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RESUMEN

Titulo: Morfoanatomia de las inflorescencias de Lippia alba (Verbenaceae) en tres
estadios del desarrollo y composicion quimica de sus metabolitos secundarios
volatiles .

Autora: Maria Isabel Parra Garcés

Palabras claves: Lippia alba, inflorescencias, morfoanatomia floral, metabolitos
secondarios volatiles.

Se describe el desarrollo morfoanatdomico de las inflorescencias de Lippia alba (Verbenaceae),
recolectadas en la zona de cultivos experimentales del CENIVAM, (Bucaramanga, Colombia). Se
establecieron tres estadios de desarrollo y se observaron al microscopio estereoscépico y al
microscopio Optico convencional. Se realizd la determinacion de la composicion quimica de los
metabolitos secundarios volatiles en cada uno de los tres estadios elegidos. El aislamiento de los
analitos fue realizado mediante la técnica de microextraccion en fase sdlida en el modo headspace
(HS-SPME) y su posterior analisis de componentes, mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). El Estadio | se caracterizé microscopicamente por presentar
un desarrollo inmaduro, en el cual se aprecia una masa de células en donde se inicia la
diferenciacion meristematica. En el Estadio Il, se observdé que la accidn de movimientos
morfogenéticos da paso a la formacién de las respectivas estructuras sexuales florales, el caliz y la
corola. Al llegar al Estadio lll, se observaron claramente los diferentes 6rganos: estambres
adnados a la corola, epipétalos y didinamos, el gineceo sincarpico y bicarpelar, ovario supero y
estigma de forma capitada. Las flores son sésiles y hermafroditas. Los principales metabolitos
secundarios detectados y que constituyen un 78% de las cantidades relativas totales fueron el
biciclosesquifelandreno (38%), seguido de la carvona (37%) y el limoneno (4.7%). Los metabolitos
encontrados en este estudio y que no fueron encontrados en la bibliografia revisada fueron el B-
copaeno, el y-amorfeno y el cis-B-guaieno. Aunque la funcién primaria de las esencias florales de
las plantas es atraer polinizadores, otras funciones podrian incluir la defensa y proteccion contra el
estrés abidtico, herbivoros y actividades bactericida y antifungica después de la abscision de los
organos florales.

" Trabajo de Grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Esp. Dagoberto Arrieta Prieto.



ABSTRACT

Title: Morpho-anatomy of inflorescenses of Lippia alba (verbenaceae) in three
stages of development and chemical composition of his secondary volatile
metabolites .

Author: Maria Isabel Parra Garcés

Key words: Lippia alba, inflorescences, floral morpho-anatomy, volatile secondary
metabolites.

In this study, the morpho-anatomical development of the inflorescences of Lippia alba
(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. On the other hand, the 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, the flowerhead and the corolla. When reaching Stage lll, the different organs
could be overtly noticed: stamens adnate to the corolla, epipetals and didynamous, the bicarpelar
and syncarpic gynoecium, superior ovary and stigma of capitate form. The flowers are sessile and
hermaphroditic. The main detected by GC-MS secondary metabolites, constitute 78% of the total
relative amounts. They were biciclosesquifelandreno (38%), followed by carvone (37%) and
limonene (4.7%). The metabolites found in this study which did not appear described in the
bibliography revised were, B-copaene, y-amorphene, cis-p-guaiene. Although the primary function
of the floral essences of plants is to attract pollinators, other functions might include the defense
and protection against abiotic stress, herbivores and bactericidal and antifungal activity after the
abscission of the floral organs.

" Degree Work

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



INTRODUCCION

L. alba, es un arbusto de caracteristicas fuertemente aromaticas, que
normalmente alcanza de 1 a 2 m de altura. Es erecto, perenne, con hojas de 2 — 7
cm, opuestas, de color verde, lamina oblonga, lanceoladas, generalmente
pecioladas y sin estipulas (Yamamoto 2006). El sistema de ramas es
homomorfico, i.e., no se observa especializacion en ramas fértiles y vegetativas.
En las nuevas ramas, que se originan a partir de las yemas prolépticas, las
florescencias se desarrollan silépticamente y en su conjunto forman las
inflorescencias (Mulgura et al. 1998), que producen néctar y polen durante todo el
ano (Vit et al. 2002). La planta es conocida comunmente como prontoalivio
(Colombia), erva cidreira (Brasil), cidron (Venezuela), juanilama (Costa Rica), y en
Centroamérica como quitadolor. Es originaria del bosque seco tropical vy
subtropical americano (Gupta 1995, Bandoni 2000, Kumar y Bahl 2002) y
pertenece a la familia Verbenaceae, en la que se incluyen cerca de 98 géneros
con aproximadamente 2.500 taxa especificos (Garcia 1975, Ocampo y Valverde
2000). En Colombia se encuentra distribuida en casi todo el pais, hasta los 1.800

m.s.n.m. (Guzman et al. 2004).

