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Resumen

TITULO: VISITANTES FLORALES DEL ORDEN HYMENOPTERA Y SU ASOCIACION
CON LA FRAGANCIA DE LAS FLORES DE Passiflora edulis f. flavicarpa Degener
(Passifloraceae).

AUTOR: LUIS ALFONSO ROMERO PARRA

PALABRAS CLAVES: Cultivo experimental, fases florales, Trigona, Xylocopa, microextraccion
en fase sdlida, compuestos organicos volatiles.

DESCRIPCION

La fragancia de las flores se ha involucrado en la atraccion de los visitantes florales. En la presente
investigacion, se evaluo la asociacion entre los visitantes florales del orden Hymenoptera y los
componentes de la fragancia de las flores de P. edulis f. flavicarpa, Para su desarrollo, se dispuso
de un cultivo experimental de maracuyéa en el campus de la Universidad Industrial de Santander;
alli, se seleccionaron muestras de flores en diferentes fases (boton floral, flor abierta y flor
senescente); se identificaron visitantes florales y compuestos organicos volatiles (COV) de la
fragancia floral. Los COV se aislaron por microextraccion en fase solida (SPME) en modo de
espacio de cabeza in-vivo, mientras que la identificacion de los componentes se baso en la
interpretacion de sus espectros de masas y comparacion de los indices de retencion lineales con
los reportados en literatura. La asociacion entre visitantes florales y cantidad relativa de los
componentes de la fragancia mediante un andlisis de correlacion (Spearman). Se identificaron las
especies de Trigona angustula y Xylocopa sp. como los visitantes frecuentes de las flores de
maracuyd; la cantidad de visitantes de la especie T. angustula fue mayor en la fase de flor abierta
(85%), mientras que el nimero de visitantes de Xylocopa sp. fue bajo (8%), durante esta fase. Se
detectaron 39 compuestos en la fragancia de las flores (> 0,1%). Durante la fase de flor abierta
(antesis), se encontré6 mayor variedad y cantidad de compuestos. Los compuestos 1,4
dimetoxibenceno y alcohol bencilico fueron comunes en la fragancia de las flores abiertas, siendo
el primero de estos, el componente mayoritario. Se observd que el nimero de visitantes de T.
angustula estaba asociado con la cantidad relativa de compuestos presentes en la fragancia de las
flores del maracuya.

Trabajo de grado.
Facultad de Ciencia. Escuela de Biologia. Directora Elena Stashenko. Ph.D.
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Abstract

TITLE: FLORAL VISITORS OF THE HYMENOPTERA ORDER AND THEIR
ASSOCIATION WITH THE Passiflora edulis f. flavicarpa Degener (Passifloraceae) FLOWER
SCENT.

AUTHOR: LUIS ALFONSO ROMERO PARRA

KEY WORDS: Experimental crop, phases flower, Trigona, Xylocopa, solid-phase
microextraction volatile organic compouds.

DESCRIPTION

Passiflora edulis f. flavicarpa Degener (Passion Fruit) is a plant dependent on cross-pollination
for the formation of its fruits. Its flower’s scent is involved in the attraction of potential pollinators
(floral visitors). This research evaluated the association between the floral visitors of the order
Hymenoptera and P. edulis f. flavicarpa flowers scents, was estimated through correlation analysis
(Spearman). An experimental crop of passion fruit was used located Universidad Industrial de
Santander campus type of. There flower samples at different phases (floral button, open flower
and senescent flower), were selected, and for each of them, floral visitors as well as volatile organic
compounds (VOC) of floral scent were identified. The VOCs were isolated by solid-phase
microextraction (SPME) in in-vivo head space mode. The identification of the compounds was
based on the mass spectra interpretation and comparison of the linear retention indices with those
reported in literature. The association among floral visitors and the relative amount of the floral
scent components. The Hymenoptera species Trigona angustula (89.56%) and Xylocopa sp.
(7.74%) were identified as the most frequent visitors of the passion fruit flower. The number of
visitors corresponding to the T. angustula species was higher during the open flower phase (85%),
while the number of Xylocopa sp visitors was low (8%), in the same phase. 39 compounds were
detected in the passion fruit flower scent. A higher variety and number of compounds were found
at the open flower phase. The compounds 1,4-dimethoxybenzene and benzyl alcohol were frequent
in the open flowers fragance, being, the first one, the main compound of the flower scent. It was
observed that the number of T. angustula visitors is associated to the total relative amount of
compounds present in the passion fruit’s scent.

Trabajo de grado.
Facultad de Ciencia. Escuela de Biologia. Directora Elena Stashenko. Ph.D.
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Introduccién

Las flores de las plantas emiten fragancias que estan constituidas por diferentes compuestos
orgénicos volatiles (COV) (Knudsen et al., 2006), su principal funcion es la de actuar como
mecanismo de atraccion para polinizadores especificos (Dudareva et al., 2004; Dudareva y
Pichersky, 2006; Harborne, 2001).

Passiflora edulis f. flavicarpa (Passifloraceae) cominmente conocida como maracuya es una
planta con flores perfectas (hermafroditas) con alto grado de autoincompatibilidad genética,
condicion que la hace dependiente de la polinizacion cruzada para la produccion de sus frutos
(Akamine y Girolami, 1959; Suassuna et al., 2003). Entre las caracteristicas florales para
compensar esta condicion y atraer a los insectos polinizadores se encuentran el gran tamario de la
flor, sus colores vistosos, abundante néctar y fuerte fragancia floral (Corber y Willmer, 1980;
Siqueira et al., 2009), siendo este ultimo de gran interés para el presente estudio. La polinizacion
natural del maracuya es realizada principalmente por grandes abejas del género Xylocopa spp.
conocidas cominmente como abejorros (Corbet y Willmer, 1980; Ramirez, 2006; Calle et al.,
2010).

Los cultivos del maracuya son de gran interés econémico debido a la comercializacion de sus
frutos (Agronet, 2012). Los principales productores de esta fruta, a nivel mundial, son Brasil,
Ecuador, Colombia y Peru, con aproximadamente 805,000 t/afio (Passionfruit, 2011), de las cuales
Colombia aporta aproximadamente un 10% de dicha produccion (Agronet, 2012). En Colombia,
algunos productores de maracuya aplican la polinizacion manual, para complementar la

polinizacion natural realizada por las abejas (Xylocopa sp.), aungue en algunos departamentos
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como, por ejemplo, en Huila, la polinizacién de los cultivos depende exclusivamente de estos
insectos (Calle et al., 2010).

Sibien P. edulis f. flavicarpa ha sido documentada por varios autores, donde han concluido que
es una planta de fragancia intensa, con autoincompatibilidad genética y dependiente de la
polinizacion cruzada (Xylocopa spp: Hymenoptera: Apoidea-Apidea), no hay estudios de los
cambios en la composicion de la fragancia floral durante el desarrollo de la flor y su asociacién
con los visitantes florales.

El objetivo de la presente investigacion fue se estimar el grado de asociacion entre visitantes
florales del orden Hymenoptera y los componentes de la fragancia floral de P. edulis f. flavicarpa
Degener. Para ello se requirio de identificar y cuantificar los visitantes florales (Hymenoptera)
durante diferentes fases de la flor de P. edulis f. flavicarpa (botdn floral, flor abierta y flor
senescente), ademas, identificar y cuantificar los componentes de la fragancia de las flores de P.
edulis f. flavicarpa en las diferentes fases, y finalmente, asociar los visitantes florales del orden
Hymenoptera y los componentes de la fragancia de P. edulis f. flavicarpa mediante analisis de
correlacién de Spearman (Zar, 1998).

La investigacion constituye una base para posteriores estudios, en los cuales se evalle las
respuestas de visitantes florales (Hymenoptera) a componentes especificos de la fragancia de P.
edulis f flavicarpa, en condiciones controladas. Ademas, los resultados de este trabajo pueden ser
atiles para futuras aplicaciones que sirvan para atraer a potenciales polinizadores de cultivos de

maracuya con interés comercial.
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1. Marco Tebrico

Se ha estimado que mas del 90% de las angiospermas dependen de la polinizacién por animales
(Kearns et al., 1998), siendo aproximadamente un tercio de los alimentos consumidos por el
hombre derivados de las plantas con la polinizacion cruzada, que es efectuada generalmente por
visitantes que pertenecen al orden Hymenoptera (Figura 1) (McGregor, 1979; Klein et al., 2007,
Rader et al., 2016). Para medir el éxito o el rendimiento de diferentes visitantes flores en lograr la
polinizacion y consiguiente la formacion del conjunto de semillas, se debe tener en cuenta la
‘frecuencia’ y ‘efectividad' de las visitas florales, el primero estima la deposicion del polen en el
estigma y los parametros subyacentes del comportamiento del polinizador, como la frecuencia, de
visitas, mientras que el segundo estima la contribucion del polinizador al éxito reproductivo de las
plantas, por ejemplo en términos de conjunto de semillas (Ne'eman et al., 2010). En este trabajo
solo se evalud la frecuencia de visitantes, que es el nUmero de visitantes por flor, con el fin de

observar si hay relacion con la emision de la fragancia floral en diferentes fases.
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1.1. Familia Passifloraceae

La familia Passifloraceae se encuentra distribuida en areas tropicales; hasta el afio 2016, se habian
hecho 738 registros en la base de datos del GBIF (Infraestructura Mundial de Informacion en
Biodiversidad). Solamente para el Neotrdpico se han registrado 650 especies incluidas en cuatro
géneros que son Ancistrithyrsus, Dilkea, Mitostemma y Passiflora (Ulmer y MacDougal, 2004).
El género Passiflora se representa por 575 especies (Ocampo et al., 2007), de las cuales el 81% se
encuentran en la region andina de Colombia, pais donde se concentra la mayor diversidad genérica

(Ocampo et al., 2010).

