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RESUMEN

Titulo: Anatomia microscopica y metabolitos secundarios volatiles en tres
estadios del desarrollo de las inflorescencias de Lantana camara L.
(Verbenaceae) .

Autor: José Fernando Caroprese Araque

Palabras claves: Lantana camara, morfo-anatomia floral, funcidén de las esencias
florales, interaccion quimica, fragancia.

Se describe el desarrollo morfoanatomico de las inflorescencias de Lantana camara L.
(Verbenaceae), recolectadas en la zona de cultivos experimentales del CENIVAM, Bucaramanga,
Colombia. Para esto se establecieron tres estadios de desarrollo, los cuales se analizaron
mediante microscopia 6ptica convencional. Se realizé en cada uno ellos, la determinacion de la
composicion quimica de los metabolitos secundarios volatiles. El aislamiento de los analitos se
realizd mediante la técnica de microextraccion en fase solida en el modo headspace (HS-SPME) y
su posterior analisis de componentes, mediante cromatografia de gases acoplada a espectometria
de masas (GC-MS). El Estadio | se caracterizé microscopicamente por presentar un desarrollo
inmaduro, en el cual se aprecia un grupo de células en donde se inicia la diferenciacion
meristematica. En el Estadio Il, se observo la accion de movimientos morfogenéticos que da paso
a la formacion de las respectivas estructuras sexuales florales, el caliz y la corola. Al llegar al
Estadio Ill, se observaron claramente los diferentes 6rganos: cuatro estambres epipétalos y
didinamos, el gineceo monocarpelar, bilocular y globoso, ovario supero y estigma lateral. Las flores
son hermafroditas. Los metabolitos detectados en este estudio y que no fueron encontrados en la
bibliografia revisada fueron, el a-gurjuneno, el y-amorfeno, el a-muuroleno, el sesquitujeno, el a-
trans-bergamoteno y el trans-cadina-1,4-dieno. Los principales metabolitos secundarios detectados
fueron el biciclosesquifelandreno, el E-B-farneseno, E-B-cariofileno, y-muuroleno+y-curcumeno y
a-zingibereno. Una funcién importante de éstas y otras esencias florales es la defensa y la
proteccion durante el estrés abidtico de la planta.

" Trabajo de Grado
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ABSTRACT

Title: Microscopic anatomy and secondary volatiles metabolites in three stages of

*

development of inflorescences of Lantana camara L. (Verbenaceae)

Author: José Fernando Caroprese Araque”

Key words: Lantana camara, floral morpho-anatomy, function of the floral
essences, interaction chemistry, fragance

In this study, the morpho-anatomical development of the inflorescences of Lantana camara L.
(Verbenaceae) collected in the zone of experimental crop in CENIVAM, Bucaramanga, Colombia
was described. In order to carry out this process, three stages of the plant development were
established and analyzed by the microscope. Determination of the chemical composition of the
volatile secondary metabolites was made for each of the three chosen stages. The isolation of
analytes was achieved by means of solid phase micro-extraction in the headspace mode (HS-
SPME) the analysis of components was carried out by means of gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS). Stage | was microscopically characterized by an immature
development in which the meristematic differentiation begins with a mass of cells. In Stage I, it was
observed how the morphogenetic movement gives way to the formation of the respective floral
sexual structures, calyx and corolla. When reaching Stage lll, the different organs could be overtly
noticed: four stamens epipetals and didynamous, monocarpelar, biloculate and globose gynoecium,
superior ovary and lateral stigma. The flowers are hermaphroditic. The main detected by GC-MS
secondary metabolites, they were biciclosesquifelandrene, el E-B-farnesene, E-B-cariofilene, y-
muurolene+y-curcumene and a-zingiberene. The metabolites found in this study which did not
appear described in the bibliography revised were, a-gurjunene, y-amorfene, a-muurolene,
sesquitujene, a-frans-bergamotene and trans-cadina-1,4-diene. A important function of the floral
essences of plants is the defense and protection against abiotic stress.

" Degree Work

" Science Faculty. School of Biology. Director: Esp. Dagoberto Arrieta Prieto. Co-Director: Elena
Stashenko. PhD.



INTRODUCCION

Las plantas de la familia Verbenaceae se encuentran ampliamente distribuidas por
casi todo el planeta, siendo mas abundantes en las regiones tropicales vy
subtropicales, en forma de arbustos, hierbas y arboles. Poseen una gran
diversidad botanica y han sido ampliamente estudiadas por su variable uso
(Ocampo 2000). La especie Lantana camara L. (Verbenaceae), pertenece a esta
familia en la que se incluyen cerca de 98 géneros con aproximadamente 2.500
taxones especificos (Ocampo 2000). Segun Gupta (1995), L. camara también se
designa taxonémicamente como Lantana armata Saucher, Camara vulgaris
Benth, o Lantana aculeata L; en Colombia se conoce popularmente como

“Venturosa”, “Gurupacha” y “Cariaquillo”.