En la comunidad cientifica, las diversas sinonimias que le son conferidas a L. alba
Mill. N.E. Brown, causan confusién (Pascual et al. 2001, Yamamoto 2006). Por
esta razon, los estudios de la ontogénesis de la inflorescencia son pieza
fundamental, como lo menciond Mora (1987): “Uno de los capitulos de la
morfologia de las plantas superiores que permanecié estancado durante siglos,
fue sin duda, el de la morfologia comparativa o tipologia de las inflorescencias, no
obstante el interés que reviste la comprension global de estos sistemas para la
fisiologia, la ecologia, la sistematica y la filogénesis”. Este autor también afirma
que, “resulta particularmente revelador e instructivo el analisis de diferentes

estadios de desarrollo de la estructura en cuestion (ontogénesis)”. No obstante, la



publicaciéon de trabajos acerca de morfoanatomia floral para taxa del género

Lippia, es escasa (Rueda 1994).

Se trata de una especie vegetal reconocida por la medicina tradicional de
Colombia por sus usos etnobotanicos (Garcia 1975), lo que ha despertado en los
ultimos afos gran interés en los investigadores por el estudio de sus propiedades.
Pino et al. (1996), Zétola et al. (2002) y Oliveira et al. (2006), entre otros, han
descrito actividad antibacteriana y antifungica del aceite sobre gérmenes
procedentes de infecciones clinicas. Por otra parte, Vale et al. (1999) y Gurgel et
al. (2002) realizaron pruebas con ratones de la cepa Swiss machos, verificando
que la accion de componentes del aceite esencial (citral, mirceno y limoneno) de
L. alba, es de tipo dopaminérgica, causando un efecto depresivo sobre el sistema
nervioso central, lo cual por un lado justifica su utilizacion etnomédica como
tranquilizante, pero por otro pone de manifiesto que se trata de una especie que

debe ser utilizada con precaucion.

Actualmente, sélo el 25% de las angiospermas han sido estudiadas y algunas
familias son totalmente desconocidas en lo concerniente a las esencias florales
(Dudareva y Pichersky 2006). Por otra parte, Carvalho y Fonseca (2005),
mencionan que en el aceite esencial de L. alba se encuentra carvona en alta
concentracion (30-35%). Este es un compuesto con diversas aplicaciones, como
fragancia y sazonador, inhibidor de la germinacién de la papa y semillas, agente
antimicrobiano y antifungico, indicador bioquimico ambiental y con relevancia en el

campo médico.

Para la realizacion de este trabajo, se utilizaron inflorescencias de L. alba, que
consisten en un eje central que soporta los agrupamientos florales y al igual que
una flor, inicia en las yemas florales (Mora 1987). Evans y Dickinson (1999),

constataron que para examinar hipotesis concernientes a las relaciones entre los



miembros de una familia, son necesarios estudios de morfologia y ontogenia floral

y analisis fitoquimicos, entre otros.

Por los antecedentes existentes en bibliografia, dentro de la familia Verbenaceae
(Stashenko et al. 2004), el género Lippia aparece como promisorio para aislar
principios activos novedosos (Pascual et al. 2001). En este trabajo se describe por
primera vez en forma simultanea, la organogénesis floral en esta especie y los

compuestos quimicos volatiles que se forman durante este proceso.



1. MATERIALES Y METODOS

1.1 MATERIAL VEGETAL

El muestreo de las inflorescencias se realizd a partir de plantas clones
(reproducidas por estaquia), en las instalaciones de los cultivos experimentales del
Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies
Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales, CENIVAM, a las 12 horas del
medio dia. La identificacion taxondmica del material vegetal se efectudé en el
Herbario Nacional Colombiano, Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de
Ciencias, de la Universidad Nacional de Colombia (Bogota) donde quedd
depositado como muestra permanente y se identific6 como Lippia alba (Mill) N.E.
Brown. (N° COL 512078).

El material recolectado fue observado al microscopio estereoscopio para el
establecimiento de los tres estadios, teniendo en cuenta caracteristicas de
tamano, color y cambios morfolégicos como la presencia y ausencia (en estadios
incipientes del desarrollo) de las pequefias corolas que conforman Ila
inflorescencia y posteriormente, para la descripcion de la morfoanatomia floral
(tipo de ovario, pétalos, tipo de corola). Los estadios seleccionados fueron fijados
en FAA, embebidos en parafina y seccionados en cortes transversales y
longitudinales a 10 ym con micrétomo rotatorio, para obtener asi micropreparados
que posteriormente fueron coloreados con safranina- fastgreen (Johansen 1940).
Finalmente, los cortes se observaron en microscopio optico (OLYMPUS, Japon) y

se fotografiaron.



