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RESUMEN

El género Bursera es caracteristico principalmente de las Selvas Bajas Caducifolias (SBC) de
Meéxico, pais al que se le considera el centro de mayor diversidad; su resina es conocida como copal,
un incienso aromatico usado desde épocas prehispanicas en la medicina tradicional y ritos
ceremoniales (Purata-Velarde, 2008; Fuentes, 2009). La produccion de copal es una actividad
primaria que ha subsistido solamente con el conocimiento botanico de los campesinos copaleros
(Cruz-Ledn et al., 2006), por lo que es imperante generar informacion sobre su extraccion y la
caracterizacion de su aroma para un aprovechamiento Util y sustentable.

Debido a que la produccion resinica es parte del metabolismo especializado de las plantas
y es modulada en respuesta a diferentes factores bioticos y abioticos, el presente estudio establecio
la relacion de la produccidn y composicion volatil de las resinas de B. simaruba y B. tomentosa con
la variacion fenoldgica y estacional durante dos temporadas (lluvia y sequia) en un ciclo anual de
la SBC en el Area Natural Protegida “Villa Allende” Chiapas, México. El trabajo se realizé de mayo
de 2017 a abril de 2018 abarcando tres etapas: 1) caracterizacion estacional de la SBC; 2)
determinacion de los patrones fenoldgicos de las dos especies de Bursera y 3) Cuantificacion de las
resinas y determinacion de la variabilidad de su quimica volatil.

Se encontrd que, en las condiciones de la SBC de Villa Allende en San Fernando, las
fenologias de B. simaruba y B. tomentosa son muy similares, ambas son de follaje caducifolio cuya
ausencia de hojas perdura durante la época de sequia; la floracién y brotacion foliar son etapas
breves, mientras que la fructificacién es extendida.

Producen coincidentemente mayor resina en un periodo de la estacién seca (febrero),
mientras que en su composicion aromética son diferentes, B. tomentosa es mas diversa en
compuestos durante la sequia, mientras que B. simaruba tuvo mayor diversidad quimica durante la
lluvia. Los compuestos volatiles responsables en gran parte de la fragancia de la resina son
exclusivamente de naturaleza terpénica. Se distinguieron por su constancia dos grupos de
terpenoides, un conjunto permanente durante todo el afio y un conjunto de presencia variable a lo
largo del afio.

La quimiodiversidad de los voléatiles de las resinas parece estar respondiendo mas a la
fenologia que a las condiciones ambientales. Ello demuestra la dindmica del metabolismo
especializados de las resinas. Aun asi nuestros resultados no son del todo contundentes sobre las

condiciones que modulan el volumen y composicion quimica de las resinas pues todas las variables
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acttan conjuntamente y dado que existen diferentes mecanismos que participan en la produccion,
hay que considerar otras variables que no han sido tomadas en cuenta que podrian ser relevantes,
como los antecedentes genéticos, algun tipo de estrés no visible o variables dendrométricas,
anatomicas o fisiologicas.

Este estudio constituye un primer trabajo de campo sistematizado al conocimiento de la
variabilidad en la produccién de resinas y aromas, generando al mismo tiempo informacién util
para el aprovechamiento del copal y garantizar el manejo sustentable de estas especies dominantes
de la SBC.



I.  INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios o especializados (ME) son los responsables de los olores, sabores,
colores y sustancias toxicas de las plantas. Estas moléculas de bajo peso molecular le permiten
interaccionar con su ambiente, ya sea para defenderse de enemigos naturales (herbivoros y/o
patdgenos), atraer organismos benéficos (polinizadores, dispersores de semillas y rhizobacterias)
o responder frente a algun estrés abidtico (radiacion UV, sequia y salinidad). La biosintesis de ME
estd intimamente asociada al genotipo y fenologia de la especie, al grado de desarrollo del tejido,
a factores ambientales como los cambios estacionales, ello origina una variacion espacio-temporal
en la proporcién relativa de las moléculas que constituyen el perfil de ME de la especie (Anaya,
2003; Wink, 2010; Lakusic et al., 2013).

Una de las formas de las plantas para producir y acumular ME es la biosintesis de resinas.
Las resinas son savias fragantes que se distinguen de otros exudados, como las gomas, mucilagos,
ceras y latex, porque son una mezcla liposoluble de metabolitos secundarios volatiles y no volatiles,
principalmente de naturaleza terpénica, se secretan por estructuras especializadas situadas al
interior o en la superficie de la planta y poseen relevancia en las interacciones ecoldgicas
(Langeheim, 2003). La fraccion aromatica volatil (aceite esencial) es la mas abundante, consiste
principalmente de mono- y sesquiterpenos (10 y 15 C respectivamente), mientras que la fraccion
minoritaria no volatil de di- y triterpenos (20 y 30 C). Cuando las resinas estan frescas son liquidos
transltcidos que, con el tiempo y la pérdida de la fraccion volatil, se convierten en sélidos de color
marron, amarillo o blanco y que, por polimerizacién y oxidacion, se fosilizan como el ambar (Case
et al., 2003; Gigliarelli et al., 2015).

Varias funciones han sido atribuidas a las resinas, entre ellas, las de representar un
mecanismo de defensa contra fitopatdgenos y herbivoros, de forma directa porque los aceites
esenciales impiden la alimentacion y oviposicién de algunos herbivoros, actian como toxinas para
hongos patdgenos o inhabilitan al insecto con su consistencia pegajosa o de forma indirecta porque
sus volatiles atraen a los depredadores de sus herbivoros (Pichersky y Gershenzon, 2002;
Lagenheim, 2003). De forma general, el volumen de la emision y la proporcion de los volatiles en
la mezcla cambian significativamente con respecto a sus relaciones bidticas y abioticas (Bautista-
Lozada et al., 2012).



Se han documentado al menos 12,000 especies productoras de resinas, de las cuales
alrededor de 500 son de coniferas y el resto de angiospermas, entre estas ultimas las de la familia
Burseraceae (Becerra et al, 1994; Case et al, 2003; Langeheim, 2003; Espinosa, 2009).

Burseraceae comprende 615 especies en 16 géneros (The Plant List, 2013), en México
habitan 100 de ellas, agrupadas en tres géneros (Beiselia, Bursera y Protium), 94 especies slo son
de Bursera y 73 de estas son endémicas (Villasefior et al., 2016). Las burseras son conocidas con
los nombres genéricos de mulatos, copales y cuajiotes, apreciadas desde hace mucho por las
propiedades aromaticas de las cortezas y resinas de sus tallos, principalmente en la perfumeria y
en forma de incienso en rituales ceremoniales (Montufar, 2007; CONABIO, 2016).

El género Bursera es un componente caracteristico y dominante de las Selvas Bajas
Caducifolias (SBC), principalmente en lugares no perturbados. Bursera simaruba se distribuye en
40 municipios de Chiapas, mientras que Bursera tomentosa, al parecer, ocupa un territorio menos
extenso al distribuirse en ocho municipios (REMIB, 2016). Estos territorios generalmente
conforman las regiones de la SBC.

Una de las caracteristicas de esta region floristica es la alternancia de las estaciones de lluvia
y estiaje (sequia), la cual condiciona los patrones fenoldgicos de las plantas que las habitan,
incluyendo la duracion de los periodos de desarrollo de hojas, floracién y fructificacion. En tales
ambientes la mayoria de las especies son deciduas, con la caida de las hojas al inicio o durante la
temporada de estiaje y la foliacion después de las primeras lluvias. La mayoria de los patrones
incluyen la floracion en la temporada de lluvias (Bullock y Solis-Magallanes 1990); en otros casos,
el inicio de la fase reproductiva ocurre durante el periodo de sequia (Singh y Kushwaha, 2006). Sin
embargo, ciertas especies muestran fenologias menos comunes, como permanecer con follaje
perenne (Choat et al., 2005, Rojas-Jiménez 2007).

El metabolismo especializado o secundario también se ve influenciado por la estacionalidad
de la SBC, ya sea porque esta asociado a eventos fenoldgicos que suceden en ciertos momentos del
afio, o porque responden a las variables ambientales (Castro-Moreno et al., 2013). La
quimiodiversidad, entendida como el nimero y proporcion de ME, es una caracteristica fisiologica
de las plantas, por lo que para entender su funcién e importancia hay que clasificarla de acuerdo a
escalas temporales y espaciales durante su fenologia.

En las burseras y en particular, para B. simaruba y B. tomentosa no existen estudios

sistematicos que hayan caracterizado la fenologia anual, los estudios més cercanos relatan periodos
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fenoldgicos puntuales de floracién-fructificacion y foliacion-senescencia que dependen del sitio de
los cuales se ha reportado (Rzedowski, 2004; Garcia et. al., 2013). Algo similar ocurre con el perfil
de aceites esenciales de sus resinas, se conoce la composicion quimica solo de recolectas en etapas
fenoldgicas especificas (Bentes-Machado, 2003; Setzer, 2014) pero no su variacion durante el afio
ni su posible funcion ecoldgica.

Por observaciones personales de campo y de acuerdo con una revision de un inventario
floristico de la zona (Espinosa-Jiménez et al., 2014, REMIB, 2015), se corrobor6 que B. simaruba
y B. tomentosa cohabitan en el area natural protegida de Villa Allende, conformando una poblacién
dominante. Villa Allende se ubica en los limites de los municipios de Berriozébal, Tuxtla Gutiérrez
y San Fernando, de la Depresion Central de Chiapas, su vegetacion esta constituida principalmente
de SBC y selva mediana perennifolia (CONANP, 2015). Ello permitié estudiar conjuntamente a)
su fenologia anual y b) la variacién estacional de la produccidn de resina y su perfil quimico volatil.
Por tanto, se pretendié responder las siguientes preguntas de investigacion: ¢Existe una relacion
fenoldgica entre Bursera simaruba y B. tomentosa? ¢Las resinas de ambas especies se producen
durante todo el afio? Y en todo caso, ¢cuél es la composicion volatil? ¢ Hay diferencias en el perfil
volatil de las resinas intra o interespecie durante el afio? ¢Existe alguna relacién entre el perfil

quimico de las resinas con las condiciones climaticas o con su fenologia?



II. MARCO TEORICO

2. 1. Familia Burseraceae

La familia botanica Burceraceae forma parte del orden Sapindales junto a Anacardiaceae,
Biebersteiniaceae, Kirkiaceae, Meliaceae, Nitrariaceae, Rutaceae, Sapindaceae, Simaroubaceae y
Tetradiclidaceae. Burseraceae cuenta con 18 generos y cerca de 600 especies en el mundo (The
Plant List, 2013; Catalogue of Life, 2018). De ocho a nueve géneros con 240 especies, estan
representados en Ameérica, seis de los cuales son endémicos, entre ellos el género Bursera
(Cuatrecasas, 1958; Espinosa et al., 2006; Farias-Castro, 2017).

Las Burseraceas son arboles deciduos o perennifolios, dioicos o poligamodioicos, de hojas
alternas, rara vez opuestas, pinnado-compuestas, ocasionalmente bipinnadas, 3-folioladas o 1-
folioladas, exestipuladas. Sus inflorescencias son axilares o terminales, cimosas, paniculadas,
pseudoracimos, fasciculadas o flores solitarias, las flores generalmente unisexuales, actinomorfas,
3-5(-6)-meras, imbricadas o valvadas, por su parte los frutos son drupaceos 2-5-valvados, con
pericarpo carnoso, luego dehiscentes, o capsulas; huesos 1-5, generalmente monospermos, con
endocarpo lefioso, cubiertos frecuentemente por un pseudoarilo; sus semillas no tienen endospermo
y el embrion recto (Medina-Lemos, 2008; Daly et al., 2010).

Burseraceae se distribuye en los tropicos subhiimedos y secos de América, Africa y Asia
(Figura 1). Los géneros mas diversos son: Bursera (~100 spp.), Cannarium (77 spp.), Commiphora
(190 spp.) y Protium (80 spp) (Robles et al., 2005; Medina-Lemos, 2008; Espinosa, 2009).

En México pueden encontrarse tres géneros (Beiselia, Bursera y Protium) y cerca de 110
especies (Villasefior, 2016), las cuales son abundantes e incluso dominantes en los bosques
tropicales secos de México, sobre todo en la vertiente del Pacifico, desde Sonora hasta Chiapas
(Rzedowski y Kruse, 1979, Toledo-Manzur, 1982; Farias-Castro, 2017).

2. 2. Género Bursera

El género Bursera es uno de los mas representativos de la familia Burseraceae debido a su nimero
de especies y a la amplitud geogréafica de su distribucién (Rzedowski et al., 2005; CONABIO,
2013); sus especies se agrupan en dos secciones. La primera, Bullockia, corresponde a los copales,
arbustos y arboles pequerios de climas semiaridos que suelen tener propiedades aromaticas. En la

segunda seccidn, llamada también Bursera, se agrupan los mulatos, arboles altos del trépico humedo
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y los cuajiotes, arbustos y arboles pequefios de climas subhumedos y semiaridos (McVaugh y
Rzedowski, 1965; CONABIO, 2013).

Figura 1. Mapa de dsitribucion de Burseraceae. En color purpura se muestra la distribucion de la
familia Burseraceae. (85,102 registros georreferenciados, Global Biodiversity Information Facility
(GBIF), (2017).

Este grupo taxondmico se caracteriza por tener arboles de porte bajo a medio muy
ramificados con una altura de 5 a 15 m, son generalmente deciduos, dioicos o poligamodioicos, rara
vez hermafroditas, cuyos troncos son de corteza externa exfoliante, rojiza a amarillenta (cuajiotes),
que se desprende en ldminas grandes o pequefias, la corteza interna con tonos de verde muy diversos
o corteza no exfoliante, lisa y gris (copales), con resinas aromaticas; frecuentemente con ramas
cortas (braquiblastos); catafilos generalmente conspicuos o incospicuos, 1-varios y dispuestos en
rosetas, aparecen antes que las hojas, oblongos, lanceolados o triangulares, generalmente
pubescentes, pronto deciduos (Medina-Lemos, 2008; Loeza-Corte et al., 2013).

Sus hojas se desarrollan en rosetas sobre el apice de los braquiblastos o ramas de nuevo
crecimiento, generalmente imparipinnadas, compuestas con foliolos opuestos, ocasionalmente 2-
pinnadas, 3-folioladas o 1-folioladas (simples), las primeras hojas generalmente 3-folioladas o con
menos foliolos que las hojas maduras, raquis generalmente alado. Inflorescencias axilares, aparecen
antes de las primeras hojas, fasciculadas aparentemente o aglomeradas sobre los braquiblastos, en

paniculas, tirsos, pseudoracimos, cimas, glomérulos o flores solitarias, bracteas y/o bracteolas
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presentes. Flores unisexuales, rara vez funcionalmente hermafroditas, 3-5(-6)-meras y frutos
drupéaceos, 2-3-valvados, ovoidales, elipsoidales a esferoidales, biconvexos o asimétricamente
trigonos, exocarpo carnoso inicialmente, coriaceo en la madurez y tardiamente dehiscente, hueso
parcial o totalmente cubierto por un pseudoarilo rojo, anaranjado o amarillo, que se torna gris o
blanguecino, generalmente tienen una semilla por fruto (Medina-Lemos, 2008; Loeza-Corte et al.,
2013).

Las Burseras son caracteristicas de la Selva Baja Caducifolia, que es la vegetacion que se
desarrolla en los lugares donde hay una sequia prolongada durante mas de cuatro meses al afio, lo
que hace que los arboles tiren todas sus hojas y luego con las lluvias reverdezcan. La mayoria de
las Burseras producen flores al principio de la temporada de lluvias, hacia fines de mayo y principios
de junio. Las flores aparecen al mismo tiempo que las nuevas hojas. La floracion es rapida y hacia
finales de junio ya hay frutos verdes. La mayoria de los frutos maduran entre agosto y principios de
septiembre (Purata-Velarde, 2008).

En México se han registrado 94 especies de Bursera por lo que se le considera el centro de
mayor diversidad (Villasefior, 2016). Bursera es un género importante desde el punto de vista
ecologico, ya que domina la SBC principalmente en lugares no perturbados (Purata-Velarde, 2008;
Loeza-Corte et al., 2013).

2. 2. 1. Bursera simaruba (L.) Sarg.

Especie incluida en la seccién Bursera (CONABIO, 2013), es de amplia distribucion en ambas
vertientes de México, a menudo es un componente de bosques tropicales subcaducifolios y
perennifolios en altitudes inferiores a 1200 m.s.n.m (Rzedowski et al., 2005). Es la especie méas
ampliamente distribuida del género, pues se encuentra en EUA, Bahamas, Cuba, Jamaica, Puerto
Rico, Barbados, Dominica, Trinidad, Tobago, Aruba, Bonaire, Isla Margarita, Costa Rica,
Nicaragua, Guatemala, Honduras, Guyana, Guyana Francesa, Belice, Panama, Colombia, Brasil,
Venezuela y México. En México se distribuye en los estados de Aguascalientes, Campeche,
Chiapas, Chihuahua, Colima, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan,
Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora,
Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan, Zacatecas (Rzedowski et al., 2005; GBIF Secretariat,
2017; Catalogue of Life, 2018) (Figura 2A). En el estado de Chiapas, esta especie se distribuye en
los municipios de Acala, Benemérito de las Américas, Berriozabal, Chiapa de Corzo, Chicoasen,
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Chicomuselo, Cintalapa, Escuintla, Jiquipilas, La Concordia, La Grandeza, Las Margaritas, Las
Rosas, La Trinitaria, Marqués de Comillas, Motozintla, Ocosingo, Ocozocoautla de Espinosa,
Osumacinta, Oxchuc, Palenque, San Fernando, Siltepec, Solosuchiapa, Soyald, Tapachula,
Tenejapa, Tumbald, Tuxtla Chico, Tuxtla Gutiérrez, Tonald, Tuzantan, Villa Corzo, Villaflores y
Yajalén (REMIB, 2015).

