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Abstract: Evaluation of phenols and limonoids in leaves of Cedrela odorata (Meliaceae) from an experi-
mental plantation established in Tezonapa Veracruz, Mexico. Cedrela odorata (Meliaceae) is a native timber
tree to Tropical America, known for its high-quality wood, unfortunately, plantations of this species are severely
attacked by Hypsipyla grandella. The attraction or repellency of this pest is related to secondary metabolites
such as phenols and limonoids (triterpenes); therefore, it is important to study these compounds to understand
the phytochemical phenomena behind this problem. With this aim, the concentration of total phenols and
limonoides was evaluated in C. odorata leaves from a plantation established in Tezonapa Veracruz, Mexico.
For this, a total of 66 tree leaves samples, from seven sites, were analyzed. Phenols and limonoids concentra-
tion showed significant differences not only among different provenances, but also among individual trees of
the same site (Tukey, p<0.05). Phenols concentration was variable and in the range from 49 to 223mg EAG/g e
for total phenols, from 7 to 158mg EC/g e for flavonoids and from 4 to 104mg EC/g e for proanthocyanidins.
Limonoids concentration was also variable, ranging between 227 and 748mg EL/g e. A major compound was
found by High-Performance Liquid Chromatography with Ultraviolet Diode Array Detection (HPLC-UV-
DAD), which corresponded to a flavonol kaempferol glycoside derivative; additionally, a flavanol catechin
was also detected at low concentrations. GC-MS allowed the identification of the sesquiterpenoids -elemene,
E-caryophyllene, aromadendrene, a-humulene, y-cadinene, D-germacrene, bicyclogermacrene, and the poly
terpenoids D-a-tocopherol and f-sitosterol. Our results suggest that the evaluation of phenols may play an
important role as a selection parameter for improvement and conservation programs, if they are complemented
with conventional breeding practices. Rev. Biol. Trop. 63 (2): 545-558. Epub 2015 June 01.
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Los metabolitos secundarios que produ-
cen las plantas tienen funciones ecologicas
especificas, juegan un papel esencial en la
proteccion frente a predadores, actuando como
repelentes, proporcionando a la planta sabores
amargos, haciéndolas indigestas o venenosas.
También intervienen en los mecanismos de
defensa de las plantas frente a patogenos,
actuando como pesticidas naturales (Avalos,

& Pérez-Urria, 2009). Los fenoles y limonoi-
des pertenecen a estos tipos de compuestos.
Los fenoles constituyen un amplio grupo de
compuestos quimicos, con diferente actividad,
muchos tienen funciones importantes como
defensas frente a insectos, herbivoros y hon-
gos. Algunos compuestos fendlicos, como los
flavonoides y las proantocianidinas (Andersen,
& Markham, 20006), al ser liberados en el suelo
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limitan el crecimiento de las plantas vecinas.
Los limonoides son triterpenos altamente oxi-
dados cominmente conocidos como tetranor-
triterpenoides o meliacinas, dado que la familia
Meliaceae se caracteriza por la biosintesis de
este tipo de compuestos de conocida actividad
frente a insectos (Champagne, Koul, Isman,
Scudder, & Towers, 1992; Taylor, 1981).

Cedrela odorata L. (Meliaceae), es una
especie forestal maderable comtinmente cono-
cida como “Cedro rojo” (Spanish Cedar en
inglés), nativo de América Tropical, con una
amplia distribucion desde los 26°N en México
a 28°S en el Norte de Argentina (De la Torre,
Lopez, Yglesias, & Cornelius, 2008; Pereyra,
Inga, Santos, & Arisméndiz, 2014). Después de
la caoba, el cedro rojo es la segunda especie de
madera preciosa mas importante de la industria
forestal de México y una de las mas valiosas
en los tropicos (Larrea, De los Santos, & Her-
nandez, 2008; Millan-Orozco, Corredoira, &
San Jos¢, 2011). Esta especie ha sido objeto
de explotacion con fines comerciales lo que
ha ocasionado la disminucion y fragmentacion
de las poblaciones naturales (Patifio, 1997).
Por ello forma parte del Apéndice III del
CITES y de la lista roja de la Norma Oficial
Mexicana NOM- 059- SEMARNAT- 2010,
como especie sujeta a proteccion especial
(SEMARNAT, 2010).

