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I. RESUMEN

Estudios de herbivoria en la familia Orchidaceae muestran que estas especies presentan
bajos porcentajes de herbivoria, sin embargo estos estudios son escasos. Las
investigaciones sobre las defensas fitoquimicas en orquideas y sus efectos en la
herbivoria y florivoria permitiran determinar los mecanismos que influyen en las
diferencias entre especies y la identificacion de compuestos con actividad promisoria en
la medicina y control biologico. Se determind la herbivoria y florivoria de E.
exasperatum y k. vespa en la Reserva Forestal Fortuna durante seis meses. Se realizaron
analisis fisicoquimicos e identificacion de metabolitos secundarios en extractos de hojas
y flores de E. exasperatum y E. vespa. Los porcentajes de herbivoria en las hojas no
mostraron diferencias significativas entre £. exasperatum y E. vespa, sin embargo fueron
relativamente bajos. Los bajos porcentajes de herbivoria en las hojas, podria estar
relacionados con contenido de agua, nutrientes y la presencia de metabolitos secundarios
que reducen la digestibilidad. Se observaron diferencias en la herbivoria de las hojas por
estacionalidad, siendo mayor en los meses de estacion seca. Algunos metabolitos
secundarios identificados en extractos de hojas de E. exasperatum y E. vespa fueron
flavonoides, pigmentos carotenoides, alcaloides y terpenos. Se encontraron diferencias
significativas en la florivoria de ambas especies, relacionadas con el contenido de
metabolitos secundarios implicados en la disuasién de herbivoros. El mayor nimero de
flores con dafio se observo en E. vespa. En los extractos de flores de ambas especies
fueron identificados flavonoides (flavonas, dihidroflavonoles, lignanos y taninos
hidrolizables), pigmento antocianinas y alcaloides. En las flores de ambas especies se
observaron mayores dafios en los pétalos. Se observd una mayor preferencia de A.
coronatus hacia muestras frescas de hojas de ambas especies, mientras que los extractos

de flores de £. vespa fueron mas visitadas por 4. coronatus.
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II. INTRODUCCION

Las orquideas son un grupo de especies de plantas vasculares que presentan una
amplia diversidad y especializacion, lo que les ha permitido desarrollarse en diversos
habitats y establecer interacciones complejas con otros organismos (Silvera 1993;
Dressler 1990; Rasmussen et al. 1998; Alvarado 2000). Una de estas interacciones es la
herbivoria por diversos insectos como las hormigas defoliadoras de la tribu Attini. Para
defenderse de estos insectos herbivoros las orquideas pueden utilizar defensas fisicas
como hojas gruesas y quimicas como taninos y otros metabolitos secundarios (Tiffin
2000; Coley et al. 2007). Sin embargo, uno de los mayores retos para el estudio de la
herbivoria en plantas como las orquideas, es tratar de entender como algunas especies de
orquideas e individuos son poco atacados, y por qué algunos individuos sobreviven sin
dafios, mientras sus vecinos sufren herbivoria (Granados- Sanchez et al., 2008).

La diversidad fitoquimica de las plantas puede tener efectos diversos en los
herbivoros, desde sustancias insecticidas hasta repelentes o incluso atrayentes o
distractores, esto es muy interesante desde el punto de vista biolégico y acarrea
consecuencias economicas importantes (Vivanco et al., 2004). En el contexto ecologico,
el estudio de la herbivoria nos permite entender las interrelaciones que existen entre los
seres vivos, desde un punto de vista evolutivo y fisiologico, ademas, nos permite
observar la importancia de los metabolitos secundarios en los procesos de adaptacion de
las plantas, en la competencia con herbivoros y otras plantas, en el establecimiento de la

simbiosis con otros organismos, en la resistencia frente al estrés por factores abidticos, en
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la atraccion de insectos polinizadores y dispersores de semillas y frutos (Sepulveda
Jiménez et al., 2003).

Estudios de herbivoria realizados en el grupo de las orquideas han mostrado que
estas especies presentan bajos porcentajes de herbivoria, sin embargo, estos estudios son
escasos en comparacion con estudios realizados en otras familias de plantas (Whigham,
1990; Sterck et al., 1992; Lowman et al., 1996, Vallius & Salonen, 2000; Malo ef al.,
2001; Schmidt & Zotz, 2002; Pellegrino & Musacchio, 2006). Los estudios sobre las
defensas fisicas y quimicas en orquideas y sus efectos en la herbivoria de hojas y flores,
permitiran determinar cuales son los mecanismos que influyen en las diferencias de dafio
entre especies e individuos. En particular, es de importancia la identificacion de algunos
compuestos de defensas, como los metabolitos secundarios, que podrian tener actividad
promisoria en la medicina y como control de plagas.

Estudios previos de la herbivoria en orquideas, han demostrado que existen
compuestos que sirven de defensa como algunos alcaloides y terpenos (Wilson ef al.,
1999). Sin embargo existe poca informacion sobre la mayoria de los compuestos
presentes en estas especies, sobre todo las de zonas tropicales, y que podrian tener

importancia farmacologica y biotecnoldgica.
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II1I. OBJETIVOS
Objetivo general

% Determinar la herbivoria en las hojas y flores de E. exasperatum y E.

vespa y la relacion con sus caracteristicas fitoquimicas.

Objetivos especificos

¢ Cuantificar la herbivoria en hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa
durante distintas épocas del afio en la Reserva Forestal Fortuna.

+¢ Identificar algunas caracteristicas fitoquimicas presentes en las hojas y
flores de E. exasperatum y E. vespa.

%+ Evaluar el efecto de los extractos de hojas y flores de E. exasperatum y E.

vespa sobre la preferencia de la hormiga Acromyrmex coronatus.
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IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 GENERALIDADES DE LAS ORQUIDEAS
4.1.1 Descripcion
4.1.1.1 Tipo de crecimiento
De acuerdo a Garbey (2009), las orquideas son plantas herbaceas y perennes que
presentan dos tipos basicos de crecimiento: el tipo simpodial, que origina tallos multiples

(Fig.1a) y el tipo monopodial que origina un solo tallo (Fig.1b).

Fig 1. Tipos de crecimiento en orquideas: a. Crecimiento simpodial; b. Crecimiento
monopodial (modificado de Garbey, 2009).

4.1.1.2 Estructuras vegetativas y reproductivas

a) Sistema radical

El sistema radical de las orquideas, tiene notables modificaciones del tipo normal
de raiz. Sin embargo, al igual que en el resto de las plantas es un 6rgano vital para el

anclaje de la planta y la absorcion de nutrientes. En las orquideas terrestres, las raices son
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estructuras alargadas y ramificadas, cubiertas de pelillos absorbentes. Las raices de las
epifitas son atin mas especializadas que las orquideas terrestres. En ellas, muchos pelillos
radicales se han sustituido por una funda de células muertas, esponjosas, que se llama
velamen (Dressler, 1993) (Fig. 2a).

b) Hojas

De acuerdo a Dressler (1990), las hojas nacen del rizoma o de los tallos aéreos,
las cuales son simples y de margen entero, generalmente alternas, espiraladas, disticas o
verticiladas, muchas veces plegadas, basales o a lo largo del tallo (Fig. 2a).

¢) Flores

La flor de las orquideas esta constituida en verticilos o series de tres partes cada
uno (Fig. 2b): tres sépalos, tres pétalos (de los que uno se modifica para formar el labelo),
ademas la columna (que resulta de la fusion de estambres y estilo). En la columna
encontramos la antera (parte receptiva), que puede ser dorsal, apical o ventral, respecto a
la columna. En la parte superior de la columna, se encuentran los polinios (masa de polen
compactadas en numero de dos, cuatro u ocho) y debajo el estigma, separado por un
pequefio tabique llamado rostelo. Cuando se trata de inflorescencias, éstas pueden ser
terminales o laterales, subtendidas por un pedunculo largo o abreviado, de una o mas
flores, comiinmente una espiga, un racimo simple o una panicula (Dressler, 1993).

d) Frutos y semillas

Luego de la polinizacion, los granos de polen germinan sobre la superficie
estigmatica y los tubos polinicos se extienden hasta el ovario. Si la fertilizacién no ocurre

la capsula o el fruto detiene su desarrollo y muere; de lo contrario, se desarrollan los
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embriones. El embrion esta rodeado por una cubierta o testa, por lo que necesitan fuentes
de nutricion externas hasta desarrollarse lo suficiente como para sobrevivir de una forma
autotrofa (Fig. 2¢). En condiciones naturales, estas fuentes de alimento las obtienen de la

asociacion con hongos (Kuan & Gonzalez, 1993).

Fig. 2. Estructura de orquideas: a) Partes vegetativas; b) Detalle de la estructura
de las flores; ¢) Corte transversal de capsula con las semillas (modificado de
Dressler, 1990 y Garbey, 2009).

4.1.2 Diversidad y distribucion
Datos actualizados muestran que la familia Orchidaceae es la familia mas grande

de plantas con flores, con aproximadamente 26,567 especies agrupadas en cerca de 800
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géneros (Kew Royal Botanic Garden). De acuerdo a Dressler (1990), se encuentran en los
cinco continentes y unicamente las regiones polares y los grandes desiertos no presentan

condiciones para su sobrevivencia (Fig. 3).

Fig. 3. Distribucion global de la familia Orchidaceae (tomado de Arditti, 1992).

El ambito de distribucion de esta familia va desde 72° norte hasta 52° sur; sin
embargo, el mayor numero de orquideas se encuentra en las zonas tropicales, donde las
especies de epifitas constituyen hasta el 73 % de la flora (Gonzalez, 1995). La mayoria de
éstas plantas se localizan entre el sureste de Asia hasta Indonesia y Australia. En segundo
lugar esta la zona comprendida entre Africa y Madagascar y una tercera zona que va

desde México hasta Brasil (Kuan & Gonzalez, 1993).
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Las orquideas presentan varios habitos de crecimiento debido a su gran
variabilidad morfologica. Crecen sobre los arboles (epifitas), o sobre las rocas (litofiticas)
y en el suelo, pero una gran parte de la familia es epifita. Las orquideas son mas diversas
y abundantes en bosques hiumedos pero se encuentran algunas especies en bosques secos
y estacionales (Dressler, 1993).

En América, los paises con mayor diversidad de orquideas son Colombia con
3,000 especies, Ecuador con 3,800 especies y Brasil con 2,500. En Panama encontramos
unas 1,150 especies distribuidas en 184 géneros (Correa ef al., 2004). Esta diversidad
puede ser mayor y una caracteristica importante, es que en nuestro pais podemos
encontrar especies representativas de Centro y Sur América (Dressler, 1993; Silvera,

2010).

4.1.3 Amenazas y estado de conservacion de las orquideas

El gran valor comercial que poseen ciertas especies de orquideas ha provocado el
saqueo indiscriminado de individuos silvestres, y la falta de conocimientos en el cultivo
de estas plantas provoca grandes pérdidas de material valioso, con la consecuente erosion
genética (Silvera, 2010).

Otro problema que enfrentan estas especies es la deforestacion que ha provocado
serios dafios especialmente en las poblaciones de orquideas nativas y endémicas. Ademas
de lo anterior, poseen limitaciones en su germinacion y desarrollo, ya sea por falta de
polinizadores o por las caracteristicas de sus semillas de no presentar endospermo. La

sumatoria de estos factores hace que el nimero de semillas que germinan en condiciones
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naturales sea muy bajo (menos del 5%) en comparacion con el nimero de semillas
producido (Abdelnour & Mufioz, 1997).

Las orquideas estan consideradas por la Convencion sobre Comercio
Internacional de Especies de Fauna y Flora Silvestre (CITES por sus siglas en inglés),
como amenazadas y en peligro de extincion. En Panama, se encuentran protegidas por la
Autoridad Nacional del Ambiente, y contempla sanciones y multas para quienes vendas
estas plantas sin autorizacion (Silvera, 1993).

Debido al peligro que enfrentan estas especies, es necesario aumentar el
conocimiento que se tiene sobre la ecologia y diversidad de estas especies. Ademas, una
forma de contribuir a la conservacion de las orquideas es la identificaciéon de los
organismos o factores que las afectan. El reconocimiento de los dafios reales o
potenciales permite que estos se puedan controlar evitando la pérdida de valiosas especies

(Rivera, 1998; Rivera & Corrales, 2007).

4.1.4 Importancia de la familia Orchidaceae
4.1.4.1 Relaciones ecoldgicas de las orquideas con otros organismos

Las interacciones ecologicas entre las orquideas y otros organismos constituyen
un sistema de estudio que permite poner de manifiesto la complejidad del proceso
evolutivo en la naturaleza (Dressler, 1990; Paccini & Franchi., 2008). Aspectos como la
biologia de la polinizacion, la germinacion de las semillas y las relaciones con hongos
para realizar sus procesos vitales son puntos de interés en el estudio de la familia

Orchidaceae (Dressler, 1993).
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Uno de los aspectos mas sobresalientes en la ecologia de las orquideas es la
biologia de su polinizacion, ya que algunas especies de orquideas recompensan a los
polinizadores con alimento (como néctar, pelos alimenticios o aceites) y con otros
compuestos como ceras, resinas y fragancias. Sin embargo, muchas orquideas han
recurrido a la tactica de seducir a los polinizadores ofreciendo aromas, formas, colores o
movimientos que imitan algo que a éstos les interesa sin ofrecer nada a cambio (engafios)
(Jersakova et al. 2006). Ademas, se conoce que el 97 % de las orquideas necesitan de una
especie de polinizador para que se lleve a cabo la transferencia de los granos de polen v,
por ende, para que se produzca la fecundacion y la formacion de las semillas (Cingel,
2001). Se debe tener en cuenta que el polen de las orquideas se halla agrupado en masas
compactas llamadas polinias, de tal modo que por si solo, o por accion del viento, el
polen no se puede dispersar de una flor a otra, por lo que los polinizadores son
imprescindibles para asegurar su reproduccion sexual. Algunas atraen visitantes
generalistas, pero muchas estan bastante especializadas, atrayendo solo a una o unas
pocas especies como polinizadores. No obstante, la especializacion en un solo tipo de
polinizador para asegurar una transferencia mas eficiente de polen, determiné una
creciente especializacion morfologica y estructural en las flores de las orquideas para
garantizar la atraccion de una sola especie de insecto (Darwin, 1862; Neiland & Wilcock,
1998).

En la mayoria de las especies de orquideas, las semillas son muy pequefias y
requieren nutrientes provistos por un hongo micorricico para poder germinar,

estableciendo asi una relacion simbiotica. El hongo suministra azicares al protocormo
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(especialmente a aquellos que no poseen clorofila) y obtiene el aziicar de secciones del
substrato de la orquidea, es decir, la corteza de un arbol o del suelo. El protocormo, a su
vez, provee al hongo con ciertas vitaminas y un habitat donde vivir. Con el tiempo, el
joven retofio comenzara a producir sus propios nutrientes y la simbiosis no sera mas
necesaria (Dressler, 1993).

Un gran nimero de orquideas son verdes por tener clorofila y capaces por esa
misma razon de producir sus propios alimentos (autotrofas). Sin embargo, algunas
carecen de esos pigmentos y son incapaces del autotrofismo, dependiendo de una relacién
simbidtica con ciertos tipos de hongos (la mayoria del género Rhizoctonia), para absorber
nutrientes derivados de la descomposicion de la materia organica. A estas plantas se les
llama saprofitas (Walter, 1979).

En sus ecosistemas naturales, las orquideas viven en un delicado balance con los
otros organismos del ambiente, por lo que pequefios cambios ambientales tiene efectos
adversos sobre ellas y pueden resultar en disminuciones en las poblaciones, o en tltimo
caso pueden llevar a su extincion (Dressler, 1993; Ulloa, 2000). Sin embargo, existe poca
informacion sobre la biologia y ecologia de muchas especies de orquideas y los factores
(bidticos y abiodticos) que pueden tener influencia en su supervivencia y reproduccion
(Rasmussen & Whigham, 1998). Ademas, los factores abioticos han sido mucho mas
estudiados que las interacciones bioticas, tales como la herbivoria y la competencia. La
herbivoria en particular ha sido un aspecto desestimado en muchos estudios

poblacionales (Zotz & Hietz, 2001).
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4.1.4.2 Importancia econémica de las orquideas

Tradicionalmente las orquideas han sido utilizadas por distintos pueblos con fines
ornamentales y alimenticios como la vainilla de la Vanilla planifolia Andrews, y también
algunas especies son comercializadas como aromatizantes de té. A nivel mundial,
Tailandia es el pais con mayor produccion de orquideas, con un monto anual de 40
millones de dolares, mientras que en América Latina, los paises Colombia, Venezuela y
Costa Rica producen cantidades millonarias por las exportaciones de orquideas
producidas en laboratorio. Ademas se estima que nueve millones de plantas son
exportadas a Estados Unidos, Europa y Asia provenientes de paises centroamericanos
(Sahavacharin, 1998; Revelo & Cisneros, 2008).

En Panama, se estima que entre el afio 2009-2010, alrededor de 2,337 plantas
fueron extraidas vivas por permisos comerciales (Direccion de Areas Protegidas y Vida

Silvestre. Autoridad Nacional del Ambiente ANAM).

4.1.4.3 Usos tradicionales de las orquideas en fitoquimica y farmacologia

Algunas especies de orquideas han sido utilizadas desde hace mucho tiempo en la
medicina tradicional de diversas culturas alrededor del mundo para el tratamiento de
enfermedades de la piel, problemas digestivos, respiratorios, de circulacion, en
tratamientos antitumorales y antidiabéticos, entre otros (Cuadro 1).

Los estudios de los compuestos quimicos de las orquideas son muy escasos y en
su mayoria, se han realizado en los Gltimos 15 afios. Los primeros registros del uso de las

orquideas en la medicina, data del afio 1233 en la antigua cultura china donde se
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describen las propiedades curativas de 20 especies. Los sumerios hace 4,000 afios
describen dentro de sus registros algunas orquideas como medicinales. Mas tarde, en la
obra de Dioscorides, De Materia Medica, se describen dos especies de orquideas
terrestres con propiedades afrodisiacas (Kong ef al., 2003). En 1568, William Turner, en
su libro Lnglish Herbal menciona el uso de orquideas para el tratamiento de la gastritis.

Desde hace siglos, numerosas especies del género Anaectochilus y Epidendrum
han sido utilizadas en la medicina tradicional en América Latina por culturas indigenas,
mientras que especies de Dendrobium son utilizadas en paises asiaticos. Sin embargo
existe una limitada informacion cientifica sobre la bioactividad, funciones fisiologicas y
eficacia clinica de estas especies, en especial de las especies tropicales (Zhong et al.,
2000).

De acuerdo a Pérez Gutiérrez (2010), los estudios farmacologicos recientes en la
familia Orchidaceae, han demostrado que presentan un amplio rango de compuestos
quimicos, particularmente en flores y hojas; actualmente solo se han identificado
alrededor de 300 metabolitos secundarios en esta familia que pertenecen principalmente
pertenecen al grupo de los alcaloides, flavonoides, terpenos y fenantrenos (Fig. 4).

