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Abstract. Bakker M.L. & P.I. Alvarado. 2006. Cuticular wax linear alkanes in leaves of Populus alba, Populus deltoi-
des (Salicaceae), Robinia pseudoacacia (Fabaceae), Ulmus pumila (Ulmaceae) and Fraxinus americana (Oleaceae) from
Tandil, Buenos Aires, Argentina. Darwiniana 44(1): 58-63.

Mature leaves of adult individuals of Populus alba, Populus deltoides, Robinia pseudoacacia,
Ulmus pumila and Fraxinus americana from the University Campus, Tandil, Buenos Aires, Argentina
(37° 19°S, 59° 08’ W) were collected on February 2004. The cuticular wax was extracted, purified, and
the content and relative proportion of odd-carbon numbered n-alkanes (C23—>C3s) was quantified by
capillary gas-liquid chromatography. Total concentration of n-alkanes (mg/kg DM) were P. alba
(6935) > Robinia (1571) > P. deltoides (1379) > Ulmus (880) > Fraxinus (467). Most abundant n-alka-
nes in all species were Cy7 and Cyg accounting for 10-51% and 35-76% of total, respectively, except
Fraxinus where most abundant were Cp9 and C31 accounting for 31% and 41% of total, respectively.
P. alba and P, deltoides differed not only in total concentration of all n-alkanes but also in relative pro-
portion of Cy7 and Cjg, being Cpg the most abundant in the latter species (76%) as well as in Robinia
(75%). The occurrence of even-carbon numbered n-alkanes was either undetectable or very low in all
species in general, except for Cpg, Cpg and Csy, the latter being prominent in Fraxinus.
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Resumen. Bakker M.L. & P.I. Alvarado. 2006. Alcanos lineales de la cera cuticular de hojas de Populus alba, Populus
deltoides (Salicaceae), Robinia pseudoacacia (Fabaceae), Ulmus pumila (Ulmaceae) y Fraxinus americana (Oleaceae)
en Tandil, Buenos Aires, Argentina. Darwiniana 44(1): 58-63.

Se coleccionaron hojas maduras de ejemplares adultos de Populus alba, Populus deltoides, Robi-
nia pseudoacacia, Ulmus pumila y Fraxinus americana del Campus Universitario, Tandil, Buenos
Aires, Argentina (37° 19°S, 59° 08°0) en febrero de 2004. La cera cuticular fue extraida, purificada, y
el contenido y proporcion relativa de n-alcanos de numero impar de carbonos (C23—>C35) fue cuanti-
ficado mediante cromatografia gas-liquido capilar. La concentracién total de n-alcanos (mg/kg MS)
fue P. alba (6935) > Robinia (1571) > P. deltoides (1379) > Ulmus (880) > Fraxinus (467). Los n-alca-
nos mas abundantes en todas las especies fueron Cy7 y C29 que constituyeron entre 10 y 51% y entre
35y 76% del total respectivamente, excepto en Fraxinus donde los mas abundantes fueron Cp9 y C31
que constituyeron el 31 y 49% del total respectivamente. P. alba y P. deltoides difirieron no solo en la
concentracion total de n-alcanos sino también en la proporcion relativa de C27 y C29, siendo Cpg el
n-alcano mas abundante en la segunda especie (76%) igual que en Robinia (75%). La presencia de n-
alcanos de ntimero par de carbonos no fue detectable o resulté muy baja en general en todas las espe-
cies, con excepcion de Cpg, C28 y C3(, este ultimo se destaco particularmente en Fraxinus.

Palabras clave. Populus, Robinia, Ulmus, Fraxinus, alcanos lineales, cera cuticular.

INTRODUCCION n-alcanos de cadena larga, alcoholes, cetonas y

ésteres, incluyendo ademas triterpenoides, estero-

La parte aérea de las plantas esta cubierta por les y flavonoides en menor cantidad. Las caracte-
una cuticula cerosa compuesta principalmente por risticas fisicoquimicas de la cera determinan fun-
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ciones vitales para las plantas como la reduccion
de la pérdida de agua no estomatica, reduccion
del deposito de polvo, polen y contaminantes am-
bientales, proteccion contra la radiacion ultravio-
leta, bacterias y hongos, y participacion en una
variedad de interacciones con los insectos (refe-
rencias citadas en Kunst & Samuels, 2003). Los
n-alcanos mas abundantes en la mayoria de las
plantas superiores son los de nimero impar de
carbonos en el rango de C,; a Cs5 y tanto la con-
centracion como la proporcion relativa estan
determinadas genéticamente, por lo que pueden
diferir marcadamente entre distintas especies y
dentro de una misma especie, aunque también se
observan diferencias entre partes morfologicas de
una misma planta y variaciones relacionadas con
la edad, el desarrollo y las condiciones ambienta-
les (Dove & Mayes, 1996; Dove et al., 1996;
Post-Beittenmiller, D. 1996; Cameron et al.,
2002; Maffei et al., 2004 y referencias citadas en
estos tres ultimos). Los n-alcanos de cadena larga
son practicamente indigestibles para la mayoria
de los mamiferos herbivoros y se excretan cuanti-
tativamente en las heces, de manera que las dife-
rencias que existen en la proporcion relativa de n-
alcanos entre especies y partes de planta permiten
estimar las proporciones de las mismas en la dieta
de los animales que las ingieren (Mayes & Dove,
2000).