A B

Figura 2. Mapa de distribucion de Bursera en America Central. A) En color purpura se muestra la
distribucion de Bursera simaruba (6,245 registros georegerenciados); B) en color purpura, se
muestra la distribucion de Bursera tomentosa (280 registros georeferenciados). Global Biodiversity
Information Facility (GBIF), 2017.

Conocida en México como almacigo chaka, encuero, indio desnudo, jiote, jifiocuabo o palo
mulato (CONABIO, 2013; Orwa et al., 2009). Es un arbol caducifolio de tamafio mediano de 18-
30 m de altura con tronco relativamente grueso y un diametro a la altura de pecho de 10-100 cm.
Tiene ramas grandes, extendidas y es de follaje irregular y disperso (Vazquez-Yanes et al., 1999;
Orwa et al., 2009; Estrada-Faggioli, 2013).

El tronco y las ramas son gruesas Yy estan cubiertas de corteza resinosa, por lo que es un
arbol aromatico facilmente reconocible por la corteza lisa, de color rojizo-marrén o cobrizo con un
aspecto atractivo y brillante, desprende su corteza exfoliante en copos de papel y expone la cara
marron-verdosa debajo (Figura 3) (Rzedowski et al., 2004; Orwa et al., 2009; Estrada-Faggioli,
2013; Gilman y Watson, 2014). Las hojas son compuestas y estan dispuestas en espiral, alternas y
pinnadas de 15 a 30 cm de largo, con 7-13 foliolos, cada uno de los cuales es ovalado y ancho de 4

al0cmdelargoy 2 a5 cm de ancho (Orwa et al., 2009; Estrada-Faggioli, 2013). Los foliolos son
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de color verde oscuro o brillante, ovales-lanceolados y oblongos con apice acuminado y una base
asimétrica (Orwa et al., 2009).

Puede ser monoica o dioica, los racimos florales son terminales y laterales, ramificados y
estrechos; las flores estan en tallos delgados, generalmente cortos, la flor masculina es una panicula
de 15 cm de largo, con 4 a 5 pétalos rosados, verde amarillentos o blancos. La flor femenina es
también una panicula de 10-12 cm de largo con solo tres pétalos y es principalmente polinizada por
insectos, en especial por abejas (Vazquez-Yanes et al., 1999; Estrada-Faggioli, 2013).

Los frutos son drupas resinosas, en forma de diamante o capsula trivalvada globosa u ovoide
con sélo el exocarpio dehiscente, de 10 a 15 mm de largo, rojizo o café en la madurez, el hueso esta
totalmente cubierto por un pseudoarilo rojo o anaranjado, cada fruto contiene una sola semilla
(Rzedowski et al., 2004; Orwa et al., 2009; CONABIO, 2013; Barrance et al., 2017), que es

principalmente dispersada por mamiferos y aves (Garcia, 1991).
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Figura 3. Estructuras vegetativas y reproductivas de Bursera simaruba. A) arbol donde se exhibe
la morfologia vegetativa (hojas); B) tallo con corteza exfoliante; C) paniculo con botones florales;
D) frutos con brotes foliares. Imagenes: Hernandez-Rodriguez, Z. G. (2018).
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2. 2. 2. Bursera tomentosa (Jacq.) Triana & Planch.

Especie del género Bursera incluida en la seccién Bullockia (CONABIO, 2013), se
distribuye en Costa Rica, Nicaragua, Colombia, Brasil, Guatemala, Panama, Venezuela y México,
especificamente en México se encuentra en los estados de Campeche, Chiapas, Guerrero, Oaxaca,
Quintana Roo y Yucatan (Figura 2B) (GBIF Secretariat, 2017; Catalogue of Life, 2018). En
Chiapas se distribuyen en los municipios de La Trinitaria, Las Margaritas, Ocozocoautla de
Espinosa, Las Rosas y Zinacantan (REMIB, 2015).

Comunmente conocida como copal, copal blanco o caratillo. Es un arbol deciduo que
alcanza un tamafo de hasta 10 m de altura (Castro-Laportte, 2013). Su tronco es de corteza lisa,
grisdcea y lenticelada (Figura 4). Sus hojas son compuestas y pinnadas de hasta 9 foliolos
tomentosos de 2 a 6 cm de largo y de 1.5 a 3 cm de ancho, ovados o elipticos, con apice agudo o
redondeado, bordes dentados y base aguda a obtusa con el raquis alado, marcadamente pubescente
(Castro-Laportte, 2013; CONABIO, 2013). Inflorescencias ubicadas en el apice de las ramas
cortas; flor masculina tetramera, pedicelo de 1-4 mm de largo, sépalos verdes y pétalos
blanguecinos, externamente pubescentes principalmente en la nervadura media, la flor femenina es
semejante a la masculina. Fruto bivalvado, ovado 8-7 mm de largo x 5-6 mm de ancho, levemente

apiculado, rojizo cuando maduro y semilla mas o menos triangular (Castro-Laportte, 2013).
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Figura 4. Estructuras vegetativas y reproductivas de Bursera tomentosa. A) tallo de corteza no
exfoliante; B) flores y hojas; C) hojas jovenes; D) frutos. Imagenes: Hernandez-Rodriguez, Z. G.
(2018).
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2. 3. Selva Baja Caducifolia (SBC)

La Selva Baja Caducifolia, también conocida como Bosque Tropical Caducifolio, es el conjunto de
comunidades vegetales forestales de estatura baja que prosperan sobre laderas de cerros en
condiciones de clima calido (Rzedowski y Calderdn, 2013). Se desarrollan en regiones que se
encuentran generalmente entre 20 y 10° de latitud a ambos lados del Ecuador y se caracterizan por
presentar una larga temporada de sequia, mas apropiadamente, de estiaje; las SBC son definidas
como aquellas que pierden entre el 50 y 100 % de su follaje en el estiaje (Bezaury-Creel, 2010).

Estas selvas tienen una amplia distribucién en México, se extienden desde el norte hasta la
frontera con Guatemala, en el sur del pais, se establece en la vertiente pacifica, con importantes
entrantes en las cuencas del rio Lerma-Santiago y Balsas, también representada en manchones
discontinuos en la vertiente del Golfo y en la Peninsula de Yucatan (Figura 5) (Bezaury-Creel,
2010). Las SBC de la vertiente continental del Pacifico mexicano forman una unidad ecoldgica y
floristica discreta con continuidad en tiempo y en espacio (Rzedowski, 1978; Trejo, 1998).

Presentan una distribucion correlacionada con la presencia de las lluvias monzénicas y con
los macizos montafiosos de la vertiente del Pacifico en las sierras Madre Occidental, Madre del Sur
y de Chiapas, ocupando esencialmente las provincias fisiograficas de los Acantilados de la Sierra
Madre Occidental, porciones de la Planicie Costera desde Sinaloa hasta Chiapas y las cuencas del
Balsas y la central de Chiapas (Burquez y Martinez-Yrizar, 2009).

Debido a la heterogeneidad ambiental en la que se desarrolla este tipo de vegetacion, le
permite albergar una gran diversidad biol6gica, por ejemplo, un estudio en México revel6 que es
posible encontrar en promedio 74 especies con diametro a la altura del pecho>1 cmen 0.1 ha y un
sobresaliente recambio de especies (diversidad ), pues de 20 sitios, en una muestra se encontraron
72 % de las especies (Trejo, 2005).

La amplitud en la distribucién geografica de las SBC en Meéxico, asi como la
heterogeneidad en las condiciones fisicas en las que se establece, dificulta el reconocimiento de las
variantes fisondmicas de estas comunidades (Trejo, 1996; Bezaury-Creel, 2010), sin embargo, entre
las principales caracteristicas para reconocer a este tipo de vegetacion se distingue:

Altitud y latitud: las SBC se desarrollan en Meéxico en regiones que se encuentran
generalmente entre 20 y 10° de latitud a ambos lados del Ecuador, entre 0 y 1900 m de altitud, mas

frecuentemente por debajo de los 1500 m.s.n.m. entre los declives del Golfo de México
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(exceptuando la Depresion en Chiapas) no se le ha observado por arriba de 800 m.s.n.m.
(Rzedowski, 2006; Bezaury-Creel, 2010).

Temperatura: un factor ecologico que define la distribucion geografica de la SBC es la
temperatura y en especial la minima extrema, que en general no es menor de 0 °C. La temperatura
media anual es del orden de 20 a 29 °C, siendo mas alta en algunas depresiones interiores y no
necesariamente al nivel del mar (Trejo, 1999; Rzedowski, 2006).

Precipitacion: la SBC se caracteriza por presentar dos estaciones bien marcadas: la lluviosa
y la seca. EI nimero de meses secos consecutivos varia de 5 a 8, lo cual da idea de lo acentuado de
la aridez entre diciembre y mayo. EI monto de la precipitacion media anual varia entre 300 y 1800
mm (mas frecuentemente entre 600 y 1200mm) (Trejo, 1999; Rzedowski, 2006; Trejo, 2010).

Clima: las condiciones climaticas de las SBC en México muestran marcadas tendencias,
de acuerdo con la clasificacion de Koeppen (1948), el tipo de clima mas comun correspondiente a
esta formacion vegetal es el Aw, Aunque también hay algunos sitios con climas BS y Cw. Salvo el
caso de Baja California y de algunas partes de Itsmo de Tehuantepec, donde se desarrolla sobre
una gran variedad de situaciones topogréaficas y tipos de tierra (Trejo, 1999).

Suelo: los suelos en los que se establecen las SBC son variables, en general son someros y
en ocasiones pedregosos. EI mayor porcentaje se asienta en suelos de tipo regosol y litosol, cuyo
origen también es variable ya que surgen en litologias desde igneas a sedimentarias (Trejo, 1996).

Vegetacion: aun con la complejidad estructural en el limite norte de distribucion de la SBC,
la composicion floristica es ain muy diversa y esta claramente relacionada con la variedad de
habitats que, a su vez, esta determinada por cambios topograficos, edaficos y climaticos. Los
elementos predominantes en la flora son de origen neotropical, con abundancia de especies de la
familia Leguminosae, Euphorbiaceae, Cactaceae, Burseraceae, Compositae, Malpihiaceae y
Anacardiaceae (Trejo, 2010). Las especies del género Bursera son miembros prominentes y
caracteristicos tanto de la flora como de la vegetacion de México y son tipicas de las selvas secas
(Rzedowski et al., 2005; Burquez y Martinez-Yrizar, 2009).

En la Depresion Central de Chiapas, este tipo de vegetacion es el méas extendido, en esta
region las especies preponderantes son del género Bursera, sobre todo las pertenecientes a la
seccion Bursera, que localmente se conocen como “cuajiotes”, de donde deriva el termino cuajiotal,

utilizado en los trabajos de Miranda (Rzedowski, 2006).
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Figura 5. A) Distribucion de las selvas secas que se extienden en la vertiente del Pacifico desde
Sinaloa hasta Chiapas, penetrando al centro de la Republica Mexicana a través de la cuenca del
Balsas (Vegetacion potencial a partir de Rzedowski, 1978; Trejo, 1999; Inventario Nacional
Forestal, 2000). B) Follaje durante la temporada de lluvias; C) caducidad durante el estiaje.
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2. 3. 1. Fenologia vegetal en la SBC

La fenologia es el estudio de eventos bioldgicos recurrentes y su relacién con factores
climaticos (White et al., 1997). Se distinguen dos tipos de registros fenologicos, la fenologia
vegetativa, que describe el crecimiento y desarrollo de una planta, con la cual se identifica la
foliacion (brotes de hojas nuevas) y defoliacion (senescencia), mientras que la fenologia
reproductiva implica las fenofases de reproduccién de una planta (floracién, fructificacion,
dispersion y germinacion de semillas) (Garcia et al., 2013).

Debido a que las selvas secas tropicales y subtropicales se caracterizan por presentar una
larga temporada de sequia, pierden entre 50 y 100 % de su follaje (Creel, 2010), el aspecto de la
vegetacion durante esta época del afio es grisaceo, debido a que la defoliacion es la fenofase
predominante (Ceballos et al., 2010; Arias et al., 2002), mientras que en época de lluvias la
vegetacion luce exuberantemente verde, debido a que predomina la foliacion (Arias et al., 2002).

Las principales causas de la fenologia que tienen las especies tropicales provienen de la
variedad de especies y sus tipos ecofisiolégicos de hojas comunes a un régimen de humedad y su
relativa sincronia de desarrollo, subsecuentemente, las especies de la SBC pueden ser sensibles a
la temperatura elevada y a los efectos directos del CO» elevado; las temperaturas mas altas
conducen a un agotamiento mas rapido del agua y por ende a una caida mas temprana de la hoja 'y
por lo tanto, ocurren periodos mas largos sin hojas fuertemente sincronizados (Reich, 1994), es
decir, la sequia de la estacidn seca restringe algunas fenofases como la aparicion de 6rganos foliares
(Reich y Borchet, 1984).

Ademas, los arboles que permanecen sin hojas durante una parte de la estacion seca o
durante toda esta y que producen nuevas hojas, ya sea antes o al inicio de la estacion lluviosa,
muestran diferentes patrones reproductivos ya que las especies florecen en diferentes momentos,
ya sea durante la estacién himeda o la seca (Monasterio y Sarmiento, 1996).

Las fases de caducidad, floracion y crecimiento de brotes también se correlacionan con los
cambios estacionales en el estado hidrico del arbol, pues, la disponibilidad de agua del subsuelo,
asi como la densidad de la madera, la capacidad de almacenamiento de agua del tallo, la
profundidad y densidad de los sistemas de raices, permiten la rehidratacion de los tejidos del tallo

y el posterior desarrollo fenoldgico reproductivo durante la estacion seca (Borchert, 1994).
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Por otra parte, se ha observado que la irradianza tiene implicacidn con una fuerte seleccion
fenoldgica para las plantas de muchos bosques de hoja caduca, pues producen hojas y flores cuando

la irradianza sobre el sotobosque es maxima (Wrigth y Schaik, 1994).

2. 3. 2. Clasificacion de la fenologia vegetativa y reproductiva en la SBC

Entre los tipos de vegetacion, los patrones fenoldgicos son variables en escalas espaciales y
temporales. Especificamente, en la SBC este tipo de estudios se complica debido a que los ciclos
anuales son muy complejos e irregulares, ademas de que el patron de reconocimiento no es muy
estandarizado (Newstron et al., 1994). La fenologia vegetativa es el referente para identificar los
tipos de vegetacion, los principales tipos funcionales conocidos, segun el periodo de duracion de
hojas en la copa del arbol, son: deciduo, en el cual los arboles permanecen en caducidad por mas
de cuatro meses; brevi-caducifolio, que comprende arboles que tiran sus hojas por menos de cuatro
meses y siempre verde, compuesto de arboles que al tener un cambio de hojas no se quedan en
caducidad (Figura 6).

India

[T RS >4 meses caducos
JIE BRI 2-4-meses caducos

| 1] [T I <2 meses-caducos
Entciecmenodenoes  Hojes macurss [ [T semi-verde
IA[M|J]a]A[s|o|[N|D|E|[F[M|A|[M] J] Tipo funcional |
_ Hojas maduras _ intercambio de hojas
- _ Brevi-caducifolio
T U Caducifolio

[T S RTINS aio sucuento

Costa Rica

Figura 6. Duracién aproximada de varios eventos fenoldgicos vegetativos de cuatro tipos
funcionales reconocidos en India (Kushwaha y Singh, 2015) y en Costa Rica (Rivera et al., 2002).
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Estos patrones estan regulados por factores externos como las lluvias o la temperatura
(Riveraet al., 2002), por ejemplo, en los bosques frios y templados, todos los &rboles de hoja ancha
estan fuertemente sincronizados por el frio del invierno. En contraste, la sequia estacional en la
SBC no sincroniza la fenologia vegetativa. Este tipo de vegetacion es por lo general un mosaico de
arboles de diferentes tipos funcionales, en los cuales la brotacion y senescencia de las hojas ocurre
en momentos diferentes durante y después de la estacion seca (Borchet, 2002; Rivera et al., 2002;
Kushwaha et al., 2015).

Respecto a la fenologia reproductiva, para la floracion se distinguen cuatro clases basadas
en la frecuencia, definida como el numero de ciclos “on/off” por afio (un ciclo consiste de un
episodio de floracion seguido de un intervalo sin floracion). Las cuatro clases bésicas son: continua
(floracion con breves interrupciones esporadicas), subanual (floracion por mas de un ciclo al afio),
anual (solo un ciclo importante por afio) y supraanual (un ciclo durante mas de un afio) (Figura 7).
De acuerdo a la amplitud o duracion del patron de floracion anual, se utiliza una division de tres
tiempos: floracion breve (<1 mes), floracion intermedia (1-5 meses) y floracion extendida (>5
meses). Asi mismo, se ha utilizado un segundo criterio de clasificacion, basado en la regularidad

del episodio de floracion y no floracion (Newstron et al., 1994).

Clases de frecuencia Clases de regularidad
Continua Patron regular
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Figura 7. Diagrama idealizado de cuatro clases de frecuencia y dos clases de regularidad para
revelar la esencia de cada criterio de la amplitud de la floracién de 144 meses (Newstrom et al.,
1994).
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2.4. Diversidad fitoquimica

Las plantas producen miles de compuestos quimicos diferentes conocidos como metabolitos
secundarios o especializados (ME). La variedad y proporcion de estos ME se conoce como
diversidad fitoquimica, un componente clave de la diversidad funcional, pues median las relaciones
de los individuos que comparten un mismo hébitat (Lewinsohn y Gijzen, 2009; Richards et al.
2015).