Estudios realizados en la planta han demostrado la presencia de varios
terpenoides, esteroides y alcaloides (Ghisalberti 2000). El alcaloide lantamina,
obtenido de la corteza de las ramas y de las raices de L. camara, muestra una
intensa actividad antipirética y antiespasmadica, propiedad comparable con la de
la quinina (Ghisalberti 2000). Sus hojas son también muy utilizadas en la medicina
popular para el tratamiento de enfermedades como el tétano, reumatismo y
malaria. Es reportada por ser una importante fuente de fésforo y potasio, al
emplearse como abono; por poseer propiedades farmacolégicas, incluyendo la
bactericida, insecticida, nematicida, antimutagénica y su accion repelente contra
insectos vectores de la malaria, entre otras (Seyoum et al. 2002, Basu et al. 2005).
En contraste con estos hallazgos, algunos de los compuestos de esta planta
muestran efectos toxicos para diferentes especies animales (Carrillo y Diaz de
Ramirez 2006).

En este estudio se eligieron y describieron tres estadios de desarrollo de L.

camara y se identificaron simultaneamente los metabolitos secundarios volatiles
1



que hacen parte de cada uno de ellos. Por primera vez se reportan estos datos.
Se espera aportar un mayor conocimiento sobre los diversos eventos y caracteres
involucrados en el desarrollo de las inflorescencias de la familia Verbenaceae y en
especial, para esta especie. Se busca aportar informacion diagnéstica para la
diferenciacion intergenérica e identificar y reportar compuestos quimicos volatiles

que cambian a medida que avanza el desarrollo.

Los estudios acerca de la secuencia de iniciacion y posicion de los distintos
organos florales en formacion, son importantes en la investigacién relacionada con
los controles moleculares de la morfogénesis floral (Hufford y Diggle 1997, Brukhin
et al. 2003), e igualmente, desde el punto de vista sistematico, como lo indica
Yang et al. (2002) en sus trabajos sobre la posicion y las relaciones de parentesco
de algunos géneros de Solanaceae, y aunque este trabajo no tiene implicaciones
directas sobre ello (controles moleculares de la morfogénesis floral y sistematica),
se espera contribuir también con futuros estudios sobre la filogenia en
Verbenaceae. Finalmente, acerca de la importancia de los estudios quimicos de
los organismos (ya sea plantas o animales), recordamos el controversial postulado
que dice que la diversidad de la flora y fauna es un resultado directo de las
interacciones quimicas y co-adaptaciones de plantas, herbivoros y

microorganismos (Mann 1987).



1. MATERIALES Y METODOS

1.1 MATERIAL VEGETAL

Se inicid con la recoleccion de muestras florales de L. camara en el cultivo
experimental del Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion
de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM), de la
Universidad Industrial de Santander (UIS), Bucaramanga, Colombia, al medio dia.
Este horario fue tomado, teniendo en cuenta el estudio realizado con una
Verbenaceae (Lippia alba) por Duarte et al (2007), en el que se indica el
incremento de produccién de metabolitos secundarios en el horario mencionado.
La identificacion taxondmica de este material se efectud en el Herbario Nacional

Colombiano, en donde quedd depositado con el registro N° COL 480749.

El material vegetal se observd en el microscopio estereoscopio (Carlzeiss Jena)
para la identificacion de cada uno de los estadios del desarrollo de las
inflorescencias, teniendo en cuenta cambios del tamafo, de la forma y del
desarrollo. Se describié la morfologia de cada una de las estructuras florales
visibles. Los estadios seleccionados se fijaron en FAA, embebidos en parafina y
seccionados con microtomo rotatorio en cortes longitudinales y transversales de
10 ym; posteriormente se sometieron a tincidén con safranina-fastgreen (Johansen,
1940). Los principales eventos del desarrollo morfoanatémico floral fueron
observados y fotografiados para su descripcion en el microscopio optico (Olympus,
Japoén). Para las inflorescencias se tomaron como base las descripciones de
Moreno (1984).



1.2 ANALISIS QUIMICO

Las condiciones para el analisis quimico se realizaron segun la metodologia
propuesta por Stashenko et al. (2004). Para el proceso de microextraccion en
fase solida (headspace) (HS-SPME) de la fragancia de los diferentes estadios de
las inflorescencias de L. camara, se us6 una fibora de poli
(dimetilsiloxano)/divinilbenceno (PDMS/DVB, 65 um) obtenida de Supelco Inc.
(Bellefonte, PA, EE.UU.). Gases especiales para cromatografia fueron obtenidos
de Aga-Fano S.A. (Bucaramanga, Colombia). Se muestre6 la fase vapor a 22+1
°C, de 0.7 g de planta, colocados en un frasco de 20 ml. El tiempo de pre-equilibrio
del frasco fue de 15 min y el tiempo de exposicién de la fibra fue de 40 min (la
seleccidon de este parametro se basd en experimentos preliminares). Las
sustancias extraidas fueron térmicamente desorbidas a 250 °C, durante 2 min, en
un puerto de inyeccion del cromatografo de gases, usando un liner especial para

SPME, de volumen reducido.