1.2 ANALISIS QUIMICO

El analisis quimico se realizé segun la metodologia propuesta por Stashenko et al.
(2004). Para el proceso de microextraccion en fase solida de la fase vapor
(headspace) (HS-SPME) del material vegetal, se wusé una fibra de
poli(dimetilsiloxano)/divinilbenceno (PDMS/DVB, 65 um) obtenida de Supelco Inc.
(Bellefonte, PA, EE.UU.). Los gases especiales para cromatografia fueron
obtenidos de Aga-Fano S.A. (Bucaramanga, Colombia). Se muestre¢ la fase vapor
a 2211 °C, de 0.7 g de planta, colocada en un frasco de 20 ml. El tiempo de pre-
equilibrio del frasco, fue de 15 min y el tiempo de exposicidén de la fibra fue de 40
min (la seleccion de este parametro se basé 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 Series I, equipado con un inyector split/splitless (250 °C, relacién split
1:10) y un detector de ionizacién en llama (FID) (250 °C), por triplicado para cada
muestra (tres estadios, en total 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 us6é una columna capilar apolar, HP-5
(Hewlett-Packard) de 30 m x 0.25 mm, d.i. x 0.25 um, ds, con fase estacionaria de
5%-fenil-poli(metilsiloxano). La temperatura del horno fue programada de 45 °C (2
min) hasta 150 °C a razon de 5 min” para la columna apolar, HP-5. El gas de
arrastre empleado fue helio (99.9995%, Aga-Fano, Bucaramanga 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, Bucaramanga S.A),
con una velocidad de flujo de 30 ml min™. Las velocidades de flujos de los gases
de combustién en el FID, aire e hidrégeno, fueron de 300 y 30 mL min™,

respectivamente. Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones
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con energia de 70 eV, en un CG Agilent Technologies 6890 Plus acoplado a un
detector selectivo de masas Hewlett Packard MSD 5972 (Cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (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 us6 una columna capilar de silice fundida, HP-
SMS de 30 m x 0.25 mm, d.., 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, Bucaramanga S.A.), con una velocidad lineal de 35 cm s™. Las
temperaturas de la camara de ionizacion y de la linea de transferencia se
mantuvieron a 230 °C y 285 °C, respectivamente. Los espectros de masas y
corrientes idnicas 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. 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,

Joulian y Konig 1998).

1.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos por triplicado, obtenidos del FID, fueron descritos como media * error
estandar de la media (SEM). Posteriormente, para establecer las diferencias
significativas en la variacion de los porcentajes relativos de los metabolitos
secundarios volatiles de L. alba en los tres estadios de desarrollo, se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) de una 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, éstos fueron transformados usando la raiz del arco-seno.
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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

2.1 MORFOANATOMIA FLORAL

L. alba presenta inflorescencias en cabezuelas glomerulares, sus flores
pediceladas, insertas sobre una porcion del receptaculo comun sobre un raquis,
con ubicacién axilar, en pares (Fig.1, A, B). Posee unas bracteas poco
diferenciadas (Fig. 1, A). El Estadio | fue caracterizado macroscopicamente (Fig.
1, B), como botones de flores verdes (ca. 1.5 mm), pubescentes, dispuestos en
forma acrépeta al tallo, tal como lo reportaron Mulgura de Romero et al. (1998).

Microscopicamente, el Estadio | se caracteriz6 por presentar un desarrollo
inmaduro. Se aprecian, al inicio de la diferenciacion meristematica (Fig. 2, A, B, C,
D), grupos de células (primordios en diferenciacién) dispuestos en verticilos (Fig.
2, D), al igual que la presencia, previa a la aparicion de los érganos, de bracteas
que posteriormente soportaran a la flor madura (Fig. 2, A, B). Se insinua una

maduracién acropeta (Fig. 2, B, C).

El Estadio Il varia macroscopicamente del Estadio I, en el tamano (ca. 2.5 mm) y
la presencia de multiples bracteas aun mas diferenciadas, pubescentes,
imbricadas, que no permiten ver a simple vista el desarrollo de estructuras florales
(Fig. 3 A). En los cortes longitudinales observados al estereoscopio, ya se puede
apreciar la division de lo que sera cada flor y se percibe claramente la maduracion
acropeta (Fig. 3 B). Una diferencia mas notoria con respecto al Estadio | de
desarrollo puede apreciarse a nivel microscopico, donde ya se observa como la
accién de movimientos morfogenéticos da paso a la formacion de los respectivos

verticilos florales, iniciando por el perianto (caliz y la corola) (Fig. 4, B y D).

