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Emision diaria y nocturna de volatiles en Antirrhinum majus
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Resumen. Antirrhinum majus es una especie que sirve como modelo en estudios sobre emision de aromas en flor
y ritmos circadianos. Este trabajo refleja la emision diferenciada de aromas entre el dia y la noche en esta
especie. Asi, la media de emision de volatiles es mayor durante el dia que durante las horas de oscuridad en un
fotoperiodo de 12-12h de luz-oscuridad. También se ha identificado la emision exclusiva de voldtiles
secundarios durante las horas de luz: linalol, éster etilico del dcido benzoico, gardenol y decanal. Estos
resultados han de tenerse en cuenta de cara a posibles muestreos y son relevantes para el estudio de las
relaciones insecto-planta mediante voldtiles, debido al posible efecto de atraccion o repulsion que estos
compuestos pueden tener.

Palabras clave. Ritmos circadianos, voldtiles; cromatografia.

Abstract. Antirrhinum majus is a model species that is used for studies about floral scent and circadian rhythms.
This study reflects the differentiated emission of volatiles between day and night in this species. Thus the average
emission of volatiles is higher during the day than during dark hours, with a photoperiod of 12-12h light-dark.
We also have identified the exclusive emission of secondary volatiles during light hours: linalool, benzoic acid -
ethyl ester, gardenol and decanal. These results should be taken into account for samplings and for the study of
insect-plant interactions, due to the feasible attracting or repelling effect caused by these compounds.
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que han caracterizado el desarrollo y la coloracion de
estas flores (Delgado-Benarroch et al. 2009; Whitney
et al. 2013). También ha servido como modelo en el
estudio de la emision de volatiles florales
(Manchado-Rojo et al. 2014).

1. Introduccion

Se han identificado mas de 1700 compuestos
volatiles emitidos en unas 1000 especies con flor
(Knudsen et al. 2006). Los perfiles de volatiles
suelen ser complejos estando formados por mezclas
de compuestos que dan lugar a un perfil aromatico o
bouquet floral. Esta complejidad en el aroma floral
es el resultado de una co-evolucion entre plantas-
mutualistas-antagonistas. Resulta facil de
comprender que la emision exclusiva de atrayentes
para polinizadores las haria mas facil de localizar
por insectos perjudiciales para las plantas ). Es por
ello que se requiere de un cierto nivel de
complejidad que establezca un equilibrio entre la
atraccion y repulsion de animales. (Kessler et al.
2013).

Diversos estudios en flores han demostrado que la
emision de aromas ocurre de manera diferenciada a lo
largo del dia y la noche. Este hecho tiene una relacion
directa con la actividad circadiana de los principales
polinizadores de una especie. El caso opuesto es el
caso de Petunia exserta, una especie que es
polinizada por colibries y que en la co-evolucion
entre especies ha perdido su capacidad de emitir
aromas. Esto ocurre debido a unas mutaciones en dos
loci que resultan en la no emision de aromas (Klahre
etal. 2011).

Debido a la importancia que tienen las plantas para la

La emision de compuestos volatiles aparte de
contribuir, junto con la forma y el color, a la
comunicacion entre plantas en insectos, también es
conocida por su funcion en la comunicacidén entre
plantas (Avdiushko et al. 1995).

La especie Antirrhinum majus ha servido como
modelo en estudios de biologia durante mas de un
siglo. Este género es originario de la cuenca
mediterranea y tiene flores de una forma
caracteristica, conocidas comtiinmente como bocas de
dragon, conejitos, etc. Existen numerosos estudios

actividad humana ya que desde la alimentacidn, el
cambio climatico o la produccidon de energia, nuestra
actividad esta ligada a ellas. Asi como la importancia
que tienen los compuestos volatiles en los
ecosistemas terrestres: bosques, praderas, cultivos,
etc. Se presenta relevante el estudio de estos
compuestos que comunican reinos de organismos.
Para ello, el uso de organismos modelo como A.
majus facilita la investigacion de atributos tan
relevantes como es la emision de compuestos
aromaticos. El objetivo de este estudio ha sido el de
comparar la emision de volatiles diaria y nocturna en
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A. majus, asi como caracterizar los principales
compuestos emitidos a lo largo del dia y de la noche.