1.1.1. Passiflora edulis f. flavicarpa Degener. La especie Passiflora edulis, consiste de dos
variedades que son P. edulis f. edulis (gulupa) y P. edulis f. flavicarpa (maracuya), esta ultima
considerada una mutacion o hibrido natural de la variedad gulupa (Akamine y Girolami, 1959). La
planta de maracuya presenta habito trepador, hojas simples trilobadas, alternas, zarcillos axilares,
flores blancas son perfectas, con una franja purpura que mide aproximadamente 5 cm de diametro,
sépalos alargados, pétalos obtusos de color blanco, corona filamentosa, ovario voluminoso
(Akamine y Girolami, 1959; Corbet y Willmer, 1980; Deginani, 2001). El néctar se produce en la
base del androgin6foro, es abundante, su concentracion es constante en la mayor parte del dia, sus
principales componentes son sacarosa, glucosa y fructosa (Corbet y Willmer, 1980). Segun
Vuillaume (1991), la floracion del maracuya depende de las condiciones ambientales,
principalmente de la lluvia; en los llanos orientales de Villavicencio, la floracion del maracuya,
ocurre entre los meses de mayo y agosto (Cardenas, 2005).

Las flores P. edulis f. flavicarpa presentan alto grado de autoincompatibilidad genética,

mecanismo que permite la inactivacion de su propio polen (Akamine y Girolami, 1959; Suassuna
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et al., 2003). Segln Suassuna et al. (2003), esta condicion es controlada por genes esporofiticos
que actuan en asociacion con genes gametofiticos. La antesis de las flores es rapida y sincronizada
(3 min aproximadamente de duracion), iniciandose entre las 12:00 y las 15:00 horas, las flores
permanecen abiertas hasta ocho horas, si no hay polinizacion, se marchitan y se caen (Akamine y
Girolami, 1959; Corbet y Willmer, 1980; Kishore et al., 2010). Durante la primera hora, los estilos
permanecen erectos formando un angulo de 90° respecto al plano de la corona (Figura 2A), en las
dos horas siguientes, se van curvando quedando en posicion paralela a la corona y al mismo nivel
de las anteras (Figura 2B), la sincronia entre estructuras reproductivas permite la polinizacién

cruzada (Corbet y Willmer, 1980; Kishore et al., 2010).

Figura 2. Disposicion de las estructuras reproductivas durante el periodo de floracion de P. edulis
f. flavicarpa. A. Estilos erectos y anteras dehiscentes; B. Estilos curvos con estigmas al mismo
nivel de las anteras; C. Estilos totalmente curvos con el polinizador de la flor del maracuya
(Xylocopa spp.). Lugar: Cultivo experimental de P. edulis f. flavicarpa (Fotografia: Luis Romero,
2016).

1.1.2. Passiflora edulis f. flavicarpa y sus visitantes florales (Hymenoptera). Varios estudios
han reportado que las flores de P. edulis f. flavicarpa puede ser visitadas ocasionalmente por abejas
como Eulaema nigrita Lepeletier, E. cingulata Fabricius, Apis mellifera Linnaeus, A. cerana
Fabricius, Polistes cintus, Lepeletier (Tabla 1), pero la polinizacién es efectuada generalmente por
especies del género Xylocopa sp. (Figura 2C,), conocidas cominmente abejas carpinteras (Calle et

al., 2010; Corbet y Willmer, 1980; Ramirez, 2006). El gran tamafio de estas abejas permite la
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adhesion del polen a su dorso durante la primera hora de antesis, siendo este trasportado al estigma
ya curvo de otras flores (Arias et al., 2014; Corbet y Willmer, 1980; Kishore et al., 2010). Las
especies de Xylocopa pueden alcanzar hasta 45 mm de largo, presentan un dorso desprovisto de
pelos (Figura 2C), y el namero de individuos producidos por una hembra puede variar entre dos a

ocho (Gonzélez y Gonzélez, 2009).

Tabla 1.
Visitantes florales y polinizadores reportados en Passiflora edulis f, flavicarpa.
Visitante floral ocasional Polinizador Referencia
Apis mellifera L. Xylocopa varipunta Akamine y Girolami., 1959
Polistes cintus X. mordax Corbet y Willmer., 1980
Xylocopa spp. Dasilva et al., 1999

Eulaema nigrita, E. cingulata  X. frontalis, X. ordinaria ~ Hoffmann., 2000
A. mellifera

X. frontalis Freitas y Oliveira., 2003
A. mellifera, Trigona spinipes  X. griscences, X. frontalis De Siqueira et al., 2009
A. mellifera, A. cerana Xylocopa spp. Kishore et al., 2010
A. mellifera, Trigona spp. Xylocopa spp. Calle et al., 2010
Xylocopa spp. Arias et al., 2014

Estudios sobre la polinizacion del maracuya han mostrado variaciones en la frecuencia de visita
de Xylocopa spp. en funcién de la hora del dia, siendo el mayor nimero de visitas entre las 14:00
y las 15:00 horas (Corbet y Willmer, 1980; Da Silva, 1999; Kishore et al., 2010). Se ha observado
que las visitas de Xylocopa spp. presentan un comportamiento cuadratico entre 13:00 y las 17:00
horas, aumentando su densidad en funcién del nimero de flores y reduciéndose con el aumento de
la temperatura (superior a 26 ‘C) y de la humedad relativa del aire de 55 a 80%, mientras que el

aumento de la insolacion produce el efecto contrario (Da Silva, 1999).
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1.2. Compuestos organicos volatiles de la fragancia de las flores

Las plantas son organismos sin capacidad locomotora, que producen diferentes compuestos
orgénicos volatiles (COV), en sus flores, hojas, frutos y raiz, con el fin de generar redes de
interaccion con implicaciones ecoldgicas, fisiologicas y atmosféricas (Dudareva et al., 2006;
Holopainen, 2004; Pefiuelas y Llusia, 2001). Los COV emitidos de las partes vegetativas, se han
vinculados a la defensa contra herbivoros, patégenos, radiacion solar, entre otros; mientras que los
compuestos emitidos por las flores, pueden actuar como atrayentes para polinizadores especificos

(Tabla 2) (Harborne, 2001; Pichersky & Gershenzon, 2002).

Tabla 2.

Compuestos volatiles florales y polinizadores de plantas superiores.
Compuesto volatil floral Especie de planta Polinizador
Geraniol, citral, farnesol, etc. Ophrys spp. Hymenoptera
Oxido de carvona. Catasetum maculatum Hymenoptera
Linalool y sus 6xidos. Daphne mezereum Hymenoptera
Antranilato de metilo e isoeugenol. Cimifuga simplex Lepiddptera
Bezoato de metilo, linalool y geraniol. Platanthera chlorantha Lepiddptera
trans-Ocimeno y 1,8-cineol. Brugmansia candida Lepiddptera
Indol, 1,2,4-trimetoxybenceno, etc. Cucurbita spp. Coleoptera
2-Heptanona, indol, germacrenos. Arum maculatum Diptera

Nota: Modificado de Harborne (2001).

Los COV de las flores son sustancias de bajo peso molecular, que se evaporan a temperatura
ambiente (Dudareva y Negre, 2005; Pichersky et al., 2006). La composicion de la fragancia floral
varia ampliamente entre especies, en cantidad, nimero de componentes, tejidos, tiempo y hora de
emision (Dudareva et al., 2004; Matile y Altenburger, 1988; Tholl et al., 2006). La cantidad
relativa de compuestos volatiles emitidos por las flores puede variar entre 1 a 100 compuestos,
pero, en la mayoria de las especies de plantas, cambia de 20 a 60 compuestos diferentes; los

compuestos volatiles son clasificados como derivados de &cidos grasos, benzenoides e
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isoprenoides o terpenos, donde los compuestos volatiles como el limoneno y el f-ocimeno y son
los que se encuentran en mayor proporcion, seguidos del mirceno, linalool, a-pineno, S-pineno,
benzaldehido, salicilato de metilo, alcohol bencilico, trans-g-cariofileno (Knudsen et al., 1993;
Knudsen et al., 2006). Los principales compuestos de las fragancias florales de las plantas con

semillas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3.
Compuestos de las fragancias florales encontrados en més de la mitad de las familias de plantas
con semillas.

Compuestos volatiles Emision, %
Limoneno 71
trans-p-Ocimeno 71
S-Mirceno 70
Linalool 70
a-Pineno 67
Benzaldehido 64
[S-Pineno 59
1, 2-Hidroxibenzoato de metilo 57
Alcohol bencilico 56
2-Feniletanol 54
trans-g-Cariofileno 52

1.2.1. Emisién y regulacion de compuestos organicos volatiles

Los COV son almacenados y emitidos a través de las flores, frutos, hojas, tallo y raiz (Muller et
al., 1997; Steeghs et al., 2004). Las fragancias de las flores se sintetizan, principalmente, en la
capa epidérmica, predominantemente, en los pétalos, seguido de los estambres, polen y gineceo
(Flamini et al., 2003; Schuurink et al., 2006; van Schie et al., 2006). La emision ocurre

principalmente en los primeros estados de desarrollo de la flor, que puede ser maxima y
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caracteristica durante la antesis (expansion de las flores) y minima en su marchitamiento (Schade
et al., 2001; Schuurink et al., 2006; Watanabe et al., 2014).