En un Estadio Il avanzado, se puede apreciar la estructura carpelar que dara
origen al gineceo (Fig. 4, A y C). De igual manera, se observa que el futuro
8



androceo y gineceo maduros, se encuentran protegidos del exterior por la corola,
el caliz, y la bractea (Fig. 4 A). La flor presenta un pedicelo bastante reducido
(subpedicelada), soportada siempre por su respectiva bractea (Fig. 4, By C). Se
evidencia el inicio de la formacion desde la base y en forma centripeta de sépalos,
pétalos y estambres, los cuales se encuentran insertos en los pétalos

(petalostémono) (Fig. 4, Ay B).

El Estadio Ill presenta macroscopicamente una diferencia marcada con respecto a
los dos anteriores. Se observa la cabezuela (ca. 5 mm) con varias pequenas
corolas tubulares cilindricas y zigomorfas (Fig. 5, A) y dentro de ellas, en los
cortes longitudinales observados al estereoscopio, la presencia de todos los
organos florales completamente desarrollados: androceo epipétalo con dos pares
de estambres didinamos de color amarillo, el gineceo sincarpico, bilocular y
bicarpelar, ovario supero y estigma amarillo verdoso de forma decurrente y
plumoso (Fig. 5, B). Flores presentan una estivacion imbricada quincuncial. Son
pubescentes, gamopétalas, zigomorfas, bilabiadas, y se disponen subsésiles,

sobre bracteas ovadas que las abrazan (Fig. 5, B).

Microscopicamente, se observan con detalle las estructuras reproductoras de la
planta. El estigma es decurrente y plumoso (Fig. 6, Ay B), 6vulos de tipo anatropo,
ovario subsésil, supero (Fig. 6, Ay F), el gineceo es bilocular (bicarpogdnico) con
placentacion axial (Fig. 6, F). Por otra parte, se presenta el androceo de tipo
epipétalo, estambres didinamos con sus filamentos adnados a la corola y anteras
ditecas libres (petalostémono) (Fig. 6, C, Dy E).

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATILES

En la Fig. 7 se presenta el perfil cromatografico de los metabolitos secundarios
volatiles, aislados mediante HS-SPME, de flores de L. alba en el Estadio I. Para

este estadio se identificaron 22 compuestos, en cantidades relativas >0.05%.
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Para el Estadio Il se detectaron e identificaron 21 compuestos (Fig. 8), al igual que
en el Estadio Il (Fig. 9). En la composicion quimica de todos los estadios de

desarrollo, predominaron los sesquiterpenos.

En la Tabla 1 se muestra la cantidad relativa (% + SD, n=3) de los metabolitos
secundarios volatiles aislados por HS-SPME de L. alba, durante los tres estadios
del desarrollo elegidos. Los 22 metabolitos detectados presentaron diferencias

significativas cuantitativas (Tabla 1).

Todos los metabolitos identificados estuvieron presentes durante el desarrollo de
la inflorescencia de L. alba, salvo el y-muuroleno, que sélo se detectdé en el

Estadio | (resaltado con negrilla en la Tabla 1).

Dentro de los principales metabolitos detectados (Ver Tabla 1 y Fig. 8, 9, 10), se
encontré el biciclosesquifelandreno, con un porcentaje del 25% en el estadio | del
desarrollo, mientras en el Estadio Il aumentd a 36.13% y en el Estadio Ill se
incrementd su presencia hasta un 38%. La carvona, con un porcentaje relativo del
37.1% en el Estadio |, mientras en el Estadio Il disminuyd hasta llegar a 27% vy en
el Estadio Ill se presentd un incremento al 29.14%. Por otra parte, el metabolito
secundario limoneno, se presenta con 4.7% en el Estadio | y disminuye hasta
3.2% durante el Estadio Ill. Por dultimo, el trans-B-farneseno, presenta un
porcentaje de 4.6% en el Estadio |, disminuye en el Estadio Il a 3.7% y

finalmente, llega a 1.2% en el Estadio lll.
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3. DISCUSION

En las observaciones morfoanatomicas realizadas para L. alba, en el presente
estudio, se reporta un estigma decurrente y plumoso y no capitado, como lo afirma
Munoz et al. (2007). Estos mismos autores reportan que las flores son opuestas,
no obstante, en este trabajo se presentan axilares. Munoz et al. (2007) también
reporta cuatro pétalos para la flor, pero en realidad, esta especie cuenta con cinco
pétalos en su corola. Las diferencias en las observaciones podrian explicarse por
la existencia de un par de pétalos que se fusionan dando la apariencia de ser uno
solo. Sumado a ello se observd que cada bractea, da soporte a una flor,

semejante a lo descrito para Cladium jamaicense por Richards (2002).

