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RESUMEN

Se obtuvo por primera vez € perfil cromatografico de carbohidratos que constituyen el
mucilago de seudobulbos de algunas de las especies de orquideas que fueron empleadas en
el Arte Plumaria por los mexicas (Bletia campanulata, Laelia autumnalis, Laelia speciosa,
Prostechea citrina, Prostechea concolor y Arpophyllum spicatum); y dos especies de las
cuales no se encontro registro que se usaran con e mismo fin por esta civilizacion (Bletia
purpurea y Prosthechea karwinskii). El estudio se realiz0 mediante una metodologia
desarrollada previamente (Pefia, et al., 1994) que consiste en el andlisis por Cromatografia
de Gases a Alta Temperatura de 1os monosacéridos y oligosacéaridos obtenidos después de
una hidrdlisis parcial. De esta manera se observa que Bletia campanulata, Bletia purpurea,
Laelia autumanlis y Prosthechea karwinskii, presentaron el mismo perfil sin embargo,
Prosthechea concolor, Prosthechea citrina, Laelia speciosa y Arpophyllum spicatum
presentaron perfiles diferentes. Los resultados proveen dos posibilidades: no existe un solo
perfil para el mucilago (tzauhtli) empleado en el Arte Plumaria o que solo cuatro de las

ocho orquideas estudiadas pueden considerarse como productoras de tzauhtli.

Partiendo de una metodologia optimizada previamente en el laboratorio, para diferentes
tgjidos vegetales (Martinez, 2007), se determiné cualitativamente mediante Cromatografia
de Gases con detector de lonizacion de Flama y Cromatografia de Gases acoplado a
Espectrometria de Masas, la composicidn de acidos grasos totales de |os seudobulbos de las
mismas orquideas. De este modo se identificaron doce diferentes é&cidos grasos en cada

orquidea: acido octanoico (C8:0), nonanocico (C9:0), decanoico (C10:0), dodecanoico



(C12:0), tetradecanoico (C14:0), pentadecanoico (C15:0), hexadecanoico (C16:0),
heptadecanoico (C17:0), octadecanoico (C18:0), cis-9-octacenoico (C18:1), cis,cis-9,12-

octadecenoico (C18:2) y e bencenpropanoico (BP).

Por otro lado se determinaron los lipidos simples de los seudobulbos o cormos de las cuatro
orquideas que presentaron un perfil de carbohidratos semejante (B. campanulata, B.
purpurea, P. karwinskii y L. autumnalis) encontrando que los acidos grasos provienen
principalmente de monoglicéridos y diglicéridos. El B-sitosterol se encontré en

proporciones muy pequefias.



1. INTRODUCCION

El estudio fitoquimico de los miembros de la familia Orchidaceae se ha enfocado
principalmente en metabolitos secundarios (Williams, 1979; Arditti, 1992; Xiao, et al.,
2000; Yang, et al., 2005) pero se conocen pocos estudios recientes sobre compuestos que

son producto de su metabolismo primario como los carbohidratos y lipidos (Arditti, 1992).

Con € objeto de contribuir a la caracterizacion quimica de algunas especies de orquideas
mexicanas, en € presente trabajo se determiné e perfil de carbohidratos, acidos grasos
totalesy lipidos simples contenidos en los seudobulbos y cormos de estas plantas, a manera

de estudio preliminar.

En México durante la época prehispanica y colonia, € mucilago de ciertas especies de
orquideas se empleaba como adhesivo para elaborar piezas de Arte Plumaria. Este
adhesivo era llamado por los mexicas tzauhtli. En el estudio mas reciente que se conoce
sobre carbohidratos en orquideas (Pefia et al., 1995) se obtuvo € perfil caracteristico de
carbohidratos de Bletia campanulata y el del adhesivo con € que fue elaborada una pieza
de Arte Plumaria (que data de los siglos XVI-XVII). Ambos perfiles coincidieron, pero
para poder confirmar que la pieza realmente se elaboré con € mucilago de esta orquidea, es
necesario analizar de la misma manera el mucilago de todas las especies que se empleaban
con e fin mencionado, y de esta manera conocer s € tzauhtli tiene un perfil de

carbohidratos caracteristico.



Con el propésito de contar con otro parametro para diferenciar las orquideas que producen
tzauhtli, también se determinaron los &cidos grasos totales y lipidos simples. Las
determinaciones de lipidos en orquideas se han realizado con técnicas antiguas como
Cromatografia de Gases con columnas empacadas y Cromatografia Capa Fina (Holman,
1972). En el presente trabgjo las determinaciones se realizan con Cromatografia de Gases

Capilar (incluyendo latécnica a Alta Temperatura).



2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Orchidaceae

La palabra “orquidea’ se deriva de la palabra griega orchis, que significa testiculo, sugiriendo
lasimilitud de los seudobulbos 0 cormos de algunas de las especies de orquideas a los érganos
genitales masculinos. Orchidaceae es el nombre de la familia que forman estas plantas y
aunque deriva de lapalabra orchis, en la actualidad este término se emplea paraidentificar aun

género europeo concreto (Zdenek, et al., 2005).

La familia Orchidaceae es una de las mas extensas y diversas de las monocotiledoneas que
existen, se han estimado alrededor de 30 000 especies (Dressler, 1981; Arditti, 1992). Los
miembros de esta familia son plantas perennes con diversas formas de vida, pueden ser
epifitos, litéfitos o terrestres. Las orquideas han podido establecerse en ambientes muy

variados de la Tierra, pero son particularmente abundantes en regiones tropicales.

2.1.1 Clasificacion taxondmica

A continuacion se presenta la clasificacion taxondémica de esta familia (Hagsater, et al., 2005):
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Subdivisdn: Angiospermae

Clase: Liliopsida

Subclase: Lilidae

Orden: Aspargales

Familia: Orchidaceae

Para la clasificacion interna se han propuesto diferentes criterios. Algunos consideran las
caracteristicas morfologicas principalmente de la flor, pero gracias a la obtencion de datos

como las secuencias de ADN se han podido entender mejor sus relaciones filogenéticas.



Actualmente se reconocen cinco subfamilias dentro de la familia Orchidaceae, apostasioides,
vanilloides, cypripedioides, orchidoides y epidendroides. En cuanto a las especies, aun existen

desacuerdos sobre |os limites entre unay otra (Hagsater, et al., 2005).

2.1.2 Caracteristicas morfolégicas delas orquideas

De acuerdo a la especie las raices de las orquideas son simples o ramificadas, carnosas o
delgadas, pero como caracteristica comun, tienen una capa de células muertas [lamada velamen
cubriendo su epidermis. En estas plantas |as raices suelen ser un entorno idoneo para albergar
hongos simbiotes constituyendo una micorriza. Ademas de fijar y absorber nutrientes, las
raices de las orquideas pueden cumplir funciones especificas segin la especie (Zdenek, et al.,

2005; Hagsater, et al., 2005).

Los tallos de las orquideas estan formados por segmentos o internodos delimitados por nudos
cicatrizales donde originalmente hubo hojas, vainas o escamas foliares. En orquideas epifitasy
terrestres cada temporada anual de crecimiento, uno o varios segmentos se engrosan dando
origen a talos aéreos o subterrdneos llamados seudobulbos (en epifitas) y cormos (en
terrestres) respectivamente. Los seudobulbos por |o genera portan hojas y flores alo largo de
su estructura. Ambos tallos engrosados son utilizados por la planta como amacén de agua y
sustancias de reserva, que en parte son utilizadas para producir flores, frutos y nuevos tallos

(Dressler, 1981; Hagsater, et al., 2005).

Sus hojas, en general son elipticas, con o sin articulaciones y con diferente tipo de vernacion
(plegada, convolutiva, etc.) (Arditii, 1992). Las hojas de diferentes especies de orquideas

presentan modificaciones y funciones especificas, un gemplo, es e grado variable de



suculencia, que en algunas epifitas es aprovechado para almacenar agua (Hagsater, et al.,

2005).

Las inflorescencias pueden originarse casi en cualquier altura del tallo, seudobulbo o cormo
aunque en la mayoria de los géneros aparecen en la base 0 en € épice. Las flores pueden
presentarse en racimos 0 paniculas y en ocasiones en forma solitaria, en ellas se presentan
caracteristicas que distinguen a estas plantas de otras monocotiledéneas. Entre dichas
caracteristicas destacan la union parcia o total del pistilo y los estambres constituyendo una
estructura llamada ginostemio. Otra caracteristica particular es su simetria bilateral con tres
sepalos y tres pétalos; uno de los pétalos estd modificado y es conocido como labelo, éste se
sitlla en posicion opuesta al ginostemio. En las orquideas los estambres se localizan en un solo
lado de la flor, aunque la mayoria de las especies sdlo presenta uno. Y por ultimo, €l polen
forma agregaciones (a excepcion de ciertas especies), y la mayor parte es liberada en unidades
de cuatro granos que a su vez forman cuerpos llamados polinios (Dressler, 1981; Hagsater, et

al., 2005).

Los frutos de orquideas generalmente son cdpsulas que tienen contenidas a las semillas. Las

semillas son muy pequefias (de 0.3 mm a5 mm de longitud), y € namero de ellas por fruto

variaentre unos milesy cuatro millones (Dressler, 1981; Hagsater, et al., 2005).

EnlaFigural seilustraun ejemplar de Bletia urbana (orquidea terrestre).



Figura 1. Morfologia de Bletia urbana: A. Raiz, B. Cormo, C. Hoja, D. Inflorescencia, E. Flor

(1.Sépaos, 2.Pétalos, 3. Labelo, F. Ginostemio), G. Fruto.
Tomado de Dressler R. L., Notes on Bletia (Orchidaceae), Britonia, 20 (1968) 182 y modificado para este trabajo.



2.2Usos delas orquideas

Desde épocas antiguas y en distintas culturas a las orquideas se les han dado diversos usos, €l
ornato es quiza el méas comun. Algunas especies de vainilla son mundialmente usadas como
especias para fabricar saborizantes aungue también se les atribuyen propiedades medicinales.
Otros usos que se conocen de las orgquideas son especificos de las regiones y culturas en que

éstas crecen (Lawler, 1984; Arditti, et al., 1984; Arditti, 1992).

2.2.1 Usosdelasorquideas en México durante la éoca prehispanicay colonial

El uso de las orquideas en México tiene una tradicion desde la época prehispanica. Uno de los
usos més sobresalientes de las orquideas durante el siglo XV, fue el pago de tributos con
vainilla durante los reinados de Moctezuma | y Axacayatl, para emplearlo como aromatizante.
Moctezuma |1 tomaba una bebida llamada “chocolatl” la cua era aromatizada con € fruto

maduro de laorquideay miel de abgja (Garcia, et al., 1981).

Con lallegada de los espafioles, el médico Francisco Hernandez por mandato del rey Felipe Il
de Espafia document6 por primera vez la historia natural de México entre 1571 y 1577, en su
obra “Historia de las plantas de la Nueva Espaiia’. Gracias a esta obra se sabe de algunas
orquideas conocidas por los mexicas, asi como también los usos que se les daban. En su obra
Herndndez menciona que para curar 0 atenuar la disenteria empleaban las especies
Arpophyllum spicatum y Epidendrum pastoris; para curar heridas infectadas se empleaba el
seudobulbo de Prosthechea citrina; reducian la fiebre empleando el follgje de Sobralia
macrantha, o hacian infusiones de Laelia autumnalis; con las flores de Stanhopea hernandezii

y maiz rojo preparaban tortillas para reducir la fatiga producida por e sol (Hernandez, 1959).



En e México precortesiano usaban Encyclia citrina para construir coronas, guirnaldas y
ramilletes; en las celebraciones a los muertos se empleaba Laelia autumnalis con el mismo fin
ornamental . Esta planta junto con Laelia speciosa sigue utilizandose para hacer dulces paralos

festgjos del dia de muertos (Garcia, et al., 1981).

Durante las épocas prehispanicay colonia las orquideas tuvieron un papel muy importante en
el arte, ya que e mucilago extraido de los seudobulbos 0 cormos de ciertas orquideas, se
utilizaba como adhesivo y aglutinante o mordente para realizar trabajos de pluma entre otros
(Garcia, et al., 1981; Gonzdlez, 1994; Héagsater, et al., 2005). Este mucilago fue nombrado por
los nahuatl como tzacuhtli (Martinez, 1970; Garcia, et al., 1981) o tzauhtli (Gonzalez, 1994,

Urbina, 1903).

2.3 El tzauhtli y las orquideas que lo producen

En 1571 Alonso de Molina tradujo la palabra tzauhtli a espafiol como fécula pastosa (Molina,
1966). En e mismo siglo Fray Bernardino de Sahagun describio la fabricacion de trabajos en
los que se emplea este adhesivo, y usd las palabras pegamento o engrudo para referirse al
tzauhtli (Sahagun, 1975). Francisco Hernandez tradujo la palabra tzauhtli como gluten y
describio diez especies de orquideas cuyas raices presentaban propiedades glutinosas, aungque

menciona que solamente con dos de €ellas se preparaba el adhesivo (Hernandez, 1959).

En 1824 los naturalistas mexicanos Pablo de La Llave y principalmente Juan Lexarza, hicieron

la descripcion y su propia clasificacion de alrededor de 50 orquideas mexicanas originarias del

centro de Michoacan (Mcvaug, 1983).
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La mayoria de los autores que escribieron acerca del tzauhtli durante los siglos XIX y XX
usaron los nombres dados por de La Llave y Lexarza para referirse a las orquideas que le dan
origen, sin embargo la clasificacion taxondmica y nomenclatura de |las orquideas ha cambiado
con € tiempo por lo que agunos de estos nombres ya no se usan en la actualidad (Dressler,

1981; Gonzélez, 1994).

En 1903 el botanico mexicano Manuel Urbinay Altamirano separé las orquideas de las que se
extraia €l tzauhtli del resto de las orquideas mexicanas. Siguiendo la clasificacion de La Llave
y Lexarza, Urbina hizo una descripcion de cada especie citando los lugares en donde se habian
localizado hasta ese momento, y afirma que Epidendrum pastoris fue la mas empleada para
preparar € tzauhtli (Urbina, 1903). En la Tabla 1, se enlistan las orquideas descritas por
Urbina, con sus nombres nahuatl y el nombre cientifico dado por de La Llavey Lexarza (La
Llave y Lexarza, 1881), otras solo como las menciona Urbina (1903) y cas todas con su
nombre cientifico actual proporcionado por €l Dr. Gerardo A. Salazar Chavez (investigador del
Instituto de Biologia, UNAM). Este Ultimo nombre es el que se empled en € presente trabgjo.
La Figura 2 muestra los dibujos realizados por Francisco Hernandez de Laelia autumanlis y

Epidendrum pastoris en su obra (Hernandez, 1959).

