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RESUMEN

Se conoce que los factores ambientales y el desarrollo fenoldgico influyen en las
respuestas metabdlicas secundarias; en especial, las plantas que habitan la Selva
Baja Caducifolia, poseen estrategias que las hacen soportar las condiciones
climaticas de la region, que incluyen el tipo de fenologia y la variacion de metabolitos
secundarios. Una de estas especies es Bonellia macrocarpa, especie que por tener
una notable resistencia a la sequia, permite analizar la influencia de la
estacionalidad, en las temporadas de lluvia y estiaje, sobre la fenologia y la
diversidad de metabolitos secundarios.

Este estudio consisti6 en tres actividades generales: 1) La descripcion
fenologica de la planta en campo, 2) la determinacion de grupos de metabolitos
secundarios de raices, tallos, hojas y frutos; y 3) el analisis de los perfiles
metabolicos a través de cromatografia en capa fina (CCF).

El analisis fenologico mostré que Bonellia macrocarpa es perenne, y que la
fase reproductiva se desarrolla en la temporada de seca (floracion) en tanto que en la
temporada de lluvias la fructificacion. Ademas, se reportan dos grupos de metabolitos
secundarios que tuvieron una mayor influencia de las estaciones climaticas,
respondiendo ambos a la falta de lluvias en la temporada de estiaje.

Finalmente, se registr0 una variacion estacional en la diversidad de
compuestos en los tejidos de Bonellia macrocarpa, especificamente en los meses de
transicion entre estaciones climaticas, observando un aumento de compuestos en las
hojas, mientras que en los tallos y raices una drastica disminucion, Nuestros datos
sugieren que la modulacién de compuestos responde al cambio de estacion en la

Selva Baja Caducifolia.

Palabras clave: variacion estacional, Siqueté, fenoles, terpenos.
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I. INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios a menudo se denominan como compuestos que no
tienen un papel fundamental en el mantenimiento de los procesos vitales en las
plantas, pero son importantes en la interaccion con su entorno en mecanismos de
adaptacion y defensa. Algunos de ellos juegan un rol importante en la interaccion de
las plantas con el ambiente en donde pueden servir como atrayentes para los
polinizadores o dispersores de semillas, en defensa de enemigos naturales o como
aleloquimicos contra competidores (Kumar, 2015). Sin embargo cambios en
variables abidticas en los ecosistemas pueden generar condiciones de estrés
ambiental en las plantas, lo cual es muy perjudicial para las mismas, tanto que en el
medio natural estas variaciones impiden una producciéon homogénea de metabolitos
secundarios (Chatterjee, 2002; Seigler, 1998). La variacion estacional, los ritmos
circadianos, la fenologia, los factores climaticos, la disponibilidad de nutrientes en el
suelo o los ataques de herbivoros y patdogenos son algunos factores que mas afectan

en la biosintesis de metabolitos secundarios (Harbone, 1993).

El género Bonellia engloba un grupo de plantas con flores que pertenece a la
familia Primulaceae, incluyendo arbustos o arboles pequefios, generalmente muy
ramificados; este género se distribuye en Mesoamérica, al noroeste de Sudamérica y
las Grandes Antillas (Kallersjo y Stahl, 2004; Castillo-Campos et al., 1998). La
especie Bonellia macrocarpa se caracteriza por ser una planta siempre verde, tener
flores en general anaranjadas, las cuales se utilizan para curar la tos, asma y
trastornos bucales como llagas (Méndez-Gonzalez et al., 2012). Diversos estudios
demuestran que plantas del género Bonellia, entre ellas Bonellia macrocarpa, tienen
un potencial efecto citotdxico, antizoondético y antifungico debido a la presencia de
dos grupos de metabolitos secundarios principales: fenoles y terpenos (Caamal-
Fuentes et al., 2011; Medina-Lopez et al., 2016; Sanchez-Medina et al., 2010; Vera-
Ku et al., 2015).

Sin embargo, actualmente no se ha realizado algun trabajo ecofisiolégico que

relacione los metabolitos secundarios de estas plantas con la variacion estacional,
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siendo ya reconocido que los cambios en las variables abidticas en los ecosistemas
influyen en la produccién de metabolitos secundarios en plantas (Castro-Moreno,
2013; Chatterjee, 2002; Seigler, 1998). Ademas de poseer actividad biolégica por la
presencia de metabolitos secundarios, Bonellia macrocarpa es una planta que tiene
una notable resistencia a condiciones climéticas adversas como la sequia, y puede
ser una opcion para reforestar y recuperar zonas con falta de agua y altas
temperaturas.

Por estas condiciones es necesario ahondar en el estudio de Bonellia
macrocarpa, ya que es una especie de interés bioldgico, medicinal y ecoldgico en los
ecosistemas tropicales. Asi esta investigacion da a conocer la influencia de la
estacionalidad en la produccion de metabolitos secundarios. Ademas al comprender
la variabilidad en la riqueza y abundancia organo-especifica y fenolégica de los
compuestos se podria obtener un mejor aprovechamiento de las propiedades
medicinales y biologicas de los metabolitos secundarios encontrados en la planta.

En el presente trabajo se estudiaron los extractos organicos de hojas, tallos,
raices y frutos durante dos estaciones analizando la diversidad, riqueza y abundancia
de los metabolitos secundarios y sus variaciones. Asi mismo se estima el efecto de la
fenologia y la estacionalidad sobre la riqueza y abundancia de los metabolitos

secundarios en la planta.



. MARCO TEORICO

2.1. Selva Baja Caducifolia

La Selva Baja Caducifolia (Bosque Tropical Caducifolio, Selva Seca) es aquella
comunidad dominada por arboles de baja estatura con una cubierta mas o menos
continua del dosel y en donde la mayor parte de la vegetacién pierde las hojas en la
época seca (Rzendowski, 1978; Trejo, 2010). Se desarrollan en regiones que se
encuentran generalmente entre 20 y 10° de latitud a ambos lados del Ecuador y
suelen prosperar sobre laderas de cerros en condiciones de clima célido (Bezaury-
Creel, 2010).