Mediante esta investigacion se confirma el desarrollo floral acrépeto como un
fendmeno que ocurre tanto en las ramas, como en el desarrollo del botén de
flores. Es decir, en los botones elegidos como tercer estadio, se podran encontrar
desde grupos de células en proceso de diferenciacion, hasta diferentes érganos
florales completamente desarrollados. Esta asincronia en el crecimiento podria
propiciar el éxito reproductivo y de variabilidad genética, pues de este modo se

facilita la fertilizacion cruzada.

Igualmente se pudo observar el orden en que surgen cada una de las estructuras
florales; la bractea esta presente desde los inicios de la ontogenia, surge sobre
ella el caliz y casi simultaneamente la corola, sin la cual no podrian aparecer luego
los estambres, ya que estos son petalostémonos (unidos a la corola). De este
modo se garantiza la proteccion a los 6rganos sexuales en desarrollo (androceo y
gineceo). No obstante pueden encontrarse diferencias con respecto a los tiempos
en que surgen las diferentes estructuras, la disposicion de éstas y sus diferentes

tamafos en otras especies. Tal como sugiere Cerana (2004), la disposicion del
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estigma, por ejemplo, puede variar para ser mas receptivo a la polinizacién cuando
la flor (en ese caso de la familia Asteraceae) es visitada por un insecto en cierta
eépoca. Perreta y Vegetti (2004), mencionan la variacion observada en la longitud
de las inflorescencias que podria deberse a factores ambientales y a la menor o
mayor plasticidad morfolégica. Dong et al. (2005), adelantaron simultaneamente
estudios con Krizek y Fletcher (2005), en los cuales se ratifica que los
mecanismos moleculares contribuyen a la identidad y posicion de los 6rganos
florales y la extrema variacion en las morfologias florales, combinadas con la
relativa simplicidad de las estructuras. Todas estas diferencias nos permiten ver
que no hay un patrén especifico para el desarrollo floral en dicotiledéneas y que

estas caracteristicas podrian apoyar estudios filogenéticos vegetales.

Junto con los cambios morfo-anatémicos presentados durante el desarrollo de las
inflorescencias de L. alba, se observa un cambio en la deteccion o no, aumento y
disminucién de los diferentes metabolitos secundarios volatiles tipicos para esta
especie [variacidon descrita en los resultados (Ver también Tabla 1)]. Estos
cambios podrian deberse a que un compuesto presente se requiera para
biosintetizar otro u otros. Precisamente Bouwmeester et al (1998), reporta la
sintesis de carvona a expensas del limoneno en frutos de Carum carvi L. Para L.
alba se observa (Ver Tabla 1) la tendencia de éste (limoneno) a disminuir (de 4.7%
a 3.2%), mientras carvona mantiene altos porcentajes. De este modo, el precursor
disminuiria o se transformaria. Segun Dudareva y Pichersky (2006), esta ausencia
también podria ser causada por regulaciones existentes en los genes que
codifican las enzimas biosintéticas, cambios en la informacion codificante (por
ejemplo, mutaciones), modificaciones postraslacionales y disponibilidad del
sustrato, que afectan la estabilidad del producto y el proceso de esta emisién. Asi
mismo, la creacion de nuevos compuestos esenciales podria ocurrir por mutacion,
cuando nuevas enzimas son creadas con nuevos sustratos especificos o nuevos

productos.
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De igual modo, podria darse la volatilizaciéon de los monoterpenos que depende,
entre otros factores, de la temperatura, la luminosidad y la humedad. Ello es
corroborado por Matile y Altenburger (1988), Loughrin et al. (1991) vy
especialmente por Duarte et al. (2007), en una investigacion realizada solo con las
hojas de L. alba y teniendo en cuenta el ciclo circadiano de la planta. Alli se
observdé que cuando se presentan condiciones de alta radiacion solar y
temperaturas elevadas, se obtienen contenidos altos de metabolitos secundarios
y, en especial, de carvona (compuesto que presentd el quimiotipo en la
investigacion de Duarte et al, 2007, y que también esta presente en este trabajo).
Esto motivd que se eligiera el soleado medio dia para los muestreos de las

inflorescencias de L. alba.