Los factores que influyen en la biosintesis de COV pueden ser de tipo genético y bioquimico,
estos hacen que la emision sea altamente especifica y regida por el desarrollo de la planta
(Dudareva et al., 2004; Dudareva y Negre, 2005; Pefiuelas y Llusia, 2001). Los factores externos
como la humedad del suelo, la temperatura, disponibilidad de sustrato, luz y tasa de herbivoria
pueden inducir cambios significativos en los patrones de emisién de compuestos volatiles (De

Moraes et al., 2001; Gouinguene y Turlings, 2007; Pefiuelas y Llusia, 2001).

1.2.2. Técnica de microextraccion en fase solida y analisis por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas
La técnica de microextraccion en fase sélida (SPME) fue introducida por Arthur y Pawliszyn en
1990. Se basa en la extraccion y concentracion de analitos en un solo paso sobre un polimero que
recubre la fibra, para su posterior desorcion, separacion y analisis mediante cromatografia de gases
(Arthur y Pawliszyn, 1990). Existen tres formas de extraccion en SPME: el modo directo, cuando
la fibra se introduce en la muestra; el modo de espacio de cabeza (HS), cuando la fibra no hace
contacto directo sobre la muestra; y el modo con membrana protectora, la fibra es separada de la
muestra por una membrana selectiva, que permite solo el paso de analitos con bajo peso molecular.
Esta técnica se caracteriza por su simplicidad, no implica contacto directo con la muestra, la etapa
de extraccion es mas rapida y no requiere la utilizacion de solventes (Li et al., 2006; Stashenko y
Martinez, 2007).

Los principales parametros en la extraccion de COV por HS-SPME: el tipo de recubrimiento

de la fibra, su polaridad y grosor; la cantidad de la muestra, el tiempo de extraccion y adsorcion,
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volumen del espacio de cabeza y el tiempo de desorcion (Arthur y Pawliszyn, 1990; Stashenko et
al., 2004; Tholl et al., 2006).

La técnica de HS-SPME se fundamenta en la extraccion y adsorcion de los analitos de la
muestra por el recubrimiento polimérico de la fibra. El proceso inicia cuando la muestra esta dentro
del espacio de cabeza (recipiente), hasta que la matriz alcance el equilibrio termodinamico,
posteriormente, la fibra se introduce en el recipiente para realizar la adsorcion de los analitos a
temperatura determinada. Finalmente, la fibra con los analitos adsorbidos se lleva al puerto
inyector del cromatégrafo acoplado a un espectrometro de masas (Li et al., 2006; Ouyang et al,
2005; Shang et al., 2002).

Para su andlisis, la extraccion de COV de las flores se realiza generalmente de muestras cortadas
de las plantas, donde se obtienen grandes concentraciones de compuestos volatiles; una de las
limitaciones de esta forma de muestreo es que se pueden generar compuestos nuevos debido a las
heridas que sufre la planta, posiblemente, debido a su mecanismo de defensa. Para evitar esta
posible emision de compuestos, las extracciones se realizan de flores intactas (in vivo) (Montero
et al., 2016; Twidle et al., 2015).

La separacion e identificacion de compuestos volatiles se realiza mediante cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS), la cual se usa cominmente para el estudio de
las fragancias florales y otras matrices gaseosas, ya que presenta una buena separacion,
sensibilidad, y la capacidad de identificacion con base en espectros de masas, el proceso consiste
en la desorcion de los compuestos de la fibora SPME, la identificacion se realiza mediante
comparacion de los espectros de masas con los de las bases de datos (Adams; NIST y Wiley) y la
comparacion de los indices de retencion lineales (IRL) con los reportados en literatura

especializada (Bicchi et al., 2000; Shang et al., 2002; Stashenko et al., 2013).
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1.2.3. Emision de compuestos orgénicos volatiles en flores de Passiflora. Los componentes
de la fragancia de las flores de Passiflora solo se ha estudiado por Varassin et al. (2000) y Montero
et al. (2016), en el primer estudio mediante extraccion con disolvente se aislaron compuestos
volatiles de varias especies de Passiflora, siendo los alcoholes y benzenoides los compuestos méas
representativos en las plantas que fueron polinizadas por abejas y murciélagos (P. alata, P.
galbana, y P. mucronata), respecto a las plantas que fueron polinizadas por colibries (P. speciosa),
dejando claro que en las plantas con mayor emision de compuestos la interaccién se da
principalmente con animales de sentido olfativo agudo. En el segundo trabajo que fue realizado
por Montero et al. (2016), se estudiaron la composicion quimica de la fragancia floral de cinco
especies de Passiflora, incluyendo a P. edulis Sim, (cinco muestras de flores por cada especie),
utilizando la técnica de extraccion en espacio de cabeza dindmico (in vivo) y analisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometro de masas (D-HS/GC-MS), reportaron
mayoritariamente linalool, para P. alata; geraniol, para P. quadrangularis; benzaldehido, para P.
cincinnata; 2-metil-3-pentanona, para P. coccinea; para P. edulis se identificaron 24 compuestos
de la fragancia de las flores, destacandose del grupo de los benzenoides, el compuesto 1,4-
dimetoxibenceno fue el compuesto mayoritario (44,7%) (Montero et al., 2016).

En la Tabla 4, se muestra la informacion recopilada sobre los compuestos volatiles encontrados
en la fragancia de algunas especies de Passiflora, y que han sido reportados como atractivos para
himendpteros polinizadores en diferentes plantas, también se incluyen investigaciones de cambio
de comportamiento por la aplicacion de estimulos por compuestos flores en cebos o directamente

sobre las antenas cortadas y registradas por electroantenografia (GC-EAD).
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Tabla 4.

25

Compuestos volatiles de la fragancia floral de Passiflora encontrados por Montero et al. (2016),
y que son posibles atrayentes de visitantes florales (Hymenoptera) de diferentes especies de
plantas, y aquellos compuestos que generan respuesta en sus antenas.
Fuente de busqueda: Elsevier Scopus, no se especificd fecha limite de bldsqueda. Ecuacién de
busqueda: Title:-ABS (Compuesto x) AND FLOWER) AND HYMENOPTERA.

Fuente de emision de la
fragancia de floral

Compuestos

Hymenoptera

Referencias

Anacamptis coriophora R.
Chamorchis alpina R.

Cypripedium calceolus L.

Cyphomandra endopogon B.

(var. Endopogon)
Catasetum cernuum L.
Gongora bufonia L.
Gongora spp.

(23 especies)

Echium vulgare L.

Fragaria x ananassa D.

Medicago sativa L.

Mimulus lewisii P.
Monotropastrum humile D.
Salix spp.

Salix caprea L.

Salix fragilis L.

S. x rubens S.

Salix caprea L.

S. atrocinerea B.
Stanhopea insignis

Fragancia floral tipica de
plantas oleaginosas

1,4-Dimetoxibenceno®

Linalool?
p-Cariofileno®
Linalool*®

Alcohol bencilico*®
Ocimeno?

B-Ocimeno?

cis-Cinnamato de
metilo®

Alcohol bencilico®
trans-Isoeugenol®
Dimetoxibenceno®
Benzaldehido?
Linalool
B-Ocimeno
trans-Cariofileno
Alcohol bencilico
Benzaldehido®”
Ocimeno

Alcohol bencilico
trans-f-Ocimeno?
cis-p-Ocimeno?
B-Ocimeno®
Linalool®
1,4-Dimetoxibenceno®

1,4-Dimetoxibenceno®”

1,4-Dimetoxibenceno®
p-Cariofileno®
1,4-Dimetoxibenceno®

Alcohol bencilico®®

Linalool®
Alcohol bencilico®

Apis mellifera,
Bombus terrestres
Formica lemani

Lasioglossum spp.
Andrena spp.
Eufriesea convexad
E. elegans &
Eufriesea violacea &

Euglossine 3

Hoplitis adunca @

Osmia bicornis L.9

Apis melliferea
Bombus impatiens
Bombus diversus
Andrena vaga @
Apis mellifers
Pontania préxima?
Andrena vaga @
Eufriesea purpurata

Apis mellifera

Salzmann et al,
2007
Schiestl et al., 2012

Braunschmid et al.,
2017
Gracie, 1993

Nunes et al., 2016

Hetherington y
Ramirez, 2016

Filella et al., 2011

Klatt et al., 2013

Pecetti et al., 2002

Byers et al., 2014
Kubo et al., 2014
Burger et al., 2013
Jurgens et al., 2014
Kehl et al., 2010

Dotterl et al., 2005

Pansarin et al.,
2009

Wadhams et al.,
1994

a: Compuestos atrayentes de himendpteros.
b: Compuestos que produce respuesta en antenas de himendpteros (GC-EAD).
? 0 31 Himendptero hembra o macho que responde al compuesto.
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El estudio de la composicién de la fragancia de las flores de P. edulis f. flavicarpa (maracuya),
puede ser Util en la creacion de estrategias que permitan aumentar la frecuencia de visitas de sus
potenciales polinizares y, por lo tanto, aumentar la produccion de los frutos., En este trabajo se
identificaron y cuantificaron los visitantes florales (Hymenoptera) y los compuestos organicos
volatiles de la fragancia de las flores de P. edulis f. flavicarpa, en tres fases de la flor, por Gltimo,

se asocio el niumero de visitantes florales con los componentes de la fragancia del maracuya.
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2. Materiales Y Métodos

La investigacion se efectud el campus de la Universidad Industrial de Santander (UIS), durante los
afios 2015 y 2017. Los muestreos de los visitantes florales y de los componentes de la fragancia
floral de P. edulis f. flavicarpa se realizaron en un cultivo experimental de maracuya
(7°08°30.18N-73%07°03.91” O, 988 m.s.n.m.), durante el primer periodo de floracién (julio-
octubre, 2016); la identificacion de los visitantes se realizd en el Laboratorio de Entomologia
adscrito a la Escuela de Biologia, y la identificacion de los componentes de la fragancia floral en

Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas CROM-MASS, CENIVAM, UIS.