Amarzauhli

Epidendrin pastoris

Chichiltictepeizacuxochitl Amatzankili

Figura 2. Dibujos de Chichiltictepetzacuxochitl (Laelia autumnalis) y Amatzauhtli (Epidendrum
pastoris) por Francisco Hernandez, en su obra “Historia de Las Plantas de la Nueva Espafia’.
Tomado de http://nuevomundo.revues.org/index1674.html.
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Tabla 1. Nombres ndhuatl y cientificos de orquideas clasificadas como productoras de tzauhtli

de acuerdo a Urbina (1903).

Nombr e nahuatl

Nombr e cientifico

Nombr e cientifico actual

Tzacuhtli, Amatzauhtli
Atzauthli

Acaltzauthli

Tzacuxol chitl

Tzacuxol chitl
Tzauhxilotl
Itatepetzauohitl
Coztizacatzacuxochitl
Chichiltictepetzacuxochitl
Cozti coatzontecoxochitl
Tonalxochitl
Itzummaua
Coatontecoxohitl

Tlilxochitl
Pipiihuatli

Epidendrum pastoris
Chranichis speciosa
Chranichistubulares
Bletia campanulata
Bletia coccinea
Arpophyllum spicatum
Maxillaria liliacea
Maxilliaria superba
Laelia autumnalis
Cattleya citrina
Epidendrum vitellinum
Laelia majalis
Sanhopea tigrina

Vanilla planifolia
Cypripediumirapeanum

Proshtechea pastoris

No se haaclarado su identidad
No se haaclarado su identidad
Bletia campanulata

Bletia coccinea

Arpophyllum spicatum
Govenia liliacea

Govenia superba

Laelia autumnalis
Prosthechea citrina
Prosthechea vitellina

Laelia speciosa

Stanhopea hernandezii

Vanilla planifolia
Cypripedium irapeanum

Aungue los seudobulbos y cormos de muchas otras especies de orquideas producen una

sustancia mucilaginosa que puede servir como adhesivo, solo €l extraido de las que se

presentan en la Tabla 1 fue llamado tzauhtli o tzacuhtli, a pesar de que aun en la actualidad en

distintos pueblos estos nombres se emplean como nombres genéricos para las orquideas

mexXicanas (Hagsater, et al., 2005). En su trabajo Urbina menciona que |os mexicas usaban las

palabras tzauhtli o tzaucuhtli ya sea como prefijo, sufijo o intercalada cualquiera de las dos

entre dos palabras mas para aludir e color, disposicion o forma de sus flores. Como eran

plantas muy apreciadas por sus flores, a muchas se les dio nombre por laformade laflor y no

por la presencia del mucilago. Por esta razon en algunos nombres ndhuatl no aparece la palabra

tzauhtli o tzacuhtli.
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El presente trabgjo estd basado en las especies que Urbina identificO como productoras de
tzauhtli, asi como en la investigacion realizada por Gonzalez (1994), la cual es una de las més
actualizadas y completas respecto a tema. En dicho trabajo se presenta una monografia del
tzauhtli y se comprueba quimicamente su presencia como material constitutivo de un bien

cultural.

Se trabajé con cinco especies de ellas Arpophyllum spicatum, Bletia campanulata, Laelia
speciosa, Laelia autumanlis y Prosthechea citrina. También se trataron otras especies como
Bletia purpurea la cual se empleaba con el mismo fin por los tzeltales (Gonzélez, 1994);
Prosthechea concolor la cual podria ser el amatzauhtli del que hablaba Hernandez (Hagsater,
et al., 2005); y Prostechea karwinskii, que es una especie muy parecida a Prosthecha citrina,
incluso algunos autores las denominan indistintamente. En el Apéndice Il se describen algunas
caracteristicas generales de cada una de las especies estudiadas y en e Apéndice Il su

distribucion en México y el habitat en que crecen.

2.4 Preparacion del tzauhtli en la época prehispanicay colonial

De acuerdo a Sahagun (1956) y Hernandez (1959) los mexicas preparaban el tzauhtli de tres
maneras diferentes. Después de la recoleccion y lavado de los seudobulbos o cormos, los
seccionaban en pedazos, los secaban a sol y los trituraban hasta hacerlos polvo. Este polvo
podia almacenarse y en € momento en que se requeria se disolvia en agua (en las fuentes
consultadas no se menciona si € agua se usaba fria o caliente). Otro método era cocer los
pedazos de seudobulbos 0 cormos en aguay de ésta manera se extraia el adhesivo en el liquido.
Un método mas era emplear |a sustancia secretada directamente de los seudobulbos o cormos.

Con € primer método el tzauhtli se obtiene con otros elementos como fibras de celulosa y
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fécula ya que son insolubles en agua. La cantidad de fécula en los seudobulbos y cormos es
pequefia (alrededor del 7%), pero la cantidad de fibras es variable dependiendo de |a especie.

En general los seudobulbos de orquideas epifitas contienen mucho més fibra (Martinez, 1970).

2.5 Usostradicionales del tzauhtli durante la época prehispanicay colonial

Las culturas mesoamericanas desde antes de la llegada de los espafioles ya conocian diversos
productos con propiedades adhesivas, la mayoria de origen vegetal. Durante las épocas
prehispanica y colonial, el tzauhtli se empled para la fabricacion de diversos objetos pero e

uso mas comun fue en la manufactura de objetos de pluma.

2.5.1 ArtePlumaria

Paralos mexicas las plumas eran simbolo de lo precioso, divino, valioso y de larealeza, por lo
que hacian un vasto uso de ellas (Castelld, et al., 1997). El arte plumaria comenzo en la
civilizacion mexica como un oficio destinado a elaborar articulos para bailar; en la época de
Moctezuma Il llegd a su maximo desarrollo (Martinez, 1970). Este emperador unié a los
artesanos de Tlatelolco y Tenochtitlan en Amantla, y los dividié en tecpan amanteca o
“plumarios de la casa rea” (hacian los atavios del tlatoani y del dios Huitzilopochtli) y
calpixcan amanteca o “plumarios del tesoro” (hacian los objetos que M octezuma usaba en sus
danzas rituales). Habia otro grupo que trabajaba en sus propias casas, |lamado calla amanteca
o “plumarios domeésticos’, quienes fabricaban escudos y justillos de plumas amarillas, ademés
de objetos que €ellos disefiaban para venderlos. En estos grupos plumarios, |0os maestros tenian
aprendices que eran los encargados de preparar el tzauhtli (Martinez, 1970), pero no se ha

encontrado documentado aun como se realizaba la recoleccion de orquideas para su extraccion.
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Los tecpan amanteca y los calla amanteca se abastecian de plumas mediante el tributo o
gracias a la crianza de aves. Esta Ultima se llevaba a cabo en la casa de aves (totocalli) en
donde habia numerosas especies como &guilas, patos, loros, papagayos, faisanes, colibries, etc.
y muchas més que en la actualidad ya estén extintas. Por otra parte en los tianquiz, también
encontraban materias primas como gomas, resinas, materias colorantes, instrumentos cortantes

de cobrey hueso, e incluso plumas (Castello, et al., 1997).

Para crear mosaicos de pluma los amantecas primero colocaban €l tzauhtli sobre una penca de
maguey con superficie lisay cdncava, encima ponian una capa de algodon cardado; después de
secar a sol, se aplicaba otra capa del adhesivo para dejar 1a superficie lisa. Una vez preparada
la capa, se desprendia de la penca del maguey y se dibujaba el modelo. El dibujo no lo hacia €l
plumario, habia dibujantes especializados para hacerlos (tlacuilos) (Castello, et al., 1997,
Sahaguin, 1975). Después con tzauhtli, se pegaba una capa de plumas corrientes que constituia
la “ensecadura de plumas’ sobre la que se ensayaba la colocacion de las plumas finas
estudiando las mejores combinaciones. Posteriormente se recortaba el area comprendida dentro
del trazo y se cubria con plumas finas pegadas con tzauhtli, una por unay alisandolas con una
plegladera de hueso. En la Figura 3 se muestran imagenes del Cédice Florentino en donde se

apreciala preparacion dedl tzauhtli y la fabricacién de trabajos de pluma.

También se confeccionaban animales como mariposas y lagartijas. Primero se hacia el
esqueleto con cafiuela de maiz, después se formaba € cuerpo recubriendo y llenando los
huecos que quedaban, con una masa hecha de la médula de cafia de maiz remolida'y amasada
con tzauhtli. La forma de la figura se mejoraba usando tezontle como abrasivo, y una vez

terminada |a superficie se pegaban las plumas con tzauhtli (Martinez, 1970).
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Las plumas también eran colocadas en los objetos confeccionados cosiéndolas sobre tela o

varillas de madera (Martinez, 1970, Sahagun, 1975).

Después de la conquista espariola, €l arte de los “plumarios’ prosiguio aunque con diferentes
motivos, solo se representaban santos o escudos hispanos. A finales del siglo XVIII los
mosaicos de pluma sufrieron una modificacion, la caray los miembros del cuerpo de figuras
humanas se pintaron al 6leo, debido a que € oficio del plumario ya no era Unicamente de
indigenas sino también de espafioles quienes dejaron su influencia (Martinez, 1970; Castell6, et

al., 1997).

Preparacion del pegamento por aprendices.

Amanteca aplicando pegamento sobre hoja de maguey.

Figura 3. Empleo de tzauhtli parafabricar mosaicos de pluma
Imagenes del Codice Florentino, tomadas de http://nuevomundo.revues.org/index1674.html.
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2.5.2 Otrosusosdel tzauhlti

Manuel Urbina (1903) y Hanz Lenz (1978) mencionan que e mucilago obtenido del
amatzauhtli (seflalada como Epidendrum pastoris de Michoacan por La Llave y Lexarza)

“serviaparadar el aderezo a papel” por los mexicas.

En la época prehispanica, se realizaban piezas de vaciadizo, las cuales se hacian con el
procedimiento llamado actualmente de cera perdida. Se especula que la arcilla utilizada para

cubrir al objeto era mezclada con tzauhtli, para conferirle mas cohesion (Martinez, 1970).

Los mexicas utilizaban los vegetales con propiedad glutinosa para curar enfermedades
digestivas. Especificamente € tzauhtli se empleaba para curar la disenteria, y en genera para

curar todas las enfermedades producidas por el calor (Hernandez, 1959).

26 Compuestos analizados en los seudobulbos de orquideas en el presente

trabajo

2.6.1 Carbohidratos

Los adehidos o cetonas polihidroxilados, asi como los compuestos que por hidrdlisis los
forman, son llamados carbohidratos. Los carbohidratos son los compuestos més abundantes en
la Tierra, précticamente todos los animales y vegetales los sintetizan para emplearlos como

amaceén de energia 0 como mol éculas estructural es (Fessenden, 1989).
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De acuerdo a numero de unidades elementales los carbohidratos cominmente se dividen en
tres clases, monosacéridos (no se pueden hidrolizar a compuestos mas sencillos),
oligosacéridos (constituidos por hasta ocho unidades de monosacéridos) y polisacaridos
(polimeros de monosacéridos, en los cuales e grado de polimerizacion puede elevarse a varios
miles) (Fessenden, 1989), los cuaes pueden ser homopolimeros (como e amidon y la

celulosa) o heteropolimeros (como las gomas, mucilagosy glucésidos) (Davies, et al., 1969).

En la naturaleza los monosacaridos frecuentemente estan metabolizados en forma de fosfato

ésteres 0 en polisacéridos (Davies, et al., 1969).

2.6.1.1 Gomas de origen vegetal

Las gomas son polimeros de alto peso molecular que a dispersarse en agua, se hinchan para
formar geles, dispersiones pegajosas 0 soluciones viscosas, a los compuestos que producen
estas Ultimas cominmente se les denominan mucilagos, pero e término goma suele generalizar

aambas sustancias (Davies, et al., 1969).

Las gomas son grandes moléculas flexibles, abiertas donde las fuerzas de unién secundarias
(como los puentes de hidrogeno y fuerzas dipolo) se satisfacen por moléculas de agua. La
relacion entre la estructura molecular y las propiedades de las gomas, a pesar de que ha sido
objeto de numerosos estudios, aun no se conoce completamente (Davies et al., 1969; Millsy

White, 1994).

Lamayor parte de las gomas vegetal es son polisacaridos, aunque existen excepciones como las

resinas terpenoides. En general los polisacaridos de las gomas son heteroglicanos muy
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ramificados, |os cuales poseen algunas de las estructuras mas complejas que se conocen. Solo
se ha descrito la estructura de algunas gomas, ya que en general son muy complicadas; los

pocos datos que existen indican que todas son muy distintas entre si (Davies, et al., 1969).

Los polisacaridos que constituyen a las gomas se dividen en tres principales clases.
Polisacaridos con grupos glucuronico o galacturonico; estas gomas se forman generamente
como consecuencia de una lesion en las plantas y aparecen como exudaciones cristalinas
endurecidas, como la goma ardbiga (Acacia Senegal, Acacia seyal). Polisac&ridos con grupos
sulfato; este tipo de goma no ha sido encontrado en las plantas superiores, se encuentra en
grandes cantidades en algas, como el agar (Gelidium) y la carragenina (Chondrus crispus). Y
por Ultimo los polisac&ridos neutros, que son glucomananos y galactomananos; los
glucomananos se presentan en los bulbos, tubérculos, seudobulbos y cormos de algunas

plantas, y los segundos en semillas de leguminosas (Davies, et al., 1969).

Desde tiempos muy antiguos (Era A.C.) las gomas extraidas de plantas han sido muy
importantes econémicamente y se siguen explotando en grandes cantidades. Uno de sus usos
mas significativos es como medio para las pinturas a base de agua y como adhesivos en
trabgjos de arte. Algunas de las gomas més usadas y estudiadas con tales fines son la ardbiga
(especies Acacia), tragacanto (especies Astragalus), cereza (especies Prunus), tamarindo

(Tamarindosindica) y karaya (Sterculia ureas) (Mills and White, 1994).
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2.6.1.2 Carbohidratos en seudobulbosy cormos de orquideas

Como se menciond en la seccién 2.1.2, los seudobulbos y cormos de las orquideas contienen
sustancias de reserva gque sirven para la formacion de nuevas estructuras de la planta. Estas
sustancias de reserva, conocidas con € nombre genérico “salep”, han sido empleadas
principalmente como alimento desde épocas antiguas (afio 300 A.C.) en Asia Menor y la
region oriente del Mediterraneo. Con € tiempo € uso del “salep” se extendi6 a oriente de la

Indiay Ching; oriente y norte de Europa; y Norteamérica con diferentes fines (Arditti, 1992).