El estudio de la biodiversidad se ha enfocado principalmente a nivel de ecosistemas,
especies y genes, poca importancia se le ha dado a la busqueda de métodos para medir la diversidad
fitoquimica. Tradicionalmente se conoce a la diversidad alfa como la riqueza de especies de una
comunidad particular a la que se considera como homogénea, la diversidad beta es el grado de
cambio o reemplazo en la composicion de especies entre las diferentes comunidades en un paisaje
y la diversidad gamma es la riqueza de especies del conjunto de comunidades que integran un
paisaje, resultante de diversidad alfa y beta (Moreno, 2001; Villarreal et al., 2004; Aguirre-
Mendoza, 2013). Aungue no existen parametros especificos para medir este tipo de diversidad,
analogamente se ha hecho uso de los términos de diversidad alfa, beta y gamma para evaluar la
diversidad de ME para entender su funcién e importancia a escalas espaciales y temporales en las
que ocurre (Cuadro 1). La diversidad fitoquimica alfa (DFA) describe al nimero y concentracion
de los ME en un tejido vegetal, la diversidad fitoquimica beta individual (DFBI) es el grado de
recambio en la composicion de ME entre los fenotipos quimicos de diferentes tejidos de una planta
y la diversidad fitoquimica beta poblacional (DFBp) es el grado de recambio en la composicién de

fenotipos quimicos de los individuos de una especie (Garcia-Rodriguez et al., 2012).

20



Cuadro 1. Clasificacion de la diversidad fitoquimica tomado de Garcia-Rodriguez, et al., (2012)

Tipo Escala espacial Contexto temporal
Aquella que ocurre en las mezclas de metabolitos a) la ontogenia de un individuo
secundarios presentes en los tejidos vegetales. Su o un tejido vegetal

Diversidad descripcion incluye al ndmero de estructuras de ME b) un momento en el tiempo

fitoquimica alfa
(DFA)

(riqueza junto con la abundancia de cada uno de ellos en
un tejido vegetal). Con esto se obtiene el perfil o el
fenotipo quimico del tejido. El conjunto de fenotipos
quimicos tisulares constituye el fenotipo quimico del
individuo.

C) en estaciones diferentes
d) entre el mismo tejido antes y
después del ataque de un agente
de estrés bidtico o abidtico

Diversidad
fitoquimica beta
individual (DFBi)

Es el grado de recambio en la composicion de ME entre
los fenotipos quimicos de los diferentes tejidos de una
planta.

Diversidad
fitoquimica beta
poblacional (DFBp)

Es el grado de recambio en la composicién de fenotipos
quimicos individuales de una especie bioldgica: a) dentro
de una poblacion; b) entre poblaciones de una especie.

a) en un momento en el tiempo
b) a lo largo de las
generaciones

Diversidad
fitoquimica gamma
(DFG)

Es la riqueza de fenotipos quimicos individuales en las
comunidades vegetales que integran un paisaje. Grado
de diferenciacion entre individuos de diferentes especies
que conforman una comunidad o paisaje.

a) en las estaciones
b) a lo largo de las
generaciones

2. 5. Resinas vegetales

Las resinas son productos comunes que las coniferas y angiospermas tropicales exudan
naturalmente (resinas de superficie) o que pueden obtenerse por incision o infeccién (resinas
internas) (Dell y McComb, 1979; Langenheim, 2003); econdmicamente se ha considerado a las
resinas como productos forestales menores o productos forestales no maderables, los cuales se
vienen usando desde la antigtiedad en procesos magico-religiosos, en terapias curativas, entre otros
(Murugesan et al., 2011).

Algunas de las resinas de mayor importancia por su valor econémico o tradicional son las
resinas de coniferas para elaboracion de trementina o de burseras como el copal y el incienso
(Quiroz-Carranza y Magaria, 2015). Operacionalmente se define a la resina como una mezcla
soluble en lipidos de compuestos terpénicos volatiles y no volatiles que son biosintetizadas en
estructuras o conductos secretores internos Ilamados canales resiniferos (Figura 8).

La localizacion de los canales resiniferos es diversa, puede ser superficial en el parénquima
cortical o bien profunda en el parénquima vascular o medular (Alonso-Pefia, 2011). El proceso de

formacion de estos canales no es bien conocido. No obstante, se plantea que son formados en el
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cambium como consecuencia de un estres hidrico y/o la cavitacion de la resina; también se originan
por la formacién de un hueco entre las células parenquimaticas por esquizogénesis, lisogénesis o
una combinacion de ambas (Cown, 1973; Daly et al., 2010; Alonso-Pefia, 2011; Tolera et al., 2013).

La esquizogeénesis implica la separacién de las células del parénquima entre si; después de
varias divisiones celulares, el espacio intracelular incrementa, produciendo un espacio, rodeado de
las células secretoras ocurriendo en una capa o0 en capas epiteliales (Langenheim, 2013). La
lisogénesis es un proceso que implica la descomposicion de una masa de células maduras llenas de
secrecion que liberan la secrecion a medida que se degeneran. Aunque la ubicacién de los canales
varia en diferentes géneros estan asociados con précticamente todos los tejidos vasculares,
principalmente se han identificado en estructuras vegetativas como raices, tallos y hojas, aunque en
estas Ultimas son esencialmente desconocidos; también puede presentarse en estructuras

reproductivas (flores y frutos) (Daly et al., 2010; Langenheim, 2013).

Figura 8. Corte transversal de tallo de Bursera simaruba. 1: Médula, 2: Xilema, 3: Cambium, 4:
Floema, 5: Canales resiniferos, 6: Epidermis. Imagén: Hernandez-Rodriguez, Z. G. (2018).

2.5. 1. Composicion quimica

La fraccion aromatica volatil de la resina es la mas abundante, consiste de mono- y
sesquiterpenos (10 y 15 C respectivamente) con algunos compuestos oxigenados y ocasionalmente
de algunos hidrocarburos diterpenicos (20 C), mientras que la fraccién minoritaria es no volatil y
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estd compuesta principalmente de di- y triterpenos (20 y 30 C) (Moore, 1993; Daly et al., 2010;
Langenheim, 2013).

De forma general estos ME (terpenos) son hidrocarburos que pertenecen a las familias de
los alquenos, alcoholes, éteres, esteres, aldehidos y cetonas, cuando las moléculas contienen atomos
de oxigeno se da preferencia al termino terpenoide, aunque ambas denominaciones, terpeno y
terpenoide suelen utilizarse indistintamente (Ormefio y Fernadndez, 2012). En las plantas, los
terpenos se localizan en las hojas, flores y en los frutos y en menor medida en los troncos y raices,
en las resinas de los troncos pueden acumular cantidades muy elevadas de estos ME. También se
producen resinas fenolicas que cominmente se entremezclan con los terpenoides, particularmente
aquellos que cubren la superficie de los 6rganos jovenes (Langeheim, 2003; Ormefio y Fernandez,
2012). Todas estas moléculas son acumuladas en los tejidos vegetales y luego liberadas al ambiente
principalmente por volatilizacién desde las hojas, la lixiviacion o arrastre por la lluvia y la
exudacion desde las raices (Bautista-Lozada, et al., 2012; Ormefio y Fernandez, 2012).

Los terpenos y compuestos fendlicos que constituyen a las resinas, se derivan de
carbohidratos producidos fotosintéticamente que se descomponen para producir compuestos mas
simples (productos de piruvato) como los terpenoides y compuestos fendlicos que se biosintetizan
a través de diferentes vias metabdlicas. Dos vias biosintéticas conducen a la formacion de la unidad
estructural basica de biosintesis de terpenos; a) en la via del acido mevalénico (MVA) que sucede
en el citosol, tres moléculas de acetil coenzima A se condensan paso a paso para formar &cido
mevalonico (Figura 9). Este intermediario clave de seis carbonos es pirofosforilado, descarboxilado,
y deshidratado para formar isopentenil difosfato (IPP), el cual es la unidad basica activada de cinco
carbonos de los terpenos.; b) en una segunda via conocida como ruta del fosfato de metileritritol
(MEP) que funciona en el cloroplasto, el IPP se forma como intermediario de la glicolisis o del
ciclo fotosintético de reduccién del carbono a través de una serie de reacciones independientes (Taiz
y Zeiger, 2007). Independientemente de la ruta, el isopentenil bifosfato y su isémero dimetilalil
difosfato (DMAPP) son los precursores activados en la biosintesis de todos los terpenos mediante
reacciones de condensacion, sin embargo biogenéticamente los monoterpenos y los diterpenos via
geranil difosfato (GPP) y geranilgeranil disfofato (GGPP) se formarian en los cloroplastos y los
sesquiterpenos y triterpenos se originan en el citosol via el farnesil difosfato (FPP) (Langenheim,
2003; Taiz y Zeiger, 2006).
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Figura 9. Esquema generalizado de la biosintesis de terpenos y compuestos fendlicos que constituyen las resinas, se muestra la
interconexion con compuestos y proceso primarios importantes. La biosintesis de terpenoides son presentados de acuerdo con la
compartimentacion de las dos vias. Los componentes de terpeno de las resinas se indican en recuadros; los componentes volatiles tienen
un contorno Unico y los componentes no volétiles tienen un contorno doble. DMAPP, dimetilalil difosfato; MEP, ruta del fosfato de
metileritritol; FPP, difosfato de farnesilo; GGPP, geranilgeranil difosfato; GPP, geranil difosfato; IPP, isopentenil difosfato; Via MVA,
acido mevalonico o mevalonato (Langenheim, 2003).
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I1l. ANTECEDENTES

Se han realizado algunos estudios que exhiben la fenologia de algunas especies en un tiempo
especifico, determinandose que son especies de follaje caducifolio en época de seca con mayor
incidencia en febrero, que florecen de marzo a junio y fructifican a lo largo del afio principalmente
en mayo Y junio (Rojas-Rodriguez y Torres-Cordoba, 2011; Garcia et al, 2013; Berdugo-Lattke y
Rangel-Ch, 2014).

Por otra parte, el andlisis de la variacion estacional o fenoldgica en la produccion de resina
y su composicion quimica en el género Bursera no ha sido ampliamente documentada. El estudio
mas cercano ha evaluado solamente la produccion de resina en tres especies de la seccion Bullockia
(B. bipinnata, B. jorullensis y B. glabrifolia), cuyos volimenes de resina no muestran diferencias
significativas entre los meses de muestreo (temporada de lluvias) (Cruz-Cruz et al., 2017).

Una evaluacion de la composicién de exudados vegetales realizado durante fases
fenoldgicas especificas, ha sido realizada por Moreno et al., (2010) quienes analizaron por
cromatografia de gases/masas (GC/MS), la composicion quimica del aceite esencial de tallo de B.
tomentosa en estado de floracion, de lo que identificaron 28 compuestos que constituyen el 90.1%
del aceite esencial, los constituyentes mayoritarios fueron spatulenol (11.4%), globulol (8.9%), epi-
a-cadinol (8.8%), cis-cimeno (7.3%), biciclogermacreno (6.6%), 1-nonano (6.4%) and B-selineno
(3.9%).

La foliacién ha sido otra fase fenoldgica importante en el analisis de la composicion
quimica; Leyva et al., (2007) encontraron que los constituyentes mayoritarios en el aceite de hojas
de esta especie fueron limoneno (48.3%), 6xido de cariofileno (13.6%) y trans-cariofileno (8.1%).
Por su parte, Carmona et al., (2007) identificaron por GC y GC/MS, 97 constituyentes de los cuales
los compuestos mas prominentes fueron limoneno (30.7%), (E)-B-ocimeno (20.8%) y B-elemeno
(11.3%).

Lujan-Hidalgo et al., (2012) realizaron el andlisis de la composicion quimica de hojas de
Bursera graveolens, encontrando que el aceite esencial de la hoja estd compuesto principalmente
por limoneno (42.9%), B-ocimeno (17.39%), B-elemeno (11.82%) y mentofurano (6.79%),

Mufioz-Acevedo et al., (2013) analizaron la composicion de la resina de B. graveolens por

GC-MS en fase reproductiva (fructificacion) durante la época de lluvia (agosto), encontrando que
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los volatiles principales de este exudado son limoneno (23.2%), mentofurona (15.9%), pulegona
(12.1%), 3-hidroxi-mentofurona (8.6%), mentofurano (6.2%) e iso-mentofurona (2.3%).

En 2014, Setzer analizd la composicion de los aceites de hojas y corteza de tallo de B.
simaruba extraidos por hidrodestilacion. Del aceite de hojas determind que esta dominado por el
monoterpeno o-cimeno (65.2%), mientras que el aceite de tallo estd compuesto principalmente por
a-felandreno (29.1%), (E)-cariofileno (19.3%), o-cimeno (13.1%) y a-tujeno (11.9%).

Respecto al analisis de la composicion quimica de resinas en diferentes épocas estacionales
y estados fenoldgicos, en el género Protium, también de la familia Burseraceae. Bentes-Machado
et al., (2003) realizaron un estudio para determinar la variacion estacional a lo largo de un afio en
la composicion de aceites esenciales de hojas, ramas y resinas de Protium spruceanum, encontrando
gue existe una variacion estacional en el volumen de la resina y su composicién quimica, pues de
junio a septiembre (todo el verano) no se produjo el exudado, pero si de octubre a mayo, con
abundancia mas alta en octubre-noviembre, y con relacion a la composicion del perfil en los meses
de octubre y noviembre predominaron los monoterpenos sabineno y cis sabineno con casi el 90%
de abundancia, en cambio en abril y mayo la proporcion es mas baja (40-50%), aumentado los
componentes minoritarios (terpineno, cimeno, felandreno).

Por otra parte, Carvajal et al., (2016) identificaron en el aceite esencial de Protium
colombianum procedente de dos zonas tropicales diferentes, 92 componentes terpénicos y fendlicos
que constituyen el 98-99% de la composicion total del aceite. La composicién quimica no vario
significativamente con el tiempo, pero, si de acuerdo a la zona de origen, siendo sabineno, el
compuesto principal que contribuye al agrupamiento poblacional de plantas en una zona (Corcona),
mientras que la otra poblacion (San Luis), se caracterizo por el contenido de a-tujeno, a-pineno, y

limoneno, estableciendo asi estos componentes como indicadores de la zona de origen.
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V. OBJETIVOS

General
e Establecer las posibles asociaciones fenologicas y estacionales involucradas en el volumen

de produccion y composicién volatil de las resinas de Bursera simaruba y B. tomentosa.

Particulares

e Caracterizar la fenologia de B. tomentosa y B. simaruba durante un ciclo anual.

e Determinar si existen variaciones en la produccion de resina de ambas especies durante las
estaciones y durante sus fases fenologicas.

e Determinar las variaciones en la quimiodiversidad del perfil volatil de la resina de B.

tomentosa y B. simaruba durante un ciclo anual.

V. HIPOTESIS

Bursera simaruba y Bursera tomentosa son especies resiniferas que pertenecen a diferentes secciones del
género Bursera, estas secciones se distinguen principalmente por su morfologia, pero también por las
cantidades disimiles de resina que producen. Independientemente a la especie, se espera que las diferentes
etapas fenoldgicas de los individuos, asi como los factores ambientales que predominan en la SBC donde
habitan, sean factores que estén asociados tanto a la produccion de resina como a su composicion quimica

volatil.
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VI. METODO

6. 1. Disefo del estudio

El estudio comprendié dos etapas, en la primera se delimitd el area de recolecta, se registro
la poblacion de burseras, se seleccionaron los arboles y se puso a punto el método de muestreo de
resinas; la segunda etapa comprendio cuatro fases (Figura 10): 1) Caracterizacién fenoldgica de
ambas especies, 2) Recolecta de la resina para evaluar el volumen de produccion y su composicién
quimica, 3) Caracterizacion ambiental del area de estudio, 4) Andlisis de los datos obtenidos para
determinar las posibles asociaciones fenoldgicas y estacionales en la produccion de resinas y su

composicion volatil para las dos especies de Bursera.

Fases de estudio

Delimitacion del areade _ | VGBS

recolecta
[ 1
| |
Caracterizacion fenol6gica Recolecta de resina Caracterizacion ambiental
| | | | |
Vegetativa Reproductiva Composicién Caracterizacion Datos climatoldgicos
Andlisis de datos
\
' v
Estadistico Diversidad fitoquimica

Figura 10. Esquema general del disefio del estudio que comprende dos bloques, el bloque uno
(recuadro amarillo) comprende la delimitacion del area de recolecta y seleccién del método de
muestreo, el segundo bloque (recuadro verde) comprende tres aspectos principales a realizarse.
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6. 1. 1. Area de estudio

El area de recolecta se localiza dentro de los limites del vértice 4 del Area Natural Protegida
y Zona Protectora Forestal Vedada “Los terrenos forestales de Villa Allende” (Recuadro amarillo
de la Figura 11) correspondientes al sitio conocido como “La Chacona”, este vértice abarca parte
de los limites de los Municipios de Tuxtla Gutiérrez, San Fernando y Berriozabal, Chiapas (D.O.F,
1939). En el vértice 4 se identificd un sendero ya establecido, del cual se delimité como zona de
recolecta una fraccion de 1.8 km de longitud y de 2 a 6 m de amplitud en cada margen,
comprendidas entre las coordenadas 16°48°11.7°N, 093°11°18.7"W y 16°47°28.5"N,
093°11°16.1""W. Un ejemplar de cada especie fue ingresado al herbario CHIP del Jardin Botanico
Faustino Miranda, para su identificacion con el registro 50312.

Dentro de los limites establecidos como zona de recolecta, se reconocid a una poblacion de
mas de 100 individuos de cada especie de Bursera, de la cual se selecciond al azar a 50 individuos
de Bursera simaruba y 50 de Bursera tomentosa con didmetro mayor a 20 cm. Cada arbol fue

marcado con una etiqueta de aluminio de 5 x 4 cm.

Figura 11. A) Limitrofe Municipal de la Zona Protectora Forestal Vedada, los Terrenos Forestales
de Villa Allende (CONANP, 2017, en proceso de aceptacién). En el recuadro amarillo, se sefiala
la zona de recolecta. B) Vista de la zona de recolecta, en la que se sefiala con verde el sendero
recorrido para las observaciones de fenologia y recolecta de resina.
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6. 1. 2. Caracterizacion fenologica

Se realizaron observaciones mensuales de la fenologia vegetativa y quincenales de la
fenologia reproductiva, durante el periodo comprendido de mayo de 2017 a abril de 2018. La fase
vegetativa comprendid tres fases: a) brotes foliares (que comprendio la aparicion de yemas foliares
a hojas desarrolladas), b) hojas maduras (hojas ya desarrolladas) y c¢) senescencia/caducidad
(ausencia de brotes foliares y hojas desarrolladas).

