HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

Hibridacion interespecifica, intraespecifica e intergenérica de plantas Lippia origanoides Kunth,
L. alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton y P. Wilson y Lantana canescens Kunth, bajo condiciones

ambientales controladas.

Ariadna Silva Morales

Trabajo de grado para optar al titulo de Bidloga

Directora
Elena E. Stashenko

Doctora en Quimica

Codirector
Cristian Andrés Oliveros

Magister en Quimica

Universidad Industrial de Santander
Facultad de Ciencias Basicas
Escuela de Biologia
Bucaramanga

2024



HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

Dedicatoria
“A mis Nonitas.
A Martha, por ensefiarme a ser una mujer fuerte, valiente y tenaz, por ser luz y mi lugar

seguro siempre. A Elisa, porque corres por mis venas y no te puedo abrazar”



HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

Agradecimientos
A Julis, porque te ries y mi mundo se vuelve importante.
A mis padres y a toda mi familia, por ser ese apoyo incondicional y mi motivacion para ser una
gran  profesional.
A mi nono Luis, porque me hiciste el fruto de tu actuar.
A Juan David, por ensefiarme que una verdadera amistad no se trata de ser inseparables, sino de
honestidad, lealtad, escucha y amor YTA.
A Dania, Cristhian, Natalia, Juliana, Nathaniel, Camila y José, por hacerme amar la carrera
porque compartir con ustedes salidas de campo, laboratorios y clases, me llend el corazéon de
recuerdos imborrables.
A mis PetroAmigos, por hacerme mis dias en la universidad mas felices, quererme tal cual soy,
apoyarme y ayudarme en todos los aspectos de mi vida.
A Sebas, Cris y Erika, por una valiosa amistad, por darme seguridad y sostenerme en muchos
momentos. Porque siempre agradeceré la suerte de encontrarlos.
A Vane, que me muestra cada dia como es posible convertirse en una mujer fuerte, inteligente y
brillante.
A Lupe, por ensefiarme que el amor incondicional existe y se expresa de muchas formas.
A mis profesores de la escuela de Biologia, por las ensefianzas recibidas en esta disciplina.
Al CENIVAM, por permitirme hacer parte de su equipo de trabajo y al proyecto interno VIE
Grant N° 3736, VIE-UIS.
A Elena Stashenko, por ser un modelo para seguir, para mi y muchas mujeres en la ciencia.

A Ciristian Oliveros, por sus ensefianzas, apoyo y confianza a lo largo de este proceso.



HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

Tabla de Contenido

INEPOAUCCION. ...ttt ettt et s bt e st e et e s bt e s be e s bt e e beesseesabeenaeens 11
1. ODJELIVOS. ..ottt ettt e ettt e e e e e s te e e s ate e s s ate e s ate e e saeeeaaeeastaeensaaeensaeeenreeenanes 16
1.1. ODjJetiVo GEMETAL...cccuiiiiiieiiiiiiieeete ettt e e ste e e s te e e siteeessbeesssaeeessseeessseessssesssneeas 16
1.1. ODbjetivos @SPECITICOS. ...cccvtiriiiriierieeiteetteeteete ettt e s ste e sbeeste et eebeessbeessseenssesnseas 16

2. COMPELEIICIAS. .....coouvieiieeiieeiieeieerte et eeteeteesttesbeesatesseesstesseesstessseesssesaseesstesseesssessaenssessseenns 17
3. Cuerpo de Trabajo...........cc.oooiiiiiiiiiieeeeeeee ettt et ettt et b et 18
3.1 MIELOAOS. ..ttt ettt ettt et e et et e a e st e e h e e et e e e st e st esat e et e e e st e e beeeat e e bt e eateeans 18
3.1.1. Material VeGetal......ccuueiieiiieeiieeeieeeee ettt e e e aa e e aaas 18
3.1.2. Caracterizacion morfologica de plantas parentales...........cccceevveerieenvierseesrieeseenvennnn 18

3.1.3. Polinizaciéon manual para hibridacion interespecifica, intraespecifica e intergenérica

de las especies Lippia origanoides, L. alba y Lantana canescens............c.ceecueevveeriueerveenneenns 19
3.1.4. Extraccion por Dispersion de la Matriz en Fase Solida de hojas de los parentales.....19
3.1.5. Analisis de datos POT GC/MS......ccocuiiuiinieiiienieest ettt ettt et sae e st e s s e saeeens 20
3.1.6. Viabilidad y caracterizacion morfolégica de hibridos..........ccccevvierciirieeneeneeniennne. 21
3.2, RESUITAAOS. ..ttt ettt et s et e et e be e st e e at e e b e aeeearean 21
3.2.1. Caracterizacion morfologica de plantas parentales...........cccceeevveerieenieeseessieeseenvennnn 21

3.2.2. Polinizaciéon manual para hibridacion interespecifica, intraespecifica e intergenérica

de las especies Lippia origanoides, L. alba y Lantana canescens............c.ceccueerveeriueerveesneenns 28

3.2.3. Extraccion por Dispersion de la Matriz en Fase Solida de hojas de los parentales.....30



HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

3.2.4. Analisis de datos por GC/MS/FID de los Parentales...........cccccueeeruieeeeieeeeiieeescneeenns 30
3.2.5. Caracterizacion morfologica de plantas hibridas...........cccceeevieeiiiiiiieiieciiiecieecieeieeas 33
3.2.6. Extraccion por dispersion de matriz en fase so6lida de hojas de plantas hibridas........ 38
3.2.7. Andlisis de datos por GC/MS/FID de 10s hibridos..........ccceccveriirieinieniieinienieeeeens 38

3.3, DISCUSION. ..ttt ettt ettt s e s bt st st esbe et e e st esbeebesatesseensesneensenas 41
4. CONCIUSIONES...........ooiiiiiiiiieiieeetet ettt ettt st e b et s it e besbesaeesbeebesmeenneeas 44
5. ReCOMENUACIONES..........coc.eoiiiiiiiiiiiieeieeet ettt et e et e st e st e e sat e e bt e s st e sbeesstesabeesseesseesaeens 45

Referencias BiblioGraficas..............coccooiiiiiiiniiiiiiee e 45



HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

Lista de Tablas
Tabla 1. Seguimiento del proceso de hibridacion ..............ccceceeieiiiiiiniiiiecciecee e, 28
Tabla 2. Identificaciéon por GC/MS de compuestos mayoritarios en los extractos MSPD,
obtenidas de hojas de plantas parentales estudiadas..........ccccueerereireiieeieiieeeiieeesiee e cee e 33
Tabla 3. Identificaciéon por GC/MS de compuestos mayoritarios de los extractos MSPD,

obtenidos de hojas de plantas hibridas estudiadas...........ccccccueeeeiieriiiieriiiieierieeeriee e 40



HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

Lista de Figuras

Figura_1. Caracterizacién morfol6gica parental de Lantana canescens Kunth............................ 23

Figura_2. Caracterizacién morfol6gica parental de Lippia origanoides Kunth quimiotipo Timol.

........................................................................................................................................................ 25
Figura_3. Caracterizacién morfol6gica parental de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Brittony P.