2.1. Establecimiento del cultivo experimental de P. edulis f. flavicarpa

Para el desarrollo de la investigacion, se instald un cultivo experimental de maracuya dentro del
campus de la universidad. El disefio del cultivo fue tipo espaldera sencilla (Jaramillo et al., 2008),
donde se dispuso de 39 plantas numeradas y distribuidas en siete filas (Figura 3A y 3B). Las 39
plantas se obtuvieron a partir de semillas germinadas en recipientes plasticos, estos contenian una
mezcla de abono y arena en la misma proporcion, posteriormente las plantulas se trasplantaron al
cultivo experimental, alli, el riego para cada plantula fue de uno o dos dias por semana (6:00 a 8:00
0 17:00 a 18:00). EI muestreo de visitantes florales o fragancia floral se suspendia durante las
lluvias. En el cultivo no se aplicaron plaguicidas, evitando afectar la interaccion entre los

Hymenoptera con las plantas.
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Figura 3. Cultivo experimental de P. edulis f. flavicarpa en el campus de la Universidad Industrial
de Santander. A. Disefio del cultivo tipo espaldera sencilla (Fotografia: Luis Romero, 2016); B.
Area limitada para realizar muestreos. Bucaramanga (Santander-Colombia).
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2.2. Las fases de la flor de P. edulis f. flavicarpa

Para la investigacion, se usaron tres fases florales de P. edulis f. flavicarpa con base en los cambios
morfoldgicos evidenciados y establecidos previamente por Angel et al. (2011), las fases de la flor
fueron “boton floral”, “flor abierta” y “flor senescente”.

Durante la fase del botdn las estructuras reproductivas estan totalmente cubiertas por el caliz, los
sépalos convergen hacia el eje de la flor tocandose solo por sus margenes y con un leve
desprendimiento, para el registro en esta fase solo se usaron flores que abrieron uno o dos dias
después, (Figura 4A); la fase de la flor abierta inicia con la apertura de la flor (antesis, 12:00 a
13:00), las estructuras reproductivas estan expuestas al medio, la flor abierta puede durar hasta 8
horas (Figura. 4B); durante la fase de la flor senescente, los pétalos y sépalos estan cerrados y
presentan sintomas de marchitamiento, para la investigacion solo se tuvo en cuenta las flores de

un dia después de la antesis (Figura 4C).

J. S . : \ » -

Figura 4. Fases de la flor de P. edulis f. flavicarpa asignadas para la investigacion: A. Boton floral,
B. Flor abierta; C. Flor senescente. Cultivo experimental de P. edulis f. flavicarpa. Fotografia:
Luis Romero, 2016. Bucaramanga (Santander-Colombia).

2.3. Seleccion de flores para el muestreo de visitantes florales (Hymenoptera)
La seleccion de las muestras florales se realizé de forma aleatoria dentro de un area limitada del

cultivo experimental. Dentro del area, se numeraron minimo cinco y maximo nueve muestras de
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flores en diferentes fases por dia de muestreo (17 dias de muestreos en total). Para la seleccion de
las muestras, se tuvo en cuenta el hecho de que debian visualizarse sin necesidad de realizar largos
desplazamientos, evitando el menor grado de interferencia con los visitantes florales. Se tomaron

79 muestras en fase de botdn floral; 57 muestras, de flor abierta y 35 muestras, en flor senescente.

2.4. Identificacion y cuantificacion de los visitantes en cada fase floral

La identificacion taxonémica de los visitantes florales se efectu6 con individuos capturados en las
muestras de flores seleccionadas. La captura se efectud de forma directa, y utilizando recipientes
plasticos, en horario de 12:00 a 17:00 (Figura 5); una vez capturados los individuos, se procedié a
colocar en alcohol diluido al 70%, para su conservacion. La identificacion y conservacion de los
individuos capturados se llevo a cabo en el Laboratorio de Entomologia; alli, se utilizd un
estereoscopio y claves taxonomicas para la identificacion de los himenopteros (Gonzélez y
Gonzalez, 2009; Nates, 1990; Nates y Fernandez, 1992), posteriormente se etiquetaron con el

nombre de la especie, la fecha, lugar de la captura y nombre del investigador.

Ir

Figura 5. Captura de los visitantes florales. A. Cultivo experiental de P. edulis f. flavicarpa; B.
Método de captura directa usando recipiente plastico (Fotografia: Luis Romero, 2016).
Bucaramanga (Santander-Colombia).
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La cuantificacion de los visitantes florales se realizé durante el primer periodo de floracion del
cultivo experimental (julio-octubre, 2016), y consistio en el conteo de individuos observados sobre
las flores seleccionadas, las observaciones se realizaron cada 20 min, entre las 12:00 y las 17:00
h; ya que es en este intervalo del dia es cuando sucede la antesis floral (12:00 y 15:00), ademas,
hay mayor actividad de los visitantes florales del maracuya, incluyendo las de los polinizadores,
segun Akamine y Girolami (1959), Hoffmann, 2000 y Kishore et al. (2010). No se hicieron
capturas de visitantes para la cuantificacion, debido a que se podia generar emisiones por la
manipulacién de las flores o por el corte en alguno de sus tejidos, por lo que se optd por hacer
observaciones directas evitando la menor interferencia con los visitantes florales. Durante el
experimento, se mantuvo una bitacora de campo, donde se registraban las fechas de los muestreos,
hora del registro, nimero de etiquetas de las muestras de flores, fase de la flor, especie de
himendptero y numero de individuos por especie (Anexo 1). Se registraron datos de temperatura,
humedad relativa, radiacion, e indice UV, en funcion de la hora del dia, datos proporcionados por
la Estacion Meteorologia adscrita a la Escuela de Ingenieria Civil de la UIS, ubicada dentro del

campus universitario.

2.5. Seleccion de las flores para extraccion de la fragancia

La seleccion de las flores de P. edulis f. flavicarpa para el muestreo de los analitos se realizé en
horas de la mafiana (8:00 a 9:00). En total se escogieron cinco flores en fase de botén floral en
distintos dias de muestreo (las cinco flores se muestrearon en el mes de octubre del afio 2016, los
dias fueron el 13, 18, 19 y el 20). Para la seleccion de las flores se tuvo en cuenta la presencia de
signos evidentes de antesis, como la separacién leve de los sépalos del eje de la flor, el facil acceso
a la muestra para instalacion del equipo de SPME, ademas, la flor no debia presentar signos de

deterioro o dafios por patégenos.
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2.6. Extraccion, identificacion y cuantificacion de los componentes de la fragancia de flores
en diferentes fases

La extraccion de los COV se realizd, usando microextraccion en fase solida en espacio de cabeza
(HS-SPME). El proceso se llevé a cabo directamente en la muestra floral, con el fin de reducir las
alteraciones en las emisiones por el corte de tejido vegetal (Twidle et al., 2015; Montero et al.,
2016).

Para la extraccion de los COV se emple6 una fibra para SPME compuesta de Carboxen/Poli
(dimetil) siloxano (CAR/PDMS) de 85 um de grosor, un recipiente de acrilico de 10 x 10 x 10 cm
(espacio de cabeza), con orificio para insertar la fibra del dispositivo SPME Yy sistema de bisagra
para abrir y cerrar. El recipiente se limpio con iso-propanol y se purgd con nitrégeno gaseoso antes
de cada muestreo, se realizaron blancos de la fibra y del recipiente, que consistian en introducir la
fibra en el recipiente durante 30 min, para su posterior desorcion en el equipo de cromatografia

(Figura 6).

Blancos de la fibra y del recipiente Equipo de cromatografia de gases
(30 min). acoplado a espectrometro de masas.

Fibra para SPME  Recipiente
(espacio de cabeza)

Figura 6. Blancos de la fibra (CAR/PDMS) y del recipiente de acrilico. Equipo para el analisis de
los COV: Cromatografo de gases: Agilent Technologies GC 7890 (Palo alto, CA, EE.UU.),
detector selectivo de masas: Agilent Technologies 5973C (lonizacidn por impacto de electrones,
70 eV). Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas CROM-MASS, CENIVAM,
UIS-Bucaramanga-Santander. Fotografias: Luis Romero, 2016.
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Antes de las extracciones de los COV en las diferentes fases de la flor, se expuso la fibra SPME al
undecanoato de metilo durante 20 s (21 °C), que se usd como estandar interno (ISTD), posterior a
esto, se llevo la fibra SPME con el estandar interno adsorbido al cultivo experimental.