En la fase reproductiva se abarcaron dos fases de la floracion: a) botdn floral y b) flores
abiertas. La fructificacion se separd en dos fases: a) desarrollo de frutos (que comprendié desde la
aparicion del fruto hasta su maximo desarrollo) y b) permanencia de frutos (frutos completamente
desarrollados y aparentemente maduros). Las fases fenoldgicas se registraron mediante la escala
del método modificado de Fournier (1974), con las siguientes categorias que indican el porcentaje
de la copa que presenta la fase:

[0] Ausencia de la fenofase observada (0%)

[1] Una cuarta parte de la copa del arbol presenta la fenofase observada (25%).
[2] Mitad de la copa del arbol presenta la fenofase observada (50%).

[3] Tres cuartas partes de la copa del arbol presenta la fenofase observada (75%).
[4] El total de la copa del arbol presenta la fenofase observada (100%).

A partir de las escalas de fenologia se determiné el indice de actividad fenologica (I1A) por mes a
partir de la siguiente formula:

Y categorias fenologicas

- (total de categorias)(numero de individuos)

X100

También se determind el tipo funcional de la fenologia vegetativa de acuerdo a las categorias
utilizadas por Rivera et al., (2002) y Kushwaha y Singh (2015):

Brevicaducifolio: 4 meses de caida de hojas
Caducifolio: mas de cuatro meses caducos
Semi-Verde: menos de dos meses caducos

El patron de duracion de la fenologia reproductiva (floracion y fructificacion) se categorizo de
acuerdo a las clases de amplitud y regularidad establecidas para la floracion por Newstrom et al.,
(1994):

Floracion o fructificacion breve: <1 mes
Floracion o fructificacion intermedia: 1-5 meses
Floracion o fructificacion extendida: >5 meses
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6. 1. 3. Cuantificacién y composicion quimica de resinas

Se seleccionaron 30 &rboles productores de resina de los mismos individuos que se
monitorearon para fenologia, la resina se recolecté mensualmente iniciando en mayo de 2017 y se
concluyd en abril de 2018. Para ello, se realiz6 una perforacion de 0.131 cm®con una tachuela de
hierro galvanizado, a la altura del pecho, se adhirié una I[&mina de aluminio de 1 x 2 cm en forma
céncava para la recolecta de la resina exudada. Pasadas 48 h la resina se recogié en un tubo
Ependorff (previamente pesado). Las muestras se trasladaron al Laboratorio de Fisiologia y
Quimica Vegetal del Instituto de Ciencias Biologicas de la UNICACH y se registro el peso de la
resina. Después de cuantificar la resina recolectada, las muestras fueron conservadas a -4°C hasta
su analisis quimico.

Para la evaluacién de la composicion quimica del perfil volatil se realizaron muestras
compuestas de la resina de cinco individuos, obteniendo una n de 10 muestras por mes para cada
especie. Para determinar el niamero de terpenoides y fenil propanoides de las resinas, se determiné
el perfil cromatogréfico de cada muestra mediante cromatografia en capa fina (CCF), utilizando
el método de Wagner y Blandt (2001). Se colocé una cantidad de hexano a las resinas para lograr
una concentracion de 100 pg/mL, posteriormente fueron puestas a bafio maria a 30 °C durante 30
min, con una micro pipeta se tom6é 1 puL de la disolucién anterior y se aplicé a la placa
cromatografica. La fase movil estuvo formada de una mezcla de tolueno (CsHsCHs) y acetato de
etilo (AcOEt) ambos en grado analitico J.T. Baker®, en proporcion 93:7 v/v. La fase estacionaria
consistio en placas cromatogréaficas de gel de Silice-60 de 14 x 12 cm. Las placas fueron marcadas
con una linea horizontal, dejando 1 cm en cada extremo y 10 cm para el recorrido de | la fase
mavil. La aplicacion de las muestras se hizo en un extremo de la placa, que sirvié como referencia
para el punto de migracion, la distancia entre las muestras fue de 1 cm. Los cromatogramas se
realizaron en posicion ascendente en una cdAmara de vidrio cerrada para CCF y saturada con la fase
movil. De acuerdo al método de Rasgado-Bonilla et al., (2016) se utiliz6 como revelador una
disolucion de vainillina-acido sulfarico (VAS). Se calculé la distancia recorrida por cada
compuesto o factor de retencion (Rf) con respecto a la distancia recorrida por la fase movil (10

cm), se utilizé mentol como compuesto de referencia.

distancia del compuesto

~ distancia de la fase movil
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El area que ocup6 cada uno de los compuestos en la cromatografia, fue calculada mediante
el software de dominio publico ImagelJ, esta area se consider6 como la abundancia de los
compuestos en cada muestra correspondiente.

Para la identificacion de las moléculas que componen el perfil volatil de las resinas, se
analizaron las mezclas de las muestras de cada mes por cromatografia de gases masas (CG/MS)
con un equipo de GC Perkin EImer Modelo Clarus 680 GC acoplado a un espectrometro Clarus
SQ8T MS. La muestra de las resinas se diluyo en 2 mL de hexano y se inyectd al cromatografo.
Se utiliz6 una columna capilar Elite-1 Perkin Elmer (30m x 0.25mm x 0.25um) y helio como gas
de arrastre (1 mLm™). La temperatura inicial del horno fue de 100°C con aumento de 4°C/min
hasta alcanzar 250°C.

6. 1. 4. Caracterizacion ambiental

Se tomaron datos mensuales de temperatura y humedad con Datalogers en el area de estudio
y se solicitd a CONAGUA datos de precipitacion y temperatura de la estacion climatoldgica Plan
de Ayala, debido a que es la estacion mas cercana a la zona de recolecta. De acuerdo a estos datos
el clima fue caracterizado en dos temporadas, la de lluvia (de mayo a octubre) y la temporada de

sequia (noviembre a abril) (Figura 12).
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Figura 12. Caracterizacion ambiental del Area Natural Protegida “Villa Allende”, de acuerdo a las
precipitaciones mensuales se distingue una temporada de lluvia (May-Oct) y una de sequia (Nov-
Abr).
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6. 2. Analisis de datos

6. 2. 1. Andlisis de datos fenol6gicos

Los patrones fenoldgicos y la estacionalidad de las fenofases vegetativa y reproductiva fueron
analizadas usando estadistica circular con el programa Oriana 4.0 (Kovach, 2018). Para cada
fenofase, el angulo medio (o vector medio) (), el largo del vector medio r y la prueba de Rayleigh
(Z y p) fueron calculados. El 4ngulo medio representa el promedio de los datos de la actividad
fenoldgica y r es el grado de agregacion temporal o sincronia de actividad de la fenofase para cada
especie. Valores altos de r (> 0.5) indican la sincronia o agregacion estacional (Morellato et al.,
2010; Sigrist et al., 2017). La prueba de Rayleigh (Z) fue aplicada para probar la hipdtesis nula de
que no hay una direccion media de la poblacion. La hipétesis (Ho) establece que las muestras de la
poblacién estan distribuidas uniformemente alrededor del circulo; la hipotesis alternativa (Ha)
prueba que las muestras de una poblacion no muestran una distribucién circular uniforme. Esto

quiere decir que cuando hay una distribucion uniforme la fenofase no es estacional.

6. 2. 2. Analisis estadistico y caracterizacion de las resinas

Para determinar si existio una variacion estacional en la produccion de resinas (incluyendo
una comparacion inter-especie) se realizé una prueba Kruskall-Wallis y mediante una prueba a
posteriori (U de Mann-Whitney) se determing si existian diferencias significativas entre los meses
de muestreo. El anélisis se realiz6 con el programa estadistico IBM SPSS Statistics version 21.

Una vez realizado el perfil cromatogréafico, se calcularon y adecuaron los indices de

Shannon y de Simpsom (Rocha-Ramirez, 2013; Velazquez-Velazquez et al., 2008) para sefialar la
riqueza quimica de compuestos, las modificaciones realizadas a las formulas se muestran en el
Cuadro 2, por ejemplo, los compuestos fueron consideradas como especies o el nimero de
compuestos como el nimero de individuos, ademas de estos indices se calcul6 un indice de area
para determinar cuales son los meses de mayor diversidad fitoquimica. El analisis de estos indices
se realiz6 con el paquete BioFTF del programa estadistico R (R Core Team, 2013). También se
calculo el indice de similitud de Morisita-Horn, este indice fue de utilidad para ver el grado de
recambio en la composicion de ME entre cada mes de muestreo.

Adicionalmente, se realiz6 un Analisis UPGMA para analizar la estructura de los grupos
de compuestos en las muestras de cada mes por temporada. Este tipo de clasificacion se basa en

agrupamientos de muestras que tienen propiedades en comun (Tellaroli et al., 2016), en este caso

33



la diversidad fitoquimica. Este analisis se realiz con el programa estadistico R (R Core Team,

2013).

Para visualizar la interrelacion entre los meses de muestreo y los compuestos, se realizé un

Analisis Multidimensional no Métrico (nMDS), que sirve para evaluar la dimensionalidad de los

datos (Cuadras, 2018) ordenando las muestras conforme a rangos de similitud entre ellas, mediante

el programa estadistico PAST (Hammer et al., 2001).

Cuadro 2. Descripcion de los indices de diversidad fitoquimica

indice Descripcion Formula*
Shannon- | Conocido también como indice de s
| . . i = = pitog? i
Wiener | heterogeneidad porque considera L pLiog-pt
i=
(H") tanto la uniformidad como la riqueza
de especies (Velazquez-Velazquez, | — indice de Shannon-Wiener
etal., 2008) Pi= Proporcion del compuesto i (ni/N)
S= numero de compuestos
ni= area de la CCF que ocupa un compuesto en la muestra
N= &rea total de la CCF que ocupan los compuestos en la muestra
Simpson | Manifiesta la probabilidad de que 5
, " = Ype
(DY) dos individuos tomados al azar de / 1pl
i=
una muestra sean de la misma
especie. Esta fuertemente influido | - jngice de Simpson (indice de dominancia)
por la importancia de las especies | pj= proporcién del compuesto i en la comunidad = ni/N
mas dominantes (Magurraan, 1988) | = 4rea de la CCF que ocupa un compuesto en la muestra
N= area total de la CCF que ocupan los compuestos en la muestra
Morisita- | Relaciona las abundancias
Horn especificas con las abundancias Lo = 2Y (an;bny)
M-H —
(Im-1) relativas y total. Es altamente (da + db)aNbN
. - ani = nimero de compuestos de la iesima especie en el sitio A
sensible a la abundancia de las
. . bnj = nimero de compuestos de la jesima especie en el sitio B
especies abundantes, pues considera
— 21aN2
los valores de abundancia de las da = Z ani’/aN
— 21 N2
especies compartidas o no, entre los db = X bni*/bN
. . . aN = nimero total de compuestos en el sitio A
dos sitios en comparacion (Villareal
et al., 2004). bN = namero total de compuestos en el sitio B
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También se realiz6 un test de Analisis de Similitud (ANOSIM), para evaluar las similitudes
en y entre los grupos creados por mes. Este analisis se basa en el ranking de disimilitud (R) que
oscilaentre +1 y -1. Un valor de +1 indica que todas las muestras mas similares estan dentro de los
mismos grupos. El valor de R= 0 ocurre si las similitudes altas y bajas se mezclan perfectamente y
no tienen relacion con el grupo. Un valor de -1 indica que las muestras méas similares estan todas
fuera de los grupos (Seaby y Henderson, 2014), para este estudio, el ANOSIM se utiliz para ver
posibles diferencias en la composicion del perfil quimico de resinas, para ello se utilizé el programa
estadistico R (R Core Team, 2013).

Asi mismo, se realizé un Andlisis de Porcentaje de Similitud (SIMPER) para obtener la
contribucion de los compuestos a la similitud al interior de los grupos y la disimilitud entre ellos.
Estos analisis de clasificacion y ordenacion fueron analizados con el programa estadistico PAST
(Hammer et al., 2001).
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VIl. RESULTADOS

7. 1. Caracterizacion fenologica de Bursera simaruba.

Se monitorearon siete etapas fenologicas, cuatro reproductivas y tres vegetativas, encontrando, un
patron fenoldgico frecuente de las especies que habitan en la selva baja caducifolia. La floracion
coincide con la brotacién foliar, ambas de corta duracion, en comparacion con el largo proceso de
fructificacion que ocurrié a lo largo del afio (mayo 2017 - abril 2018) y que se traslapa con las otras

etapas fenologicas.

7.1. 1. Fenologia reproductiva

La floracién (fenofases boton floral y flor abierta) se present6 una sola vez en el afio, con
un periodo rapido (~ tres meses), sincrénico (r > 0.9; cuadro 3) y unimodal (Figura 13). La aparicion
de botones florales (Figura 14) sucedidé de marzo a abril con un indice de intensidad inicial de 15%
y un maximo en abril de 56% (Figura 13), indicando un alto grado de sincronia entre los individuos
(r =0.989, Z= 70.41), la estimacion del auge de esta fenofase ocurrié entre la primera y segunda
semana de abril (u = 98.884°). Las flores abiertas se presentaron de marzo a mayo con mayor
actividad en abril y mayo (40 a 45 %, respectivamente) y su apogeo estimado en los Gltimos dias
de abril (u=117.595°). Durante marzo y abril, las inflorescencias presentaron ambas fases y aunque
no se registro el tiempo exacto en el cual un botdn se transforma en flor, este fendmeno sucede en
menos de una semana.

La fructificacion en este estudio se dividid para su caracterizacion en dos fases, desarrollo
del fruto (formacién) y permanencia del fruto (maduracion) (Figura 15). El desarrollo de frutos fue
una fase fenoldgica estacional que ocurrio de abril a septiembre (r= 0.744), mientras que la
permanencia de frutos fue una fase semi-estacional (r= 0.527) que sucedié de octubre a abril
coincidendo con la aparicion de nuevos frutos. Es decir los frutos permanecen desde su formacion

hasta la dispersion de las semillas en el arbol, practicamente todo el afio.
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7. 1. 2. Fenologia vegetativa

La presencia de brotes foliares fue una fenofase estacional y sincrénica (r = 0.951; Z=
85.023, P < 0.005) que perdurd dos meses (de marzo a mayo), alcanzando su indice de actividad
mas alta en mayo (44.5%), la intensidad media se estimo en la Gltima semana de abril (u = 116.42°).
Las hojas completamente desarrolladas fueron registradas durante toda la primera mitad del ciclo
anual (mayo a noviembre), por ende, el periodo fue relativamente largo, estacional y sincrénico (r
=0.7; Z = 265.535, P < 0.005).

La senescencia foliar, se observd como una fenofase estacional y sincrénica (r = 0.635; Z =
221.904, P < 0.005), que sucedio de noviembre a mayo, con mayor indice de actividad de diciembre
a febrero (100% constante), incluso hubo una convergencia de abril a mayo con los brotes foliares

del siguiente ciclo fenologico.
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Figura 13. indice de intensidad fenoldgica para la fase reproductiva (floracion y fructificacion) y
fase vegetativa (foliacion y senescencia) de B. simaruba. Los valores fueron obtenidos de acuerdo
a las escalas del método de Fournier (1974).

Cuadro 3. Variables descriptivas del analisis de estadistica circular aplicados para las etapas de
fenologia vegetativa y reproductiva de Bursera simaruba.

Longitud Test de
Numero de |Media del | Fecha | media del Rayleigh
Fenofase Etapa observaciones | vector (n) | media | vector (r) (2)
Botdn floral 72 98.884° | 10-abr 0.989 70.412
Floracion  |Flores abiertas 92 117.595° | 29-abr 0.958 84.429
Desarrollo de frutos 258 191.757° | 13-jul 0.744 142.969
Permanencia de
Fructificacion [frutos 277 8.966° | 09-ene 0.527 76.822
Brotes foliares 94 116.42° | 28-abr 0.951 85.023
Foliacion  [Hojas desarrolladas 542 231.409° | 23-ago 0.7 265.535
Senescencia |Ausencia de hojas 551 40.619° | 10-feb 0.635 221.904

Para obtener la fecha media se convirti6 a los dias del afio a grados. *Valor de siginificancia P < 0.005
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Figura 14. Fases fenoldgicas de Bursera simaruba durante un ciclo anual. Analisis de estadistica
circular, se representa el indice de actividad fenoldgica en cada mes (barras azules) y el vector

promedio r (flecha rosa).
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Figura 15. Fenologia de Bursera simaruba. A-C) Transicion de la fase senescente a la fase foliar;
D-G) fenologia vegetativa desde del desarrollo foliar; H-K) fenologia reproductiva desde la apricion
de brotes florales, desarrollo de la flor y transicion a la aparicion de frutos. Imagenes: Hernandez-
Rodriguez, Z. G. (2018).
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7. 2. Caracterizacion fenologica de Bursera tomentosa

Las fenofases reproductivas y vegetativas fueron estacionales (r > 0.5) de menor duracion que las
de B. simaruba. La floracién (brotes y flor abierta) coincidi6 con la brotacion foliar, mientras que
la fructificacion coincidié con la presencia de hojas desarrolladas y en menor frecuencia con la

ausencia de hojas.

7. 2. 1. Fenologia reproductiva
El periodo de floracion fue rapido (dos meses) y sincrénico (r > 0.9; Cuadro 4). Los botones florales
aparecieron en marzo y abril con mayor intensidad en abril (28 %; Figura 16), estimandose su
intensidad media para la primera semana de este mes (u = 98.467°). Las flores abiertas se
presentaron de abril a mayo con un indice maximo en el tltimo mes (88%) y un promedio de mayor
intensidad para la segunda semana de mayo (p = 132.869°).

La fructificacion fué el periodo fenoldgico mas largo (10 meses; Figura 17), el desarrollo de
frutos fue una fase estacional (r= 0.84) de cuatro meses (de junio a septiembre). La permanencia de

frutos duré seis meses (octubre-marzo) y también fue estacional (r=0.795).