Wilson qUIMIOtIPO CitTal......c.ueeieiiieeiieeecieeeeeeeectee et eete e e e e s ste e e stee e e aee e s saeeesssaaeeesaeesssnaeennes 27
Figura 4. Tipos de sustratos para la siembra de semillas hibridas..........occeooeeeiieiiiiiiieiniennnnenne.. 29
Figura_ 5. Montaje de dilucion hojas de Lippia origanoides quimiotipo Timol............ccccceeueee... 30

Figura_6. Perfil cromatografico obtenido por GC/FID de los extractos MSPD de hojas de Lippia

alba quIMiotipO Citral......eeeeveeeiiiiisieiiie ittt ettt eeee et 31

Figura_7. Perfil cromatografico obtenido por GC/FID de los extractos MSPD de hojas de Lippia

origanoides QUIMIOIPO TIIOL. . ... iiiiiiueieiitieiiteeeeeeeeettuuneeseeeeteennnsseeeeeeeennsnseseeeneennsssssseeeeennnnssnss 32

Figura 8. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC/FID de los extractos MSPD de hojas de

LIt QTI0 COMOSCONS. .ttt tiunteunseunsseensseassseansseenssesnesesassssassseanesesasseans sesassss st seanssennssennssennsssensssnnnsse 32

Figura 9. Caracterizacién morfologica del hibrido de Lantana canescens x Lippia origanoides
QUIMIOtIPO TIMOL. . .eiieiiieecee et e e ete e e s te e e e tae e esabeeesaseeeeseeeessaeenssaaensses 35
Figura 10._Caracterizacion morfol6gica del hibrido de Lippia alba quimiotipo Citral x Lippia
origanoides qUIMIOtIPO TIMOL.......cccvuiiiriiieieiieecciee et e e s eae e s aaeessaaeeeens 37
Figura 11. Perfil cromatografico obtenido por GC/FID de los extractos MSPD obtenidos de

hojas de Lippia alba x Lippia origanoides quimiotipo TimoOl.........cccceeeeveeiiiseiiiiiiiiiiieeeneeeee, 38

Figura 12. Perfil cromatogréfico obtenido por GC/FID de los extractos MSPD obtenidos de

hojas Lantana canescens x Lippia origanoides quimiotipo Timol........ccccceeveeiieineeiiiineiiieeennee, 39




HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

Lista de Apéndices
Apéndice A. Base de datos de anélisis cromatografico.

Los apéndices estan adjuntos y se pueden visualizar en la base de datos de la biblioteca UIS.



HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

Resumen
Titule: Hibridacién interespecifica, intraespecifica e intergenérica de plantas de Lippia origanoides
Kunth, alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton y P. Wilson y Lantana canescens Kunth, bajo condiciones
ambientales controladas*
Autor: Ariadna Silva Morales**
Palabras Clave: cromatografia de gases, extraccion, hibridacion, polinizacién, Verbenaceae.
Descripcion: La humanidad durante su proceso evolutivo y construccién de civilizaciones ha vivido en
funcién de las plantas para la obtencion de recursos, como es el caso de las plantas de los géneros Lippia
y Lantana, que presentan un valor econdémico potencial, gracias a sus metabolitos secundarios. En el
presente estudid se realizd hibridacién entre las especies Lippia alba, Lippia origanoides y Lantana
canescens, se caracterizaron morfolégicamente tanto sus plantas parentales como sus hibridos y se
extrajeron por dispersién de matriz en fase sélida (MSPD) los metabolitos secundarios, que se analizaron
por cromatografia de gases GC acoplada a detector selectivo de masas (MS) y detector de ionizacién en
llama (FID), GC/MS/FID. Se encontraron similitudes y diferencias morfolégicas como tamafio, forma y
posicién de flores, hojas, inflorescencias y fruto. L.os metabolitos secundarios fueron los siguientes, del
hibrido interespecifico: 6xido de piperitenona, trans-f-cariofileno, germacreno D, limoneno, (3-elemeno,
mientras que en el hibrido intergenérico: trans-p-cariofileno, y-sitosterol, germacreno D, y-terpineno,
biciclogermacreno, a-humuleno, limoneno, entre otros. Se logré confirmar la viabilidad de llevar a cabo
la polinizaciéon manual y de crear hibridos entre diferentes especies de la familia Verbenaceae, cuyos
aceites esenciales o extractos (ingredientes naturales) pueden ser de interés en la industria cosmeética,

alimentaria y farmacéutica, gracias a sus diversas actividades bioldgicas.

" Trabajo de Grado
™ Facultad de Ciencias Baésicas. Escuela de Biologia. Biologia. Director: Elena E. Stashenko. Quimica,
Ph.D. Co-director: Cristian Andrés Oliveros. Quimico M. Sc.
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Abstract

Title: Interspecific, intraspecific and intergeneric hybridization of Lippia origanoides plants Kunth, alba
(Mill.) N.E.Br. ex Britton and P. Wilson and Lantana canescens Kunth, under controlled environmental
conditions*

Author: Ariadna Silva Morales**

Keywords: extraction, gas chromatography, hybridization, pollination, Verbenaceae.

Description: Humanity during its evolutionary process and construction of civilizations has lived based
on plants to obtain resources, as is the case of the plants of the Lippia and Lantana genera, which have a
potential economic value, thanks to their metabolites secondary. In the present study, hybridization was
carried out between the species Lippia alba, Lippia origanoides and Lantana canescens, both their
parental plants and their hybrids were morphologically characterized, and the secondary metabolites were
extracted by solid phase matrix dispersion (MSPD), which were analyzed by gas chromatography GC
coupled to mass selective detector (MS) and flame ionization detector (FID), GC/MS/FID. Morphological
similarities and differences were found such as size, shape and position of flowers, leaves, inflorescences
and fruits. The secondary metabolites were the following, from the interspecific hybrid: piperitenone
oxide, trans-f-caryophyllene, germacrene D, limonene, -elemene, while in the intergeneric hybrid: y-
sitosterol, trans-f3-caryophyllene, germacrene D, y-terpinene, bicyclogermacrene, a-humulene, limonene,
among others. It was possible to confirm the viability of carrying out manual pollination and creating
hybrids among different species of the Verbenaceae family, whose essential oils or extracts (natural
ingredients) may be of interest in the cosmetic, food and pharmaceutical industries, thanks to their diverse

biological activities.

" Degree Work

**Faculty of Sciences. Biology School. Biology. Director: Elena E. Stashenko. Ph.D. in chemistry Co-
director: Cristian Andrés Oliveros. M. Sc in chemistry.
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Introduccion

La humanidad, durante su proceso evolutivo y construccion de civilizaciones, ha vivido y
desarrollado en funcién de las plantas para obtener diferentes recursos, lo que ha permitido, de
una u otra forma, mejorar las condiciones de vida. Los beneficios que se han adquirido de las
plantas son energia y oxigeno, alimentacion, fibras, tintes, textiles, medicinas, aceites, entre otros
(Kumar, 2018; Ghorbanpour et al., 2017; van der Veen, 2014). La necesidad de mejorar y
optimizar los recursos obtenidos de las plantas no es algo nuevo, se ha tenido desde las épocas
mas antiguas. Segun la evidencia arqueoldgica, en Babilonia se practicaba la polinizacion
artificial de palmas datileras (Salomén-Torres et al., 2021); en Mesoamérica, se mejoraba el maiz
por métodos de seleccion (Garcia-Lara y Serna-Saldivar, 2019).

La polinizacio6n es el proceso, cuando el material genético se transfiere desde las anteras a
los estigmas, por medio del polen. En plantas con autopolinizacion, la transmision ocurre en
flores del mismo individuo, caso contrario sucede en las plantas con polinizacién cruzada, las
flores de los individuos diferentes son las que conjugan el material genético (Barrett, 2010).EI
transporte del polen esta mediado por polinizadores animales como insectos, aves, murciélagos;
y vectores abioticos como el viento y agua (Albrecht et al., 2012; Cox, 1991).