De acuerdo a determinaciones de histélogos y quimicos de mediados del siglo XIX la
composicion quimica del “salep”, es de 48.1% de mucilago, 27.3% de amidén, 1.2% de
azlcares, 2.4% de celulosa, 5% de proteinas, 0.4% de grasas, trazas de &cido acético, 8.5% de

aguay 2.1% de clorurosy fosfatos de potasio y calcio (Arditti, 1992).

El mucilago presente en el “salep” consta de glucomanano (Smith y Montgomery, 1959), €l
cua a su vez, consta de residuos de D-manopiranosil y D-glucopiranosil unidos por enlaces
B(1— 4). Las proporciones de hexosas en e glucomanano de diferentes orquideas varia de una
especie a otra, pero la que predomina es tres moles de manosa por mol de glucosa (Buchala, et

al., 1974).

La composicion quimica del mucilago de especies de orquideas europeas, principalmente las
pertenecientes al género orchis, ha sido ampliamente estudiada (Arditti, 1992) sin embargo,
CoN respecto a especies mexicanas solo existe un documento (Pefia, et al., 1995) en e que se

estudia la composicion de oligosacéridos que constituyen el mucilago de Bletia campanulata.
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2.6.2 Métodos de analisis de gomas de origen vegetal

2.6.2.1 Extraccion y purificacion

Todas las gomas se disuelven total o parcialmente en agua y disolventes polares (Sanz, et al.,
2007). Las gomas que no son exudadas se extraen facilmente colocando las semillas o la planta
directamente en agua; también han sido extraidas después de secar el materia bioldgico y
triturarlo para disolverlo en agua, aunque de esta manera se obtiene mayor cantidad de otros
congtituyentes de la planta. La disolucién se puede acelerar elevando moderadamente la

temperatura.

Ladisolucion de goma obtenida requiere ser filtrada o centrifugada para remover las impurezas
insolubles. Si e andlisis lo requiere, deben eliminarse impurezas como iones inorganicos y
proteinaceos, lo cual se puede lograr acidificando la solucidn acuosa, y precipitando con etanol
(Smith and Montgomery, 1959). El producto obtenido de la purificacion debe secarse antes del
andisis, para lo cua se emplea la destilacion azeotropica del agua con benceno-etanol o la

liofilizacién (Smith y Montgomery, 1959).

2.6.2.2 Andlisis

La identificacion de carbohidratos que constituyen a las gomas, y las gomas empleadas en
trabgjos de arte, se ha logrado gracias a la determinacion de los residuos de azlcares y acido
urico después de su hidrélisis (Millsy White, 1994). Durante muchos afios se ha empleado la
hidrdlisis &cida (Smith y Montgomery, 1959; Sanz, et al., 2007) pero recientemente también

se emplea la metandlisis (Bleton, et al., 1996). Para la hidrdlisis &cida se ha empleado
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principalmente acido sulfarico (Smith and Montgomery, 1959), acido clorhidrico o é&cido
trifluoroacético (Sanz, et al., 2007) a diferentes concentraciones y condiciones térmicas. Una
técnica mas reciente para acortar los tiempos de reaccion emplea la irradiacién con
microondas, obteniendo buenos rendimientos y escasa descomposicion de los azlcares |&biles

(Colombini, et al., 2002; Bonaduce, et al., 2007).

Las técnicas de andlisis mas comunmente empleadas actualmente son la Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de Masas 0 con detectores como lonizacion de Flama (Sanz,
et al., 2007; Bonaduce, et al., 2007; Chiantore, et al., 2009), Electroforesis Capilar (Sanz, et
al., 2007; Gropl, et al., 2005) y Resonancia Magnética Nuclear (Ledn de Pinto, et al., 1993A,

1993B, 2000).

Cuando se emplean técnicas cromatogréficas para €l andlisis de carbohidratos es necesario
preparar sus respectivos derivados. Para incrementar la volatilidad en Cromatografia de Gases
e incrementar la sensibilidad en Cromatografia de liquidos y Electroforesis Capilar (Sanz, et

al., 2007).

En & presente trabajo se realiza una hidrolisis parcia de acuerdo ala metodologia desarrollada
por Pefia et al. (1995) para obtener un perfil caracteristico de oligosacéridos de diferentes

gomas.

2.6.3 Lipidos

El término lipido generamente se restringe a los écidos grasos y a sus derivados esteres o

amidas naturales, asi como a compuestos relacionados a €llos biosinteticamente (Christie
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1987). Los lipidos tienen como caracteristica comin € ser solubles en disolventes orgéanicos.
Estos compuestos se han clasificado de muchas formas, una de las més generales los divide en
simples y complejos tomando en cuenta los productos de su hidrdlisis, los lipidos simples a ser
hidrolizados producen uno o dos diferentes tipos de productos por mol y los complejos

producen tres 0 més productos por mol (Christie, 1987).

Los lipidos simples estédn congtituidos Unicamente por acidos grasos y componentes
alcohdlicos, el acohol generalmente es un glicerol, pero también existen con un acohol de
cadena larga 0 un esterol. Los &cidos libres, aunque se encuentran en proporciones muy
pequefias en tejidos animales y vegetales, y los esteroles también son considerados lipidos

simples.

Existen tres clases de lipidos complgos glicerofosfolipidos, glicoglicerolipidos y
esfingolipidos. Los glicerofosfolipidos a hidrolizarse producen glicerol, &cidos grasos, fésfato
inorganico y un compuesto polihidroxilado. Los glicoglicerolipidos después de su hidrélisis se
obtiene glicerol, &cidos grasos y carbohidratos, al hidrolizarse los esfingolipidos producen

acidos grasos, fosfato inorganico y carbohidratos u otro compuesto organico (Christie, 1987).

2.6.3.1 Acidos grasos

Los &cidos grasos son compuestos que constan de una cadena hidrocarbonada lineal

generamente sdlo con un grupo carboxilo terminal, pueden ser completamente saturados o

contener de uno o hasta seis dobles enlaces, cuya configuracion generalmente es cis.
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Existe diferente nomenclatura para identificar a los écidos grasos, en la Tabla 2 se presentan
algunos gemplos con la formula, nombre sistematico, nombre comun y designacién corta
(Christie, 1987). En la designacion corta el primer nimero corresponde a nimero de carbonos
delacadenay € segundo a numero insaturaciones, |las posiciones del doble enlace se indican
entre corchetes. En el presente trabgjo se antepuso la letra C a la designacion corta para hacer

referenciaa acido graso y las letras EM cuando se trata del éster metilico.

Tabla 2. Férmulay diferentes nombres de algunos acidos grasos.

Formula Nombre sistemético Nombretrivial Designacion corta
CH3(CH,)gCOOH Decanoico Céprico 10:0
CH3(CH,)10COOH Dodecanoico Léaurico 12:.0
CH3(CH,)1;COOH Tridecanoicco No tiene 13:.0
CH3(CH,)1,COOH Tetradecanoico Miristico 14.0
CH5(CH,)13,COOH Pentadecanoico No tiene 15.0
CH5(CH,)14,COOH Hexadecanoico Palmitico 16:0
CH5(CH,)sCH=CH(CH,);COOH cis-9-hexadecenoico Palmitoléico 16:1[9]
CH3(CH,)15sCOOH Heptadecanoico Margarico 17:.0
CH3(CH,)1sCOOH Octadecanoico Estedrico 18:.0
CH3(CH,);CH=CH(CH,),COOH cis-9-octadecenoico Oléico 18:119]
CH3(CH»)3(CH,CH=CH),(CH,),COOH cis,cis-9,12- Linoléico 18:2[9,12]
octadecadienoico
CH3(CH,CH=CH)3(CH,);COOH , Cis,Cis,Cis9,12,15 Linolenico 18:3[9,12,15]
octadecatrienoico
CH3(CH,) 1sCOOH Eicosanoico Araquidico 20:0

2.6.3.2 Incidencia de los acidos gr asos en la naturaleza

L os acidos grasos mas comunes de origen animal y vegetal contienen un nimero par de atomos
de carbono (de 4 a 24), se ha observado que |os provenientes de animales son estructuralmente
mas simples gue |os de origen vegetal ya que estos Ultimos pueden contener mayor variedad de
grupos funcionales como enlaces acetilenicos, enlaces acetilénicos y etilénicos conjugados,
grupos aénicos, ciclopropanos, ciclopropenos, ciclopentenos, epoxidos, hidréxidos, cetonas,

furanos y dobles enlaces con configuracién trans. En ambos reinos |os mas comunes son €l
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palmitico (C16:0), pamitoleico (C16:1 [9]), estedrico (C18:0), oleico (C18:1 [9]), linoleico

(C18:2[9,12]) y linolenico (C18:3[9,12,15]) (Christie, 1987; Buchanan,. et al., 2000).

Los acidos grasos con nimero de carbonos impar, como ya se menciond, son muy raros en la
naturaleza sin embargo, se han llegado a encontrar en muy pocas plantas, en peces, algas y

bacterias (Buchanan, et al., 2000).

2.6.4 Identificacion delipidos en diferentes tejidos vegetales

Se han realizado numerosos estudios mediante Cromatografia de Gases sobre la composicién
lipidica en plantas con diferentes objetivos como su simple caracterizacion (Revinthi-
Moranthi; et al., 1985; Guil, et al., 1996; Woodbury, et al., 1998; Kang-Lyung, et al., 1999;
Lixia, et al., 2000; de La Cruz, et al., 2000; Rizov and Doulis, 2001; Blokker, et al., 2002,
entre otros). Otros estudios como en plantas de Agave, se han enfocado en las propiedades
organolépticas que los lipidos le confieren a bebidas derivadas de la misma como € tequila

(Martinez, 2007) y el mezcal (Pefia et al., 2004).

La composicién lipidica de los organismos se ha pretendido utilizar para clasificarlos
taxonomicamente. Antes de |os afios setenta ya se conocia la composicion lipidica de muchos
organismos, pero a no encontrar entidades lipidicas que puedan servir como marcadores
anicos en cada especie esta informacion no se habia podido emplear con tal fin. En 1978
Holman desarroll6 un método matematico con el que demostro que los datos cuantitativos de la

composicion de acidos grasos pueden aprovecharse para describir y clasificar alas especies.
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2.6.4.1 Lipidos en orquideas

El estudio de los lipidos en la familia Orchidaceae es muy escaso. En la literatura se
encontraron reportados muy pocos trabajos a respecto. Arditti (1992) menciona que en 1971
se aislaron los primeros esteroles de orquideas. campesterol, sitosterol y sigmasterol libres o
conjugados en las especies Cattleya y Arandina. EI mismo autor menciona que mas tarde (no
menciona la fecha) investigadores de la Universidad de Michigan encontraron que los
seudobulbos de algunos hibridos de la especie Cymbidium contienen sitosterol, sigmasterol y

campesterol en unarazon de 70:25:5.

Con respecto a los acidos grasos solo se encontré un documento (Holman and Nichols, 1972)
en el gue se caracterizan los lipidos de hojas, espigas, seudobulbos y raices, de algunas
orquideas (Phalaenopsis, Cattleya y Cymbidium). En los tres géneros se encontraron altas
proporciones de &cidos grasos con numero impar de &omos de carbono (de C15:0 a C23:0).
Los é&cidos grasos encontrados fueron C15:0, C16:0, C16:1, C17:0, C18:0, C18:1, C19:0,

C18:2, C18:3, C20:0, C21:1, C20:2, C22:0, C23:0y C24:0.

El estudio de Holman, se llevé a cabo empleando técnicas como Cromatografia de Capa Fina
(CCF) para separar las diferentes clases de lipidos y Cromatografia de Gases (CG) con
columnas empacadas acoplado a Espectrometria de Masas, para anaizarlos. En el presente
trabgjo se determind la composicion de &cidos grasos totales y lipidos simples mediante
Cromatografia de Gases a Alta Temperatura con detector de lonizacion de Flama (HT-CG

FID) y Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-EM).
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2.6.5 Métodos de analisisdelipidos

2.6.5.1 Extraccion y purificacion

La extraccion de lipidos de materiales biolégicos usualmente se realiza con disolventes
organicos (Fishwick and Wright, 1977; Christie, 1987). Los lipidos que tienen grupos no
polares, son altamente solubles en disolventes como hexano, benceno o ciclohexano y en
disolventes ligeramente polares como cloroformo o dietileter. En disolventes alcohdlicos su
solubilidad incrementa con la longitud de la cadena hidrocarbonada del acohol; y entre mas
corta sea la longitud de la cadena hidrocarbonada de los acidos grasos, aumenta su solubilidad
en disolventes polares. Los lipidos polares son muy solubles en disolventes como metanol,
etanol y cloroformo. Cuando se trata de tejidos vegetales o animales, en general no es
necesario calentar la mezcla de tgido con disolvente (Christie, 1987). Los disolventes mas
usados son las mezclas de cloroformo-metanol (2:1 v/v) (Fishwick y Wright, 1977) como en &l
método Bligh-Dyer (1959) y e método de Folch (1957) que han sido usados por muchos afios

para la extraccion de lipidos.

Para la extraccion de lipidos se han empleado aparatos como e Soxhlet (Brooks et al., 1998) y
recientemente se han empleado técnicas extraccion con fluidos supercriticos, microondas

(Sahena, et al., 2009), ultrasonido y liquidos presurizados (Flores, 2006).

Cuando se emplean disolventes organicos polares para extraer lipidos de tejidos biol6gicos
también se extraen compuestos como azucares, urea, aminoacidos y sales. Para remover estos
contaminantes del extracto lipidico se puede realizar una pre-extraccion del tejido con acido

acético a 25%; esta disolucion también ayuda a desactivar las enzimas lipofilicas. Otro método
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muy empleado para eliminar impurezas de un extracto lipidico que se encuentra en una mezcla
de cloroformo-metanol (221 v/v) es adicionar un cuato de agua O
de una disolucion salina (como KCI 0.88%) del volumen total de la mezcla para después agitar

y separar (Christie, 1987).