7. 2. 2. Fenologia vegetativa

La fenofase de brotes fue estacional y en sincronia (r = 0.965; Z = 136.069, P < 0.005) con un pico
méaximo de actividad en mayo (100 %) e intensidad media en la primera semana de este mes (1 =
124.276°). La presencia de hojas desarrolladas (Figura 18) ocurrié en la primera mitad del ciclo
(junio a diciembre), de forma unimodal, estacional y sincronica (r = 0.624; Z = 238.999), mientras
gue la senescencia durante la segunda mitad del ciclo (diciembre a abril) con mayor indice de

actividad en enero y febrero (100 %).
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Figura 16. indice de intensidad fenoldgica para la fase reproductiva (floracion y fructificacion) y
fase vegetativa (foliacion y senescencia) de B. tomentosa. Los valores fueron obtenidos de acuerdo
a las escalas del metodo de Fournier (1974).
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Cuadro 4. Variables descriptivas del analisis de estadistica circular aplicados para las etapas de
fenologia vegetativa y reproductiva de Bursera tomentosa

NUmero de Longitud
observacion | Media del | Fecha media del Test de
Fenofase Etapa es vector (n) | media vector (r)  |Rayleigh (Z)
Brotes florales 36 98.467° | 10-abr 0.988 35.128
Floracién Flores abiertas 95 132.869° |14-may 1 95
Desarrollo de frutos 100 204.136° | 26-jul 0.84 70.572
Fructificacion |Permanencia de frutos 78 328.807° | 29-nov 0.795 49.256
Brotes foliares 146 124.276° | 06-may 0.965 136.069
Foliacién Hojas desarrolladas 613 241.755° | 02-sep 0.624 238.999
Senescencia Ausencia de hojas 445 40.228° | 10-feb 0.774 266.507

Para obtener la fecha media se convirti6 a los dias del afio a grados. *Valor de siginificancia P < 0.005
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Figura 17. Fases fenoldgicas de Bursera tomentosa durante un ciclo anual. Analisis de estadistica
circular, se representa el indice de actividad fenologica en cada mes (barras azules) y el vector r
(flecha rosa).
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Figura 18. Fenologia de Bursera tomentosa. A-C) Transicion de la fase senescente a la fase foliar;
D-G) fenologia vegetativa desde el desarrollo foliar; H-K) fenologia reproductiva desde la apricién
de brotes florales, desarrollo de la flor y transicion a la aparicion de frutos. Imégenes: Hernandez-
Rodriguez, Z. G. (2018).
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Adicionalmente, se realizaron analisis de correlacion de Spearman (rs) con los indices de
actividad fenologica. Para Bursera simaruba las fenofases reproductivas de boton floral (BT) y de
flor abierta (FA) estan asociados positivamente con la temperatura (rs= 0.752, p= 0.004 y rs= 0.51,
p= 0.089, respectivamente) (Figura 19), mientras que el desarrollo de los frutos (DF) y frutos
desarrollados (FD) se correlacionan mas con la precipitacion (rs= 0.845, p= 0.0005 y rs= -0.65, p=
0.02). Para la fenologia vegetativa, la presencia de los brotes foliares (BR) estan asociados
directamente con la temperatura (rs= 0.752, p= 0.004), las hojas maduras (HM) con la humedad (rs=
0.927, p= 1.40-E05), la senescencia/caducidad (SN) tiene una asociacion inversa con la
precipitacion (rs= -0.912, p= 3.5-E05).

Para B. tomentosa la fenologia reproductiva en su fenofase de botén floral (BT) esta
correlacionada mas a la humedad (rs= -0.639, p= 0.025) y la de flor abierta (FA) a la temperatura
(rs= 0.591, p= 0.042) (Figura 19B). El desarrollo de frutos (DF) muestra mayor correlacion con la
precipitacion (rs= 0.819, p=0.001), la fenofase de frutos desarrollados (FD) con la temperatura (rs=
-0.668, p= 0.017). En la fenologia vegetativa se observo que los brotes foliares (BR) tiene una
mayor correlacion con la temperatura (rs= 0.752, p= 0.004), la presencia de hojas maduras (HM)
esta fuertemente correlacionada con la humedad (rs= 0.936, p= 7.03-E06), mientras que la
senescencia/caducidad (SN) tiene una fuerte correlacion negativa con la precipitacion (rs= -0.922,
p= 1.90-E05).
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Figura 19. Matriz de correlacion de Spearman (rs) de variables ambientales y el indice de actividad

fenoldgica de B. simaruba y B. tomentosa. Variables ambientales: Temperatura (TEM), Humedad (HUM) y
Precipitacién (PP). Fenofases: Brote foliar (BR), Hojas maduras (HM), Senescencia/caducidad (SN), Boton floral (BT), Flor abierta
(FA), Desarrollo de frutos (DF) y Frutos desarrollados (FD).
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7. 3. Patrones fenoldgicos de B. simaruba y B. tomentosa

La fenologia vegetativa de las burseras fue similar. Los brotes foliares surgieron en los mismos
meses (marzo a mayo), mientras que las hojas permanecieron aproximadamente cinco meses (~ un
mes mas en B. tomentosa). Dado que los &rboles de ambas pasan mas de cuatro meses sin hojas,
puede ser consideradas como del tipo funcional caducifolio (Figura 20) de acuerdo con las
categorias establecidas por Kuswaha y Singh, (2005).

Brotes foliares - Hojas maduras - Senescencia I "I Caducidad I "I Brotes foliares y caducidad
Fruto en desarrollo ® Permanencia de fruto Botdn floral ¥ Flor abierta

Bursera simaruba

May|Jun|Jul |Ago|Sep| Oct | Nov| Dic [Ene | Feb[Mar| Abr

o 0o 0|0 O
\ v

Bursera tomentosa

Figura 20. Categorizacion de los tipos funcionales de la fenologia vegetativa de acuerdo a
Kushwaha y Singh, (2005) y del patrén de duracion de la fenologia reproductiva de acuerdo a
Newstrom et al., (1994).

En cuanto a la fenologia reproductiva, la floracion de ambas especies duré los mismos
meses, mientras que la fructificacion fue mas larga en Bursera simaruba (12 meses) y por ende
coincidio con los 10 meses de fructificacidon de B. tomentosa (de junio de 2017 a marzo de 2018).
El patron de duracion breve de las fenofases de boton floral (2 meses) y flor abierta (2-3 meses),
evidencia que B. simaruba presentd un patron extendido en el desarrollo de frutos (6 meses),
mientras que el de B. tomentosa fue intermedio (4 meses). El patron de duracion de la permanencia

de frutos fue prolongado para ambas especies (>5 meses).
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7. 4. Caracterizacion de la resina de ambas especies

7. 4. 1. Volumen de produccion de resinas

De acuerdo con el volumen de resina que se recolectd durante los doce meses, se observo que B.
simaruba produjo en promedio casi el doble de resina que B. tomentosa (¥= 14.4 y = 7.32 g.cm’,
respectivamente), con diferencias en el aroma, color y textura.

La resina de B. simaruba fue de color oscura durante varios meses (junio a diciembre)
(Figura 21A), de textura viscosa a dura y poco aromatica, en otros meses (enero a mayo) fue blanca
y de textura mas ligera. La resina de B. tomentosa fue de coloracién (amarillenta a transparente) y
textura (viscosa) méas uniforme durante el afio (Figura 21B), siempre fue muy aromatica.

La produccion fue variable, ambas burseras exudaron el volumen maés alto en febrero
(x=28.91y 17.42 g.cm™) y el menor en julio para B. simaruba (x= 7.81 g.cm™), mientras que para
B. tomentosa los meses de menor produccion fueron enero y julio (¥= 3.64 y 3.73 g.cm?,
respectivamente), ademas de enero para B. tomentosa. No se detecto diferencia entre la temporada
de lluvia y de sequia para B. simaruba (p = 0.418) pero si para B. tomentosa (p = 0.017) (Figura
22).

B. simaruba

B. tomentosa

Mayo Septiembre Octubre Febrero

Figura 21. Caracteristicas fisicas de la resina. Imégenes: Hernandez-Rodriguez, Z. G. (2018).
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La produccion de resina en ambas especies no esta influenciada por las variables ambientales, pero
si muestra leves asociaciones a algunas fenofases (Figura 23). En B. simaruba hubo una correlacion
positiva ligera con la senescencia/caducidad (SN) foliar (rs= 0.472, p= 0.120) y correlacion
negativa con la fenofase de hojas maduras (rs= -0.424, p= 0.168). La produccién de resina en B.
tomentosa tuvo una correlacion negativa con el desarrollo de frutos (DF) (rs= -0.425, p= 0.167) y
una correlacion positiva con la maduracion de los frutos (FD) (rs= 0.343, p= 0.274).
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Figura 22. Volumen de resina colectada mensualmente durante un ciclo anual (mayo de 2017 a
abril de 2018) (n=30). A) Volumen de resina de B. simaruba; U de Mann-Whitney para las temporadas
(p = 0.418); H de Kruskall-Wallis para los meses de colecta (p = 0.010). B) U de Mann-Whitney para las
temporadas (p=0.017); Kruskall-Wallis para los meses de colecta (p=0.000); estadisticamente (Games-
Howell) se encontraron diferencias significativas entre los meses de muestreo (abril # enero, junio y julio;
febrero # enero, marzo, junio, julio y diciembre; noviembre # enero, julio).
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Figura 23. Matriz de correlacion de Spearman (rs) de variables ambientales, el indice de actividad
fenoldgica y el volumen de resina colectado de: A) B. simaruba (Bs) y B. tomentosa (Bs).Variables
ambientales: Temperatura (TEM), Humedad (HUM) y Precipitacién (PP). Fenofases: Brote foliar (BR),
Hojas maduras (HM), Senescencia/caducidad (SN), Botéon floral (BT), Flor abierta (FA), Desarrollo de

frutos (DF) y Frutos desarrollados (FD). Volumen de resina (g.cm=) de B. simaruba (CRBS) y B. tomentosa
(CRBT).
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7.5. Riquezay diversidad de compuestos volatiles detectados por CCF en resinas

de Bursera

El analisis cromatogréafico en capa fina (CCF) indicd diferencias en el nimero y cantidad de
compuestos presentes en las resinas. La de B. simaruba se constituy6 de 16 compuestos, mientras
que la de B. tomentosa por 17 compuestos. Esta composicion quimica puede dividirse en dos
grupos: metabolitos de “baja polaridad” cuyos factores de retencidén cromatogréfico (Rf) son igual
o mayor a 0.5 y los de “alta polaridad” con Rf igual o menores a 0.5 (Figura 24).

7.5. 1. Riqueza y diversidad de compuestos volatiles en resina de Bursera simaruba

No se encontraron diferencias significativas en la riqueza especifica de las resinas de B.
simaruba durante los 12 meses (p=0.3824; Kruskall-Wallis). EI grupo méas numeroso fue el de alta
polaridad con 11 compuestos, mientras que el de baja polaridad estuvo representado solamente con
cinco metabolitos, sin embargo, con mayor abundancia en el perfil (area cromatogréfica relativa)
(Cuadro 5). Las resinas de agosto y octubre fueron las de mayor riqueza especifica y abundancia
con 14 de los 16 compuestos detectados, seguida de las de enero y abril con 13; la de junio contuvo
el menor nimero de compuestos (siete).

Hubo compuestos constantes y esporadicos, de ellos, BSC9 (Rf=0.33) fue el Gnico constante
en el perfil quimico durante el ciclo anual; BSC1 (Rf= 0.01) fue detectado en 11 meses, BSC12
(Rf= 0.5) y BSC13 (Rf= 0.61) en 10 meses, mientras que, BSC4, BSC15 y BSC16 fueron
compuestos esporadicos, detectados en 3 0 4 meses.

El indice de Shannon-Wiener (H") que es sensible a los compuestos raros y al nimero de
compuestos, indicé que las resinas mas diversas fueron las de agosto (H = 2.52), octubre (H = 2.37),
enero (H= 2.39) y abril (H'= 2.25), que fueron los meses en donde hubo mayor nimero de

compuestos, incluyendo los compuestos “raros” BSC15 y BSC16.
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Figura 24. Riqueza de compuestos detectado por cromatografia en capa fina de la resina de B.
simaruba. Cada compuesto detectado se identifico con un cédigo segun su factor de retencion (Rf).

Cuadro 5. Abundancia promedio de cada compuesto presente en muestras de resina de B. simaruba
colectada en un ciclo anual. Nota: la abundancia es el 4rea calculada de la mancha.

Lluvias Secas

Grupo Codigo Rf | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic | Ene | Feb | Mar | Abr

BSC16 [094| 0 0 103 182 0 [200]| O 0 52 | 309

Baja BSC15 |[0.79| O 0 0 217 [ 136 | 0 0 0 0 0

polaridad BSC14 |0.68 | 188 | 243 309 183 0 |324 ]| 157 | 207 0 184
BSC13 |061| O 0 |269| 189 | 156 | 355 | 201 | 668 | 204 0 0 705

BSC12 05 | 401 | 382 | 348 | 470 | 381 | O 0 |438| 378 | 331 | 193 | 351

BSC11 |0.47| 102 0 0 | 142 | 57 | 107 | 55 0 | 237 0 89 0

BSC10 |0.38| O 96 [141] 327 | 0 | 270 0 |136] 180 | 84 0 173

BSC9 |0.33| 196 | 187 |187 | 124 | 168 | 114 | 80 |229 | 144 | 114 | 100 | 186

BSC8 0.30] 79 57 0 85 | 54 | 83 0 80 0 36 94

Alta BSC7 0.25 0 0 77 | 50 | 46 83 | 87 16 45 81

polaridad BSC6 0.24 0 |104| O 37 67 0 66 65 36 75
BSC5 |0.18 0 |8 | 64 51 | 49 45 | 55

BSC4 0.14| 39 0 0 61 | 24 0 0 0

BSC3 012 0 0 46 | 54 | 25 | 19 58 8 28 47 22

BSC2 0.06 | 20 0 0 46 | 22 | 14 | 29 | 10 | 36 0 45 29

BSC1 |001| 18 | 0 |26 | 41 | 27 | 18 | 16 |12 | 28 | 43 | 27 | 23

49



Por otra parte, con el indice de Simpson que es sensible a los compuestos con mayores
abundancias, se observo que las resinas de agosto tuvieron mayor diversidad (D"= 0.88), seguido
de octubre y enero que mantuvieron el mismo indice (D"= 0.87), en mayo se observo el valor mas
bajo de este indice (D"= 0.4316). Considerando que el indice de Simpson adquiere los valores
numericos 0 (baja diversidad) a 1 (alta diversidad), los valores obtenidos en B. simaruba (D"=0.34
a 0.88), evidencian que la diversidad de compuestos esta en un rango medio.

Tanto el indice de Shannon como el de Simpson coincidieron en el rankin de los meses de
muestreo con mayor biodiversidad fitoquimica, sin embargo, para establecer un orden Unico entre
todos los meses, independientemente del nimero de especies de acuerdo a el area bajo la curva, los
meses de mayor diversidad fueron agosto, octubre y enero (cuadro 6).

Cuadro 6. Riqueza especifica e indices de diversidad para compuestos volatiles en resinas de B.
simaruba.

Riqueza Shannon | Simpson )

Mes especifica (H") (D) Arc | Area
Agosto 13 2.52 0.88 1253 | 7.26
Octubre 12 2.37 0.87 11.57 | 6.73
Enero 11 2.39 0.87 10.56 | 6.59
Abril 12 2.25 0.84 11.62 | 6.54
Marzo 9 2.24 0.85 8.62 5.88
Septiembre 9 1.95 0.78 8.75 5.37
Diciembre 8 1.97 0.81 7.73 5.14
Noviembre 7 1.95 0.81 6.74 4.89
Julio 7 1.94 0.82 6.74 4.88
Febrero 7 1.81 0.78 6.81 4.67
Junio 4 1.49 0.73 4.02 3.43
Mayo 6 0.84 0.34 6.49 2.79
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7.5. 2. Riqueza y diversidad de compuestos volatiles en resina de Bursera tomentosa

La riqueza de compuestos de B. tomentosa fue muy similar a la de B. simaruba, superandola
solamente con un compuesto. El grupo méas numeroso fue el de alta polaridad con 11 compuestos,
mientras que el de baja polaridad (Rf >0.5) se conformo de seis (Figura 25). Las resinas de mayor
riqueza y abundancia fueron de enero y febrero con 16 compuestos (Cuadro 7), seguido de julio y
abril con 15, en situacion contraria la resina de marzo tuvo el menor nimero de compuestos (4) de
baja abundancia.

BTC9 (Rf=0.30), BTC11 (Rf=0.42) y BTC4 (Rf= 0.13) fueron los compuestos mas tipicos
de las resinas, los dos primeros aparecieron durante todo el afio, el tercero durante 11 meses. Otros
medianamente frecuentes son BTC2 (Rf= 0.03) y BTC14 (Rf= 0.69) presentes en més de la mitad
del afio. EI compuesto menos frecuente y esporadico fue BTC17 (Rf= 0.93) detectado en la resina
solo durante septiembre, noviembre y abril. Con el indice de Shannon-Wiener (H"), la mayor
diversidad fitoquimica se detect6 en enero (H = 2.86), seguido de julio y abril (H'=2.87 y 2.,
respectivamente), mientras que el mes menos diverso en compuestos fue marzo (H = 1.42).

Por otra parte, privilegiando la abundancia equilibrada, con el indice de Simpson se observo
que la resina de julio fue la méas diversa (D"= 0.93), seguido de enero y abril que tuvieron el mismo
indice de diversidad fitoquimica (D"= 0.92), por otra parte, se detectd que los meses con menor
diversidad fueron octubre y marzo (D"= 0.74). El rankin de los meses de muestreo con mayor
biodiversidad fitoquimica, sin embargo, para establecer un orden unico entre todos los meses,
independientemente del nimero de especies de acuerdo al area bajo la curva calculado con el
algoritmo BioFTF los tres meses de mayor diversidad fueron, enero, julio, febrero y abril, mientras

que los meses con menor diversidad de compuestos fueron agosto, junio y marzo (cuadro8).
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Figura 25. Riqueza de compuestos detectados por cromatografia en capa fina de la resina de B.
tomentosa. Cada compuesto detectado se identifico con un codigo segun su factor de retencion (Rf).