Actualmente, los géneros Fpidendrum, Dendrobium, Maxillaria, Spiranthes y
Encyclia son algunos de los mas destacados en estudios de bioprospeccion, por
encontrase en ellos varios metabolitos secundarios de interés para la fitoquimica y la

farmacologia.
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Cuadro L

USOS ETNOBOTANICOS DE ALGUNAS ESPECIES DE
ORQUIDEAS (MODIFICADO DE PEREZ GUTIERREZ, 2010).

Especie o f]fmde l.’a?rtes : Usos etnobotinicos  Referencias
se utiliza utilizadas
Fiebres, tratamientos
Anaectochilus Taiwén Toda la diabéticos, Satish er al.,
Jformosanus = planta antiinflamatorio, para la (2003)
hipertension
Sy Ulceras, regeneracion de
. . Taiwan, Nepal, Pseudo P ; Luo et al,
Bletilla striata China, Tibet i tejidos. Trata:nlento de (2007)
tuberculosis
Catasetum . . Wl s aw—o. Shimizu ef al,
Guianas, Japon Tratamiento para calmar la
barbatum planta (1988)
fiebre
Cypripedium Netwcson, . Shimura er al
' Guatemala, Rizoma Infecciones de la piel L
macranthos : (2007)
Colombia
Dendrobium ; ; ; Yang er al,
i Australia Hojas Diabetes (2006)
Boiibiaban México, Norte Hernandez-
Pr fkiha y Suramérica v Tallo Reponer fluidos corporales Romero et al,
& en Las Antillas (2005)
Habenaria : Pseudo e Johnson et al.,
repens China bulbos Afrodisiaco (1999)
Maxillaria i Toda la . Déciga-Campos
densa N planta s etal,. (2007a)
Prostechea Mibsice Hojas y Tratamiento de diabetes. g:r‘;zm(;soOS)
michuacana flores Antioxidante. Antitumoral o
Scaphyglottis Miksivs Toda  la Agente  analgésico y Déciga-Campos
livida planta antiinflamatorio et al.. (2007b)
Problemas urinales.
Rt China, Toda la Tratamiento de diabetes Lans  (2006),
g A Trinidad , e mellitus. Enfermedades Peng er al.,
Tobago P infecciosas,  Tratamiento (2007)
del cancer
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Paises it
Especie donde se s Usos etnobotdnicos Referencias
atiliza utilizadas

Usos en heridas de

Spiranthes Trinidad v Toda la R, fandhan it Lans et al,
mauritianum  Tobago planta e » (2001)
escorpion
Ho‘]a.s' M ﬂores . Chopra et al.,
condiciones inflamatorias
" : . (1956), Basu et
Vanda . Raices v de oido y remedio contra
India . . . al,. (1971),
tessellate hojas otitis. Raices usadas para
; Suresh ef al,
reumatismo, fiebres vy
S (2000)
problemas respiratorios
Vanilla Tratamiento de ficbres, Sl de  da

México Hojas reumatismo. Usado para

incrementar la energia. Cruz, (1552)

planifolia

En especies del género Dendrobium se han identificado alrededor de 60
compuestos, principalmente fenatrenos y fenoles, con actividad antioxidante y contra el
cancer (Pérez Gutiérrez, 2010). Diversas especies de Fpidendrum han sido estudiadas
para determinar sus propiedades como analgésicos, sin embargo uno de los mas recientes
estudios sefiala la importancia de los fenantrenos y bibenzyl de Epidendrum rigidum
Jacq., para inhibir el crecimiento de Amaranthus hypocondriacus L., lo que podria tener
aplicaciones para el control biologico (Hernandez-Romero et al., 2005).

En los géneros Maxillaria y Spiranthes se han identificado principalmente
fenantrenos con actividad antiinflamatoria y espasmolitica (Déciga-Campos et al.,
2007a), mientras que en especies del género Encyclia y Prostechea se han detectado
compuestos fenolicos, terpenos y fenantrenos con actividad para el tratamiento de la

diabetes y el cancer (Reyes, 2008).
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Fig. 4. Metabolitos secundarios identificados en la familia Orchidaceae (modificado
de Pérez Gutiérrez, 2010).
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4.2 LA HERBIVORIA Y FLORIVORIA

La produccién de compuestos quimicos es considerada por muchos autores como
una expresion de defensas en las plantas, ante el dafio o herbivoria por diversos
organismos (Bell, 1974; Deverall, 1977; Dirzo, 1986; Wink, 1999; Sanchez-Ramos et al.,
2010). Este dafio no es igual en todas las especies de plantas y las variaciones en la
magnitud en las especies dentro de una sola comunidad reflejan principalmente la
diferencia en la palatabilidad de las especies (Coley ef al., 2007).

La herbivoria es una de las interacciones bidticas de mayor impacto en las
comunidades naturales (Crawley, 1983; Dirzo, 1984). El término herbivoria se emplea de
una manera amplia e incluye tanto el dafio foliar que provocan los insectos y los que
ocasionan los patogenos. Mientras que la herbivoria en las flores o florivoria se define
como el consumo de botones florales o flores maduras, e incluye dafio en bracteas,
sépalos, pétalos, estructuras criticas de reproduccion (estambres, pistilos, columna, etc.)
asi como en el polen y 6vulos (Burgess, 1991).

En los bosques tropicales las relaciones evolutivas entre los herbivoros y las
plantas da como resultado una gran variedad de adaptaciones e interacciones. Los
herbivoros dan paso a una serie de defensas quimicas, mecanicas y fisiologicas en las
plantas (Coley & Barone, 1996). Al mismo tiempo, los herbivoros luchan por neutralizar
las defensas de las plantas, reproducirse en competencia con otras especies, y eludir a
los depredadores por lo que las interacciones entre plantas y herbivoros son dinamicas.
Un ejemplo de estas interacciones se observa en la Figura 5, el algodoncillo (Asclepias

spp.) produce algunos compuestos toxicos para los vertebrados como la Calotoxina; la
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oruga de la monarca come las hojas de Asclepias spp. y asimila el compuesto, éste es
retenido por la oruga hasta llegar al estado de mariposa. El compuesto hace que la
mariposa sea desagradable a los pajaros depredadores (Granados-Sanchez et al., 2008).

Coley & Barone (1996) mencionan que la herbivoria en hojas y flores es mayor
en los bosques tropicales en contraste con los bosques templados, sobre todo en el
sotobosque. Ademas, la tasa de herbivoria varia de acuerdo a la madurez y estado de las
hojas y flores, lo cual esta relacionado con el contenido de defensas como los taninos.

De lo enemigos de las plantas, los insectos son los que causan mayores dafios y
son los mas numerosos. Se han identificado mas de un millon de insectos, de los cuales
tres cuartas partes afectan las plantas, atacando sus hojas, flores, raices, semillas y

troncos (Gomez, 2001).

Mala hierba

Fig. 5. Interacciones dinamicas de herbivoria entre el algondocillo (4sclepias spp.)
y la oruga monarca (tomado de Granados-Sanchez ef al., 2008).

Estudios de la herbivoria en las hojas de varias especies de plantas y sus efectos
en la biomasa y el crecimiento han sido muy documentados, sin embargo los estudios

sobre la florivoria han recibido menor atencion. Esto es interesante, teniendo en cuenta
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que los dafios en las flores u otros tejidos reproductivos tienen un efecto directo en la
produccion y maduracion de gametos (Krupnick & Weis 1999). Ademas, la florivoria
afecta las condiciones de los individuos, poblaciones y comunidades de plantas (MCall &
Irwin, 2006).

Las caracteristicas que distinguen la florivoria de otros tipos de consumo, son tres
principales. Primero, la florivoria esta asociada con el dafio a las estructuras relacionadas
con el potencial reproductivo, ya que afectan los pétalos y sépalos, que se requieren en
algunos casos, para la atraccion de polinizadores. Segundo, la florivoria se asocia
generalmente con la eliminacion de recursos como néctar y polen. Tercero, la florivoria y
la herbivoria a veces puede tener efectos diferentes en la planta y en la dinamica de la
poblacion y pueden ser diferencialmente sensibles a los cambios en diferentes etapas de
la historia de vida (Breadmore & Kirk 1998).

La cuantificacion de la florivoria no es tan sencilla como medir la herbivoria
foliar. En primer lugar, porque las flores son a menudo estructuras efimeras que se
producen en ciertas temporadas y no se mantienen todo el tiempo, Ademas, la florivoria
en el campo puede ser dificil de evaluar porque las flores a menudo sélo estan abiertos
durante unos dias, y muchas veces sin un registro claro del dafio es dificil distinguirla de
la senescencia de la flor. En segundo lugar, es dificil separar los efectos de los florivoros
y de los antagonistas. Sin embargo, distinguir cuando y qué estructuras son dafiadas en
una flor es esencial para la comprension de los efectos de los florivoros en la

reproduccion de las plantas (McCall & Irwin, 2006).
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Dentro de los insectos que se alimentan de flores, existe una gran variedad de
estrategias y preferencias alimentarias; algunos se alimentan de polen, otros forman
vesiculas en las superficies y algunos son generalistas, alimentandose no solo de flores,

sino de otros tejidos de las plantas (McCall & Karban, 2006).

4.2.1 Efectos de la herbivoria y florivoria en las plantas

El costo ecologico de la herbivoria es diverso, e influye significativamente en la
productividad primaria de los bosques tropicales y en la riqueza y abundancia de
especies, en especial aquellas en peligro de extincion, como las orquideas (Trumble e al.,
1993).

Los herbivoros pueden provocar dafios en el sistema foliar, reducir la tasa
fotosintética y aumentar la pérdida de agua. Estos insectos pueden reducir en un 25 % las
tasas de crecimiento y biomasa de las plantas (Ehrlich & Raven, 1964; Feeny, 1976;
Rhoades & Cates, 1976, Harper, 1977, Marquis, 1984; Whitman & Mooper, 1985;
Trumble ez al., 1993).

Las plantas reaccionan a la pérdida de hojas con una explosion de nuevo
crecimiento, con un consumo de nutrientes que de otra forma hubieran ido a parar al
crecimiento y la reproduccion. La defoliacion también hace que la planta recurra a
defensas quimicas, con un costo considerable. Con frecuencia, la extraccion de nutrientes
y fenoles de las raices las expone al ataque por parte de los hongos, mientras la planta
concentra sus defensas en las partes aéreas. La defoliacion severa, y el posterior

crecimiento foliar, alteran fisiologicamente a la planta afectada (Sanchez-Ramos, 2002).
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Pero si la herbivoria afecta el sistema reproductivo, dafiando las flores, esto podria
limitar la capacidad reproductiva de la plantas, reduciendo la liberacion de polen y
afectando la atraccion de polinizadores (Jolivet, 1992; Malo et al., 2001; Pellegrino &
Mussachio, 2006).

La herbivoria, incluso en la vegetacion de un bosque, puede constituir un efecto
estimulante, induciendo un aumento de la produccion de biomasa, aunque a costa de una
pérdida de vigor y de nutrientes almacenados en las raices. El grado de estimulacion
depende del tipo de planta, de la disponibilidad de nutrientes y de la humedad (Granados-

Sanchez ef al., 2008).

4.2.2 Teorias que tratan de explican la herbivoria y florivoria

Las teorias que explican el mecanismo de defensa de las plantas ante la herbivoria
y florivoria son la Teoria Clésica, Teoria de la Apariencia Vegetal y la Teoria de la
Asignacion de los Recursos (Granados- Sanchez er al., 2008). Las defensas de las
plantas incluyen proteccion mecanica en la superficie de la planta, compuestos polimeros
de cristales de silice que reducen la digestibilidad de los animales y, toxicos vegetales en
muy bajas concentraciones que matan o repelen a herbivoros pequefios (Barbosa &

Wagner, 1989).

4.2.2.1. Teoria clisica de la defensa vegetal
La Teoria Clasica predice que taxa relacionados de insectos llegan a “encerrarse”

quimicamente en un circulo con taxa de plantas relacionadas (Berryman, 1988). Sin
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embargo, esta teoria es controversial. Una de las teorias que contradice la teoria clasica,
establece que los insectos pierden la capacidad de desintoxicarse a metabolitos
secundarios presentes en plantas no relacionadas filogenéticamente. Algunas familias de
plantas adquieren una compleja defensa que les permite excluir a los herbivoros

especialistas (Granados- Sanchez ef al., 2008).

4.2.2.2, Teoria de la apariencia vegetal

Establece que las plantas mas abundantes y de vida larga, son facilmente
encontradas (aparentes) por los herbivoros y han evolucionado desarrollando defensas
quimicas diferentes a las que producen plantas menos abundantes, de corta vida y
dificiles de encontrar (no aparentes) para los animales. Esto implica que las plantas
aparentes deben invertir mas recursos para producir reductores cuantitativos de
digestibilidad que les permitan defenderse de los herbivoros; en cambio, las plantas no
aparentes pueden escaparse espacial y temporalmente y ademas producir pequefias
cantidades de toxinas que son efectivas contra los herbivoros especialistas (Baldwin,
1994),

Algunos ejemplos de plantas aparentes son los arboles, arbustos y hierbas
perennes de bosques climax, praderas y sabanas; se piensa que estas plantas usan como
defensa hojas pobres en nutrientes, lignificadas, con taninos o silicatos que reducen su
valor nutricional para los herbivoros. Por el contrario, plantas no aparentes serian las
hierbas de vida corta ubicadas en los primeros estados sucesionales o de praderas

recientemente perturbadas; estas plantas no necesitan defensas generalizadas mas que
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algunas toxinas simples, de efectos mas bien cualitativos sobre el metabolismo de los
herbivoros, por ejemplo, alcaloides, glucosinolatos y terpenoides que son nocivos a la
mayoria de los herbivoros, pero que son facilmente desintoxicados por los herbivoros
especialistas que han evolucionado sistemas apropiados (Whittaker, 1970).

El principio de esta teoria puede ser aplicado a partes especificas de las plantas,
por ejemplo, tejidos lignificados u hojas maduras, que se asume tienen defensa
permanente, mientras que defensas temporales se dan en tejidos efimeros pero muy
importantes como las yemas, primordios o semillas (Granados- Sanchez et al., 2008). En
el caso de las flores, McCall & Irwin (2006) sefialan que tienden a tener mas defensas
que las hojas, y que aquellas flores de vida larga por lo general presentan mayores
defensas que las de vida corta, debido a que no pueden escapar en espacio y tiempo,
como las flores efimeras.

Una limitacion de esta teoria es la prediccion de los patrones de defensa vegetal,
esto debido a que no existe distincion absoluta entre los patrones y tipos de defensa que
presentan los diferentes tipos de plantas; es decir, algunas especies lefiosas tienen
defensas cualitativas (toxinas) ademas de las ligninas y fenoles reductores de la
digestibilidad y algunas hierbas tienen altos niveles de fenoles ademas de las toxinas

(Granados- Sanchez et al., 2008).

4.2.2.3. Teoria de la asignacion de recursos
Esta teoria sugiere que la capacidad defensiva de las plantas esta en funcion de su

capacidad de reemplazar partes perdidas con los recursos disponibles, mas que la
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apariencia a los herbivoros. A diferencia de la Teoria de la Apariencia, la Teoria de la
Disponibilidad de Recursos asume que la fisiologia inherente al crecimiento, la capacidad
fotosintética y la disponibilidad de nutrientes son los factores que determinan la cantidad
y tipos de defensas que las plantas usan (Berryman, 1988).

Cipollini & Levey (1997), establecen que las tres variables basicas que
determinan la cantidad y tipos de defensas desarrolladas por las plantas son la tasa
intrinseca de crecimiento, la disponibilidad total de recursos y el balance carbono/
nitrogeno. Estas tres variables interaccionan para determinar si la inversion en defensa
sera alta o baja, si los elementos de defensa son inméviles (lignina, taninos) y si son con
base en carbono (ligninas, taninos, terpenos) o con base en nitrogeno (alcaloides,
cianogenos, aminoacidos no proteinicos).

La tasa intrinseca de crecimiento es un elemento importante en esta teoria, ya que
sugiere que las plantas de rapido crecimiento (usualmente arboles y hierbas de estados
sucesionales tempranos) invertiran relativamente poco en defensa de cualquier tipo y
éstas seran moléculas moviles facilmente metabolizadas por los herbivoros; estas
especies “minimizan” la elaboracion de lignina y taninos que podrian inhibir la
elaboracion de tejidos. Mientras que, las plantas de lento crecimiento invierten mas en
defensa con polimeros complejos lignina y taninos) y favorecen el uso de estas defensas
inmoviles, las cuales, una vez empleadas son elementos permanentes de las hojas v tallos
(Cipollini & Levey, 1997). En el caso, de las flores, las flores que se desarrollan mas
lento, tienen a tener mayores defensas las flores de rapido desarrollo (McCall & Irwin,

2006).
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El costo energético del tipo de defensa difiere en la Teoria de la Apariencia y la
Teoria de la Disponibilidad de Recursos ya que la primera asume que las defensas
cuantitativas (polimeros en altas concentraciones) tienen costos energéticos mas altos que
las cualitativas (toxinas). En cambio, la segunda considera que lo anterior no siempre es
cierto, pues los polimeros solo se sintetizan una vez, mientras que las toxinas, aunque son
moléculas mas pequefias, se estan continuamente sintetizando y destruyendo, por lo que
su costo energético a la larga puede ser mas alto que los otros (De Moraes et al., 1998).

Las defensas cuantitativas son mas ventajosas cuando la limitacion de recursos
impone una tasa de crecimiento baja a las plantas y cuando los tejidos no requieren ser
constantemente reemplazados. En cambio, las defensas cualitativas tienen ventajas para
las plantas de rapido crecimiento. Un punto importante de la teoria de la asignacion de
recursos es que permite explicar los patrones cambiantes de defensas en tejidos jovenes y
maduros, es decir, establece que los tejidos jovenes de rapido crecimiento usan defensas
moviles (cualitativas) y los tejidos maduros requieren las defensas inmoviles
(cuantitativas) (Braekman ez al., 1998).

En cuanto al papel del balance carbono/nitrogeno, esta teoria predice que el tipo
de nutrientes disponibles determina si la defensa sera basada en carbono o en nitrogeno.
Las plantas que crecen sobre suelos pobres en nitrogeno usaran toxinas basadas en carbon
(como terpenoides) como defensas moviles, a diferencia de aquellas que crecen sobre
suelos fértiles, que usaran toxinas basadas en nitrogeno (alcaloides). (Braekman ez al.,

1998).
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4.2.3 Defensas en las plantas contra la herbivoria

En la naturaleza, las defensas fisicas y quimicas parecen tener una funcion
importante al restringir las cualidades gustativas de los insectos (Brackman ef al., 1998;
Coley, 1981, 1983; Coley et al., 1985, Coley & Aide, 1991, Crankshaw & Langenheim,
1981; Marquis, 1984, Waterman & McKey, 1984, Sanchez-Ramos ef al., 2010). Segun
Goémez (2001), existen diferencias interespecificas e intraespecificas en las defensas
quimicas y fisicas de las plantas, ya que los metabolitos secundarios utilizados por las
plantas para defenderse varian entre las diferentes especies y entre individuos y se puede

producir componentes similares (en diferentes combinaciones y cantidades).