2.6.5.2 Andlisis

El extracto lipidico obtenido, es una mezcla de diferentes clases de lipidos, y para obtener a
cada una en estado puro se requieren ciertas técnicas. Para separar a cada clase de lipidos
simples de los lipidos complgjos es comUn emplear cromatografia de adsorcion; posteriormente
el extracto puede ser fraccionado nuevamente por cromatografia de adsorcién o cromatografia
de exclusion hasta obtener la fraccion requerida. Cada clase de lipidos puede ser identificada
por su comportamiento cromatografico relativo a sus respectivos estdndares. También las
técnicas espectroscopicas son Utiles, la Resonancia Magnética Nuclear y Espectrometria de

Masas, son una herramienta en la elucidacion de su estructura (Christie, 1987).

Algunas clases de lipidos requieren ser derivatizados para poder analizarlos por Cromatografia

de Gases. Un gemplo son los &cidos grasos. Con esta técnica es necesario convertirlos a

derivados de esteres metilicos para volatilizarlos (Christie, 1987; Shantha, 1992).

2.7 Cromatografia de Gases (CG)

La Cromatografia es un método fisico de separacion en € cual |os componentes de una muestra
se distribuyen entre dos fases, una movil y una estacionaria. En Cromatografia de Gases la

muestra se volatiliza para distribuirse en un gas inerte que transporta a los analitos (fase movil)
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y una fase liquida inmovilizada sobre la superficie de un sdlido inerte (fase estacionaria). Los
analitos se reparten en la fase estacionaria liquida de acuerdo a su presion de vapor relativay

afinidad por lafase estacionaria (McNair, 1984).

Para que un soluto pueda ser analizado por Cromatografia de Gases requiere ser volatil. Los
solutos que no poseen esta caracteristica a condiciones ambientales pueden ser volatilizados
mediante procedimientos de derivatizacion; cuando volatilizan a temperaturas muy atas, se
requiere elevar aun més la temperatura en el sistema cromatografico para poder evaporarlos.
Una aternativa para realizar €l andlisis de estos compuestos es la Cromatografia de Gases a

Alta Temperatura (High Temperatura Gas Chromatography, HT-CG) (Pefia, 1993).

2.7.1 Cromatografia de Gasesa Alta Temperatura

La Cromatografia de Gases Capilar a Alta Temperatura (HT-GC), es una técnica
cromatogréfica que opera en € intervalo aproximado de 325-430° C y que se emplea para
analizar compuestos térmicamente estables a esas temperaturas. Instrumental mente esta técnica
requiere columnas y detectores que soporten temperaturas de 325 a 430° C, y un sistema de
inyeccion no discriminativo (Pefia, 1993). A continuacion se presenta una breve descripcion de

los componentes méas importantes del sistema.

2.7.1.1 Columnas

Las columnas para HT-GC son construidas con materiales inertes como acero inoxidable,

niquel y borosilicato, pero las méas empleadas por su estabilidad son las de silice fundida

29



recubiertas de poliimida. La poliimida que se fabrica actualmente es térmicamente estable a

temperaturas superiores a400° C (Pefia, 1993).

Las fases estacionarias mas eficientes en HT-GC son las metil siliconas, difenil dimetil
siliconas con grupos fenilo en un porcentaje del 20 a 65% (Pefia, 1993) y las carborano
silicona (McNair y Millar, 1997). Estas fases estacionarias son térmicamente estables y se

pueden fabricar con ata pureza (Pefia, 1993).

2.7.1.2 Sistemadeinyeccién

Una desventgja de las técnicas de inyeccion més empleadas en CG (split/splitless), es la
transferencia de los analitos de una zona de inyeccién (inyector) a una camara donde primero
son evaporados y posteriormente transportados (por el gas acarreador) a la columna capilar que
se encuentra en €l horno. De esta manera la concentracion inicial de algunos analitos no entra
completamente a la columna. Otra desventgja se presenta cuando se requiere analizar solutos
gue volatilizan a temperaturas muy elevadas, ya que € inyector tiene que alcanzar también
atas temperaturas ocasionando la degradacion de algunos analitos y produciendo a su vez,

discriminacion.

Latécnica HT-GC requiere que la muestra sea introducida en la columna sin alteraciones, sin

discriminacion y sin que el procedimiento de inyeccion contribuya al ensanchamiento del pico

(Sandra, 1985).
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Existen dos técnicas de inyeccién que cumplen estos requisitos. Cool On-Column (COC) y
Temperatura de Evaporacion Programada (Programmed Temperature Vaporizing, PTV). La

inyeccién Cool On-Column es la mas empleada para trabagjar con HT-GC (Pefia, 1993).

I nyeccion Cool On-Column (COC)

El termino “inyeccion on-column” se refiere a la colocacién directa de la muestra liquida
dentro de la columna. En este tipo de inyeccion todos los dispositivos externos a la columna
con los que la muestra pueda tener contacto son evitados. La zona de inyeccion, es decir, €
interior de la cabeza de la columna, es calentada dentro del horno por o tanto no hay un paso
de evaporacion previo a una temperatura superior ala de la columna. Por esta razén la técnica

es conocida como “Cool On-Column” (Grob, 1991).

El puerto de inyeccion en COC permanece a temperatura ambiente gracias a un flujo de aire
frio producido cominmente por un ventilador. Un restrictor y una vavularotatoria permiten la
entrada de la jeringa a la columna mientras se mantiene la presién del gas acarreador en la
cabeza de la columna. El sistema de enfriamiento asegura la trasferencia de la muestra liquida
de la jeringa a la columna (Pefia, 1993). La Figura 4 muestra un esquema con los principales

elementos de un inyector Cool On-Column.

La colocaciéon de la muestra dentro de la columna se logra gracias a jeringas con agujas
extremadamente finas (agujas de 0.3 mm d.i. para columnas de 0.32 mm d.i. y 0.2 mm d.i. para
columnas de 0.25 mm d.i.), las hay de acero inoxidable o de silice fundida. La longitud de las
agujas debe ser adaptada al inyector usado ya que debe pasar a través de el y alcanzar pocos

milimetros del interior de la columna (Hewlet Packard, 1989; Pefia, 1993).
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Figura 4. Inyector Cool On-Column.

Con esta técnica de inyeccion es comun utilizar precolumnas desactivadas (no recubiertas o
delgadamente cubiertas) conocidas como retention gap. Los retention gap sirven para evitar
pérdida de la resolucién y divisiones en los picos provocadas por la particion inicial de la
muestra en vapor y microgotas de liquido. La longitud y tipo de desactivacion del retention
gap, depende del volumen inyectado y la polaridad del disolvente. La regla genera es 1m de

retention gap por ul inyectado (Hewlet Packard, 1989).

Como se puede apreciar €l inyector Cool On-Column elimina la discriminacion de la muestra,

dado que la muestra liquida es introducida dentro de la columna fria; los analitos no sufren

alteraciones ya que no son expuestos a tension térmica (el proceso cromatografico comienza a
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relativamente bajas temperaturas) y provee resultados exactos y precisos (Hewlet Packard,

1989).

I nyeccion con Temper atura de Evaporacion Programada (PTV)

El inyector de Temperatura de Evaporacion Programada (PTV) abarca modalidades como la
inyeccion split, splitless, cool on-column o inyeccién por flujo de disolvente. La inyeccion de
la muestra con el PTV se realiza dentro de un inserto (liner) frio colocado antes de la columna.
Consecutivamente la muestra se evapora y se transfiere a la columna capilar. La evaporacion
de la muestra comienza después dd retiro de la aguja mediante € calentamiento del

evaporador alatemperatura presente (Pefia, 1993).

2713 Detectores

La utilidad de un detector en CG depende de la sensibilidad, estabilidad, limite de deteccion y
linealidad. En HT-GC pueden emplearse varios detectores como lonizacion de Flama, Captura
de Electrones y Deteccion de Nitrégeno-Fosforo. También puede ser combinada con métodos

espectroscopicos como Espectrometria de Masasy Emision Atdmica (Pefia, 1993).

2.8 Anélisis estadistico multivariado

Para €l caso en e que se miden varias variables para cada sistema en estudio suele decirse que

se tienen datos multivariantes. Estos datos pueden emplearse para la discriminacion,

clasificacion y comparacion, y pueden ser tratados de diferentes maneras una de ellas es €

Andlisis de Componentes Principales (PCA, Principal Components Analysis).
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2.8.1 Anélisisde Componentes Principales

El andlisis de componentes principales conocido por sus siglas en inglés como PCA (Principal
Component Analysis) es una técnica estadistica que permite reducir la cantidad de datos en
estudio, perdiendo la menor informacién posible. El objetivo del PCA es encontrar
componentes principales Z;, Z,, ...Z, que sean combinaciones lineales de las variables

originales X1, X»,...Xn, que describen a cada sistema, es decir:

Z; = a1 X1+ apXy + aaXat.. . +aunXy
Z; = X1+ ap1Xo + 3aXst... +apnXn
efc.

los coeficientes a1, a1p, €tc., se eligen de manera que las nuevas variables, a diferencia de las
originales no se encuentren correl acionadas unas con otras. Para que pueda reducirse el nimero
de datos, las componentes principales se eligen de manera que la primera componente principal
(CP1), 2, recojala mayor parte de la variacion y asi sucesivamente. En consecuencia, cuando
haya correlacion significativa el nimero de CPs Utiles serd mucho menor que e nimero de
variables originales. El PCA se puede entender como una rotacion de los gjes de manera que €
primer componente principal, CP1, se encuentra en la direccion de maxima variacion, el
segundo componente principal, CP2, se encuentra en la direccion de la siguiente mayor
variacion y asi sucesivamente, frecuentemente CP1 y CP2 acumulan la mayor parte de la
variacion en e conjunto de datos por lo que estos pueden representarse en solo dos
dimensiones en vez de las n originales. Se pueden construir tantos componentes principales
como dimensiones tiene € espacio definido por las variables manifiestas (Miller y Miller,

2002).



Existen programas de computo que realizan los célculos, lo cual hace versdtil este modo de
analizar los datos, ya que proporcionan valores como los de la variacion que acumula cada
componente principal y los coeficientes en las combinaciones lineales que le dan origen a cada

componente principal.

2.8.2 Aplicaciones del PCA paraladiferenciacion de plantas

El PCA haresultado una herramienta muy Util cuando se requiere analizar una gran cantidad de
datos obtenidos sobre la composicion quimica en tejidos vegetales, entre otras aplicaciones.
Esta herramienta estadistica ha facilitado la comparacion de perfiles cromatogréficos de
compuestos como terpenos (Jorge y Trugo, 2003; Santos, 2008), compuestos volatiles
(Mildner-Szkudlarz, et al., 2003) y acidos grasos (Mongrand, et al., 2001; Martinez, 2007),

permitiendo diferenciar alas plantas por su composicion quimica, incluso a nivel taxonémico.
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3. OBJETIVOS

3.10Dbjetivo general

Caracterizar diferentes especies de orquideas mexicanas utilizadas en e Arte Plumaria,
mediante el perfil de carbohidratosy lipidos por Cromatografia de Gases, para contribuir

asu estudio quimico.

3.2 Objetivos particulares

¢ Obtener e perfil de carbohidratos presentes en los seudobulbos en diferentes

especies de orquideas mexicanas utilizadas en €l Arte Plumaria.

¢ Adecuar una metodologia para determinar los &cidos grasos totales y lipidos

simples presentes en |os seudobul bos de |as especies de orquideas estudiadas.

¢ Aplicar la metodologia anterior para determinar la distribucion genera de acidos

grasos total es presentes en |os seudobul bos de | as especies estudiadas.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Disolventesy reactivos

Piridina (GR) Baker (Xaostoc Edo. México); hidroxido de sodio (98%), bicarbonato de sodio
(100.2%), acido clorhidrico (37.2%), clorhidrato de hidroxilamina (100.6%), diclorometano
(GR), metanol (99.9%), hexano (GR), 1-butanol (99.7%), hidréxido de potasio (98%), sulfato de
sodio anhidro (99.4%), cloruro de sodio (99.5%) y écido sulfurico (98.6%), todos abastecidos de
J. T. Baker (Xalostoc Edo. México); isooctano (GR ) Fisher (N.Y., USA), &cido trifluoroacético
(GR > 98%) Sigma (USA), nitrogeno liquido (Intituto de Investigaciones en Materiales, UNAM)
y agua sometida a filtracion en un sistema purificador y desionizador (Barnstead Thermoline,

modelo 04747).

4.2 Derivatizantes

1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano HMDS (98%) Aldrich Chemical Company (USA), trifluoruro de
boro en metanol (10%) Eastman (N.Y., USA) y Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida BSTFA,

REGIS (USA).

4.3 Estandares

Para la determinacion de oligosacaridos se emplearon |os siguientes estandares. sacarosa, D(+)-
galactosa, L(+)-arabinosa, L(+)-ramnosa, rafinosa, D(-)-fructosa, D(+)-glucosa E. Merck
(Darmstadt). Para la determinacion de acidos grasos libres, acilgliceroles y esteroles se

emplearon los estandares: &cido decanoico (99%), &cido hexadecanoico (97.9%) y acido cis,cis-
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9,12-octadecenoico (99%) Chem Service (Italia); monopamitin (99%), diestearin (99%),
tripalmitin (99%), triestearin (99%) y &cido octadecanoico (99%) Sigma Aldrich (México);
monolinolein (99%), dipalmitin (99%), cis-9-octadecenocico (99%) NU-CHECK-PREP
(Elysian, USA); &cido tridecanoico (98%) Sigma Aldrich (Alemania) y B-sitosterol (= 60%)

Fluka (Francia).

4.4 Muestras

Se estudiaron seudobulbos y cormos de ejemplares vivos de ocho especies de orquideas. Seis de
ellas son mantenidas en cultivo, y fueron proporcionadas e identificadas botanicamente por €l
Dr. Gerardo A. Salazar Ch. quien conserva gjemplares de respaldo en su herbario personal. Estas
especies son Laelia speciosa, Laelia autumnalis, Prosthechea karwinskii, Prosthechea concolor,
Prosthechea citrina y Arpophyllum spicatum. La especie Bletia campanulata se compré en el
mercado de Jamaicay fue identificada por la M. en C. Lilia Rico. La especie Bletia purpurea se
compr6 en el mercado de flores Cuemanco y el seudobulbo fue identificado por € Dr. Gerardo

A. Sdazar Ch.

Para estandarizar |a toma de los seudobulbos y cormos en las especies mantenidas en cultivo, se
conto en retroceso la posicion de los mismos partiendo del brote mas joven. De esta manera se
tomaron el cuarto y quinto brotes; de |as especies con seudobulbos mas grandes (Laelia speciosa

y Laelia autumnalis) solo setomo €l cuarto brote. La Tabla 5 muestralos datos de cada jemplar.
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Tabla 5. Especies de orquideas estudiadas en el presente trabajo; datos sobre su procedencia y
gjemplares de respaldo.

