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RESUMEN

Las plantas hemiparasitas, aunque contienen clorofila y por lo tanto realizan
fotosintesis, reciben agua, nuirientes, minerales y metabolitos secundarios desde [a
planta hospedera. En consecuencia son de vital importancia para las plantas
hemiparasitas las interacciones que establecen con su planta hospedera.

El interés del presente seminario de titulo es determinar los efectos del
hospedero Schinus montanus, Fabiana imbricata y Berberis montana sobre las
caracteristicas colorimétricas (brillo, croma y tono), morfoldgicas (longitud y diametro) y
guimicas (composicidn de azlcares solubles en la pulpa) de los frutos del hemiparasito
Tristerix verticillatus que crece sobre cada uno de ellos (Tv/Sm, Tv/Fi y Tv/Bm) en el
Santuario de la Naturaleza Yerba Loca (SNYL).

Se colectaron frutos de T. veriicillalus en distintos estados de desarrollo de
cada sistema hemiparasito-hospedero (SHH) en el SNYL. Posteriormente se cuantificé
el color de los frutos cinco estados de desarrollo predefinidos, usando un
espectrofotdmetro que registra el porcentaje de luz policromatica reflejada en la
superficie del fruto a distintas longitudes de onda en el rango de 300-700 nm, a partir
del cual derivamos las tres variables de color (brillo, croma y tono). Se midié la longitud
y diametro de los frutos y se analizaron cualitativa y cuantitativamente los azlcares
solubles presentes en [a pulpa de los frutos en los cinco estados a través de
cromatografia liquida de alta presién (HPLC) y cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS).

Tras analizar los datos de colorimetria y morfometria obtenidos a traves de
ANOVA de dos vias, componentes principales y analisis de discriminantes, se

determino que no es posible referirnos a los tres SHH como grupos distintos, es decir,
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que la planta hospedera no afectaria el fenotipo de los fruios de T. verticillafus. El
hospedero tampoco determina la composicién ni la concentracion de aztcares solubles
presentes en la pulpa de los frutos de acuerdo a su estado de desarrollo.

En conclusidn, las variables medidas en este trabajo no se verian afectadas por

el hospedero que T.verticillatus parasita en ef SNYL.
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ABSTRACT

Hemiparasitic plants, although they contain chlorophyli and perform
photosyntesis, receive water, nutrients, minerals and secondary metabolites from the
host plant. Consequently, the interactions they establish with their host plant are of vital
importance to the hemiparasitic plant.

The focus of this seminar is to determine the effects of the host on the
colorimetric (brightness, chroma and hue), morphological (length and diameter) and
chemical (composition of soluble sugar in the pulp) characteristics of the fruits of the
hemiparasite Tristerix verticillatus growing on each of them (Tv/Sm, Tv/Fi and Tv/Bm) in
the Yerba Loca Natural Sanctuary (SNYL).

Fruits of 7. verticillatus at different stages of development from each
hemiparasitic-host system (SHH) were collected in the SNYL. Subsequently, the color
of the fruits in five stages of development was guantified using a spectrophotometer
which records the percentage of the reflected polychromatic light from the surface of the
fruit at different wavelengths in the range of 300-700 nm, from which we derived the
three color variables (brightness, chroma and hue). We measured the length and
diameter of the fruit and we analyzed qualitatively and quantitatively the soluble sugars
present in the pulp of the fruits using high pressure liquid chromatography (HPLC) and
gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS).

After analyzing the colorimetry and morphometry data obtained through two-way
ANOVA, principal component and discriminant analysis, we determined that the three
SHH cannot be referred to as distinct groups; the host plant does not affect the

phenotype of the fruits of T. verticillatus. The host determines neither the composition
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nor concentration of soluble sugars present in the pulp of the fruit according to their

stage of development.

in conclusion, the variables determined in this work are not affected by the host

that T. verticillatus is parasitizing in SNYL.
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1. INTRODUCCION

El parasitismo es un tipo de relacién biolégica en la que un organismo (el
parasito) satisface sus necesidades vitales residiendo permanente o temporalmente en
un organismo de otra especie (el hospedero) (Brooks y Mclennan 1993, Rohde 2001,
Sorci y Garnier 2008). El parasito se ve beneficiado con esta interaccidn, mientras que
el hospedero es perjudicado por ella. E! parasitismo implica una suerte de coevolucion
por parte de los integrantes; por parte del hospedero hay adaptaciones morfoldgicas,
fisiologicas y de comportamiento tendientes a evitar o limitar el ataque del parasito,
mientras que el parasito desarrolla confra adaptaciones que contrarrestan los sistemas
de defensa desarrollados por el hospedero (Sorci y Garnier 2008).

Las plantas parasitas y hemiparasitas se adhieren a su hospedero a través del
haustorio, érgano de fijacion y absorcién, que establece el contacto con la planta
hospedera (Fig. 1a). El haustorio penetra el tejido lefioso de esta, estableciendo
conexiones con el tejido vascular, por lo general en el xilema (Fig. 1b) (Mathiasen y col.
2008). El lugar de unién parasito-hospedero determina si la planta es parasita de raiz o
de rama (aérea), mientras que la presencia o ausencia de cloroplastos funcionales en
la planta parasita determina si es hemiparasita u holoparasita, respectivamente (Press
y Phoenix 2005, Quested 2008). Una vez establecida la semilla sobre una rama de la
planta hospedera, comienza la elongacion del haustorio hasta que el disco haustorial
(estructura en el extremo haustorial con forma de ventosa con sustancias quimicas
viscosas que le permiten adherirse a la corteza y digerirla) hace contacto con una rama
de la planta hospedera. Una vez que se logra una conexion, la planta hemiparasita
desarrolla los tallos aéreos (primordios foliares) y comienza a fotosintetizar (Fig. 1a)

(Aukema 2003). La conexién haustorial es la principal via de conexidén paréasito-




hospedero por la cual la planta parasita obtiene principalmente agua, pero también
nutrientes, minerales y metabolitos secundarios desde el hospedero (Cabezas 2007,

Mathiasen y col. 2008, Troncoso y col. 2010).

Figura 1. Estructura que conecta la planta parasita con el hospedero. (a) Contacto del haustorio con el
hospedero y desarrollo de los primordios foliares (flecha roja); (b) seccion microscopica del haustorio
(flecha roja) penetrando el tejido vascular del hospedero (corchete rojo) (fotografia de P.N. Sharma).

Gran parte de las especies del orden Santalales son nombrados comunmente
muérdagos (Mathiasen y col. 2008). La familia Loranthaceae es la que tiene el mayor
nimero de géneros de muérdagos, que estan distribuidos por los cinco continentes
(Norton y Carpenter 1998, Watson 2001). Los muérdagos son plantas hemiparasitas
aéreas, generalmente arbustivas; son también hemiparasitas obligadas, ya que
obtienen todos los minerales y agua a través de la planta hospedera (Norton y
Carpenter 1998, Watson 2001).