También durante el proceso de extraccion, varios compuestos probablemente se
pierden, ya sea durante la absorcion o porque la muestra concentrada es
altamente volatil (Dudareva y Pichersky 2006). Lo anterior es claramente
observado al comparar los compuestos detectados en la presente investigacion,
con los registrados en estudios de Stashenko et al. (2004), Duarte et al (2007),
Duran (2005), Monsalve (2007) y Agudelo y Blanco (2005), realizados con hojas
de la misma especie, donde aparecen mas de 40 compuestos diferentes, mientras
en ésta, sblo 22 fueron detectados en cantidades >0.05%; Sin embargo, algunos
de los mayoritarios como la carvona, el biciclosesquifelandreno y el limoneno
siempre estuvieron presentes; De todas formas, se debe tener en cuenta que las
diferentes técnicas empleadas para la extraccion (Stashenko et al. 2004),
sumadas a la parte de la planta utilizada (y la diferenciacion en sus estados de
desarrollo), podrian influir marcadamente en los resultados, pues los metabolitos
secundarios presentan variaciones dependientes de estas condiciones. A ello se
deben agregar otros factores condicionantes, tales como los diferentes origenes
geograficos, las épocas de recoleccion del material vegetal y la variacion genética.

Todo ello es descrito también por Nickavar y Mojab (2000), en cuya investigacion,
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de la especie Calamintha officinalis, la carvona se detecté como componente
mayoritario en hojas (46.7%), seguida por el limoneno (24.6%).

Segun Dudareva y Pichersky (2006), entre los terpenos que constituyen las
esencias florales, el porcentaje de compuestos oxigenados es generalmente
mucho mas alto para monoterpenos (81%) que para sesquiterpenos (38%).
Contrario a ello, de los 22 compuestos identificados en este estudio, 15 fueron
sesquiterpenos (ninguno oxigenado), mientras los restantes eran monoterpenos y
de ellos, seis son oxigenados. Estas caracteristicas podrian ser una resultante del
tiempo de exposicion de la fibra (PDMS/DVB) durante la extraccion, y en general,
de la importante influencia del proceso de extraccién utilizado. De este modo, las
cantidades relativas de estos ultimos representan un 43% del total de los volatiles
obtenidos que son precisamente los responsables de la suave y agradable
fragancia que caracteriza esta planta. Otra causa determinante de la frecuencia
baja de estos compuestos, ademas de su volatilidad, podria ser la ineficiente

recoleccion por los métodos utilizados (Dudareva y Pichersky 2006).

Otro aspecto importante son las emisiones de las esencias florales que varian en
el espacio, a causa de que la esencia puede ser emitida desde regiones
especializadas del tejido floral (Vogel 1990). A pesar de que en las flores, los
pétalos son los principales emisores de volatiles, algunas veces compuestos
especificos pueden ser emitidos desde un solo grupo de 6rganos florales (Verdonk
et al. 2003). Ya se ha demostrado que, estambres, pistilos, polen y néctar
contribuyen o son los principales responsables de la emision de ciertos
compuestos. Los volatiles emitidos por el polen son notablemente diferentes a los
emitidos desde otras partes de la flor (Dudareva y Pichersky 2006). En relacion
con ello, se puede mencionar el y-muuroleno que aparece soélo durante el primer
estadio de desarrollo, en el cual se inicia el proceso de diferenciacion
morfoanatdmica de los érganos florales (siempre se detectaron los demas
compuestos). De igual modo, sugerimos la poca area de contacto con el ambiente

que presentan los dos primeros estadios pues podria dar como resultado una
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menor volatilizaciéon de compuestos. El desarrollo floral también implica una mayor
preservacion o volatilizacion de los metabolitos ya que normalmente, la biosintesis
ocurre en las células epidermales de los tejidos de la planta, desde los cuales
pueden escapar hacia la atmdsfera o la rizosfera luego de haber sido sintetizados
(Dudareva y Pichersky 2000). Alli jugaria un papel importante la radiacién solar y
otros factores ambientales en la emision de la fragancia al ambiente. Por
supuesto, los genes juegan un importante papel en esta produccion y emisién de
compuestos, por ejemplo, el gen LIS es un gen que ha mostrado una alta
expresion en los estigmas, con ligeros niveles en los pétalos (Dudareva et al.
1996). Asi mismo, la expresion de las terpeno-sintasas en el estigma podria estar
involucrada en la proteccién de mayor superficie de area contra el crecimiento de
hongos, aunque los monoterpenos producen también actividad antimicrobial. Otra
funcién potencial podria ser la funcién contra el estrés oxidativo (Deans y
Waterman, 1993). Igualmente, la expresion del gen AtTPS es conocida para la
sintesis de monoterpenos y sesquiterpenos y se ha comprobado su actividad en
los tejidos florales, no obstante, los pétalos se reportan como el principal érgano
de expresién de esencias no terpenoides de las esencias florales (Fiehn et al.
2000).