Especie No. de colecta L ocalidad No. brote
Arpophyllum spicatum Salazar 6745 Guerrero, El Monte 4°y 5°

Bletia campanul ata SN mercado de Jamaica indeterminado
Bletia purpurea SIN mercado de Flores Cuemanco indeterminado
Laelia autumnalis Salazar 6838 Michoacan, Indaparapeo 4°

Laelia speciosa Salazar SIN Hidalgo, Metztitlan 4°
Prosthechea citrina Salazar 7469 Guerrero, Balsamo 4°y 5°
Prosthechea concolor Salazar 6460 Guerrero, Omiltemi, 4°y 5°
Prosthechea karwinskii ~ Salazar 6629 Oaxaca, Papalo 4°y 5°

4.5 Preparacion delasmuestras
A todos los seudobulbos se les retiraron hojas y raices para lavarlos con agua destilada. Los

tallos y hojas de la especie Arpophyllum spicatum se utilizaron para e anaisis ya que no posee

seudobulbos o cormos, la Figura 4 se presentan las imégenes del material biol 6gico empleado.

Bletia purplrea Laelia speciosa Laelia autumnalis

/

Prosthechea karwinskii  Prosthechea concolor Prosthechea citrina  Arpophvlilum soicatum

Figura 4. Materia bioldgico empleato en e presente estudio.
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4.6 Determinacion de carbohidratos

4.6.1 Extraccion de mucilago (polisacaridos)

L os seudobulbos o cormos frescos utilizados para extraer e mucilago fueron cortados en piezas
muy peguefias y colocados en un vaso de precipitados de 150 ml o 200 ml, se adicionaron 10 ml
de agua destilada por gramo de muestra, la mezcla se caenté a 54 +1 °C durante 15 min.
Después de enfriar a temperatura ambiente el mucilago extraido se decant6 a dos matraces bola
de 50 ml paraliofilizar. En la Tabla 6 se presentan los pesos de seudobulbo y cormos empleados

de cada especie.

Tabla 6. Pesos de los seudobulbos y cormos frescos empleados para extraer polisacaridos.

Especie Peso (g)
Arpophyllum spicatum 4.353
Bletia campanulata 6.366
Bletia purpurea 12.879
Laelia autumnalis* 10.335
Laelia speciosa* 2.305
Prosthechea citrina 6.900
Prosthechea concolor 3.694

Prosthechea karwinskii 12.697

* El seudobulbo se dividié en dos porciones, una para extraer carbohidratos y otra para extraer lipidos.

4.6.2 Hidrdlisisparcial de polisacéridos

Se tomaron aproximadamente 30 mg de mucilago liofilizado y se colocaron en un via de

reaccion, se adicionaron 2 ml de acido sulfdrico 0.05M. El via con la disolucién se colocd en un

sistema de reflujo durante 2 h. Al concluir e tiempo de reflujo se permitio ala disolucién enfriar

atemperatura ambiente para poder neutralizarla con NaOH 2N vy liofilizarla.
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4.6.3 Derivatizacion de oligosacéridos obtenidos

Se pesaron aproximadamente 30 mg del hidrolizado liofilizado (obtenido en la seccién 4.6.2) y
se colocaron en un vial de reaccion, se adicionaron 500 pl de una disolucion de clorhidrato de
hidroxilamina a 2.5%, la disolucion se calenté a 80 °C en un horno durante 15 min. Después de
enfriar la disolucién a temperatura ambiente, se adicionaron 450 ul de hexametildisilasano y 50
ul de &cido trifluoroacético. La mezcla se calentd nuevamente a 80 °C por 15 min. Al concluir la
reaccion se permitié enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente el disolvente se evaporo
bajo corriente de nitrégeno. L os derivados obtenidos se disolvieron en 5 ml de isooctano, de esta

disolucion seinyect6 1 ul a CG. El procedimiento se realizé por duplicado.

4.6.4 Instrumentaciony condiciones cromatogr aficas para analizar oligosacaridos

Se empled un cromatografo de gases con un detector de ionizacion de flama (Hewlett Packard
5890 Serie Il), con sistema de inyeccion Cool On-Column y control electronico de presion.
Software HP Chemstation version A.03.34. Columna capilar de silice fundida para ata
temperatura (ZB-5HT: 5% fenil, 95% polidimetilsiloxano, 15 m x 0.25 mm x 0.10 um, Zebron

Phenomenex, USA). Se empled hidrégeno como gas acarreador.

Programa de temperatura: temperatura inicial 40 °C durante 1 min, incrementando 15 °C/min
hasta 150 °C, volviendo a incrementar a4 °C/min hasta 170 °C, y finalmente incrementando a 8

°C/min hasta 370 °C manteniéndose asi durante 15 min.

El puerto de inyeccion permanecio con la funcion Oven Track On (3 °C por encima de la

temperaturadel horno) y latemperatura del detector fue de 370 °C.
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4.7 Determinacion de &cidos grasostotales

4.7.1 Extraccién delipidos

Para extraer los lipidos de las especies Bletia campanulata, Bletia purpurea, Prosthechea
concolor y Arpophyllum spicatum se empled el material biologico liofilizado después de la
extraccion de polisacaridos. Para la extraccion de lipidos de La€lia speciosa, Laelia autumnalis,
Prosthechea karwinskii y Prosthechea citrina se liofilizaron nuevos seudobulbos frescos, Tabla

7.

Tabla 7. Peso de seudobulbos frescos empleados para extraer lipidos de las especies de orquideas
estudiadas.

Especie Peso (0)
Ladlia autumnalis 7.242
Laelia speciosa 2.373
Prosthechea citrina 5.733
Prosthechea karwinskii 11.370

L os seudosbulbos o cormos liofilizados se colocaron en un mortero de porcelana, con ayuda del
pistilo se maceraron hasta obtener casi un polvo. El polvo se coloco en un matraz erlenmeyer de
25 ml y se adicionaron 20 ml de diclorometano. El matraz se colocé en el ultrasonido por 2 h,
cada 15 min durante la extraccion se adicion0 la cantidad de diclorometano que habia sido
evaporado hasta ese momento (esta extraccion ya habia sido optimizada en e laboratorio

anteriormente).
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Se colocaron 250 pl de una disolucion de &cido tridecanoico de 2020 ppm (en hexano) como
estandar interno en un matraz volumétrico de 5 ml, se llevd a sequedad bajo corriente de
nitrégeno y se aforod con el extracto lipidico obtenido previamente. El extracto asi adicionado con

estandar interno se empled en todas las siguientes determinaciones.

4.7.2 Hidrolisisdelipidos

Para obtener |os &cidos grasos totales se transfirieron 2 ml del extracto lipidico (seccién 4.7.1) a
un vial de reaccion y se llevaron a sequedad bajo corriente de N, se adicionaron 1.5 ml de una
disolucion de KOH/MeOH al 5% y se calentaron a 80 °C durante 60 min. Después de enfriar a
temperatura ambiente se adicionaron 2 ml de agua destilada 'y 2 ml de diclorometano, se agito
durante 1 min con ayuda del vortex. A la fase acuosa se le adicion6 1 ml de disolucion
HCI/MeOH al 10% y 2ml de diclorometano, la disolucién resultante se agitod durante 1 min en €l
vortex. La fase organica se seco con sulfato de sodio, se decanté a un vial de reacciony se llevo
a sequedad bajo corriente de N, para su posterior esterificacion. El procedimiento se llevo a cabo

por duplicado.

4.7.3 Esterificacion de écidos grasos

Para poder analizar a los &cidos grasos mediante cromatografia de gases se formaron los ésteres

metilicos de acidos grasos.

Al residuo obtenido después de la hidrdlisis se le adicion6 1ml de una disolucion de HCI al 10%
en MeOH y 1ml de una disolucién de BFs/MeOH al 10%, la mezcla se calenté a 80 °C durante

60 min. Después de enfriar a temperatura ambiente se adicionaron 2 ml de hexano y se



neutralizé con NaHCO;3 a 4%, se agitd durante 1 min. La fase organica se extrajo dos veces mas
con 2 ml de hexano cada unay se lavé con 4 ml de agua destilada, posteriormente se sec6 con
sulfato de sodio. La solucion final se concentré a 1 ml bgjo corriente de nitrogeno para después

inyectar 1 ul a CG.

4.7.4 ldentificacidn de esteres metilicos de acidos grasos

Para la identificacion de los écidos grasos como ésteres metilicos se empled e tiempo de
retencion relativo trr, de los estdndares correspondientes. La presencia de los analitos se

confirmé mediante CG-EM.

4.75 Instrumentacién y condiciones cromatogréficas para la identificacion de acidos

grasos

Se empled e equipo descrito en la seccion 4.6.4., con columna capilar ZB-WAX (fase liquida

100% polietilenglicol, 30m x 0.25mm x 0.25 um, Zebrén Phenomenex, USA).

Programa de temperatura: temperatura inicial de 40 °C durante 1 min, incrementando a 10
°C/min hasta 250 °C para permanecer isotérmicamente durante 10 min. La temperatura del
detector fue de 250 °C. El puerto de inyeccién permanecié con la funcién Oven Track On (3 °C
arriba de la temperatura del horno). Se empled hidrégeno como gas acarreador, a un flujo

constante de 2.44 ml/min.

Para la confirmacién de los compuestos se empled un cromatografo de gases Hewlett Pakcard

5890, con inyector split/splitless modo split 15/1, acoplado a un espectrometro de masas Hewlett



Pakard 5971 (con impacto electrénico y analizador cuadrupolar), software HP G1034C version
C.03.00. Columna capilar (ZB-5: 5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano, 30m x 0.25mm x 0.25um,

marca Zebrén Phenomenex, USA). Se empled helio como gas acarreador.

Programa de temperatura: temperatura inicia 40 °C, incrementando a 10 °C /min hasta 300 °C
manteniendose asi durante 15 min. Latemperatura de lalinea de transferencia se mantuvo a 280
°C, y la temperatura de la fuente de ionizacion en 175 °C. El potencia de ionizacion fue de 70

eV y laadquisicion serealizd en modo barrido total (SCAN) de 50 a550 nvz

4.8 Determinacién delipidos simples

Se coloco 1ml del extracto lipidico, obtenido en la seccién 4.7.2, en un via dereaccion de5ml y
se evaporo € disolvente bajo corriente de nitrogeno, se adicionaron 2 ml de agua destilada, 1 ml
de disolucion saturada de cloruro de sodio y 2 ml de butanol a 10% en hexano, la mezcla se
agité durante 1 min. La fase orgénica se secd con sulfato de sodio, se decanté a un via de

reaccion y se concentré a 0.5 ml bajo corriente de nitrodgeno para su posterior derivatizacion.

4.8.1 Derivatizacion delipidos simples

A la disolucion obtenida en la seccion 4.8 se adicionaron 100ul de BSTFA, 100ul de HMDS 'y
50ul de piridina, se colocd en un horno a 80 °C durante 60min. Después de enfriar atemperatura

ambiente seinyect6 1ul a CG.
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4.8.2 ldentificacién delipidossimples

Para la identificacion conjunta de é&cidos grasos libres, esteroles y acilgliceroles se emplearon

los tiempos de retencion relativostrr, de los esténdares correspondientes.

4.8.3 Instrumentacién y condiciones cromatogréficas para la identificacion de lipidos

simples

Se empled e equipo y columna descritos en la seccion 4.6.4. Se utiliz6 hidrogeno como gas

acarreador.

Programa de temperatura: temperatura inicial 45 °C durante 1.5 min, incrementédndose a 20
°C/min hasta 250 °C, para incrementarse después a 10 °C/min hasta 380 °C permaneciendo asi
durante 10.25 min. La temperatura del detector fue de 380 °C y el puerto de inyeccion
permanecio con la funcion Oven Track On (3 °C por encima de la temperatura del horno). Se

empled hidrégeno como gas acarreador, a un flujo constante de 2.44 ml/min.
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5. RESULTADOSY DISCUSION

5.1 Determinacion de car bohidratos

Para obtener €l perfil de carbohidratos del mucilago extraido de los seudobulbos de orquideas
se empled una metodologia anteriormente desarrollada en el laboratorio cuyo trabgjo fue
publicado en 1995 (Pefia, et al., 1995). En dicho trabajo se demuestra que el perfil de los
azucares libres obtenido después de la hidrdlisis total del mucilago, no es lo suficientemente
especifico para diferenciar entre mucilagos de diferentes orquideas, ya que en general se
descomponen en los mismos monosacaridos. Por [o anterior se propuso redlizar la hidrdlisis
parcial bajo condiciones suaves (H,SO4 0.05M con 2h de reaccion), esperando obtener perfiles
caracteristicos de carbohidratos separados en mono, di y trisacaridos, como se logr6 en €

trabajo mencionado.

Para laidentificacion se establecieron interval os de tiempos de retencion correspondientes alos
mono, di y trisacaridos a partir de los derivados OX-TMS de carbohidratos estandares:
arabinosa, ramnosa, fructosa, galactosa, glucosa, sacarosa y rafinosa, la Tabla 6 muestra estos
valores. La Tabla 7 presenta los carbohidratos identificados en las muestras con los diferentes

grados de polimerizacion (GP).
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Tabla 6. Tiempos de retencion de estandares de carbohidratos derivatizados a OX-TMS.

Grado de
polimerizacion Estandar tr (min)
Arabinosa 9.651
Ramnosa 10.304
Fructosa 11.916
GP1 (siny anti) 12.009
Galactosa 12.564
Glucosa 12.742
(siny anti) 12,911
GP2 Sacarosa 20.339
GP3 Rafinosa 26.384

GP1, 2, 3 = grado de polimerizacion = mono, di o tri sacaridos respectivamente.