El éxito de las plantas depende en gran medida de la calidad de las
interacciones ecolégicas que ellas establezcan. Por ejemplo, con herbivoros que
consumen sus tejidos fotosintetizadores o reproductivos; con polinizadores, que
transportan polen entre individuos; con dispersores de semillas, que se alimentan de
sus frutos y luego defecan las semillas permitiendo su germinacion.

Ya que las plantas hemiparasitas pueden recibir nutrientes y metabolitos

secundarios caracteristicos de su planta hospedera, ésta puede ejercer una influencia




quimica sobre las plantas hemiparasitas que posteriormente afecte sus interacciones
ecoldgicas bidticas. Por ejemplo, se ha descrito para la planta hemiparasita Castilleja
miniata (Scrophulariaceae) que €l hospedero influye sobre las interacciones entre el
hemiparasito y sus herbivoros y polinizadores. Es asi como tras adquirir metabolitos
secundarios de su hospedero Lupinus texensis aumenta la resistencia hacia herbivoros
y también aumentan las visitas de polinizadores; méas ain, dependiendo del hospedero
que C. miniata parasite hay una mayor o menor produccion de semillas (Adler 2003).

En el caso de la planta hemiparasita Tristerix verticillatus (Loranthaceae), que
en Santuario de la Naturaleza Yerba Loca cerca de Santiago, Chile (SNYL) se
encuentra parasitando a tres especies de hospedero, se ha informado que la
composicion y abundancia de los compuestos volatiles emitidos varian entre los tres
sistemas hemiparasito-hospedero (SHH) y que estas caracteristicas estan
correlacionadas con la diversidad de polinizadores de T. verticiflatus (Cabezas 2007,
Troncoso y col. 2010) (Anexo 1).

Estos antecedentes llevan a pensar que los organismos que interactlan con
una planta parasita pueden discriminar entre parasitos asociados a distintos tipos de
hospedero. La calidad de un hospedero podria estar relacionada con su disponibilidad
de nitrégeno, el acceso a su sistema vascular o la efectividad de sus sistemas de
defensa.

Las semillas de los muérdagos son mayoritariamente dispersadas por aves
{Aukema 2003, Aukema y Martinez del Rio 2002, Watson 2001). Estas aves frugivoras
seleccionan el fruto, desprenden el exocarpo, digieren la pulpa y luego defecan la
semilla recubierta por la viscina (tejido viscoso que recubre [a semilla), lo que permite
su adhesién al potencial hospedero y eventualmente la germinacién y establecimiento

de nuevos individuos (Aukema y Aizen 2005, Mathiasen y col. 2008, Kuijt 1988). Los




frutos de numerosas especies de muérdagos muestran atributos claros para atraer a
sus dispersores: son dulces y de colores llamativos. La composicién de la pulpa varia
entre las distintas especies de muérdagos, pero la mayorfa tiene un alto contenido de
carbohidratos solubles, que varia entre un 40 y 60% peso seco (Watson 2001). El
contenido de lipidos y proteinas es menor, pero se han registrado valores de hasta 35
y 22%, respectivamente (Watson 2001).

Estos antecedentes sugieren la posibilidad de efectos del hospedero sobre
caracteristicas de los frutos de T. verlicillatus tanto visuales (color y tamafio) como
energéticas (composicion y concentracién de azlcares en la pulpa) que pueden afectar

sus interaccion con frugivoros dispersores de semillas.

Caracteristicas visuales de los frutos

El color en los frutos cumple con la funcion de airaer a los dispersores de
semillas y les permite identificar el fruto y diferenciar un fruto maduro de uno inmaduro
(Schaefer y col. 2006, Wheelwright 1985); luego del consumo, el dispersor aprende a
asociarlo con la calidad de la recon;pensa (Me]endez—Ackerman y col. 1997). Las aves
son frecuentemente dispersores de semillas; su gran capacidad de reconocimiento de
frutos palatables estaria asociado a la agudeza y alto grado de desarrollo de su sentido
de la vista. Las aves tienen un amplio rango de visién (315-700 nm), y son capaces de
distinguir una gran varfacion cromatica (Cuthill 2006, Méantyla y col. 2008). Esto se
debe a que poseen gotas de aceite que filtran la luz al entrar a los conos, mejorando la
vision, y cuatro tipos celulares de conos en la retina por lo que tienen una visién

tetracromatica donde cada color se compone de rojo, verde, azul y ultravioleta (UV:

320-400 nm) (Cuthill 2006).




El tamario del fruto es una variable que a menudo aparece en los estudios
sobre diferencias en habilidades de alimentacion y preferencias entre diferentes
gremios de organismos frugivoros. En aves, la masa corporal y el tamario del pico
estan positivamente relacionados con el tamafo o el rango de tamafios de frutos

consumidos (Lord 2004).

Composicién y conceniracion de aztcares en la pulpa del fruto

La composicién y concentracion de azlcares presentes en la pulpa de los frutos
difiere entre distintas especies de plantas. Los azlicares mas comunes son glucosa,
fructosa y sacarosa (Baker y col. 1998, Lotz y Schondube 2006, Martinez del Rio 1992).

Existe una relacion entre la clase de dispersor de semillas y la naturaleza de los
azlicares que ellos buscan (Baker y col. 1998, Lotz y Schondube 2006, Martinez del
Rio 1992). Por ejemplo, la pulpa de los frutos consumidos por murciélagos
(Megachiroptera) es rica en sacarosa, mientras que [os fruios consumidos por algunas
aves paserinas (Mimidae, Turdidae y Sturnidae) tienen una baja concentracién de
sacarosa pero alta concentracion de hexosas (glucosa y fructosa) (Baker y col. 1998,
Lotz y Schondube 2006, Martinez del Rio 1992). El rechazo de ciertos fruios podria
deberse a una incapacidad para asimilar algunos azlcares. Por ejemplo, existen
especies de aves que carecen de la enzima sacarasa, en ellas, el azlicar no es
absorbido y se acumula en el iniesiino, generando una diarrea osmoética y un
comporiamiento de rechazo hacia alimentos que contengan sacarosa (Lotz y
Schondube 2006, Martinez del Rio 1992). No ocurre lo mismo con las hexosas glucosa
y fructosa, que son asimiladas eficientemente por las aves frugivoras (Lotz y

Schondube 20086).




1.1 Presentacion del problema

Tristerix verticillatus es una planta hemiparasita que se encuentra parasitando
simpatricamente tres especies de plantas hospederas en el SNYL (Villa Paulina). Se ha
demostrado que los compuestos volétiles emitidos por el muérdago varian entre los
distintos SHH y que las diferencias estan correlacionadas con la diversidad de
polinizadores de T. verticillatus (Cabezas 2007, Troncoso y col. 2010). Estos
antecedentes sugieren que caracteristicas de los frutos de T. verticillatus, tales como
visuales (color y tamario) y energéticas (composicién y concentracion de azlcares en
la pulpa), varian en funcién del SHH. En consecuencia, hemos realizado un estudio

morfoldgico, colorimétrico y quimico de los frutos de T. verticillatus del SNYL.