Las selvas secas de México son el bastion mas norteiio de la distribucion
tropical en el continente americano y probablemente, de acuerdo con lo que reportan
diversas fuentes (Gentry, 1988; Sabogal, 1992), también son las mas extensas en su
tipo en Latinoamérica. Estas selvas tienen una amplia distribucion, ya que se
extienden desde el paralelo 29° de latitud Norte hasta la frontera con Guatemala, en
el sur del pais (Trejo, 2010). Preferentemente se establecen en la vertiente pacifica,
con importantes entrantes en las cuencas de los rios Lerma-Santiago y Balsas, aun
cuando también estan representadas en manchones discontinuos en la vertiente del

Golfo y en la peninsula de Yucatan (figura 1) (Bezaury-Creel, 2010).

Figura 1. Distribucion de las selvas secas en México (Trejo, 2010).



Este tipo de vegetacion presenta una distribucion correlacionada con la
presencia de las lluvias monzoénicas 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 et al., 2009).

La amplitud en la distribucion geografica de las Selvas Bajas Caducifolias
(SBC) en México, 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 algunas
caracteristicas para reconocer a este tipo de vegetacion son:

v' Clima: De acuerdo con la clasificacién de Koeppen (1948), el tipo de clima
mas comun correspondiente a esta formacion vegetal es el Aw, aunque
también hay algunos sitios con clima BS y Cw (Rzedowzki, 1994).

v Temperatura: la SBC se encuentra, en general, en zonas de 18 a 28°C de
temperatura media anual, lo cual significa que estas comunidades pueden
existir en un ambito muy amplio, aunque la mayor parte de esta selva se
concentra en areas con temperaturas de 22 a 26°C (57%) (Trejo, 1996).

v' Precipitacién: La precipitacion anual fluctia entre 400 y 1 200 mm. En
regiones como Baja California, el centro de Sonora, Tehuacan o en la cuenca
del rio Balsas, estas selvas prosperan en las condiciones mas secas, en
contraste con algunas regiones como las costas de Guerrero y Michoacéan,
donde la lluvia alcanza casi 1200 mm (Trejo, 2010).

v' Suelo: los suelos en los que se establecen las SBC son variables, en general
son someros y en ocasiones pedregosos. El 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).

v' Vegetacion: aun con la complejidad estructural en el limite norte de
distribucion de la SBC, la composicion floristica es alun 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).

En Chiapas se puede encontrar esta composicién vegetal en dos regiones
fisiograficas del estado: Llanura Costera del Pacifico y la Depresién Central de
Chiapas. Esta ultima se extiende desde el cafion del rio La Venta y el Cafion del
Sumidero, en el oeste de la Depresion Central de Chiapas, hasta las poblaciones de
Tzimol, Pujiltic, Amatenango de la Frontera y la parte baja de Motozintla, a lo largo de
280 kilbmetros atravesando el Estado de Chiapas en direccion NO-SE (Pérez-
Farrera y Espinoza, 2010).

Esta zona, por su tipo de vegetacion y la historia de su uso de suelo ha sido
una de las mas transformadas de Chiapas. La selva seca fue, originalmente, el
principal tipo de vegetacion; sin embargo en la actualidad y debido a los cambios en
el uso del suelo registrado en el area se encuentran grandes extensiones de sabana
compuestas por Acacia farnesiana y Mimosa tenuiflora y areas de cultivo de maiz y
frijol. Solamente algunas areas permanecen sin alteraciones en donde puede
encontrarse este ecosistema en buen estado de conservacion; ésta se encuentra
dominada en el estrato arbéreo por algunas especies como Conclospermum
vitifolium, Ceiba pentandra, Bursera excelsa, Bursera simaruba y Bucida
macrostachya; y en el estrato arbustivo y herbaceo pueden encontrarse algunos
géneros como Justicia, Begonia, Dorstenia y Bonellia; y especies como Byrsonima

crasifolia y Chamaedora glaucifolia (Ib idem).

2.1.1.Fenologia

La fenologia es el estudio de eventos bioldgicos recurrentes y su relacion con
factores climaticos. Se distinguen dos tipos de registros fenoldgicos, la fenologia
vegetativa, que describe el crecimiento y desarrollo de una planta, con la cual se
identifica la foliacién (brotes de hojas nuevas) y defoliacion (senescencia), mientras
gue la fenologia reproductiva implica las fenofases de reproduccién de una planta

(floracion, fructificacion, dispersion y germinacion de semillas) (White et al., 1997)



La caracteristica mas sobresaliente de esta formacion vegetal la constituye la
pérdida de sus hojas durante un periodo de 5 a 8 meses; asi los dos aspectos
estacionales del bosque son diferentes: el triste, gris y desolado aspecto de la época
seca contrasta de manera extraordinaria con la espesura verde tierna del periodo
lluvioso (figura 2). La pérdida de las hojas afecta la gran mayoria, o0 a menudo la
totalidad, de los componentes de la comunidad y aunque la caida del follaje no es
necesariamente simultdnea para las diferentes especies, son muchos los meses
durante los cuales se mantiene la fisonomia correspondiente al letargo estacional,
gue se ve interrumpida solamente, a veces, por el verdor de alguna cactacea u otro
de los escasos elementos siempre verdes. Hacia mediados o fines de la época de
sequia, cuando la temperatura alcanza sus valores maximos anuales, muchas
especies lefiosas se cubren de flores, ya que numerosas plantas de esta comunidad
nunca poseen hojas y flores al mismo tiempo (Rzedowski, 1994).

Figura 2. Follaje de la cubierta vegetal de la SBC en la Depresién Central de Chiapas. Temporada de
lluvia (izquierda). Temporada de estiaje (derecha) (Lopez-Argueta, 2019).

a
fenologia foliar que tienen las plantas en ecosistemas tropicales esté relacionada con
la variedad existente de especies y con su ecofisiologia, que esta adaptada a un
régimen de humedad y su relativa sincronia de desarrollo. Es por ello que las
especies de la SBC pueden ser sensibles a la temperatura elevada y a los efectos
directos del CO, elevado, ya que las temperaturas mas altas conducen a un
agotamiento mas rapido del agua y por ende a una caida mas temprana de las hojas,
provocando un periodo largo de defoliacion. Por lo tanto la sequia de la estacién



seca restringe algunas fenofases como la aparicion de nuevos oOrganos foliares
(Reich, 1995; Reich y Borchet, 1984). Por otra parte para la aparicibn de brotes
foliares, en especies caducifolias y semi-siempreverdes principalmente, entran en
juego tres factores desencadenantes: a) desprendimiento de hojas viejas durante la
estacion seca media, b) aumento de la duracién del dia y/o temperatura durante la
estacion seca tardia, y c¢) primera lluvia significativa de la estacion lluviosa (Sing y
Kushwaha, 2005).