La hibridacion ha estado presente en el proceso evolutivo de las plantas, se ha
identificado introgresién de genes que ha permitido la radiacion adaptativa y especiacion (Taylor
y Larson, 2019; Abbott et al., 2013). La diversificacién de especies ha sido el resultado mas
importante. Los rasgos adaptativos, que se han transmitido entre las plantas, les han brindado la
capacidad de prosperar en nuevos ecosistemas y aumentar las posibilidades de su reproduccién
(Hovick y Whitney, 2014). En esta era antropocéntrica, existe una creciente conciencia sobre las

ventajas del potencial de la hibridacion como una herramienta valiosa para mejorar, aumentar o
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reducir caracteristicas especificas de interés, como es el caso de los fitomejoradores (Cooper et
al., 2021).

sin embargo, no todas las plantas tienen la misma probabilidad para hibridar. Los analisis
moleculares y revisiones literarias han informado sobre la capacidad que tienen algunos clados
filogenéticos para la transmisién de genes y, a su vez, que estos sean funcionales y permitan las
ventajas de seleccion (Mitchell et al., 2019). Con el surgimiento de la secuenciacion de nueva
generacion y el aumento de la capacidad de caracterizacion de genomas, se ha podido evidenciar
la hibridacion entre plantas filogenéticamente distantes, aspecto que anteriormente no se tenia
registro, dado que las morfologias en algunos casos son similares entre las plantas parentales y
filiales y, en otras ocasiones, los hibridos son muy diferentes morfol6gicamente a sus antecesores
(Payseur y Rieseberg, 2016; Mitchell y Holsinger, 2018).

La polinizacién cruzada es el principal fundamento para el éxito de la hibridacién, ya que
permite el intercambio de genoma entre individuos diferentes, y puede propiciar un
mejoramiento en las capacidades de la planta resultante en cuanto a la adaptacion, posibilidades
de reproduccion, aumento en las cantidades de semillas, frutos e incremento en la cantidad total
de biomasa, factor importante en plantas usadas para la extraccién de componentes bioquimicos
utiles como es el caso de la cafia de azucar (Shukla et al., 2020; Kempe y Gils, 2011). En este
sentido, la investigacién cientifica intensifica sus esfuerzos para lograr conseguir mejores
cultivares por medio de la hibridacién en plantas de interés econémico para obtener diferenciales
en algunos de estos rasgos y generar un aumento en las tasas de ganancia (Kutka, 2011).

Las plantas aromaticas, medicinales y condimentarias (PAMC) se han utilizado desde
hace 60.000 afos aproximadamente (Kiani et al., 2016). Son reconocidas como un recurso

importante a nivel mundial, dado que contribuyen al desarrollo de la economia desde la etapa de
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cultivo y postcosecha en el sector agricola hasta su procesamiento a productos industriales y la
comercializacién (Tofifio, 2017). Entre las PAMC se encuentran las plantas de la familia
Verbenaceae, que esta compuesta por dos grandes grupos en los cuales se encuentran la mayoria
de las especies, el complejo Verbena/Glandularia/Junellia con aproximadamente 170 especies y
el complejo Lantana/Lippia/Aloysia compuestos por 200-400 especies, y otros mas pequefios
como Citharexylum y Starchytarpheta con mas de 50 especies y mas de 20 géneros restantes con
menos de 20 especies cada uno (Paternina, 2018).

Los géneros Lippia y Lantana (Verbenaceae), nativos de América Central y del Sur y de
Africa tropical, poseen muchas especies medicinales importantes con un valor econémico
potencial (Silva et al., 2010). El género Lippia atrae la atencion de los investigadores, por la
variedad de las especies que posee diferentes quimiotipos y muchos usos en medicina y
culinaria. Los aceites esenciales de plantas del género Lippia poseen propiedades organolépticas
atractivas y actividades biolégicas, e.g, antifungicas y antibacterianas, lo que, las convierten en
buenos candidatos como ingredientes naturales en productos cosméticos y de aseo personal
(Stashenko et al., 2014).

Cabe destacar que Lantana canescens es una especie altamente tolerante a la sequia, su
decoccion o infusién se utiliza como analgésico y estd demostrada su actividad biolégica como
antioxidante y antiinflamatorio (Sena et al., 2010). La mayoria de las aplicaciones de las plantas
aromaticas y, particularmente, de sus aceites esenciales, estan relacionadas con la presencia de
determinadas sustancias biologicamente activas (metabolitos secundarios), por lo que su
identificacion y cuantificacién es un requisito fundamental para utilizarlos adecuadamente para
sus diversas aplicaciones: terapéuticas, agroalimentarias, fitosanitarias, entre otras (Llorens-

Molina, 2021).
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Para el aislamiento de los metabolitos secundarios se utilizan diferentes métodos de
extraccion, entre los cuales figuran, microextraccion en fase sélida (SPME, por sus siglas en
inglés), hidrodestilacién, destilacion por arrastre de vapor, dispersién de la matriz en fase sélida
(MSPD, por sus siglas en inglés). Este ultimo, es un procedimiento de preparacion de muestra
sencillo, econémico y relativamente rapido, que implica la preparacién, extraccion y
fraccionamiento de muestras sélidas y semisélidas debido a la mezcla mecanica directa de la
muestra con un sorbente, principalmente, gel de silice modificada Cs (Dawidowicz et al., 2011;
Barker, 2007).La MSPD permite unir varios pasos en la preparacion de la muestra (Karasova et
al., 2003), requiere una cantidad de muestra pequefa (0,5 a 1 g), poca cantidad de sorbente y
bajo consumo de solvente (10 a 25 mL), este tultimo refleja un bajo impacto ambiental y
economico (Ettiene et al., 2013).

La cromatografia es la técnica empleada en el andlisis de los metabolitos secundarios. La
cromatografia de gases (GC) permite la separacién, cuantificacion e identificacién de
compuestos volatiles y semi-volatiles, los cuales fluyen en una corriente gaseosa sobre o0 a través
de una fase estacionaria fijada en el interior de un capilar largo y fino, la cual puede ser un sélido
adsorbente de empaquetamiento, o un liquido viscoso no volatil que recubre las paredes internas
de la columna. Este método permite realizar tanto andlisis cualitativo, como cuantitativo de
sustancias o sus derivados volatiles estables a altas temperaturas menores de 320-350 °C
(Salamanca y Séanchez, 2009). Existen dos tipos principales de cromatografia de gases: la
cromatografia de gases con fase liquida (GLC) y la cromatografia de gases con fase sélida
(GSQ). En la GLC, se utiliza un mecanismo de particion y en la GSC, un mecanismo de

adsorcion (Grob, 2004).
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En el presente estudio, se realizo la hibridacion entre las especies Lippia origanoides,
Lippia alba y Lantana canescens, en busca de incorporar las diferentes caracteristicas
morfoldgicas y variar la composicion de los metabolitos secundarios. Estos ultimos fueron
extraidos por el método MSPD y caracterizados por cromatografia de gases GC/MS-FID para
cada especie y su respectivo hibrido, proporcionando asi una informacién novedosa a la

investigacion biologica en este campo.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo general

Caracterizar los metabolitos secundarios de los hibridos intergenéricos, interespecificos e
intraespecificos, obtenidos de cruces entre las especies Lippia origanoides, Lippia alba y
Lantana canescens de la familia Verbenaceae.
1.1. Objetivos especificos

Obtener hibridos intergenéricos, interespecificos e intraespecificos de cruces entre las
especies Lippia origanoides, Lippia alba y Lantana canescens de la familia Verbenaceae, usando
la polinizacion manual.

