractos acuosos de las especies resistente y susceptible.

V.4.6.1 Para la especie susceptible (EPVVSA):

El extracto acuoso de la especie susceptible fue un sélido de color caramelo y de

aspecto higroscopico, como se puede observar en la siguiente figura.

Figura 37. Muestra del extracto acuoso de la especie susceptible EPVVSA.

El extracto acuoso de la especie susceptible (EPVVSA) se disolvio en metanol y se
sembré de muestra aproximadamente 1,0201 g. en una columna de RP-18 la cual
fue eluida con una mezcla metanol/agua (1:1), se obtuvo un total de diez fracciones.
Las mayoritarias fueron sometidas a analisis de Resonancia Magnética Nuclear de
'Hy 3C.

El extracto al disolverse en metanol quedé una parte insoluble en el fondo del tubo
de ensayo. Por tanto se afadié a la columna la fase soluble que fue un peso de
0,7034 g finalmente.
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Luego de desarrollarse la columna se hizo uso de CCF para observar
detalladamente las fracciones y conocer cuales se podian unir. Las fracciones a unir

qguedaron de la siguiente manera:

Muestra Fracciones Combinadas
a (1-3)
b (4)
o (5-6)
d (7-8)
e (9-10)

Tabla 9. Fracciones combinadas en muestras para el extracto acuoso de la especie
susceptible (EPVVSA).

La masa obtenida para cada muestra del extracto acuoso de la especie susceptible

(EPVVSA) se tabula a continuacion:

Muestra Masa (g) +(0,0001) g
a 0,0009
b 0,0122
c 0,2028
d 0,1610
e 0,0359

Tabla 10. Muestras y masas del extracto acuoso de la especie susceptible (EPVVSA).

Las muestras ¢ y d, de las cuales se obtuvo una masa relativamente alta se
sometieron a un analisis por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

(RMN) para ser identificados los componentes de ambas fracciones.

La muestra identificada como EPVVSA (d) de 0.161g, mostré sefiales caracteristicas
de compuestos glicosilados, observandose un grupo de sefiales bastante complejas

en la zona entre 3.03 y 5.24 ppm. (Ver Espectro # 1).
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Era evidente la presencia de una glucosa en el polisacéarido al presentar una sefial
con un desplazamiento quimico de 5.18 ppm (doblete, J = 7.3 Hz), asi como el

doblete de doblete a un desplazamiento quimico de 4.00 ppm. (Ver espectro #2).

A continuacion se muestra la estructura de la glucosa (33):

33

El analisis de RMN de *C (espectro # 3) el cual fue analizado conjuntamente con
un experimento DEPT (Espectro # 4), corroboro la presencia de la glucosa como
parte de ese polisacéarido aislado, la sefial a & 101.9 es caracteristica del carbono

anomeérico de ese azucar.

El nimero de carbonos observados en el espectro de carbono trece, pareciera
indicar la presencia de un tetrasacarido, cuya estructura fundamental lo constituye la
glucosa. No contamos para el momento de describir estos resultados con analisis
de espectrometria de masas que nos permitirian una mejor caracterizacion del

polisacarido presente en esta muestra.

A continuacion se tabulan los desplazamientos quimicos obtenidos en el espectro de
protones y en el espectro de carbono trece para la molécula de la glucosa y los

desplazamientos quimicos reportados en la literatura®.
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H/C &(ppm) "H | &8 (ppm) “H | & (ppm) °C | & (ppm) ~C
[m; J (H2)] [m; J (Hz)] (Exp.) (Rep.)
(Exp.) (Rep.)

1 5.18(d,7.3) | 5.20(d;7.8) 101.9 100.6

2 4.02(dd) 4.01(dd) 74.5 745

3 455(d;6.3) | 4.30(d;8.3) 76.3 78.3

4 4.22 (t9.3) 71.8 71.7

5 3.99 3.98 (m) 80.0 78.0

6 452 452 62.9 62.8

(dd:12,2)

Tabla 11. Desplazamientos quimicos experimentales y reportados de las sefiales de RMN
1H y RMN *°C para la molécula de la glucosa de la muestra (d) del extracto acuoso de la

especie susceptible.