Tabla 7. Carbohidratos identificados en las ocho especies de orquideas estudiadas.
Especie de orquidea GP1 GP2 GP3
Arpophyllum spicatum
Bletia campanulata
Bletia purpurea
Laelia autumnalis
Laelia speciosa
Prosthechea citrina

Prosthechea concolor
Prosthechea karwinskii

GP1, 2, 3 = grado de polimerizacién = mono, di o trisacaridos respectivamente.

Después de redlizar la hidrélisis parcial del mucilago de cada orquidea y su posterior
conversion a derivados oxima trimetilsilii (OX-TMS), se obtuvieron los perfiles de
carbohidratos de las ocho especies estudiadas. En la Tabla 8 se muestran las éreas del
conjunto de picos correspondientes a los grados de polimerizacién GP1, GP2 y GP3 (mono, di
y tri sacaridos respectivamente), con la diferencia porcentual obtenida para dos ensayos

realizados a mucilago. En la mayoria de los perfiles se observa una diferencia menor o



cercana a 10% a excepcion de las especies L. speciosa, y L. autumnalis en las cuaes la
variacion es mayor a 10%. Esta variacion podria deberse a errores en la preparacion de esas

muestras sin embargo, €l perfil de mono, di y trisacaridos no se vio afectado.

Tabla 8. Unidades de érea del conjunto de picos correspondientes a cada grado de
polimerizacion.

Grado de
Orquidea polimerizacion Al A2 % diferencia
Arpophyllum spicatum GP1 1296925 1599115 135
GP2 140579.5 161411 12.9
GP3 16570 16345.5 13
Bletia campanulata GP1 2504122  2576369.5 2.8
GP2 6370155 615434.5 34
GP3 18477 17003 8.0
Bletia purpurea GP1 5323876  5488067.5 3.0
GP2 12159745 1425823 14.7
GP3 2927415  289160.5 12
Laelia autumnalis GP1 7210699  5562417.5 22.8
GP2 968717 742082 234
GP3 193967 153854.5 20.7
Laelia speciosa GP1 962780.5 718958.5 25.3
GP2 40633.5 29985 26.2
GP3 595 434.5 26.9
Prosthechea citrina GP1 3414466  3778061.5 9.6
GP2 2268915 2421955 6.3
GP3 35825 32078 10.5
Prosthechea concolor GP1 2008293  1861583.5 7.3
GP2 303371 275177 9.3
GP3 101854.5 113130.5 10.0
Prosthechea karwinskii GP1 6192601 6649235 6.9
GP2 725846 752904 36
GP3 156607 138899 11.3

GP1, 2, 3 = grado de polimerizacion = mono, di o trisacaridos respectivamente.
A1, A2 = érea promedio (n=2) correspondientes a dos diferentes ensayos.
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Los cromatogramas de las Figuras 5 a 12 muestran el perfil de carbohidratos obtenido de cada
especie de orquidea analizada. En todos ellos se observa que la proporcion de monosacéridos
es mayor gue la de disacéridos, y la proporcion de éstos a su vez es mayor que la de

trisacaridos.

Al comparar €l perfil de carbohidratos de las orquideas estudiadas, se observa que de acuerdo a
la proporcion de los diferentes grados de polimerizacion identificados, existe semejanza entre
B. campanulata (Figura 5), L. autumnalis (Figura 6), B. purpurea (Figura 7) y P. karwinskii
(Figura 8) aungue estas dos Ultimas no estan reportadas como productoras de tzauhtli. Los
cuatro perfiles mencionados coinciden con el perfil de B. campanulata, obtenido bao las

mismas condiciones reportado con anterioridad (Pefia, et al., 1995).
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Figura 5. Cromatograma de OX-TMS de carbohidratos después de la hidrdlisis parcial del
mucilago de Bletia campanulata.
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Figura 6. Cromatograma de OX-TMS de carbohidratos después de la hidrdlisis parcia del
mucilago de Laelia atumnalis.
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Figura 7. Cromatograma de OX-TMS de carbohidratos después de la hidrélisis parcial del
mucilago de Bletia purpurea.
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Figura 8. Cromatograma de OX-TMS de carbohidratos después de la hidrdlisis parcia del
mucilago de Prosthechea karwinskii.

Por otro lado, las orquideas, P. concolor, P. citrina, L. speciosa y A. spicatum presentan un
perfil diferente a las cuatro orquideas anteriores. El perfil de P. concolor (Figura9) y el perfil
de P. citrina (Figura 10) se asemejan en cuanto a la proporcion de di- y trisacéridos pero la
proporcion de monosacaridos es diferente. El perfil de L. speciosa (Figura 11) y €l de A
spicatum (Figura 12) son diferentes a perfil de las otras orquideas, mostrando en genera el
menor contenido de carbohidratos. En ambos la proporcion de disacéridos es la mas pequefia

con respecto a las otras especies, y |0s trisacaridos précticamente no se detectaron.
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Figura 9. Cromatograma de OX-TMS de carbohidratos después de la hidrdlisis parcia del
mucilago de Prosthechea concolor.
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Figura 10. Cromatograma de OX-TMS de carbohidratos después de la hidrdlisis parcial del
mucilago de Prosthechea citrina.
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Figura 11. Cromatograma de OX-TMS de carbohidratos después de la hidrolisis parcial del
mucilago de Laelia speciosa.
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Figura 12. Cromatograma de OX-TMS de carbohidratos después de la hidrdlisis parcial del
mucilago de Arpophyllum spicatum.



Como se observa, se abtuvieron diferentes perfiles de carbohidratos; un perfil para cuatro
orguideas (B. campanulata, L. autumanlis, B. purpureay P. karwinskii) el cual coincide con €l
reportado con anterioridad (Pefa et a., 1995) y un perfil diferente para cada una de las otras
orquideas estudiadas. Por lo que se podria pensar que no existe un unico perfil de carbohidratos
especifico para e tzauhtli. Otra posibilidad que proporcionan estos resultados, es que de las
orquideas estudiadas solo cuatro producen un mucilago que corresponde al tzauhtli; y las otras
cuatro a pesar de estar reportadas en la literatura como productoras de este mucilago, no lo

producen.

El perfil de carbohidratos de los mucilagos estudiados no permite agrupar boténicamente a las
orquideas que le dieron origen, debido a que las cuatro especies que presentaron € mismo
perfil poseen diferencias botanicas. S6lo B. campanulata y B. purpurea pertenecen al mimo
género y son orquideas terrestres; L. autumnalis y P. karwinsakii pertenecen a géneros

diferentes y ambas son epifitas.

Por otro lado las orquideas que presentan perfiles diferentes coinciden en agunas
caracteristicas. P. concolor y P. citrina pertenecen al mismo género, pero L. speciosa y A.
spicatum pertenecen a géneros diferentes sin embargo, las cuatro son epifitas. En el caso
particular de A. spicatum las diferencias en su perfil de carbohidratos podrian deberse a que €l

andlisis serealizo con €l tallo y la hoja (debido a la ausencia de seudobulbos o cormos en esta

especie).

Lo anterior podria demostrar que la forma de vida o0 género a que pertenece cada especie

estudiada no es determinante en su produccion de carbohidratos.
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5.2 Determinacion de lipidos

5.2.1 Extraccion delipidostotales

Para la extraccion de lipidos totales en los seudobulbos primero se empled el método Bligh-
Dyer (1959) modificado, optimizado anteriormente en el laboratorio (Martinez, 2007). Se
empled un sistema de diclorometano-metanol (2:1 v/v) como disolvente de extraccion. La
extraccion se realizé con una muestra de seudobulbo fresco de L. speciosa ala cual se adiciono
&cido tridecanoico como estandar interno. El extracto lipidico se sometié a hidrélisis y
esterificacion (Martinez, 2007) para obtener los metil ésteres de los &cidos grasos totales y

poder analizarlos por Cromatografia de Gases con Detector de lonizacion de Flama (CG-FID).

Posteriormente se realiz6 la extraccion con el mismo procedimiento, a una muestra liofilizada
de seudobulbo de la misma orquidea. También se sometié a hidrdlisis y esterificacion, y
posteriormente se analiz6 por CG. En este caso los picos en € cromatograma presentaron un
tamafio considerablemente menor, indicando una menor extraccion de lipidos. Este
comportamiento se atribuyé a que la muestra estaba liofilizaday por o tanto carecia de agua; y
el agua separa a los componentes celulares de los lipidos extraidos en el sistema

diclorometano-metanol .

Debido a estos resultados se decidi6 realizar la extracciéon de lipidos mediante ultrasonido
utilizando diclorometano como disolvente extractante. Esta técnica se eligié ya que habia sido
empleada en €l laboratorio anteriormente para la extraccion de lipidos en seudobulbos de

orguideas, y en algunos trabajos reportados en laliteratura (Flores et al., 2006).
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La extraccion con ultrasonido se basa en la ruptura de las membranas celulares por accion
mecanica, liberando los componentes de los tegjidos sin importar el contenido de agua. En la
literatura se ha reportado la comparacion de las técnicas Soxhlet, ultrasonido y liquidos
presurizados para la extraccién de &cidos grasos en tejidos vegetales secos (Flores et al., 2006);
y Se muestra que con las tres técnicas se obtuvieron los mismos resultados cualitativos sin
embargo, las extracciones con ultrasonido y con liquidos presurizados tienen la ventaja de

requerir menor tiempo de extraccion y menor volumen de disolvente que el Soxhlet.

5.2.2 Determinacion de acidos grasostotales

Se esterificO una mezcla de estédndares de é&cidos grasos (C10:0, C13:0, C16:0, C18:0,
C18:1[9], C18:2[9,12]) para su posterior andlisis mediante CG-FID, de la cual se obtuvo un
cromatograma con buena resolucion y forma de los picos correspondientes a los ésteres
metilicos de &cidos grasos. La Tabla 9 muestra los tiempos de retencién relativos trr de los

estandares utilizados paralaidentificacion.

Tabla 9. Tiempos de retencién relativos de estandares de &cidos grasos como ésteres metilicos.

Estandar trr

EM10:0 0.787
EM13:0 El 1.000
EM16:0 1.186
EM18:0 1.299
EM18:1[9] 1.311

EM18:2[9,12] 1337

EM = éster metilico
10:0 ac. decanoico, 13:0 ac. tridecanoico, 16:0 ac.hexadecanoico, 18:0 ac. Octadecanoico, 18:1 ac. cis-9-
octadecenoico, 18:2 ac. cis,cis-9,12-octadecenoico.
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A pesar de que la adicion del estandar interno a las muestras solo se usd como referencia para
predecir |os tiempos de retencion de los acidos grasos contenidos en cada muestra, también nos
permitié observar €l desempefio del método. Al analizar los esteres metilicos de los écidos
grasos identificados en las muestras, se observa que el tamafio del pico correspondiente al
estandar interno varia en todas las muestras como se puede apreciar en los diferentes
cromatogramas (Figuras 13 a 20). Este comportamiento podria atribuirse a efecto de matriz.
Las determinaciones se realizaron por duplicado, y en ambos ensayos se identificaron los
mismos acidos grasos. Las areas de |os picos correspondientes a los &cidos grasos identificados
tuvieron diferencias porcentuales mayores a 10%, y por otro lado no se redlizaron
experimentos para calcular €l % de recobro del método. Sin embargo, el método permitio
conocer la presencia de &cidos grasos totales en los seudobulbos y cormos estudiados en forma

cualitativa como una primera aproximacion a su estudio.

Mediante CG-FID se identificaron en total cuatro acidos grasos lineales como ésteres metilicos
en cada una de las ocho orquideas analizadas, dos saturados y dos insaturados todos con
nimero par de atomos de carbono. En la Tabla 10 se presentan |os acidos grasos identificados
en los seudobulbos y cormos de cada especie de orquidea. Cabe destacar que los cuatro acidos

grasos determinados son muy frecuentes en el reino vegetal y animal (Christie, 1987).
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Tabla 10. Acidos grasos como ésteres metilicos en los seudobulbos de diferentes especies de
orguideas identificados mediante CG-FID.
Especiede orquidea EM10:0 EM16:0 EM18:0 EMI18:1[9] EM18:2[9,12]

Arpophyllum spicatum — ) ° ° °
Bletia campanulata — ) ° ° °
Bletia purpurea — ° ) ° °
Laelia autumnalis — ° ° ° °
Laelia speciosa — ) ° ° °
Prosthechea citrina — ° ° ° °
Prosthechea concolor — ° ° ° °
Prosthechea karwinskii — ) ° ° °

EM = éster metilico del acido graso correspondiente.

Los é&cidos grasos identificados como ésteres metilicos en las orquideas se muestran en los
cromatogramas de las Figuras 13 a 20. La resolucion obtenida entre los &cidos grasos con €l
mismo nimero de carbonos (EM18:0 y EM18:1]9]) oscilaentre 1.5y 1.7 la cua se considera

buena.
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Figura 13. Cromatograma de esteres metilicos de |os acidos grasos de Bletia campanulata: El =
estandar interno, 1.EM16:0, 2.EM18:0, 3.EM18:1[9], 4.EM18:2[9,12].
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Figura 14. Cromatograma de esteres metilicos de los acidos grasos de Bletia purpurea: El =
estéandar interno, 1.EM16:0, 2.EM18:0, 3.EM18:1[9], 4.EM18:2[9,12].
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Figura 15. Cromatograma de esteres metilicos de los acidos grasos de Laelia autumnalis:
1.EM16:0, 2.EM18:0, 3.EM18:1[9], 4 EM18:2[9,12].

60



1.0e5 -

2. 0ed4

&.Dad

4.0ed Fl 1 4

i
o __.«_H_n_. ;h\&h\‘_ﬁm A
l * 2
o 3

14 16 18 20 22 24
Tiempo (mnin.)

Figura 16. Cromatograma de esteres metilicos de los acidos grasos de Prosthechea karwinskii:
El = estandar interno, 1.EM16:0, 2.EM18:0, 3.EM18:1[9], 4 EM18:2[9,12].
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Figura 17. Cromatograma de esteres metilicos de los écidos grasos de Prosthechea concolor:
El = estédndar interno, 1.EM16:0, 2.EM18:0, 3.EM18:1[9], 4. EM18:2[9,12].
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Figura 18. Cromatograma de esteres metilicos de | os &cidos grasos de Prosthechea citrina:
El = esténdar interno, 1.EM16:0, 2.EM 18:0, 3.EM18:1[9], 4.EM18:2[9,12].
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Figura 19. Cromatograma de esteres metilicos de los acidos grasos de Arpophyllum spicatum:
El = estandar interno, 1.EM16:0, 2. EM18:0, 3.EM18:1[9], 4.EM18:2[9,12].
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Figura 20. Cromatograma de esteres metilicos de los &cidos grasos de Laelia speciosa: El =
estandar interno, 1.EM 16:0, 2.EM18:0, 3.EM18:1[9], 4 EM18:2[9,12].