1.2 Obijetivo general
Analizar caracteristicas morfolégicas, colorimétricas y quimicas de los frutos de

la planta hemiparasita T. verticillatus en el SNYL en cada uno de los tres SHH.

1.3  Objetivos especificos
a. Determinar las caracteristicas morfolégicas y colorimétricas y la compaosicion
quimica de los azlcares solubles en la pulpa de los fruios de la planta
hemiparésita 7. verticillatus en cada uno de los tres SHH en el SNYL.
b. Determinar eventuales correlaciones entre las caracteristicas fenotipicas de los

frutos de T. verticilatus sobre los tres SHH en el SNYL.




2. METODOLOGIA

21 Areade estudio

El SNYL es un &rea protegida de 11.575 hectareas con vegetacion
principaimente del tipo matorral esclerdfilo y bosque esclerdfilo montano, ubicada en la
cordillera de los Andes a 25 km al noroeste de Santiago en la comuna de Lo
Barnechea (33° 10’ - 33° 22' Sy 70° 13’ - 70° 24’ O) (Fig. 2).

Se estudid el sistema constituido por la planta hemiparasita, 7. verticillatus,
cuando parasita en simpatria tres especies de hospederos en un area de
aproximadamente 15 hectareas en el sector de Villa Paulina (1900 a 2100 msnm), en
el SNYL (Fig. 3). En este sector la temperatura media anual es de 14,4°C con escasa
precipitacion, que en invierno se presenta en forma de nieve.

En el SNYL, los frutos de T. verticillatus comienzan su desarrollo en mayo y
maduran entre los meses de noviembre y marzo del siguiente afio, mientras que los

frutos de las plantas hospederas maduran en otofio e invierno.
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Figura 2. Mapa de la ubicacién del Santuario de la Naturaleza Yerba Loca.




Figura 3. Vista en el Santuario de la Naturaleza Yerba Loca.

2.2 Descripcién de la planta hemiparasita Tristerix verticillatus

Tristerix verticillatus es una planta hemiparasita perteneciente a la familia
Loranthaceae. Conocida como “quintral del molle”, se encuentra ampliamente
distribuida presente en el sur de Bolivia, noroeste de Argentina y centro-sur de Chile
(Amico 2007, Kuijt 1988). El género suele tener un amplio rango de plantas hospederas
aunque 7. verticillatus se encuentra mas frecuentemente sobre el género Schinus
(Anacardiaceae) (Amico 2007, Kuijt 1988).

Tristerix verticillatus tiene flores pentameras de forma alargada y de color rojo
muy llamativo y caracteristico del género; se disponen en inflorescencias y producen
un néctar rico en azlcares que atrae a picaflores e insectos (Mathiasen y col. 2008)
(Fig. 4a, b). La floracion en la zona central de Chile ocurre entre los meses de marzo y
mayo. El fruto es una baya de forma ovalada, de color naranja bastante intenso (Fig.

4c); contiene una semilla cubierta por un tejido viscoso llamado viscina (Fig. 4d). Los




frutos se encuentran en racimos, siendo el numero de frutos por racimo irregular. Los

frutos maduros se encuentran entre los meses de noviembre y marzo.

Figura 4. Iméagenes de la planta hemiparasita T. verticillatus. (a) Planta hemiparasita; (b) Inflorescencia;
(c) Infrutescencia con frutos maduros; (d) semilla del fruto cubierta por viscina.

En el Santuario de la Naturaleza de Yerba Loca existe una poblacién de T.
verticillatus que parasita simpatricamente tres especies de hospedero, Schinus
montanus (Anacardiaceae), Fabiana imbricata (Solanaceae) y Berberis montana
(Berberidaceae), con los que constituye tres SHH (Tv/Sm, Tv/Fi y Tv/iBm,

respectivamente).

2.3  Descripcion de las plantas hospederas de T. verticillatus

Schinus montanus (litrecillo) es un arbusto nativo siempreverde de hasta 4 m de
altura, que se encuentra en la zona central de Chile (V y Regién Metropolitana) y en
Argentina. Es de hojas simples y gruesas, su flor es pequefia, de 2 - 4 cm de longitud,
de color amarillo y florece en racimos durante la primavera. El fruto es una baya de

color oscuro (Enciclopedia de la Flora Chilena 2010, Hoffman 1998) (Fig. 5).
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Figura 5. Imagenes de la planta hospedera Schinus montanus. (a) Arbusto completo; (b) fruto.

Fabiana imbricata (pichiromero) es un arbusto siempre verde de hasta 3 m de
altura, nativo de Chile y Argentina, que se encuentra desde Coquimbo hasta la
Patagonia (IV a XlI regién). Tiene un gran nimero de pequefias hojas imbricadas a lo
largo de los tallos. Las flores son solitarias, de aproximadamente 1 cm de longitud,
forma tubular, con una coloracion que va desde el blanco al lila suave y se encuentran
en el extremo de la rama semejando un racimo. La floracién ocurre durante la
primavera entre los meses de noviembre y diciembre. Los frutos son una capsula de
color café aproximadamente de 0,5 cm de longitud; las semillas maduran entre verano
y otofio (Enciclopedia de la Flora Chilena 2010, Hoffman 1998, Riedemann y Aldunate

2001 (Fig. 6).

Figura 6. Iméagenes de la planta hospedera Fabiana imbricata. (a) Arbusto completo; (b) fruto.

11




Berberis montana (palo amarillo) es un arbusto nativo de hasta 1 m de altura,
que se encuentra entre la V y X region de Chile, asi como también en Argentina en los
alrededores del lago Nahuelhuapi. Sus hojas son pequefias y membranosas, tiene
espinas tripartitas, las flores son solitarias de color amarillo anaranjado de 3,5 - 6 mm
de longitud, y florecen en la zona central de Chile entre los meses de octubre y
diciembre. El fruto es un baya comestible de color morado oscuro; en el SNYL
comienza a madurar en diciembre (Enciclopedia de la Flora Chilena 2010, Hoffman

1998) (Fig. 7).

Figura 7. Imagenes de la planta hospedera Berberis montana. (a) Arbusto completo; (b) fruto.