Caracterizar parentales e hibridos obtenidos mediante la evaluacion del resultado
fenotipico de las plantas.

Obtener los metabolitos secundarios de hojas de las plantas parentales e hibridos por la
técnica de extraccion por dispersion de la matriz en fase solida (MSPD).

Determinar la composicion quimica de los extractos MSPD de las hojas de plantas

parentales e hibridos, usando el analisis por GC/MS/FID.



17
HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

2. Competencias

Aplica los procedimientos correctos para la realizacion de una hibridacion intergenérica,
interespecifica e intraespecifica (revision bibliografica y capacitaciones).

Realiza un adecuado trabajo de campo a la hora de llevar a cabo una polinizacion manual
(hibridacion intergenérica, interespecifica e intraespecifica) entre las especies Lippia
origanoides, Lippia alba y Lantana canescens (bitacora de campo).

Logra un correcto analisis de datos con el manejo del software MS-ChemStation G1701-
DA.

Elabora un informe técnico con la informacion obtenida durante el estudio.

Contribuye a nueva informacion sobre los hibridos de la familia Verbenaceae

(competencia apreciativa).
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3. Cuerpo de Trabajo
3.1. Métodos
3.1.1. Material vegetal

Las plantas de las especies de Lippia origanoides, Lippia alba y Lantana canescens se
obtuvieron de parcelas experimentales expuestas a la luz solar del Complejo Agroindustrial
Piloto del Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies
Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM), ubicado el campus principal de la
Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia.

La recoleccién del material vegetal se realizo con el permiso de colecta, otorgado a través
del contrato de acceso a recursos genéticos y productos derivados con fines de bioprospeccion
N° 270, suscrito entre el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible y la Universidad
Industrial de Santander.

3.1.2. Caracterizacion morfologica de plantas parentales

Se tomaron plantas adultas de las especies de Lippia origanoides (quimiotipos Timol y
Felandreno), L. alba (quimiotipo Citral) y Lantana canescens, a las cuales se les estudi6 la
morfologia y dindmica floral, con ayuda de los libros especializados en botanica (Mayfield,
2021; Beentje, 2010; Stearn, 1983); se observaron en el estereoscopio (marca OLYMPUS,
modelo SZ2-ILST, fabricado en Filipinas por Olympus Corporation de Tokyo, Japon), las flores
abiertas y se evaluaron los siguientes caracteres: longitud de la flor, rama y hoja, dimensiones del
gineceo y de los estambres, y se especificaron detalles como posicién y organizacion y, por

ultimo, didmetro y forma de semillas.



19
HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

3.1.3. Polinizacion manual para hibridacion interespecifica, intraespecifica e intergenérica de las
especies Lippia origanoides, L. albay Lantana canescens

Las tres diferentes hibridaciones se realizaron de forma manual. Las plantas se
mantuvieron en observacion constante y, cuando éstas se encontraban en el estado de floracion,
se procedié a tomar el polen. Para ello, se abri6 la flor a la mitad del parental masculino con
ayuda de una aguja, éste se adhirio a una pluma de pavo, la cual se insert6 en el estigma del
parental femenino, fecundando asi la flor. Luego, la inflorescencia polinizada se cubri6 con un
pequefio toldillo el cual fue asegurado con hilo para evitar visitas de insectos polinizadores que

hubieran podido generar una contaminacion cruzada.

El primer cruce se realiz6 entre Lippia origanoides (quimiotipo Felandreno) x Lippia
origanoides (quimiotipo Timol), dos individuos de la misma especie, pero con caracteristicas
diferentes, en este caso el quimiotipo. El segundo cruce fue entre Lantana canescens x Lippia
origanoides (quimiotipo Timol), una hibridacion intergenérica donde se unieron especies de
diferente género y, por ultimo, entre Lippia alba (quimiotipo Citral) x Lippia origanoides
(quimiotipo Timol), una hibridacién interespecifica, la cual se produjo entre especies de un
mismo género. En cada cruce, se trabajo con cinco individuos de cada especie.

3.1.4. Extraccion por Dispersion de la Matriz en Fase Sélida de hojas de los parentales

El proceso de extraccion por MSPD se realizé por triplicado, se utiliz6 la silice
modificada Cis como material dispersante y diclorometano como solvente de elucién. Como
primer paso se homogeneizaron 2 g del material vegetal de cada parental y se pesaron 0.5 g de
éste. Posteriormente, este material vegetal se macerd con la silice modificada Cis y 1 mL de
isopropanol, durante diez minutos; una vez se formo un polvillo verde, éste se introdujo en una

jeringa de 10 mL, que contenia un filtro de algodén en el fondo.
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Se procedi6 a la elucién con 3 mL de diclorometano, el eluato se recogié en un tubo
Falcon de 15 mL. Una vez finalizé la elucién, la solucién se evapor6 parcialmente con una
corriente de nitrégeno, en un bafio de hielo, esto para concentrar el extracto a 1 mL. Luego, se
prepar6 una solucion stock de patron n-tetradecano, para ello, se adicionaron 50 pL de n-
tetradecano a un balén de 5 mL. Se aforé con diclorometano a 1 mL y, después, se tomaron 25
pL de la solucion y se depositaron en un balén de 1 mL, el cual contenia el extracto concentrado
y se afor6 a 1 mL usando diclorometano. Se pas6 el extracto por un filtro de 0.22 pm hacia un
frasco cromatografico para el andlisis por GC/FID. Finalmente, al adicionar los 25 pL de la
solucion stock al extracto y aforar a 1 mL, se trasvaso el extracto a una columna, la cual contenia
0.02 g de carb6n activado, se pas6d por un filtro de 0.22 pm y se transfiri6 a un frasco
cromatografico para el andlisis por GC/MS.

3.1.5. Andlisis de datos por GC/MS

La identificaciéon de los compuestos se realizd teniendo en cuenta criterios
cromatografico, i.e., indices de retencién lineal (IRL) calculados a partir de una mezcla de n-
alcanos Cs-Cy y espectrométrico, basado en los espectros de masas obtenidos por ionizacion con
electrones de 70 eV. Los espectros obtenidos se compararon con los de las bases de datos Wiley,
Adams y NIST, y con los de las sustancias de referencia disponibles.

Los datos espectroscépicos y cromatograficos se obtuvieron en un cromatégrafo de gases
GC 7890 (Agilent Technologies, AT, Palo Alto, CA, EE. UU.), equipado con un detector
selectivo de masas MSD 5975C [Ionizacién por impacto de electrones (EI), 70 eV; AT, Palo Alto,
CA, EE. UU.], inyector split/splitless (1:30) y el sistema de datos MS-ChemStation, version
G1701-DA, que incluy6 las bibliotecas espectrales WILEY, NIST y ADAMS. Se us6 una

columna capilar de silice fundida DB-5MS [(J&W Scientific, Folsom, CA, EE. UU.) de 60 m x
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0,25 mm de d.i., recubierta con 5 % fenil (polidimetilsiloxano) (0,25 pm de espesor de pelicula)]
y una columna DB-WAX (J&W Scientific, Folsom, CA, EE. UU.) de 60 m x 0,25 mm de d.i.,
recubierta con poli(etilenglicol) (pelicula de 0,25 pm de espesor). La temperatura del horno GC
se programé de 50 °C (5 min) a 150 °C (2 min) a 5 °C min™, luego, a 230 °C (10 min), a 5 °C
min”. Las temperaturas del puerto de inyeccién, la cdmara de ionizacién y la linea de
transferencia se mantuvieron a 250 °C, 230 °C y 285 °C, respectivamente. Como gas de arrastre
se utilizo helio (99.995%, gas AP, Messer, Bogotd, Colombia), con una velocidad de flujo de 1
mL/min, se uso un inyector automatico AT 7893.
3.1.6. Viabilidad y caracterizacion morfologica de hibridos