4.2.3.1. Defensas fisicas

La primera linea de defensa en las plantas son las defensas fisicas, ya que tienden
a ser menos costosas energéticamente. Algunas hojas pueden estar cubiertas de
vellosidades, pelos glandulares, espinas y escamas, o pueden presentar superficies muy
lisas cubiertas de cuticula, o fibras duras en las hojas, las cuales impone restricciones para
muchos herbivoros. También algunas ramas, troncos y raices cubiertas de corteza
presentan espinas. Las plantas también desarrollan defensas fisicas, como superficies
duras y lisas, para defender los organos reproductivos de las flores. Ademas, algunas
flores presentan tricomas que limitan el acceso a los florivoros a los tejidos reproductivos
(Leitao et al., 2005). Algunas defensas fisicas pueden estar asociadas a las defensas

quimicas, lo cual brinda mayor resistencia contra la herbivoria (Gémez, 2001).
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4.2.3.2 Defensas quimicas (metabolitos secundarios)

Los organismos utilizan las vias metabdlicas para vivir, crecer y reproducirse; una
de estas vias funciona para modificar y sintetizar carbohidratos, proteinas, grasas y acidos
nucleicos que son esenciales en todos los organismos y se denomina metabolismo
primario y los compuestos involucrados se denominan metabolitos primarios. Mientras
que los metabolitos secundarios son compuestos de una distribucion mas limitada en la
naturaleza, que se encuentran en organismos o grupos especificos, y son una expresion de
la individualidad de las especies (Dewick, 2002).

Los metabolitos secundarios tienen una gran importancia ecologica porque
participan en procesos de adaptacion de las plantas, en establecimiento de la simbiosis
con otros organismos, en la atraccion con compuestos volatiles de insectos polinizadores
y dispersores de semillas y frutos, colorantes naturales para advertir o atraer otras
especies. Ademas, participan en la defensa de las plantas cuando son expuestas a: a)
consumo de herbivoria; b) ataque de microorganismos como virus, bacterias y hongos);
¢) competencia por espacio, suelo, luz y nutrientes con otras plantas; y d) estrés hidrico o
exceso de luz solar (Sepulveda Jiménez er al., 2003). La mayoria de los compuestos
naturales farmacologicamente activos son productos de los metabolitos secundarios
(Dewick, 2002).

Se conocen alrededor de 20,000 estructuras de metabolitos secundarios, sin
embargo, la variedad estructural dentro de un mismo grupo de metabolitos secundarios
esta dada por modificaciones quimicas a partir de una estructura basica, originadas por

reacciones quimicas de hidroxilacion, metilacion, epoxidacion entre otras (Wink, 1999).
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De acuerdo a Sepulveda Jiménez er al. (2003), esta variabilidad ocasiona perfiles
metabdlicos diferentes entre especies, entre los miembros de una poblacion y entre los
diferentes 6rganos de una planta, lo cual es parte de la estrategia de adaptacion y defensa

de las plantas (Fig. 6).

Compuestos volatiles %,
de defensa y

Reproduccion
-Metabolisma
Defensa

Fig. 6. Perfil metabélico de Nicotiana attenuata y las funciones que realizan en la
planta (modificado de Liechti & Farmer, 2002).

Las tres principales categorias de metabolitos secundarios de defensa son los
fenolicos, los alcaloides, y los terpenos. Compuestos de defensa adicionales incluyen
proteinas y aminoacidos toxicos, inhibidores de proteasas, y compuestos cianogénicos
(Sanchez-Ramos et al., 2010).

Los compuestos fenélicos incluyen una gran variedad de quimicos que consisten
de un anillo aromatico con un grupo hidroxilo unido, -OH. Estas sustancias reciben

también el nombre de polifenoles o fenilpropanoides (Drago Serrano, 2007).
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Probablemente los compuestos fendlicos mas importantes para la defensa en
angiospermas y gimnospermas, son los taninos, los cuales reducen la digestibilidad de los
tejidos de las plantas. Otro grupo importante de compuestos fenolicos son las ligninas, las
cuales brindan fuerza estructural a la planta y proporcionan una barrera contra el ataque
de herbivoros y patogenos. Otros compuestos fenolicos incluyen saponinas venenosas asi
como flavonoides y antocianinas, pigmentos que dan a las flores y los frutos, sus colores
(Baldwin, 1994).

Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos fenolicos: la
ruta del acido siquimico y la ruta del acido malonico (Fig. 7). En la ruta del acido
siquimico, a partir de eritrosa-4-P y de acido fosfoenolpirivico se inicia una secuencia de
reacciones que conduce a la sintesis de acido siquimico y, derivados de éste, aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina). La enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL) cataliza la formacion de acido cinamico por eliminacion de una molécula de
amonio de la fenilalanina. Esta enzima esta situada en un punto de ramificacion entre el
metabolismo primario y secundario por lo que la reaccion que cataliza es una importante
etapa reguladora en la formacion de muchos compuestos fenodlicos. Las reacciones
posteriores a la catalizada por PAL son basicamente adiciones de mas grupos hidroxilo y
otros sustituyentes. Los acidos trans-cinamico y p-cumarico se metabolizan para formar
acido ferulico y 4cido caféico cuya principal funcion es ser precursores de otros
derivados mas complejos: cumarinas, lignina, taninos, flavonoides e isoflavonoides

(Dewick, 2002).
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Los alcaloides son otro amplio grupo de compuestos e incluyen muchos que son
usados como farmacos. Algunos de estos compuestos son toxicos para los herbivoros y
son altamente especificos para las especies de plantas o grupos de especies en las que se

encuentran (Sanchez-Ramos et al., 2010).

Fig. 7. Ruta biosintética de compuestos fenélicos (modificado de Drago Serrano,
2007).

Los alcaloides se clasifican de acuerdo con el aminoacido que proporciona tanto
el atomo de nitrogeno y la porcion fundamental del esqueleto de alcaloide. La ornitina da
lugar a pirrolidina y alcaloides tropano, lisina a piperidina, quinolizidina y alcaloides
indolizidina y acido nicotinico a la piridina alcaloides. La tirosina produce feniletilaminas
y simples alcaloides tetrahidroisoquinolina, también a muchos otros en los que el
acoplamiento oxidativo fendlico juega un papel importante, como los modificados
benzyltetrahydroisoquinolina, phenethylisoquinolina, terpenoides tetrahidroisoquinolina

y alcaloides de Amaryllidaceae. Los alcaloides derivados del triptofano se subdividen en
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indol simple, sencilla B-carbolina, terpenoide indol, quinolina, pirroloindol y alcaloides
del cornezuelo del centeno. El acido antranilico actia como un precursor de la
quinazolina, quinolina y alcaloides de acridina, mientras que histidina da derivados de
imidazol. Sin embargo, muchos alcaloides no se derivan de un nicleo de aminoacidos,
sino que surgen por aminacion de otro tipo de sustrato, que puede ser derivados de
acetato, derivado de fenilalanina, un terpeno o un esteroide. Los alcaloides de la purina
son construidos por las vias que se asemejan a los de las purinas en los acidos nucleicos
(Dewick, 2002).

Los terpenos estan en todas las plantas, y un individuo puede contener muchos
terpenos diferentes. Estos compuestos juegan una amplia variedad de papeles funcionales
en las plantas, ya que puede servir como proteccion contra el calor, puede ser toxicos
para los herbivoros, responsables de caracteristicas de aroma y sabor, reducen el
crecimiento de las bacterias y de los hongos, imitan las hormonas de los insectos y alteran
el desarrollo de la larva del insecto (Barbosa & Wagner, 1989).

Bajo el nombre genérico de terpenos se engloba un gran numero de compuestos
que comparten un mismo origen biosintético en el mevalonato. Estos compuestos
reciben el nombre de terpenos, terpenoides o isoprenoides, y estan formados por la
condensacion de moléculas de isopreno (CH2=C(CH3)-CH=CH2) (Dewik, 2002).

El origen de la biosintesis de terpenos (Fig. 8) esta en el isopentenil pirofosfato
(IPP), formado a través del acido mevalonico, el cual en el Reino Vegetal y
microorganismos, comienza la ruta, activandose una de las ramas de la sintesis. Sin

embargo recientemente se ha propuesto que algunos terpenoides no se origina por esta
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ruta, sino por una ruta alternativa que puede involucrar piruvato y gliceraldehido-3-
fosfato (Roberts, 2007). Dos moléculas de isopentenil pirofosfato se condensan en el
geranil pirofosfato (GPP), precursor inmediato de los monoterpenos. El genaril
pirofofato se une a otra molécula de isopentenil, para dar lugar al farnesil pirofosfato
(FPP), origen de los sesquiterpenos, que al condensarse con una nueva unidad molecular
de isopentenil pirofosfato, origina el geranilgeranil pirofosfato (GGPP), cuya ciclacion
proporciona el esqueleto diterpenoide. Diferentes combinaciones de estas unidades CS5,
C10 y C15 dan lugar a los terpenoides de mayor peso molecular, siendo formados los
sesterpenos a partir del geranilfarnesilpirofosfato (GFPP), los triterpenos a partir de 2
unidades de farnesil, tetraterpenos y carotenoides por condensacion de dos unidades de
geranilgeranil, finalizando en el poliprenilpirofosfato (PPP) que da lugar a los

poliprenoles y politerpenos (Dewik, 2002).
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Fig. 8. Ruta biosintética de compuestos terpénicos (modificado de Drago Serrano,
2007).
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4.2.4 Importancia de los estudios de herbivoria

Las plantas presentan complicados mecanismos bioquimicos para protegerse e
inmunizarse frente a los ataques de los herbivoros. El entender estos mecanismos, ha
permitido a los cientificos generar métodos de mitigacion de plagas en cultivos agricolas
y ornamentales. Los avances en estas investigaciones han permitido generar: plantas
genéticamente mejoradas y resistentes, la utilizacion de sustancias como las feromonas
para el control biologico de plagas y el cultivo de plantas “trampa” que atraen a insectos
dafiinos y los mantienen alejados de los cultivos principales (Gomez, 2001). Estas plantas
“trampa” puede reducir los dafios a las cosechas y plantas ornamentales, sin tener que
recurrir a plaguicidas y pueden ser plantados en el perimetro del terreno cuyo cultivo se
trata de proteger o en forma intercalada; un ejemplo de estas planta “trampa” son los
geranios Pelargonium plantados cerca de los rosales para protegerlos del escarabajo
japonés y la Fabaceae Sesbania que atrae a las chinches hediondas para desviar la
atencion de cultivos (Finch & Collier, 2003).

Los compuestos que las plantas utilizan para defenderse pueden ser evaluados
para detectar sustancias promisorias para la fitoquimica y farmacologia, y asi contar con
criterios mas poderosos para seleccionar sustancias potencialmente utiles. Ademas, la
diversidad fitoquimica de las plantas puede tener efectos diversos en los herbivoros,
desde sustancias insecticida hasta repelente o incluso atrayente o distractores; esto es muy
interesante desde el punto de vista bioldgico y acarrea consecuencias econdémicas

importantes (Vivanco ef al., 2004),
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En el contexto ecologico, el estudio de la herbivoria nos permite entender las
interrelaciones que existen entre los seres vivos, desde un punto de vista evolutivo y
fisiologico. Ademas, el estudio de la herbivoria nos permite entender la importancia de
los metabolitos secundarios en los procesos de adaptacion de las plantas, en la
competencia con herbivoros y otras plantas, en el establecimiento de la simbiosis con
otros organismos, en la resistencia frente al estrés por factores abidticos, en la atraccion
de insectos polinizadores y dispersores de semillas y frutos (Sepulveda Jiménez er al.,

2003).

4.2.5 Estudios de herbivoria en orquideas

Recientes estudios han determinado la importancia de los estudios fitoquimicos y
de bioprospeccion en esta familia (Pérez Gutiérrez, 2010), lo que permitira la
identificacion de compuestos involucrados en las interacciones entre las orquideas y
diversos organismos. Diversos estudios se han realizado sobre los dafios que presentan
las especies de orquideas cultivadas (Chacon, 2002; Corrales & Rivera, 2003; Kitajima er
al., 2005; Tremblay, 2006; Suarez & Mora, 2007, Salazar et al., 2008). Por el contrario,
en orquideas creciendo en condiciones silvestres, se ha dado mas énfasis a las
interrelaciones simbidticas de las plantas epifitas (Benzing, 1990) y la informacion sobre
los dafos, enfermedades y organismos fitofagos es limitado (Walter, 1983; Benzing,
1990; Janzen & Hallwachs, 1999; Chacon, 2002; Rivera & Corrales, 2007; Salazar ef al.,

2007 y 2008).
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Uno de los mayores retos para el estudio de la herbivoria en plantas como las
orquideas, es tratar de entender como algunas especies e individuos son poco atacados, y
por qué algunos individuos sobreviven sin dafios mientras sus vecinos sufren herbivoria.
Esto esta relacionado con la facilidad con la que estas plantas son localizadas por los
herbivoros, la inversion y disponibilidad de recursos para producir defensas, y el tipo de
defensa que se produce ante un determinado herbivoro (Granados- Sanchez ef al., 2008).
Asi, diversas especies de orquideas, a pesar de estar relacionadas filogenéticamente y
presentar caracteristicas fisicas similares, pueden presentar respuestas diferentes ante un
determinado herbivoro como por ejemplo, la hormiga Acromyrmex coronatus, una
especie de hormiga cortadora ampliamente distribuida en las zonas forestales y de
montaias (Wetterer, 1995).

En la naturaleza las diversas interacciones ecologicas entre orquideas e insectos
son mediadas por sefiales de forma, color, textura, estructura, néctar y los aromas florales,
que son utilizados para su defensa y reproduccion (Dressler, 1990). Ademas, la historia
de vida de las plantas puede ser afectada por factores biéticos, como la herbivoria
(Reichman & Smith, 1991) y por algunos factores abioticos (disponibilidad de nutrientes
y agua), lo que repercute en la sobrevivencia y futura reproduccion (Reznick, 1985).

El estudio de la herbivoria en plantas como las orquideas es importante porque la
pérdida de area en las hojas remueve tejidos fotosintéticos activos, decreciendo la energia
para el crecimiento, floracion y produccion de frutos. Un decrecimiento del area
fotosintética, limita la produccion de sucesos reproductivos, produccion de polen,

produccion de flores y semillas, e indirectamente en atraccion de polinizadores (Nufiez-
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Frafan & Dirzo, 1994; Meyer, 1998, Strauss er al., 1996; Pellegrino et al., 2005).
Ademas, para la familia Orchidaceae la reproduccion sexual esta determinada por la
limitacion de polinizadores efectivos y/o limitacion de recursos (Stephenson, 1981), por
lo que el dafio en las flores puede representar un problema para estas plantas, ya que
alrededor del 50 % de sus especies presentan pocos polinizadores y en muchos casos son
especificos para cada especie de orquidea (Dodson, 1975). También, se ha observado que
la herbivoria puede afectar la floracion de las orquideas en los siguientes afios (Vallius &
Salonen, 2000).

En general, las plantas pueden presentar adaptaciones o defensas fisicas y
quimicas para defenderse de los insectos. Esto también ocurre en las orquideas, donde
caracteristicas fisicas como las hojas duras, fibrosas y coriaceas que presentan algunas
especies como las del género Fpidendrum se pueden considerar como la primera linea de
defensa (Hammel ef a/., 2003).

Estudios previos de la herbivoria en orquideas, han demostrado que existen
compuestos que sirven de defensa como algunos alcaloides y terpenos (Wilson et al.,
1999), sin embargo existe poca informacion sobre la mayoria de los compuestos
presentes en estas especies, sobre todo las de zonas tropicales y que podrian tener
importancia farmacologica y biotecnologica. Un ejemplo de esto, es el estudio de Bolser
et al. (1998) donde realizaron investigaciones con la orquidea acuatica Habenaria repens
Nutt. y otras macrofitas acuaticas, para determinar las defensas que presentan estas
plantas ante el ataque de cangrejos. Sus resultados mostraron que la orquidea H. repens

tenia baja depredacion en comparacion con las otras plantas y al hacer el analisis
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quimico, lograron aislar un nuevo compuesto de defensa quimica llamado habenariol
(Wilson ef al., 1999). El habenariol ademas de ser utilizado por la planta como defensa
quimica, también ha mostrado ser un antioxidante fendlico con aplicaciones

farmacologicas (Fig. 9) (Johnson ef al., 1999).
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Fig. 9. Estructura quimica del habenariol, compuesto quimico de Habenaria
repens contra la herbivoria de cangrejos (Johnson ef al,, 1999).

Estudios sobre la herbivoria en la familia Orchidaceae han demostrado que existe
poca preferencia de los herbivoros hacia las hojas y otras partes vegetativas. Sin embargo
aunque se han registrado bajos indices de herbivoria en esta familia (Whigham, 1990,
Sterck ef al., 1992; Lowman ef al., 1996, Vallius & Salonen, 2000; Malo ef al., 2001;

Schmidt & Zotz, 2002; Pellegrino & Musacchio, 2006), los estudios sobre las defensas

51



fisicas y quimicas, y las diferencias en la herbivoria entre especies e individuos han
recibido muy poca atencion (Winkler ef al., 2005).

En base a lo expuesto anteriormente, se puede suponer que el dafio por herbivoria
en dos especies de orquideas, L. exasperatum y E. vespa, presenta diferencias de acuerdo
al organo de la planta y a la estacionalidad. Estas diferencias estan relacionadas con
variaciones en las caracteristicas fitoquimicas presentes en las hojas y flores, y que

determinan la preferencia de los herbivoros hacia las plantas.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 AREA DE ESTUDIO

Este estudio se realizo en la Reserva Forestal Fortuna (RFF) que tiene una
extension de 19,500 hectareas, adyacente al Bosque Protector Palo Seco, constituidos por
bosques nubosos de montafia (Bosque Pluvial Premontano y Bosque Pluvial Montano
Bajo).

La RFF tiene una precipitacion promedio superior a 4,000 mm/afio y una
temperatura media de 20° C, debido a los efectos de sotavento y a la cortina de
precipitacion formada por las altas montafias de la Cordillera Central. El suelo es de
origen volcanico y rico en materia organica (Andersen et al., 2009).

Para la medicion de la herbivoria y colecta de hojas y flores de E. exasperatum vy
E. vespa, se establecieron tres sitios de muestreo, especificamente a partir de 2 m de la
orilla de la carretera (Fig. 10): Sitio A 8°42’ 35.6” N y 82°13” 56.4” W (1,150 m.s.n.m.),
Sitio B 8°43” 42.4” Ny 82°14° 16.6” W (1,270 m.s.n.m.), y Sitio C en entrada a parcela

Honda 8°45° 00.8” Ny 82°14° 20.2” W (1,220 m.s.n.m.).

5.2 ESPECIES SELECCIONADAS (modificado de Hammel, 2003; Correa et al.,
2004)

La Familia Orchidaceae se divide en cinco subfamilias, y una de las mas diversas
es la Subfamilia Epidendroideae ya que comprende cerca de 90% de las especies de las

orquideas neotropicales. En este estudio se seleccionaron dos especies dentro de la
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Subfamilia Epidendroideae, Tribu Epidendreae, Subtribu Laeliinae. Estas dos especies,
Epidendrum exasperatum y FEncyclia vespa son abundantes en la Reserva Forestal

Fortuna, donde se encuentran principalmente en bordes de caminos y paredones.

| UBICACION DE LAS AREAS DE ESTUDIO|
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Fig. 10. Mapa de las areas seleccionadas para el estudio (gvSIG 1.10).