El perfil de écidos grasos identificado en cada orquidea estudiada fue comparado mediante €l
area normalizada correspondiente a cada pico. La Figura 21 presenta en forma gréfica estos
datos y en ella se puede apreciar que la proporcion de &rea de cada &cido graso varia de una
especie a otra. En el perfil de cada orquidea e &cido palmitico (EM16:0) y el &cido linoleico
(EM18:2[9,12]) se encuentran en mayor proporcion excepto en B. campanulata, ya que en este
perfil se observa mayor proporcion de &cido oleico (EM 18:1[9]) que de acido palmitico
(EM16:0); a su vez, esta especie fue la que present6 la mayor proporcion de &cido oléico (EM
18:1[9]) y P. concolor presentd la mayor proporciéon de los écidos palmitico (EM16:0) y
estedrico (EM18:0). Por otro lado A. spicatum, B. campanulata y P. concolor contienen la
mayor proporcion de acidos grasos totales (determinados con CG-FID) con respecto al resto de

las orquideas estudiadas.

63



45000 +

40000 1 M

35000 | _
©
= 30000 | ™
(0]
S 25000 | [
€ O C16:0
© 20000 |
"; mCl18:0
§ 15000 1 oci8:1
‘S 10000 - mC18:2
(]
S 5000 1
< [ |

0 ‘ ‘

Bletia
campanulata
Bletia
purpurea
Laelia
speciosa
Laelia
autumnalis
Prosthechea
karwinskii
Prosthechea
concolor
Prosthechea
citrina
Arpophyllum
spicatum

Especie de orquidea

Figura 21. Proporciones de &cidos grasos determinados en los seudobulbos de las especies de
orquideas estudiadas.

La identidad de los analitos se confirmé empleando Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (CG-EM) identificando 7 &cidos grasos linedles més que los
identificados previamente por CG-FID. Estos &cidos grasos son C8:0, C9:0, C10:0, C12:0,
C14:0, C15:0 y C17:0 asi como €l é&cido bencenpropanoico. En la Tabla 11 se enlistan los

acidos grasos identificados en cada seudobulbo o cormo analizado.

L os &cidos grasos comunmente encontrados en organi Smos superiores contienen un nimero par
de aomos de carbono (Christie, 1982) sin embargo, en las ocho especies de orquideas
estudiadas se identificaron tres acidos grasos con nimero de carbono impar (EM9:0, EM15:.0y

EM17:0) aunque en proporciones muy peguerias.



Tabla 11. Acidos grasos identificados mediante CG-EM en los seudobulbos de las especies
estudiadas.

Bletia Bletia Laelia Laelia Prosthechea  Prosthechea  Prosthechea  Arpophyllum
Compuesto campanulata _purpurea speciosa autumnalis karwinskii concolor citrina spicatum
EMS8:0 ] . . ] . — — °
EM9:0 (] (] ] ] ° ] ] .
EM10:0 - - ] ] . . . .
EM12:0 ] . . ] ° . . .
EM14:0 ] . . ] . ° . °
EM15:0 ] . . . . ° . °
EM16:0 ] . . ] ° . . °
EM17:0 — . — ] ° . . °
EM18:0 . . . . ] ° ° °
EM18:1[9] ° ° ° ° ° ° ° °
EM18:2[9,12] ° . . ° . . . .
EMBP . . - ] . . ] .

EM = éster metilico del acido graso correspondiente, BP = bencenpropanoico

Por otro lado, Holman y Nichols (1972) determinaron la composicioén de acidos grasos en
seudobulbos de diferentes géneros de orquideas (Phalaenopsis, Cattleya y Cymbidium); en
todos los seudobulbos también encontraron acidos grasos con numero impar de aomos de
carbono (incluyendo a C15:0 y C17:0) mediante CG-EM. La presencia de estos écidos grasos
podria atribuirse a la contaminacion de los seudobulbos con microorganismos ya que se sabe
gue éstos sintetizan &cidos grasos con numero impar de &omos de carbono (Christie, 1982;

O'Leary, 1962).

5.2.2 Determinacion de lipidos simples

El andlisis de lipidos simples se llevd a cabo con dos objetivos, conocer € perfil de estos

compuestos en las orquideas estudiadas y conocer € tipo de lipidos smples que le dieron

origen a los acidos grasos totales identificados previamente. Para lo anterior se empled una
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metodologia ya establecida en el laboratorio (Martinez, 2007). Para la identificacion se
establecieron intervalos de tiempos de retencion relativos de estandares derivatizados de la
misma manera (ac. tridecanoico C13:0, ac. hexadecanoico C16:0, ac. linoleico C18:2[9],
monopalmitin MG16:0, monolinolein MG18:2[9], dipalmitin DG16:0, diestearin DG18:0,

tripalmitin TG16:0, triestearin TG18:0y B-sitosterol), la Tabla 12 muestra sus valores.

Se formaron los trimetilsilil derivados de &cidos grasos libres, glicéridos y esteroles de los
extractos lipidicos de B. campanulata, B. purpurea, L. autumnalisy P. karwinskii (obtenidos
en e inciso 4.8.1 de la seccion 4). La Tabla 13 muestra € &area del conjunto de picos
correspondientes a écidos grasos libres, monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos y B-
sitosterol, con la diferencia porcentual obtenida en dos ensayos realizados. En el perfil de B.
purplirea, B. campanulata y L. autumanlis se observa una diferencia porcentual menor o
cercana a 10%, el perfil de P. karwinskii mostro los coeficientes de variacion més altos, pero

todos fueron aceptables para la determinacion cualitativa de estos compuestos.

Tabla12. Intervalos detrr para estéandares de
acidos grasos libres, esterolesy acilgliceroles.

Compuesto Intervalosdetrr
AG libres 1.000-1.262
MG 1.459-1.532
B-sitosterol 1.822

DG 2.184-2.361
TG 2.849-3.119

AG=écidos grasos, MG=monoglicéridos, DG=diglicéridos, TG=triglicéridos.
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Tabla 13. Unidades de area del conjunto de picos correspondiente a &cidos grasos libres,
glicéridos y B-sitosterol, encontrados en las muestras.

Orquidea L ipidos simples Al A2 % diferencia
ac. grasos libres 276582 239865 133
monoglicéridos 235038 203665 13.3
Bletia campanulata digliceridos 62619 58029 7.3
trigilceridos 31567 28740 9.0
-sitosterol 7359 7171 2.6
ac. grasos libres 454600 411983 94
monoglicéridos 13292 11968 10.0
Bletia purpurea digliceridos 17644 20303 131
trigilceridos 6859 6150 10.3
[-sitosterol 3413 3100 9.2
ac. grasos libres 175566 195341 10.1
monoglicéridos 25190 24546 2.6
Laelia autumnalis digliceridos 20063 19627 22
trigilceridos 8393 7807 7.0
B-sitosterol 4549 5004 9.1
ac. grasos libres 88329 94648 6.7
monoglicéridos 2691 3155 14.7
Prosthechea karwinskii ~ digliceridos 5129 4459 131
trigilceridos 1961 1660 15.3
[-sitosterol 1164 1459 20.2

A1, A2 = &reanormaizada promedio (n=2) correspondientes a dos diferentes ensayos.

Al igua que los perfiles de carbohidratos, y écidos grasos totales estudiados anteriormente, 10s
seudobulbos y cormos analizados mostraron distintas proporciones de lipidos ssmples, la Tabla

14 muestra los compuestos identificados en cada especie.

Tabla 14. Lipidos simples presentes en |as orquideas analizadas.

Orquidea AG libres MG DG TG B-sitoster ol
Bletia campanulata ) ° ° o °
Bletia purpurea ° ) ° — °
Laelia atumnalis ) ° ° - °
Prosthechea karwinskii ° ° ° o °

AG=é&cidos grasos, MG=monoglicéridos, DG=diglicéridos, TG=triglicéridos.
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Para observar las proporciones de lipidos simples identificados en cada seudobulbo o cormo, se
presentan los cromatogramas obtenidos en las Figuras 22 a 25. Las cuatro orquideas presentan
mayor proporcion de acidos graso libres que de mono y diglicéridos. La especie B.
campanulata y L. autumanlis presentaron mayor proporcion de monoglicéridos que de
diglicéridos;, en cambio B. purpurea y P. karwinskii presentaron mayor proporcion de
diglicéridos que de monoglicéridos. En cuanto a los triglicéridos en todas las muestras se
observaron proporciones muy pequefias, B. campanulata (Figura 22) presenta la mayor
cantidad seguida por B. purpurea (Figura 23) sin embargo, P. karwinskii (Figura 24) y L.

autumnalis (Figura 25) préacticamente carecen de ellos.

En las cuatro especies se observo la presencia de B-sitosterol la cual es pequefia con respecto a
los &cidos grasos libres y gliceroles, los picos no identificados alrededor del mismo, podrian
tratarse de otros esteroles como sigmasterol y campesterol, los cuales forman parte de las
membranas vegetales (Davies, et al., 1969) y que ademas ya han sido identificados en otras

especies de orquideas (Arditii et al., 1984).
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Figura 22. Cromatograma de trimetilsilil derivados de lipidos simples de Bletia campanul ata:
AG = &cidos grasos libres, MG = monoglicéridos, DG = diglicéridos, TG =triglicéridos.
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Figura 23. Cromatograma de trimetilsilil derivados de lipidos simples de Prosthechea
karwinskii: AG = acidos grasos libres, MG = monoglicéridos, DG = diglicéridos, TG
=triglicéridos.
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Figura 24. Cromatograma de trimetilsilil derivados de lipidos simples de Bletia purpurea: AG
= &cidos grasos libres, MG = monoglicéridos, DG = diglicéridos, TG =triglicéridos.
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Figura 25. Cromatograma de trimetilsilil derivados de lipidos simples de Laelia autumnalis:
AG = é&cidos grasos libres, MG = monoglicéridos, DG = diglicéridos, TG =triglicéridos.
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5.3 Analisisde Componentes Principales para acidos gr asos

Con d fin de discernir si existian similitudes entre los perfiles de acidos grasos totales de las
orquideas estudiadas se empled e Andisis de Componentes Principales (PCA, Principal

Component Analisis).

Se utilizé el programa Statgraphics Centurion XV para aplicar el PCA alas 8 orquideas y los
12 &cidos grasos identificados en cada una de €llas (con el promedio de las éreas obtenidas en
dos ensayos). Después de ingresar y procesar los datos en el programa se obtuvieron los

diagramas de componentes principales en dosy tres dimensiones.

En la Figura 26 se expone el diagrama de los dos primeros componentes principales.
Analizando solo el primer componente principal, €l cua de acuerdo al programa explica €l
60.849% de la variacion, se observa que las diferentes especies se separan en tres grupos, €l
primero formado por B. purpurea (B), L. speciosa (C), L. autumnalis (D) y P. concolor (F), €
segundo por B. campanulata (A), P. citrina (G) y A. spicatum (H), y el tercer grupo por P.
karwinskii (E) los cuales se indican con un marco rojo en dicha figura. Con la influencia del
segundo componente, el cual expresa una variacion del 22.831%, los elementos se concentran
en cuatro grupos marcados con évaos de color negro en la Figura 26, e primero formado
nuevamente por B. purpurea (B), L. speciosa (C), L. autumnalis (D) y P. concolor (F), €
segundo por B. campanulata (A), y P. citrina (G) ya que A. spicatum (H), que también se
agrupaba junto con ellos en e primer componente, ahora se separa conformando un tercer

grupo, y un cuarto grupo constituido solo por P. karwinskii (E).
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Figura 26. Diagrama de los dos primeros componentes principales para €l andlisis de &cidos
grasos en seudobulbos de orquideas.

En laFigura 27 se exhibe el diagrama que representa el efecto resultante de adicionar un tercer
componente principal a los datos tratados en la Figura 26. Este Ultimo componente solo
manifiesta el 12.962% de la variacion total, es decir, los dos primeros componentes explican
précticamente toda la variacion que existe en los datos. De este modo observamos que los
grupos formados con los dos primeros componentes se mantienen igual a considerar a tercer
componente principal, 1o que demuestra que este Ultimo componente principal ya no explica
una variacion considerable en los datos. A pesar de que la perspectiva presentada en el
diagrama de la Figura 27 no permite apreciar la separacion de P. karwinskii y A. spicatum
como dos grupos separados, las coordenadas proporcionadas por € programa (E= 4.44, -1.46,

1.76, H=1.78, 3.47, -0.15) demuestran su separacion.
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Figura 27. Diagrama de los primeros tres componentes principales en el andlisis de &cidos
grasos en seudobul bos de orquideas.

Como ya se mostré B. campanulata (Figura 5), L. autumnalis (Figura 6), B. purpurea (Figura
7), y P. karwinskii (Figura 8) tienen un perfil semejante de carbohidratos sin embargo, no
coinciden en su perfil de acidos grasos (Figuras 13, 15, 14, y 16 respectivamente). La
proporcion de acidos grasos totales en |os cormos o seudobulbos de |as orquideas estudiadas es
menor con respecto a los carbohidratos, pero no presentan una tendencia especifica relacionada
a éstos. Por lo anterior e perfil de &cidos grasos no permitié diferenciar o clasificar a las

orquideas que producen tzauhtli.

La proporcion de carbohidratos y acidos grasos totales identificados en los seudobulbos y
COrmos no coincide entre especies que pertenecen a mismo género como Bletia campanulata y
Bletia purpurea, o Prosthechea karwinskii, Prosthechea concolor y Prosthechea citrina, las

cuales no se agruparon en el PCA como se hubiera esperado. Para relacionar la composicion
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guimica de estas plantas con su clasificacion taxondmica, es necesario realizar €l estudio con
diferentes individuos de la misma especie; y por otra parte deben considerarse también factores

como el estado fenolégico de las plantas y la edad exacta del seudobulbo o cormo.
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6. CONCLUSIONES

I. Se obtuvo por primera vez €l perfil de carbohidratos que constituyen e mucilago de
seudobulbos 0 cormos de las orquideas Bletia purpurea, Ladlia autumanlis, La€elia
speciosa, Prosthechea citrina, Prosthechea karwinskii, Prosthechea concolor,
Arpophyllum spicatum y se confirm6 el de Bletia campanulata. Asi como también el perfil
de &cidos grasos totales de las mismas especies y € perfil de lipidos simples de Bletia

campanulata, Bletia purpurea, Laelia autumanlisy Prosthechea karwinskii.