Se realizaron las descripciones morfolégicas de las semillas obtenidas, producto de las
hibridaciones. Las semillas se sembraron en bandejas de propagacion y se hizo el conteo de los
hibridos. Las plantulas de los hibridos se sembraron en materas y, cuando alcanzaron el estado
fenoldgico de floracion, se realizé la descripcion morfolégica (véase inciso 3.1.2), la extraccién
por dispersion de la matriz en fase sélida de las hojas (véase inciso3.1.4) y el andlisis por GC/MS
(véase inciso 3.1.5).
3.2. Resultados
3.2.1. Caracterizacion morfologica de plantas parentales

Lantana canescens Kunth es un arbusto aromatico que puede alcanzar una altura de dos
metros. Posee un tallo lefioso con un indumento frecuentemente grisaceo y adpreso. Cada rama
presenta una distancia entre nodos de 3 a 5 cm. Sus hojas son opuestas y ovadas (Figura 1A), con
dimensiones de 2 a 5.5 cm de largo y de 1 a 3 cm de ancho. Exhiben un margen serrado, apice
atenuado, base también atenuada y tomentosas. El peciolo tiene una longitud de 6 mm a 1 cm y

muestra un color verde oscuro en el haz (Figura 1B). El envés presenta un color verde opaco y
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son penninervias (Figura 1C). Las inflorescencias tienen forma capituliforme y se ubican en las
axilas de las hojas, poseen pedinculos de 1 a 3 cm de largo y en la parte inferior presentan
bracteas con forma ovada y pubescentes de color verde claro (Figura 1D).

La flor es hermafrodita con una simetria zigomorfa y su longitud es de 1 cm. La corola es
de color blanco, con un tubo corolino o caliz tubuloso también blanco que presenta una longitud
de 4 mm y es levemente pubescente (Figura 1G). Ademas, su androceo, presenta cuatro
estambres didinamos y su gineceo esta compuesto por un estigma de color verde, un estilo de 1
mm de largo de color amarillo a transparente y un ovario supero (Figura 1F).

El fruto es seco, con forma de capsula bicarpelar con un didmetro de 1.5 mm, posee un

color café oscuro y presenta tricomas de color blanco (Figura 1E).
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Figura 1

Caracterizacion morfolégica parental de Lantana canescens Kunth.

Lantana canescens

Nota. A) Morfologia general; B) Haz de la hoja; C) Envés de la hoja; D) Inflorescencia; E) Fruto

F) Gineceo; G) Flor. (a) axila; (an) anteras didinamas; (b) bractea; (e) estilo; (es) estigma; (n)

nervadura; (o) ovario; (p) pétalo; (pe) peciolo; (t) tricomas; (tc) tubo corolino.
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Lippia origanoides Kunth es un arbusto aromatico que puede alcanzar una altura de tres
metros, posee tallo lefioso de color café a grisaceo. Es conocido cominmente como orégano de
monte. Cada rama presenta una distancia entre nodos de 1 a 4 cm. Sus hojas son simples y
opuestas (Figura 2A). A su vez, son ovadas, con margen serrado, apice redondeado y base obtusa
a cordada, tienen peciolos de 6 mm a 2 cm de longitud con un indumento tomentoso; en el haz,
las hojas muestran un color verde llamativo (Figura 2B); mientras que en el envés su color varia
de verde opaco a grisaceo, y son penninervias (Figura 2C); el tamafio promedio de las hojas es de
2 a 6.5 cm de largo y de 1 a 3.5 cm de ancho. La inflorescencia es de tipo racemosa, y se
encuentra ubicada en las axilas de las hojas, con bracteas ovadas, pubescentes y pedinculos de 4
mm a 1 cm de longitud (Figura 2 D).

Las flores son hermafroditas con simetria zigomorfas, poseen con una corola de color
blanco y un tubo corolino o caliz tubuloso de color blanco a amarillo, levemente pubescente, con
una longitud promedio de 3 mm (Figura 2G); su androceo, presenta cuatro estambres didinamos
y el gineceo esta compuesto por un ovario supero de color verde, un estilo de 1.8 mm de largo y
un estigma de color blanco a transparente (Figura 2F).

Por su parte, los frutos son niiculas de color café con tricomas blancos a transparentes

con una longitud de 1 mm (Figura 2E).
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Figura 2

Caracterizacion morfoldgica parental de Lippia origanoides Kunth quimiotipo Timol.

10 mm
10 mm

20 mm

¥

-
=
=
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0.6 mm

Nota. A) Morfologia general; B) Haz de la hoja; C) Envés de la hoja; D) Inflorescencia; E) Fruto.
F) Gineceo; G) Flor. (a) axila; (an) anteras didinamas; (b) bractea; (e) estilo; (es) estigma; (n)

nervadura; (0) ovario; (p) pétalo; (pe) peciolo; (t) tricomas; (tc) tubo corolino.



26
HIBRIDACION ENTRE ESPECIES DE VERBENACEAE

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton y P. Wilson, es un arbusto aromatico que alcanza
una altura de 1.5 m, la planta se conoce comunmente como pronto alivio. Posee un tallo lefioso;
cada rama muestra una distancia entre nodos de 1.5 a 4 cm, tiene hojas opuestas que miden de 2
a 5 cm de largo y de 1 a 2.5 cm de ancho (Figura 3A), las hojas son lanceoladas, con un apice
obtuso-agudo, margen serrado y base atenuada; el haz exhibe un color verde oscuro (Figura 3B),
mientras que, en el envés, el color se torna a verde opaco, con una textura tomentosa y, segun su
nervadura, la hoja es penninervia (Figura 3C). Ademas, sus peciolos tienen una longitud de 5 mm
a 1.5 cm. Su inflorescencia, estd situada en las axilas de las hojas y tienen forma de espigas
capituliformes, presenta bracteas de color verde y pubescentes, con pediinculos de 8 mm (Figura
3D).

Las flores son hermafroditas, de simetria zigomorfas, con 4 mm de longitud. La corola
varia de color de lila a morado, con la presencia de cuatro estambres dispuestos en dos pares
didinamos. El tubo corolino es blanco y pubescente, con una longitud de 1.5 mm (Figura 3G). El
gineceo esta conformado por un ovario supero, un estilo transparentoso de 1 mm de longitud y
un estigma de color verde claro (Figura 3F).

El fruto es seco y subesférico, con dos niculas tardiamente separables, de color grisaceo

a café oscuro, con la presencia de tricomas blancos y un didmetro cercano a 1.2 mm (Figura 3E).
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Figura 3
Caracterizacion morfolégica parental de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton y P. Wilson

quimiotipo Citral.