El analisis cromatografico de las muestras se realizé en un GC Hewlett-Packard
(HP) 5890A Serie Il, equipado con un inyector split/splitless (250 °C, relacion split
1:10) y un detector de ionizacién en llama (FID) (250 °C), por triplicado para cada
muestra (tres estadios, es decir, nueve muestras). Los datos cromatograficos
fueron adquiridos y procesados con un programa HP Chem Station HP Rev.
A.06.03. Para la separacion de mezclas se usé una columna capilar apolar, HP-5
(Hewlett-Packard) de 30 m x 0.25 mm, D.l. x 0.25 ym, d;, con fase estacionaria de
5%-fenil-poli (metilsiloxano). La temperatura del horno fue programada de 45 °C (2
min) hasta 150 °C a razén de 5 min™'. El gas de arrastre empleado fue helio
(99.9995%, Aga-Fano S.A), con una presion de entrada en la cabeza de la
columna de 15 psi y una velocidad lineal de 26 cm s™. El gas auxiliar fue nitrégeno
(99.995%; Aga-Fano S.A), con una velocidad de flujo de 30 mL min™. Las
velocidades de flujo para gases de combustion del FID, el aire y el hidrégeno,

fueron de 300 y 30 mL min™, respectivamente. Los espectros de masas fueron
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obtenidos por impacto de electrones con energia de 70 eV, en un CG Agilent
Technologies 6890 Plus acoplado a un detector selectivo de masas Hewlett
Packard MSD 5972 (GC-MS), y equipado con un puerto de inyeccion split/splitless
(1:10), un inyector automatico Agilent 7863, un sistema de datos HP MS
ChemStation (Version 1.05), incluyendo las bases de datos NBS 75K, WILEY
138K y ADAMS. Se usé una columna capilar de silice fundida, HP-5MS de 30 m x
0.25 mm, D.l., con la fase estacionaria de 5%-fenil-poli(metilsiloxano) de 0.25 mm
de grosor. El gas de arrastre fue helio (99.9995%, Aga- Fano, S.A.), con una
velocidad lineal de 35 cm s™'. Las temperaturas de la cadmara de ionizacién y de la
linea de transferencia se mantuvieron a 230 °C y 285 °C, respectivamente. Los
espectros de masas y corrientes ionicas reconstruidas (TIC) se obtuvieron en un
cuadrupolo, por medio de barrido automatico de frecuencia (full scan), a 4.75 scan
s ', en el rango de masas de m/z 40-350. La homogeneidad de cada pico
cromatografico fue revisada, obteniendo fragmentogramas de masas, basados en
iones caracteristicos de cada compuesto. La composicion porcentual relativa de
los metabolitos volatiles se hall6 promediando las areas obtenidas con el detector
FID sobre la columna apolar. Para la identificacion de los compuestos se usaron
espectros de masas e indices de retencion de Kovats (Kovats, 1965) de
componentes, que se compararon con los reportados en la literatura (Adams,
1995; Joulain & Konig, 1998). Los indices de Kovats se calcularon teniendo en
cuenta los tiempos de retencion de una serie homéloga de patrones de
hidrocarburos desde Ciy hasta C,s, corridos en el CG, bajo las mismas

condiciones operacionales que los volatiles. Para su determinacion se empled la

Ik = 1001 + 100[ ]

lk: indice de retencion del compuesto de interés.

siguiente formula:

Donde:

n: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes del compuesto de

interés.



trx: Tiempo de retencion del compuesto de interés.
trv Y trn: Tiempos de retencion de n-alcanos que eluyen antes y después del

compuesto x

1.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron descritos como media + error estandar de la media (SEM).
Posteriormente, para establecer las diferencias significativas en la variacién de los
porcentajes relativos de los metabolitos secundarios volatiles de L. camara en los
tres estadios de desarrollo, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de un via
tipo modelo lineal general (MLG), verificando previamente los supuestos de
normalidad (prueba de Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de varianzas
(prueba de Levene). Por la naturaleza de los datos (presentados en porcentajes),
éstos fueron transformados usando la raiz del arco-seno con el fin de lograr una
distribucion normal (Zar 1999). Adicionalmente, se utilizo la prueba de Tukey para
comparar las medias entre los diferentes estadios de desarrollo de los diferentes
metabolitos encontrados. El criterio de significancia fue p<0,05. Los analisis
estadisticos fueron realizados usando el programa SPSS para Windows, version
13.0.