Continuando con la relacion compuesto-estadio en la presente investigacion, se
pueden mencionar compuestos como el B-ylangeno, el y-amorfeno, el cis-p-
guaieno y el biciclosesquifelandreno, que incrementan en su porcentaje relativo
durante el Estadio Ill e igualmente podrian estar relacionados en su produccion
con los organos florales maduros. Asi mismo, se detectaron tres metabolitos
diferentes a los reportados en otros estudios (Stashenko et al 2004, Duarte et al
2007, Duran 2005, Monsalve 2007 y Agudelo y Blanco 2005), con esta misma
especie; ellos son: el B-copaeno, el y-amorfeno y el cis-B-guaieno. Estos
metabolitos, probablemente sean producidos soélo en la flor de esta planta (en
hojas ni en tallos). Corroborando una vez mas todo lo anterior, Shalit et al. (2003)

y Lavid et al. (2002) investigaron la emisién en flores de diferentes especies de
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plantas, lo cual sigue patrones de desarrollo similar, aumentando durante los
primeros estadios de desarrollo floral, llegando al maximo cuando las flores son
percibidas por los polinizadores y descendiendo después de esto. No obstante,
segun Euler y Baldwin (1996), aparte de atraer polinizadores (lo cual es la funcién
primaria de la flor), los compuestos quimicos de las fragancias florales también
podrian aumentar el riesgo de ataques de herbivoros a las estructuras de la flor y
los tejidos florales pueden requerir relativamente mayor proteccion de enemigos.
Es asi como en Nicotiana attenuata se inducen en la corola metabolitos biocidas
de defensa (Euler y Baldwin 1996) y probablemente sucede igual con otra gran

variedad de organismos vegetales, incluida nuestra especie en estudio.

Las esencias de muchas flores son marcadamente reducidas poco después de la
polinizacién. Investigaciones con Petunia hybrida, revelan que la disminucion en la
emision, empieza soélo después que el polen alcanza el ovario, sugiriendo que la
polinizacién es un requisito para la reduccion de las esencias florales luego de la
polinizacion (Negre et al. 2003). Con ello se muestra la importante relacion que
existe entre los procesos del desarrollo de la planta con su ambiente y se observa
la reduccién de compuestos tales como piperitenona, cis-dihidro-carvona y trans-

dihidro-carvona en el Estadio Ill.

Otras funciones de los metabolitos secundarios incluyen la defensa y proteccién
contra o durante el estrés abiotico (Euler y Baldwin 1996) y la proteccion de zonas
con heridas después de la abscision de los érganos florales (Dudareva y Pichersky
2006). Estas funciones adicionales pueden ayudar a explicar la abundancia y

variedad de los diferentes constituyentes detectados (Euler y Baldwin 1996).

El conocimiento de las esencias florales es critico para el entendimiento de las
funciones evolutivas y biologicas. El progreso de la investigacidn en esta area
resulta un aporte significativo al conocimiento farmacognéstico de una especie

vegetal medicinal de nuestro pais. Pero ademas se constituye en una fuente de
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apoyo para bidlogos, bioquimicos, farmacéuticos y quimicos analiticos y de
sintesis (Dudareva et al. 2000). Mas aun resulta importante si se considera que
las reconstrucciones filogenéticas de las plantas basadas en los compuestos

esenciales, son aun escasas (Azuma et al. 1999).
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ANEXO A. Tabla 1. Promedios + SD de cantidad relativa de metabolitos volatiles
en L. alba durante tres estadios desarrollo ontegénico, 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