2.4  Seleccion de frutos de T. verticillatus

Durante los meses de noviembre y diciembre de 2009, enero y diciembre de
2010, y enero del 2011 se seleccionaron frutos de T. verticillatus de cada sistema
hemiparasito-hospedero. Se recogieron frutos en distintos estados de desarrollo
utilizando tijeras para cortar parte del tallo, y se transportaron al laboratorio en Santiago

dentro de cajas de polipropileno. Se definié una escala de madurez, entre el Estado 1

2




(frutos mas inmaduros, pequefios, coloracién verde con sector rojizo) hasta el Estado 5

(frutos maduros, hinchados, coloracion amarillo-naranja) (Fig. 8).
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Figura 8. Estados de desarrollo del fruto de T. verticillatus.
Las mediciones de longitud, diametro, peso y naturaleza de |a luz policromatica
reflejada de los frutos fueron realizadas durante el mismo dia de coleccion. La

determinacién de la composicion de azucares solubles fue realizada posteriormente.

2.5 Morfometria de frutos

La longitud y diametro del fruto fueron medidos computacionalmente mediante
la medicién de fotografias digitales a través del programa Imaged. Los frutos se
fotografiaron contra una superficie de papel milimetrado (Fig. 9) y luego de extraerles el
peciolo, se pesaron (peso himedo) en una balanza digital (+ 0.1 mg, Precisa 262SMA-

FR).

Figura 9. Mediciones morfologicas realizadas a los frutos de T. verticillatus. Linea azul: medicion
longitudinal del fruto; Linea roja: medicion transversal del fruto.
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2.6  Colorimetria de frutos

Se cuantifico el color de los frulos de 7. verticillaius mediante un
espectrofotdometro de fibra dptica Ocean Optics USB4000 que registra el porcentaje de
luz policromatica reflejada en la superficie del fruto a distintas longitudes de onda en el
rango 300-700 nm. Un espectro de referencia de un cuerpo negro y un estandar blanco
se tomaron aproximadamente cada 15 minutos durante las mediciones de las muestras
para comprobar y corregir variables instrumentales. Las muestras fueron iluminadas
con una fuente de luz de haldgeno y deutetio conducida por una fibra éptica de 100 ym
de diametro y 2 m de largo posicionada a 2 mm de cada muestra utilizando un
micromanipulador. El angulo de incidencia del haz de luz en cada medicion fue de 90°.
Las mediciones se realizaron en un cuarto oscuro y los frutos se dispusieron sobre un
trozo de esponja negra. Se promediaron tres mediciones de cada fruto y sobre estos
resultados se realizaron los analisis correspondientes.

Los espectros de reflexidn fueron utilizados para derivar, usando el programa
Spectra Suite, las siguientes variables del color en el intervalo de 300-700 nm
correspondiente al rango de sensibilidad de las aves (Endler 1990, Van Dongen 2007):
(1) brillo total {intensidad del espectro), calculado como el area bajo el espectro de
reflexion entre 300 y 700 nm (Rag0700); (2) tono (ubicacion espectral o color), calculado
como el promedio entre [a longitud de onda (A) de las reflexiones minima (ARmn) ¥
maxima (ARqa) correspondientes al pico maximo (AMRsp)); (3) croma (saturacion del
espectro), calculada dividiendo [a reflexion de las A donde el color naranja reflgje
mayormente (550-650 nm) por la reflexidon total (Rsse.eso/Ryorar), tal como describen
Dowling y Mulder (2008); (4) croma UV, calculada como la reflexién en el intervalo de
300-400 nm, en relacion a la reflexién total (Ragoa00/Ryotar); (5) Ubicacién espectral del

UV o bien Reflexion maxima en el intervalo UV (MRpax UV)) (Mougeot y col. 2007). La
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ubicacién espectral son medidas que corresponden a la percepcion humana de tono. El
brillo total, croma UV y croma Vis se relacionan con la cantidad de luz incidente que es
reflejada por los frutos a través de todo el espectro, en el UV y en el Visible,

respectivamente. La Figura 10 muestra los patrones de reflexion utilizados en este

estudio.
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Figura 10. Patrones de reflexion a lo largo de todo el espectro de luz de los frutos de
T. verticillatus.

Anélisis de los espectros de reflexion

Cada espectro contenia 3648 valores de reflexion desde 177,51 hasta 889,66
nm a intervalos de 0,22 nm. El rango de longitud de onda utilizado en este trabajo
contempla el espectro UV cercano desde 300 nm hasta 400 nm y el espectro visible
hasta 700 nm, de forma que los valores de reflexion se redujeron a 2065. A dichos

valores se les determiné la mediana a intervalos de 5 nm desde 300 nm hasta 710 nm.
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Ya que en los espectros era posible encontrar valores extremos se utilizé la mediana,
gue en este caso es menos sensible que la media. Luego se determiné el promedio de
las reflexiones en cada longitud de onda de los espectros ordenados por estado (desde

el estado 1 hasta el estado 5) y por SHH.

2.7 Composiciéon quimica de la puipa de los frutos

Se analizaron cualitativa y cuantitativamente los azlcares solubles presentes en
la pulpa de los frutos de T. verticillatus colectados durante los meses de diciembre y
enero de 2011, Los azlicares solubles fueron obtenidos tras rasgar la cascara de los
frutos, adicionarles 1 ml de agua destilada a la pulpa expuesta en un tubo Eppendorf,
sonicar durante una hora y mantenerlos durante 24 h a 5 °C. Posteriormente, las
suspensiones fueron agitadas durante dos minutos en un agitador (Super Mixer® Il) y
sonicadas durante una hora para luego remover mecanicamente los restos de los
frutos. Se centrifugaron los extractos durante 10 minuios a 10.000 rpm y se extrajo
mecanicamente el sobrenadante de cada muestra, que luego se filiraron utilizando una
membrana de celulosa Millipore® (poros de 0,45 um) para obtener una solucién con
los azt(cares solubles.

Es necesario derivatizar las muestras de azlcares antes de inyectarlas en el
cromatografo de gases (en este proceso se aumenta la volatilidad de la molécula
transformando los grupos OH en OR, donde R es un radical sililadc). Previo a la
derivatizacion, se obtuvieron muestras anhidras depositando 5 pl de'muestra en un vial,
calentando a 80°C y luego inyectando directamente en el vial un flujo de nitrégeno seco.
La derivatizacién se obtuvo adicionando a la muestra anhidra 125 pl de N-Metil-N-
(trimetilsilil)-trifluroacetamida (MSTFA) (Heil y col. 2005). Las muestras se diluyeron

con 700 pl de diclorometano, se agitaron durante 1 min y se mantuvieron a 50° C por
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24 h. Az(cares comerciales (arabinosa, xilosa, fructosa, galactosa, glucosa, manosa,
ramnosa Yy sacarosa; Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) se utilizaron como
estandares, se trataron de la misma forma que las muestras de azlcares de la pulpa y
se inyectaron 2 pl de cada solucion en el cromatégrafo de gases (100 mg mi™).