2. RESULTADOS

L. camara presenta inflorescencias en cabezuelas glomerulares, las cuales se
caracterizan por un desarrollo inicial a partir de meristemos axilares. Estos
meristemos se modifican durante la ontogenia variando en su tamafio y estructura

(hecho que se corrobora en el analisis al microscopio).

Fueron elegidos tres estadios de desarrollo. El Estadio | (E1, ca 2.5 mm) se
caracteriz6 por su apariencia globosa y compacta (Fig. 1, A y B).
Microscopicamente, en dicho estadio se aprecia un desarrollo inmaduro
representado por grupos de células (yema inicial) (Fig. 1, C) en los cuales se inicia
la diferenciacién meristematica (Fig. 1, D). Se observa ademas, previas a la
aparicion de los 6rganos, bracteas (con pubescencia lasciniada y con tricomas
glandulares), que permaneceran dando soporte y proteccién a la flor propiamente

dicha y luego al fruto (Fig. 1, Ey F).

El Estadio Il (E2, ca. 4 mm) presenta notorios cambios estructurales que dan paso
a una cabezuela globosa de mayor tamafio (Fig. 2, Ay B). A nivel microscopico se
diferencian cada vez mas los verticilos florales, iniciando por el caliz y la corola
(Fig. 2, C). En este estadio los sépalos estan fusionados en la parte apical para la
proteccion al meristemo floral en desarrollo (Fig. 2, D). Se aprecian las estructuras
que daran origen al gineceo y al androceo (Fig. 2, D) y como la bractea, el céliz y
la corola protegen estos 6rganos; esta ultima en inicios del Estadio Il (Fig. 2, E'y
F).

En el Estadio Il (E3, ca. 20 mm) surge la corola tubular bilabiada de coloracién
externa rojiza e interna amarillenta, pentalobulada, con simetria hipocrateriforme
irregular o zigomorfa, posterior al desarrollo de los calices y exhibiendo un

desarrollo similar a estos (Fig. 3, Ay B). El caliz es de color verde palido, dentado,
7



de apariencia membranosa, tubular y pubescente, al igual que las bracteas (Fig. 3,
B). De manera casi simultanea se diferencian y crecen, soldados en el interior y
sobre la corola en elongacion (epipétalos), los estambres en numero de cuatro,
con insercién perigina, didinamos, que en su origen se observan a la misma altura
y tienen un color amarillo palido, anteras ovadas ditecas y paralelas (Fig. 3, By E).
El gineceo se diferencia de forma ascendente, formando asi el ovario, el estilo y el
estigma. El ovario es monocarpelar, supero, ovoide, con dos l6culos, cada uno con
un ovulo de placentacion axial-axial. El estilo es glabro y el estigma es terminal
lateral, diviso bilobulado de aspecto pegajoso que indica receptividad (Fig. 3, B, C
y D). De este modo, L. camara exhibe una maduracion centrifuga (Fig. 3, Ay F).
Asi mismo presenta una estivacién imbricada quincuncial, donde los pétalos uno y
dos (que son los mas externos), cubren de forma inmediata a los pétalos tres y
cuatro (los pétalos fusionados). Estos a su vez, se encuentran inmediatamente
cubriendo al pétalo cinco, el cual es el mas interno (Fig. 3, A). Microscépicamente,
se observan las estructuras reproductoras de la planta. Al finalizar su periodo
receptor, cada una de estas estructuras reproductoras se marchita y se originan

los frutos drupaceos globosos que aun conservan las bracteas.

En cuanto a los resultados quimicos, al igual que en la investigacion realizada por
Stashenko et al. (2004) en plantas de la familia Verbenaceae, para el caso de la
especie L. camara, casi la totalidad de compuestos obtenidos en este estudio,
fueron del tipo sesquiterpenoide (90%). En la Fig. 4 aparecen los metabolitos
secundarios volatiles de flores de L. camara, aislados mediante HS-SPME en el
Estadio |. Se identificaron 19 compuestos, en cantidades relativas >0.05% para
este estadio (Ver Tabla 1), 22 para el estadio Il (ver Tabla 1, Fig. 5) y 20 para el
Estadio Il (Tabla 1, Fig. 6).

En la Tabla 1 se muestra la cantidad relativa (% + SD, n=3) de los 29 metabolitos
secundarios volatiles aislados de las inflorescencias de L. camara para los tres

estadios de desarrollo seleccionados. Durante la ontogenia de la inflorescencia,
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algunos de los metabolitos no se detectan en ciertos estadios. Asi, se puede
mencionar el B-bourboneno detectado unicamente en el Estadio I, el 1,8-cineol
detectado solo en el Il y el a-cedreno, que sélo fue detectado en el Estadio lll.
Esta es una condicion presente en varios de los compuestos, al igual que las

variaciones en sus cantidades relativas.