Respecto a la fenologia reproductiva en los ecosistemas tropicales, para la
floracion se distinguen cuatro clases basadas en la frecuencia, definida como el
numero de ciclos “on/off’ por afno (un ciclo consiste de un episodio de floracion
seguido de un intervalo sin floracion). Las cuatro clases basicas 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 afo). 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).

En las especies de la SBC se han identificado dos estrategias principales en
su floracion (Sing y Kushwaha, 2006): especies en las que se desarrollan brotes de
flores en respuesta al aumento de la disponibilidad de agua durante la temporada de
lluvias, y especies que florecen en la estacion seca, ya sea al principio (justo
después del final de la temporada de lluvias), o al final (varias semanas antes del
inicio de las lluvias).

Para este Ultimo grupo de especies, los cambios en el fotoperiodo
aparentemente desencadenan eventos reproductivos en las plantas. Segun Sing y
Kushwaha (2005), cuanto mas seco es un bosque tropical estacional, mayor es el
numero de especies que florecen durante la estacion seca. A su vez, la maduracion
de la fruta se concentra casi exclusivamente en el periodo seco del afio, que es la
estacion en la que se favorece la dispersion de las semillas por el viento, con la

excepcion de las frutas carnosas, que tienden a madurar en la estacion lluviosa,



cuando las condiciones ambientales favorecen la maduracién y los dispersores de
semillas son abundantes. Independientemente del momento de la dispersion de las
semillas, la mayoria de las semillas permanecen latentes hasta el comienzo de la
temporada de lluvias, cuando germinan, un rasgo evolutivamente seleccionado que
puede aumentar la probabilidad de un establecimiento exitoso de las plantulas (Luna-
Nieves et al., 2017).

2.2. Familia Primulaceae Batsch ex Borkh.

2.2.1. Generalidades
La familia Primulaceae pertenece al orden Ericales y consta de aproximadamente 53
géneros con aproximadamente 2 790 especies, incluyendo a las antiguas familias
Myrsinaceae y Theophrastaceae. Esta familia es cosmopolita, pero puede
encontrarse con mayor frecuencia en zonas del hemisferio norte, con un total de seis

especies con 16 géneros representadas para México (Xu y Chang, 2017).

Las primulaceas son plantas herbaceas anuales o perennes, raramente
sufrutescentes; hojas exestipuladas, alternas, opuestas o verticiladas, algunas veces
dispuestas en una roseta basal, simples y enteras, en ocasiones dentadas o lobadas;
flores axilares solitarias 0 agregadas en racimos, paniculas, espigas o0 umbelas;
flores bisexuales, actinomorfas o rara vez zigomormas, habitualmente 5-meras, rara
vez 4 a 7-meras, con frecuencia heterostilas; caliz sinsépalo, usualmente persistente,
4 a 5-lobado; corola simpétala, tuvo muy breve a alargado, |6bulos 4 6 5, enteros a
emarginados, estambres 5, antipétalos, implantados en el tubo corolino, anteras
bitecas, introrsas, dehiscentes longitudinalmente o algunas veces por poros
terminales, alternando en ocasiones con 5 estaminodios; ovario supero o rara vez
semiinfero, unilocular, habitualmente de 5 carpelos, sincarpico, con pocos a
numerosos oOvulos con placentacion libre central, estilo regularmente 1, estigma
capitado; fruto capsular de dehiscencia valvar o circuncisil; semillas mas o0 menos

numerosas, angulares, con endospermo (Ocampo-Acosta, 2000).



2.2.2.Género Bonellia Colla.

El género Bonellia consta de 22 especies distribuidas en Mesoamérica, en el norte y
oeste de Sudamérica, y en las Grandes Antillas. Dentro de este género existen dos
grupos morfolégicamente y geograficamente distintos y que pueden reconocerse.
Uno de ellos comprende las especies de Sudamérica B. mucronata (en el norte de
Pert), B. sprucei (Ecuador), B. frutencens (norte de Colombia-Venezuela), B.
loeflingii (norte de Venezuela), y en Mesoamérica B. nervosa y B. macrocarpa.
Todas las especies en este grupo tienen paredes bastante grandes y gruesas y
frutos opacos, hojas comparativamente flexibles (deciduas en B. nervosa), y brotes
jovenes blanquecinos. El segundo grupo consiste de especies provenientes de Cuba,
La Espafiola y Puerto Rico (B. brevifolia, B. lippoldi, B. pauciflora, B. stenophylla, B.
umbellata) con hojas muy pequefias con una espina, frutos pequefios de paredes
delgadas y flores diminutas. Las especies restantes de Mesoamérica son mas
dificiles de definir como un grupo natural, aunque algunas especies parecen estar

estrechamente relacionadas (Kallersjo y Stahl, 2004)

Este género se caracteriza por tener brotes jévenes pubescentes dispuestos
en una sola fila o glabros, hojas alternas (pseudoverticiladas en B. paludicola),
generalmente con un mucron bien definido; posee una corola naranja, a veces
blanco o blanquecina. Tiene semillas aplastadas y estan incompletamente cubiertas
por tejido placentario; la esclerénquima foliar abaxial es adyacente a la epidermis

inferior (ib idem).