Cuadro 7. Abundancia promedio de cada compuesto presente en muestras de resina de B.
tomentosa colectada en un ciclo anual.

Lluvias Secas

Grupo |Cddigo Rf |May |Jun |Jul | Ago |Sep | Oct | Nov | Dic | Ene | Feb | Mar | Abr

BSc17 |093| O 0 0 0 0 | 153 0 73 0 0 0 50

BSC16 |0.86 0 99 | 91 [103]| O 0 | 145 | 56 0

Baja BSC15 |0.75 0 |224]| 47 | 0 |123 212 | 234 | 227 206

polaridad BSC14 |0.69| 104 | 48 |230| O 83 | 101 | 163 | 97 [ 148 | 49 96 | 243
BSC13 | 0.65| 186 0 |689| 496 | 431 | 518 | 344 | 648 | 642 | 222 0 0

BSC12 |050| O 127 | 0 0 0 0 [726 | 0 | 130 | 611 0 705

BSC11 [0.42| 168 | 238 |297 | 171 | 116 | 76 | 193 | 148 | 67 | 670 | 289 | 857

BSC10 |0.39| O 0 [278] 96 0 30 | 122 | 151 ] 134 | 119 0 184

BSC9 [0.30| 79 | 129 |357| 177 | 168 | 185 | 310 | 282 | 315 | 181 | 149 | 231

BSC8 |0.25| O 0 [148]| O 52 | 33 | 107 | 76 | 101 | 349 0 323

Alta BSC7 |0.22| 87 0 |[155| 87 | 36 | 31 0 0 63 | 129 0 91

polaridad BSC6 |0.19 0 [122] 0 | 47 67 | 58| 64 [122] 0 82
BSC5 [0.15 71 |128] 0 0 56 | 51| 57 | 78 | 0 |101

BSC4 |013| 24 | 59 | 96| 15 | 24 | 25 | 67 [ 39| 39 [ 55| O 47

BSC3 |0.08| 38 71 | 93 0 0 16 68 | 45 | 53 60 0 101

BSC2 |0.03| 35 0 |72 ] 17 [ 23 | 11 | 33 | 0 | 40 | 49 | 22 | 48

BSC1 |0.01| 20 53 | 67 0 0 0 24 | 35 | 43 38 0 34
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Cuadro 8. Riqueza especifica e indices de diversidad de compuestos volatiles en resinas de B.
tomentosa.

Shannon | Simpson :

Mes Riqueza| (H") (D) Arc | Area
Enero 15 2.86 0.92 14.44 | 8.32
Julio 14 2.87 0.93 13.43 | 8.13
Febrero 15 2.72 0.9 14.48 | 8.09
Abril 14 2.84 0.92 13.44 | 8.08
Noviembre 13 2.67 0.9 12.48 | 7.54
Diciembre 12 2.65 0.9 1149 | 7.22
Septiembre 9 2.29 0.86 8.59 | 5.96
Octubre 11 1.99 0.74 | 10.76 | 5.93
Mayo 8 2.23 0.87 7.61 | 561
Agosto 8 2.17 0.85 7.64 | 551
Junio 7 2.08 0.85 6.67 | 5.12
Marzo 3 1.42 0.74 3.11 | 3.06

7. 5. 3. Riqueza de compuestos volatiles en resinas de Bursera detectados por cromatografia
de gases/masas (GC/MYS)

Se calculd la riqueza de monoterpenos y sesquiterpenos en las resinas de B. simaruba y B.
tomentosa detectados por GC/MS para determinar la predominancia de las rutas biosintéticas que
originan estos compuestos volatiles. En el perfil quimico de la resina de B. simaruba se
identificaron 21 compuestos a lo largo del afio, sin embargo, en ningdn mes se detectd a estos
compuestos en conjunto (Cuadro 9, Figura 30-ANEXOS), de estas moléculas seis son
monoterpenos y 15 sesquiterpenos, tres monoterpenos (a-Pineno, 3-Careno, D-limoneno) y tres
sesquiterpenos (a-Copaeno, Cariofileno y Germacreno D) fueron permanentes en el afio, excepto
un mes de ausencia para D-limoneno. En contraparte los sesquiterpenos 6-elemeno y p-elemeno
fueron compuestos de poca incidencia pues solamente se detectaron en tres meses de la temporada
de seca.

Para B. tomentosa se identificaron 17 compuestos en el perfil de la resina, tampoco se
detectd la presencia conjunta de estos compuestos en alguna recolecta (Cuadro 10, Figura 31-
ANEXQS), siete son monoterpenos y 10 sesquiterpenos. Los compuestos omnipresentes fueron tres
monoterpenos (Ciclofencheno, a-Pineno y 3-Careno) y cuatro sesquiterpenos (a-Copaeno,
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Cariofileno, Humuleno y Germacreno D). Los compuestos esporadicos fueron a-Felandreno, Trans-
verbenol y Alloaromandendreno detectados solamente en dos meses.

Hay nueve constituyentes comunes entre las resinas de las burseras, que incluyen a dos
monoterpenos, a-Pineno, a-Felandreno, 3-Careno y a siete sesquiterpenos, o-Copaeno, [-
Bourboneno, Cariofileno, Humuleno, Alloaromandendreno y Germacreno.

Bursera simaruba tuvo como constituyentes exclusivos a D-Limoneno, -Ocimeno, Cis-
Chrisantenol, 3-Elemeno, Y'-Selineno, Selina-3,7(11)-dieno, Azuleno y Tau-cadinol, este ltimo es
el unico volatil oxigenado.

Los constituyentes exclusivos de Bursera tomentosa fueron Ciclofencheno, 2-Thujeno,
Trans-verbenol, Cubebol, B-Cadineno, Guaiol y al 4-Undeceno-5 metil-z, este altimo es el Unico
derivado de acido graso que no provendria de la ruta terpénica. Esta especie biosintetiza tres

volatiles oxigenados, el monoterpeno Trans verbenol y los sesquiterpenos Cubebol y Guaiol.

Cuadro 9. Compuestos detectados por GC/MS en la resina de Bursera simaruba

Lluvias Sequia
TR Compuestos Férmula (M [J [J |A|S [O (N [D|E |F |[M |A
2.147 |o-Pineno CioHza | X [ X [X | X [X [ X [ X |X [X | X |[X |X
2.496 |o-Felandreno CiwHa | X X X [X |X X | X [ X [X
2.546 |3-Careno CioHz4 X X | X [ X [X[|X |X[|X|X
2.745 |D-Limoneno CiHz | X |X XX [ X [ X | X[ X [ X [X[X
2.795 |B-Ocimeno CioHay | X [ X [X | X X X |X
3.891 [Cis-chrisantenol CioHr2 X X |IX X |X X
7.33 |3-Elemeno CisHas X | X | X
8.227 |a-Copaeno CisHza | X [ X [X | X [X [ X [ X |X [X |[X |[X |X
8.476 |3-Bourboneno CisHas X X XX XX | X |X X
8.576 |B-Elemeno CisHo X X |X
9.22 |Cariofileno CisHza | X [ X [X | X [X [ X [ X |X [X |[X |X |X
9.971 |Humuleno CisHas | X |X [X | X X | X X
10.12 |Alloaromandendreno | CisHas X X X | X
10.97 |Y-Selineno CisHze [ X |X X | X [X
10.62 |Germacreno D CisHza | X [ X [X | X [X [ X [ X |X [X |[X |X |X
11.12 |a-Muuroleno CisHas X [ X | X |X X | X
11.42 [Y'-Cadineno CusHas X [ X [ X [ X [X
1157 |3-Cadineno CisHa | X |X XX | X |X
14.01 |Selina-3,7(11)-dieno | CisHz X X
14.11 |Azuleno CisHag X | X X
14.41 [Tau-cadinol CisHas0 XX [ X | X | X | X |X
Total de monoterpenos 4 (4|4 |5|5|5|6 (3|4 |5]|5|5
Total de sesquiterpenos 6 [6[5|7 |58 |11 |7 |11 |14 |9 |7

Cuadro 10. Compuestos detectados por GC/MS en la resina de Bursera tomentosa
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Lluvias Sequia

TR Compuestos Formula (M |J [J |A S |O [N [D |[E [F |[M [A
185 ézl-Undeceno,Smetll- Cuth % |x Ix X
2.097 |Ciclofencheno CioHis | X [X [ X [ X [X | X | X [X [X |[X [X |X
2.346 |a-Pineno CioHis X XXX XX [ XX [ X[ X
2.496 |a-Felandreno CioHz4 X X
2.297 2-Thujen0 CuHis X X X X
2.795 |3-Careno CipoHis | X | X [X | X XX [ X[ XX | X | X
3.393 [Trans-verbenol CioH160 X X
8.277 |o-Copaeno CisHas | X XXX XXX X | X X [X|X
8.426 |B-Bournoneno CisHae | X X X X XXX | X |X
9.22 |Cariofileno CisHze | X [ X [X | X [ X | X | X |X | X |X X |X
9.971 |Humuleno CisHze | X XX XX [ XX [ XX [ X[ X
10.12 |Alloaromandendreno | CisHas X X
10.47 [Y’-Muuroleno CisHazs X X
10.57 |Germacreno D CisHas | X [ X [X [ X [X [ X |X [X [ X [X [X [X
11.42 |Cubebol CisH240 X X X
11.62 |3-Cadineno CisHzs XXX | X [ X[ X [X[X|X
15.2 |Guaiol CisH260 XX [X | X [X [X[X|X X

Total de monoterpenos 2|5 (2 (4|5 (4[4 |3 5

Total de sesquiterpenos 57 |7 (6|9 |7 |8 |7 10
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7. 6. Diversidad Beta: similitud de composicion volatil en resinas de Bursera por
meses de muestreo

Los datos del indice de similitud de Morisita-Horn indica que de la composicion volatil de
la resina de B. simaruba tiene mayor parecido durante abril y diciembre (96%), a su vez, mayo tuvo
un indice de similitud alto (94%) con respecto a junio y julio. Por otra parte, los indices méas bajos
registrados fueron en noviembre respecto a mayo y julio (10-15%). En cuanto a B. tomentosa, el
indice de similitud de Morisita-Horn exhibe que los meses de diciembre y octubre son mas
parecidos entre ellos (95%), al igual que diciembre respecto a julio y agosto (91%), los valores méas
bajos para este indice se registraron entre los meses de abril-octubre (24%), marzo-enero (25%) y
marzo-octubre (28%) (Cuadro 11).

El andlisis UPGMA mostré evidencias de agrupacion irregulares entre los meses de
muestreo, exhibiendo que la composicion de resinas de B. simaruba no es muy homogénea durante
el ciclo anual. Asi mismo, se observd que la resina de octubre (temporada de lluvia) es parecida a
la de noviembre (temporada de sequia), algunos meses de la temporada de lluvia tienden a agruparse
(julio-septiembre) asi como algunos otros de la temporada de sequia también tienden a agruparse
(diciembre-abril) (Figura 26A). Esta tendencia de agrupacion fue algo que se observo un poco mejor
con un andlisis multidimensional no métrico (nMDS) (Figura 26B), en donde se aprecié una
agrupacion de febrero, diciembre, abril y enero; este analisis se verificd con la prueba de ANOSIM

mostrando las diferencias entre las muestras de resina recolectadas (R=-0.033; p<58.24).
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Cuadro 11. Similitud entre los meses de muestreo en funcién del indice de Morisita-Horn. indices

de similitud para B. simaruba (bajo la diagonal) y para B. tomentosa (sobre la diagonal).

MAY [ JUN [ JuL [AGo]| seP [ocT|Nov] DIc [ENE| FEB [MAR|ABR
MAY 0.608|0.825| 0.81]0.8247]0.758 | 0.516| 0.762|0.726 | 0.584| 0.64[0.535
JUN - 0.455 | 0.335]0.3289 0.659 | 0.337 | 0.339 | 0.781] 0.769 | 0.856
JUL | 0672|0683 0.836|0.8364 | 0.819 | 0.561 | 0.918]0.933|0.591| 0.4]0.473
AGO | 0.764]0.791]0.755 0.905 | 0.503 | 0.914 | 0.866 | 0.458 | 0.377|0.301
SEP | 0.859|0.7810.872] 0.716 0.912 | 0.531 | 0.902 | 0.884 | 0.439 | 0.378]0.288
OCT 0.304 | 0.514 | 0.635 | 0.3165 0.495 0.886 0.382!
NOV 0.548 | 0.294[0.3956 | 0.72 0.543|0.648|0.793| 0.347 | 0.751
DIC | 0.5990.636|0.827| 0.773]0.7368[0.717 | 0.593 0.48| 0.326 | 0.336
ENE | 0.781]0.732]0.812 0.8039 | 0.597 | 0.434 | 0.759 0.537 0.378
FEB 0.712| 0.817]0.7639| 0.3 0.133]0.635|0.758 0.541
MAR | 0.8020.673]0.696 | 0.706 | 0.8248 0.266|0.502(0.795| 0.7 0.645
ABR | 0.469]0.495|0.808 ] 0.722 | 0.6731|0.778| 0.642| 0.963 | 0.718 [0.502 | 0.485
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Figura 26. Analisis de agrupamiento por meses de muestreo de resina de B. simaruba. A) Andlisis de
agrupamiento mediante el método UPGMA. B) Analisis Multidimensional no Métrico (nMDS) Stress=

0.1677.
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La contribucién de los compuestos a la diferenciacidn o similitud entre los grupos obtenida
con el andlisis SIMPER fue variable entre las recolectas, especialmente, se observo que hay tres
compuestos que contribuyeron generosamente a la composicion del perfil de la resina: BSC12 el de
mayor aporte durante nueve meses con contribuciones de 35-59%, seguido de BSC9 (20 a 47 %)
(Cuadro 12). Otros compuestos sobresalientes son, BSC14 que contribuye durante seis meses al
perfil (tres meses con > 25%) y BSC13 durante cuatro meses con 17 y 35 %. Hay compuestos con
una sola contribucion: BSC11 en junio (25%), BSC15 en octubre (14.82%) y BSC1 en noviembre
(16.39%).

En referencia a la estacionalidad, los compuestos sobresalientes para la contribucion en la
similaridad para la agrupacién fueron BSC13 (16.3%), BSC9 (15%), BSC12 (12.5%) y BSC11
(12.3%) en la temporada de lluvia, mientras que en la temporada de seca los compuestos de mayor
contribucion a la similitud fueron BSC9 (14.7%), BSC12 (11.08%), BSC14 (9.37%) y BSC1
(9.2%). Por otra parte, los compuestos de mayor contribucion para la disimilitud en la agrupacion
fueron BSC6, BSC16 y BSC8 (Cuadro 13).

Estos resultados, sefialan que el aroma de la resina esta predominado por un pequefio nimero

de compuestos, al cual se le van incorporando otros volatiles durante el afio.

Cuadro 12. Compuestos caracteristicos que definen la similitud del perfil quimico de la resina de B.
simaruba en los diferentes meses de muestreo. Resultados obtenidos con el analisis SIMPER. CTB (%)=
Contribucion Porcentual.

Mes Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre

Compuesto BSC12 BSC9 BSCl14 [BSC12 BSC9 BSCl4 |BSC9 BSCl1l BSCI13 [BSC12 BSC9 BSCI13 [BSC12 BSC9 BSC8 |BSC13 BSC9 BSC15

CTB (%) 39.9 324 1395 59.1 359 179 474 253 178 | 389 20.8 175 | 446 35 6.4 36 302 14.82

Mes Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril

Compuesto BSC13 BSC9 BSCl1 |BSC12 BSC14 BSC9 |BSC12 BSC9 BSC10 |BSC12 BSCl14 BSC9 [BSC12 BSC9 BSCl14 [BSC12 BSC9 BSCl4

CTB (%) 3113 182 1639 | 4166 308 20.29 434 237 165 | 352 30.4 273 57.9 39 0.98 353 334 26.58

Cuadro 13. Compuestos caracteristicos que definen la similitud y disimilitud en la agrupacion de
compuestos de B. simaruba en los meses pertenecientes a la temporada de lluvia y de seca. Resultados
obtenidos con el anélisis SIMPER. CTB (%) = Contribucion Porcentual.

d D, 0
‘Temporada Lluvia Seca Lluvia Seca
Compuesto | BSC13 BSC9 BSC12 BSC11 |BSC9 BSC12 BSC14 BSC1 [BSC6 BSC16 BSC8 BSC13 |BSC14 BSC7 BSC11l BSC5
CTB (%) 16.3 15 125 123 |[147 1108 937 92 |865 781 774 77 |759 725 7.04 6.83
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En cuanto a B. tomentosa, el analisis UPGMA muestra una agrupacion entre meses de
[luvias con meses de sequia, por ejemplo, la resina de mayo fue muy parecida a la de junio y marzo,
asi como la de julio fue muy parecida a la de diciembre y enero (Figura 27A). De forma general,
las resinas de los meses de la temporada de sequia son mas parecidas entre ellos que las de los
meses de lluvia. La resina de marzo fue la menos parecida a las de los otros meses. Con el nMDS
se observd el mismo patron de agrupacion (Figura 27B). El valor del ANOSIM sugiere que no hay

diferencias entre las muestras de resina colectadas en cada mes del afio (R=0.1463; p<0.126).

@« |
o Ago
|
(=]
T Oct
Sep
@ _|
(=)
= 1
@ o v\d En e E
® e Mar M. Abr
vay m
S - ov
©c 2 g g 2 £ o 2 o g g @
] g o o) 8 o 3 Ne) @ 0 g Ne)
232§ 535832 56§
z oL =] o 2 i
z 0 > un
A B

Figura 27. Andlisis de agrupamiento por meses de muestreo de resina de B. simaruba. A) Andlisis de
agrupamiento mediante el método UPGMA. B) Andlisis Multidimensional no Métrico (nMDS) Stress=
0.1286.