La seleccion de estas dos especies de orquideas para el estudio se debid a tres
razones principales:
% Envisitas de campo, previas al estudio, se observaron diferencias en la herbivoria
de estas dos especies, a pesar de que crecen en sitios muy cercanos.
% La literatura sefiala la importancia del género Fpidendrum y Encyclia en diversos

estudios de bioprospeccion, en donde se han detectado varios metabolitos secundarios y

compuestos de importancia farmacoldgica y fitoquimico. Algunos de estos compuestos
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como fenantrenos y derivados bibenzil, son utilizados en bioprospeccion por tener
efectos alelopaticos sobre malezas.
% Son un grupo relativamente abundante de orquideas en la Reserva Forestal

Fortuna, lo que permite estudiar el mecanismo de herbivoria en condiciones naturales y

con poca intervencion antropogénica.

Descripcion de las especies de estudio:
Division: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Orchidoideae
Tribu: Epidendreae

Subtribu: Laeliinae

Epidendrum exasperatum Rchb.f
Sin. Oerstedella exasperata (Rchb. f) Hagsater
Planta terrestre, cespitosa de 200 c¢m. Hojas de 9.5 x 3.4 c¢m., angostamente
elipticas, bilobadas, vainas lisas, solamente con puntos pardos cuando jovenes.
Inflorescencia terminal, racemosa de 12 cm. de largo. Flores fragantes 15, sépalos y

pétalos pardos a verdosos con margenes amarillentos, el labelo y columna blancos, el
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disco frecuentemente lila alrededor del callo; sépalos 12 x 7 mm; pétalos 13 x 5 mm,
elipticos; labelo 12x 12 mm, 4 lobulado, bicalloso, con una carina central prominente,
lobulos subiguales; columna recta de 8 mm y el clinadrio 4-lobulado (Fig. 11).
Distribuida en Costa Rica y Panama. Se encuentra en bosque muy humedo,
pluvial, nuboso, robledales, potreros y taludes; en Panama se distribuye de 0-3,000
m.s.n.m. en Coclé y Chiriqui. Florece de Enero- Diciembre, sin embargo en la Reserva

Forestal Fortuna su floracion va de Junio a Agosto.

Fig. 11. Caracteristicas morfologicas de E. exasperatum en la Reserva Forestal
Fortuna (a=hibito de crecimiento, b= hojas, c= flores).

Encyclia vespa (Vell.) Dressler
Sin. Prostechea vespa (Vell.) W E. Higgins
Planta epifita, ocasionalmente terrestre, de 80 cm. Pseudobulbos 15-40 ¢cm. x 1-2

cm. subcilindricos, delgados. Hojas 2-4, frecuentemente separadas por entrenudos de
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hasta 2 cm., elipticas, de 18.72 x 4.01 cm. Inflorescencia simple de 10 cm. de largo.
Flores verdosas amarillentas, no resupinadas, sépalos y pétalos manchados con morado,
labelo crema; sépalos 9-13.5 mm. x 4-6.5 mm., ovados; pétalos cueado - oblanceolados;
labelo 7-8 mm. x 4.5-6 mm. subrombico aovado, suculento; columna gruesa, solo
ligeramente mas corta que el labelo (Fig. 12).

Distribuida en Nicaragua hasta Brasil y en las Antillas. Se encuentra en bosque
muy himedo, pluvial y nuboso; en Panama se distribuye de 0-2,000 m.s.n.m. en Coclé,

Chiriqui, Panama y Veraguas. Florece de Enero- Agosto, Octubre y Diciembre.

3
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Fig. 12.  Caracteristicas morfologicas de E. vespa en la Reserva Forestal Fortuna
(a= habito de crecimiento, b= hojas, c= flores, d=capsulas).
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5. 3. MEDICION DE LA HERBIVORIA EN HOJAS Y FLORES
5.3.1 Herbivoria en hojas

Los datos de herbivoria fueron registrados durante un periodo de seis meses y
consistid en una visita por mes en los tres sitios de muestreo establecidos (Fig. 10):

1) Octubre y Noviembre de 2011

2) Enero y Febrero de 2012

3) Abril y Mayo de 2012

Para la determinacion de los porcentajes de herbivoria en hojas, se utilizo la
metodologia modificada de Pellegrino & Musacchio (2006). En cada muestreo se
seleccionaron y evaluaron seis plantas de cada especie de orquidea. En cada planta se
seleccionaron al azar diez hojas desde el apice de la rama hacia la base (6 plantas x 10
hojas x 6 meses x 3 transectos; n = 1800 mediciones). Se midieron la longitud, el ancho y
el dafio foliar de cada hoja en centimetros, con la ayuda de una pagina milimetrada.

Con los datos obtenidos se determiné el area foliar (largo x ancho) y en base a
esto, se calculo el porcentaje de herbivoria en las hojas de E. exasperatum y FE. vespa. El
dafio en hojas causado por insectos fue diagnosticado por observacion de las cicatrices o
marcas (Dirzo, 1987; Sanchez—Ramos ef al., 1999, Sanchez—Ramos & Reyes—Castillo,
2006).

Para realizar los analisis de la herbivoria en hojas, se determino la herbivoria total
en las hojas de F. exasperatum y E. vespa y la herbivoria por cada mes de muestreo.

Posteriormente se realizo un Analisis de Varianza de una via (ANOVA) con el programa
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SPSS 16.0, para determinar diferencias estadisticas en los porcentajes de herbivoria entre

las hojas de F. exasperatum y E. vespa.

5.3.2 Herbivoria en flores o Florivoria
Los datos de herbivoria en flores, se registraron durante los meses de floracion de
ambas especies de orquideas (Julio y Agosto de 2012). Se seleccionaron diez plantas de
cada especie en cada transecto, de cada planta se seleccionaron aleatoriamente diez
flores, marcadas con cinta fluorescente (10 plantas x 10 flores x 2 meses x 3 transectos; n
= 600 mediciones). Después de marcar las flores, se estimo la florivoria usando las
categorias de dafio (Cuadro II); ademas se registro con fotografias, el dafio en cada
categoria y en cada especie (Fig. 13).
CUADRO II. CATEGORIAS DE DANO Y LAS CARACTERISTICAS

ESTABLECIDOS PARA LA MEDICION DE LA FLORIVORIA
(modificado de Malo ef al, 2001).

Categorias Caracteristicas
5 . . Auseﬁciaide dafio
1 Daiio en raquis de la flor
2 - Dafio parcial en pétalos y sépalos
3 Pérdida total de pétalos y sépalos
4 . - "'Dﬁﬁo en estructuras critic.as.de reproduccion .
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Para realizar los analisis de la herbivoria en flores de E. exasperatum y E. vespa,
se determind el nimero de flores con dafio en cada especie y por mes de muestreo.
También se establecio el promedio de flores que presentaba dafios para cada categoria
establecida (Cuadro). Adicionalmente se realizo un Analisis de Varianza de dos vias
(ANOVA) con el programa SPSS 16.0, para determinar diferencias estadisticas en el

dafo entre las flores de E. exasperatum y L. vespa.

Fig. 13. Identificacion de las categorias de daiio en las flores de E. vespa (a= ausencia
de dafo, b= dafio en raquis, c= dafios parciales en pétalos, d= pérdida total
de pétalos y sépalos, e= daiio en columna).
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5.4 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LAS HOJAS Y FLORES
5.4.1 Seleccion y coleccion del material vegetal

Debido a las restricciones legales que existen para la colecta del material vegetal
y para evitar la extraccion masiva de hojas y flores de estas especies, se optd por obtener
las muestras en diversas areas dentro de la Reserva Forestal Fortuna, procurando que no
existira mucha variacion en la altura de los lugares de colecta. Para la extraccion se
colectaron aproximadamente 500 g de cada muestra de hojas y flores de E. exasperatum

y E. vespa (4 muestras).

5.4.2 Extraccion de muestras

Para la extraccion se utilizaron tres disolventes por separado: etanol, hexano y
metanol (dos réplicas por disolvente). Las hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa
fueron lavadas con agua destilada y con cada disolvente, luego se colocaron
aproximadamente 100 g de cada muestra fresca en envases de vidrio, luego se les agrego
aproximadamente 100 mL de etanol, hexano y metanol respectivamente; estos envases
fueron cubiertos con papel aluminio y colocados en oscuridad durante ocho dias (se
agitaban diariamente por 15 minutos).

Luego de los ocho dias se decantaba el extracto y se concentraba en el Rotavapor
modelo R 210 (a 45 ° C y 56 bar), del CIPNABIOT (Centro de Investigaciones de
Productos Naturales y Biotecnologia) de la Universidad Auténoma de Chiriqui. El
concentrado resultante fue pesado en una balanza de precision KERN EW 600-2M

(d=0.01; e= 0.1 g) y depositado en viales de vidrio y bajo refrigeracion.
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5.4.3 Determinacion de porcentajes de rendimiento y porcentaje de humedad

Porcentaje de rendimiento

El porcentaje de rendimiento nos indica la eficiencia del método de extraccion y
de los solventes utilizados para obtener el concentrado de interés (Batanero & Medel,
1985). Se calcularon los porcentajes de rendimiento de los extractos etanolicos,
metandlicos y en hexano de hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa (por duplicado),

en base a la siguiente formula (AOAC, 1998):

peso de la muestra después de concentrar en rotavapor (g) * 100

% de rendimiento: peso de la muestra fresca (g)

Porcentaje de humedad

Es el contenido de agua presente en una muestra. Para determinar el porcentaje de
agua, se colectaron aproximadamente 30 g de hojas y flores adicionales de E.
exasperatum y F. vespa (por triplicado) fueron pesadas en fresco y se secaron a 45 ° C
por 24 horas en un horno SELECTA DIGITRONIC, luego se pesaron en una balanza de
precision KERN EW 600-2M (d=0.01; e= 0.1 g) y se calculé el porcentaje de agua de
cada muestra. Para el calculo del porcentaje de agua se utilizd la siguiente formula

(AOAC, 1998):

peso de la muestra después de calentar en horno (g) * 100

% de humedad.: peso de la muestra fresca (g)
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5.4.4 Determinacion de porcentaje de cenizas

Es la cantidad de materia mineral presente en la muestra. Se colectaron
aproximadamente 35 g de muestras frescas de hojas y flores de E. exasperatum y E.
vespa (por triplicado) y se colocaron en bolsas de papel. Posteriormente las bolsas con las
muestras fueron colocadas en un horno Selecta Digitronic a una temperatura de 45 ° C
por 24 horas, para luego macerarlas.

Se colocaron los crisoles en el horno a 105 ° C por dos horas. Se colocan en el
desecador hasta temperatura ambiente y se pesan. Luego se pesaron las muestras secas y
molidas por triplicado en el crisol tarado y se colocaron en la mufla Vulcano a 600 °C
durante cuatro horas. Se colocaron los crisoles en el desecador a temperatura ambiente
para después pesarlos con la balanza analitica KERN EW 600-2M (d=0.01; e= 0.1 g).
Para calcular el porcentaje de cenizas se utilizo la siguiente formula (AOAC, 1998):

peso de cenizas (g) * 100

% de cenizas: peso de la muestra fresca (g)

5.4.5 Andlisis de nutrientes

Adicionalmente, se colectaron 100 g de cada muestra: hojas y flores de E.
exasperatum y E. vespa y posteriormente fueron secadas a 105 ° C en un horno Selecta
Digitronic. Las cenizas obtenidas fueron pesadas en una balanza analitica KERN EW
(d=0.01, e= 0.1 g.) para un analisis de nutrientes de las hojas y flores de E. exasperatum y
E. vespa en el laboratorio de suelos del Instituto de Investigaciones Agropecuarias de

Panama (IDIAP). El analisis se realizo con una digestion acida y luego se analiza cada
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macro y micronutriente de interés. Se analizan los nutrientes mediante lectura con

Espectrofotometria de Absorcion Atomica.

5.4.6 Analisis de pH
Se realizo la calibracion del equipo por medio de los buffer adecuados (ph 4, ph 7,
ph 10), posteriormente se determiné el pH de los extractos etandlicos de hojas y flores de

E. exasperatum y E. vespa con un potenciometro Ph 1100 Series Oaklon.

5.4.7 Determinacion de metabolitos secundarios

5.4.7.1 Cromatografia en placa fina

Se prepararon placas de silica gel de cromatografia donde se marco una linea a 1
cm. de la base. En cada placa, sobre esta linea se marcaron puntos, donde se depositaron
con capilares pequefias cantidades de los extractos de hojas y flores de F. exasperatum y
E. vespa (en cada disolvente: etanol, metanol y hexano), en el siguiente orden:
hoja E. vespa- hoja E. exasperatum- flor E. vespa-flor E. exasperatum.

Se utilizo un eluyente de mezcla de acetato de etilo (polar) y hexano (apolar)
(2:8), para identificar la polaridad de los compuestos presentes en cada extracto.
Posteriormente las placas fueron colocadas en el disolvente por 30 minutos, se retiraron
de la camara y se dejaron secar y se marco la distancia recorrida por el disolvente.

Las placas se colocaron en una lampara de rayos UV y las marcas que aparecieron
se sefialaron con lapiz. Posteriormente se identificaron los factores de retencion (Rf) de

cada marca sefialada.
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Para el calculo de los factores de retencion se evaluaron las placas con los

extractos etandlicos y se utilizo la siguiente expresion (Ault, 1998):

Rf=Distancia recorrida por el compuesto / distancia recorrida por el disolvente
Se tomara como distancia del compuesto la distancia comprendida entre la linea

trazada donde se ha depositado el compuesto y el centro de la mancha.

5.4.7.2. Tamizaje fitoquimico

Con los extractos de las hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa (etandlico,
metanolico y en hexano), se realizo un tamizaje fitoquimico preliminar basado en la
propuesta de Dominguez (1978), Bilbao (1997) y Marcano (2002). Para ello, cada
extracto se coloco en tubos de ensayo y se les realizd una serie de pruebas con reactivos
indicadores para identificar grupos funcionales (taninos, terpenos, fenoles, saponinas,
alcaloides, cumarinas y glucosidos).

a) Identificacion de flavonoides

Prueba de NaOH

Se agrego unas gotas de NaOH diluido en tubos de ensayo con los extractos. La
aparicion de colores amarillo a naranja se considera positiva.
Prueba de Pew’s

Se agrego polvo de zinc y unas gotas de HCI 5 N. en tubos de ensayos con los
extractos Los dihidroflavonoles reaccionan con colores del rojo purpura al rojo cereza.

Las flavononas, dihidrocharconas u otros flavonoides dan coloracion rosa a café.
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Prueba de Shinoda

En tubos de ensayo con los extractos se adicioné trozos de viruta de magnesio y
unas gotas de HCI concentrado. La aparicion de colores que van del rojo profundo al
magenta indica la presencia de una flavona o dihidroflavonol. Las dihidrochalconas y

otros flavonoides no reaccionan.,

b) Identificacion de terpenos/esteroides: (Reaccion de Salkowski)
Los extractos se mezclaron con 1 ml de cloroformo, y se dejaron deslizar por las
paredes del tubo de ensayo con 1ml de acido sulfurico 85%. La formacion de colores

amarillo a rojo se considera positivo.

c) Identificacion de triterpenos

Prueba de triterpenos

Se disolvio una porcion de cada extracto en 1 ml de cloroformo. Se agrego por las
paredes del tubo 1 ml de anhidrido acético y se dejo reposar en frio. Se afiadieron una a
dos gotas de H,SO4 concentrado por las paredes. La aparicion de colores rojo, rosa,
verde, purpura o azul en la interfase cuando se agrega el H,SO4 se considera positivo.

Prueba de Lieberman-Buchard

Se agrego unas gotas del reactivo Lieberman-Buchard a los tubos de ensayo con
los extractos de las hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa. La coloracién azul o
verde indica la presencia de esteroides, colores del rojo al violeta indica la presencia de

triterpenos y el color amarillo palido indica esteroides y triterpenos saturados.
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d) Identificacion de alcaloides

Prueba de Mavyer

Una porcidn de cada extracto se disolvid en HCI. Luego se le agrego el reactivo
de Mayer. Se considera positiva la prueba en la que aparece un precipitado.
Prueba de Dragendorff

Una porcion de cada extracto se disolvio en HCL. Luego se le agrego el reactivo
de Gragendorff. Se considera positiva la prueba en la que aparece un precipitado.
Prueba de Wagner

Una porcion de cada extracto se disolvio en HCl. Luego se le agrego el reactivo

de Wagner. Se considera positiva la prueba en la que aparece un precipitado.

e) Identificacion de taninos

Prueba de la gelatina-sal

Se utilizaron dos tubos de ensayo, en cada uno se agreg6 0.5 ml de cada extracto a
evaluar y luego se le adiciono 1 ml del reactivo de gelatina-sal (solucion de gelatina al
1% en NaCl al 10 %). La formacion de un precipitado se considera positiva. Si hay
formacion de precipitado se adicioné 0.5 ml de urea 10 M y dos a tres gotas de cloruro
férrico. Coloracion del precipitado verde confirma la presencia de taninos condensados,
mientras que coloraciones aules confirma la presencia de taninos hidrolizables.

Prueba de FeCls

A cada extracto en un tubo de ensayo se le adicioné 1 ml de FeCl; La aparicion

de un precipitado se considera positiva.
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Los taninos condensados dan un precipitado de color pardo- verdoso, mientras

que los hidrolizables son de color azul-negruzca.

f) Identificacion de cumarinas (Prueba de cumarinas)
Se calent6 cada extracto en un tubo de ensayo tapado con papel filtro e
impregnado de una solucion alcalina. Si el papel filtro exhibe puntos fluorescentes bajo

luz UV se considera positiva.

g) Identificacion de saponinas

Ensayo de agua caliente

Una porcion de cada extracto se disolvid con agua caliente durante 15 a 30
minutos, luego se agito durante 3 a 5 minutos.

La formacion de espuma en forma de panal de abeja, estable por 30 minutos se
considera positiva.
Prueba de Rosenthaler

A 1 ml de cada extracto se le afiade una gota del reactivo de Rosenthaler y una

gota de H2SO4 concentrado. Las saponinas de triterpenos pentaciclicos dan color violeta.

h) Identificacion de glucésidos cardioténicos y lactosas sequiterpénicas (Prueba
de Baljet)
A 2 ml de cada extracto se le adiciono tres a cuatro gotas del reactivo de Baljet. Si

se forma una coloracion naranja a rojo oscura se considera positiva.
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i) Identificacion de grupos 5-hidroxiflavonas (Prueba de Dimroth)

Se le adicioné a los extractos en tubos de ensayo el reactivo de Dimroth en una
proporcion 1:1. Se considera positiva la prueba la presencia de una coloracion naranja o
roja.

Con los resultados obtenidos en cada prueba se realizé un cuadro, sefialando las

respuestas y la intensidad de cada reaccion.