2.3. Bonellia macrocarpa B. Stahl & Kallersjo

2.3.1. Taxonomiay sinonimias
El Jardin Botanico de Missouri (2016) sefiala:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Ericales

Familia: Primulaceae



Geénero: Bonellia
Especie: Bonellia macrocarpa B. Stahl

& Kallersjo
En la base de datos de www.tropicos.org del Jardin Botanico de Missouri
(2020) se contabilizaron 26 sinonimias, entre ellas: Jacquinia macrocarpa Cav.

subsp. macrocarpa y Jacquinia mexicana hort. ex Regel

2.3.2.Descripcion botanica de la especie

De acuerdo con Castillo-Campos et al. (1998), Bonellia macrocarpa es un arbusto o
arbol hasta de 9 m de alto, el tallo de 15 cm de didmetro, las ramas jovenes
densamente pubescentes. Hojas alternas, opuestas o subverticiladas, subsésiles o
cortamente pecioladas, de 1.1-9.6 cm de largo, 0.5-2.7 cm de ancho, coriaceas,
rigidas, oblongas, ovado-lanceoladas u ovadas, punteadas por ambos lados, el
margen entero, grueso, revoluto, la base gradualmente angosta, el apice con una
espina rigida de 1.5-4 mm de longitud, penninervadas, el haz con el nervio central
acanalado, la venacion ascendente ligeramente visible, con poros dispersos, el
peciolo de 1-4 mm de longitud, las escamas principalmente agrupadas en los nudos
de las ramas jovenes, dispersas en los tallos de las ramas terminales, lanceoladas

hacia el apice, engrosadas en la base, pardas, de 0.5-2.5 mm de largo.

Inflorescencias terminales, ocasionalmente axilares, racemosas, erectas, con
4-14 flores, los pedunculos de 1-5 cm de largo, glabros a ligeramente pubescentes,
los pedicelos bracteados, de 0.6-1.8 cm de largo, glabros a ligeramente pubescentes,
el apice ligeramente engrosado, las bracteas por debajo de la mitad del pedicelo, de
0.5-1.2 mm de largo, pubescentes dorsalmente, la base parda, el resto blanquecino,
el 4pice agudo, el margen entero a ciliado-dentado, glabro; flores de 8-10 mm de
largo, anaranjadas a rojas, brillantes, aromaticas; sépalos de 2.8-4 mm de largo, 3-4
mm de ancho, coriaceos, glabros, el margen densamente serrulado, la corola
campanulada, de 6.7-9.8 mm de largo, el tubo de 3.5-5.8 mm de largo, glabro, los
I6bulos en la mitad superior del tubo de la corola, de 2.5-4 mm de largo, 2.3-3.7 mm

de ancho, ovado-elipticos, redondeados, el apice crenulado; estambres 5, de 2.5-4.5
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mm de largo, 0.7-1.0 mm de ancho, antipétalos, subrectangulares, las anteras de 2-
2.3 mm de largo, 1-1.5 mm de ancho, biloculares, extrorsas, los estaminodios
antisépalos, de 1.5-2.5 mm de largo, de 1.3-2.7 mm de ancho; ovario de 1.3-2.5 mm
de largo, 1 mm de ancho, unilocular, el estilo de 1.5-2 mm de largo, recto, glabro, el
estigma pulvinado, glabro, amarillo, anaranjado hasta negro. Fruto abayado, de 1.3-
2.3 cm de largo, 1-2 cm de ancho, amarillo, anaranjado hasta pardo, brilloso,
corrugado, ligeramente conico, jaspeado, el exocarpo duro; semillas de 4.5-7 mm de
largo, 3.2-4.5 mm de ancho, inmersas en una pulpa mucilaginosa, corrugadas,

pardo-rojizas a negras, brillantes, reniformes, planas, arqueadas ventralmente.

Figura 3. Bonellia macrocrapa B. Stahl & Kéllersjo. A) Arbusto, B) ramas (Neptali Ramirez Marcial), C) flores
(Sue Carnahan), D) frutos (Maxim Shevchenko).
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2.3.3.Distribucion

Se distribuye en el suroeste de México, Centroamérica, Guatemala, Honduras y
Panama. Habita en su mayoria en regiones humedas, como son duna costera,
manglar, selva baja inundable, selva baja caducifolia y vegetacion acuéatica como
cenotes y lagunas. B. macrocarpa se subdivide en tres subespecies: macrocarpa
pungens y panamensis. La subespecie macrocarpa se localiza en el sur de México,
la segunda subespecie se distribuye a lo largo de la costa del Pacifico desde Sonora
hasta Colima, y por ultimo, la subespecie panamensis se encuentra solo en Panama

(Méndez-Gonzalez et al., 2012 Kallersjo y Stahl, 2004; Castillo-Campos et al., 1998).

2.4. Generalidades del metabolismo secundario

Todas las células vegetales realizan procesos metabdlicos comunes que conducen a
la formacion de compuestos como azucares simples, aminoacidos, nucleotidos,
acidos grasos y polimeros derivados de ellos (polisacaridos, proteinas, acidos
nucleicos y lipidos, entre otros), esenciales para la vida celular y, en general, para la
planta. El conjunto de estos procesos constituye el metabolismo primario, y los
compuestos indicados se denominan metabolitos primarios. Ademas de los procesos
metabolicos primarios, en las plantas se pueden desarrollar otros procesos que
conducen a la formacion de compuestos de ciertos grupos taxonémicos. Estas rutas
constituyen el metabolismo secundario, y sus productos se denominan metabolitos

secundarios (Azcon-Bieto y Talén, 2008).

Hasta hace algun tiempo, los metabolitos secundarios de las plantas se solian
considerar sustancias de desecho para el vegetal, carentes de una funcion fisiol6gica
definida. En la actualidad, se sabe que, si bien la mayoria de los denominados
compuestos secundarios no tienen, a diferencia de los metabolitos primarios, una
importancia directa para la célula productora, si pueden tener significacion para el
organismo productor como un todo. Muchos metabolitos secundarios estan
implicados en relaciones ecoldgicas, es decir, de la planta productora con los otros
organismos de su medio natural. Ejemplos de ello son los pigmentos de las flores

gue atraen a los insectos polinizadores, y los compuestos que inhiben el crecimiento
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de otros organismos vegetales (sustancias alelopaticas), o que protegen a la planta

productora de infecciones (fitoalexinas) o de los depredadores (disuasorios nutritivos

o alimentarios). En general, puede afirmarse que los metabolitos secundarios

constituyen el mundo de sefiales quimicas a través del cual las plantas se relacionan

con su entorno (ib idem).

De acuerdo a Anaya-Lang (2003) los metabolitos secundarios se caracterizan

a grandes rasgos por lo siguiente:

1.