La identidad de los azilcares presentes en la pulpa fue determinada por
cromatografia de gases (Hewlett Packard modelo 5890) acoplada a espectrometria de
masas (Hewlett Packard modelo 5972) (GC-MS) utilizando una columna SDB-5 (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm; Alltech, Unterhaching, Alemania). El gas portador fue helio con un
flujo de 1,25 ml min™'. La temperatura de! inyector fue 220° C y la del detector de 280°
C. Los azticares fueron separados con el siguiente programa: temperatura inicial de
120° C durante 2 min, luego fue aumentando a 7° C min™ hasta 280° C, manteniéndose
en esta temperatura durante 20 min. El tiempo de analisis fue de 41 min para cada
muestra.

Los azlcares solubles presentes en [a pulpa de los frutos se identificaron por
comparacion de los espectros de masas con los de la base de datos NIST 98 (Nacional
Institute of Standards and Technology), AMDIS 32 (Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System) y por los espectros de masas de los
estandares comerciales inyectados. Adicionalmente, se calculd el indice de Kovats de
cada azlcar identificado y se comparé con el indice de Kovais encontrado en la
literatura para el mismo tipo de columna cromatografica.

El indice de Kovats para cada tipo de azlcar se calculd utilizando la siguiente

expresion:

Ry 100 (1 og (t-1,)-log (B-t,)
(log (ti..,- t,) - log {fi,- £,))

17




donde:
n = namero de atomos de carbono del alcano precedente al compuesto en el
cromatograma
tm = tiempo muerto (tiempo que tarda el aire en pasar por la columna hasta el detector)
ti, = tiempo de retencién del compuesto en minutos
ti, = tiempo de retencion del alcano precedente al compuesto
tir+1 = tiempo de retencién del alcano posterior al compuesto

La cuantificacion de azucares se llevo a cabo por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) (Shimadzu SIL-10A) acoplado a un detector de indice de refraccion
(Shimadzu RID-10A) y utilizando una columna Restek (Pinnacle Il Amino 5 ym de 150
x 4,6 mm). El andlisis fue isocratico con un flujo de 1 ml min” de solvente constituido
por acetonitrilo : agua (85:15 vol/vol) a una presion cercana a los 25-26 psi y a una
temperatura constante de 35 °C. Se inyectaron 10 pl de muestra y cada analisis durd
17 min. A través del programa Shimadzu LCsolution Analysis Report se obtuvo los
informes de cada muestra y estandares inyectados.

La concentracion de azlcares en cada muestra fue extrapolada a partir de
curvas de calibracion obtenidas a partir de la inyeccién de estandares comerciales de

los azUcares, que previamente habian sido identificados por GC-MS. El rango de

concentracion fue de 0,5 - 42 mg ml™.

2.8 Analisis estadistico

Las variables de colorimetria y morfometria se compararon a través de un
analisis de varianza de dos vias con el método de Holm-Sidak para comparaciones
multiples a posteriori, siendo los factores de variacion la planta hospedera, con tres
niveles de variaciéon (Tv/Sm, Tv/Fi y Tv/Bm), y el estado de desarrollo del fruto, con
cinco niveles que corresponden a los cinco estados de desarrollo de los frutos. Cuando

las variables no cumplieron con las condiciones de normalidad y homocedasticidad, los
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datos fueron transformados a rangos y posteriormente se prosiguié con el analisis de
varianza parameétrico de dos vias.

Las caracteristicas morfologicas (largo y diametro) y colorimétricas (brillo, tono
y croma) de los frutos fueron sometidas a un andlisis de componentes principales (ACF)
para determinar el grado de correlacién entre variables y posteriormente a un analisis
discriminanie (AD) para determinar si el conjunto de variables permite separar los
frutos en relacién al sistema parasito-hospedero de procedencia.

La concentracién de azlcares solubles de frutos en distintos estados de
desarrollo provenientes de distintos SHH fue analizada a través de ANOVA de dos vias,
siendo los factores de variacién la planta hospedera y el estado de desarrollo del fruto,
seguido por un analisis de comparaciones multiples utilizando el método de Holm-

Sidak.
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3. RESULTADOS

31  Seleccion de frutos

Para los analisis colorimétricos y morfolégicos se selecciond un total de 457
(Tabla 1) frutos de T. verticillatus de los distintos SHH durante los meses de noviembre
y diciembre de 2009 y enero de 2010. Para el anélisis quimico se seleccionaron 150
frutos (10 frutos por cada estado de desarrollo para cada SHH) durante los meses de

diciembre de 2010 y enerc de 2011.

Tabla 1. Seleccion de frutos de T. verdicillatus sobre los tres hospederos.

Tristerix vetticiffatus/ Tristerix verticillatus/ Tristerix verticillatus/ N® dt:tal
Schinus montanus Fabiana imbricata Berberis moniana frutos

E1 E2 E3 E4 E5 E1 E2 E3 E4 E5 E1 E2 E3 E4 ES

Noviembre
2009

2 12 11 10 5 9 11 11 8 6 & 6 6 3 0 115

Diciembre
2010

11 16 13 7 7 14 15 16 © 7 3 21 24 3 3 169

Enero
2011

o 1% 11 14 9 5 MM 22 11 12 @ 3 28 9 22 173

N° total de
frutos por 153 167 137 457
SHH
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3.2 Patrones de reflexion y caracteristicas morfolégicas de los frutos

En la figura 11 se observa los valores de las variables estudiadas a lo largo del
desarrollo de los frutos y entre los SHH. El andlisis de la luz reflejada por los frutos y el
andlisis morfolégico de los frutos de 7. verticillatus sobre cada uno de sus hospederos
en el SNYL reveld que hasta los estados mas avanzados de desarrollo no se observan
diferencias significativas entre las variables estudiadas, es decir, solo a partir del
estado cuatro de desarrollo se encuentran diferencias de las variables entre SHH.

El Brillo de los frutos aumenta a medida que madura el fruto (Festago = 6,191; P <
0,001), siendo el cambio en brillo mas pronunciado entre el paso de estado 1 a 3
(comparaciones multiples a posteriori). En los tres SHH se observa un patrén
semejante de variacion en el brillo del fruto a lo largo de su desarrollo, y no existen
diferencias entre los SHH (F = 2,759; P = 0,064).

E! CromalV, aumenta a lo largo del desarrollo del fruto en los tres sistemas
SHH (F = 16,336; P < 0,001), vy el incremento en CromaUV es mas pronunciado en
Tv/Sm y Tv/Fi en comparacion a Tv/Bm (F = 5,968; P = 0,003).

El CromaVis, en contraste con el CromaUV, disminuye a lo largo del desarrollo
del fruto (F = 23,225; P < 0,001), y el patrdn de variacién difiere significativamente
entre los sistemas Tv/Sm y Tv/Bm (F = 5,329; P = 0,005).

No se observan diferencias de la variable RmaxUV a lo largo del desarrolio de
los frutos de los tres SHH (F = 1,064; P = 0,374) ni tampoco entre los distintos SHH (F
=1,041; P = 0,354).