2. Materiales y Métodos

El experimento ha consistido en el andlisis de la
variacion de la emision de compuestos volatiles
durante el dia y la noche en 4. majus. Ademas se ha
realizado una caracterizacién de los compuestos
emitidos a lo largo del dia y la noche y de los que
han resultado ser emitidos exclusivamente durante el
dia.

2.1. Material vegetal

Se han utilizado flores de A. majus, de la linea
consanguinea 165E. Se marcaron las flores el dia 0
antes de la antesis y se tomaron las muestras el dia
5° después de la apertura total de la flor, ya que es el
momento de maxima emision de aromas en esta
especie (Weiss et al. resultados no publicados). Se
han analizado volatiles de 3 flores independientes en
un periodo de 12h de luz, 12h de oscuridad y 24h.
Las plantas se encontraban antes del muestreo en un
invernadero, con unas condiciones de luz y
temperatura similares a las que tuvieron durante la
acumulacion de aromas.

2.2 Cromatografia

Se introdujeron las flores completas en un vaso de
precipitado con 4ml de una disolucién de agua con
glucosa al 5% y un portaobjetos que servia de apoyo
para la flor. Sobre el filo del vaso de precipitado, se
coloco un clip adherido a un Twister' ™ que es una
barra magnética cubierta de polidimetilsiloxane
(PDMS) que permite la acumulaciéon de compuestos
volatiles en el espacio de cabeza (volumen en el que
se encuentra el Twister' ™). Estos vasos se
encontraban en desecadores de 11 en el interior de
una céamara de crecimiento (modelo Sanyo
MLR350) (Fig. 1). El fotoperiodo de las camaras era
de 12 horas de oscuridad y de luz. La temperatura se
mantuvo a 23°C durante las horas de luz y los 18°C
en las horas de oscuridad.

El analisis de los compuestos volatiles acumulados en
los Twister™ se realizé en un cromatografo de gases
acoplado a un espectrometro de masas, tal y como se
describe en (Manchado-Rojo et al. 2012). Los
compuestos  detectados se identificaron  por
comparacion con la base de datos NISTI11. Las
cantidades representadas en la Fig. 2 estan calculadas
en porcentajes de emision. Para ello, se han
seleccionado los compuestos comunes en las tres
réplicas para cada muestreo (12h luz, 12h oscuridad y
24h) y con ello se ha establecido un listado con el
perfil aromatico de las muestras. Sobre este listado se
ha calculado el total de emisioén de aromas en 24h y el
porcentaje de la emision durante el dia y la noche.

Fig. 1. Condiciones de realizacion del muestreo de
volatiles.

3. Resultados y Discusion

El tiempo de muestreo utilizando Twisters' " determina
el nimero de compuestos acumulados por los mismos.
El hecho de que los Twister ™ estuviesen acumulando
los volatiles emitidos por las muestras durante 12 o
24h, ha permitido identificar un mayor numero de
compuestos en el muestreo durante 24h, dando lugar a
ciertas diferencias en el calculo del porcentaje de
emision durante el dia y durante la noche.

La maxima emision de aromas ocurre durante las horas
de luz y se corresponde con aproximadamente el 50%
de la emision total diaria. Por el contrario, la emision
nocturna supone de media menos del 30% (Fig. 2).
Estas diferencias no llegan a ser estadisticamente
significativas debido al alto valor de los errores
estindar de las muestras, una mejora para futuros
trabajos radica en el aumento del numero de
repeticiones para el andlisis de volatiles ya que es un
fenotipo altamente dependiente del entorno. En
cambio, cuando no se analiza el conjunto de los
volatiles emitidos y se observan los resultados de
volatiles concretos, puede darse el caso de que si se
encuentren diferencias estadisticamente significativas
(Ruiz-Hernandez et al. resultados no publicados). Estas
diferencias entre las emisiones diarias y nocturnas de
compuestos concretos como el metil benzoato han sido
encontradas por otros autores como (Kolosova et al.
2001).
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Fig. 2. Porcentaje de emision durante 12h de luz y 12h de
oscuridad con un fotoperiodo de 12-12h en 4. majus. Porcentaje
calculado en base a la emision absoluta en 24h (mediatET; t-
Student p>0,05 las letras iguales no indican diferencias
significativas).