2
3.
4

Tienen una gran heterogeneidad en su estructura quimica.

Algunos tienen una distribucion restringida.

Su formacion es por medio de enzimas codificadas por material genético.

El control estricto de su biosintesis es por medio de la regulacion de la
cantidad de enzimas involucradas y de la actividad de estas.

La compartimentacion de enzimas, precursores, intermediarios y productos
involucrados en su biosintesis, almacenamiento y desintegracion.

La expresion del metabolismo secundario como un aspecto de especializacion
celular, o bien, de la formacion de nuevas células especializadas que se
integran en los programas de diferenciacion y desarrollo del organismo
productor.

La importancia relativa para la célula sintetizadora como tal, y la mayor
importancia para el organismo como un todo.

La falta de continuidad filogenética en muchos de ellos.

El amplio rango de caracteristicas quimicas en los metabolitos secundarios

deriva de un grupo de precursores sorprendentemente reducido. Los precursores

principales son:

v El acido shikimico, precursor de muchos compuestos aromaticos, incluyendo

los aminoacidos aromaticos, los acidos cinamicos y ciertos polifenoles.

v' Los aminoécidos, que dan origen a los alcaloides, y los antibiéticos peptidicos

incluyendo las penicilinas y las cefalosporinas.
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v' El acetato, precursor de los poliacetileno, las prostaglandinas, antibioticos
macrociclicos, polifenoles e isoprenoides (terpenos, esteroides y
carotenoides), a través de dos caminos biosintéticos totalmente separados.

Los compuestos que forman parte del metabolismo secundario se clasifican en
diferentes tipos: fenoles, terpenoides, compuestos nitrogenados o alcaloides. Dos
grupos de compuestos secundarios ampliamente distribuidos en las plantas son los
fenoles y los terpenos. Solo una tercera parte de especies conocidas contienen
metabolitos basados en el nitrdgeno, como alcaloides o glucosionolatos (Harborne y
Dey, 1997; Harborne, 1993).

2.4.1.Terpenos

Los terpenos o isoprenoides constituyen uno de los grandes grupos de compuestos
secundarios ampliamente extendidos en el reino vegetal. Entre ellos se encuentran
metabolitos claramente secundarios, con una distribucion taxondémica restringida
(como los componentes de esencias, balsamos y resinas), junto con otros
compuestos de amplia distribucion considerados fisiologicamente primarios. Entre los
isoprenoides considerados primarios figuran las fitohormonas giberelinas y el acido
abscisico; la cadena isoprenoide de algunas citoquininas, de la plastoquinona y de la
ubiquinona; el fitol de la clorofila; los carotenoides; los fitoesteroles esenciales para la
integridad de las biomembranas y los dolicoles. En las plantas, igual que en los
mamiferos, los isoprenoides se sintetizan a partir del compuesto Isopentenil difosfato
(IpPP) y se clasifican segun el nimero de unidades de isopreno de que se componen
(cuadro 1). (Azcén-Bieto y Talon, 2008; Anaya-Lang, 2003)
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Cuadro 1. Clasificacion de los terpenos correspondiente al nimero de unidades isopreno

NUm. de unidades de

isopreno Grupo de compuestos Ejemplos

Isopreno, isopentanol, alcohol
isoamilico
Constituyentes de aceites
esenciales (geraniol, mentol,
timol) iridoides (loganina,
secologanina)
Constituyentes de aceites
esenciales (farnesol,
bisabolol) y lactonas
sesquiterpénicas (matricina,
acido absisico, hormonas
juveniles, sirenina)
Constituyentes de las resinas
4 Diterpenos (acido abiético, fitol, vitamina
A, crocetina)
Constituyente de extractos de

1 Hemiterpenos

2 Monoterpenos

3 Sesquiterpenos

5 Sesterterpenos Py ; T
lipidos insaponificables
. Escualeno, esteroides,
Triterpenos . .
triterpenos pentaciclicos
Tetraterpenos Carotenos, xantofilas
>8 Politerpenos Solanesol, espadicol, hule

Muchos terpenos derivan de compuestos clave (prenil pirofosfatos) como el
geranil, farnesil y geranilgeranil pirofosfato, entre otros. El esqueleto basico de los
terpenoides puede ser modificado por la introduccion de una gran variedad de grupos
guimicos, por isomerizacion, sustitucion de dobles enlaces, grupos metilicos, etc.
Ademas, compuestos derivados de otras vias biogénicas pueden contener grupos
isoprénicos. Por ejemplo, las vitaminas K, ubiquinonas, clorofilas, plastiquinonas y
tocoferilquinonas tienen cadenas laterales isoprenoides con mas de 10 unidades,
también las acetogeninas, alcaloides y cumarinas. Los terpenos se encuentran
ampliamente distribuidos en microorganismos, plantas y animales. Su gran
importancia como agentes de comunicacion quimica entre organismos, dentro y
entre especies, probablemente resulta de su volatilidad combinada con la diversidad
estructural tan extraordinaria que poseen. Actualmente, se conocen varios miles de

estos compuestos. (Anaya-Lang, 2003).
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2.4.1.1. Biosintesis de terpenos

La biosintesis de los terpenos en las células vegetales esta compartimentada, es
decir, la formacién de IpPP y los pasos posteriores discurren de modo diferente, ya
gue la biosintesis de terpenos puede llevarse a cabo en el citoplasma o en los
cloroplastos (figura 4). En los primeros pasos de la biosintesis citoplasmética de los
isoprenoides, en una reaccion catalizada por la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
reductasa (HMGR), se condensan tres moléculas de acetil CoA (CH3-COCo0A) vy
originan el &cido mevalénico (AMV). Este compuesto de seis carbonos experimenta
una descarboxilacion y dos fosforilaciones consecutivas para transformarse en el
IpPP. En cambio, en los plastos, el IpPP se forma de manera diferente por la
condensacion de los compuestos piruvato y gliceraldehido- 3-P, dando origen a 1-
desoxi-D-xilulosa 5-P, que tras experimentar diferentes modificaciones y mediante la
formacion del intermediario 2-metil-D-eritritol 4-P, se convertird en el IpPP. El IpPP
originado por ambas rutas puede transformarse en su isdmero dimetilalil difosfato
(DMAPP) por desplazamiento del doble enlace de la posicion 3-4 a la 2-3, siendo
estos dos compuestos el origen de todos los terpenos naturales (Azcén-Bieto y
Talén, 2008).