El factor limitante mas importante para
el establecimiento exitoso de las plantaciones
de C. odorata es el ataque de las larvas del
barrenador Hypsipyla grandella (Lepidoptera:
Pyralidae) (Barboza, Hilje, Durén, Cartin, &
Calvo, 2009). A pesar de que H. grandella
ha sido estudiada (Cornelius & Watt, 2003;
Hilje, & Cornelius, 2001; Pérez-Salicrup, &
Esquivel, 2008; Soto, Hilje, Mora, & Carballo,
2011), atin no se ha desarrollado un sistema de
manejo integrado. Algunos metabolitos secun-
darios de aceites y extractos de C. odorata
han sido evaluados con diferente finalidad,
entre ellas, la busqueda de nuevos limonoides
antialimentarios, la implicacion ecoldgica en
la atraccion de H. grandella, evaluacion de
las propiedades inhibitorias de crecimiento
frente algunos insectos y la investigacion de

sus propiedades medicinales (Asekun, & Ekun-
dayo, 1999; Da Silva et al., 1999; De Paula et
al., 1997; Gonzalez-Coloma et al., 2012; Maia
et al., 2000; Kipassa et al., 2008; Martins et al.,
2003; Omar et al., 2003; Silva, Souza, Rogez,
Rees, & Larondelle, 2007; Villanueva, Tuten,
Haber, & Setzer, 2009). Sin embargo, no se
han evaluado las posibles diferencias cuanti-
tativas y cualitativas de diferentes individuos
de C. odorata. Esto es importante ya que se
ha observado variabilidad en la concentracion
de metabolitos secundarios en plantas de dife-
rentes procedencias y que la produccion no
siempre depende de condiciones climaticas
del entorno (Sidhu, Kumar, & Behi, 2003).
Ademas, la concentracion de los metabolitos
secundarios en las plantas es un factor clave de
sus mecanismos de defensa y, en particular la
acumulacion de fenoles en alguna parte de la
planta representa una barrera anti-alimentaria
contra insectos (Harborne, 2001).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la concentracion de fenoles totales, fla-
vonoides, proantocianidinas y limonoides, en
extractos de hojas de C. odorata de una planta-
cion experimental en la que se ensayan indivi-
duos de diferentes procedencias, asi como los
perfiles cromatograficos de fenoles por Cro-
matografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)
y de terpenos por Cromatografia de Gases
acoplado a Espectrometria de Masas (CG-MS),
para identificar algunos de sus compuestos
comunes y mayoritarios, establecer posibles
diferencias entre ellos, que sirvan en un futuro
como criterio para seleccionar individuos para
su conservacion y mejoramiento genético.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio: El estudio se llevo a
cabo en una plantacion de un afo de edad. Los
arboles fueron propagados por injerto y plan-
tados en el Campo Experimental “El Palmar”
(18°31°2704” N - 96°47°55799” W, altitud
180msnm), en Tezonapa, Veracruz, México. El
clima del sitio es calido-htimedo con lluvias de
junio a septiembre con una precipitaciéon media
anual de 2888mm, y temperaturas medias de
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16 a 36°C en el afio. La fisiografia presenta
terrenos planos y lomerios, los suelos son del
tipo acrisol, profundos y de buen drenaje y
poseen una textura migajon-arcillo-arenosa y
pH de 4.8 (Sanchez, Salazar, Vargas, Lopez, &
Jasso, 2003).

Recolecta de material biolégico: Para
este estudio se recolectaron hojas de 66 indivi-
duos de C. odorata procedentes de siete loca-
lidades: Papantla, Veracruz; Tuxtepec, Oaxaca;
Teapa, Tabasco; Los Tuxtlas, Veracruz; Carde-
nas, Tabasco; Calakmul, Campeche y una de
la frontera México-Guatemala. El muestreo
se realizd en octubre de 2012, se recolectaron
aproximadamente 300g de hojas frescas de
cada arbol (de la misma edad), se selecciona-
ron hojas de tamafio uniforme con la misma
apariencia y color al tiempo de la recolecta. Las
hojas se secaron a temperatura ambiente a la
sombra, se molieron por separado en un molino
Willey hasta un tamafio de particula de malla
60 y se almacenaron en bolsas de plastico con
cierre hermético hasta su uso (Rosales-Castro
et al., 2009). En el cuadro 1 se presenta la rela-
cion de las muestras recolectadas y analizadas.