La muestra seleccionada previamente (en fase botdn floral) en el sitio del cultivo, se encerré en el
recipiente de acrilico, evitando dafios en el tejido vegetal. Se permiti6 un pre-equilibrio de 10 min.
Se registraron la temperatura de la flor y la temperatura ambiente. Posteriormente, se expuso la
fibra de SPME, para extraer los volatiles de la fragancia de la muestra durante 30 min. Después,
la fibra se retird y se llevé al laboratorio para el analisis por GC-MS, dejando instalado el montaje
para las siguientes extracciones que se realizaron en la flor abierta (antesis, dos horas y media
después de la antesis, y cinco horas después de la antesis), y en la fase de flor senescente (esta
ualtima extraccion, se hizo la mafana del siguiente dia). En todo el estudio, se realizaron 25
extracciones (Tabla 5). En la Figura 7, se muestra el montaje y el proceso de las extracciones en

las distintas fases de las flores, siguiendo lo descrito por Stashenko et al. (2013).

Tabla 5.
Hora del dia en la que iniciaron las extracciones de los COV de las flores en distintas fases
florales.

Hora y fase floral de cada extraccion

Flor abierta
Muestra Botdn floral Antesis 2% h 5h F. senescente”
Flor 1 10:50 12:55 15:30 18:00 08:30
Flor 2 10:30 13:28 16:00 18:30 08:40
Flor 3 10:50 13:40 16:10 18:40 09:20
Flor 4 11:00 13:07 15:40 18:10 09:40
Flor 5 11:30 13:25 16:40 18:00 10:00

Intervalos de horas 10:30-11:30 12:55-13:40 15:30-16:40 18:00-18:40  8:30 a 10:00
* Extracciones en la fase senescente realizadas la mafiana del dia siguiente a la antesis.
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Figura 7. Montaje para la extraccion de COV en las diferentes fases de la flor, SPME in vivo, (n=5). Cultivo experimental de P.

edulis f. flavicarpa (Universidad Industrial de Santander- Colombia). Fotografia: Luis Romero, 2016.
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El anélisis de los COV se realizé en el Centro de Cromatografia y Espectrometria de Masas
(CROM-MASS), adscrito a la Escuela de Quimica, siguiendo lo descrito por Stashenko et al.,
(2013).

La fibra de SPME con los COV vy el estandar interno, se desorbi6 en el puerto de inyeccién de
un cromatografo de gases acoplado con un detector selectivo de masas [Agilent Technologies GC
7890 (Palo alto, CA, EE.UU.), detector selectivo de masas Agilent Technologies 5973C
(lonizacién por impacto de electrones, 70 eV)], con inyector split/splitless, operado en modo
splitless, a 250 °C, se uso helio (99,9995%, fabricante: Linde, Bucaramanga, Colombia) como gas
de arrastre, con velocidad lineal de 27 cm s; sistema de datos-DA G1701 MS-ChemStation HP
MS, que incluia bibliotecas espectrales de Wiley, NIST y Adams; la desorcion en el puerto de
inyeccion se efectud durante 10 min; se uso una columna capilar DB-WAX (J & W Scientific
Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm d.i. con recubrimiento de poli (etilenglicol) (PEG) de
0,25 um; la temperatura del horno se programé desde 50 °C (5 min) hasta 150 °C (2 min) a5 °C /
min, luego, hasta 230 °C (10 min) a 5 °C / min; temperatura de la cAmara de ionizacién fue de 230
°C; temperatura de la linea de transferencia de 230 °C; energia de electrones: 70 eV. Rango de
masas: m/z 30-400. Se usaron estos parametros operacionales para el analisis, segun lo descrito
por Stashenko y Martinez (2007) y Stashenko et al. (2013).

La identificacion tentativa de los diferentes compuestos se realiz6 comparando sus espectros de
masas con los de las bases de datos (Adams; NIST y Wiley), y comparando sus indices de retencion
lineales (IRL), que determinan la retencidén de un compuesto comparandolo con los tiempos de
retencion de n-alcanos analizados bajo las mismas condiciones operacionales (Van de Dool y

Kratz, 1963), utilizando la Ecuacion 1.
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. tpx -t
Indice de retencion lineal, IRL= 100+100 RX "~ Rn
tRN - trRn

Ecuacion 1

Donde:
e n: Numero de a&tomos de carbono en el n-alcano, que eluye antes del analito x.

N: Numero de &tomos de carbono en el N-alcano, que eluye después del analito x.

e trx: Tiempo de retencion del analito x.
e trn: Tiempo de retencion de n-alcano.

e trn: Tiempo de retencion de N-alcano.

2.7. Analisis de los datos
Se realizo anélisis descriptivo de los dos grupos de variables (Visitantes florales y componentes
de la fragancia de P. edulis f. flavicarpa). Se evaluo si los datos presentan distribucion normal, u
homogeneidad de varianza, mediante la prueba Kolmogoroff-Smirnov y prueba Levene,
respectivamente (Anexo 2). Posteriormente se evalud si el nimero de visitantes florales difirio,
significativamente, respecto a la fase de la flor mediante la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis

Se calculd el coeficiente de variacion del area total relativa al estandar interno de los
compuestos en los cromatogramas en cada fase floral. Para determinar si hay una relacion entre la
frecuencia de los visitantes florales y la concentracion de los componentes de la fragancia
producidos por las flores de la planta del maracuya, se estimd el coeficiente de correlacion de
Spearman. El esquema general del analisis de datos se muestra en la Figura 8. Las pruebas de
Kruskal Wallis, Kolmogoroff-Smirnov, Levene y correlacion de Spearman se realizaron mediante

el software libre RStudio (Licencia de cddigo abierto, version 1.1.423 Windows).
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[ Analisis de datos ]

[ Visitantes florares (Hymenoptera) ] [ Componentes de fragancia floral ]
—»[ Analisis descriptivo ]‘7
[ Prueba de Kruskal Wallis ] [ Coeficiente de variacion ]

[ Coeficiente correlacion de Spearman ]

Figura 8. Esquema general del analisis estadistico que se realizo en el presente estudio.

El coeficiente de correlacion de Spearman, entre los componentes de la fragancia floral y los
visitantes florales, se calculd, Unicamente, con datos tomados en las flores abiertas (antesis, dos
horas y media después de la antesis, y cinco horas después de la antesis). Los valores de los
componentes de la fragancia floral utilizados para la correlacidn, se tomaron del area total relativa
de los COV de los cromatogramas obtenidos en las cinco flores muestreadas (15 cromatogramas
en total). EI nimero de visitantes florales que se utilizé para correlacionar con los valores de los
cromatogramas, se obtuvo a partir de la sumatoria de individuos registrados en grupos de cinco
flores, sin embargo, los grupos se formaron a partir de 25 flores. En la Figura 9 se muestra el
esquema general para el tratamiento de datos para el calculo del coeficiente de correlacion de

Spearman.
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Figura 9. Esquema general de tratamiento de datos para el calculo del coeficiente de correlacion
de Spearman. Cinco flores para el muestreo de los componentes de la fragancia floral y 25 flores
divididas en grupos de cinco flores en las tres etapas de la flor abierta (antesis, dos horas y media
después de la antesis y cinco horas después de la antesis).
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3. Resultados

3.1. Visitantes florales de Passiflora edulis f. flavicarpa

En las muestras de flores en diferentes fases, se identificaron visitantes florales del orden
Hymenoptera, Trigona angustula Illiger (Superfamilia: Apoidea, famila: Apidea), Trigona
hyalinata Lepeletier, Trigona fulviventris Guérin-Méneville, e individuos de género Xylocopa sp.
(una morfoespecie, identificacion no especifica). La especie T. angustula (89.6%) obtuvo el mayor
porcentaje del nimero de visitantes observados (Figura 10A), seguida de Xylocopa sp. (7.8%,
Figura 10B). Las especies T. hyalinata y T. fulviventris se asignaron como visitantes ocasionales,
ya que obtuvieron menos del 3% de los registros entre las dos especies (1.8% y 1.0%,
respectivamente), ademas, el tiempo de permanencia sobre las flores fue muy corto (Figuras 10C
y 10D), contrario a Xylocopa sp., que permanecian mas tiempo en las flores alimentandose de

néctar.

A. Orden: Hymenoptera; Familia: Apidae; Tribu: Meliponini; Especie: Trigona angustula,
89.6%

1.5mm
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B. Orden: Hymenoptera; Familia: Apidae; Tribu: Xylocopini; Género: Xylocopa sp.,
7.7%

10 mm

C. Orden: Hymenoptera; Familia: Apidae; Tribu: Meliponini; Especie: Trigona hyalinata,
1.8%

5mm
D. Orden: Hymenoptera; Familia: Apidae; Tribu: Meliponini; Especie: Trigona fulviventris,
1.0 %.

Figura 10. Visitantes florales (Hymenoptera) de P. edulis f. flavicarpa y porcentaje del namero
de visitantes. A. T. angustula, B. Xylocopa sp., C. T. Hyalinata, C. T. fulviventris. Fotografia:
Elson Meneses Pelayo-Luis Romero, 2017. Bucaramanga- Santander (Colombia).
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3.2. Visitantes en diferentes fases de la flor

El porcentaje de visitantes observados respecto a las diferentes fases de la flor, se muestra en la
Tabla 6; el porcentaje se calculd con el nimero de individuos observados en las flores
seleccionadas en diferentes fases (registros cada 20 min, 17 dias de muestreos, 1034 registros de
visitantes florales). Se observo el mayor porcentaje de T. angustula en flores abiertas (85.01%);
mientras que los visitantes de Xylocopa sp. solo se observaron en flores abiertas (7.8%); T.
hyalinata y T. fulviventris se registraron ocasionalmente en las diferentes fases de la flor de

maracuya (el porcentaje de visita de estas dos especies fue menor al 3%).