3. DISCUSION

Los eventos ontogénicos ocurren para todas las especies, siendo importante saber
donde y cuando se activan ciertos genes, pero también las dinamicas
autoorganizadas que se generan a partir de las interacciones de éstos (Alvarez y
Roces 2002). Como parte de la expresiéon fenotipica (tamafo, forma y desarrollo
de verticilos) se establecieron tres estadios, el mismo numero elegido por Garzén
y Orozco (2006) para su estudio. El Estadio | finaliza, al verse la elongacion y
reacomodamiento celular que da paso a la aparicién de los incipientes caliz y
corola. Asi mismo, L. camara exhibe una maduracion centripeta de los verticilos
(bracteas, sépalos, pétalos, estambres y gineceo) y de cada una de las coloridas
flores hermafroditas que conforman la inflorescencia, es decir, se aprecian flores
ya abiertas en la parte distal de densos glomérulos (mas de 25 flores), mientras en
la parte central de la inflorescencia aun se presentan botones florales. Uno de los
hechos representativos de ello es la necesidad de los pétalos para el surgimiento
de los estambres debido a la posicion epipétala de éstos. No obstante, el
desarrollo de las inflorescencias a lo largo de las ramas de esta especie vegetal se
da de manera acrodpeta, observandose la disposicion en filotaxia espiral al eje, de
modo que las inflorescencias mas desarrolladas se encuentran en la parte basal y

en la apical se aprecian aun en botén.

A diferencia de los cuatro pétalos reportados por Mufoz et al. (2007) para Lippia
alba, L. camara presenta cinco pétalos, dos de ellos fusionados dando la
impresion de ser uno solo. Sin embargo, el aspecto zigomorfo, la bractea que
soporta a cada una de las flores que conforman la inflorescencia, el ovario supero
y los cuatro estambres epipétalos y didinamos se mantienen como caracteristicos
en las dos especies. La linea de ruptura para la liberacion de los granos de polen
se observo a lo largo de la antera, siendo de este modo, una dehiscencia
longitudinal. Es notorio el aspecto receptivo que presenta el estigma, antes y
10



durante esta apertura, caracterizado por la produccion de una sustancia
mucilaginosa. Este fendmeno es reportado en otras especies vegetales como

Carica papaya (Ronse y Smets 1999, Parés et al. 2002).

Las caracteristicas de la organogénesis floral de L. camara corresponden a un
patron presente en la mayoria de las angiospermas. Los verticilos emergen
siguiendo la regla de Hofmeister (los nuevos érganos se originan hacia la parte
central en los espacios inmediatamente disponibles), al igual que lo reportado por

Garzén y Orozco (2006) en su investigacion con Solanaceas.

Mulgura de Romero et al. (2002) describen la exomorfologia de las inflorescencias
en Verbenaceas, mencionando el caracter sésil de las flores, excepto en algunas
especies de Aloysia, Xerolaoysia, Stachytarpheta sp. y Chascanum sp., donde se
presentan cortos pedicelos. De igual modo, la escasa presencia de bracteolas
florales que soOlo se presentan en Bouchea 'y en Chascanum. Estas
caracteristicas generales se acogen a lo observado en este estudio para L.

camara.

Los cambios que pueden presentarse entre las diferentes especies de
Verbenaceas en cuanto a la disposicion, espaciamiento y numero de flores de las
inflorescencias, son muy notorios a pesar de su cercania (Mulgura de Romero et
al. 2002). Asi, L. camara y L. alba presentan caracteres compartidos en los
eventos de su desarrollo floral, tales como la secuencia centripeta en el
surgimiento de los verticilos florales y la disposicion que ellos adquieren, pero
mantienen diferencias en cuanto al tipo de inflorescencia y sus frutos (drupaceos y
secos respectivamente). Asi mismo, L. camaray Duranta erecta se diferencian en
que esta ultima presenta un caliz con cinco sépalos, cuatro carpelos, estigma
capitado y bractéolas, en contraste con las caracteristicas ya mencionadas de la

especie bajo estudio (Mulgura de Romero et al. 2002).
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Una de las estructuras que siempre se encuentra presente en todos los estadios
de desarrollo sobre las bracteas, los calices y las corolas, son los tricomas (Fig. 1,
F). Estos, al parecer, estan relacionados con la produccién de metabolitos
secundarios (aceites y volatiles) que atraen y repelen insectos y otorgan a la
planta las diferentes propiedades que, por supuesto, tienen notorias implicaciones
en el ambiente y sus organismos. Tal es el caso mencionado por Mann (1987),
acerca de los metabolitos cardenolidos, presentes en las hojas de algunas plantas
y cOmo su consumo por parte de las larvas de la mariposa monarca las hacen
desagradables a un extenso rango de depredadores. El mismo autor dice que
algunos de los aleloquimicos son generados por activacion fotoquimica y por la
degradacion de los compuestos originales producidos por la planta, que son luego
liberados al ambiente. Esta caracteristica que habla de la condicién luminica, fue
tomada en cuenta, al igual que otros estudios hechos con Verbenaceas (Duarte y
Cardenas 2007), para la eleccion del medio dia como horario de muestreo floral y

su inmediato analisis quimico.