Obtencién de extractos: Se obtuvieron
extractos metandlicos para la evaluacion de
fenoles y extractos acetonicos para evaluar
limonoides, ya que de acuerdo a Harbor-
ne (1973) son los solventes indicados para
estos compuestos.

Para la obtencion de extractos metanolicos
a 20g de hojas secas molidas se le adiciona-
ron 50mL de metanol acuoso al 70% (v/v), se
dejaron macerar durante 48hr en la oscuridad y
se filtraron sobre papel filtro para recuperar el
extracto, al material remanente se le agregaron
25mL del solvente fresco y se dejo macerar por
24hr en la oscuridad, después se filtrd y se des-
echo el residuo. Los extractos obtenidos de la
primera y segunda maceracion se combinaron
y se concentraron en un rotavapor a 45°C para
remover el solvente. Finalmente el extracto se
secod a temperatura ambiente en una campana
de extraccion con aire, obteniendo el extracto
metandlico crudo (EMC).

De forma independiente, para los extractos
acetonicos a 20g de hojas secas molidas se
le adicionaron 100mL de acetona al 99%, se
dejaron macerar durante 24hr, después de este
tiempo se filtraron sobre papel filtro para recu-
perar el extracto, al residuo sdlido remanente se
le agregaron 50mL de acetona y se maceraron
durante 48hr. Los extractos obtenidos de la
primera y segunda maceracion se combinaron
y se concentraron en rotavapor a 45°C para
remover el solvente y obtener el extracto ace-
tonico crudo (EAC).

Purificacion de extractos: Al EMC se
le realizé una purificacién primaria mediante
una separacion liquido-liquido con acetato de
etilo. A 20mL del extracto metanolico crudo
concentrado (después de la evaporacion del
solvente), se le adicionaron 2x50mL de acetato
de etilo en un embudo de separacion, la mezcla

CUADRO 1
Relacion de muestras analizadas,
seleccionadas de forma aleatoria

TABLE 1
Relation of analyzed samples, randomly selected

Procedencia Clave IndlYlduos
seleccionados

Calakmul, Campeche C8 1,6, 14
Calakmul, Campeche C10 3,14, 18
Calakmul, Campeche Cl1 1,3,4
Cardenas, Tabasco C62 3,13,21
Cardenas, Tabasco C67 3,10, 16
Cardenas, Tabasco C46 7,8,9
Cardenas, Tabasco Co4 5,17,24
Fron* México-Guatemala Cl 3,8,19
Fron* México-Guatemala C4 11, 14, 18
Fron* México-Guatemala C5 4,15, 20
Papantla, Veracruz C66 1,4,12
Papantla, Veracruz C47 2,6,19
Teapa, Tabasco C70 1,10, 17
Teapa, Tabasco C49 5,7, 14
Teapa, Tabasco C58 7,13, 18
Teapa, Tabasco C45 10, 14, 20
Tuxtepec, Oaxaca C60 2,11, 21
Tuxtepec, Oaxaca C68 3,9,17
Tuxtepec, Oaxaca C54 15, 18, 20
Tuxtlas, Veracruz C55 5,7, 14
Tuxtlas, Veracruz C65 3,13,23
Tuxtlas, Veracruz C56 3,68

*Fron: Frontera.
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se agitd vigorosamente y se dejo en reposo para
permitir la separacion de las fases inmiscibles.
La fraccién de compuestos soluble en el acetato
de etilo (fraccion organica EMFO) se separ6 de
la fraccion insoluble, y se llevo a sequedad en
rotavapor a 45°C.

El EAC se disolvio en 2mL de acetona
y se colocd en una columna cromatografi-
ca empacada con gel de silice suspendido
en diclorometano. La muestra se eluyd con
diclorometano y se obtuvo la fraccion uno del
extracto acetonico (EAF1).

Evaluacién de compuestos fendlicos: La
evaluacion de fenoles totales se realizo median-
te el método de Folin-Ciocalteu descrito por
Waterman y Mole (1994), con algunas modi-
ficaciones descritas por Rosales-Castro et al.
(2012). Se utilizé una curva estandar de acido
galico y los resultados se expresaron como
equivalentes de acido galico por gramo de
extracto seco (EAG/g e).

El contenido de flavonoides se determind
mediante el método descrito por Heimler, Vig-
nolini, Dini y Romani (2005). Se utilizd una
curva estandar de catequina, y los resultados se
expresaron como equivalentes de catequina por
gramo de extracto seco (EC/g e).