El tono o color de los frutos varia en relacién al hospedero que parasita (F =
3,994; P = 0,019), y también varia entre los estados de desarrollo de los frutos (F =

12,462; P < 0,001).
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Las variables peso, longitud y diametro incrementan significativamente a
medida que maduran los frutos (F = 125,005, F = 89,605 F = 99,596,
respectivamente; Pyqos < 0,001). Este patrén de variacion difiere entre TS y TF para la
variable peso (F = 4,279; P = 0,015); la variable longitud presenta un patrén de
variacién muy similar entre los tres SHH (F = 2,209; P = 0,111), y TF difiere de TSy TB

para la variable diametro (F = 4,408; P = 0,013} a lo largo de los estados de desarrollo.
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Figura 11. Gréaficos de las variables colorimétricas y morfologicas de los frutos de 7. verticillatus donde se
aprecian las diferencias entre SHH y entre los estados de desarrollo de los frutos, como también la
presencia o ausencia de interacciones entre los factores independientes. Las lineas sélidas corresponden
al sistema Tv/Sm, las lineas punteadas al sistema Tv/Fi y los guiones largos al sistema Tv/Bm.

Por ofro lado, se realizé un andlisis de componentes principales sobre las
variables morfolégicas y colorimétricas de los frutos de la planta hemiparasita durante
la maduracién del fruto, obteniéndose dos factores por cada estado (Tabla 2), los
cuales representan en cada estado de desarrollo sobre el 99,9 % de la varianza en los
datos. Cada factor esta correlacionado con sélo una variable. Cargas mayores a 0,70
para el primer factor (F;) en todos los estados de desarrollo revelan que la variable que

mas contribuye a dicho factor es la variable colorimétrica Brillo. De la misma forma el
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segundo factor (F;) esta elevadamente correlacionado con variables colorimétricas
(Tono) durante todos los estados de desarrollo. Un completo informe de los factores y
cargas para todas las variables se muestra en la Tabla 2.

El andlisis discriminante permitié la deteccion de [as variables que separan los tres
SHH. En este caso sélo se puede discriminar entre sistemas en el primer estado de
desarrollo de los frutos basandose en el componente principal 1 (CP1) y 2 (CP2) (F = 3,59,
P = 0,04), es decir, se puede discriminar basandose en las variables colorimétricas Brillo y
Tono (Tabla 3), mientras que en los estado de desarrollo mas avanzados no es posible
discriminar entre los tres SHH baséandose en las variables medidas en este estudio, lo que
se evidencia con los valores de P y [a disminucién en el porcentaje de precision en la

discriminaciéon entre SHH a medida que se desarrollan los frutos (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados de andlisis discriminante a partir de componentes principales extraidos de las

variables morfométricas y colorimétricas. Se informan los parametros de discriminacion obtenidos en cada

estado de desarrollo de los frutos de T. verticillatus. El modelo de discriminacién significativa (P < 0,05) y

porcentaje de precisidn se muestran en negrita.

Parametros de Discriminacion

Estado Hotelling’s t* F P Clasificacion (%)
1 7,43 3,59 0,04 72,73
2 4.91 2,42 0,09 63,10
3 0,63 0,31 0,73 45,76
. 4 1,82 0,89 0,42 61,11
5 2,80 1,37 0,26 61,11

3.3 Composicién de aziicares solubles en la pulpa de los frutos

Se inyectaron ocho estandares de azlcares (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Alemania) derivatizados con MSTFA en el GC-MS, de los cuales siete eran

monosacaridos (pentosas: L-(+)-arabinosa y D-(+)-xilosa; hexosas: D-(-)-fructosa, D-

(+)-galactosa, D-(+)-glucosa, D-(+)-manosa y L-(+)-ramnosa) y uno era un disacérido

(sacarosa). Algunos monosacaridos presentaron dos picos en el GC, debido a las

configuraciones a y B del carbono anomérico en las formas ciclicas piranésicas

(5C+10) o furandsicas (4C+10). Los espectros de masas de monosacaridos con el

_anillo pirano se caracterizan por presentar m/z de 204 como fragmento ionico principal,

mientras que en la fragmentacién con el anillo furano el ion principal tiene m/z de 217

(Anexo 2, Fig. 18 a, b, c y d). Los dos fragmentos pueden ser utilizados para identificar

azicares en extractos complejos. Los disacaridos derivatizados con MSTFA se

caracterizan por el ion m/z 361 (Anexo 2, Fig. 18 e).




En el presente estudio se analizé la composicion de los azlcares solubles de
extractos de frutos de T. verticillatus. El programa AMDIS extrae los espectros a partir
del archivo de datos del GC-MS e identifica [os compuestos comparando sus espectros
de masas con aquellos en la base de datos NIST02. De esta forma fueron identificados
cinco azlicares solubles. La composicion, el tiempo de retencidn y el indice de Kovats
de azticares de la pulpa de los frutos se muestran en Tabla 4. Los cromatogramas GC
de los estandares de azlcares y de muestras de la pulpa de los frutos de T. verticillatus
se muestran en los Anexos 3 y 4, respectivamente.

La fructosa y la glucosa fueron identificadas como los monosacaridos
principales detectados en la pulpa de los frutos de T. verticillatus; estan presentes
durante todo el desarrollo del fruto, mientras que arabinosa, galactosa y sacarosa no
se encuentran en todos los estados de desarrollo del fruto, estando presentes
principalmente en los estados tardios de desarrollo del fruto (estados 3, 4 y 5). Estas
observaciones fueron independientes del SHH.

Se construyeron rectas de calibracion con los estandares analizados por HPLC
(Figs. 12 y 13). Los tres azlcares principales (fructosa, glucosa y sacarosa) presentes
en la pulpa de los frutos de T. verticillaius sobre S. montanus y F. imbricata fueron
luego cuantificados por extrapolacion desde estas rectas (Fig. 14). No se pudieron
realizar mediciones suficientes de la pulpa de los frutos de T. verticillatus sobre B.
montana, debido a desperfectos en el equipo de HPLC y la pérdida de muestras tras el
terremoto del 27 de febrero de 2010.

Las concentraciones de los azlcares identificados fueron analizadas a través
de ANOVA de dos vias (factores: estado de desarrollo y hospedero), que demostré que
entre los estados de desarrollo de los frutos si difieren fas concentraciones de los

azlcares (P < 0,001), siendo menor en los primeros estados, mientras que entre SHH
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no hay diferencia en cuanto a concentracion de los azucares solubles analizados (P >

5,25) (Fig. 15).
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Figura 12: Cromatograma de una mezcla de tres estandares de azucares inyectados e identificados por
HPLC: (1) fructosa, (2) glucosa y (3) sacarosa.
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Figura 13: Rectas de calibracion de los estandares de azucares identificados a través de HPLC.
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Figura 14: Cromatograma de los azicares identificados en la pulpa de un frulo de T. verticillatus
analizado por HPLC. {1) fruclosa, (2) glucosa y (3) sacarosa.
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Contenido de Fructosa en la pulpa
de los frutos de T, verficillatus

Contenido de Glucosa en la pulpa
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Figura 15: Contenido de azlcares solubles principales en los frutes de 7. verficiflatus, analizados con
ANOVA de dos vias y método de Holm-Sidak para las comparaciones mtiltiples. Barras negras vy grises
corresponden a los frutos de T. verticillatus sobre F. imbricafa y 8. montanus, respectivamente.