El objetivo de este trabajo fue la identificacion
de un material vegetal abundante, de facil obten-
cion, que posea una alta concentracion de n-alca-
nos de cadena larga y en una proporcion relativa
tal que, adicionando pequeias cantidades del
mismo a un alimento con bajo contenido de n-
alcanos, permita distinguirlo de otros componen-
tes vegetales de la dieta. Los resultados de este
trabajo brindan ademas informaciéon original
sobre la composicion de los n-alcanos de la cera
cuticular de hojas de algunas especies de arboles
de amplia presencia local, que puede ser de utili-
dad para estudios taxondmicos y de los efectos de
la contaminacion ambiental y el cambio climatico
sobre la vegetacion de la zona.

MATERIALES Y METODOS

El material analizado se coleccion6 de ejempla-
res adultos de Populus alba L. (BAL 7294), Popu-
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lus deltoides Bartr. ex Marshall (BAL 7293), Ro-
binia pseudoacacia L. (BAL 7292), Ulmus pumi-
la L. (BAL 7296) y Fraxinus americana L. (BAL
7298) del Campus Universitario de Tandil, provin-
cia de Buenos Aires, Argentina (37° 19’S, 59°
08°0), en el mes de febrero de 2004. De cada una
de las especies se seleccion6 un solo ejemplar, del
cual se coleccionaron al azar y en forma manual,
entre 20 y 25 hojas maduras de las ramas inferio-
res, incluyendo los peciolos. Las hojas se lavaron
individualmente con agua corriente fria, se dejaron
secar al aire a temperatura ambiente entre 24 y 48
horas, y luego se molieron con un molinillo eléc-
trico. Una alicuota de ~0,1000 (Populus), o
~0,2500 g (otros) de muestra molida se pes6 en un
tubo de vidrio de borosilicato (150 x 20 mm) con
tapa a rosca provista de un sello interno de teflon,
y se agregd ~0,1100 g de una solucion de 0,4 mg/g
de n-docosano (Cyy) (SIGMA) y 0,8 mg/g de n-
tetratriacontano (Cs4) (SIGMA) en r-undecano
(Cq1) (ICN) como estandares internos. Otra alicuo-
ta de ~1,0000 g se peso6 en una bandejita de alumi-
nio y se seco en estufa a 75 °C hasta peso constan-
te para la determinacion del contenido de materia
seca (MS).

La extraccion y purificacion de la cera cuticu-
lar se realiz6 segiin el método propuesto por
Mayes et al. (1986). Se agregé al tubo 10 ml de
una solucion 1 M de hidréoxido de potasio en eta-
nol y se calent6 en bloque seco a 90 °C durante 16
horas. Luego de enfriar el tubo hasta 65 °C, se
agregaron 7 ml de n-heptano (ANEDRA) y 2 ml
de agua destilada, se agitd en forma manual y se
recolect6 la fase de n-heptano en otro tubo, repi-
tiéndose esta operacion con el nuevo agregado de
7 ml de n-heptano. La fase de n-heptano se evapo-
r6 a seco en bloque seco a 90 °C, bajo un evapo-
rador con flujo continuo de aire. El residuo seco
se rediluyd en 1,5 ml de n-heptano y se purifico
pasandolo por una columna de ~5 ml de silicagel
60 (MERCK). El extracto purificado se evaporo a
sequedad con las mismas condiciones ya mencio-
nadas y se guardo hasta el analisis.