5.4.7.3 Pruebas espectroscopicas

Se realizaron lecturas de los extractos etandlicos de las hojas y flores de F.
exasperatum y E. vespa en el espectrofotometro ultravioleta visible (modelo UV-UIS
Dual Bean UVS-2800). Adicionalmente se realizaron analisis en el Espectrofotometro
Infrarrojo IR Affinity-1 FTIR-84008 utilizando los extractos de las hojas y flores en cada
disolvente. Las lecturas en el Espectrofotometro Infrarrojo se realizaron con el Software

IR Solution.

5.5 EVALUACION DE LA PREFERENCIA DE HERBIVOROS POR HOJAS Y
FLORES

Con el fin de evaluar la actividad de los extractos de hojas y flores de F.
exasperatum y E. vespa sobre un herbivoro, se selecciond como modelo de estudio la
especie de hormiga cortadoras de hojas Acromyrmex coronatus. Esta especie fue

observada en varias areas dentro de la Reserva Forestal Fortuna.

69



Acromyrmex coronatus Fabricius
Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hymenoptera
Familia: Formicidae
Subfamilia: Myrmicinae

Tribu: Attini

Descripcion:

Especie de hormiga cortadora de hojas que se encuentran en montafias y habitats
forestales, pero no en las tierras bajas. Recolectores relativamente pequefios (masa media
= 3,4 + 1,4 mg) que cortan casi exclusivamente las hojas finas, suaves y otras partes de
plantas herbaceas pequefias (Fig. 14). Establecen caminos y los mantienen despejados
para acceder a su alimento y transportarlo. Su alimentacion es continua por la noche, pero
diurna sélo cuando ha habido lluvias recientes (Wetterer 1995). Son herbivoros polifagos
que cortan vegetales en pequefios fragmentos, que luego son transportados al nido para
ser utilizados como sustrato para su hongo simbionte (Holldobler & Wilson, 1990).

Se realizaron cuatro visitas al area de estudio, donde se seleccionaron 5 nidos de
Acromyrmex coronatus, separados unos de otros para evitar la competencia. Ademas se
considerd que los nidos estuvieran a una distancia minima de 10 m de la carretera, en

condiciones ecologicas similares y que fueran accesibles.

70



Los sitios donde se realizaron las pruebas con las hormigas fueron (Fig. 10): A)

entrada a parcela Honda 8°42° 35.6” N y 82°13” 56.4” W, B) antes de sitio presa 8°44’

58.27 Ny 82°14° 17.1” W, C) después de sitio presa 8°45’ 00.8” N y 82° 14’ 202" W,

D) 8°44° 03.71” Ny 82° 14> 2537 Wy E) 8°44’ 58.1” Ny 82° 14’ 163" W.

Fig. 14. Imagen de la especie A. coronatus, hormiga de la tribu Attini.

Se realizaron dos tipos de bioensayos en cada muestreo y en cada nido:
El primero consistio en establecer un cuadrante de 1 x 1 m, donde se colocaron en
caminos cercanos a los nidos, pedazos pequefios de algodén impregnados con los
extractos de hojas y flores de L. exasperatum y E. vespa en los tres disolventes
(etanol, metanol y hexano), luego se registro en un periodo de 30 minutos la

actividad de las hormigas ante los extractos (seleccion por las hormigas y tiempo de
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seleccion). Adicionalmente se les colocod algodones con los disolventes puros
(etanol, metanol y hexano) utilizados en la extraccion, como grupo control.

% En el segundo bioensayo, porciones pequefias de las hojas de ambas especies de
orquideas, fueron cortadas y aplicadas directamente en el cuadrante 1 x 1 m. Se
registro en un periodo de 30 minutos la actividad de las hormigas ante las porciones
de las hojas (seleccion por las hormigas y tiempo de seleccion).

Se analizaron los resultados de las pruebas para determinar el promedio de
hormigas que visitaba para cada extracto (hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa),
adicional se registro el tiempo de reaccion. Posteriormente se realizd un Analisis de

Varianza de una via (ANOVA) con el programa SPSS 16.0, para establecer si habia

diferencias significativas en la reaccion ante una determinada muestra.
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 HERBIVORIA EN HOJAS Y FLORES
6.1.1 Herbivoria en hojas

Se determino la herbivoria total de las hojas de E. exasperatum y E. vespa durante
seis meses de muestreo, que representaban la estacion seca y lluviosa. Se observo que los
porcentajes de herbivoria de las hojas de F. vespa eran mayores que los porcentajes en las
hojas de E. exasperatum. Sin embargo, el Andlisis de Varianza (ANOVA de una via) no
mostré diferencias significativas entre los porcentajes de herbivoria en hojas de ambas

especies (Fi, 1800= 2.517; P > 0,05, 0.114) (Fig. 15).

1.757

+0.29

Porcentaje (%)
B

:

0.75

T
E. exasperatum E. vespa
Especie

Fig 15. Porcentaje total de herbivoria en las hojas de E. exasperatum y E. vespa
durante seis meses de muestreo en la Reserva Forestal Fortuna, Panama,
2011-2012 (error estiandar en la parte superior de cada barra).
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En general se observaron porcentajes bajos de herbivoria en las hojas de ambas
especies (menores al 2%), lo cual es consistente con otros estudios en esta familia. Por
ejemplo, Malo ef al. 2001 reportaron dafios por herbivoria de en la orquidea, Winkler es
al., 2005 registraron porcentajes de herbivoria en hojas de orquideas epifitas menores a
1.3 % y Tremblay, 2006 registro porcentajes de en Sarcochilus australis. Sin embargo,
estos porcentajes son bajos en comparacion con otros grupos de plantas. Filip ef al.
(1995) registraron un porcentaje de 7.6 % de area perdida en 16 especies de arboles
tropicales. Entre 2.9 y 7.5 % de area foliar en lianas neotropicales fue pérdida por la
herbivoria (Aide & Zimmerman, 1990); mientras que Williams-Linera & Baltazar (2001),
encontraron que cerca del 4 % del area foliar es pérdida en arboles deciduos y 3-8 % en
arboles perennes de un bosque montano humedo subtropical.

Aunque la herbivoria en las hojas de E. vespa y E. exasperatum es baja en
comparacion con otras especies, existen diferentes opiniones en cuanto a los efectos en la
supervivencia de estas plantas. Algunos estudios sefialan que la herbivoria en las
orquideas puede reducir la biomasa de la planta, y los procesos de reproduccion sexual en
los subsecuentes afios (Whigham, 1990; Zimmerman & Whigham, 1992; Vallius &
Salonen, 2001); sin embargo Kindlmann & Balounova (1999) encontraron que la
defoliacion en Dactylorhiza majalis (Rchb.) P.F. Hunt & Summerh., no causa un efecto
marcado en su supervivencia y reproduccion.

Los bajos porcentajes de herbivoria en las hojas de . exasperatum y E. vespa
sugieren que existe una resistencia y tolerancia a los herbivoros del area. La resistencia es

la habilidad para reducir la frecuencia de dafio, como son las defensas fisicas y quimicas
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que se presentan, mientras que la tolerancia es la habilidad para mantener las condiciones
después del dafio, que en las hojas se presenta con produccion de nuevos brotes (Karban
& Baldwin, 1997, Strauss & Agrawal, 1999; Irwin ef al., 2004).

Los bajos porcentajes de herbivoria en las hojas de orquideas pueden estar
relacionados con las defensas y el valor nutricional. En general, las hojas de las orquideas
son gruesas y fibrosas por la presencia de elementos como cristales de silice, celulosa y
hemicelulosa, lo que sugiere un bajo valor nutricional y palatabilidad (Winkler e al.,
2005), va que los herbivoros requieren de numerosas modificaciones en el aparato
digestivo que permita fermentaciones lentas por microorganismos simbidticos y asi poder
digerir los compuestos que pueden inhibir la digestion (Granados-Sanchez ef al., 2008).
Estas observaciones son congruentes con las Teorias de la Apariencia Vegetal y la Teoria
de la Asignacion de Recursos.

La teoria de la apariencia vegetal implica que las plantas aparentes o perennes
deben invertir mas recursos para producir reductores cuantitativos de digestibilidad en las
hojas, como pocos nutrientes, lignina, taninos o silicatos (Baldwin, 1994). Mientras la
teoria de la asignacion de recursos podria explicar como las plantas de lento crecimiento,
como las orquideas, invierten mas en defensa con polimeros complejos (lignina y
taninos) y favorecen el uso de estas defensas inmoviles, las cuales, una vez empleadas
son elementos permanentes de las hojas y tallos (Cipollini & Levey, 1997).

La dureza y consistencia de la hoja es considerada como una de las defensas
fisicas mas eficaz para determinar la preferencia o no de un herbivoro por una hoja, ya

que viene dada por el contenido de fibra y lignina en las paredes celulares (Barone &
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Coley, 2002). Estas defensas fisicas y la presencia y concentracion de metabolitos
secundarios pueden estar ligados al nivel de dafio causado por los herbivoros en las hojas
de E. exasperatum y E. vespa.

Los porcentajes de herbivoria en las hojas de ambas especies mostraron
diferencias entre la estacion seca y lluviosa. Al realizar el analisis de herbivoria en las
hojas por cada mes de muestreo se observo que las variaciones de porcentajes de
herbivoria para las hojas de ambas especies eran muy similares, sin embargo, los mayores
porcentajes de herbivoria en las hojas de ambas especies fueron en los meses de Enero y

Febrero, que corresponde a la estacion seca en la Reserva Forestal Fortuna (Fig. 16).
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Fig. 16. Variaciones en los porcentajes de herbivoria en las hojas de E. exasperatum
y E. vespa durante cada mes de muestreo en la Reserva Forestal Fortuna,
Panama, 2011-2012 (error estiandar en la parte superior de cada barra).
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La mayor herbivoria en la estacion seca observada en las hojas de E. vespa y E.
exasperatum, esta relacionada con el crecimiento de las hojas y la actividad de los
herbivoros. Coley (1982) menciona que en la estacion lluviosa las plantas muestran una
sincronica emergencia de hojas, lo que es probablemente efectivo para satisfacer las
necesidades nutricionales de las poblaciones de herbivoros. Sin embargo en la estacion
seca, los dafios por herbivoria pueden aumentar porque se reducen el movimiento de
herbivoros e incrementa la presion de herbivoria sobre las hojas, que al mismo tiempo
deben sobrellevar situaciones de estrés hidrico y ambiental, por lo que la mobilizacion de

recursos para defensas tienden a disminuir (Coley & Barone, 1996).

6.1.2 Herbivoria en flores

La herbivoria total en las flores de E. exasperatum y E. vespa fue determinada
durante dos meses de muestreo, que correspondia a los meses en que ambas especies
estaban en floracion. La floracion observada en E. exasperatum durante los dos afios de
estudio (2011 y 2012), no es consistente con lo reportado por Hammel ez al., (2003) que
menciona esta especie con floracion durante todo el afio, sin embargo en la Reserva
Forestal Fortuna, E. exasperatum solo presenta flores en los meses de Julio a Agosto.

El mayor nimero de flores con dafio se observo en E. vespa con la categoria 3
(pérdida total de pétalos y sépalos) seguido de la categoria 2 (dafio parcial en pétalos y
sépalos). En contraste con las flores de E. exasperatum, cuyo mayor nimero de flores con

dafio estaban en la categoria 1 con dafio en el raquis de la flor. Se observaron diferencias
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significativas en el numero de flores con dafio de F. exasperatum y E. vespa (Fy, 1=
5§7.270; P < 0.05, 0.001) (Fig. 17).

En el analisis de dafio por herbivoria en las flores de E. exasperatum y E. vespa
por cada mes de muestreo se observo que no existia una variacion entre meses (Fig. 17).
Sin embargo, es importante recordar que el analisis se realizo solo durante los meses de
Julio y Agosto que corresponden a la estacion lluviosa, por lo que no se puede hacer una
comparacion con la estacion seca. Sin embargo, Coley & Barone (1996) sefialan que en la
estacion lluviosa se da un aumento en las poblaciones de insectos herbivoros que pueden

causar los dafios observados en las flores y tejidos de reproduccion.
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Fig 17. Variaciones en el nimero de flores con daiio por herbivoria en E.
exasperatum 'y E. vespa durante cada mes de muestreo en la Reserva Forestal
¥ Fortuna, Panama, 2012 (error estandar en la parte superior de cada barra).
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En base a las observaciones en campo, se determinaron mayores dafios por
herbivoria en las flores que en las hojas. Esto concuerda con algunos autores que sefialan
que la herbivoria en flores es casi tan amplia y extensa como en las hojas (Wolfe, 2002).
Ademas de acuerdo a McCall & Karban (2006), la herbivoria en flores puede afectar a
una planta en una proporcion similar o mayor que la herbivoria en hojas.

Los efectos del dafio en flores difieren de los efectos que causa la herbivoria en
las hojas, ya que el dafio en las flores puede ser directo o indirecto, el efecto directo es el
consumo de los gametos y disminucion de los recursos para reproduccion, lo que produce
efectos indirectos que pueden afectar la dinamica de las poblaciones y comunidades;
mientras la herbivoria en hojas esta asociada con remocion de tejidos importantes para la
fotosintesis y por tanto para el crecimiento (McCall & Irwin, 2006).

Los resultados muestran un mayor dafio en los pétalos y sépalos de flores de Z.
vespa con dafio parcial y pérdida total; mientras que en L. exasperatum, las flores
mostraron pocos o ningn dafio, y también presentaron dafio parcial en los pétalos; esto
sugiere que los pétalos presentan caracteristicas que los hacen mas susceptibles a la
depredacion, que otras partes florales (Fig. 18).

Las caracteristicas de las flores de E. exasperatum y E. vespa son muy similares
en cuanto a coloracion y forma (Fig. 11c y Fig. 12¢), esto es importante ya que las flores
medianas y aparentes, tienden a ser mas atractivas y susceptibles para los herbivoros
(Wilson & Thomson, 1991; Ashman, 2002). Ademas, diversos autores han mencionado

que las plantas pueden tener un control independiente de la expresion de compuestos
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secundarios en diferentes tejidos, de tal manera que hay diferencias en el dafio en
diferentes partes florales (Zangerl & Rutledge, 1996, Strauss et al., 2004).

De acuerdo a McCall & Irwin (2006) las partes florales dedicadas a la
reproduccion presentan mayores defensas quimicas que las partes dedicadas a la
atraccion de polinizadores. Esto podria explicar porque los pétalos fueron los mas
afectados en comparacion con otras estructuras como la columna en las flores de E. vespa

y E. exasperatum.
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Fig 18. Promedio total de flores de E. exasperatum y E. vespa en cada categoria de
daio, durante dos meses de muestreo en la Reserva Forestal Fortuna,
“ Panama, 2011-2012.
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Las diferencias en la herbivoria en las flores de E. vespa y E. exasperatum
parecen estar asociadas con caracteristicas de resistencia y tolerancia: 1) compuestos
toxicos en estructuras reproductivas como los pétalos, 2) escape en espacio y tiempo ya
que se pueden reducir los dafios, con una reduccion en el tiempo de floracion como
ocurre con las flores de E. exasperatum, 3) algunos compuestos volatiles producidos por
las flores pueden atraer predadores de herbivoros de flores o estar asociado con otro tipo
de defensa quimico, ya que segun se observo las flores de L. exasperatum presentan un
olor dulce muy intenso (De Craene & Miller, 2004; Leitao ef al., 2005, McCall & Irwin,

2006).

6.2. CARACTERISTICAS FITOQUIMICAS IDENTIFICADAS EN LAS HOJAS Y
FLORES
6.2.1 Coloracion de extractos

Los extractos en etanol y metanol obtenidos de las hojas de ambas especies
presentaron coloraciones que variaron del verde brillante al verde oscuro. Mientras que
con los extractos etanolicos y metandlicos de las flores se observé un color rojizo en los
extractos de F. vespa y coloracion magenta con olor dulce en los extractos de £.
exasperatum. Sin embargo todos los extractos de las hojas y flores de E. exasperatum y
L. vespa que se realizaron con hexano tuvieron una coloracion amarillenta. La coloracion
de los extractos también fue indicativo de la presencia de algunos metabolitos

secundarios (Fig. 19).
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Fig. 19. Coloracién de extractos etanélicos de hojas y flores de E. exasperatum y E.
vespa (a= hoja E. vespa, b= hoja E. exasperatum, c= flores E. vespa, d= flores
E. exasperatum).

Las coloraciones verdes de los extractos etanolicos y metanolicos de las hojas
indican la presencia de la clorofila y otros pigmentos fotosintéticos, mientras que las
coloraciones de los extractos de las flores pueden indicar la presencia de otras sustancias
como flavonoides (Aichele-Alvarado, 2006). El color amarillo de los extractos de hojas y
flores en hexano podrian relacionarse con la presencia de pigmentos carotenoides
(carotenos o xantofilas) ya que estos pigmentos se extraen mas facilmente en hexano
(Lallana & Lallana, 2003).

Para la determinacion de los metabolitos presentes en todos los extractos de hojas
y flores de E. exasperatum y E. vespa, fue necesario la realizacion de la cromatografia en
capa fina y el tamizaje fitoquimico, cuyos resultados son confirmados con las pruebas

espectroscopicas.
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6.2.2 Porcentajes de rendimiento y de humedad de hojas y flores de E. exasperatum
y E. vespa
Porcentaje de rendimiento

El porcentaje de rendimiento describe la proporcion del rendimiento real con
respecto al rendimiento tedrico (va desde el 1% hasta el 100%), debido a que en una
reaccion no siempre se obtiene toda la masa de producto calculado. Cuanto mayor sea el
porcentaje de rendimiento, mas eficiente es una reaccion, es decir, que se obtiene una
mayor cantidad de producto o concentrado) a partir de una muestra con masa conocida
(TUXCIENCE.ORG, 2009).

Se .calculc') el porcentaje de rendimiento de los extractos de hojas y flores de £.
exasperatum y k. vespa, a partir de 100 g de material fresco para cada disolvente. Los
mayores porcentajes de rendimiento se obtuvieron con los extractos etandlicos de las
hojas (77.34 % de hojas de E. vespa y 76.55 % de E. exasperatum). Las flores de F.
exasperatum mostraron valores de 73.33 % y E. vespa con 71.95 % (Fig. 20).

Los extractos metanolicos de las hojas de £. vespa mostraron porcentajes de
rendimiento de 57.36 %, seguido de las hojas de E. exasperatum con 50.1 %. Los
porcentajes de rendimiento de los extractos metanolicos de las flores de E. exasperatum
fueron de 40.31 %, seguido de las flores de E. vespa con 39.6 % (Fig. 20).

Los menores porcentajes de rendimiento se obtuvieron de los extractos en hexano
de las hojas y flores de . exasperatum y E. vespa. Los extractos de hojas de E. vespa con

8.12 %, extractos de hojas de E. exasperatum con 7.14 %; mientras que los extractos en

83



hexano de flores de E. exasperatum mostraron un valor de 7.0 % seguido de los extractos
de flores de E. vespa con 6.11 % (Fig. 20).

Los mayores porcentajes de rendimiento registrados en los extractos etanolicos y
metandlicos de hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa, indican que estos disolventes
son mas efectivos para obtener la cantidad de producto. Ademas, el etanol es un
disolvente menos toxico que el metanol y el hexano, por lo que su uso como disolvente
ofrece ventajas (TUXCIENCE.ORG, 2009).