4. DISCUSION

Estudios realizados en el SNYL mostraron que el hospedero afecto de diversas
maneras a la planta hemiparasita T. verticillatus: tanto la translocacién de alcaloides y
flavonoides, como la composicion de metabolitos secundarios y de compuestos
volatiles emitidos varié entre SHH, lo que se reflejé en el ndmero de visitas florales y en
la intensidad de herbivoria. Ademés, se demostré que T. verticillatus sobre S.
montanus presentd mayor tasa de visitas florales por parte de insectos, lo que
permitiria una mayor transferencia de polen. En otro trabajo se demostré un mayor
namero de infecciones exitosas sobre S. montanus, a pesar de ser el hospedero
menos abundante, lo que sugiere que el SHH mas exitoso es el constituido por T.
verticillatus sobre S. montanus (Cabezas 2007, Lemaitre 2010, Saldias 2011, Troncoso
y col. 2010). Sin embargo, hay visitantes florales que no son afectados mayormente
por la abundancia de compuestos volatiles, siendo el color, la forma y la cantidad de
néctar de las flores un factor importante (Cabezas 2007, Proctor y col. 1998).

El ANOVA de dos vias mostrd diferencias de [as variables colorimétricas (tono,
cromaVis y cromalUV) y de las variables morfolégicas (peso y diametro) entre los SHH.
Cuando las variables colorimétricas y morfolégicas se combinaron para realizar el analisis
discriminante se demostré que sélo en el estado uno de desarrollo es posible considerar el
fenotipo de los frutos como distintos entre los SHH. El conjunto de variables medidas en

este trabajo, no son suficientes para discriminar los sistemas H-H como grupos distintos en

los estados mas avanzados de desarrollo.

Técnicamente el color esta en funcién de la luz reflejada por el objeto, del

ambiente en el cual se encuentra y del sistema sensorial del receptor (Grili y Rush
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2000). En este estudio el color se considerod tinicamente como una combinacion de los
componentes fisicos que conforman el especiro, cuyos componentes principales son,
el briflo que es una medida de [a intensidad de la luz en todas las longitudes de onda,
el croma que es la medida de cuanta luz blanca y gris estd mezclada con el color puro
del organismo u objeto en estudio y el fono que es el color propiamente tal. En
términos generales no se encontraron claras diferencias en los componentes del color
entre los frutos de T. verticillatus parasitando las ires especies de hospederos.

El color de los frutos dependen de la sintesis, distribucidon y contenido de
pigmentos en los distintos tejidos del fruto, principalmente carotenoides y flavonoides
que se encuentran en plastidos y en el citoplasma, lo cual esta condicionado en gran
medida por expresion genética. Ademas, el color esta sujeto a un conjunto de factores
(e].: condiciones ambientales} que afectan su expresidon (Shaw 1991). Ahora bien, el
“ambiente” de T. verticillatus debe considerarse a dos niveles. El primer nivel esta
constituido por la planta hospedero en si, la cual es su principal sustrato de
alimentacion, y el segundo nivel las condiciones de habitat donde los hospederos
ocurren {SNYL). Los tres SHH comparten las condiciones ambientales a gran escala;
sin embargo, los hemiparasitos no comparten las condiciones ambientales a escala
inmediata (hospedero).A pesar de,utilizar distintos hospederos, éstos no influyen
significativamente sobre las caracteristicas colorimétricas de los frutos del hemiparasito,
por lo que se podria deducir que los frugivoros de T. verticillatus perciben a los frutos
de los tres SHH como similares en el sentido colorimétrico.

La comunicacion entre plantas y dispersores debe ser mediada por sefiales que
sean correctamente emitidas y comprendidas, respectivamente. La sefial del emisor es
clara, honesta e independiente del contexto, como también lo es la atencion del

receptor de la sefial para obtener una recompensa nutricional (Schaefer y col. 2004,
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Schaefer y col. 2008). Las sefiales de las plantas deben ser llamativas para los
mutualistas y discretas para los antagonistas; la fotosensibilidad es una solucién a este
dilema si ella difiere entre estos gremios, ya que la sefial puede estar en un rango
espectral en el que el mutualista es sensible y no asi el antagonista. Enire los
dispersores de semillas se encuentran aves con vision tetracromatica, insectos con
vision tricromatica y mamiferos con vision tri- y dicromatica (Schaefer y col. 2004). Las
diferencias en fotosensibilidad que resultan de este factor anatémico se pueden
traducir, por ejemplo, en una atraccion selectiva de aves mediante sefiales rojas o en el
especiro del UV, ya que estos colores son practicamente invisibles para insectos y
mamiferos, respectivamente.

La seleccion de frutos por parte de aves es guiada por la recompensa
nutricional que ellos proveen, siendo de fundamental importancia la composicion y
concentracién de azlcares en la pulpa (Baker y col. 1998; Wheelwright 1985). Es asi
como las aves generan un mecanismo de aprendizaje para asociar un alimento
nutritivo con sefiales que permiten encontrar el alimento, como es el color y tamario de
los frutos.

La composicion de azlcares en frutas y néctar floral, esta controlado por la
accion de la enzima acido invertasa (Lotz y Schondube 20086) y plantas con actividad
alta de la enzima tienen una pulpa y néctar rico en hexosas, mientras que plantas con
bajos niveles de actividad de la enzima presentan un alto contenido de sacarosa (Lotz
y Schondube 2006). Se identificaron los mismos azlcares solubles en la pulpa de los
frutos de T. verticiflatus sobre S. montanus, B. montana y sobre F. imbricata. La
glucosa y la fructosa se identificaron durante todo el desarrollo del fruto, mientras que
en estados avanzados de desarrollo de los frutos (estado 3, 4 y 5) se identificd ademas

la arabinosa y galactosa. La sacarosa estd presente mayormente cuando el fruto esta
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maduro (estados 4 y 5), lo cual segln Nielsen y col. (1991) puede deberse a la
presencia de sacarosa sintetasa en el transcurso del desarrollo, a conversién de
sorbitol a sacarosa en el tejido del mesocarpo del fruio (Ishida y col. 1985).