La determinacién de proantocianidinas
(flavanoles o taninos condensados) se realizo
por el método propuesto de Heimler et al.
(2005). Los resultados se expresaron como
equivalentes de catequina por gramo de extrac-
to seco (EC/g e).

Las determinaciones de los compuestos
fenodlicos se realizaron por triplicado.

Evaluaciéon de limonoides: La evalua-
cion de limonoides se realizd siguiendo la
metodologia establecida por Dai, Yaylayan,
Raghavan, y Pare (1999), con una solucion de
vainillina (0.02mg/mL). Se realiz6 una curva
de calibracion con limonina y los resultados se
expresaron como equivalentes de limonina por
gramo de extracto seco (EL/g e). En este caso
solo se analizaron 22 individuos, realizando las
determinaciones por triplicado.

Evaluaciéon cromatografica: Para la
obtencion de los perfiles cromatograficos de
fenoles se utilizo HPLC, en un cromatografo
marca Perkin Elmer, serie 200 con detector UV
de arreglo de diodos (UV-DAD), columna Cl&
Sum de poro, 4.6mm por 250mm. Los extrac-
tos EMFO se disolvieron en metanol grado
HPLC y se inyectaron 20puL de muestra. Como
sistema de elucion se utilizdo como fase A agua
acidificada con acido fosfoéricoaunpH de 2.9y
como fase B acetonitrilo, flujo de ImL/min. La
elucion se inici6 con 100% de A y finalizo con
40% de B en un tiempo de 40min. Se midieron
a longitudes de onda de 280 y 360nm. Como
estandar de referencia se utilizé solucion de
catequina a 1 000mg/L.

Para la evaluacion cromatografica de los
extractos acetonicos, los extractos EAF1 y
EAC fueron analizados mediante CG-MS, en
un cromatdgrafo marca Hewlett-Packard (Agi-
lent) serie HP-5890 con un detector de ioniza-
cion de flama (FID). Se utiliz6 una columna
Agilent DB-5MS de 30mx0.25mm, 0.25pm
de diametro interno. Se utilizd helio como
gas de arrastre y una temperatura de inyec-
cién de 250°C.

Los resultados de la evaluacion de com-
puestos fenodlicos y limonoides se analizaron
con el programa STATISTICA 7 (StatSoft,
2004), se realiz6 un analisis de varianza con una
comparacion multiple de medias por el método
de Tukey (p<0.05), un analisis de correlacion
de Pearson y un analisis multivariado (anali-
sis de cluster por el método de Ward, analisis
de componentes principales y conglomerados
K-medias) para determinar las diferencias
estadisticas entre las concentraciones de los
individuos de diferentes procedencias y lograr
una agrupacion de acuerdo a las caracteristicas
particulares de los individuos estudiados.

En el perfil cromatografico de EMFO se
realizd6 una matriz de presencia-ausencia de
compuestos en los diferentes tiempos de reten-
cion observados en los cromatogramas de cada
muestra en particular. A esta matriz se le efec-
tud un analisis de conglomerados mediante el
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indice de Jaccard utilizando el programa PAST
version 1.34 (Hammer, Harper, & Ryan, 2001).

RESULTADOS

Evaluacion de fenoles: Las concentra-
ciones de fenoles y flavonoides totales se
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Fig. 1. Concentracion de fenoles totales y flavonoides, en hojas de C. odorata, de siete procedencias.
Fig. 1. Total phenols and flavonoids concentration in C. odorata leaves from seven provenances.
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EAG/g e del individuo C8-1 seguido por C8-6
con 206mg EAG/ge. Las menores concentra-
ciones de fenoles totales se obtuvieron en los
extractos de los individuos de la procedencia
de Tuxtepec con un valor de 499mg EAG/g e del
individuo C60-21.

El ANOVA de la concentracion de flavo-
noides mostro diferencias estadisticas signi-
ficativas (Tukey, p<0.05) entre individuos y
procedencias. Las mayores concentraciones de
flavonoides se observaron en los individuos de
la procedencia de Calakmul y Frontera Méxi-
co-Guatemala con valores maximos de 158 y

120 -

126mg EC/g e de los individuos C8-1 y C4-11,
respectivamente. Las menores concentraciones
de flavonoides se presentaron en las proceden-
cias de Papantla y Tuxtepec, con valores mini-
mos de 7mg EC/g e para el individuo C66-4 y
un valor de 8mg EC/g e para C60-21, (Fig. 1).