Tabla 6.
Porcentaje de visitantes florales en las diferentes fases de la flor de P. edulis f. flavicarpa.

Porcentaje de visitantes observados en las diferentes fases de la flor, %

Especie Boton floral Flor abierta Flor senescente Total
T. angustula 2.7 85.0 1.8 89.6
T. hyalinata 0 1.6 0.2 1.8
T. fulviventris 0.7 0.3 0 1.0
Xylocopa sp. 0 7.7 0 7.7

El nGmero de visitantes en las diferentes fases de la flor se muestra en la Figura 13. En el 75%
de las observaciones, se registraron de uno a tres individuos de T. angustula en la fase de flor
abierta, mientras que en un 25% de las observaciones, se contaron de cuatro a nueve visitantes de
esta especie. La prueba de Kruskal Wallis, con un nivel de significancia del 0.05, determiné que
el nimero de visitantes observados de T. angustula difiere entre las fases de la flor (P. valor= 2.2e-
16, Chi-cuadrado 50.183, gl=2). Xylocopa sp. visitd exclusivamente las flores abiertas, por lo

tanto, se descarto la prueba de Kruskal Wallis; la especie T. hyalinata se observé en flores abiertas
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y flores senescentes, mientras que T. fulviventris se registrd en botones florales y flores abiertas,

estas dos especies siempre se registraron de a un solo individuo por observacion (Figura 11).

Hymenoptera
10 T. angustula
T. hyalinata
® T fulviventris
® vlocopa p.

[o+]
N

Cuartiles

7 0.75
0.50
6 0.25

Nimero de visitantes por observacon
on
-

- E_;L

_ = -c-
1 ‘f.‘ ff A

Boton floral Flor abierta Flor senes cente
Fase de la flor

Figura 11. Numero de visitantes florales observados en flores en diferentes fases (n: 35 muestras
en la fase de botdn floral; 57, en flor abierta y 35, en flor senescente).

3.3. Antesis floral y visitantes florales durante el dia (12:00-17:00)

La fase de antesis (apertura floral) ocurrio a distintas horas del dia como se muestra en la Figura
12. Se registraron los mayores porcentajes de flores en antesis a las 12:40, 13:00 y 13:20 (24, 26
y 18%, respectivamente); mientras que los mayores porcentajes de visitantes florales de T
angustula ocurrieron entre las 13:20 y las 14:00, este intervalo se asignd como las horas del dia de
mayor actividad de visitas de esta especie, donde se pudo registrar hasta nueve visitantes por
observacion, pero generalmente fueron tres visitantes por observacion (Figura 13). A partir de las
16:20 horas no se observaron visitantes de esta especie. Estas pequefias abejas realizaron forrajeo
del polen en las flores, y mantuvieron un comportamiento de defensa en contra de los otros

visitantes. Los porcentajes de visitas de Xylocopa sp., T. hyalinata y T. fulviventris no mostraron



43
VISITANTES FLORALES Y FRAGANCIA FLORAL

tendencia a ocurrir en un intervalo de hora particular del dia; estas abejas se alimentaron del néctar
y, en el caso especifico de T. hyalinata, también realiz6 actividades de forrajeo del polen,
posiblemente, los pocos registros de estas tres especies se deben a la presencia dominante de T.

angustula (observacion personal).

” Hymenoptera
27 T. angustula
T. hyalinata
18 24 B T fuviventris
B viocopa sp.
”
] ©w
21 -
g 15 E Flores
= ] Antesis
" 18 =
o -
L
ER o
= 15 &
B g
89 123
o @
2 2
= g 8
g6 8
8 . B
=9} b oy
3
3
0 REIN DRISSRRIERNIN BEN | I = B 0L 0 . . )
12:0012:20 12:40 13:0013:20 13:4014:00 14:20 14:40 15:00 15:20 15:40 16:00 16:20 16:40
Hora del dia

Figura 12. Porcentaje de flores en antesis (barras transltcidas) y porcentaje de abejas visitantes
(barras amarillas) en funcion de la hora del dia (n flores: 53, 17 dias de muestreo, n visitantes
florales registrados en las flores abiertas: 978).

Hymenoptera
T. angushia
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12:20 12:40 13:00 13:20 13:40 14:00 14:20 14:40 15:00 15:20 15:40 16:00 16:20 16:40

Hora del dia

Figura 13. Individuos de la especie T. angustula registrados por observacion en funcion de la hora
del dia (17 dias de muestreo).



44
VISITANTES FLORALES Y FRAGANCIA FLORAL

3.5. Componentes de la fragancia de flores en diferentes fases
Se registraron 39 compuestos orgénicos volatiles en la fragancia de las flores de P. edulis f.
flavicarpa (> 0,1%), de los cuales, 30 se identificaron tentativamente con base en sus espectros de
masas e indices de retencion lineales y nueve se asignaron como no identificados (N.I.).
El nimero y la cantidad relativa de compuestos en la flor abierta fueron mayores respecto a los de
las flores en las fases de boton y senescente. En las flores abiertas, la emision de compuestos fue
mayor durante la antesis, y disminuy6 dos horas y media, y cinco horas, después de la antesis. En
la Tabla 7, se muestran los COV encontrados junto con los valores de los indices de retencion
lineales calculados y los reportados en la literatura; ademas, se reporta el contenido promedio
relativo del compuesto al estandar interno (ISTD) para cada fase floral. La composicion tipica de
la fragancia en las flores en las diferentes fases, se muestra en los cromatogramas de la Figura 14.
Los valores del coeficiente de variacion de la composicion de la fragancia floral en las cinco
muestras de flores en cada fase floral, mostraron alta variacion (boton floral: 16.0%, flor abierta
en antesis: 85.2%, flor abierta a dos y media horas después de la antesis: 30.8%, flor abierta a cinco
horas después de la antesis: 49.3% y flor senescente: 25.5%).
Los compuestos mayoritarios en la fragancia de las flores fueron el 1,4-dimetoxibenceno y el
pentadecano, varios compuestos presentaron cantidad relativamente baja o solo se encontraron en

una sola muestra de flor (Tabla 7 y Figura 15).
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Tabla 7.

indices de retencion lineales y composicion de COV en la fragancia de cinco flores de P. edulis f. flavicarpa en sus diferentes fases
florales [promedio de la C.R. con respecto al ISTD (media, £+ SD, superindices: numero de veces que se registré el COV)].

. Flor abierta
Boton Flor
N° Compuesto IRL®®  IRL'™ Hloral Antesis 272N oh senescente Referencia IRL'
después  después
1 trans-5-Ocimeno 1237 1250 0.09°+0.07 0.06°+0.03 0.04*+0.02 0.08°+0.03  0.07°+0.00  Babushok et al., 2011
2 Tridecano, Ci3 1300 1300 0.032+0.02 Chung et al., 1993
3 2,6-Dimetil-2,4,6-octatrieno 1380 1392 0.03! Davies, 1990
4 Tetradecano, Ci4 1400 1400 0.26°+0.08  0.08°+0.03  0.03%+0.02 Chung et al., 1993
5  Benzaldehido 1502 1518 0.02! 0,022+0.01 0.02! Babushok et al., 2011
6 Pentadecano, Cis 1500 1500 0.01* 2.713#1.28 1.013+0.52 0.35°+0.13  0.15°#0.05 Chung et al., 1993
7 N.I(P.M.182) 1518 0.04%+0.03 0.011
8 1-Trideceno 1522 0.0
9 Linalool 1525 1543 0.023+0.01 0.03°+0.01 0.042+0.01 Babushok et al., 2011
10 trans-p-Cariofileno 1596 1598 0.012+0.01 Babushok et al., 2011
11  Hexadecano, Cie 1600 1600 0.03°+0.01  0.02%2+0.01 0.01* Chung et al., 1993
12 Hexadeceno (Isémero) 1617 0.18%+0.07  0.04%+0.02 0.02!
13 Hexadeceno (Isébmero) 1620 0.022+0,01
14 N.I. Ci5H220 (P.M. 222) 1652 0.06°+0.03  0.02%+0.00
15  N.I. CisHz20 (P.M. 222) 1658 0.04%+0.02  0.01
Undecanoato de metilo (ISTD) 1688
16  Heptadecano, Cy7 1700 1700 0.09°+0,05 0.04°%+0.03 0.03%+0.00 0.03?#0.02 Chung et al., 1993
17  8-Heptadeceno 1713 1712 0.062+0.02  0.03°+0.02 Havlik et al., 2006

18  1,4-Dimetoxibenceno 1724 1728 0.02* 3.935+3,20 3.05°+1.66 1.225+1.37 0.032£0.00 Babushok et al., 2011
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Continuacién de la Tabla 7.