Al contrastar los metabolitos encontrados en la presente investigacion con los de
otros estudios, igualmente de L. camara, se aprecian diferencias significativas.
Stashenko et al. (2004) reporta mas de 35 metabolitos secundarios volatiles
aislados del aceite esencial extraido de la mezcla de hojas y flores [(E-B-
cariofileno (15%) y biciclosesquifelandreno (18%) como mayoritarios]. Por su
parte Adeleke et al. (2004) encontré 39 compuestos en inflorescencias [sabineno
(21.5%) y 1,8- cineol (14.8%) en mayor cantidad]. Virendra et al. (2005) reportan
30 compuestos en hojas [B-cariofileno (23.3%) y el a-humuleno (11.5%) como
principales]. Randrianalijaona et al. (2005) reportan 50 compuestos en el aceite
extraido de inflorescencias [sabineno (14.3%) y 1,8-cineol (1.0%) como
mayoritarios]. Khan et al. (2003) obtuvieron mas de 30 compuestos en flores [con
el a-copaeno (10.7%) y el B-elemeno (14.5%) como componentes mayoritarios].
En este estudio, se identificaron 29 metabolitos (Ver Tabla 1), mediante HS-

SPME. No obstante, esta diferencia en la diversidad de compuestos se puede ver
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justificada al tener en cuenta los métodos de extraccion empleados (Stashenko et
al. 2004), las partes de la planta con sus estadios de desarrollo sometidas a ellos,
al igual que las condiciones geograficas, época de recoleccion de la muestra
vegetal y constitucion génetica (Nickavar y Mojab 2000). Respecto a las
investigaciones previamente citadas, reportamos el a-gurjuneno, el y-amorfeno, el
a-muuroleno, el sesquitujeno, el a-trans-bergamoteno y el trans-cadina-1,4-dieno,

como compuestos hallados en L. camara so6lo en este trabajo.

Al estudiar los compuestos volatiles correspondientes a cada uno de los estadios
seleccionados, se verificaron las variaciones en la cantidad relativa de éstos a
medida que avanza el proceso de desarrollo floral, asi como la presencia y
ausencia de algunos de ellos (Tabla 1). En acuerdo con, Mann (1987) quien
menciona que esta fluctuacion estd muy relacionada con el desarrollo del
organismo, su estatus nutricional y los niveles de estrés ambiental (depredadores
y adaptacion, incluyendo cambios en los genes), entre otros. Bouwmeester et al.
(1998) reportaron la sintesis de carvona a expensas del limoneno en frutos de
alcaravea. En el presente estudio (Ver Tabla 1), al parecer algun proceso similar
ocurre, ya que compuestos como el trans-p-farneseno, fue detectado sélo en el
Estadio | con una considerable cantidad relativa (39.4%), asi mismo el y-elemeno
y el y- amorfeno. Acerca de la produccion de metabolitos secundarios, Dudareva
reporta (1996), que la expresion del gen responsable de la sintesis de
metilbenzoato, en petunia, es suprimida por el etileno, y por su parte, Hallahan et
al. (1995) y Bouwmeester et al. (1998) mencionan como los terpenos alcoholicos
como el geraniol y el carveol son convertidos en aldehidos por una
deshidrogenasa no especifica, mientras el geranial y el neral son coproducidos por
la oxidacidn del geraniol. No obstante, para la presente investigacion con L.
camara, estas transformaciones solo podrian confirmarse mediante un analisis

quimico como marcaje isotopico y el conocimiento de sus rutas metabdlicas.
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Es probable que para L. camara la expresion de los diversos genes en los
verticilos florales, originen diferentes compuestos y en las contrastantes
cantidades observadas (Tabla 1), como ha sido comprobado por Dudareva (1996)
en flores de Clarkia breweri que emiten una fuerte fragancia a causa de su
compuesto mayoritario: el s-linalool, un monoterpeno. Para ello, el gen Lis esta
altamente expresado en las células del estigma, del estilo y de las células
epidérmicas de los pétalos, al igual que en los estambres. Mientras en Clarkia
concinna, el gen Lis sblo es expresado en el estigma y a un nivel relativamente

bajo.

El B-bourboneno, el y-elemeno y el y-amorfeno, se detectaron solo en el Estadio |
donde se aprecian las yemas en diferenciacion, mientras el monoterpeno
oxigenado 1.8-cineol se detectd junto con el a-trans-bergamoteno, solo en el
Estadio Il, estadio en el cual las divisiones celulares y el cumplimiento del plan
morfoanatdmico permiten la estimacion visual de lo que sera cada uno de los
organos florales; otros metabolitos como el ftrans-B-cariofileno y el
biciclosesquifelandreno estuvieron presentes en las tres etapas, es decir, hasta la
presencia de los verticilos florales maduros. Recordamos que para esta
investigacion, fue tomada la inflorescencia en su conjunto. Para verificar los
metabolitos y las cantidades producidas de forma individual, hubiese sido

necesario el analisis de cada uno de los 6rganos por separado.