Por otro lado, Martinez del Rio et al. {1995) y Soto-Gamboa y Bozinovic (2002)
identifican a la tenca {(Mimus thenca) como el principal dispersor de diversos
muérdagos, entre ellos T. verticillatus. Adicionaimente, en estudios preliminares
observamos una preferencia de la tenca por remover frutos en estado 5 de desarrollo
que provengan de T. verlicillatus cuando estd parasitando S. montanus, aunque
también consume frutos en estado 4 (resultados no mostrados en este estudio). La
tenca no expresa la enzima sacarasa intestinal (Gatica y col. 2008, Martinez del Rio y
col. 1995) encargada de degradar la sacarosa y, como ya se dijo, la mayoria de los
frutos en estado de desarrollo 4 y 5 contienen sacarosa. Por tanto, son necesarios
estudios adicionales para determinar con qué frecuencia son consumidos los frutos de
T. verticillatus por la tenca, si es parte de su dieta regular (por cuanto su fisiologia
digestiva debe ser analizada con mayor detenimiento) o si es un recurso al cual accede

s6lo cuando hay escasez de otros alimentos que le resulten mas digeribles.
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5. CONCLUSION

Al comparar los tres SHH y considerar al conjunto de variables medidas, los
frutos de T. verticillatus no presentaron diferencias fenotipicas durante su desarrollo y
por lo tanto no se podrian considerar los SHH como grupos distintos; en consecuencia,
el hospedero no determina las caracteristicas colorimétricas y morfolégicas estudiadas
derlos frutos.

La pulpa de los frutos en los tres SHH estd constituida por los mismos
monosacaridos y el mismo disacarido de acuerdo al estado de desarrollo; asi mismo, la
concentracién de azlcares solubles tampoco difiere entre los frutos en dos de los tres
SHH (T. verticillatus-S. montanus, T. verticillatus-F. imbricada); en consecuencia, el
hospedero no determina ni la composicion ni la concentracion de azlicares solubles en
la pulpa de los frutos, aunque es necesario analizar la pulpa de los frutos del sistema 7.
verticillatus- B. montana.

En resumen, el hospedero no afecta el fenotipo visual (morfométrico y
colorimétrico) de los frutos de T. verticillatus ni el fenotipo quimico (contenido de

azicares solubles).
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7. ANEXOS

Anexo 1. Trabajos anteriores en el mismo sistema

En el estudio realizado por Cabezas (2007) en el mismo sistema constituido por
T. verticillatus parasitando en simpatria tres especies de hospederos en SNYL, se
demostré que las plantas hospederas y las plantas hemiparasitas sobre cada
hospedero son discriminadas como poblaciones quimicamente diferentes en término
de los volatiles emitidos, y que los componentes principales de las abundancias
relativas de compuestos volatiles permiten discriminar significativamente la
composicién de volatiles entre hemiparasitos parasitando distintos hospederos (U=

0,052; F= 16; P <0,0001) (Fig. 16) (Cabezas 2007).
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Figura 16. Andlisis de discriminante de compuestos volatiles de T. verticillatus sobre cada planta
hospedera.
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El numero y frecuencia de visitas totales por insectos evaluadas por hora en
flores de T. verticillatus vari6 entre cada SHH (F = 227, P <0,001), siendo las flores del
SHH Tv/Sm las mas visitadas por insectos, seguidas de Tv/Fiy Tv/Bm (Fig. 17), segun

las comparaciones post-hoc realizadas con la prueba de Tukey (a > b > ¢, P <0,05).

100

w

80 -

€0 -

40

Total visitas

20 -
C

@TvisM OTviFI @TVBM

Figura 17. Visitas totales de insectos observadas por hora a flores de T. verticillatus en cada hospedero
(promedio y error esténdar). Las letras distintas sobre cada columna indican diferencias significativas
(prueba de Tukey con P < 0,05).

La composicion de metabolitos secundarios del hemiparasito T. verticillatus
varié entre hospederos, lo que puede relacionarse con diferencias en sus interacciones

con insectos (visitantes florales y herbivoros).
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Anexo 2. Espectros de masa de algunos estandares de los aztcares identificados

a través de espectrometria de masas. Los azicares fueron derivatizados

previamente con MSTFA.

100 204
Glucopirancsa,1,2,3,4,6-pentaquis-O-{ imetilsifi}-,D-
]
c—3—
|
0
\ . |
2 73 o o=
(-]
3 50 191 /\er
3 A 0*5{\
2
2 {
E
147
nr
103 117129
Loy s | I iy
(@) o 70 91 10 130 180 170 180 210 30 280 20 260 30 330 3O 370 380 40 430
mfz
100 B
Fructoplranosa-pentaquis-0-{trimetilsilil}, L-
204
\.~
/
\9/ Q \
2 -~ N\~
= o /9.
g \
= 501 ]
k-]
n
2 147 i—d
a 27 T
a
E 437
103 129
191 22 419
59 231 257
(b) I Y IL!.I.IL' ,M,ll.llf?.l | P VPR Y W - L
50 B0 110 140 170 200 230 250 290 320 350 380 410 240
m/z
100 217
Arabinofuranosa,1,2,3,5- tetragquis-0-
(trimetilsifil}-
oo
ki
2
= 50 AN f'o \Si Vs
{0
8 AN AN
o 73
-7}
E
"
\Sl\
147 £
103 131 189 L 230
(c) o I AT N . ] b L 23 5 333
T T 1] T T H T [} T T T [] T T
50 70 s0 1D 150 170 150 =216 230 250 270 290 30 330
m/fz

46




100
D-Galactopiranosa, 1,2,3,4,6-pentaquits-O-(trimetilsill])-
¥
A\ \
Sl O/SI/;/SV/
i ) NN
B e i
- 191
2w b
3 /o
E \ o
2 /5[’
£ 27 \
= 147
\ 12¢
03
nz 243 29} 305
. dood L]_Ilr JL b L 25 Lo P ,
C [} i 1 T 1] 1] 1 T L] T ¥ T T
50 80 110 140 170 200 230 240 290 320 350 380 4]0 440
mfz
100 7
a-D-Glicoplranosido1,34,6-tetraquls-O-(trimetlisIEl)-a -D-fructof 112,34,6- guls-0.{trimetdsil-
\
[ '
—8i— O/S\
]
0 /
/ N
2 8l
k fy o N W
& 5MH s k
- pati
3 o )
—3
07
- 103 147 !
129
L 169 N
191 437
17 157 L 204 23'1 l
i - 5 1y ] ll L 2 1, bt lll‘ |!‘| i, I'l. L 257 L 29‘ 305 IL 3?1 . .
56 70 110 130 150 170 {30 210 230 25!] 270 290 310 30 340 37!1 391‘1 410 430 450

mfz

47




Anexo 3. Cromatogramas de los ocho estandares de azicares. Los estandares

fueron derivatizados con MSTFA previamente y luego analizados a través de GC-

MS.
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Anexo 4. Cromatogramas de los azlcares solubles identificados a través de GC-

MS durante el desarrollo del fruto en los tres SHH estudiados.
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