El anélisis de los n-alcanos se realizd median-
te cromatografia gas-liquido capilar con un equi-
po HP 6890 con inyector automatico y detector
de ionizacion de llama. Se usé una columna DB-
1 (J&W) (15 m x 0,53 mm d.i., espesor del film:
1 pm) y helio como gas portador a 10 ml/min con
flujo constante. El extracto purificado se rediluy6
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Fig.1. Cromatogramas del extracto purificado de cera cuticular de hojas de A, Populus alba. B, Populus deltoides.
C, Robinia pseudoacacia. D, Ulmus pumila y E, Fraxinus americana. Cantidad de muestra (g): (0,1000 (Populus),
(0,2500 (otros); inyeccion: 0,5 pl del extracto purificado en n-heptano; columna: DB-1 (15 m x 0,53 mm, 1 um); gas
portador: helio a 10 ml/min; inyector y detector: 340 °C; horno: 150 °C x 2,5 min, 8 °C/min hasta 190 °C, 4 °C/min
hasta 270 °C, 3 °C/min hasta 300 °C x 5 min. Estandares internos: Cp; y C34. Tiempo de retencién promedio (min):
Co3: 11,64; Cos: 14,75; Ca7: 17,94; Coo: 21,06; C3: 24,05; Cs3: 26,89; C35: 29,69. Los picos que se destacan entre
los n-alcanos de nimero impar de carbonos son los n-alcanos de niimero par de carbonos en orden de serie.

en 400 pl de n-heptano (MERCK) y se inyecta- de la corrida cromatografica fueron: temperatura
ron 0,5 pl, sin division de flujo. Las condiciones del inyector y detector: 340 °C; temperatura del
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Tabla 1. Concentracion y proporcion relativa de n-alcanos de ntimero impar de carbonos (C3—>C3s) de cera cuti-
cular de hojas de Populus alba, Populus deltoides, Robinia pseudoacacia, Ulmus pumila y Fraxinus americana del
Campus Universitario de Tandil, Buenos Aires, Argentina, en febrero de 2004.

n-alcano (mg/kg MS)

C23 C2s Ca7 C29 C31 C33 C3s
Populus alba L. 19,1 142,6 3528,0 3121,2 109,0 9,2 6,0
Populus deltoides Bartr. ex Marsh 14,9 38,3 230,1 1041,8 44,6 55 3,6
Robinia pseudoacacia L. 10,8 87,3 636,4 550,6 2243 59,4 2,7
Ulmus pumila L. 4,5 27,9 90,6 658,6 92,4 42 1,8
Fraxinus americana L. 1,9 49 29,7 145,4 230,5 52,1 2,5

n-alcano (% del total C23—>C35)

C23 Cas Co7 C29 C31 C33 C3s
Populus alba L. 0,3 2,1 50,9 45,0 1,6 0,1 0,1
Populus deltoides Bartr. ex Marsh 1,1 2,8 16,7 75,6 3,2 0,4 0,3
Robinia pseudoacacia L. 0,7 5,6 40,5 35,0 14,3 3,8 0,2
Ulmus pumila L. 0,5 3,2 10,3 74,8 10,5 0,5 0,2
Fraxinus americana L. 0,4 1,0 6,4 31,1 49,4 11,2 0,5

horno: 150 °C durante 2,5 min; rampa 1: 8
°C/min hasta 190 °C; rampa 2: 4 °C/min hasta
270 °C; rampa 3: 3 °C/min hasta 300 °C durante
5 min. La cuantificacion de los n-alcanos de
numero impar de carbonos (C3—>Cjss) se realizod
mediante calibracién con tres niveles de una
solucion de n-tricosano (Cs3), n-pentacosano
(Cy5), n-heptacosano (Cy7), n-nonacosano (Cyg),
n-dotriacontano (Cj;) y n-tritriacontano (Cs3)
(SIGMA-ALDRICH) en n-heptano, con la adi-
cién de Cy, y C34 como estandares internos, y #-
hentriacontano (Cs;) y n-pentatriacontano (Css)
se cuantificaron usando los factores de respuesta
(FR) de Cs; y Css, respectivamente. La valida-
cién del método cromatografico se realizd con
once niveles de concentracion de los n-alcanos
mencionados (rango desde 0,0005 hasta 0,6
pug/ul) inyectados por duplicado: la respuesta del
detector para todos los n-alcanos y el rango de
concentracion especificado es lineal (y=a+FRx),
los valores de a son cercanos a cero (0,009-0,01),
los FR son cercanos a uno (0,95-1,03) y los coe-
ficientes de determinacion (R2) son superiores a
99, 98%; los limites de deteccion (Se-
flal/Ruido=3) y cuantificacion (Sefial/Ruido=10)
para todos los n-alcanos estan dentro de los ran-
gos 0,08-0,16 y 0,25-0,50 ng/ul, respectivamen-
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te; la precision dentro del dia y entre dias es muy
alta, los coeficientes de variacion de las réplicas
no superan el 3% y el valor promedio para todos
los n-alcanos y rango de concentracion especifi-
cado es inferior al 0,5%. La selectividad del
método cromatografico se comprobd mediante la
adicion de estandares de los n-alcanos a extractos
de muestras y el ajuste de las condiciones de
corrida para obtener una resolucion de los picos
cromatograficos mayor a 1,5 (100%). La recupe-
racion de todos los n-alcanos analizados con el
método de extraccion empleado es practicamente
completa (88-105%) y la incorporacion de los
estandares internos corrige cualquier variacion
que pueda ocurrir durante el proceso (Olivan &
Osoro, 1999).