Acerca de la produccidn y emision de compuestos volatiles, Dudareva (2000) y
Gershenzon et al. (2000) mencionan que es regulada por procesos del desarrollo.
Cuando las flores jévenes aun no han hecho la dehiscencia, producen menos
esencias y, por ello, son menos atractivas a los polinizadores. Lo anterior se
encontré de forma similar para esta investigacion; asi, L. camara presenta la
mayor variedad de compuestos volatiles durante el Estadio Il (botén de flores) y Il

de desarrollo (Tabla 1). Algunas de las cantidades relativas de los metabolitos,
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fueron aumentando a medida que avanzé la ontogenia (Tabla 1). Es probable
entonces que permanecieran para este estadio de apertura floral, los compuestos
necesarios cualitativamente y cuantitativamente para diversas funciones, entre
ellas, la atraccion de los polinizadores, reflejando asi las preferencias olfatorias de
éstos y haciendo que la planta produzca distintas fragancias, tal como cita
Dudareva (1996). Igualmente persistirian y se incrementarian los metabolitos
adecuados para proteger las flores en su antesis y dehiscencia (Dudareva vy
Pichersky 2006). En relacién con lo anterior, estudios realizados con las flores
polinizadas de Antirrhimum majus y Petunia sp, verificaron que se detiene la
produccién de esencias sélo después de que el polen ha encontrado el ovario,
seguramente cuando la fertilizacion ha ocurrido (Dudareva 1996) y que ademas, el
metilbenzoato, que es uno de los compuestos mas abundantes encontrado en las
flores de Antirrhimum majus, tiene regulada su emisién durante el desarrollo
(Dudareva et al. 2000). Asi mismo, algunos de los compuestos que en el estadio
[l no son detectados en L. camara (Tabla 1), tales como el frans-p-farneseno y el
trans-trans-a-farneseno, dejarian de ser sintetizados durante algun acontecimiento
ocurrido a traves del proceso ontogénico. Algo similar ocurrié también en estudios
realizados por Tollsten (1993) con Platanthera bifolia (Orchidaceae) y por Schiestl
et al. (1997) y Schiestl y Ayasse (2001) con la orquidea Ophrys, en la cual, los
cambios en la emision de las sustancias volatiles luego de la polinizacién,
incluyeron una disminucion general de todos los componentes de las esencias o
una reduccidn en algunos de los compuestos mientras otros se incrementaron o

permanecieron sin cambiar.

Varios estudios se han realizado para reportar las diversas funciones que se
presumen para los metabolitos secundarios (incluidos los volatiles). Una de estas
funciones es aumentar la tolerancia de la fotosintesis a las temperaturas altas,
estabilizando las membranas tilacoidales (Sharkey et al. 2001) o controlando las

especies con oxigeno reactivo (Loreto y Velikova 2001). Se ha discutido también
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la posibilidad de que estas substancias actuen en la comunicacion planta-planta
(Arimura et al. 2000, Dicke y Bruin 2001, Engelberth et al. 2004), ademas de
minimizar el dafo extenso de los tejidos (Dicke y Van Loon 2000) y actuar como
repelentes de los herbivoros y patégenos (Andersen et al. 1994, DeMoraes et al.
2001, Kessler y Baldwin 2001). Estos volatiles inducidos por los herbivoros,
podrian tener adicionalmente papeles fisiologicos dentro de la planta, al ser
descargados como consecuencia de su volatilidad y solubilidad desde la
membrana. Compuestos como el isopreno, algunos monoterpenos vy
sesquiterpenos, tienen el potencial para combinarse con varias especies de
oxigeno reactivo (radicales libres), protegiendo contra el dafio interior oxidativo
(Hoffmann et al. 1997, Bonn y Moortgat 2003). Las proximas investigaciones
requieren el estudio de la importancia de los volatiles para la fisiologia de la planta
(Dudareva 2004).
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ANEXO A. Tabla 1. Promedios + SD de cantidad relativa de metabolitos volatiles
en L. camara durante tres estadios del desarrollo ontogénico, numero de pico e
indices de Kovats. Significancia segun test de Anova, letras diferentes (a, b, c)

indican diferencias significativas, segun el test de Tukey (p<0.05).