Las concentraciones de proantocianidinas
(Fig. 2A) presentaron diferencias significati-
vas entre individuos y procedencias (Tukey,
p<0.05). La mayor concentracion es 104mg
EC/ge del individuo de Calakmul C8-1, segui-
do por el C1-19 de Frontera México-Guatemala
con un valor de 72mg EC/g e, las menores
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Fig. 2. (A) Concentracion de proantocianidinas en hojas de C. odorata. (B) Concentracion de limonoides en hojas de C.

odorata.

Fig. 2. (A) Concentration of Proanthocyanidins in C. odorata leaves. (B) Concentration of limonoides in C. odorata leaves.
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concentraciones se presentaron con los valores
de 6 y 4mg EC/g e de los individuos C68-9 y
C54-20 de la procedencia de Tuxtepec.

El analisis de correlacion (Pearson, p<0.05)
entre la concentracion de fenoles totales y fla-
vonoides mostrd una correlacion significativa
y positiva entre estas dos variables (r>=0.88).
Asimismo, se observo una correlacion signifi-
cativa (Pearson, p<0.05) entre fenoles totales,
flavonoides y proantocianidinas (r?=0.7), por
lo que a mayor concentracion de fenoles totales
hubo una mayor concentracion de flavonoides y
proantocianidinas en los individuos evaluados.

Evaluacién de limonoides: Los resulta-
dos de la evaluacion de limonoides se muestran
en la figura 2B. El ANOVA presentd dife-
rencias estadisticamente significativas (Tukey,
p=<0.05). Las mayores concentraciones de limo-
noides se presentaron en los individuos de

la procedencia de Céardenas, con valores de
748mg EL/g e para C64-5y 711lmg EL/g ¢ en
C62-21, seguidos por el individuo de Tuxtepec
C45-14 con una concentracion de 702mg EL/g
e. La concentracion menor se observo en el
individuo de Calakmul C11-1 con un valor de
227mg EL/g e. El andlisis de correlacion (Pear-
son, p<0.05) entre la concentracion de limonoi-
des y fenoles totales no mostrd una correlacion
significativa entre estas variables (r>=0.3).

La aplicacion de las tres técnicas del anali-
sis multivariado a las cuatro variables de estudio
(fenoles totales, flavonoides, proantocianidinas
y limonoides) permitié inferir el agrupamiento
de los individuos analizados en tres grupos, los
cuales se observan en la figura 3.

Evaluacién cromatografica: El analisis
de los cromatogramas de HPLC (Fig. 4A)
indicd semejanza quimica entre los extractos
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Fig. 3. Agrupamiento de los individuos de C. odorata, en funcion de los dos componentes principales obtenidos con la
matriz de correlacion de las cuatro variables (fenoles totales, flavonoides, proantocianidinas y limonoides).

Fig. 3. Grouping of C. odorata individuals, depending on two principal components obtained from the correlation matrix of
the four variables (total phenols, flavonoids, proanthocyanidins and limonoids).
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Fig. 4. (A) Cromatogramas de HPLC de extractos metandlicos fraccion organica (EMFO) de hojas de C. odorata. (B)
Espectros de UV del compuesto 1 (catequina) y 2 (glicosido de kaempferol).
Fig. 4. (A) HPLC chromatograms of methanol extracts organic fraction (EMFO) of C. odorata leaves. (B) UV spectra of

compound 1 (catechin) and 2 (kaempferol glycoside).

fenodlicos evaluados de las diferentes proceden-
cias, destacando la presencia de un compuesto
mayoritario que eluy6 a un tiempo de 20.2min
(Fig. 4A compuesto 2), este compuesto se
observo en todos los individuos solo que a dife-
rentes concentraciones. El espectro ultravio-
leta de este compuesto presentd absorbancias

maximas de 265 y 350nm (Fig. 4B compuesto
2), sefiales que corresponden a un compuesto
flavonoide del grupo flavonol, de tipo glic6sido
de kaempferol.

En los cromatogramas se identificé tam-
bién la presencia de catequina, con tiempo
de retencion de 13.9min (Fig. 4A compuesto
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1), este compuesto se identifico con base a
su espectro de UV (Fig. 4B compuesto 1), asi
como por la comparacion del tiempo de reten-
cion con el estdndar de catequina.