La contribucién de los compuestos a la diferenciacion o similitud entre los grupos del
analisis SIMPER, fue diferente en cada mes. Especialmente, se observo que BTC9 y BTC11 son
los que mas contribuyeron a la similitud del perfil en los 12 meses (12 a 63 %) (Cuadro 14). Otros
compuestos frecuentes son BTC13 que contribuyé durante 6 meses entre 19y 75% y BTC12 entre
15 y 48 % durante cuatro meses. BTC11 particularmente no tuvo contribucion significativa en 11
meses, sin embargo, durante junio fue el de mayor aporte a la similitud entre las muestras (69.79%).
Referente a la estacionalidad, BTC9 (12 a 17%) fue el compuesto de mayor contribucion en la

similitud para la temporada de lluvias y de seca (Cuadro 15), mientras que los compuestos con
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mayor aporte a la disimilitud entre grupos fueron BTC12 (10.09%), BTC13 (7.66%), BTC8

(7.55%)

Cuadro 14. Compuestos caracteristicos que definen la similitud del perfil quimico de la resina de B.

tomentosa en los diferentes meses de muestreo. Resultados obtenidos con el andlisis SIMPER. CTB (%)=
Contribucion Porcentual.

Mes Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre
Compuesto |BTco BTC12 BTC1 |BTC11 BTC9 BTC4 |BTC13 BTC9 BTCI4 |BTCI3 BTC9 BTCIO0 |[BTC13 BTC9 BTCl4 [BTC13 BTC9 BTCIS
CTB (%) 63.16  24.85 4.32 69.79 27.69 2.09 2595 227 1049 | 754 1263 7.83 481 39.96 59 39.54 3203 1342

Mes Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril
Compuesto |BTco BTC14 BTC10 |BTC13 BTC9 BTC15 |BTC13 BTC9 BTCI5 |BTC12 BTC9 BTCI5 |[BTC12 BTC9 BTCl4 [BTC9 BTC12 BTCIS
CTB (%) 1527 1412 1375 217 1887 1186 | 19.13 1696 1555 [21.18 1828 11.11 | 484 4308 7.16 |19.07 1513 10.58

Cuadro 15. Compuestos caracteristicos que definen la similitud y disimilitud en la agrupacion de

compuestos de B. tomentosa en los meses pertenecientes a la temporada de lluvia y de seca. Resultados
obtenidos con el anélisis SIMPER. CTB (%)= Contribucion Porcentual.

Similitud Disimilitud

Temporada

Lluvia

Seca

Lluvia

Seca

Compuesto

BTC9 BTC11 BTC13 BTC4

CTB (%)

16.9

169 129 11

BTC9 BTC11 BTC14 BTC3

122 1215 10.82 7.87

BTC12 BTC13 BTC8 BTC10

959 807 798 7.76

BTC15 BTC6 BTC5 BTC7

775 745 726 7.05
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7. 7. Asociacién de la composicion volatil de resinas de Bursera con su fenologia
y las variables ambientales

Considerando el proposito de determinar si las variables ambientales tienen influencia sobre
la produccion de terpenos volatiles durante las diferentes etapas fenoldgicas se realizé un Andlisis
de Correspondencia Canonica (ACC).

De acuerdo al ACC, la precipitacion, la humedad relativa y la temperatura en orden
decreciente de importancia, fueron los factores que determinaron la composicion de terpenos
volatiles en Bursera simaruba. Para los compuestos detectados por CCF se observé un gradiente
espacial alto (74%) que se relaciono al “eje 17, mientras que un gradiente débil se relaciono al “eje
2”, en conjunto estos dos primeros ejes del analisis explican 94% de varianza total o de relacion
entre las variables ambientales y las caracteristicas quimicas de la resina. La variable que definio
algunas fenofases como la de hojas maduras, desarrollo de frutos y frutos desarrollados fue la
fueron la precipitacion y la humedad. Se observé que la presencia de terpenos parece estar asociada
a diferentes fases fenoldgicas, principalmente a las fenofases reproductivas, por ejemplo, se
observo que el monoterpeno BSC15 parece estar mas asociado a la fase de frutos desarrollados
(FD) cuyo factor determinante fue la humedad, de forma similar el sesquiterpeno BSC4 parece
estar més asociado a la fase de desarrollo de frutos (DF) durante la temporada de lluvias (Figura
28A).

En cuanto a los compuestos detectados por CG/MS los dos primeros ejes explican 90.8%
del total de la varianza. En este caso no se observd una asociacion clara entre las etapas
reproductivas o vegetativas con la presencia de terpenos, tal parece que los sesquiterpenos estan
asociados a etapas fenoldgicas reproductivas como la de botén floral, flor abierta y frutos
desarrollados, pero, también se encuentran asociados a fenofases vegetativas como la de brote
foliar, hoja madura o la senescencia (Figura 28B), a su vez, las variables ambientales parecer no
estar determinando su presencia. Los monoterpenos no muestran asociacion alguna con las etapas
fenoldgicas, pero si parecen estara relacionados principalmente a la temperatura.

Por otra parte, la composicidn de terpenos volatiles en resinas de B. tomentosa, parece estar
determinada en orden decreciente por la precipitacion, la temperatura y la humedad relativa. Se
observo un gradiente espacial alto (77%) en el “eje 1” y un gradiente espacial débil (19%) en el

“eje 27, en conjunto estos dos ejes explican el 96% de la varianza total.
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La fenologia de B. tomentosa parece responder a las variables ambientales de forma similar
a B. simaruba. En caso contrario, la presencia de terpenos en B. tomentosa parece estar asociada
tanto la fenologia reproductiva como a la vegetativa (Figura 29A), un ejemplo de ello es que los
monoterpenos BTC16, BTC13 parecen estar asociados a la fenofase de desarrollo de frutos (DF)
asi como BTCL17 parecen asociado a la fenofase de frutos desarrollados (FD), mientras que los
monoterpenos BTC11 y BTC3 parecen estar asociados a la fase de brotes foliares (BR) asi como
los compuestos BTC7, BTC2, BTC1 parecen estard mas asociados a las hojas maduras (HM).

El ACC realizado con los compuestos detectados por CG/MS muestra un 84.3% de la
varianza total explicada, siendo la precipitacion la que define las etapas fenoldgicas de desarrollo
de fruto y la de hoja madura, asi como la humedad es el factor determinante de las etapas
reproductivas (BT, FA y FD). De forma similar a lo observado con B. simaruba no parece haber
una asociacion clara entre la fenologia y la presencia de terpenos volatiles en la resina de B.
tomentosa, tampoco parece haber una relacion directa entre las variables ambientales y los
compuestos, la Gnica asociacion se observo en algunos sesquiterpeno con relacién a la senescencia
(Figura 29B).
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Figura 28. Analisis de Correspondencia Candnica. A) compuestos detectados por CFF en la resina de B. simaruba colectada en un ciclo
anual con determinadas caracteristicas ambientales y fenologicas. Eje 1= 74.8%; eje 2= 19.7%, p= 0.26). B) compuestos detectados por

GC/MS. Eje 1= 50.5%; eje 2= 40.27%.
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Figura 29. Andlisis de Correspondencia Canonica. A) compuestos volatiles detectados por CFF en la resina de B. tomentosa colectada
en un ciclo anual con determinadas caracteristicas ambientales y fenoldgicas. Eje 1= 77.04%); eje 2= 19%. B) compuestos detectados por
GC/MS. Eje 1= 53.3%, eje 2= 31%.
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VII1.DISCUSION

Los copales (del nahuatl copalli, incienso) son resinas aromaticas que se distinguen entre si
por sus aromas, colores y consistencias, los mas comunes y conocidos se recolectan de los tallos
de los arboles de las Burseraceas, las caracteristicas de las resinas dependen del metabolismo
especializado de la especie de la que se extrae (Case et al., 2003; Langenheim, 2003; De-la Cruz-
Canizares et al, 2005; Montufar, 2007). En este estudio se encontr6 que las resinas de Bursera
simaruba (mulato) y B. tomentosa (copal) difieren en los volimenes producidos y en sus
caracteristicas organolépticas (color, olor y textura).

Evidencias filogenéticas sefialan que estas especies pertenecen a secciones diferentes dentro
del género, el grupo simaruba (seccidén Bursera), al que pertenece B. simaruba es generalmente
pobre productor de resina, en tanto que el grupo copallifera (seccion Bullockia) que incluye a B.
tomentosa produce volumenes altos (Becerra y Venable, 1999; Becerra, 2003; Espinosa et al.,
2006; Marcotullio et al, 2018), datos que contradicen nuestros resultados, pues en este caso se
observo que B. simaruba produjo casi el doble de resina que B. tomentosa (x=14.4y x=7.32 g.cm’
%). Estas diferencias entre las secciones no han sido evidenciadas solidamente. Para la seccion
Bullockia se ha observado volumenes de resinas similares entre las especies B. bipinnata, B.
glabrifolia y B. jorullensis (313.4, 260.7 y 284 g/herida; p>0.05) (Cruz-Cruz et al., 2017), sin
embargo, no hay un estudio similar en la seccion Bursera que permita comparar las cantidades de
resina producidas entre estas dos secciones del género.

Tradicionalmente la resina de B. tomentosa es usada como incienso, debido a que su olor es
mas acentuado, inclusive es llamada como estoraque, un sinénimo usado para las resinas aromaticas
de otras especies botanicas (Miranda, 2015). En tanto que la resina de B. simaruba tiene usos que
no consideran sus caracteristicas odoriferas, entre ellos como sustituto de pegamento para unir
piezas de vidrio, loza y porcelana; también se usa para la fabricacion de lacas y barnices (Rzedowski
y Guevara-Féfer, 1992; Vazquez-Yanes et al., 1999; Tropical Plants Database, 2019).

Varios autores han sefialado la importancia de valorar los atributos ecoldgicos y el uso
etnobotanico de los copales (Case et al, 2003; Peters et al., 2003; Cruz-Ledn et al., 2006), no
obstante, no se encuentran datos de estudios sistematizados sobre el método de extraccion y los
voliumenes producidos que permitan a las comunidades tener un plan de manejo para su
aprovechamiento. Tradicionalmente los productores copaleros asocian una mayor produccion de

resina a la temporada de lluvias, pues segun su percepcién las lluvias y nutrientes disponibles
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permiten que los arboles exuden mas goma y se repongan mejor de la recolecta, en tanto que si se
extrae en temporada de secas las plantas producen menos y reducen gradualmente su produccion
(Cruz-Leon et al., 2006; Purata-Velarde y Ledn Martinez, 2008).

En contraste, hay escasos reportes en un reducido niumero de especies para confirmar estas
percepciones copaleras y los reportados han considerado poco la estacionalidad y menos adn los
aspectos fenoldgicos y ambientales, los cuales son relevantes ya que el metabolismo de las plantas
es afectado por estas variables inherentemente conjuntas (Cruz-Leodn et al., 2006; Purata-Velarde y
Ledn-Martinez 2008; Leyva et al., 2013; Montufar-Lopez, 2015; Cruz-Cruz et al., 2017; Moore et
al, 2014; Ochoa-L6pez et al, 2015). De formar particular la fluctuacion en el volumen de la resina
va acompafiada también de sus caracteristicas cualitativas cuyas variaciones suceden a menudo en
fases ontogénicas y a través de ciclos circadianos y anuales (Lagenheim 2003).

Por ello en este trabajo la fenologia de las dos burseras de estudio fue caracterizada, ambas
resultaron de follaje caducifolio, de floracion breve, de formacion de fruto intermedio y de
maduracion de frutos extendida (> cinco meses), algo que es comun en el género, pero cuyos datos
no se han sistematizado lo suficiente (Rzedowski et al., 2005; Bezaury-Creel, 2010; Rojas-
Rodriguez y Torres-Cérdoba, 2011; Berdugo-Lattke y Rangel-Ch, 2014). Estas caracteristicas
fenoldgicas estuvieron asociadas a las variables ambientales de la estacionalidad de la SBC (van
Schaik et al, 1993; Fenner, 1998; Korner y Basler, 2010). Por ejemplo, la brotacion foliar y floracion
sucedieron rapidamente durante el cambio de estacion (finales de la sequia-inicio de las lluvias), el
desarrollo de las hojas y frutos ocurri6 a la par de las lluvias, mientras que la senescencia y parte de
la maduracion de los frutos sucedieron durante la sequia. Este tipo de fenologia resulta recurrente
en la Selva Baja Caducifolia (SBC), por ejemplo, van Schaik et al., (1993) sefialan que los climas
tropicales muestran un patrén predecible anual, muchas plantas como las burseras producen nuevas
hojas y flores en “rafaga” en vez de hacerlo continuamente, este patron sugiere que los cambios
fenoldgicos representan una adaptacion a factores abioticos. Para B. simaruba y B. tomentosa estan
serian las primeras descripciones puntuales de su fenologia completa.

Fue posible encontrar asociaciones ambiente-fenologia especificas, por ejemplo, B.
simaruba en su etapa de botén floral y flor abierta estuvo asociado positivamente con la
temperatura, mientras que la fructificacion (formacion y maduracion) fue correlacionada
negativamente con esta misma variable. Para B. tomentosa las etapas de boton floral y flor abierta

se correlacionaron con la humedad y con la precipitacion (respectivamente), por su parte la
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formacion de frutos mantuvo una mayor correlacion positiva con la precipitacion y la maduracion
de frutos estuvo inversamente relacionada con la temperatura. De la fenologia vegetativa de ambas
especies, las etapas de brote foliar y hoja madura mostraron correlaciones positivas con la
temperatura y humedad, a su vez la senescencia estuvo inversamente relacionada con la
precipitacion, ello sugiere que cada variable ambiental contribuye de forma especifica a la
modulacion de la fenologia de las burseras.

Algunos estudios han afirmado que la temperatura es el principal motor de los eventos
fenoldgicos (Samach y Wigge, 2005; Penfield, 2008), que las precipitaciones, la irradiacion solar y
los nutrientes en el suelo son causas proximas (van Schaik et al., 1993; Wright y van Schaik, 1994;
Williams-Linera y Meave, 2002; Pafiuelas et al., 2004; Neil y Wu, 2006) y que la humedad relativa
es un desencadenante secundario, particularmente de la floracién (Pavon y Briones, 2001; Zipf y
Primack, 2017). Aunque el efecto de la humedad sobre los eventos fenoldgicos no esta claro (Zipf
y Primack, 2017), se sabe que cuanto mas largo es el periodo seco hay menor humedad en los tejidos
y por ende hay una mayor necesidad de los arboles para alcanzar la humedad requerida e iniciar
eventos fenoldgicos, sobre esto Laube et al., (2014) plantean que a medida que la temperatura
aumenta (en temporada de sequia), la humedad del aire también lo hace, y dado que el transporte
activo de agua en los arboles es bajo durante este periodo, la Unica disponibilidad de agua
posiblemente provenga de la humedad relativa del aire, de manera que los tejidos se rehidratan a
partir de la densidad de agua en el aire promoviendo el desarrollo foliar (Monteith, 1995; Laube et
al., 2014). Ello explicaria, por ejemplo, porque la brotacion foliar altamente sincronizada de las
burseras sucede durante el cambio estacional de la SBC, en donde se presentaron temperaturas y
humedades altas.

La similitud en las fenologias entre las burseras no se reflejo del todo en el volumen y
caracteristicas quimicas de sus resinas. La produccidn resinica mostrd escasa variabilidad mensual
durante el afio, coincidiendo su mayor produccion en febrero, pero mientras que para B. tomentosa
la estacionalidad (lluvias vs sequia) fue determinante para un mayor volumen de exudado, para B.
simaruba no. Esto pone de manifiesto que en todo caso la percepcion de los copaleros no coincide
con nuestros datos, dado que la recolecta se deberia realizar en febrero para B. simaruba, casi en el
punto algido de la estacién seca, o en cualquier mes de esta estacidn para B. tomentosa. Cruz-Cruz
et al, (2017) también sefialan que las extracciones deben realizarse en la estacion de lluvias, sus

obtenciones sistematizadas de los copales B. bipinnata, B. glabrifolia y B. jorullensis en la SBC del
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municipio de San Pedro Juchatengo, Oaxaca, tienen una alta produccion de resina durante el verano
con lluvias pero sin diferencias entre los meses muestreados (julio, agosto, septiembre y octubre) y
entre las especies, sin embargo, los autores no realizaron mediciones en la estacion opuesta, lo que
imposibilita verificar tal afirmacion (Cruz-Cruz et al., 2017). Considerando el tamafio de la herida
realizado al &rbol por estos autores (15 cm longitud x 1cm ancho x 0.5 cm profundidad), la maxima
produccidn reportada (15-20 g.cm?®) es parecida a la de las burseras estudiadas, pero en la estacion
seca (hasta 15-29 g.cm?). El estudio anual con Protium spruceanum un género cercano a Bursera,
sefiala que la produccion de resinas fue también mayor durante las lluvias en la selva amazonica
brasilefia (Machado et al, 2003).

Ademas del volumen de resinas deben considerase los componentes quimicos responsables
del aroma y consistencia, los cuales le dan significancia ecoldgica y atributos para su
aprovechamiento antropocentrico (Langenheim, 2003; Linares y Bye, 2008; Quiroz-Carranza y
Magafa, 2015; Cruz-Cruz et al., 2017). La resina, posee de forma general dos componentes, uno
volatil y otro de consistencia fija, ambos de naturaleza predominantemente terpénica (Moore, 1993;
Langenheim, 1990; Wanke et al., 2001; Langenheim, 2003; Gigliarelli et al., 2015). En este trabajo
se caracterizo el perfil volatil, el cual generalmente proporciona las propiedades de defensa y la
fragancia caracteristica para su utilizacion tradicional (Langenheim, 1990; Paré y Tumlinson, 1996;
Becerra et al., 2001; Langenheim, 2003; Daly et al., 2010; Llanos et al., 2010).