Una segunda muestra analizada en el extracto acuoso de la especie susceptible,
identificada como EPVVSA (c), presentd caracteristicas muy similares a las
previamente descritas para la muestra EPVVSA (d), tanto en el espectro de RMN de
protones (espectro # 5) como en el de carbono trece (Espectro # 6) se identificaron

sefales caracteristicas de polisacaridos.

A continuacion se tabulan los desplazamientos quimicos obtenidos en el espectro de

protones y en el espectro de carbono trece para la molécula de la glucosa.
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HIC 5(ppm) "H | 8(ppm) ‘H | & (ppm) °C | & (ppm) *C
[m; J (H2)] [m; J (Hz)] (Exp.) (Rep.)
(Exp.) (Rep.)
1 513(d:9.7) | 5.20 (d:7.8) 100.6
2 4.00 4.01(dd) 745 745
3 4.30 (d:8.3) 78.3
4 4.22 (£9.3) 71.7 71.7
5 3.08 3.98 (M) 78.0
6 4.52 4.52 62.8 62.8
(dd:12,2)

Tabla 12. Desplazamientos quimicos experimentales y reportados de las sefiales de RMN

1H y RMN *3C para la molécula de la glucosa de la muestra (c) del extracto acuoso de la

especie susceptible.

No fue evidente como en el anterior la presencia del carbono anomérico de la

glucosa, aunque se identificaron varios grupos CHo,, tipicos de ese azucar a un

desplazamiento quimico de 62.8 ppm (espectro # 7). El numero de carbonos

observados pareciera sugerir un trisacarido.

La estructura que se muestra a continuacion es un ejemplo de un trisacarido llamado

amilosa®, el cual contiene tres unidades de glucosa unidos a enlaces a-1,4'-

glicosidicos (34).

Tal como se mencioné en el caso anterior, se requiere por lo menos de un espectro

de masas para corroborar esta afirmacion.
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V.4.6.2 Para la especie resistente (EPVVRA):

El extracto acuoso obtenido de la especie resistente se mostré de color caramelo

oscuro, también higroscopico, y de aspecto pegajoso y pastoso.

Figura 38. Muestra del extracto acuoso de la especie resistente EPVVRA.

Un procedimiento similar al descrito con el extracto acuoso de la especie susceptible

fue realizado con la especie resistente, utilizandose de muestra alrededor de 0,5232

g.
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La muestra a sembrar fue mas dificil para disolver en metanol y hubo problemas a la

hora de eluir la columna, siendo necesario cambiar la composicidén de la misma para

poder eluir lo sembrado inicialmente.La columna inicialmente se desarroll6 con una

primera fase movil 50:50 metanol/agua, y luego se utiliz6 metanol como segunda

fase movil.

Se recogieron en total 10 fracciones, de las cuales se unieron de la siguiente

manera:
Muestra Fracciones Combinadas
a (1-3)
b (4)
c (5-6)
d (7-10)

Tabla 13. Fracciones combinadas en muestras para el extracto acuoso de la especie

resistente (EPVVRA).

La masa obtenida para cada muestra del extracto acuoso de la especie resistente

(EPVVRA) se tabula a continuacion:

Muestra Masa (g) +(0,0001) g
a 0,0046
b 0,0105
c 0,0756
d 0,2956

Tabla 14. Muestras y masas del extracto acuoso de la especie resistente (EPVVRA).
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Luego de analizar por CCF las diferentes muestras, se observdé dos muestras
mayoritarias y otras muy pequefias respecto a la masa. Las dos mayoritarias fueron
c y d. Sin embargo, la muestra (d) no fue sometida a un analisis de RMN, ya que su
consistencia fue muy pegostosa, por tanto dificil de trabajar. En vista de ello, se

sometio a andlisis por RMN a la muestra (c).

Dicho analisis por RMN de esa muestra a la cual se identific6 como EPVVRA (c), tal
como con las muestras analizadas para la especie susceptible, sefialé la presencia

de azucares en la misma.