cng;:jlaos_ma 0 S-CoA fCl,,‘\Q_,,S-*Cmﬁ\2 ﬁﬁ;ﬁ} CH,0OH
CH, CH, H——H {".H_H_ﬂ—r' H——H
co » > HO==CH, —=7 > HO=[=CH, —=
o 2 3 A
o~ "SCoA H——H e H—ln 0EE
CH, COOH 2(NADP? COOH |lsopentenil PP
Piruvato Acetil-Col ) - _ o v (IpPP)
Hidroximetilglutaril-Cof Acido mevalonico I
e % cH.0® e
Co0 o H——on mP® 4 l-on «:’L&A‘[}_T} LA
CO = CH = HO=—H HO~F—H —=——— -
" 3 — _ ¥ H.C ™ OB
' CH: O HO——TTP o= ¥ PL
e ) H :::JH © o oﬂ o
Piruvato = A CH, CH:
H o 1-Deoxi-o-xilulosa 2-Metil-o-eritritol
Plastos Gliceraldehido-3-P &-fosfato 4-fosfato (MEP)

Figura 4. Formacion del Isopentil difosfato (IpPP) en células vegetales (Azcon-Bieto y Talén, 2008).
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El IpPP y su isébmero, el dimetilalil difosfato, son los precursores activados de
cinco carbonos en la biosintesis de terpenos que se combinan para formar moléculas
mayores. En primer lugar, esto siguiendo el modelo cabeza-cola [1’-5], el IpPP y
DMAPP reaccionan para formar geranil difosfato (GPP), que es el precursor de diez
carbonos de casi todos los monoterpenos. Esta reaccion es catalizada por la enzima
geranil difosfato sintasa, que esta localizada en los plastos. EI GPP puede unirse a
otra molécula de IPP y formar el famesil difosfato (FPP), compuesto de 15 carbonos.
La enzima que sintetiza esta reaccion es la farnesil difosfato sintasa, que se
encuentra localizada en el reticulo endoplasmético. EI FPP es el compuesto que da
lugar a todos los sesquiterpenos, y también a los triterpenos, mediante una reaccion
de dimerizacion, por union cabeza-cabeza [1’-1] de dos moléculas de sesquiterpeno.
La adicion de otra molécula de IPP genera un compuesto de 20 carbonos, el
geranilgeranil difosfato (GGPP), reaccion catalizada por el geranil geranil difosfato
sintasa. Este compuesto es el precursor directo de los diterpenos y, por la
dimerizacion de estos Ultimos, de los tetraterpenos. Finalmente, FPP y GGPP
pueden dimerizar para formar triterpenos (C30) y tetraterpenos (C40),
respectivamente a través la accion de las preniltransferasas (Azcén-Bieto y Taldn,
2008; Taiz y Zeiger, 2006).

2.4.2.Fenoles

Los fenoles son compuestos quimicos caracterizado por tener al menos un anillo
aromatico (Cg) con uno o mas grupos hidroxilos. Muchos de estos compuestos
aparecen como derivados de reacciones de adicion o condensacion. La mayoria de
los miles de fenoles que se conocen hasta la fecha son de origen vegetal, ya que
este compuesto se encuentra en todos los tejidos vegetales. El compuesto basico es
el fenol, pero la mayor parte de estos compuestos lo constituyen los polifenoles.
Entre los polifenoles vegetales, de los que actualmente se conocen mas de 8000,
figuran las quinonas fendlicas, las cumarinas, los lignanos, los estilbenos y los
flavonoides. Estos udltimos forman el grupo mas numeroso. Ademas de las
estructuras monoméricas y diméricas, existen importantes grupos de polimeros

fendlicos, como las ligninas y los taninos. También se encuentran unidades fendlicas
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entre los compuestos nitrogenados, de los que un buen ejemplo es el amino&cido
tirosina (Azcon-Bieto y Talén, 2008; Harborne, 1997).

2.4.2.1. Rutas de biosintesis de compuestos fendlicos en plantas

2.4.2.1.1. Ruta del &cido shikimico

Esta ruta es la mas importante para originar compuestos fendlicos, e inicia con el
acoplamiento del fosfoenolpiruvato (PEP) y la D-eritrosa-4-fosfato, para obtener el
acido 3-deoxi-D-arabino-heptusolénico-7-fosfato (DAHP) (figura 5). La eliminacion de
acido fosforico del DAHP se lleva a cabo por una oxidacion que genera un enol,
gracias a la presencia del NAD+, y se forma un intermediario que sufre un re-arreglo
para convertirse en el acido 3-dehidroquinico, que en presencia del NADH y de la
misma enzima que oxido el DAHP, en este caso, reducira el acido 3-dehidroquinico a
acido quinico. El acido shikimico es formado por deshidratacion del acido 3-
dehidroquinico, formandose primero el acido 3-dehidroshikimico, que sufre una
reduccion en presencia de NADPH (Dewick, 2002).
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Figura 5. Formacion del &cido shikimico a partir de fosfoenolpiruvato y eritrosa 4-fosfato.
(Dewick, 2002).
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Algunos &cidos fendlicos como el acido protocatequinico y el gélico se forman
a partir de la deshidratacion del acido 3-dehidroshikimico, para posteriormente pasar
por un proceso de enolizacion (en el caso del acido protocatecuico) y una reduccion
con posterior tautomeria cetoendlica (para el acido géalico). Cabe destacar que el
acido gélico es el precursor de la formacion de taninos hidrolizables y el &cido
protocatecuico es un agente antimicrobiano presente en muchas plantas. Por otra
parte, el acido shikimico es fosforilado en presencia de ATP, formando el acido
shikimico 3-fosfato, que se une a una molécula de fosfoenolpiruvato en medio acido,
reaccion catalizada por la enzima 3-enolpiruvilshikimico-3-fosfato sintasa. El producto
obtenido sufre una eliminacién del grupo fosfato como acido fosférico, resultando asi
el acido 3-enolpiruvilshikimico-3-fosfato (EPSP). El acido corismico se forma por una
eliminacién, probablemente concertada, del acido fosforico del EPSP, dando lugar a
la formacion de metabolitos secundarios de gran diversidad bioquimica a partir del

acido corismico (Ib idem).