Las resinas de B. simaruba y B. tomentosa tuvieron en algiin momento una riqueza de hasta
15 y 16 compuestos volatiles respectivamente, este conjunto varié irregularmente. Hay un grupo
permanente constituido de un nimero bajo de moléculas (3/5 y 5/7) y otro grupo “movible” cuyo
namero es mas amplio (13/16 y 12/10) y hasta algunas veces de presencia exclusiva en ciertos
meses, todo ello hace que el “pool” acumulado anual de volatiles puede llegar hasta 21 moléculas,
un conjunto de aromas dinamico a lo largo del afio.

Los volatiles de ambas resinas provienen casi completamente de la ruta metabodlica de los
terpenos, en B. simaruba el grupo permanente esta constituido por los monoterpenos a-pineno, D-
limoneno, 3-careno y los sesquiterpenos a-copaeno, cariofileno, humuleno, germacreno-D,
mientras que en B. tomentosa predominan los monoterpenos ciclofencheno, a-pineno, 3-careno y
los sesquiterpenos a-copaeno, cariofileno, humuleno y germacreno-D. Varios de estos metabolitos
poseen propiedades antimicrobianas o insecticidas (Maffei, 2010) lo que tal vez justificaria su

presencia constitutiva. Por ejemplo, se ha identificado que a-pineno, limoneno, B-cariofileno y a-
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humuleno son compuestos constitutivos o inducidos formados en tricomas glandulares, conductos
resiniferos o en tejidos dafiados y que repelen a varios herbivoros, también poseen actividades
analgesicas, antiinflamatorias, antioxidantes y anticancerigenas (Legault y Pichette, 2007; Maffei,
2010). Germacreno-D, es una molécula con propiedades antibacterianas, cuya frecuencia en el
género Bursera lo ha llevado a ser sugerido un rasgo antiguo (Noge y Becerra, 2009; Essien et al.,
2016).

La presencia de perfiles constitutivos y movibles (inducidos o no) es una estrategia
ecologica comun en las plantas, que le permite optimizar recursos frente al estrés abiotico o biotico
(Keeling y Bohlmann, 2006; Moreira et al., 2009; Holopainen y Gershenzon, 2010; Maffei, 2010;
Bautista-Lozada et al., 2012; Moore et al., 2014; Keefover-Ring et a., 2016). Resinas con mezclas
de mayor diversidad de volatiles proporcionarian versatilidad ecoldgica a las plantas que las
producen, ya que como sucede con otros metabolitos de defensa, confieren una proteccién ante una
mayor gama de herbivoros o patdégenos (Becerra et al., 2001; Lagenheim, 2003; Gershenzon y
Dudareva 2007; Jurgens y Viljoen, 2010; Zulak y Bohlman, 2010; Garcia-Rodriguez et al., 2012;
Drescher et al., 2014), esta mayor quimiodiversidad y alta concentracion es mas eficiente para
contener la resistencia de los enemigos naturales en comparacion con los compuestos individuales
0 mezclas de baja diversidad en concentraciones bajas y/o altas que conllevan a la perdida de la
efectividad de las defensas quimicas (Cates 1996; Castellanos y Espinosa-Garcia, 1997; Garcia-
Rodriguez et al., 2012; Drescher et al., 2014). Los aromas también son defensas indirectas ya que
pueden atraer parasitoides o depredadores de los herbivoros que atacan la planta, (Paré y Tumlinson,
1996; Becerra et al., 2001; Arimura et al., 2005; Keeling y Bohlmann, 2006; Holopainen y
Gershenzon, 2010; Maffei, 2010; Kessler y Heil, 2011). Segin Kessler y Kalske, (2018), un patron
de incremento temporal en la quimiodiversidad puede exponer una variacion genética que no se
observa cuando solo se expresan los compuestos constitutivos.

Mientras que para ambas especies el conjunto permanente la proporcion de monoterpenos y
sesquiterpenos es equitativa (1:1), en el conjunto movible la proporcion es de un monoterpeno por
dos sesquiterpenos (1:2) para B. simaruba y de 1:3 para B. tomentosa, sefialando que la ruta
sequiterpénica aporta la mayor riqueza movible, siendo la ruta monoterpénica mas estable, menos
rica, pero con mayor abundancia. Esta proporcién de terpenoides se debe principalmente a la
actividad enzimatica, disponibilidad de acetil-CoA, ATP y NADPH o incluso a la diferenciacion

morfologica y compartimentacion celular que regulan la biosintesis de este tipo de compuestos
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(Moore, 1993; Tholl, 2006; Zulak y Bohlmann, 2010). Estos factores conllevan a que la
composicion de la resina sea dindmica y responda ante cualquier tipo de estrés ambiental al cual el
arbol este expuesto (Dudareva et al., 2004; Zulak y Bohlmann, 2010).

Biosintéticamente ambos tipos de terpenos estan constituidos de los mismos precursores
dimetil alil difosfato (DMPP) e isopentenil difosfato (IPP), los cuales se forman en rutas y en sitios
celulares diferentes, el DMPP e IPP originan a los monoterpenos a través de la ruta desoxixilulosa-
5-fosfato (MEP) en los cloroplastos y los de los sesquiterpenos por la via del mevalonato (MVA)
en el citoplasma (Moore, 1993; Holopainen, 2004; Maffei, 2010). Ello sugiere que hay un control
independiente para cada tipo de volatil de la resina de las burseras. Aunque también se considera
que puede haber intercambio y/o cooperacion entre las dos vias 0 que ambas operen bajo diferentes
condiciones fisioldgicas dentro de la célula, que dependen de su estado de desarrollo, aunque, este
proceso de intercambio no es muy claro (Wanke et al, 2001). En el caso de las burseras se esperaria
que, al no ser vias completamente autonomas, hubiera un intercambio de IPP entre los cloroplastos
y el citosol, regulando temporalmente la mayor diversidad de sesquiterpenos o la mayor abundancia
de monoterpenos (Moore, 1993; Wanke et al., 2001).

Un balance entre la tasa de biosintesis y de degradacion puede controlar la acumulacion de
cualquier molécula (Trapp y Croteau, 2001; Vivanco et al., 2005; Keeling y Bohlmann, 2006;). En
la economia de la planta es importante el recambio de terpenos; ya que una réapida tasa de recambio
incluye la catabolizacion a metabolitos primarios, la liberacion al ambiente, la interconversion
biosintética intra e interterpenos, las reacciones de conjugacion y la polimerizacion, todo ello afecta
el costo de mantener una concentracion dada de compuestos defensivos (Gershenzon 1994a, b;
Kesselmeier y Staudt, 1999; Keeling y Bolhmann, 2006; Oikawa y Lerdau, 2013; Jiang et al., 2018;
Mozzafar et al., 2018). Desde una perspectiva metabdlica, los terpenoides se han visto como
productos finales estables, aunque Burbott y Loomis, (1969) y Staud et al., (2000) demostraron un
rapido recambio de monoterpenos. Este movimiento de nimero y abundancia de volatiles afecta las
propiedades fisicas y defensivas de la resina, volviéndola mas fluida y aromatica, permitiendo el
movimiento de los componentes no volatiles mas viscosos (di y triterpenoides), por su parte los no
volatiles aumentan la viscosidad y la velocidad de cristalizacion (endurecimiento) de la resina
(Langenheim, 1990; Becerra et al., 2001; Trapp y Croteau, 2001; Langeheim, 2003). La proporcién
entre la fraccion volatil/no volatil afecta la velocidad del flujo de resina y con ello la capacidad de

70



la resina para atrapar e inmovilizar enemigos o cubrir heridas en troncos de arboles (Phillips y
Croteu, 1999; Trapp y Croteau, 2001; Langeheim, 2003).

Existen pocos estudios que detallan el efecto de la estacionalidad sobre la biosintesis de
terpenos, por ejemplo Suffredini et al., (2016) y Mbakidi-Ngouaby, (2018) concluyen
respectivamente que los terpenos de Osteophloeum platyspermun (Myristicaceae) y Pseudotsuga
menziesii (Pinaceae) se incrementan durante la primavera y verano, otros mas sefialan que el estrés
abiotico y bidtico aumentan la emision de compuestos volatiles (Niinemets et al., 2004; Rupar y
Sanati, 2005; Tholl, 2006; Holopainen y Gershenson, 2010; Korner y Basler, 2010; Oikawa et al.,
2013; Verma y Shukla, 2015; Jiang et al., 2018). La influencia de estos factores sobre la biosintesis
de volatiles es una cuestion compleja de responder, mas aln con rutas que compiten por los recursos
biogenéticos (Moore, 1993; Maffei, 2010; Dudareva et al., 2013). ;Qué es entonces, lo que modula
la quimiodiversidad de las resinas de Bursera? Acaso ¢son los mismos factores que definen su
fenologia? Para los voléatiles resinicos las rutas dependerian en primer momento de la tasa
fotosintética, que en una primera instancia deberia realizarse en las hojas, pero las burseras
(incluyendo las estudiadas), tienen hojas caducifolias (Orwa et al., 2009; Berdugo-Lattke y Rangel-
Ch, 2014), por lo que los recursos para la formacion de volatiles estarian disponibles solo en una
mitad del afio (estacion de lluvias). Sin embargo, las caracteristicas de la corteza del tallo de B.
simaruba (exfoliante y verde), le permiten ser fotosintéticamente activas y con ello ser una fuente
de carbono permanente para el metabolismo especializado (Daly, 1993; Daly et al., 2011; Castro y
Torrecilla, 2013; Dudareva et al., 2013).

Sobre ello, los resultados sugieren que ademas de algunas condiciones de la estacionalidad
de la Selva Baja Caducifolia del Area Natural Villa Allende (estrés hidrico y térmico) que
prevalecen durante la mitad del afio, la fenologia juega un papel importante en la composicion
volatil de las resinas de las burseraceas. Por ejemplo, se observé que la precipitacion, humedad y
temperatura parecen influir de manera general sobre la presencia de algunos monoterpenos y
sesquiterpenos en la resina de B. simaruba y B. tomentosa, entretanto, la fenologia parece tener
mayor influencia sobre la composicion volatil; la fenologia reproductiva, asi como las fenofases
de desarrollo de frutos (DF) y frutos maduros (FM) influyen mayormente sobre la presencia de
monoterpenos y sesquiterpenos, mientras que la de boton floral influyen para que la resina sea rica
en sesquiterpenos. En tanto que, todas las etapas de la fenologia vegetativa parecen influir sobre la

mayor presencia de sesquiterpenos.
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La diversidad fitoquimica es una caracteristica sobresaliente del aroma de las resinas, la
mayor diversidad de B. simaruba ocurrié durante la temporada de lluvias, especificamente en
agosto y octubre, mientras que en B. tomentosa se observé durante la temporada de sequia,
particularmente en el mes de enero. Esto significa que las rutas biosintéticas responsables de la
parte volatil (aromética) responden de forma distinta en estas especies ante algun factor externo
como las condiciones cambiantes

del clima.

De forma similar, en otras generos de la familia Burseraceae también se ha observado que
algunos factores influyen mas que otros sobre su composicion volatil, por ejemplo, Carvajal et al.,
(2016) identificaron que en Protium colombianum la composicion quimica no vario
significativamente con el tiempo, pero, si de acuerdo a la zona de origen, siendo las precipitaciones
el factor principal de influencia, en caso contrario, Bentes-Machado et al., (2003), sefialando una
variacion estacional en el volumen y composicion de la resina de Protium spruceanum a lo largo
del afio. Un hecho que destaca es que en ambos casos predominaron los monoterpenos.

Por otra parte, aunque en este trabajo se observo que la produccion de resina esta mas
relacionada con la fenologia que con las condiciones ambientales, no quiere decir que sea una
respuesta Unica de las condiciones que inducen la produccién de resina, pues todas las variables
actlan conjuntamente sobre el volumen y composicién quimica de las resinas en cada individuo
(Figueiredo et al., 2008; Holopainen y Gershenzon, 2010), por otro lado, hay que considerar que no
se tomaron en cuenta variables que influyen en la produccion de resinas como por ejemplo, los
antecedentes genéticos o los estados de desarrollo de la especie, algin tipo de estrés no visible al
que estuviera expuesta la planta o bien variables dendrométricas, anatdmicas o fisioldgicas (da
Silva- Rodriguez-Correa et al., 2013; Rodriguez et al, 2014).

La liberacion de las resinas, obedece invariablemente a algun tipo de respuesta ante el dafio
mecanico que se pueda ocasionar a la planta (tamafio y posicion de la herida), la cantidad de
exudado liberado esta relacionado también con los procesos fisiologicos y las caracteristicas
anatomicas del individuo, sobre ello, Messeri y Saya (1960) explican el mecanismo del flujo de
resina en algun evento dafiino, incluyendo: 1) un aumento rapido de la turgencia celular que
conduce a la oclusion del interior del canal resinico por el hinchamiento de sus células epiteliales,
el fendmeno tiene lugar relativamente lejos de la herida, donde los tejidos aun estan vivos y se

acomparia de una hipersecresion de resina; 2) la emulsificacion de la resina en el agua del
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citoplasma celular, su desplazamiento y su exudacion a través de las membranas hacia el interior
del canal; 3) la deshidratacion total de las células y embalsamamiento de sus membranas por la
resina, en esta etapa el flujo de resina parece cesar y por lo tanto parece que esta controlado por el
contenido de agua en las células secretoras.

Finalmente, hay que subrayar que este estudio es el primer acercamiento a la evaluacion de
la variabilidad de la produccion de resina y del conocimiento de su composicion quimica volétil en
especies de Bursera a lo largo de un ciclo anual en condiciones de la SBC, da a conocer el efecto
de la estacionalidad y la fenologia sobre estos dos aspectos y permite sugerir que la época de
recolecta no se restringe a la época de lluvias, de acuerdo a los tiempos de mayor produccion de
resina, la extraccion controlada del exudado garantizard la conservacion de las selvas bajas

caducifolias en las que se encuentran estas especies.
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IX. CONCLUSIONES

Bursera simaruba produjo invariablemente mayor volumen de resinas que B. tomentosa, no
teniendo relacién sefialada a las secciones del género. En ambas especies la mayor cantidad de
resina se obtuvo durante el mes de febrero (temporada de sequia) y el menor volumen durante julio
(temporada de lluvia), solo B. tomentosa mostro diferencias en los volimenes entre las estaciones
de lluvia y sequia.

El rendimiento resinico tuvo una asociacion de baja a moderada con los factores
ambientales y de moderada a alta relacion con la fenologia. Especificamente el volumen de resina
en B. simaruba estuvo mas asociado a fenofases vegetativas y B. tomentosa a fenofases
reproductivas.

La composicion volatil de ambas resinas tuvo una riqueza de entre 16-21 moléculas de
naturaleza casi completamente terpénica y conformada por dos grupos, un nimero fijo de moléculas
—predominado por monoterpenos- y un conjunto moévil de sustancias predominado por
sesquiterpenos. Los monoterpernos se detectaron en menor nimero, pero de mayor concentracion,
mientras que los sesquiterpenos son mas nUMerosos, pero con menor proporcion. Esta diversidad
fitoquimica le confiere el aroma caracteristico a la resina.

El grupo de compuestos constantes, que fue comuin en ambas especies y que caracteriza el
aroma esta compuesto principalmente por las moléculas a-pineno y 3-careno (monoterpenos) y a-
copaeno, cariofileno y germacreno-D (sesquiterpenos), estos compuestos tienen varias actividades
bioldgicas que ademas de primordiales para las relaciones ecoldgicas de la planta también amplia
su valor de uso.

La conjuncion de mayor volumen de resinas y diversidad de volatiles fue diferente entre las
Burseras. B. tomentosa exudd mas resina y con una quimiodiversidad volatil més alta durante la
sequia, mientras que B. simaruba lo hizo méas durante la temporada de sequia, pero con una mayor
diversidad fitoquimica durante la temporada de lluvias.

La precipitacion y la humedad parecen ser los principales desencadenantes de la fenologia
vegetativa y reproductiva. Las fenofases estacionales mas evidentes fueron la foliacion (que ocurre
durante la temporada de lluvias) y la senescencia/caducidad (que sucedid durante la temporada de
sequia). La fenologia reproductiva se distinguid por tener periodos breves de floraciéon y la

fructificacion por ser una etapa fenoldgica extendida.
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La composicion de terpenos volatiles en resinas de Bursera parece estar relacionada a la
precipitacion y la humedad, asi mismo estd asociada a eventos fenoldgicos especificos,

particularmente a fenofases reproductivas (desarrollo de frutos y frutos desarrollados).

X. CONSIDERACIONES FINALES

La extraccion de resina de las burseras es una actividad econdmica primaria en México de
baja frecuencia, sin embargo, las comunidades copaleras no cuentan con planes de manejo que
garanticen su aprovechamiento adecuado. El estudio de las caracteristicas fisicas y quimicas de las
resinas de los copales contribuye al desarrollo de procedimientos para el aprovechamiento
sustentable de estos bienes naturales y proporciona argumentos que evitan la sobreexplotacion y el
deterioro de los ecosistemas que alojan a las burseras resinosas.

En este estudio se consideraron como atributos sobresalientes de las resinas de Bursera
simaruba y B. tomentosa, el volumen exudado y su composicion volétil. Estos atributos ademas
permiten determinar la relevancia ecoldgica para la planta, que esté asociada a eventos fenoldgicos
y a las variables ambientales anuales, el primero es importante por el rendimiento econémico que
los copaleros pueden obtener y el segundo es el que determina el aroma por el cual son procuradas.

Por otro lado, también es necesario realizar evaluaciones sensoriales que determinen si la
mayor diversidad de volatiles —que hipotéticamente si- se refleja en una resina mas aromatica en su
uso tradicional o en sus propiedades biologicas.

Finalmente, es importante sefialar que deben sumarse esfuerzos para implementar estudios
etnobotanicos, fisioldgicos y ecoldgicos, para optimizar los procesos de extraccion de la resina que

colabore a la conservacion de los recursos naturales resinicos.
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Figura 30. Cromatografia de gases masas de la resina de Bursera simaruba.
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