46

N°  Compuesto IRL*®  |RL'™ 'zgtrc;? Antesis dg slp/zugs 46 fphués Sen';grente Referencia (IRLit)
19  Heptadecadieno (Isémero) 1758 1.72°+0.75 0.29°+0.15 0.07°+0.04 0.01*

20 Heptadecadieno (Isémero) 1764 0.012+0.00

21  Heptadecadieno (Isémero) 1767 0.01*

22 N.I. (P.M 234) 1807 0.01!

23 3,5-Dimetoxitolueno 1825 1838 0.032+0.02 Lee et al., 2005

24 Heptadecadieno (Isémero) 1842 0.03%+0.01 0.01! 0.03!

25  Alcohol bencilico 1847 1865 0.19°+0.06  0.23°+0.09 0.18%+0.08 Babushok et al., 2011
26  Heptadecadieno (Isémero) 1885 0.012+0.00 0.01*

27  Metileugenol 1987 2006 0.082+0.09 Babushok et al., 2011
28  4-Metoxibenzaldehido 2006 2011 0.012+0.01 0.0t Nagarajan et al., 2001
29  2-Metoxibenzoato de metilo 2043 2032 0.01* Meekijjaroenroj et al., 2007
30 Cinnamato de metilo 2057 2056 0.08°+0.06  0.05*+0.03  0.04?+0.00 Rychlik, 1998

31 N.I'(P.M 234) 2063 0.02'+0.00

32 p-Anisato de metilo 2071 2071 0.01* Vinogradov, 2004

33 1,3,5-Trimetoxibenceno 2120 2150 0.35! 0.07* 0.10* Brophy, 2004

34 N.I. CisHzs0 (P.M. 222) 2123 0.03%+0.03

35 N.I. (P.M. 164) 2135 0.33+051 0.02%+0.02

36  Alcohol 4-metoxibencilico 2246 2268 0.03*+0.03  0,02°+0.01 0.02! Babushok et al., 2011
37 N.I (P.M. 198) 2297 0.02t

38  Isoeugenol 2315 2304 0.02! Kawakami, 1991

39 N.L 2357 0.013+0.0

C.R: Cantidad relativa, ISTD: Estandar interno, N.I: Compuestos no identificado. P.M.: Peso molecular. IRL®®: indices de retencién lineales experimentales,

IRL"": indices de retencion lineales reportados en literatura. Columna DB-WAX de 60 m.
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Figura 14. Perfiles cromatograficos tipicos de los COV encontrados en la fragancia de las flores
en diferentes fases. A. Boton floral, B. Flor abierta en antesis, C. Flor abierta dos y media horas
después de la antesis, D. Flor abierta cinco horas después de la antesis, E. Flor senescente.
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Durante el boton floral, se detectaron pocos compuestos y en baja cantidad relativa respecto al
compuesto estadndar interno (ISTD), siendo el compuesto trans-f-ocimeno el mas intenso (Figura
15A). En las diferentes etapas de la flor abierta (antesis, dos horas y media después de la antesis,
y cinco horas después de la antesis) se registraron diferentes compuestos y no todos se registraron
en las cinco flores de cada etapa. Durante la antesis solo se registraron los comopuestos 1,4-
dimetoxibenceno, alcohol bencilico y cinnamato de metilo en la fragancia de las cinco flores
(Figura 15B); dos horas y media después se registraron solo los dos primeros compuestos (Figura
15C); mientras que en la fragancia de las flores después de cinco horas, solo se registro el
compuesto 1,4-dimetoxibenceno en las cinco flores (Figura 15D). En la senescencia de las flores,
el nimero y la cantidad de compuestos disminuyé notablemente con respecto a la flor abierta; en
algunas flores, se encontro el pentadecano mayoritariamente y, en menor cantidad, los compuestos

trans-$-ocimeno, heptadecano, 8-heptadeceno, 1,4-dimetoxibenceno (Figura 15E).
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Figura 15. Compuestos organicos volatiles identificados y cuantificados en la fragancia de las
cinco flores en diferentes fases (P. edulis f. flavicarpa). Los compuestos 1,4-dimetoxibenceno
(18), alcohol bencilico (25) y cinnamato de metilo (30), se detectaron en las cinco flores de una
etapa en particular. R.C: Cantidad relativa con respecto al ISTD, CV: Valor del coeficiente de
variacion. El nimero de los compuestos corresponde al de la Tabla 7.
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3.5. Registros de las variables ambientales durante los muestreos

Los resultados de las variables ambientales registradas por la estacién meteoroldgica (adscrita a la
Escuela de Ingenieria Civil UIS) durante el muestreo de los visitantes florales se muestran en la
Figura 16, el valor promedio de temperatura durante el intervalo de mayor actividad de T.
angustula fue de 28 °C, de la radiacion del 65%, del indice UV de 7.5 y de la humedad relativa de

63%.
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Figura 16. Variables ambientales registradas durante el experimento (Datos registrados los dias
7, 8,9, 16, 18, 19, 21, 23, 25, 26, 27 del mes de julio, y los dias 8, 9, 10, 11, 12, 13 de agosto del
afio 2016

3.6. Visitantes florales asociados a los componentes de la fragancia floral de P. edulis f
flavicarpa

El nimero de visitantes de la especie T. angustula (especie mas frecuente) y los componentes de
la fragancia de las flores de P. edulis f. flavicarpa en las diferentes fases de la flor se muestran en
la Figura 17. Se observa, que el niUmero de visitantes y el area cromatografica total relativa de

componentes de la fragancia floral varié dependiendo de la fase de la flor. Durante la antesis, se
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registr6 mayor actividad de visitantes y mayor emision de compuestos; dos horas y media después
de la antesis, el nimero de visitantes y emision de compuestos disminuyo; cinco horas después de
la antesis, no se observaron visitantes florales y la emision de compuestos fue menor. Durante las
fases de boton floral y de la flor senescente, el nimero de visitantes es bajo, al igual que la emision

de compuestos volatiles (Figura 17).
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de la antesis antesis

Figura 17. Promedio de la cantidad relativa de componentes de la fragancia floral (COV) y
promedio de los visitantes florales (T. angustula) en las diferentes fases de la flor de P. edulis f.
flavicarpa.

El coeficiente de correlacion de Spearman calculado entre el nimero visitantes de T. angustula
y el area total relativa de compuestos de la fragancia de las flores abiertas confirma la relacion

positiva entre variables (Rs: 0.68, P-valor: 0.0065).
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4. Discusion

Durante la investigacidn, se observo frecuentemente a la especie Trigona angustula sobre las flores
abiertas de P. edulis f. flavicarpa, realizando generalmente actividad de forrajeo de polen, trabajo
frecuente de las abejas pequefias sin aguijon del género Trigona (Ramalho., al et 1994), que se
consideran visitantes generalistas de las flores (Callen et al., 1990) y polinizadores importantes de
las regiones tropicales y subtropicales (Crane, 1992). Autores han informado que especies de la
tribu Meliponini pueden ocasionar disminucion en la polinizacion en los cultivos de maracuya,
debido al alto robo del polen, el cual no llega a estar disponible para ser transportado a otra flor
por Xylocopa sp. (Junqueira et al. 2013, Siqueira et al. 2009).

La actividad de vuelo de especies de genero Trigona puede ser afectada por varios factores.
Segun lo reportan Timothy et al., (1993), T. carbonaria Smith, es afectada por la temperatura y la
radiacion, registrando mayor actividad de vuelo a temperatura superiores a 18 °C vy radiacion
mayor de 15 W. En el experimento, los promedios de temperatura y el de radiacion, se mantuvieron
en los valores apropiados para la actividad de vuelo de estas abejas pequefias (superiores a 18 °C
y 15 W). La disminucion en el promedio de visitas después de la 16:20 puede ser debido a que el
vuelo de los insectos es energéticamente costoso y solo se puede mantener dentro de un rango de
temperatura torécica definido, en A. mellifera se ha mostrado las tasas metabolicas de vuelo
disminuyen a temperaturas del torax altas (Norgate et al., 2002),

El numero de visitantes de Xylocopa sp. durante la investigacion estuvo entre uno y dos
visitantes por flor, considerandose este valor bajo, segun lo publicado por Arias (2014) y Da Silva
et al. (1999), quienes registraron hasta ocho visitantes por flor durante el periodo de antesis. La

poca frecuencia de Xylocopa sp., deberse a la presencia de individuos T. angustula (se observd
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comportamiento de defensa por las flores), urbanizacion de la zona, o factores climaticos, como
las altas temperaturas y radiacion. Segun Da Silva et al. (1999), la recoleccion del néctar y el polen
de estas abejas grandes son afectadas por las altas temperaturas y humedades relativas, ellos
reportaron el nimero maximo de visitas a temperaturas promedio de 26 °C y 55% de humedad
relativa (14:00 a 15:00). En el presente estudio, la temperatura promedio y la humedad relativa en
este intervalo de tiempo fue de 28 °C y 65%, respectivamente. No se descarta que la temporada de
lluvia pudo afectar las vistas de Xylocopa sp durante la investigacion, como lo evidenciaron
Gonzélez y Gonzalez (2009) en Caqueta (Colombia), donde observaron que el nimero de crias
(lavas y pupas) y adultos en los nidos de Xylocopa lachnea fue menor en el mes de julio (2006),
comparando con el mes de diciembre del (2008), diferencia atribuida a la época de lluvia.

La gran mayoria de los compuestos identificados en la fragancia de las flores de P. eduli f.
flavicarpa también se encuentrado como componentes de las fragancias florales en diversas
familias de angiospermas (Chang y Kim; 2009, Knudsen, et al., 2006; Li et al., 2012 y
Hetherington y Ramirez, 2016), excepto el 2,6 dimetil-2,4,6-octratieno, que ha sido reportado en
la fragancia de frutas de Myrica rubra Sieb (Cheng et al., 2015) y en la corteza de la planta
medicinal Cunninghamia lanceolata (Peng et al., 2010), y el 6,8-heptadecadieno, sobre el cual no
se encontrd informacidn en la base de datos Scopus Elsevier, ni tampoco en The Pherobase (fecha
de busqueda: 09/12/2017).