Entre los factores que pueden afectar el porcentaje de rendimiento se encuentran
la temperatura y la presion. Ademas, el hecho de que la masa obtenida sea menor se debe
a varias razones, entre ellas: a) muchas reacciones no se completan, es decir, los reactivos
no se convierten completamente en productos; b) en algunos casos, un conjunto particular
de reactivos sufre dos 0 mas reacciones simultaneas, formando productos no deseados
junto con los deseados; ¢) algunas veces la separacion del producto deseado de la mezcla
de reaccion es tan dificil que no todo el producto formado puede aislarse (Vogel ef al.,

1996).

Porcentaje de humedad

Las muestras de flores de ambas especies mostraron porcentajes mayores de
humedad en comparacion con las hojas, E. vespa con 90.31 % y E. exasperatum con
89.24 %. Las hojas de E. exasperatum contenian mayor porcentaje de humedad (86.53

%) en comparacion con las hojas de E. vespa (83.45 %) (Fig. 21).
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Fig. 20. Porcentaje de rendimiento de muestras de extractos etanolicos, metandélicos
y hexinico de hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa (Ee-h= extractos de
hojas de E. exasperatum; Ee-f= extractos de flores de E. exasperatum; Ev-h=
extractos de hojas de E. vespa; Ev-f= extractos de flores de E. vespa). Error

estandar en la parte superior de la barra.

El mayor contenido de agua en las flores en comparacion con las hojas puede
relacionarse con los datos de herbivoria, donde se observo una mayor herbivoria en flores
que en hojas. De acuerdo a algunos autores los insectos herbivoros prefieren estructuras
vegetales con mayor contenido de lignina y agua, mas que por el valor nutricional que
contengan; por lo que el contenido de humedad es un factor determinante en la

preferencia de los insectos herbivoros; (Cross ef al., 2003; Poorter et al., 2004).
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Fig. 21. Porcentaje de humedad en hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa (Ee-
h= hojas de E. exasperatum; Ee-f= flores de E. exasperatum; Ev-h= hojas de
E. vespa; Ev-f= flores de E. vespa). Error estandar en la parte superior de la
barra.

Scriber (1977) menciona que una de las limitaciones que enfrentan los insectos
herbivoros es la adquisicion correcta de agua nutricional. Algunos insectos deben
mantener en sus cuerpos 85-92 % de agua, sin embargo el contenido de agua en algunas
hojas maduras es sustancialmente menor. El contenido de agua puede en algunos casos
limitar el crecimiento y alimentacion de insectos herbivoros (Feeny, 1970). Este efecto
limitante del contenido de agua se debe a que algunos insectos tienen mas dificultad para
comer y procesar las hojas y flores con menor concentracion de agua, ya que les resulta

dificil procesar las duras fibras con poco agua (Soo Hoo & Fraenkel, 1966).
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Esto podria explicar porque las hojas de E. vespa con menor porcentaje de
humedad fueron las que presentaron menor herbivoria, en comparacion con las hojas de
E. exasperatum; ademas podria indicar porque las flores de £. vespa y E. exasperatum
con mayores porcentajes de humedad presentaron mayor herbivoria en comparacion con

las hojas.

6.2.3 Porcentaje de cenizas de hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa

Las cenizas de hojas y flores estan constituidas por el residuo inorganico que
queda después de que la materia organica se ha quemado. Las cenizas obtenidas no
tendran necesariamente la misma composicion que la materia mineral presente en la
muestra original, ya que se dan pérdidas por volatilizacion o alguna interaccion entre los
constituyentes, pero nos permite tener una aproximacion del contenido mineral de las
muestras (Ayala, 2007).

Los mayores porcentajes de cenizas o de material mineral se observo en las hojas
(1.68 % en E. vespa y 1.57 % en E. exasperatum), seguido de las flores de £. vespa con
1.20 %y las de E. exasperatum con 1.19 % (Fig. 22).

Las diferencias observadas en el contenido de cenizas o materia mineral, puede
relacionarse con los resultados de herbivoria observados en las hojas y flores de E. vespa
y L. exasperatum. Se observé que las hojas con mayor contenido de minerales fueron las

que presentaron mayor herbivoria en comparacion con las flores. Esto esta relacionado
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principalmente por la presencia de minerales como nitrogeno y fosforo (Elser ef al.,
2003).

Cross et al. (2003) menciona que la calidad de la alimentacion en los herbivoros
es relativa y estd basada en los requerimientos de los consumidores individuales. Sin
embargo, existen ciertos elementos y nutrientes que imponen limitaciones en el rango de
crecimiento y alimentacion de insectos herbivoros, lo que podria explicar la relacion

entre el contenido de materia mineral y la herbivoria de E. vespa y E. exasperatum.
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Fig. 22. Porcentaje de cenizas en hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa (Ee-h=
hojas de E. exasperatum; Ee-f= flores de E. exasperatum; Ev-h= hojas de E.
vespa; Ev-f= flores de E. vespa). Error estindar en la parte superior de la
barra.
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6.2.4 Macronutrientes y micronutrientes en hojas y flores
Macronutrientes

El analisis de nutrientes nos permite reconocer algunos de los nutrientes,
elementos y minerales en las muestras de hojas y flores de L. exasperatum y E. vespa, y
de esta manera identificar algunos de los minerales que representan los porcentajes de
cenizas o de contenido mineral analizados anteriormente.

En la figura 23, se observa que en las muestras de hojas y flores de F.
exasperatum y E. vespa los macronutrientes que estaban en mayor concentracion eran el
potasio (K), nitrogeno (N) y el fosforo (P). Esto concuerda con el estudio de Zotz (1999),
donde se menciona que estos elementos, se encuentran en mayor proporcion en diversos
organos de las orquideas, sobre todo en las hojas, ya que son necesarios para los procesos
reproductivos y de crecimiento de la planta.

En las hojas, la mayor concentracion de nitrogeno se encontro en E. exasperatum
(1.68 %), mientras que F. vespa tenia 1.15 %. Sin embargo las hojas de L. vespa
mostraron mayor concentracion de fosforo (0.31 %) y mayor concentracion de potasio
(3.25 %), en comparacion con E. exasperatum que tenia 0.18 % de fosforo y 1.33 % de
potasio. En las flores se encontré una mayor concentracion de nitrégeno en las muestras
de las flores de £. exasperatum (2.86 %) en comparacion con las de E. vespa que tenian
1.71 %, sin embargo las flores de E. vespa (al igual que las hojas) presentan el potasio
como el elemento en mayor concentracion con 2.34 %, seguido del fosforo con 0.17 %;
mientras que en las flores de £. exasperatum el potasio estaban en 1.22 % y el fosforo en

bajas concentraciones de (0.09 %) (Fig. 23).
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Las concentraciones de estos elementos en las hojas y flores de E. exasperatum y
E. vespa son relativamente bajos si se comparan con otras especies de orquideas y arboles
tropicales. En un estudio realizado con la orquidea Dimerandra emarginata se
encontraron en las hojas concentraciones de Potasio 14.3 %, Nitrogeno 8.4 % y Fosforo
0.63 % (Zotz, 1999). Mientras que las hojas de Encyclia tampensis mostr6 mayores
proporciones, en especial de nitrégeno con hasta un 9 % (Benzing & Ott, 1981). Sin
embargo, los valores de estos nutrientes de hojas y flores de L. exasperatum y E. vespa
estan dentro de la gama conocida de plantas vasculares, en particular de las orquideas

(Benzing, 1990).
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Fig. 23. Macronutrientes encontrados en hojas y flores de E. exasperatum y E.
vespa (Ee-h= hojas de E. exasperatum, Ee-f= flores de E. exasperatum; Ev-h=
hojas de E. vespa; Ev-f= flores de E. vespa; N= nitréogeno; F= Flior; P=
Fosforo; Ca= Calcio; Mg= Magnesio).
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El contenido bajo de nitrogeno, fosforo y potasio en la hojas de L. exasperatum y
E. vespa es interesante, teniendo en cuenta la gran inversion de nutrientes que necesitan
estas especies para el desarrollo de los frutos. Por lo que se cree que la absorcion de
nutrientes, en algunas especies de orquideas, se limita entonces a periodos cortos después
de las lluvias ocasionales, y la gran acumulacion de nutrientes en los tejidos deriva casi
en su totalidad de las reservas internas (Zotz, 1999).

Aunque la oferta de nitrogeno y potasio es limitada para algunas plantas, como las
orquideas, estos elementos son necesarios para el crecimiento optimo de los tejidos de
hojas y flores, siempre que se mantengan en el nivel Optimo. Sin embargo, el fosforo
parece ser un elemento mas limitado en las orquideas, ante algunas situaciones como la
formacion de frutos (Zotz, 1999).

El nitrogeno es esencial para la produccion de proteinas, hormonas, clorofila,
vitaminas, enzimas y acidos nucleicos; ademas el mayor contenido en nitrogeno puede
contribuir con el crecimiento vegetativo de la hoja y del tallo. Mientras que el potasio
juega un papel importante en el balance hidrico de las células y que es necesario para la
formacion de almidones, hidratos de carbono, aziicares, la sintesis de proteinas, y la
division celular en las raices, hojas y otras partes de la planta. Ademas se requiere como
cation en la funcion enzimatica (Nashriyah, 2010).

Otro aspecto importante es que el nitrogeno y el fosforo influyen en la relacion de
las plantas con insectos herbivoros, ya que la calidad nutricional de hojas y flores para los

herbivoros esta dada por la presencia y proporcion de estos elementos (Huberty & Denno,
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2006). Elser et al., (2003) menciona que los insectos herbivoros tienen altas tasas de
crecimiento por lo que demandan alimentos con altas proporciones de nitrogeno y
fosforo, en parte porque el rapido crecimiento esta asociado con muchas copias de RNA
ribosomal que es rico en nitrégeno y fosforo.

La limitacion que imponen el nitrogeno y el fosforo en los insectos herbivoros y
la eleccion de su alimento, tiene relacion con la mayor herbivoria en algunas plantas con
altas concentraciones de nitrogeno foliar (Huberty & Denno, 2006). Esto explicaria los
bajos valores de herbivoria observados en las hojas de £. vespa y E. exasperatum, ya que
contienen los menores valores de nitrogeno en comparacion con las flores.

Se encontraron en menores concentraciones en las hojas y flores calcio y
magnesio, los cuales son reutilizados para el crecimiento de los tejidos (Fig. 23).
Ademas, el magnesio se requiere como activador de enzimas fotosintéticas, es
componente estructural critico de la molécula de clorofila y es necesario para producir

carbohidratos, azicar y grasa (Poole & Seeley, 1974, Nashriyah, 2010).

Micronutrientes

Los micronutrientes encontrados en mayor concentracion en las hojas y flores de
E. exasperatum y E. vespa fueron el manganeso, hierro y zinc. En las hojas de E.
exasperatum el manganeso y el hierro fueron los micronutrientes en mayor
concentracion, mientras que en las hojas de E. vespa estos elementos estaban presentes
pero en menor concentracion. Las flores de E. exasperatum presentaron el hierro en

mayor concentracion, mientras que en las flores de . vespa el manganeso estaba como
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micronutriente mayoritario. Se detectaron pequefias concentraciones de cobre en las hojas
de ambas especies (Fig. 24).

En las orquideas, al igual que otras plantas, es necesario un adecuado balance de
todos los nutrientes para el desarrollo optimo. Es por ello, que las bajas concentraciones
de micronutrientes encontradas en hojas y flores de E. exasperatum y L. vespa, se
encuentran en el rango normal de la plantas vasculares, ya que estos elementos se

requieren en cantidades pequeilas para evitar dafios tisulares (Rosa ef al., 2009).

200
180
160
140
120
100

vin

" -
-
PES  SENE. »78
- -

' : -

Ee-h Ev-h Ee-f Ev-f

Contenido de
nutrientes

mgf) 30T
60 -+

40
20

Muestras

Fig. 24. Micronutrientes encontrados en hojas y flores de E. exasperatumy E. vespa
(Ee-h= hojas de E. exasperatum, Ee-f= flores de E. exasperatum; Ev-h= hojas
de E. vespa; Ev-f= flores de E. vespa; Mn= Manganeso; Fe= Hierro; Zn= Zinc;
Cu= Cobre).

Al comparar los micronutrientes, se observo que en hojas y flores de FE.
exasperatum y F. vespa el manganeso y hierro estaban en mayores cantidades. Esto se
explica por las funciones que realizan, el manganeso interviene en la regulacion de la

93



concentracion de auxina que es requerida en procesos fisiologicos, mientras que el hierro
es esencial para el crecimiento tisular, forma parte de los aminoacidos cisteina o
metionina, por lo que el déficit de este elemento por debajo de lo normal, causa dafios en
la sintesis de proteinas (Ferreira Santos, 2010).

Algunos tejidos son muy sensibles al zinc, sin embargo este elemento es
importante porque interviene en la sintesis de auxinas y, por lo tanto, en el alargamiento
de hojas, ademas es constituyente de muchas enzimas. El cobre que no se observé las
flores de k. exasperatum, participa en reacciones relacionadas con la cadena de transporte

de electrones y es activador de varias enzimas (Taiz & Zeiger, 2009).

6.2.5 Medidas de pH en hojas y flores de E. exasperatum y E. vespa

El pH es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucion. Los valores de pH
obtenidos de los extractos etandlicos de hojas y flores de F. exasperatum y k. vespa
presentaron valores de pH acido que no difieren mucho entre si (Fig. 25). Las hojas de F.
vespa presentaron el mayor valor con 5.9, seguido de las flores de esta especie con 5.7.
En el caso de la especie E. exasperatum, las flores presentaron un valor mayor de pH con
5.3, mientras que en las hojas el pH fue de 4.7.

La mayoria de las orquideas mantienen condiciones de pH relativamente acido de
5.5 a 6.5, lo cual tiene importancia no solo en el crecimiento de la planta sino ademas en

la efectividad de los nutrimentos (Pooley & Seeley, 1974).
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Fig. 25. Medidas de pH de muestras de extractos etandlicos de hojas y flores de E.
exasperatum y E. vespa (Ee-h= extracto etanélico de hojas de E. exasperatum;
Ee-f= extracto etandlico de flores de E. exasperatum; Ev-h= extracto
etandlico de hojas de E. vespa; Ev-f= extracto etandlico de flores de E. vespa).
Error estandar en la parte superior de las barras.

6.2.6 Metabolitos secundarios en hojas y flores de E. exasperatumy E. vespa
6.2.6.1 Factores de retencion

Al realizar la cromatografia con los extractos etanodlicos y metanolicos de las
hojas y flores de F. exasperatum y [E. vespa, en los puntos donde se aplicaron los
extractos (de hojas y flores) se observaron manchas de color café que se mantuvieron en
la placa mucho tiempo después. Estas manchas podrian indicar la presencia de azicares,
que se oxidan facilmente y son muy pesados para moverse en la placa. Sin embargo, al
realizar la cromatografia con los extractos en hexano no se separaron bien los

componentes de las muestras y no se observaron las manchas color café en los puntos,
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esto confirma la presencia de glucidos en los extractos, debido a que estos metabolitos no
son solubles en hexano (Fig. 26).

En cromatografia en capa fina es importante medir la relacion entre la distancia
recorrida por el soluto y la distancia recorrida por el disolvente, denominada Rf. Si dos
compuestos tienen el mismo valor de Rf y éste se obtuvo en condiciones experimentales

similares, se puede considerar que los dos compuestos son iguales.

Fig. 26. Manchas de glicidos observadas en los extractos etandlicos de hojas de E.
exasperatum 'y E. vespa durante la cromatografia en placa fina (sefialados con
la flecha).

Para el analisis de los Rf solo se consideraron los extractos etanolicos de las hojas
y flores de L. exasperatum y E. vespa debido a que estos extractos presentaron una mejor
movilidad y fueron arrastrados mas facilmente en la placa. EI numero de manchas
obtenidas fue mayor en las hojas, lo que significa que en las hojas hay mas compuestos
apolares que fueron extraidos con el disolvente (acetato de etilo/hexano 2:8). Mientras
que en las flores solo se obtuvieron dos manchas en cada muestra. Esto sugiere que para
separar los compuestos de las muestras de flores con la técnica de cromatografia fina, es

necesario probar con un disolvente con mayor polaridad (Fig. 27).
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Se calcularon los Rf de las manchas observada en cada extracto (Fig. 27) y los
resultados se observan en el Cuadro II1.

Los RF muy bajos (0.1) indican que la sustancia no se desplazé del origen o muy
poco (Garin Aguilar 2010), por lo que se considera que el disolvente utilizado (acetato de
etilo/hexano 2:8) no fue muy eficaz para separar algunos componentes del extracto, en
especial en las flores, ya que las manchas B1 —B5 tienen valores menores o iguales a 0.1.

A partir del factor de retencion se observa la polaridad de los extractos de hojas y
flores de L. exasperatum y E. vespa, siendo el componente mas polar aquel con un Rf
menor (0.2) que se observo en las hojas de E. exasperatum y E. vespa. Mientras que el

componente menos polar (apolar) se observo con un Rf de 0.9 en las hojas de £. vespa.

Fig. 27. Resultados de cromatografia en placa fina de extractos etanélicos de hojas
y flores de E. exasperatum y E. vespa (a=hoja E. vespa, b=Hoja E.
exasperatum, c=flor E. vespa, d=flor E. exasperatum), con eluyente acetato de
etilo/ hexano 2:8. Revelado en lampara UVA (264 nm).
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De acuerdo a Tabares (2006) y Garin Aguilar (2010), bajo las mismas
condiciones de extraccion y separacion, los Rf de las manchas B6- B8 indican la
presencia de pigmentos fotosintéticos, las cuales fueron observadas en las hojas de ambas
especies y en las flores de E. exasperatum. Posiblemente no se observo en las flores de £,
vespa por problemas en el manejo de la prueba. Los Rf = 04 indican la presencia de
carotenoides, mientras que la quarcitina que presenta un Rf= 0.6 fue detectada en la

muestra de las hojas de £. vespa.

CUADRO 1II. FACTORES DE RETENCION (RF) EN EXTRACTOS
ETANOLICOS DE HOJAS Y FLORES (*= NO SE OBSERVO MANCHAS).

Manchas HojaE.  HojaE.  Flores  Flores £

observadas  vespa  exasperatum E. vespa exasperatum
B1 0.02 0.02 0.03 0.03
B e e o
B3 0.07 0.07 0.07 0.07
B4 e *
BS 0.1 0.1 " *
B6 . 092 02 . *
B7 0.2 0.2 " .
BS 03 03 . 0.3
B9 04 04 Y "
Bl = 04 04 s -
B11 0.5 0.5 . "
BI2 e * *
B13 0.7 0.7 * *
B14 08 0.8 * ¥
B15 0.9 ” . *
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6.2.6.2. Resultados de tamizaje fitoquimico

En los diferentes extractos de hojas y flores de £. exasperatum y E. vespa se
ensayaron una serie de reacciones analiticas cuyo proposito es determinar, de forma
cualitativa, la presencia de los distintos grupos fitoquimicos. La sensibilidad y efectividad
de estas pruebas depende de la concentracion de la muestra, concentracion de los
metabolitos en el extracto, caducidad de los reactivos y errores humanos (Guevara et al.,
2009). Al realizar el tamizaje fitoquimico se observaron diferencias tanto en la coloracion
como en la intensidad de la respuesta (Fig. 28).