I1. El perfil de carbohidratos obtenido de las especies B. campanulata, B. purpurea, P.
karwinskii y L. autumnalis, es semgante y coincide con e perfil de B. campanulata
reportado previamente (Pefia et al., 1995), pero diferente del resto de las especies
estudiadas. De |o anterior se infiere que no existe un solo perfil para el mucilago empleado
en e Arte Plumaria (tzauhtli), pero también se podria considerar que solo cuatro de las

ocho especies de orquideas estudiadas pueden clasificarse como productoras de tzauhtli.

[11. Los écidos grasos totales encontrados en los seudobulbos y cormos estudiados son:
octanoico (C8:0), nonanocico (C9:0), decanoico (C10:0), dodecanoico (C12:0),
tetradecanoico (C14:0), pentadecanoico (C15:0), hexadecanoico (C16:0), heptadecanoico
(C17:0), octadecanoico (C18:0), cis-9-octacenoico (C18:1), cis,cis-9,12-octadecenoico
(C18:2) y e bencenpropanoico (BP), siendo los de mayor proporcion el palmitico (C16:0),

estearico (C18:0), oleico (C18:1) y linoléico (C18:2).
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IV. En genera los &cidos grasos totales identificados en los seudobulbos y cormos de las

orquideas estudiadas se encontraban en estado libre.
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7. Apéndicel

Glosario de tér minos botanicos

Cotileddn. Hojas primordiaes que constituyen a la semillay se encuentran en €l embrion
(Strasburger, 1994).

Entrenudo. Zona del ge que se encuentra entre los nudos (Strasburger, 1994).

Fenologia. Estudialarelacion entre los factores climéticos y los ciclos de |os seres vivos.
Filogenia. Historia evolutiva de los organismos, basada en cambios del material genético,
ontogenia y apariencia fisica de los individuos capaces de reproducirse cambiando
paul atinamente (Strasburger, 1994).

Ginostemio. Estructura con forma de columna constituida por el estambre (o los dos
estambres fértiles que contiene la flor) unido parcialmente con e pistilo y los estigmas. Se
encuentraen el centro delaflor (Strasburger, 1994).

I nflorescencia. Distinta posibilidad de ramificacion (Strasburger, 1994).

Micorriza. Define la simbiosis entre un hongo (mycos) y las raices (rhizos) de una planta.
Como en otras relaciones simbidticas, ambos participantes obtienen beneficios. En este
caso la planta recibe del hongo principamente nutrientes minerales y agua, y € hongo
obtiene de la planta hidratos de carbono y vitaminas que no puede sintetizar. En la
Naturaleza esta simbiosis se produce espontaneamente. Es posible que un mismo hongo
forme la micorriza con més de una planta a la vez, estableciéndose de este modo una
conexion entre plantas distintas; esto facilita la existencia de plantas parésitas que extraen

todo lo que necesitan del hongo micobionte y las otras plantas con las que éste también
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establece simbiosis. Asi mismo, varios hongos (en ocasiones de especies diferentes) pueden
micorrizar una mismaplanta a mismo tiempo (Strasburger, 1994).

M onocotileddneas. Nombre cientifico Liliopsida. Dentro de las angiospermas (plantas con
flores), son las plantas cuyo embrion solamente presentan un cotiledon (Strasburger, 1994).
Nudo. Puntos de insercion que estdn engrosados en los tallos de muchas plantas
(Strasburger, 1994).

Ontogenia. Parte de la Biologia del desarrollo llamada también morfogénesis u
ontogénesis. Describe el desarrollo de un organismo desde el 6vulo fertilizado hasta su
forma adulta (Strasburger, 1994).

Paniculas. Inflorescencia compuesta de racimos en la que los mismos van decreciendo de
tamafio hacia el apice (Strasburger, 1994).

Papiracea. De textura semejante al papel (Strasburger, 1994).

Pétalo. Hoja que forma parte de la corola de una flor (hojas florales). Generalmente los
pétal os son llamativos y coloreados, y rodean las partes reproductivas (Strasburger, 1994).
Planta per enne. Planta que solo florece después de un periodo frio (Strasburger, 1994).
Planta epifita. Tipo de planta que crece sobre otro vegetal usandolo solamente como
soporte, pero que no lo parasita. Estas plantas son Ilamadas en ocasiones "planta aéreas’, ya
que no enraizan sobre el suelo. Las epifitas utilizan lafotosintesis para proveerse de energia
y (las que no son acuéticas) obtienen humedad del aire o de la lluvia que se deposita sobre
la superficie de su anfitrion (Strasburger, 1994).

Planta litofita. Tipo de plantas que crecen sobre rocas. Las litéfitas se aimentan de
musgos de la piedra, los nutrientes disueltos en el agua de lluvia, desechos que haya en la

roca, e incluso de sus propios tejidos muertos (Strasburger, 1994).
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Plantaterrestre. Tipo de plantas que se desarrollaron sobre latierra (Strasburger, 1994).

Polinio. Estructuraformada por la masatotal de polen de cada saco polinico.

Primordio. Estado rudimentario en que se encuentra un érgano en formacion (Strasburger,
1994).

Racemosa. Inflorescencia en la que su ge crece indefinidamente, mientras a los costados
se producen yemas florales que se abren a medida que éste se desarrolla (Strasburger,
1994).

Rizodermis. Epidermis de la raiz constituida por una sola capa de células (Strasburger,
1994).

Rizoma. tallo subterrdneo con varias yemas que crece de forma horizontal emitiendo
raices y brotes herbaceos de sus nudos. Los rizomas crecen indefinidamente, con el curso
de los afios mueren las partes més vigjas pero cada afio producen nuevos brotes, cubriendo
de ese modo grandes areas de terreno (Strasburger, 1994).

Sépalo. piezafloral que forma el cdliz de flor de una planta angiosperma. Los sépalos son
los que envuelven a las otras piezas florales en las primeras fases de desarrollo, cuando la
flor es sdlo un capullo. Existe variedad considerable en la forma de los sépalos entre
diferentes especies. A menudo los sépalos son muy reducidos, apareciendo como crestas
(Strasburger, 1994).

Simbiosis. Es un tipo de interaccion bioldgica entre dos 0 mas organismos de distintas
especies, en la que todos son beneficiados (Strasburger, 1994).

Simbiontes. Organismos involucrados en una simbiosis (Strasburger, 1994).

Suculencia. Caracteristica de ciertos érganos de algunas plantas, en la cual se engrosan

para permitir el almacenagje de agua en grandes volUmenes. Esta adaptacion les permite
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mantener reservas de liquido durante periodos prolongados, y sobrevivir asi en entornos

aridos y secos que son inhabitables para otras plantas (Strasburger, 1994).

Velamen. Rizodermis especializada que consta de células muertas. El velamen constituye
una vaina esponjosa y blangquecina que rodea por completo alaraiz. Si €l tiempo es seco,
sus células estén llenas de aire; pero cuando llueve se llenan de agua. Segun agunos
autores el velamen es un tejido que absorbe agua, segin otros nunca se ha observado el
paso de agua del velamen al cértex de la raiz. Su funcién principa parece ser la de
proteccion mecanica, ademas de impedir |a excesiva pérdida de agua de laraiz en periodos

de deficiencia hidrica (Strasburger, 1994).

Vernacién. También llamado como prefolacion. Es la disposicion de los primordios
foliares dentro de la yema antes de producirse la apertura de lamismay el desarrollo foliar
completo. Se distinguen los siguientes tipos de vernacion: circinada, conduplicada,
convolutiva, corrugada, involuta, plana, plegada, reclinada, revoluta, supervoluta, etc.

(Strasburger, 1994).

Vernaciéon plegada. El primordio se pliega a lo largo de todos los nervios principales,

como un abanico cerrado (Strasburger, 1994).

Vernacion convolutiva. El primordio se enrolla longitudinalmente como un tubo, uno de

sus bordes solapa al otro (Strasburger, 1994).
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8. Apéndcell

Caracteristicas generales de las or quideas estudiadas en €l presente trabajo.

Formade
Especie vida Seudobulbo o cormo Hoja I nflor escencias Flor
Arpophyllum Epifita Carece de seudobulboso  Una hoja apical Solo surge una De color magenta
spicatum comos. Presenta vastagos por tallo; inflorescenciaapical  Sépalos ovalados a elipticos; pétalos elipticos.
(Cribb, 2005) con 3-6 internodos alargada, carnosa  en €l seudobulbo.
furtemente coprimidos, v rigida; Racemosa.
encubiertospor vainas  dorsalmente
fibrosas. caida.
Bletia Terrestre  Cormos €lipsoides, De2 a3 hgjas; Surgen del cormo. De color rosa a parpura. Con forma de campana,
campanulata aplanados aglobulares  largasy Racemosas. cerradapor los sépalos. Sépalos con forma eliptica; pétalos
(McVaugh, 1983) en posicion horizontal.  angostas, con eliptico-ovoides. Labelo trilobado: €l |6bulo medio con
formaeliptica. forma oblonga, de color plrpura con venas oscuras; |6bulos
lateral es erectos, cubriendo la columna.
Bletia Terrestre  Cormo con forma Largasy Surge del cormo. De color rosa-pUrpura, rosa o blanca. Crece en posicion
purpurea ovoide. angostas, con Simpleso erecta. Sépalos dorsales elipticos, sépalos |aterales
(McVaugh, 1983) formaéeliptica pani culadas. extendidos; pétalos formando una capucha sobre el labelo.
Labelo trilobado: 16bulos lateraes oscuros, [6bulo
medio muy inclinado hacialaflor.
Laelia Epifitao Seudobulbos Usualmente 2 Se originan del Sépalo dorsal lanceolado o eliptico angosto; sépal os
autumnalis litéfita elipsoides o hojas por seudobulbo maduro.  laterales oblicuos o lanceolados de color oscuro;
(Halbinger, conico-ovoides seudobul bo; Racemosa. pétal os extendidos con forma lanceolada a eliptica, de color
1997) a subglobosos; angostas lila.a magenta oscuro; labelo trilobado: 16bulos laterales
cubiertos con envolturas  €elipticas, largasy blancos con rayas magenta, |6bulo medio de color lilidceo a
papiréceas. carnosas. magenta.
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Caracteristicas generales de las orquideas estudiadas en €l presentetrabajo.

Formade
Especie vida Seudobulbo o cormo Hoja I nflor escencias Flor
Laelia Epifitao Seudobulbos Dela?2por Se originan del Sépalos extendidos lanceolados y pétal os extendidos con
speciosa litdfita. globularesu seudobulbo; con  seudobulbo en formaeliptica arombica, ambos en el mismo plano y de color
(Habinger, ovoides ligeramente forma desarrallo. rosaaliléceo-plrpura; sépalo dorsal erecto; sépalos laterales
1997) comprimidos; lanceolada- Racemosa. oblicuos; labelo blanco con margenes coloridos, con 3
superficie rugosacuando eliptica, lobulos, e 16bulo medio de forma ovoide con manchas o
son vigjosy envueltos ligeramente lineas magenta; los 16bulos | ateral es erectos con forma
por unavainarayada carnosas. ovoide u blonga
cuando son jovenes.
Prosthechea Epifitao Seudobulbos De2 a4 por Surge del Flores pendientes, de color amarillo palido aamarillo
citrina litéfita ovoides, cubiertos seudobul bo; seudobul bo. canario o naranja. Laflor no abre completamente (tépal os
(McVaugh, 1983) con envolturas angostas, Racemosa. erectos); labelo profundamente concavo; I6bulos laterales se
papiraceasy elipticasy sobreponen uno con otro ocultando la columna. La columna
agrupados en racimos. afiladas. es 3 veces mas larga que ancha (Comunicacion personal del Dr.
Gerardo A. Salazar Chavez).
Prosthechea Epifitao Seudobulbos De 2 a4 por Surge del Flores pendientes, de color amarillo pdlido aamarillo
karwinskii litéfita ovoides, seudobulbo; seudobulbo. canario o naranja; Laflor abre ampliamente; labelo plano;
(McVaugh, 1983) cubiertos con envolturas  angostas, Racemosa. [6bulos laterales no se sobreponen. La columna es 2 veces més
papiréceasy elipticasy larga que ancha (Comunicacion personal del Dr. Gerardo A.
agrupados en racimos. afiladas. Salazar Chévez).
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9. Apéndicelll

Distribucion geogr éfica y habitat en que crecen las especies de or quideas estudiadas en €l presente trabajo.

Especie

Distribucion en M éxico
(Soto, 1988)

Habitat

Arpophyllum spicatum

Bletia campanulata

Bletia purpurea

Laelia autumnalis

Laelia speciosa

Prosthechea citrina

Prosthechea karwinskii

Prosthechea concolor

Edo. de Méx., Mich., Gro. y Oax.

Sin., Son., Dgo., Nay., Ags., Gto.,
Jal., Mich., Edo. de Mex., Gro., Oax.,
Ver.,y Chis.

Jal., Mich., Edo. de Méx., Mor., Gro., Oax.,
Tam., S. L. P, Ver., Pue, Tab., Chis, Yuc.,
Q. Roo.

Nay., Cal., Ja., Mich., Edo. de Méx.,
Mor., D.F., Hgo y Gro.

Dgo., Zac., Ags., Ja., Gto., Mich., Qro., Hgo.,
S.L.P.y Tam.

Jal., Mich., Gro. y Oax.

Mich., Gro. y Oax.

Jal., Mich., Edo. de Méx., Mor., Gro.,
Oax. y Pue.

M ontafias boscosas con clima hiimedo o mojado. (Crib,
2005)

Laderas rocosas y herbosas de bosques de encinos.
(McVaugh, 1983)

Lugares herbosos y himedos entre lasrocas y pencas de
bosques secos y hiimedos.
(McVaugh, 1983)

Bosque seco o siempre verde de encino y pino-encino.
(Habinger, 1997)

Bosqgues secos de encino.
(Halbinger, 1997)

Bosques secos de encino y pino-encino.
(McVaugh, 1983)

Bosques secos de encino y pino-encino.
L ugares secos abiertos 0 mas cominmente en lugares

himedos de bosgues de encino y pino-encino (McVaugh,
1983).
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