Ademas, a partir de la molécula anterior se forman algunos precursores de
aminoacidos como la fenilalanina, uno de ellos es el acido prefénico que es
sintetizado a través de una transposicion de Claisen del grupo enolpiruvato,
catalizada por la enzima enolpiruvato transferasa. El &acido prefénico sufre una
descarboxilacion, la eliminacion de un grupo hidroxilo y una sustitucion del oxigeno
ceténico por un grupo amino, para dar como resultado la L-fenilalanina (L-Phe). A
través de la fenilalanina se pueden formar algunos polifenoles complejos como los
lignanos y las ligninas. La fenilalanina es desaminada por accion de la fenilalanina-
amino liasa (PAL) formando &cido cinamico, que al ser oxidado en presencia de
NADPH, genera acido 4-cumarico. Este compuesto sufre una serie de reacciones
catalizadas por la enzima adenosil metionina oxidandolo a acido cafeico, para luego
metilarlo en la posicion meta produciendo acido felurico; en seguida se vuelve a
oxidar y a metilar, dando como resultado el 4cido sinaptico. Los tres acidos pueden
ser reducidos a alcohol cumarilico, coniférico y sinapilico respectivamente,
catalizadas por el NADPH y la coenzima A, siendo estos alcoholes los bloques de

construccion de los polifenoles complejos (Dewick, 2002) (figura 6).
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En esta ruta biosintética también ocurre la produccién de cumarinas a partir
del &cido cindmico (figura 7). Este compuesto se oxida en presencia de NADPH a
acido 2 y 4-cumarico y sufre una isomerizacion de configuracion E a Z, catalizada por
la enzima &cida 2-cumérico isomerasa, pues dicha configuracién es mas estable. La
formacién de la cumarina se realiza gracias a una ciclacién intramolecular, conocida
como lactonizacion (Dewick, 2002), en donde los pares libres del oxigeno hidroxilico
atacan al carbonilo deficiente en electrones del grupo &cido, ciclando la molécula y
liberando agua. Si la ruta es con el &cido 4-cumarico el primer paso ya no es la
isomerizacién, sino una hidroxilacibn en posicion 2, para generar el acido 2,4-
dihidroxicindmico, que luego si sufre la isomerizacién de configuracion E a Z y la
lactonizacion para generar la umbeliferona, que es hidroxilada nuevamente en
posicion 6 para formar la escuiletina. La esculetina es eterificada en la posicion 6
para dar escopoletina, y ésta por O-glicosidacion originar la escopolina (ib idem). Las
cumarinas son compuestos que son utilizados como venenos, y aceleran la
fermentacion de la levadura (Martin, 2017), ademas, en la naturaleza puede ser

derivatizadas en cientos de compuestos (Herbert, 1989).
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Figura 7. Formacion de cumarinas (Dewick, 2002).

Por ultimo, en esta ruta metabolica se producen las chalconas (figura 8). Estas
se originan en las plantas por un acoplamiento del 4-hidroxicinamoil-CoA con 3
moléculas de malonil-CoA, que da forma a un intermediario que puede ser, 0 no,
reducido en presencia de una reductasa y NADPH. Estos intermediarios sufren una
reaccion tipo Claisen, catalizada por chalconas sintasa, formando las chalconas
(Herbert, 1989). Ademas de las chalconas, también pueden biosintetizarse estilbenos
y flavanonas. Los primeros se forman por una reaccion tipo alddlica del intermediario
formado al acoplar las 3 moléculas de malonil-CoA con 4-hidroxicinamoil-CoA,
catalizada por la estilbeno sintasa; mientras que las flavanonas se sintetizan a partir
de las chalconas, mediante reacciones que involucran ataques nucleofilicos de los

hidroxilos al sistema a y B insaturado de las chalconas (Dewick, 2002).
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2.4.2.1.2. Ruta del acetato/malonato

Para la sintesis de fenoles simples en esta ruta metabdlica el primer paso es la unién
de una molécula de acetil-CoA y tres de malonil-CoA para originar un 3-policetoester,
que puede seguir dos vias. En la ruta A la ionizacion del a-metileno permite la adicion
(reaccion alddlica) al carbonilo presente una distancia de seis carbonos a lo largo de
la cadena, produciendo un alcohol terciario. La deshidratacion se produce como en la
mayoria de las reacciones quimicas alddlicas, dando el alqueno, y seguido de una
enolizacion para alcanzar la estabilidad conferida por el anillo aromatico. El enlace
tioéster (a la coenzima A o ACP) se hidroliza para producir acido orsellinico. Si, en
cambio, la biosintesis sigue la ruta B, el policétido se pliega de tal manera que
permite una reaccion de Claisen, que, aunque de manera mecanica analoga a la
reaccion alddlica, se termina con la expulsion del grupo saliente tiol, y la liberacion
directa de la enzima. La enolizacion de la ciclohexatriona produce la floracetofenona
(Dewick, 2002; Herbert, 1989).

En esta ruta metabdlica también puede sintetizarse el acido 6-metil salicilico
(figura 9). Este difiere del acido orsellinico por la ausencia de un grupo fenol en la
posicion 4. También se deriva de acetil-CoA y tres moléculas de malonil-CoA, y la
funcidn oxigeno se elimina durante la biosintesis. El acido orsellinico no esta
desoxigenado en si mismo al acido 6-metilsalicilico. La enzima acido 6-metilsalicilico
sintasa requiere NADPH como cofactor, y elimina la funcién de oxigeno mediante la
reduccion de una cetona a un alcohol, seguido de un paso de deshidratacion. Hay
evidencia de que la reduccion/deshidratacién ocurre realmente en un intermedio de
seis carbonos a medida que la cadena crece, antes de la extension final de la
cadena. La evidencia importante para la reduccidbn que ocurre en la etapa Cs
proviene de la formacion de lactona de &cido triacético si se omite NADPH de la

incubacion enzimatica (Holm et al., 2014).
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2.4.2.2. Factores extrinsecos en la variabilidad de metabolitos secundarios
de las plantas

2.4.2.2.1. Laintensidad de laluz

Diversos taxa estan adaptados a una enorme variacion en la intensidad de la luz
incidente, pero otros estan adaptados a condiciones de alta o baja intensidad de luz.
Es probable que las plantas adaptadas a crecer en la sombra reduzcan su actividad
fotosintética y limiten algunos recursos destinados al metabolismo secundario. Sin
embargo, una alta intensidad de luz puede estar asociada con el estrés hidrico, y
bajo estas condiciones, los procesos metabdlicos pueden ser limitados (Anaya-Lang,
2003).