10 mm

15 mm

0.5 mm

Lippia alba (Citral)

Nota. A) Morfologia general; B) Haz de la hoja; C) Envés de la hoja; D) Inflorescencia; E) Fruto,

F) Gineceo; G) Flor. (a)axila; (an) anteras didinamas; (b) bractea; (e) estilo; (es) estigma; (n)

nervadura; (p) pétalo; (pe) peciolo; (t) tricomas; (tc) tubo corolino.
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3.2.2. Polinizacién manual para hibridacién interespecifica, intraespecifica e intergenérica
de las especies Lippia origanoides, L. alba y Lantana canescens

Se entregaron 14 plantas hibridas al Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromdticas y Medicinales tropicales CENIVAM,
una de la hibridacion interespecifica, Lippia alba quimiotipo Citral x Lippia origanoides
quimiotipo Timol; 13 de la hibridacién intergenérica, Lantana canescens X Lippia origanoides
quimiotipo Timol. Para la hibridacién intraespecifica, no se logr6 producir ninguna planta.

Tabla 1

Seguimiento del proceso de hibridacion

Flores

Fecha  Tipo de hibridacién Hibrido . . Semillas Plantulas
intervenidas

L.origanoides F x

Ago/21 Intraespecifica L. origanoides T 30 2 0
L. canescens x

Sept/21  Intergenérica L. origanoides T 30 3 1
L. alba Cx

Oct/21 Interespecifica L.origanoides T 40 2 0
L.origanoides F x

Ene/22 Intraespecifica L. origanoides T 55 5 0
L. canescens x

Feb/22 Intergenérica L. origanoides T 35 8 6
L. alba C x

Mar/22  Interespecifica L.origanoides T 45 6 1
L.origanoides F x

Jun/22 Intraespecifica L. origanoides T 45 3 0
L. canescens x

Jul/22 Intergenérica L. origanoides T 32 15 6

Ago/22 Interespecifica L. alba Cx 30 10 0

L.origanoides T
Nota. (T) quimiotipo Timol; (C) quimiotipo Citral; (F) quimiotipo Felandreno.
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Para la siembra de semillas hibridas, se usaron diferentes sustratos que se describen en la
Figura 4; donde el hibrido interespecifico de Lippia alba quimiotipo Citral x Lippia origanoides
quimiotipo Timol, germind y crecié en un sustrato de 70% arena con 30% materia organica. Las
plantas de la hibridacion intergenérica Lantana canescens x Lippia origanoides quimiotipo
Timol, se germinaron dos y crecieron en un sustrato de 100% arena y las 11restantes, en un
sustrato de 70% arena con 30% de materia organica. Las plantulas permanecieron en el
invernadero aproximadamente cuatro meses. Cuando alcanzaron una altura promedio de 20 cm,
se expusieron a la luz solar, en el Complejo Agroindustrial Piloto del Centro Nacional de
Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales
Tropicales (CENIVAM).

Figura 4

Tipos de sustratos para la siembra de semillas hibridas.

Nota. A) 100% materia organica; B) 50% arena - 50% materia organica; C) 100% arena; D) 70%

arena - 30% materia organica.
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3.2.3. Extraccion por Dispersion de la Matriz en Fase Solida de hojas de los parentales

De cada parental, se obtuvieron tres tubos Falcon con 5 mL de extracto, para un total de
nueve tubos, tres de Lippia origanoides quimiotipo timol, tres de Lippia alba quimiotipo citral,
tres de Lantana canescens, que se rotularon asi: LO, LA, LC. En la Figura 5 se puede observar el
montaje para la obtencion del extracto de hojas de Lippia origanoides quimiotipo Timol.
Figura 5

Montaje de dilucion hojas de Lippia origanoides quimiotipo Timol.

3.2.4. Andlisis de datos por GC/MS/FID de los Parentales
En las Figuras 6, 7 y 8 se observan los perfiles cromatograficos de los extractos MSPD de

hojas de Lippia alba quimiotipo Citral, Lippia origanoides quimiotipo Timol y Lantana
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canescens, junto con las estructuras quimicas de los componentes mayoritarios, que se exponen

con sus cantidades relativas en porcentaje en la Tabla 2.

Figura 6

Perfil cromatogrdfico obtenido por GC/FID de los extractos MSPD de hojas de Lippia alba

quimiotipo Citral.
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Nota. La identificacion de los picos cromatograficos aparece en la Tabla 2.
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Figura 7

Perfil cromatogrdfico obtenido por GC/FID de los extractos MSPD de

origanoides quimiotipo Timol.
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Nota. La identificacion de los picos cromatograficos aparece en la Tabla 2.

Figura 8

Perfiles cromatogrdficos obtenidos por GC/FID de los extractos MSPD de hojas de Lantana

canescens.
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Nota. La identificacion de los picos cromatograficos aparece en la Tabla 2.
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En el extracto de Lippia alba quimiotipo Citral prevalecen monoterpenos oxigenados
(>65%), en el extracto de Lippia origanoides quimitiotipo Timol prevalecen fenoles
monoterpénicos (>70%), mientras que en el extracto de Lantana canescens dominan

sesquiterpenos, y diterpenos (>50%) (Tabla 2).

Tabla 2
Identificacion por GC/MS de compuestos mayoritarios en los extractos MSPD, obtenidas de

hojas de plantas parentales estudiadas.

Cédigo Nombre cientifico Componentes mayoritarios (areas relativas, %)

Geranial (51,34 + 0,03 %), neral (16,110 + 0,002 %), B-
elemeno (15,30 + 0,04), trans-B-cariofileno (6,00 + 0,01
%), germacreno D (2,72 £ 0,01 %), a-humuleno (1,250 +
0,002).

LA Lippia alba

Timol (67,80 + 0,03 %), p-cimeno (3,40 + 0,01 %), y-si-
tosterol (1,6 %), a-tocoferol (3,370 + 0,004 %), trans-f3-
LO Lippia origanoides cariofileno (2,813 £ 0,003 %), y-terpineno (2,30 + 0,01
%).
trans-B-Cariofileno (13,90 + 0,05 %), escualeno (12,30 +
0,01 %), limoneno (8,50 + 0,03 %), germacreno D (8,10
+ 0,01 %), eucaliptol (5,0 £ 0,1 %), y-sitosterol (2,90 +
0,05 %).

LC Lantana canescens
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3.2.5. Caracterizacion morfologica de plantas hibridas

Lantana canescens Kunth x Lippia origanoides Kunth quimiotipo Timol es una planta
aromatica que alcanzd los 85 cm (desde su germinacion hasta el momento que se realizo la
caracterizacion, seis meses); cada rama presenté una distancia entre nodos de 3 a 6 cm, hojas
opuestas y ovadas (Figura 9A). Hojas de 1.5 a 4 cm de largo y de 1 a 2.7 cm de ancho, con
margen serrado, apice atenuado, base atenuada, tomentosas, con peciolo de 4 a 10 mm de largo y
color verde oscuro en el haz (Figura 9B). En el envés exhibia un color verde claro y penninervia
(Figura 9C).

Sus inflorescencias capituliformes axilares, pedinculos de 1 a 2.3 cm de largo y bracteas
ovadas pubescentes (Figura 9D). Su flor es hermafrodita y zigomorfa de 7 mm de longitud,
corola color blanco, tubo corolino o caliz tubuloso color blanco levemente pubescente y con una
longitud de 3 mm (Figura 9G); presentd cuatro estambres didinamos. El gineceo compuesto por
un estigma color amarillo claro, un estilo de 0.8 mm de largo color blanco a transparente y un
ovario supero (Figura 9F).

Su fruto presentaba forma de cédpsula bicarpelar color café oscuro con presencia de

tricomas color blanco y 2 mide mm de diametro (Figura 9E).
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Figura 9

Caracterizacion morfoldgica del hibrido de Lantana canescens x Lippia origanoides gimiotipo

Timol.