Cantidad relativa, %

. Ik Tipo ¥ Compuesto

pico E1 E2 E3 p
1 1030 M Limoneno 47+014a 3.8+0.03b 3.2+0.05¢c p<0.001***
2 1169 MO Borneol* 0.4+ 0.05a 1.40+£0.06 b 1.80+£0.09¢c p<0.001**
3 1199 MO cis-Dihidro Carvona 0.53+0.04a 0.24+0.09b 0.23+0.07b p <0.01**
4 1207 MO trans-Dihidro Carvona 1.80+0.09 a 2.70+0.08b 0.85+0.05¢c p<0.001***
5 1256 MO Carvona 37.1+043a 27.0+0.2b 2914 +0.11c  p <0.001**
6 1261 MO Piperitona 341+031a 2.01+£0.04b 25+0.07ab p<0.001**
7 1343 MO Piperitenona 270+0.06a 0.34+0.11b 0.41+0.06c p<0.001***
8 1348 SE a-Cubebeno* 23+024a 1.2+0.07b 0.94+0.05¢c p<0.001***
9 1380 SE a-Copaeno 04+0.10a 0.61+0.14b 0.51£0.05ab p<0.01**
10 1389 SE B-Bourboneno 250+0.16a 3.13+£0.04b 3.7+£0.07c p<0.001**
11 1395 SE B-Elemeno 254+0.13a 1.40+£0.06 b 2.3+0.10 ab p <0.01**
12 1423 SE B-Ylangeno* 1.00+£0.04 a 1.74+£0.10b 1.8+0.05¢c p <0.01**
13 1433 SE B-Copaeno 0.52+0.03a 1.5+£0.10b 1.5+£0.07b p <0.01**
14 1448 SE B-Gurjuneno 0.50+0.02a 0.63+0.05b 0.6 +0.08 c p <0.01**
15 1459 SE trans-B-Farneseno 460+0.26 a 3.70+£0.08b 1.2+£0.07c p<0.001***
16 1465 SE allo-Aromadendreno 1.30£011a 222%0.07b 205+0.05¢c p<0.001***
17 1482 SE y-Muuroleno 0.75*0.03 a ND ND -
18 1490 SE Biciclosesquifelandreno 250+032a 36.13+0.11b 38.0+0.08c p<0.001**
19 1499 SE cis-B-Guaieno 1.2+0.11a 1.50 £ 0.08 b 1.61+0.06 c p <0.01**
20 1502 SE y-Amorfeno 1.40+£0.07 a 1.75+0.10 b 1.82+0.08 b p <0.01**
21 1517 SE y-Cadideno 0.90+0.09 a 1.70+£0.14 b 1.32+0.07 ¢ p <0.01**
22 1525 SE 5-Cadineno 1.50+0.10a 2.60+0.05b 2.34+0.08 c p <0.01**

x) M: Monoterpeno; MO: Monoterpeno oxigenado; SE:

Sesquiterpeno

E1: Estadio |, E2: Estadio Il, E3: Estadio Il
* |dentificados tentativamente
**Probabilidades significativas

***Probabilidades altamente significativas

P: probabilidad
ND: no detectado
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ANEXO B. Figura 1. Botén de flores caracteristicos del estadio | (A), destacando la
disposicion en la rama (B). Abreviaturas: Bf: Boton floral; T: Tallo.
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ANEXO C. Figura 2. Cortes longitudinales (A,B,C) y transversal (D) de las
inflorescencias de L. alba en el estadio |. Abreviaturas: Pd: primordio en
diferenciacioén; Br: Bractea.

27



ANEXO D. Figura 3. Botones florales presentes en el estadio Il (A), destacando
corte longitudinal (B). Abreviaturas: Br: bracteas; Of: érganos en formacion.
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ANEXO E. Figura 4. Cortes longitudinales (A, C) y transversal (B, D) de las
inflorescencias de L. alba en el estadio Il. Abreviaturas: Br: Bractea; Se: sépalos;
Pe: pétalos; Es: estambres; Ec: estructura carpelar; Pa: parénquima.
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ANEXO F. Figura 5. Inflorescencias en su maximo desarrollo con flores abiertas
(A), en las cuales se destacan los 6rganos completamente desarrollados
correspondientes al estadio Il (B).

30



ANEXO G. Figura 6. Cortes longitudinales (A, B, D, E, F) y transversal (C) de las
inflorescencias de L. alba en el estadio Ill. Abreviaturas: Br: Bractea; Ed: estigma
decurrente; Se: sepalos; Oo: ovulo; Ov: ovario; Co: corola; St: estilo; Ca: caliz;
ADt: anteras ditecas; Pi: pistilo; Es: estambres.
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ANEXO H. Figura 7. Cromatograma (CG-MS) de los metabolitos secundarios
volatiles de las inflorescencias de L. alba, estadio I, obtenido por HS-SPME. La
identificacion de los picos aparece en la tabla 1.

13

o

" BO0 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 min

32



ANEXO I. Figura 8. Cromatograma (CG-MS) de los metabolitos secundarios
volatiles de las inflorescencias de L. alba, estadio Il, obtenido por HS-SPME. La
identificacion de los picos aparece en la tabla 1.
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ANEXO J. Figura 9. Cromatograma (CG-MS) de los metabolitos secundarios
volatiles de las inflorescencias de L. alba, estadio Ill, obtenido por HS-SPME. La
identificacion de los picos aparece en la tabla 1.
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