Los valores se presentan como la concentra-
cion de cada n-alcano en la muestra en mg/kg MS.
La concentracion total de n-alcanos (mg/kg MS)
se obtuvo sumando las concentraciones de los n-
alcanos de niimero impar de carbonos del rango
considerado (C,3—>Cj3s). En este trabajo se desta-
ca la presencia pero no se cuantificaron los n-
alcanos de niimero par de carbonos presentes den-
tro del rango estudiado ya que, en comparacion
con los n-alcanos de nimero impar de carbonos,
en la mayoria de las especies vegetales estan en
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general en muy baja concentracion (<10 mg/kg
MS).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cromatogramas del extracto purificado de
la cera cuticular de las hojas se muestran en la
Fig. 1. La presencia de n-alcanos de nimero par
de carbonos dentro del rango estudiado fue no
detectable o muy baja en general en todas las
especies, con excepcion de n-hexacosano (Cye),
n-octacosano (Cyg) y n-triacontano(Csy), este ulti-
mo se destacod particularmente en Fraxinus ame-
ricana. La concentracion y proporcion relativa de
n-alcanos de numero impar de carbonos se mues-
tran en la Tabla 1. La concentracion total de n-
alcanos (mg/kg MS) fue, de mayor a menor,
Populus alba (6935) > Robinia pseudoacacia
(1571) > Populus deltoides (1379) > Ulmus pumi-
la (880) > Fraxinus americana (467). Los n-alca-
nos mas abundantes en todas las especies fueron
Cy7 y Cy9 que constituyeron entre 10y 51% y 35
y 76% del total, respectivamente, excepto en Fra-
xinus americana donde los mas abundantes fue-
ron Cy9 y Cs; que constituyeron 31 y 49% del
total, respectivamente.

Segun nuestro conocimiento no hay informa-
cion disponible sobre la cantidad y proporcion
relativa de los n-alcanos de la cera cuticular de
hojas de arboles en la Argentina; los primeros
datos de especies de plantas forrajeras de la zona
del sudeste de la provincia de Buenos Aires fue-
ron reportados por Alvarado et al. (2001) y Bak-
ker et al. (2001). No encontramos informacion de
otros paises sobre la composicion de los n-alca-
nos de la cera cuticular de las hojas para las espe-
cies que analizamos en este trabajo. Los trabajos
disponibles sobre el género Populus son un estu-
dio sobre la relacion entre la cera cuticular y el
crecimiento en hibridos comerciales con alta pro-
duccién de biomasa (Cameron et al., 2002) y
varios estudios sobre el impacto de los niveles de
CO; y Oj; en la estructura de la cera cuticular y
las consecuencias que traen estos cambios en la
interaccion entre la planta y los insectos, realiza-
dos con Populus tremuloides (The Aspen FACE
Experiment). Las dos especies del género Popu-
lus que analizamos en este trabajo difieren mar-
cadamente no solo en la concentracion total de n-
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alcanos sino también en la proporcion relativa de
Cy7y Cy9. En Populus deltoides, tanto el conteni-
do total de n-alcanos [expresado en relacion a
una superficie promedio de hoja estimada de 115
cm? (~6 pg/cm?)] como las proporciones relati-
vas de Cy7 (17%) y Cy9 (76%), fueron cercanos a
los de cultivos controlados de los hibridos P. del-
toides x P. nigra y P. nigra X P. maximowiczi en
diferentes momentos del afio en New York (42°
47° N, 76° 07°0) (5-12 pg/em?, Cy7: 20-30%,
Cyo: 60-80%) reportados por Cameron et al.
(2002). En comparacion, Populus alba L. se des-
taco por la alta concentracion total de n-alcanos
con una alta proporcion relativa de C,;. Los
resultados que obtuvimos indican que la cantidad
y composicion de los n-alcanos de la cera cuticu-
lar de las hojas de P. alba serian adecuadas para
la utilizaciéon de este material como marcador
natural de la ingestion.
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