Los resultados del tamizaje fitoquimico constituyen una orientacion y deben
interpretarse en conjunto con los resultados de las pruebas espectroscopicas y
cromatograficas (Bruneton, 2001).

Los resultados del tamizaje realizado en las hojas de E. exasperatum y L. vespa
fueron similares para ambas especies y en los tres disolventes (etanol, hexano y metanol).
Entre los metabolitos detectados destacan los flavonoides del tipo flavonas y
dihidroflavonol, taninos condensados, terpenos, triterpenos y alcaloides. La presencia de
cumarinas en los tres extractos de las hojas de E. exasperatum y E. vespa fue confirmada
por la aparicion de puntos fluorescentes bajo luz ultravioleta, con excepcion del extracto
en hexano de las hojas de E. exasperatum en donde no hubo reaccion. La prueba de
saponinas mostro resultados negativos para los tres extractos de las hojas, de igual modo
no se detectaron glucosidos cardiotonicos, lactosas sequitérpenicas y grupos 5-

hidroxiflavonas. (Cuadro IV).
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Prueba de Shinoda - Prueba de Salkowski - Terpenos
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Prueba de Gragendorff -

i

Prueba de Triterpenos Prueba de Gelatina/sal - Taninos

Fig. 28. Resultados cualitativos de algunas pruebas realizadas durante el tamizaje
fitoquimico de hojas y flores de E. exasperatumy E. vespa.
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En el cuadro V, se observa el tamizaje para las flores de L. exasperatum y L.
vespa con diversos resultados en cada especie y en cada disolvente. Se detectaron en
todas los extractos flavonoides dihidroflavonoles y flavonas, taninos hidrolizables,
alcaloides y cumarinas. Ademas se encontraron terpenos y triterpenos, sin embargo no se
formo una interfase azul o verdosa como ocurrid en las hojas, lo que indica que el
pigmento puede ser de tipo antocianinas. En todos los extractos de flores de ambas
especies no se encontrd presencia de saponinas con el Ensayo de agua caliente y con la
prueba de Rosenthaler. La prueba de Baljet de glucosidos cardiotonicos y lactosas
sequitérpenicas y la de Dimroth para grupos 5-hidroxiflavonas fue positiva para las flores

de F. exasperatum.

6.2.6.3.  Anilisis e interpretacion de pruebas espectroscopicas

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV) se utiliz6 para identificar algunos
grupos funcionales y ademas, para determinar el contenido y fuerza de las sustancia. Los
compuestos que tengan un croméforo o instauraciones son visibles en esta region. Un
cromoforo es cualquier grupo de atomos que absorben luz independientemente de que
presente color o no (Dyer, 1965).

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica analitica instrumental que permite
conocer los principales grupos funcionales de la estructura molecular de un compuesto.
Esta informacion se obtiene a partir del espectro de absorcion de dicho compuesto al
haberlo sometido a la accion de la radiacion infrarroja en el espectrofotometro (Dyer,

1965).
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EN EXTRACTOS DE HOJAS

CUADRO IV. RESULTADOS DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO REALIZADOS

Grupo Poiiha Ee-h Ev-h
funcional Et Me He Et Me He
Color Color Color Color Color Color
NaOH naranja naranja naranja naranja naranja naranja
+++ +++ + +++ +++ ++
Py Color rojo Color rojo - Color rojo Color rojo Color rojo +
Flavonoides - i + 4+ rofo 4o +++ +
Color Color Color i S ot
" £ amarillo- amarillo- amarillo-
Shinoda naranja naranja naranja "
PR s i naranja naranja naranja
+++ +++ ++
Interf:
Interfase [m::::“ n"u:ue Interfase Interfase Interfase azul
Terpenos Salkowski azul verdosa azul verdosa | azul verdosa verdosa
verdosa verdosa
+4++ +++ +++ +
+++ -
Color verde S:::: S:::;: Color verde Color verde Color verde
Triterpenos oscuro oscuro oscuro oscuro
+++ b g +4+ +4 4+ +
Triterpenos ki i
Lieberman- Color verde S:fdo: Sol:;r Color verde Color verde Color verde
‘erade
Buchard +++ P = +++ +++ +
M Precipitado | Precipitado | Precipitado | Precipitado Precipitado Precipitado
i +++ +++ + +++ +++ +
Alcaloides Precipitad Precipitado | Precipitado | Precipitado Precipitado Precipitado
Gragendorfr +++ +++ 4+ +++ +++ e
Precipitad Precipitado | Precipitad Precipitado Precipitado Precipitado
Wagner +++ ++4+ ++ + ++ +++ +
Color verde S Color verde Color verd Col rds
Gelatina-sal verde Fgeas e
+++ +++ +++ +
+++
Taninos e Precipitado Precipitado Precipitado Precipitado
FeCl, parat verilbad pardo pardo pardo pardo
S verdoso - verdoso verdoso verdoso
+++ +++ +++ +
Puntos Puntos Puntos r:unlnu Puntos
Cumarinas Cumarinas MNuorescentes  fluorescentes fuorescentes uorescentes  fluorescentes
++ I+ 4o ++ +
Ensayo de
Saponi agua caliente
Rosenthaler
Glucésidos
cardiotonicos
Y | Baljet
lactosas
sequitérpenica
Grupos $-
Dimroth
hidroxiflavona

Observaciones: Ee-h= hojas de E. exasperatum; Ev-h= hojas de E. vespa; Et= extracto etanélico; He=
extracto en hexano; Me= extracto metanoélico; no hay reaccion; +poca reaccion, ++ moderada
reaccion; ++ + alta reaccion.
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CUADRO V. RESULTADOS DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO REALIZADOS
EN EXTRACTOS DE FLORES

o Ee-f Ev-f
inll
funci po al Prueba
o Et He Me Et He Me
Cols
ol Color amarillo e Color naranja | Color naranja ol
NaOH amarillo amarillo naranja
++ +++ +
+++ +++ +++
Phivosadidis Pawia Color rojo Color rojo Color rojo Color rojo Color rojo Color rojo
+++ ++ +++ +++ + +++
i Color rojo Color rojo Color rojo Color rosa Color rosa Color rosa
Shinoda +++ ++ +4++ +++ + 4 +++
Color Color Color
Terpenos Salkowski PO Color s S g amarillo amarillo amarillo
+++ ++ +++
b ++ +++
Color rojo Color rojo Color rojo Color rosa Color rosa Color rosa
Triterpenos +++ ++ +++ +++ ++ +++
Triterpenos
Lieberman- Color rosa Color rosa Color rosa Color rosa Color rosa Color rosa
Buchard +++ ++ +++ +++ ++ ++ +
il Precipitads
Mayer v T‘m’o iz _': i Precipitado + Precipitado +
P " = initad —
Abcabodies Gragendorfy recizitado PmiTudo PreciTtado Precu:l o Precuiltado Precipitado +
Wagner Precipitado Precipitado Precipitade
+ + +
i Color azul Color azul Color azul Color azul Color azul Color azul
Gelatina-sal +4++ + +++ +++ + +++
Taninos
Precipitado Procipitads asil Precipitado Precipitado Precipitado Precipitado
FeCl; azul 2 azul azul azul azul
+++ +++ +++ + +++
Puntos P Puntos Puntos Puntos Puntos
Cumarinas Cumarinas fluorescentes - fluor tes + fluor t fluorescentes fluorescentes
fluorescentes +
++ + ++ ++ ++
Ensayo de
Saponinas agua caliente
Rosenthaler TR
Glucosidos
cardioténicos y Baljet Color naranja Color naranja Color naranja
lactosas - ¥ ¥
sequitérpenica
Grupos 5- C j
po: D th olor rojo Coior rojo Color rojo
hidroxiflavona + . * -

Observaciones: Ec-f= flores de E. exasperatum; Ev-f= flores de E. vespa; Et= extracto etandlico; He=

extracto en hexano; Me= extracto metandlico;
reaccion; + 4+ 4 alta reaccion.

------ no hay reaccion; +poca reaccion; ++ moderada
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La figura 29 muestra el analisis del extracto etanolico de las hojas de F.
exasperatum en el Espectrofotometro Infrarrojo en donde se observaron sefiales de
metabolitos secundarios como flavonoides como taninos por la presencia del grupo fenol
a1248.00cm "y 1408.10cm 'y grupo éster a 1117.8 cm ™' y 1019.42 ¢cm ' . También

! Ademas se observaron sefiales

se observa sefial del carbonilo de cetonas a 1723.47 cm ~
de alcaloides por la presencia del grupo aminas a 1518.04 cm "' y 3333.14 cm . Esto fue
confirmado con el tamizaje fitoquimico, que mostré resultados positivos para los
flavonoides, taninos y alcaloides; y por el espectro UV que mostro sefiales para flavonas
a 310.0 nm. En el espectro UV se observo una absorbancia a 664.8 nm que de acuerdo a
Lock (1997) esta en el rango de absorbancia de la clorofila a de las plantas, absorbancia a
362.0 nm y 384.0 nm que corresponde al rango de las chalconas (340 a 390 nm) y
absorbancias que van de 332.00 nm y 338.0 nm que indican la presencia de flavonoles
(330 a 360 nm) (Lock, 1997).

En el espectro infrarrojo del extracto en hexano de las hojas de F. exasperatum
(Fig. 30) también se observo otra evidencia de la presencia de flavonoides y grupos doble
enlace ciclicos con la sefial de carbonos de hidrogeno terciarios a 2928.07 cm . Ademas
la presencia de cetonas que podrian ser de glucosidos fue detectada a 1714.79 cm 'y
1666.57 cm . En este mismo espectro se detecta la sefial de terpenos por el grupo
aromatico al658.85 cm ' y 928.76 cm ', esto fue confirmado por el tamizaje
fitoquimico, en donde se observan sefiales de grupos de terpenoides.

Las sefiales del grupo fenol a 1410.99 ¢cm "y 1216.17 cm ', del grupo éter a
y grup

1070.54 cm 'y 1019.42 ¢m ', y la sefial intensa del grupo metoxilo (O-CHs) a 2855.73
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cm "' que podrian indicar la presencia de la lignina. Este es un polimero en que se
encuentra en la pared de las células vegetales, de grupo quimico basico (fenil propano),
que se repite y se encadena con uniones quimicas de distinta naturaleza. Esta disposicion
dificulta el ataque por los microorganismos y por ello es dificultoso extender su
degradacion (Soest, 1994), ademas se caracteriza por ser un complejo aromatico (no
carbohidrato) del que existen muchos polimeros estructurales (Taiz & Seiger, 2002). La
lignina representa una gran reserva de materiales aromaticos sin explotar por las
dificultades asociadas con la liberacion de estos metabolitos. La accion de los hongos
descomponedores de madera ofrece la forma mas eficaz de hacer estos productos utiles y
mas accesibles (Dewick, 2002).

La figura 31 muestra el espectro infrarrojo de los extractos etandlicos de hojas de
E. vespa, en donde se observaron sefiales de flavonoides por las sefiales del grupo fenol a
1261.45 cm 'y 1452.4 cm ™', ademas del grupo de éster alifaticos a 1710.86 cm ™. En el
espectro UV se observaron sefiales para flavonas a 309.1 nm. En el espectro IR, también
se detectan cetonas ciclicas por la sefial carbonilo a 1710.86 cm ™'y 1693.5 ¢cm ™', y grupo
éter a 1099.43 cm 'y 1018.41 cm ™' En este mismo espectro se observa las sefiales de
alcaloides por la presencia de aminas a 3558.67 cm "' y de hidrocarburos por la sefial a
2956.87 cm . Estos glucosidos pueden corresponder a los observados en la
cromatografia en placa fina, mientras que los alcaloides fueron detectados también en el
tamizaje fitoquimico.

La figura 32 muestra el espectro infrarrojo del extracto en hexano de las hojas de

E. vespa, en donde se detectaron sefiales de ésteres de flavonoles a 1721.54 cm 'y
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172186 c¢cm ', ademas de carbonos de hidrogeno terciarios que corresponden a
flavonoides a 2925.17 cm ™. Las cetonas ciclicas se detectaron a 1703.22 cm ™! y grupos
de hidrocarburos a 2957.97 ¢cm "' que podrian corresponder a los observados en la
cromatografia en placa fina. En este mismo espectro se observa la sefial de la lignina por

'y 116.83 cm ', ademas de la sefial intensa del grupo

el grupo éter a 101942 cm -
metoxilo 2853.81 cm . No se observaron sefiales de terpenos en este espectro.
El espectro infrarrojo del extracto etandlico de las flores de E. exasperatum

muestra sefiales de flavonoides por el grupo fenol a 1410.02 c¢m

y los esteres
aromaticos a 1722.51 cm " y 126825 cm ', estos flavonoides corresponden a
antocianinas, esto fue confirmado por la sefial en espectro UV para antocianinas a 253.0
nm (260 a 280 nm) y para flavonoides a 375 nm y 366.0 nm, de acuerdo a Lock (1997)
esta absorbancia corresponde al rango de los flavonoides (300-380 nm/240-280 nm). Se
observaron éteres a 1101.4 cm ' y el metoxilo de grupos aromaticos a 2848.98 cm ™ que
corresponde a la lignina observada anteriormente y presente en las partes vegetales de las
plantas. También se observaron varias sefiales de grupos aromaticos a 3031.26 cm "'y
con nucleo bencénico o terpenos al652.1 cm ', esto fue confirmado con el tamizaje
fitoquimico. La presencia de alcaloides fue confirmada por las sefiales de aminas a
3551.1cm 'y 164535 ecm ™' (Fig. 33).

En la figura 34 se observa el espectro infrarrojo del extracto en hexano de las
flores de E. exasperatum, en donde se detectan sefiales de esteres aromaticos, con sefial

intensa del grupo carbonilo a 1722.51 cm "'y 1248.96 cm ™. También se observa sefiales

de éteres a 1171.81 cm "'y 1019.42 cm ', el grupo metoxilo de compuestos aromaticos se

106



3

detecta a 2858.63 cm ™'; esto podria confirmar la presencia de la lignina en la muestra.
Sefiales finas de cetonas aromaticas se detectan a 1703.22 cm "'y 1102.37 cm *'; ademas
seflales de terpenos se observan a 1445.71 cm "y 1268.25 cm ™', lo que fue confirmado
con el tamizaje fitoquimico.

La figura 35 muestra el extracto etandlico de las flores de E. vespa, en donde se
observan las sefiales de flavonoides como antocianinas por el grupo fenol a 1400.32 cm~

' esto fue

'y 1261.45 cm ' y por los esteres alifaticos a 1735.93 cm ! y 1168.86 cm ~
confirmado por el espectro UV que mostro sefiales para antocianinas a 280.0 nm y 264.0
nm, ademas sefiales de flavonoides a 360.0 nm. La presencia de la lignina se observé por
la sefial del grupo éter a 1074.35 cm 'y 1205.51 cm 'y el metoxilo a 2883.58 cm ™. Los
alcaloides fueron detectados en la muestra por la presencia de sefiales de aminas a
3423.65 cm "'y 1625.99 ¢cm ', lo que fue confirmado en el tamizaje fitoquimico. Se
detectan sefiales de hidrocarburos a 2924.09 cm ™'y 1436.97 cm ™. Se observaron sefiales
de grupos aromaticos a 3307.92 cm ' y de cetonas aromaticas a 1687.71 cm ™.

El espectro infrarrojo del extracto en hexano de las flores de £. vespa muestra
sefiales de esteres aromaticos a 1710.93 cm 'y de grupos aromaticos a 3018.73 cm ™. Se
detecta nuevamente la presencia de la lignina por los grupos éter a 1261.5 cm ' y
metoxilo a 2854.77 cm . También se detectan los terpenos con la sefial 1694.54 cm 'y
967.34 cm ™', esto fue confirmado por el tamizaje fitoquimico (Fig,. 36).

Los compuestos encontrados en las muestras de hojas y flores muestran relacion

con las mediciones de herbivoria observados. Los porcentajes de herbivoria en las hojas

de E. exasperatum y E. vespa no mostraron grandes diferencias, y al realizar el tamizaje y
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las pruebas espectroscopicas se encontraron los mismos grupos de metabolitos
secundarios en los tres extractos de las hojas de ambas especies. Sin embargo, en las
flores se observaron diferencias en el contenido de metabolitos secundarios.

Los compuestos que presentaron reacciones mas fuertes en el tamizaje
fitoquimico en los tres extractos, tanto en las hojas como en flores de E. exasperatum y E.
vespa fueron los flavonoides. La presencia de estos metabolitos fue confirmada con el
espectro UV y el IR. Los compuestos fenolicos se encuentran ampliamente distribuidos
en plantas (Simdes ef al.,, 2002), donde desempefian varias funciones como la proteccion
contra la herbivoria, pigmentacion, atraccion de polinizadores y la alelopatia; estas
propiedades han permitido encontrar compuestos de interés para el control biologico
(Castro & Demarco, 2008). Otras funciones incluyen un papel antifingico y bactericida,
ademas tienen un nimero de propiedades farmacologicas sobre los sistemas biologicos, y
muchas de estas propiedades actian en beneficio para la salud humana. Las plantas con
alto contenido de compuestos fendlicos, son estudiadas en la bisqueda del tratamiento de
numerosas enfermedades (Martinez-Florez ef al., 2002; Taiz & Zeiger, 2002).

En hojas y flores de ambas especies de orquideas, se observaron las flavonas y
dihidroflavonol, mientras que solamente en las hojas se observaron flavonoles y
chalconas. Las flavonas se encuentran principalmente en las hojas, pero también es
posible encontrarla en las flores y en algunas ocasiones dan un sabor amargo a los
tejidos; actualmente, las flavonas son de interés en la farmacologia ya que incluyen
compuestos relevantes por su actividad de fitoestrogenos y antimicrobiana (Drago

Serrano, 2007).
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Fig. 29. Principales sefiales del espectro infrarrojo de extracto etanélico de hojas de
E. exasperatum: IR (KBr) I/ em™ 3333.14 (Tensién N-H), 1723.47 (Tensién
C=0), 1518.04 (Flexion N-H), 1408.10 (Flexion O-H), 1248.00 (Tensién C-0),
1117.80 (Tensién C-0-C),1019.42 (Tension C-0).

Fig. 30. Principales seiiales del espectro infrarrojo de extracto en hexano de hojas
de E. exasperatum: IR (KBr) I cm™ 2928.07 (Tension C-H), 2855.73 (Tension
0-CH;), 1714.79 y 1666.57 (Tension C=0), 1410.99 (Flexién O-H), 1216.17
(Tension C-0O), 1070.54 (Tension C-0-C),1019.42 (Tensiéon C-0).
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Fig. 31.  Principales seiiales del espectro infrarrojo de extracto etanélico de hojas
de E. vespa: IR (KBr) ¥ em™ 3558.67 (Tensién N-H), 2956.87 (Tensién C-H),
1710.86 (Tensiéon C=0), 1693.5 (Tensiéon C=0), 1452.4 (Flexion O-H), 1261.45
(Tension C-0), 1099.43 (Tension C-O-C), 1018.41 (Tension C-0).