Por otro lado los compuestos identificados como
emitidos a lo largo del dia/noche o exclusivamente
durante el dia, se encuentran en la Tabla 1. Todos estos
compuestos se encuentran también en distintos géneros
de plantas. Los volatiles que representan un porcentaje
mayor son ocimeno, acetofenona, metil benzoato, f-
mirceno y nonanal. El resto de compuestos son
secundarios en cuanto a cantidad de emision. Estos
compuestos pertenecen a diferentes rutas metabolicas.
Por ejemplo dentro de los fenilpropanoides estan el
metil benzoato, la acetofenona, el 2-acetilfenol y el
ester etilico del acido benzoico. Otros compuestos son
terpenos, tales como el ocimeno y el P-mirceno.
Algunos de ellos son conocidos por su emision durante
el dia y la noche, tales como el metil benzoato
(Kolosova et al. 2001), ocimeno, acetofenona, linalol y
B-mirceno (Ruiz-Ramon et al. 2014). Otros en cambio,
no se encuentran en la bibliografia consultada como
compuestos emitidos exclusivamente durante las horas
de luz: gardenol, decanal, o el éster etilico del acido
benzoico. Tampoco se encuentra descrito en la
bibliografia la emision circadiana o constitutiva del
éster metilico del acido butanoico, 2-metil-.

Entre los compuestos recopilados en la Tabla 1, existen
algunos que han sido y son objeto de amplios estudios.
Tales como el metil benzoato (Kolosova et al. 2001;
Horiuchi et al. 2007), ocimeno (Dudareva et al. 2003;
Byers et al. 2014), acetofenona (Wright et al. 2005), -
myrceno (Dudareva et al. 2003). En cambio otros como
el éster metilico del acido butanoico, 2-metil-, el 2-
acetylfenol, nonanal, gardenol, decanal, o el éster
etilico del acido benzoico han sido menos estudiados.
Aunque se ha estudiado el efecto repelente del 2-
acetylfenol en pajaros (Nolte et al. 1993) y la actividad
circadiana de los mosquitos en relacion con la emision
de nonanal (Rund et al. 2013).

Diversos estudios han indicado que la co-evolucion
entre plantas y polinizadores ha derivado en patrones
de actividad acompasados. Por ejemplo, P. hybrida es
polinizada por polillas y su emision de aromas es

mayor por la noche, cuando estos insectos tienen su
mayor actividad (Kessler et al. 2013). En cambio, A.
majus es polinizada por abejas y su emision es mayor
durante el dia, como se ha podido observar en este
estudio.

Tabla 1. Compuestos principales emitidos durante el dia y la
noche, o exclusivamente durante el dia en 4. majus (165E).
Porcentaje que represerntan estos volatiles en 12h de luz o 12h de
oscuridad respecto a la emision total en 24h.

o/ s
Compuesto N° CAS % éi;:a * % noche + SE
Ester metilico
del dcido 868-57-5 014001 ¢ 1440,02
butanoico, 2-
metil-
B-Mirceno 123-35-3 4,39 +0,49 0,89 +0,29
Ocimeno Isémeros 23,10+£277 4,73+£2722
Acetofenona 98-86-2 10,27 +1,02 2,18+ 1,14
Metil 93583 7,11 £1,66  329+0,56
benzoato
Nonanal 124-19-6 0,09 + 0,00 9,26 +2,84
2-Acetylfenol 118-93-4 0,3+0,02 0,10 + 0,00
Linalol 78-70-6 0,49 + 0,05 -
Ester etilico
del acido 93-89-0 0,25+0,11 -
benzoico
Gardenol 93-92-5 0,05+ 0,02 -
Decanal 112-31-2 0,06 +£0,01 -

3. Conclusiones

Algunos de los compuestos caracterizados en este
trabajo aportan un nuevo conocimiento de la emision
de volatiles diaria y nocturna en Antirrhinum majus.
La mayor emision de volatiles durante el dia y la
diferenciacion de la emision de algunos compuestos
en funcion del fotoperiodo son aspectos a tener en
cuenta de cara a futuros estudios.
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