10 mm
10 mm

18 mm

1.5 mm

Lantana canescens x Lippia origanoides (Timol)

Nota. A) Morfologia general; B) Haz de la hoja; C) Envés de la hoja; D) Inflorescencia; E)

Fruto; F) Gineceo. G) flor. (a) axila; (an) anteras; (b) bractea; (e) estilo; (es) estigma; (n)

nervadura; (0) ovario; (p) pétalo; (pe) peciolo; (t) tricomas; (tc) tubo corolino.
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Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton y P. Wilson (Citral) x Lippia origanoides Kunth
quimiotipo Timol, es una planta aromatica que alcanzé los 105 cm (desde su germinacion hasta
el momento que se realiz6 la caracterizacién, seis meses), cada rama present6 una distancia entre
nodos de 2 a 3.5 cm, tiene hojas opuestas de 1 a 4 cm de largo y de 1 a 2 cm de ancho,
lanceoladas, con un apice obtuso-agudo, margen serrado y base atenuada (Figura 10A). En el haz
se exponia un color verde pino oscuro (Figura 10B). En el envés su color se torna a verde claro,
tomentoso, sus peciolos miden de 4 mm a 1 cm de largo y debido a su nervadura es penninervia
(Figura 10C).

Su inflorescencia situada en las axilas de las hojas tenia forma de espigas capituliformes,
bréacteas color verde claro y pubescentes, asi como, pediinculos de 6 mm (Figura 10D). Sus flores
son hermafroditas y zigomorfas de 5 mm de longitud, su corola es de color lila a morado,
presentd cuatro estambres, dos pares didinamos, tubo corolino color blanco y pubescente de 2
mm de largo (Figura 10G). Gineceo con ovario supero, estilo transparentoso de 1 mm y estigma

color verde (Figura 10F).

Su fruto presentaba forma de capsula seca color grisaceo oscuro con presencia de

tricomas blancos y con 1 mm de diametro (Figura 10E).
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Figura 10

Caracterizacion morfoldgica del hibrido de Lippia alba quimiotipo Citral x Lippia origanoides

quimiotipo Timol.

10 mm

10 mm

Lippia alba (Citral) x Lippia origanoides (Timol)

Nota. A) Morfologia general. B) Haz de la hoja. C) Envés de la hoja. D) Inflorescencia. E) Fruto.
F) Gineceo. G) flor. (a) axila; (an) anteras didinamas; (b) bractea; (e) estilo; (es) estigma; (n)

nervadura; (o) ovario; (p) pétalo; (pe) peciolo; (pra) primordio raiz; (t) tricomas; (tc) tubo

corolino
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3.2.6. Extraccion por dispersion de matriz en fase solida de hojas de plantas hibridas

Se obtuvieron tres tubos Falcon con 5 mL de extracto Lippia alba x L. origanoides y 27
tubos igualmente con 5 mL de extracto de Lantana canescens x Lippia origanoides quimiotipo
Timol. Para este ultimo se logré extraer mayor cantidad de extracto, ya que es el hibrido con
mayor nimero de plantas. Los tubos se rotularon de la siguiente manera: LAxXLO, LCxLO-1,
LCxLO-2, LCxLO-3, LCxLO-4, LCxLO-5, LCxLO-6, LCxLO-7.
3.2.7. Andlisis de datos por GC/MS/FID de los hibridos

En las figuras 11 y 12 se observan los perfiles cromatogréaficos de los extractos MSPD
obtenidos de hojas de los hibridos, junto con las estructuras quimicas de los componentes
mayoritarios, que se exponen con sus cantidades relativas en porcentaje en la Tabla 3.
Figura 11
Perfil cromatogrdfico obtenido por GC/FID de los extractos MSPD obtenidos de hojas de Lippia

alba x Lippia origanoides quimiotipo Timol.
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Nota. La identificacion de los picos cromatograficos aparece en la Tabla 3.
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Figura 12
Perfil cromatogrdfico obtenido por GC/FID de los extractos MSPD obtenidos de hojas Lantana

canescens x Lippia origanoides quimiotipo Timol.
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Nota. La identificacion de los picos cromatograficos aparece en la Tabla 3.

Los compuestos mayoritarios extraidos mediante MSPD e identificados por GC/MS de la
planta hibrida Lippia alba quimiotipo Citral x y L. origanoides quimiotipo Timol (LAxLO) son
monoterpenos oxigenados, aunque contiene mayor cantidad de sesquiterpenos pero presentan
menor cantidad de area relativa.

Mientras que los compuestos identificados en plantas hibridas de Lantana canescens x y Lippia
origanoides quimiotipo Timol desde la (LCxLO-1 hasta LCxLO-7) fueron: trans-B-cariofileno,
germacreno, palmitato de capril, a-humuleno, y-sitosterol, escualeno, limoneno, entre otros;

donde dominando los sesquiterpenos (>60 %).
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Tabla 3

Identificacion por GC/MS de compuestos mayoritarios de los extractos MSPD, obtenidos de

hojas de plantas hibridas estudiadas.

Cédigo Nombre cientifico Componentes mayoritarios (areas relativas, %)
Oxido de piperitenona (36,40 + 0,07 %), trans-f-ca-
L. alba C x riofileno (7,050 + 0,008 %), germacreno D (6,00 +
LAxLO

L. origanoides T

0,02 %), limoneno (4,90 £ 0,06 %), a-guaieno (4,310
+ 0,004 %), B-elemeno (3,010 + 0,009).

L. canescens x

trans-B-cariofileno (6,0 + 0,2 %), Escualeno (5,50 *

0,02 %), germacreno D (5,11 = 0,01 %), a-tocoferol

LCxLO-1
L. origanoides T (5,11 + 0,03), y-sitosterol (5,0 = 0,1 %), y-terpineno
(3,1 £ 0,3 %).
LCxLO-2 L. canescens x
L. origanoides T trans-B-Cariofileno (18,2 + 0,1 %), palmitato de capril
(11,71 £ 0,09 %), a-humuleno (6,30 + 0,03 %), y-ter-
pineno (6,1 + 0,1 %), y-sitosterol (3,40 + 0,02 %), bi-
ciclogermacreno (3,33 + 0,08 %).
trans-B-Cariofileno (19,16 + 0,04 %), y-terpineno
(7,30 £ 0,03 %), a-humuleno (7,21 + 0,02 %), ger-
LCxLO-3 L. canescens x macreno D (6,00 £+ 0,06 %), escualeno (3,90 + 0,04
L. origanoides T %), y-sitosterol (3,32 + 0,01 %).
trans-fB-cariofileno (9,10 + 0,01%), limoneno (3,81 +
LCxLO-4 L. canescens x
XLL- . . 0,07 %), eucaliptol (3,20 + 0,05 %), y-Sitosterol (3,00
L. origanoides T
+ 0,09 %), germacreno D (2,30 + 0,03 %), bicicloger-
macreno (1,83 + 0,02 %).
trans-B-Cariofileno (15,0 = 0,02%), germacreno D
L. canescens x (6,90 = %), y-terpineno (5,0 = %), biciclogermacreno
LCxLO-5

L. origanoides T

(3,32 + 0,01 %) y-sitosterol (3,3 + 0,1 %), a-tocoferol
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(2,73 £ 0,03).
trans-B-Cariofileno (5,390 + 0,006 %), o-humuleno
LCXxLO-6 L. canescens x (3,80 + 0,01 %), y-sitosterol (1,71 + 0,03 %), y-terpi-
L. origanoides T neno (1,60 + 0,01 %), escualeno (1,592 + 0,009 %), li-

moneno (1,22 + 0,02 %).

trans-B-Cariofileno (24,22 + 0,03 %), o-humuleno
LCXLO-7 L. canescens x
X (11,10 + 0,02 %), y-terpineno (7,20 + 0,05 %), limo-
L. origanoides T
neno (3,54 + 0,2 %), germacreno D (2,80 £ 0,04 %),
a-tocoferol (2,60 + 0,01).