En el andlisis de conglomerados, de la
matriz binaria resultante de los perfiles croma-
tograficos de HPLC, se presentaron tres grupos
claramente diferenciados (Fig. 5).

Los resultados de CG-MS se presentan en
el cuadro 2, se identificé la presencia de los
compuestos mediante la comparacion de los
espectros de masas obtenidos, con los espectros
de la base de datos del equipo de CG-MS utili-
zado. Se identificaron los siguientes compues-
tos: B-elemeno, E-cariofileno, aromadendreno,
humuleno, D-germacreno, Di-a-Tocoferol y
[-sitosterol.

DISCUSION

Los éarboles de C. odorata evaluados
resultaron ampliamente variables en cuanto
a sus concentraciones de fenoles y limonoi-
des observandose diferencias marcadas entre
individuos y procedencias. Los individuos de

Semejanza
o o

F2L'0
rG.0
r82°0
rl8'0
r06°0

©
h

78

CUADRO 2
Compuestos identificados por CG-MS en extractos
acetonicos de hojas de C. odorata

TABLE 2
Identified compounds by GC-MS in acetone
extracts of C. odorata leaves

TR* (min) EAF1* EAC*

8.0 B-elemeno -

8.7 E-Cariofileno -

9.1 Aromadendreno -

9.5 a-Humuleno -

9.8 Gama-cadineno -

10.0 D-Germacreno D-Germacreno
10.4 Biciclogermacreno

Di-a-Tocoferol
B-sitosterol

39.2 Di-a-Tocoferol
41.6 B-sitosterol

*TR: Tiempo de retencion, EAF1: Fraccion uno del
extracto acetonico, EAC: Extracto acetonico crudo.

la procedencia Calakmul, Campeche presen-
taron los valores mas altos de fenoles totales,
flavonoides y proantocianidinas, pero menor
concentracion de limonoides. Por otro lado,
las concentraciones mas bajas de fenoles se
obtuvieron en las procedencias de Tuxtepec,
Oaxaca y Papantla, Veracruz. En cuanto a las

r€6°0
r96°0
r66°0

C49-14 Teapa

ce4-5 Cardenas

cg-1 Calakmul

Frontera México-
C5-15  Guatemala

Cce8-9 Tuxtepec

c47-2 Papantla

C55-5 Tuxtlas

Fig. 5. Analisis de cluster de la semejanza cromatografica de los extractos fendlicos de hojas de C. odorata, con base en el

indice de Jaccard.

Fig. 5. Cluster analysis of the chromatographic similarity of phenolic extracts of C. odorata leaves, based on the Jaccard

index.
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concentraciones mas elevadas de limonoides
se obtuvieron en las procedencias de Cardenas
y Teapa, Tabasco. Estas diferencias se observan
en el analisis de agrupamiento, con la forma-
cion de tres grupos claramente diferenciados
en cuanto a la concentracion de los fenoles y
limonoides. El primer grupo esta formado por
los individuos de Calakmul, Campeche y los
individuos de la Frontera México-Guatemala,
estos individuos tienen la caracteristica de
presentar altas concentraciones de fenoles y
bajas en limonoides. El segundo grupo esta
formado por los individuos de Papantla, Vera-
cruz, Tuxtepec, Oaxaca y Tuxtlas, Veracruz,
los cuales presentan las concentraciones mas
bajas de fenoles. Finalmente, el tercer grupo
estd conformado por los individuos de Teapa
y Cardenas, Tabasco caracterizados por altas
concentraciones de limonoides.

La correlacion (r>=0.7) que se observa
entre los fenoles, flavonoides y proantocia-
nidinas se debe a que los flavonoides son un
grupo importante y numeroso dentro de los
compuestos fendlicos y a la vez, las proantocia-
nidinas pertenecen al grupo de los flavonoides
(flavanoles) por lo cual estan relacionados
de manera proporcional. Se observa que los
individuos que producen mayor concentracion
de fenoles producen una menor concentracion
de limonoides, sin embargo, dicha correlacion
no es estadisticamente significativa (r>=0.30).
Lo anterior sugiere que la composicion de
los metabolitos secundarios evaluados en C.
odorata en el presente trabajo tienen caracte-
risticas propias de acuerdo a la procedencia.
En este sentido, se ha documentado que los
fenoles estan directamente involucrados en la
resistencia a insectos en muchas plantas (Har-
bone, 2001). Ramputh, Teshome, Bergvinson,
Nozzolillo y Arnason (1999) encontraron una
relacion directa entre la alta concentracion de
fenoles en el grano de diferentes genotipos
de sorgo y la resistencia al ataque de Sito-
philus oryzae (Coleoptera: Curculionidae), en
este estudio se propuso al contenido fendlico
como un indicador de resistencia. Del mismo
modo, Pérez-Flores, Eigenbrode y Hilje-Qui-
roz (2012) obtuvieron extractos fendlicos de C.