Fig. 32.  Principales seiiales del espectro infrarrojo de extracto en hexano de hojas
de E. vespa: IR (KBr) 1 em™ 2957.97 (Tension C-H), 2925.17 (Tension C-H),
2853.81 (Tensién O-CH3), 1721.54 y 1712.86 (Tension C=0), 1703.22 (Tension
C=0), 1116.83 (Tension C-0-C),1019.42 (Tensién C-0).
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Fig. 33. Principales sefiales del espectro infrarrojo de extracto etanélico de flores
de E. exasperatum: IR (KBr) ¥/ em” 3551 (Tension N-H), 3031.26 (Tension
=C-H), 2848.98 (Tension O-CHj3), 1722.51 (Tension C=0), 1652.1 (Tension
C=C), 1645.35 (Flexiéon N-H), 1410.02 (Flexion O-H), 1268.25 (Tension C-O-
C), 1101.4 (Tension C-O-C).
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Fig. 34. Principales seiiales del espectro infrarrojo de extracto en hexano de flores
de E. exasperatum: TR (KBr) I/ cm” 2858.63 (Tensién O-CHs), 1722.51
(Tension C=0), 1703.22 (Tension C=0), 1445.71 (Tension C=C), 1268.25
(Flexion en el plano C=C), 1248.96 (Tension C-O-C), 1171.81 (Tension C-O-
C), 1102.37 (Flexién C-C-C), 1019.42 (Tension C-0O), 731.05 (Tension C-H).
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Fig. 35. Principales seiiales del espectro infrarrojo de extracto etanélico de flores
de E. vespa: IR (KBr) i# cm™ 3423.65 (Tensién N-H), 3307.92 (Tensién =C-
H), 2883.58 (Tension O-CH3), 1735.93 (Tension C=0), 1687.71 (Tension
C=0), 1625.99 (Flexion N-H), 1400.32 (Flexion O-H), 1261.45 (Tension C-
0), 1205.51 (Tension C-0-C), 1168.86 (Tension C-O-C) 1074.35 (Tension C-
0).
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Fig. 36. Principales seiiales del espectro infrarrojo de extracto en hexano de flores
de E. vespa: IR (KBr) i em” 3018.73 (Tension =C-H), 2926.14 (Tension C-
H), 2854.77 (Tensiéon O-CHj3), 1710.93 (Tension C=0), 1465.96 (Tension C-
H), 1261.5 (Tension C-O-C).
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Los dihidroflavonoles, son precursores de los flavonoles y otros flavonoides,
pero también llevan a cabo funciones de defensa en las plantas. Los flavonoles, como la
quarcitina han sido ampliamente estudiados por sus propiedades antioxidantes y de
defensa, mientras que las chalconas cuentan con diversas propiedades bioldgicas, las
cuales estan determinadas dependiendo de la sustitucion en los anillos aromaticos en la
estructura (Martinez, 2005).

Otro grupo importante de flavonoides encontrados en las hojas y flores de F.
exasperatum y L. vespa son los taninos, los cuales se encuentran en las vacuolas y
principalmente en las hojas. Los taninos son una de las mayores clases de defensas a base
de carbono, que reducen la digestibilidad de los alimentos para los herbivoros. En general
se sabe, que los taninos condensados se encuentran principalmente en las hojas, como se
observd en nuestros resultados, y que estos compuestos estan relacionados con el
aumento de la dureza foliar, reduciendo los niveles de herbivoria. Mientras que en las
flores de ambas especies, se encontraron taninos hidrolizables que se encuentran
principalmente en partes mas blandas de las plantas, en donde algunas veces hay mayor
herbivoria (Feeny, 1970, Hunter & Schultz, 1995).

A través de las pruebas espectroscopicas fue posible identificar la presencia de
lignanos en las hojas y flores de ambas orquideas; la lignina impregna las paredes
celulares, dando fuerza estructural a la planta y proporcionandole una barrera contra el
ataque de herbivoros y patdgenos. Otro grupo de metabolitos identificado en todos los
extractos, fueron las cumarinas, que se encuentran en los tegumentos de las semillas,

frutos, flores, raices, hojas, y tallos, aunque la mayor concentracion se encuentra en
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general en frutos y flores, funcionan como defensoras para la planta ya que posee
propiedades supresoras del apetito, lo que explicaria su extension generalizada (Castro &
Demarco, 2008).

En las hojas se distinguieron a través del tamizaje fitoquimico la presencia de
carotenoides, mientras que las flores de E. exasperatum y E. vespa se determind la
presencia de antocianinas. Ambos constituyen pigmentos fotosintéticos, sin embargo, los
carotenoides son una clase de pigmentos terpenoides formados por ocho unidades de
isopreno (C5H8), con un sistema de dobles enlaces conjugados lo que otorga intensos
colores; mientras que las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides y estan
constituidas por una molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un
azucar por medio de un enlace glucosidico (Aichele Alvarado, 2006).

El grupo de los alcaloides fue detectado en todos los extractos de hojas y flores de
E. exasperatum y E. vespa, son compuestos nitrogenados que pueden estar presentes en
diferentes partes de la planta, sin embargo, mayormente en los tejidos en crecimiento
Muchos alcaloides se describen como tdxicos, ya que actia contra los herbivoros y
parasitos, ademas de tener efecto alelopatico. Los alcaloides son altamente especificos
para las especies de plantas o grupo de especies en las que se encuentran y son efectivos
en pequefias cantidades (Stephenson, 1981; Simdes & Schenkel, 2002).

Los terpenos fueron identificados con el tamizaje fitoquimico en todos los
extractos de hojas y flores de ambas orquideas; sin embargo en las hojas se identificaron
sefiales de los carotenoides; mientras que en las flores se observaron varias sefiales en

pruebas espectroscopicas de varios compuestos aromaticos como esteres, monoterpenos y
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triterpenos. Los terpenos detienen a los herbivoros y reducen el crecimiento de las
bacterias y de los hongos; ademas a través de los aceites esenciales son responsables de
las caracteristicas de sabor y aroma que disuaden o atraen a insectos herbivoros. En el
caso de las flores de orquideas, la presencia de compuestos aromaticos es relevante, ya
que se sabe que las orquideas emiten grandes cantidades de monoterpenos atrayentes
cuando no han sido polinizadas y repelentes cuando lo han sido; en otros casos y en
respuesta a la herbivoria, los emiten para atraer a los enemigos naturales de los
herbivoros que las atacan (Roubik & Hanson, 2004).

Las flores de F. exasperatum fueron las tnicas en donde se detectaron las
saponinas, lactosas sequiterpénicas, los glucosidos cardiotonicos y grupos 5-
hidroxiflavona. Las saponinas son glucdsidos de esteroides o de triterpenoides, son
toxicas y se encuentran principalmente en monocotilédoneas en distintas concentraciones,
y se cree que su toxicidad proviene de su habilidad para formar complejos con esteroles,
por lo que podrian interferir en la asimilacion de estos por el sistema digestivo. Las
lactosas sequiterpénicas estan implicadas en la disuasion alimentaria por herbivoros,
mientras que los glucésidos cianogénicos no son toxicos mientras se mantenga unido a un
azucar; en el momento en el que se elimina, el compuesto se vuelve muy inestable y da
lugar a cianuro (Granados-Sanchez ef al., 2008).

La proporcién de los metabolitos secundarios producidos por las hojas y flores de
E. exasperatum y E. vespa presentan variaciones que dependen del habitat, la
precipitacion, la insolacion, el suelo, la estacionalidad, entre otras caracteristicas,

incluyendo el momento de la recoleccion. Por consiguiente, existe un considerable
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nimero de variables que debe ser abordado en estudios posteriores que implican la
medicion de los metabolitos detectados, con el fin de establecer los grupos que se
encuentran principalmente involucrados en la defensa en estas plantas (Roberts, 2007).

El analisis fitoquimico realizado a las hojas y flores de £. exasperatum y E. vespa
sugiere que en la familia Orchidaceae existe una variabilidad que ocasiona perfiles
metabolicos diferentes entre especies, entre los miembros de una poblacion y entre los
diferentes organos de una planta, lo cual es parte de la estrategia de adaptacion y defensa

de estas plantas ante los herbivoros (Septlveda Jiménez ef al., 2003).

6.3 RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA PREFERENCIA DE
HERBIVOROS POR HOJAS Y FLORES

En general se sabe, que existen varios grupos de insectos masticadores que
causan dafios en las orquideas, sin embargo son pocos los estudios que han establecido
dafios o preferencias de especies de la familia Formicidae en las orquideas. Algunos
autores sefialan dafios directos que causan estas especies sobre las partes mas blandas de
las orquideas (Rivera & Corrales, 2007) y en algunas ocasiones dafios indirectos
(Salazar, 2009).

Al realizar las pruebas de preferencia con las muestras de hojas de E. exasperatum
y E. vespa se observo un mayor promedio de hormigas que visitaba las muestras frescas y
los extractos etandlicos. Los extractos metanolicos y en hexano de las hojas de ambas

especies mostraron un menor promedio de visitas de hormigas. Ademas las muestras
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blancos (disolventes) no presentaron ninguna visita de las hormigas en el tiempo de
observacion. Sin embargo, el analisis general no mostro diferencias significativas en la
preferencia de las hormigas por las muestras de hojas de E. exasperatum y E. vespa, (F,,

10=0.181; P> 0.05, 0.682) (Fig. 37).
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Fig. 37. Resultados de pruebas de preferencia de A. coronatus para muestras de
hojas de E. exasperatum y E. vespa. Error estandar en la parte superior de
cada barra.

Al examinar los resultados de las pruebas de preferencia, se pudo observar que en
las hojas no existe una preferencia de alimentacion por una de las dos orquideas; sin
embargo se observaron variaciones en la preferencia por cada muestra. La mayor
preferencia fue hacia las hojas frescas; esto se explica, porque en la naturaleza las

hormigas del género Acromyrmex forrajean y recolectan recursos para su jardin fingico,
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que constituye la fuente de alimento para las futuras generaciones; sin embargo los
adultos que forrajean complementan su dieta con porcentajes variables de savia vegetal
fresca, que puede comprender hasta un 90 % de su dieta (Roces & Bollazzi, 2009).

La savia fresca que necesitan las hormigas del género Acromyrmex la obtienen de
diversas fuentes; sin embargo, algunas especies se han especializado para consumir las
hojas duras y fibrosas de monocotilédoneas. Esto explicaria, porque 4. coronatus
constituye uno de los mayores herbivoros para las hojas de E. exasperatum y E. vespa,
sin embargo la plasticidad que demuestran para el forrajeo puede llevarlas a preferir otras
fuentes alimentarias, pudiendo ser selectivas u oportunistas dependiendo de la
abundancia y palatibilidad de los recursos (Franzel & Farji Brenner, 2000).

En el analisis de las pruebas de preferencia de A. coronatus por muestras de flores
se observo un mayor promedio de visitas de hormigas a las muestras de flores de E.
vespa. Sin embargo, el analisis estadistico (especificar cual analisis estadistico se utilizo)
no mostro diferencias significativas en el promedio de visitas de las hormigas a las
muestras de flores (F;, s= 1.466; P > 0.05, 0.0.271). Ademas se observaron resultados
similares a las hojas, ya que los extractos etanolicos de flores de ambas especies fueron
los mas visitados en comparacion con los extractos metanolicos y en hexano. En las
muestras blancos (disolventes) no se registraron visitas de hormigas (Fig. 38).

Las flores constituyen una fuente de alimentacion que impone menos restricciones
fisicas para el forrajeo, ya que ofrecen facilidad de corte por su baja fuerza de fractura
(Folgarait ef al., 1996). Esto explicaria la marcada preferencia de las hormigas hacia las

muestras de flores de F. exasperatum y E. vespa. Sin embargo, la quimica de las muestras
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podria influir en la preferencia de las hormigas hacia las flores de E. vespa y el mayor
dafio por herbivoria en las flores; ya que las hormigas eligen recursos que no tengan gran
cantidad de metabolitos secundarios que podrian afectar al hongo simbionte, ya que
algunos metabolitos como alcaloides, terpenos y taninos son antifungicos y/o

fungistaticos (Wetterer, 1995).
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Fig. 38. Resultados de pruebas de preferencia de A. coronatus para muestras de
flores de E. exasperatum y E. vespa. Error estandar la parte superior de
cada barra.

En el analisis quimico realizado a las flores de ambas orquideas, se determin6 una
mayor cantidad de metabolitos secundarios en las flores de £. exasperatum, en especial

terpenos y otros compuestos aromaticos. Esto es importante, ya que las hormigas A.
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coronatus tienden a rechazar materiales que son toxicos para la colonia y prefieren
materiales con menos concentracion de ciertos metabolitos. Ademas, los compuestos
como terpenos tienden a ser extraidos mejor en hexano que en otros disolventes, lo que
explicaria el menor promedio de visitas de las hormigas a los extractos en hexano,
mientras que en los extractos etanolicos se observaron manchas de glucidos o azucares,
que son recursos que atraen a las hormigas (Tinti & Nofre, 2001).

Aunque en algunos casos, las forrajeras de A. coronatus acarrearon muestras de
hojas y flores en hexano hacia el nido, Ridley ef al. (1996) sefialan que luego de detectar
metabolitos nocivos, las hormigas tienden a dejar de recolectarlo y el rechazo se mantiene
por varias semanas.

En general, las muestras de disolventes utilizados como blancos fueron evitadas
por las hormigas ya que estas especies aprenden a identificar y rechazar compuestos
nocivos rapidamente. Esto es importante, ya que durante el estudio se observd que el
mayor numero de visitas fue durante los primeros 15 minutos, luego las visitas

disminuyeron.
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CONCLUSIONES

» En relacion a los resultados obtenidos en este estudio y de acuerdo a las
condiciones en las que fueron realizados los analisis, se podria concluir que:

<+ Los porcentajes de herbivoria en las hojas no mostraron diferencias significativas
entre K. exasperatum y [E. vespa, sin embargo fueron relativamente bajos
(menores al 2%). Ademas, se observaron diferencias en la herbivoria por
estacionalidad con una mayor herbivoria en los meses de Enero y Febrero, lo cual
podria estar relacionado con la actividad de los herbivoros y la inversion de
recursos de estas plantas para mantenerse ante situaciones de estrés hidrico.

<+ Los bajos porcentajes de herbivoria en las hojas y la poca preferencia de
herbivoros como A. coronatus, esta relacionado con menor porcentaje de agua
para procesar y digerir los alimentos, el contenido de material mineral que
imponen limitaciones en el rango de crecimiento y alimentacion de insectos
herbivoros , poca concentracion de nutrientes como nitrégeno y fosforo lo que
reduce la calidad nutricional, y la presencia de metabolitos secundarios que
disuaden a los herbivoros y reducen la digestibilidad.

< En cuanto al analisis de metabolitos secundarios y compuestos, en los extractos de
hojas de E. exasperatum y E. vespa no se observaron diferencias en el contenido;
en donde se identificaron flavonoides (flavonas, flavonoles, chalconas,
dihidroflavonoles, lignanos y taninos condensados), pigmentos carotenoides,

alcaloides, terpenos, cetonas alifaticas y glucésidos.
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Se demostré que existe una preferencia de los herbivoros hacia partes mas blandas
como las flores, ya que contienen mayor porcentaje de agua nutricional, menor
contenido de minerales que podrian reducir la palatabilidad de los herbivoros y
concentraciones de nitrogeno y fosforo que aumentan el valor nutricional de las
flores.

La herbivoria entre las flores de E. exasperatum y E. vespa mostré diferencias
significativas, ya que el mayor nimero de flores con dafio se observo en E. vespa,
mientras que en F. exasperatum el mayor nimero de las flores observadas no
mostraron dafios. Estas diferencias entre especies, pueden estar relacionadas con
el contenido de metabolitos secundarios implicados en la disuasion de herbivoros.
El mayor dafio en . vespa fue en pétalos y sépalos, seguido de estructuras criticas
de reproduccion (columna), mientras que los dafios en E. exasperatum fueron
mayores en el raquis de la flor y dafios parciales en pétalos y sépalos. En las flores
de ambas especies se observd que existe una preferencia de los herbivoros hacia
los pétalos, que son areas importantes en la atraccion de polinizadores, mas que a
areas dedicadas exclusivamente a la reproduccion; esto es importante porque
impone limitaciones para la atraccion de polinizadores efectivos y por tanto
influye en la supervivencia de estas especies de orquideas.

En los extractos de flores de ambas especies de orquideas fueron identificados
flavonoides (flavonas, dihidroflavonoles, lignanos y taninos hidrolizables),

pigmento antocianinas, alcaloides, cetonas aromaticas, glucosidos, terpenos,
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varias seflales de grupos aromaticos y con nucleo bencénico, en especial en las
flores de E. exasperatum.

Los flavonoides identificados estan implicados en efectos de alelopatia, los
terpenos son compuestos que pueden influir en la disuasion de herbivoros,
mientras que los alcaloides y cumarinas son compuestos toxicos.

Los metabolitos glucosidos cardiotonicos, lactosas sequiterpénicas y saponinas
fueron identificadas solamente en los extractos de las flores de E. exasperatum.
Estos metabolitos estan implicados en la disuasion alimentaria de los herbivoros y
en algunos casos resultan compuestos toxicos, lo cual podria explicar porque las
flores de L. exasperatum mostraron poco o ningln dafio y la menor preferencia

por A. coronatus,

En términos generales, 4. coronatus forrajea hojas y flores de L. exasperatum y F.
vespa, ya que parece estar adaptada a forrajear hojas duras y fibrosas de orquideas
y partes blandas con facilidad de corte como las flores. Se observé una mayor
preferencia de hormigas A. coronatus hacia las muestras frescas y los extractos
etanolicos de las hojas de ambas especies de orquideas, ya que la savia fresca
constituye la fuente principal de recursos para alimentacion y el etanol extrae
azucares que atraen a las hormigas. Ademas los extractos de flores de k. vespa
fueron mas visitadas por A. coronatus, debido la menor presencia de metabolitos
secundarios que son detectados por las hormigas y que pueden ser nocivos para la

colonia.
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RECOMENDACIONES

++ En base a los resultados obtenidos se recomienda realizar estudios para determinar
los efectos de la herbivoria en el crecimiento y reproduccion de /. exasperatum y
E. vespa, y su relacion con los procesos de defensa en las orquideas ante

herbivoros y patogenos.

*

» Adicionalmente se recomienda realizar otras pruebas bioquimicas para el

*,

aislamiento e identificacion de los compuestos involucrados en la defensa vegetal
de L. exasperatum y E. vespa. Desafortunadamente, existen pocos estudios sobre
los metabolitos secundarios que producen las orquideas para la defensa, por lo
que se subraya la necesidad de contar con bibliotecas quimicas para la

identificacion de los compuestos de interés.

%+ Otra recomendacion es ampliar las pruebas de herbivoria y de preferencias de las
hormigas hacia ciertos compuestos, para establecer la posibilidad de la utilizacion
de estas plantas como distractoras y/o para la disuasion de herbivoros, lo cual es
una alternativa amigable con el ambiente y que podria desarrollarse con otras

especies de orquideas bajo las mismas condiciones.
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