Nota. (C) Quimiotipo Citral; (T) Quimiotipo Timol.

3.3. Discusion

En Colombia, Lippia origanoides se encuentra distribuida en altitudes que varian de 500
a 800 m.s.n.m., en entornos secos (Alvarez-Sénchez et al., 2018). Por su parte, L. alba, conocida
como "pronto alivio", prospera en ambientes caracterizados por una alta intensidad luminica
(Henao et al., 2011), y se desarrolla especialmente bien en suelos arenosos (Sanchez et al., 2004).
Estas observaciones se respaldan con lo evidenciado durante la germinacion y crecimiento de las
semillas hibridas, las cuales presentaron un mejor crecimiento en suelos arenosos. Ademas, se
observé un rapido crecimiento en la altura del tallo cuando las plantas fueron expuestas a una
mayor cantidad de luz solar al ser extraidas del invernadero.

Los factores hereditarios transmitidos de padres a hijos y la combinacién de estos
factores en la generacion hibrida F1, determinan que un individuo de esta generacion herede los
caracteres dominantes de uno de los progenitores, al mismo tiempo que oculta los caracteres
recesivos del mismo par alelomorfo (Vidal & Ruiz, 2010). Desde una perspectiva morfologica,
los hibridos resultantes Lantana canescens x Lippia origanoides quimiotipo Timol que se

muestran en la Figura 9, y de Lippia alba quimiotipo Citral x Lippia origanoides quimiotipo
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Timol que se observan en la Figura 10, presentan una notable similitud con sus parentales
femeninos. Esta similitud se refleja en aspectos como la forma de las hojas, los tipos de
inflorescencias, el color y la forma de las flores. Es importante destacar que, a pesar de tratarse
de plantas jévenes, sus medidas coinciden con las plantas parentales ya maduras.

En el hibrido Lippia alba quimiotipo Citral x Lippia origanoides quimiotipo Timol que se
muestra en la Figura 10 A, se observaron unos abultamientos a lo largo de la rama, los cuales son
primordios de raices adventicias, que funcionan como un método de adaptacién, porque, si un
pedazo de la rama se desprende, a partir de ellos, se forman las nuevas raices del esqueje. Esto
muestra la capacidad de las plantas hibridas para adaptarse y sobrevivir.

La ausencia de plantas hibridas intraespecificas que se evidencia en la Tabla 1, se ha
atribuido a problemas en el proceso de polinizacion de la flor de Lippia origanoides quimiotipo
Felandreno. Esta dificultad se debe, en gran medida, a la pequefiez de la flor, lo que obstaculiza
la extraccion e insercion precisa del polen, utilizando la técnica de la pluma de pavo, Almanza en
1992 afirma la existencia de unas barreras para la hibridaciéon en nuestro caso es una barrera
morfolégica, para esto, también se ensayé utilizar una aguja para la insercién del polen, ya que
posee una punta mucho mas fina, pero este procedimiento condujo a dafios en el o6rgano
femenino de la flor, por ende, no se logré una polinizacion exitosa.

Los compuestos quimicos que present6 el hibrido de Lippia alba quimiotipo Citral x
Lippia origanoides quimiotipo Timol que se muestran en la Tabla 3, son muy similares a los de
sus parentales, especificamente, a su parental femenino Lippia alba quimiotipo Citral como se
muestra en la Tabla 2. Compuestos como trans-f3-cariofileno (7,050 + 0,008 %) posee actividad
citotoxica Zapata et al., 2009), el B-elemeno (3,010 + 0,009) y germacreno D (6,00 £+ 0,02 %)

presentan actividades antimicrobianas, e insecticidas frente a los mosquitos y afidos (Araque et
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al., 2018) (Devia et al., 2020). El compuesto mayoritario fue 6éxido de piperitenona (36,40 + 0,07
%), que no aparecio en ninguno de sus dos parentales, y tampoco ha sido registrado en la
literatura para estas especies, pero coincide con los compuestos mayoritarios de los aceites
esenciales de Lippia juveliana, L. integrifolia y L. turbinata (Duschatzky et al., 1998), lo que
hace pensar que es un compuesto tipico y frecuente en este género.

Los metabolitos secundarios de los hibridos de Lantana canescens x Lippia origanoides
quimiotipo Timol que se observan en la Tabla 3, poseen como componente mayoritario el y-
sitosterol, comun para ambos parentales como se muestra en la Tabla 2. Este esterol posee una
actividad antihiperglucémica (Balamurugan et al., 2011), el y-terpineno funciona como
antioxidante (Grassmann et al., 2005) y es muy utilizado en la industria de alimentos y
cosmética. Aunque en el extracto obtenido del parental de Lantana canescens que se muestra en
la Tabla 2, no se encontré el biciclogermacreno, éste fue un compuesto mayoritario de los
hibridos (LCxLO-2, LCxLO-4, LCxLO-5) y, basandose en lo reportado por (da Costa et al., 2009) es
un compuesto mayoritario de los aceites esenciales de Lantana sp.

Para este ultimo hibrido Lantana canescens x Lippia origanoides quimiotipo Timol, se logro
obtener una mayor cantidad de plantas. En la Tabla 3, se observa que no todos los extractos
tienen los mismos compuestos mayoritarios. Esto se debe a que las plantas pueden inducir la
sintesis activa de metabolitos secundarios, seguin los diversos factores, entre el estrés ambiental,
el ataque de organismos (como insectos, hongos o bacterias), la falta o el exceso de luz
(Camacho-Escobar et al., 2020), el tipo del sustrato y la altura en la que se desarrollen. Las
plantas hibridas, obtenidas en este estudio, crecieron en dos sustratos diferentes: 100% arena y

70% arena - 30% materia organica, sin embargo, a la hora de los andlisis cromatograficos, no se
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observa un cambio drastico a la hora de la obtencion de los metabolitos secundarios, es decir, las

plantas para esta hibridacion contenian similitud en sus compuestos.

4. Conclusiones

El presente estudio confirma la viabilidad de llevar a cabo la polinizacién manual de
plantas Verbenaceas y de crear hibridos entre sus diferentes especies. Estos hibridos se
caracterizan por una diversidad de metabolitos secundarios, para la hibridacién interespecifica
Lippia alba quimiotipo Citral x Lippia origanoides quimiotipo Timol, se encontraron 6xido de
piperitenona, trans-f-cariofileno, germacreno D, limoneno, -elemeno, B-bisaboleno. Para la
hibridacion intergenérica, Lantana canescens x Lippia origanoides quimiotipo Timol, se
detectaron y-sitosterol, trans-p-cariofileno, neofitadieno, germacreno D, y-terpineno,
biciclogermacreno, a-humuleno y limoneno. La formacién de nuevos metabolitos secundarios o
sustancias podria convertirse en un potencial interesante para aportar beneficios significativos a
las industrias cosmética, alimentaria y farmacéutica, gracias a sus propiedades y diversa

actividad biologica.

5. Recomendaciones
Cuando las plantas hibridas desarrollen un follaje abundante, se recomienda llevar a cabo
la extraccion de sus aceites esenciales y su posterior analisis.
Se recomienda comprobar también la existencia de la hibridacion entre estas especies,

usando marcadores moleculares.
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