La fragancia floral de algunas especies de Pasiflora ya ha sido estudiada previamente, por
ejemplo, Varassin et al. (2000) obtuvieron COV de las flores de P. alata, P. galbana, P. mucronata
y P. speciosa, reportando variacion interespecifica en la composicion de la fragancia floral,
también reportaron que la fragancia intensa de las flores (P. alata, P. galbana y P. mucronata)

estaba constituida por mezclas de varios compuestos, mientras que las flores con fragancia que no
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se podia percibir por el olfato (P. speciosa), estaba constituida por solo un compuesto, estos autores
concluyeron que la polinizacion de las flores con fragancia intensa es realizada por las abejas y los
murciélagos (familias Apidea y Euglossinae), guiados por la fragancia, mientras que la
polinizacion de las flores con baja emisidn es realizada por colibries, que son guiados por el color
de las flores, y no por el olor. Otro trabajo en Passiflora fue realizado por Montero et al. (2016),
quienes identificaron la fragancia floral de P. alata; P. quadrangularis; P. cincinnata; P. coccinea;
y P. edulis, y encontraron variedad intraespecifica en la composicion de COV; se resalta que P.
edulis se identificaron 24 compuestos, siendo el 1,4-dimetoxibenceno el compuesto mayoritario,
al igual que el presente trabajo. En la Tabla 8 se muestran los COV reportados por Varassin et al.
(2000) y Montero et al. (2016) y que fueron también encontrados en fragancia floral en P. edulis
f. flavicarpa. La variacion en la composicion de COV intraespecifica e interespecifica puede ser
debido factores genéticos o ambientales (De Moraes et al., 2001; Dudareva et al., 2004;
Gouinguene y Turlings, 2007; Pefiuelas y Llusia, 2001).

Varios estudios han relacionado los compuestos volatiles encontrados en la fragancia de las
flores de maracuya como sefiales esenciales para atraer polinizadores en diferentes plantas. Por
ejemplo, Détterl et al. (2005) mediante bioensayos electroantenograficos mostraron que abejas
hembras de la especie Andrena vaga Panzer, respondian con mayor intensidad al compuesto 1,4-
dimethoxibenceno (compuesto mayoritario de la fragancia floral del maracuya), que prevalecia
entre los compuestos de la fragancia floral de Salix caprea y S. atroconerea (Salicaceae).
Asimismo, Jirgens et al. (2014) mostraron que los cambios en la emision de compuestos florales
de S. caprea durante el dia y la noche atraian a diferentes tipos de visitantes florales (abejas y
polillas, respectivamente); igualmente, con bioensayos electroantenograficos determinaron que

Apis mellifera respondia diferencialmente al 1,4-dimethoxibenceno. Uno de los ejemplos mas
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llamativos de interaccion entre planta e insecto involucra a las orquideas de las subtribus
Stanhopeinae y Catasetinae (Orchidaceae), que se polinizan exclusivamente por abejas macho de
la tribu Euglussine (Neotropicales), que son atraidos por la fragancia floral, constituida
principalmente por 1,4-dimethoxibenceno, alcohol bencilico, cinnamato de metilo y linalool
(Williams y Whitten, 1983), compuestos que también se encontraron en la fragancia de las flores
del maracuyd. Los compuestos pentadecano, 1,4-dimetoxibenceno, (E)-ocimeno y linalool
también se encontraron en las fragancias de flores de palmas en Ecuador y Puerto Rico, que son
polinizadas principalmente por escarabajos (Coledptera), moscas (Diptera) y abejas
(Hymenoptera) (Knudsen et al., 2001), por lo tanto, no se descarta que el pentadecano encontrado
en gran cantidad (relativa al ISTD) en las flores de maracuya esté asociado a la atraccion de otros
grupos insectos visitantes.

En este estudio, no se descarta la influencia de los componentes de la fragancia de las flores de
maracuya en la atraccion Xylocopa sp. debido a que en repetidas ocasiones se observo que estas
abejas podian localizar flores ocultas entre las hojas, ademas, las visitas de estas abejas se dieron
exclusivamente en las flores abiertas, cuando la emision de la fragancia fue mayor respecto a la
fase boton floral y flor senescente.

Los resultados de este trabajo generan nuevas preguntas de investigacion, por ejemplo, la
relacion de los compuestos como el 1,4-dimethoxibenceno, alcohol bencilico y cinnamato de
metilo comunes en la fragancia floral del maracuya, en la atraccion de las abejas de la especie T.
angustula y Xylocopa sp., ya que los polinizadores no siempre detectan eficazmente los
compuestos aromaticos dominantes de las plantas (Fraser et al., 2003). Por lo tanto. Se sugieren

los bioensayos electroantenogréaficos, la utilizacion de tineles de viento, o el uso de cebos
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impregnados de compuestos individuales o la mezcla de algunos, para confirmar la respuesta de

los visitantes florales a la fragancia floral de P. edulis f. flavicarpa.

Tabla 8.
Compuestos organicos volatiles encontrados por Varassin et al. (2000)!y Montero et al. (2016)?
y también encontrados en P. edulis f. flavicarpa.

Compuestos volatiles de la fragancia floral de P. edulis f. flavicarpa

Passiflora 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
P. alata’ X

P. galbana® X

P. mucronata?! X X X X X X X X

P. speciosa’

P. alata? X X X X

P. quadrangularis? X X X X

P. cincinnata? X X X

P. coccinea? X X X

P. edulis? X X X X X X X

1. tridecano, 2. Tetradecano, 3. Pentadecano, 4. Hexadecano, 5. Heptadecano, 6. Linalool, 7. Alcohol 4-
metoxibencilico, 8. Alcohol bencilico, 9. 1,4 dimetoxibenceno, 10. trans-$-Ocimeno, 11. Linalool, 12. Cinnamato de
metilo, 13. Benzaldehido, 14. 1,3,5-trimetoxibenceno.
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5. Conclusiones

Trigona angustula, T. hyalinata, T. fulviventris y Xylocopa sp. fueron los visitantes florales
identificados en las diferentes fases de la flor de P. edulis f. flavicarpa. EI nimero de visitantes
varié dependiendo de fase de la flor, siendo durante la fase de flor abierta donde se registr6 mayor
actividad de visitas.

La especie Trigona angustula fue la mas frecuente en las flores abiertas de P. edulis f.
flavicarpa, su mayor actividad de visitas se registro durante la antesis de las flores, disminuyendo
progresivamente en las siguientes horas del dia. Xylocopa sp. visito exclusivamente las flores
abiertas, pero no se pudo observar un patron de vistas durante el dia.

En la fragancia de las flores de P. edulis f. flavicarpa se identificaron 39 compuestos diferentes;
la emision de estos compuestos florales vario dependiendo la fase de flor, coincidiendo la mayor
emision con la fase floral de mayor actividad de visitantes florales. La mezcla de compuestos de
la fragancia floral de P. edulis f. flavicarpa no es el mismo en las fases florales, pero los
compuestos 1,4-dimethoxibenceno y alcohol bencilico son tipicos en las flores abiertas.

El nimero de visitantes de la especie T. angustula se asocié con la mayor emision de
compuestos volatiles; se encontré una asociacion positiva entre visitantes y la emision de
compuestos organicos volatiles de las flores: a mayor intensidad de la fragancia, mayor nimero de
visitantes florales.

Se sugieren posteriores estudios de bioensayos electroantenograficos, la utilizacién de taneles
de viento, o el uso de cebos impregnados de compuestos individuales o la mezcla de algunos, para

confirmar la respuesta de los visitantes florales a la fragancia floral de P. edulis f. flavicarpa.
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Apéndices A.

Tabla para registro de los himendpteros en diferentes fases de la flor de P. edulis f. flavicarpa.
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Fecha

Horay num.
conteo

14:00 13:00 12:00
20min 20min 20min  20min  20min  20min  20min  20min  20min 20 min

15:00
20 min

17:00 16:00
20min ~ 20min 20min  20min  20min 20 min

20 min

Numero de franja: Numero planta:
Num. Muestra floral: Ubicasion:
Fase floral:

Morfoespecie observada

Numero
individuos

Numero de franja: Numero planta:
Num. Muestra floral: Ubicasion:
Fase floral:

Morfoespecie observada

Numero
individuos

Numero de franja: Numero planta:
Num. Muestra floral: Ubicasion:
Fase floral:

Morfoespecie observada

Numero
individuos

Observaciones:
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Apéndices B.
Pruebas de Normalidad y Homogeneidad de varianza en los registros de los visitantes.

Ho: Se acepta que la muestra proviene de una distribucion normal y las varianzas de las poblaciones son
Prueba de Normalidad/Homogeneidad = Kolmogorov-Smirnov  Levene

Estadistico  P-valor Estadistico  P-valor
Registros (Hymenoptera) en las tres las fases  0.51189 2.2e-16 96.308 2.2e-16
Registros (Hymenoptera) en Boton floral 0.52785 2.2e-16 7.9579  3.052e-05
Registros (Hymenoptera) en flor abierta 0.45673 2.2e-16 194.18 2.2e-16
Registros (Hymenoptera) en flor senescente  0.53345 2.2e-16 7.7234  7.083e-05

iguales, Toma de decision: P<0.05, se rechaza la Ho.