odorata capaces de disminuir el crecimiento de
la larva de H. grandella. Los anterior sugiere
que los individuos que forman al grupo uno
pueden llegar a presentar una mejor defensa
frente al ataque de H. grandella. Por otro
lado, algunas investigaciones reportan que los
limonoides son de poco valor en la resistencia
al barrenador (Da Silva et al., 1999; De Paula
et al., 1997), sin embargo, los limonoides de la
familia Meliaceae han sido estudiados por sus
propiedades insecticidas, como el estudio de
Kipassa et al. (2008), quienes hacen referencia
a los limonoides de la corteza del tallo de C.
odorata y la capacidad anti-alimentaria en Spo-
doptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae). De
esta forma, los individuos del grupo tres resul-
tan interesantes como fuente de limonoides
para investigaciones posteriores con respecto a
sus propiedades insecticidas.

Los perfiles cromatograficos de los com-
puestos fendlicos de los individuos de C.
odorata mostraron semejanza con respecto a
la presencia y/o ausencia de los compuestos
de acuerdo a sus cromatogramas, el analisis
de cluster indica la presencia de tres grupos:
un grupo integrado por los individuos de
Papantla, Tuxtepec, y Tuxtlas, separado com-
pletamente de los dos siguientes grupos: un
grupo formado por los individuos de Calakmul
y Frontera México-Guatemala, y el otro por los
individuos de Cardenas y Teapa. Estos grupos
coinciden con el analisis de agrupamiento eva-
luado en el punto anterior, lo que sugiere que
las diferencias en concentracion pudieran estar
relacionadas con la presencia o ausencia de
algunos compuestos fenolicos en los individuos
analizados. En este aspecto, Macias-Samano
(2001) sefiala que mediante programas de
mejoramiento genético se podrian ensayar indi-
viduos de C. odorata de diferentes proceden-
cias para la busqueda de compuestos de interés.
El compuesto fenolico mayoritario y presente
en todas las muestras analizadas, se infiere que
corresponde a un flavonol de tipo glicosido
de kaempferol, por el espectro de UV (A max
265 y 350nm), comparando con el espectro
que reportan Campos & Markham (2007).
Compuestos de este tipo han sido identificado
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anteriormente en C. odorata (Pérez-Flores et
al., 2012). De igual forma, en hojas de Cedrela
sinensis (Meliaceae) se ha encontrado un glicé-
sido de kaempferol con actividad antioxidante
importante (Lee et al., 2006). Se identifico
también el flavanol catequina, tanto por com-
paracion del tiempo de retencion con el estan-
dar (13.9min), como por el espectro de UV (A
max 278nm), aunque en algunos individuos
estd presente en una concentracion muy baja.
La catequina es un precursor de las proantocia-
nidinas o taninos condensados, en los indivi-
duos de procedencias Calakmul C8-1, Frontera
M¢xico-Guatemala C1-19, Teapa C45-14 y
C49-7 se obtuvieron altas concentraciones de
proantocianidinas, por lo que puede inferirse
que sea alto el contenido de catequina en estos
individuos. De Paula et al. (1997) reportaron
no haber encontrado catequina en C. odorata
y que este flavanol se translocd de 7. cilata
(Meliaceae) a C. odorata por injerto, ademas
seflalan a este compuesto como el posible res-
ponsable de la resistencia de 7. ciliata al barre-
nador H. grandella, sin embargo en el presente
estudio se identifico el flavanol catequina en
hojas de C. odorata, tanto de forma monomé-
rica identificada por HPLC, como también por
la evaluacion cuantitativa de proantocianidinas,
las cuales estan formadas por unidades de cate-
quina y otros flavan-3-oles, (Rosales-Castro et
al.(2012). Mediante CG-MS se identificaron
los sesquiterpenos [-elemeno, E-cariofileno,
aromadendreno, humuleno, gama cadineno
y D-germacreno, y los poli terpenos Di-a-
Tocoferol y [-sitosterol. Los sesquiterpenos
identificados en las hojas de C. odorata en este
estudio han sido reportados en aceite esencial
de hojas y tallo para esta misma especie (Maia
et al., 2000; Villanueva et al., 2009). Por el con-
trario, no se encontraron evidencias de la pre-
sencia de triterpenoides del tipo Mexicanoide
en las muestras analizadas, tales como geduni-
na o azadiractina, que han sido reportadas para
especies de Cedrela spp. (Céspedes, Calderon,
Lina, & Aranda, 2000).