No Indice Compuesto Cantidad relativa, %

pico Kovats Estadio | Estadio I Estadio Il P
1 1031 1,8-Cineol ND 1.2+0.03 ND -
2 1340 ©&-Elemeno 0.7+0.04 a 1.3£0.09b 09+0.07a p<0.001*
3 1352 a-Cubebeno 1.0+ 0.06 a 42+0.10b 35+011c p<0.001*
4 1379 a-Copaeno 0.7+0.02a 1.3£0.09b 0.7+x0.05a p<0.01*
5 1388 [-Bourboneno 0.3+0.01 ND ND -
6 1393 B-Cubebeno’+ B-Elemeno 1.1+ 0.03 a 24+0.05b 3.720.05¢c p<0.001*
7 1408 Sesquitujeno ND 0.7+0.03a 14+0.08b p<0.01*
8 1413  a-Gurjuneno 0.3+£0.02 ND ND -
9 1417 a-Cedreno ND ND 0.8+0.11 -
10 1427 E-B-Cariofileno 17.0+0.12a 92+0.11b 13.0+x0.08c p<0.001*
11 1433 B-Copaeno 1.1+0.07 a 3.3+0.10b 49+0.09c p<0.001*
12 1437 a-E-Bergamoteno ND 1.4 +£0.11 ND -
13 1437 y-Elemeno 1.7 £0.04 ND ND -
14 1452 a-Humuleno ND 2.0+x0.10a 2.3+20.09b p<0.01*
15 1463 E-B-Farneseno 39.4 + 0.40 ND ND -
16 1465 allo-Aromadendreno ND 22+007a 1.5+ 0.06b p <0.01*
17 1483 \é"\"““m'e”o*\" ND 105+009a 144+00b p<0.001*

urcumeno

18 1487 Biciclosesquifelandreno 176+0.04a 31.1+2004b 242+0.07c p<0.001*
19 1499 a-Zingibereno ND 93+0.04a 13.1+0.07b p<0.001*
20 1500 y-Amorfeno 1.5+0.02 ND ND -
21 1503 NI 0.8+0.04 ND ND -
22 1504 a-Muuroleno 1.7+0.09 a 32+011b 3.0+£0.09c p<0.001*
23 1505 E,E-a-Farneseno 3.3+0.07 a 22+0.10b ND -
24 1513 B-Curcumeno’ ND 25+0.08a 4.0+0.05b p<0.01*
25 1517 y-Cadineno 26+0.04a 25+007a 16+ 006b p<0.001*
26 1525 ©&-Cadineno 46+0.08a 51+0.09b 3.0+0.07c p<0.001*
27 1534 E-Cadina-1,4-dieno ND 0.7+0.08a 06+0.06b p<0.001*
29 1539 a-Cadineno 1.1+0.04 a 05+0.02b 02+0.01c p <0.01*
30 1559 Germacreno B 1.21+0.08 a 0.5+£0.05b 0.7+£0.09¢ p<0.001*

** Probabilidades altamente significativas
* Probabilidades significativas

+ Identificado tentativamente

ND= No Detectado

P: Probabilidad
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ANEXO B. Figura 1. Boton de flores (A'y B) y cortes longitudinales (C, D, E, F)
caracteristicos del estadio |. Abreviaturas: Yi: yema inicial; Br: bractea; P: pétalos;
S: sépalos; G: gineceo; Tg: tricoma glandular; H: hojas; T: tallo; Cf: cabezuela
floral; Ff: flores en formacion.
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ANEXO C. Figura 2. Botones florales (A y B), cortes longitudinales (C, D, F) y
transversal (E) caracteristicos del estadio Il. Abreviaturas: Ff: flores en formacion;
Br: bracteas; Pd: pedicelo; P: pétalos; S: sépalos; E: estambres; G: gineceo; Pa:
parénquima; E1: estadio |; E2: estadio Il; E3: estadio lll. (*) Tamafio del estadios
Il.
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ANEXO D. Figura 3. Inflorescencias en su maximo desarrollo (A, B) y cortes
longitudinales (C, D, F) y transversal (E) correspondientes al estadio Ill.
Abreviaturas: Br: bracteas; C: corola; An: antera; St: estigma; Eo: estilo; O: ovario;
Cz: caliz; P: pétalos; E: estambres; S: sépalos.

27



ANEXO E. Figura 4. Cromatograma (CG-MS) de los metabolitos secundarios
volatiles de las inflorescencias de L. camara, obtenidos en el estadio I, por HS-
SPME. La identificacion de los picos se reporta en la Tabla 1.
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ANEXO F. Figura 5. Cromatograma (CG—-MS) de los metabolitos secundarios
volatiles de las inflorescencias de L. camara, estadio I, obtenido por HS-SPME.
La identificacion de los picos se reporta en |la Tabla 1.
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ANEXO G. Figura 6. Cromatograma (CG-MS) de los metabolitos secundarios
volatiles de las inflorescencias de L. camara, estadio Ill, obtenido por HS-SPME.
La identificacion de los picos se reporta en |la Tabla 1.
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