Se identifico igualmente la presencia de la glucosa como parte de la estructura
analizada a un desplazamiento quimico caracteristico del carbono anomérico & 102
ppm). ElI numero de carbonos pareciera indicar un trisacarido pero igualmente tal
como fue discutido con la especie susceptible, otro tipo de andlisis se hacen
necesarios para caracterizar completamente esta fraccion. (Ver espectros # 9,10 y
11).

A continuacion una tabla comparativa de los desplazamientos quimicos
experimentales y reportados de la glucosa analizados para la muestra ¢ del extracto

acuoso de la especie resistente.
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HIC 5(ppm) "H | 8(ppm) ‘H | & (ppm) °C | & (ppm) *C
[m; J (H2)] [m; J (Hz)] (Exp.) (Rep.)
(Exp.) (Rep.)

1 533 (d:8.1) | 5.20(d;7.8) 102 103.8

2 4.01 4.01(dd) 76.2 76.1

3 4.30 (d:8.3) 775 78.3

4 4.22 (£9.3) 71.3 71.3

5 3.99 3.98 (m) 775 78.0

6 4.70 4.56 63.9 62.8

Tabla 15. Desplazamientos quimicos experimentales y reportados de las sefiales de RMN

1H y RMN *°C para la molécula de la glucosa de la muestra (c) del extracto acuoso de la

La busqueda de la literatura nos arroj6 el reporte de polisacaridos de tipo
hemicelulosa37, los cuales estan compuestos por repetidas unidades de pentosas de
tipo D-xylosa y L-arabinosa en los frutos de la Vitis vinifera, mas no se logré

informacion de reporte alguno en las hojas de dicha planta. Futuros trabajos en

especie resistente.

nuestro grupo de investigacion seran dedicados a la caracterizaciébn completa de los

polisacéaridos descritos en esta investigacion.
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VI.- Conclusiones

Se realizé el estudio fitoquimico comparativo de dos especies de Vitis vinifera

resistente y susceptible a patégenos, de lo cual se concluye lo siguiente:

» El analisis comparativo de Cromatografia de Capa Fina (CCF) que se realiz6 fue
de vital importancia ya que permitié observar diferencias y/o similitudes en los
extractos obtenidos por particibn de ambas especies (resistente y susceptible).

» La técnica de cromatografia de capa fina en 2D (2 dimensiones) que se utilizé
adicionalmente en el estudio comparativo de la especie resistente y de la especie
susceptible, permitid6 obtener una mejor resolucion en la separacion de los
metabolitos secundarios.

» En los andlisis de la actividad antibacteriana y antifingica no se evidencio
diferencias considerables, a excepcion de los extractos acuosos quienes
presentaron una modesta actividad frente a una bacteria distinta.

» Mediante la técnica de cromatografia en columna (CC) se llevd a cabo la
separacion de 2 polisacaridos para la especie susceptible del extracto acuoso
(EPVVSA) y de un polisacarido para la especie resistente también del extracto
acuoso (EPVVRA).

» Los polisacaridos aislados contienen como unidad monomérica principal a la
glucosa.

» El Unico compuesto de la especie resistente del extracto acuoso fue obtenido en
la muestra identificada como EPVVRA (c), también sefial6 la presencia de
azucares en la misma como se reflejé en las muestras analizadas para la especie
susceptible. El nimero de carbonos también pareciera indicar un trisacarido.

» La caracterizacibn completa de estos polisacaridos aislados requiere de otras
técnicas espectrométricas con las cuales no se contd a la hora de exponer
nuestros resultados.

» En los analisis comparativos realizados en el estudio fitoquimico de las dos
especies de Vitis vinifera (resistente y susceptible), no se evidencio diferencias

significativas en la composicion de los metabolitos de dichas especies.
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VIl. Recomendaciones

v Continuar con futuros trabajos de investigacion de Vitis vinifera para que sean
dedicados a la caracterizacion completa de los metabolitos separados segun

el esquema logrado en este trabajo.

v' Realizar estudios de tipo cuantitativo comparativo relacionados a este trabajo
de investigacion. La comparaciéon de la composicion de los extractos que se

obtendrian de ambas especies, seria muy interesante.
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