La variabilidad encontrada en los fenoles
y limonoides en los individuos de la diferen-
tes procedencias, coinciden con la variacion

encontrada en diversas caracteristicas de C.
odorata. En este sentido, Sanchez et al. (2003)
encontraron variacion en cuanto a parametros
de crecimiento en C. odorata de diferentes pro-
cedencias de México. Asi mismo, hay eviden-
cia en los ensayos de progenie y procedencia
que indican que algunos genotipos muestran
diferentes niveles de tolerancia al ataque del
barrenador (Newton, Leakey, & Mesean, 1993,
Newton, Cornelius, Mesen, & Leakey, 1995;
Newton et. al., 1999). De igual forma, se ha
demostrado que C. odorata presenta mayor
variabilidad genética que otras especies del
género Cedrela. Muellner, Pennington, y Chase
(2009) reportaron diferencias genéticas en C.
odorata de acuerdo a su habitat a lo largo del
neotrépico. Por otro lado, Navarro, Ward y
Hernandez (2002) estudiaron plantulas de C.
odorata de diferentes habitat distribuidas por
toda Costa Rica encontrando diferencias mor-
folégicas entre estas.

La produccion de diferentes metabolitos
secundarios en C. odorata podrian jugar un
papel importante como parametro de seleccion
en programas de conservacion y mejoramiento,
al complementar las practicas convenciona-
les de mejoramiento genético. Por lo tanto,
los individuos de C. odorata procedentes de
Calakmul podrian ser incorporados a progra-
mas de conservacion y mejoramiento genético.
Por tltimo, sugerimos la busqueda de indivi-
duos con altas concentraciones de catequina
dada a la importancia que se reporta de este
flavonoide con respecto a la resistencia sobre
H. grandella.
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RESUMEN

Cedrela odorata (Meliaceae) es una especie forestal
maderable nativa de América Tropical, conocida por la
alta calidad de su madera. Plantaciones de esta especie son
atacadas severamente por Hypsipyla grandella; la atraccion
o repelencia de la plaga esta relacionada con metabolitos
secundarios tipo fenoles y limonoides (triterpenos), por
lo que el estudio de estos compuestos es importante para
comprender algunos fenémenos fitoquimicos. Se evalu6 la
concentracion de fenoles totales y limonoides en hojas de
C. odorata (Meliaceae) de una plantacion establecida en
Tezonapa Veracruz México, se analizaron 66 individuos
de siete procedencias. La concentracion de fenoles y limo-
noides mostr6 diferencias significativas, no solo entre las
procedencias sino también entre los arboles de una deter-
minada procedencia (Tukey, p<0.05). La concentracion de
fenoles totales vario de 49 a 223mg EAG/g e, los flavo-
noides de 7 a 158mg EC/g e y las proantocianidinas de 4 a
104mg EC/g e, mientras que en limonoides se obtuvieron
valores de 227 a 748mg EL/g e. Mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion con detector UV-Arreglo
de Diodos (HPLC-UV-DAD) se encontré un compuesto
mayoritario que corresponde a un flavonol de tipo glico-
sido de Kaempferol y se identifico el flavanol catequina
a bajas concentraciones. Por medio de Cromatografia de
Gases-Espectrometria de Masas (CG-MS) se identificaron
los sesquiterpenos B-elemeno, E-cariofileno, aromadendre-
no, humuleno, gama-cadineno, D-germacreno, bicicloger-
macreno y los poli terpenos Di-a-Tocoferol y fB-sitosterol.
Nuestros resultados sugieren que la evaluacion de los
fenoles puede desempeiiar un papel importante como para-
metro de seleccion en programas de mejora y conservacion,
si se complementan con las practicas convencionales de
mejoramiento genético.

Palabras clave: Cedrela odorata, hojas, fenoles, limonoi-
des, HPLC, GC-MS.
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