Diversos estudios sugieren que existe una relacion entre los cambios de luz
incidente y la produccion de fenoles aleloquimicos (incluyendo los taninos
condensados), diterpenos y resinas diterpénicas; estos cambios pueden presentar

tanto en individuos como dentro de un solo individuo y son determinantes, como
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fuente de variacion para los herbivoros. Al parecer las plantas que viven en
ambientes sombreados producen menos metabolitos secundarios que sus
congéneres expuestas a mayores intensidades de luz. Esta es una respuesta
fenotipica. Sin embargo es importante enfatizar que cuando se comparan diversas
especies (genotipicas) en un bioma de la selva, ocurre lo contrario. Aquellas
especies que se especializan en colonizar claros que se abren en la selva, tienden a
tener una menor cantidad de fenoles que las especies en las etapas mas avanzadas
en la sucesion. Se presume que estas especies colonizadoras tienen un metabolismo
adaptado a un mayor y mas consistente provision de nutrimentos y recursos
fotosintéticos, lo que conduce hacia un mayor desarrollo vegetativo y reproductivo
(Waterman y Mole, 1989).

2.4.2.2.2. Sequia

La sequia afecta el crecimiento que depende de manera directa de la presion de
turgencia de la planta, lo que sugiere que los productos quimicos secundarios ricos
en carbono deberian acumularse en las plantas estresadas por la sequia, siendo
esta la respuesta metabdlica mas comun. Algunos compuestos acumulados son
aminoacidos (especialmente prolina), poliaminas, azlcares, ciclitoles, betaina, colina
e iones inorganicos. La produccion de todos estos compuestos puede ser
fisiolégicamente necesaria para mantener el balance osmaético; muchos de ellos
pueden considerarse como fuentes de nutrimentos y al parecer incrementan la
palatabilidad. Ademas la sequia provoca un incremento de diversos tipos de
metabolitos secundarios: glucosidos cianogénicos, glucosinalatos, terpenoides,
alcaloides y taninos condensados. Sin embargo el efecto del estrés hidrico sobre la
concentracion de metabolitos secundarios es dependiente de grado de la severidad
de este fendmeno. Los efectos durante los periodos cortos producen un aumento en
la produccion, mientras que los periodos largos provocan un efecto contrario
(Niinements, 2016; Anaya-Lang, 2003).
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2.4.2.2.3. Estacionalidad

La variacion climéatica afecta la capacidad de llevar a cabo la fotosintesis
(temperatura, duracion del dia, nubosidad) y la disponibilidad de nutrimentos (lluvia y
temperatura del suelo). Como los procesos de crecimiento vegetal se realizan en
consonancia con la estacionalidad es dificil separar la influencia de los procesos
normales de desarrollo, del efecto de la variacion climatica sobre la biosintesis del
metabolismo secundario. Un analisis de los niveles de fenoles y taninos en las
plantas boreales durante dos etapas de crecimiento, confirmaron que la sintesis se
realizaba de acuerdo con la variabilidad climatica: en la estacién mas caliente se
presentd mayor biosintesis, presumiblemente por el aumento de la actividad

fotosintética (Anaya-Lang, 2003; Jonasson et al., 1986).
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lll.  ANTECEDENTES

La familia Primulaceae esta compuesta por 53 géneros de plantas, entre las cuales
se encuentran el género Bonellia. Anteriormente este género se le conocia con el
nombre de Jacquinia y estaba considerado dentro de la familia Teophrastaceae, sin
embargo fue dividido en dos géneros distintos y ambos fueron ubicados en la familia
Primulaceae. Bonellia se distingue por sus flores en su mayoria anaranjadas, en
ocasiones blancas o blanquecinas con hojas alternas y semillas aplanadas, y
comprende 22 especies. La especie Bonellia macrocarpa es conocida como siqueté,
naranijillo, lengua de gallo, limoncillo o pico de gallo. Se encuentra generalmente en
forma de arbusto pequefo, pero puede llegar a medir hasta seis metros de altura. Se
distribuye desde México hasta Honduras encontrandose en algunos tipos de
vegetacion como selva baja caducifolia, selva mediana subperennifolia, selva alta
perennifolia y vegetacion de dunas costeras (Xu y Chang, 2017; The plant list, 2013;
Kallersjo y Stahl, 2004; Castillo-Campos et al., 1998).

Se han realizado algunos estudios sobre el efecto de la estacionalidad en la
produccion de metabolitos secundarios. Rubio-Gouvea et al (2012) investigaron la
influencia de las variables medioambientales en acidos cafeoilquinicos, flavonoides y
lactonas sesquiterpénicas de las hojas de Eremanthus mattogrossensis
(Asteraceae). El estudio se llevé a cabo de junio del 2000 a febrero del 2002, donde
se recolecto el material vegetal y se analizaron los extractos organicos mediante una
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Se identificaron diez compuestos
principales en las hojas de esta planta y no se encontraron diferencias en la
produccion de estos metabolitos entre los ejemplares. Sin embargo el andlisis
estadistico indicO una correlacion entre la cantidad de metabolitos de E.
mattogrossensis y la estacionalidad, sefalando que los factores ambientales
promueven respuestas metabdlicas importantes. Se encontré una fuerte correlacion
entre las mayores concentraciones de acidos cafeoilquinicos y flavonoides y la

estacion lluviosa, que se puede explicar por el hecho de que en esta temporada la
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temperatura y la radiacion solar son mas intensas y en consecuencia pueden causar
un aumento en la concentracion de compuestos fendlicos.

Alves-Ribeiro et al.,, (2019) analizaron las variaciones en la composicién
fendlica de la corteza del tallo y duramen de Secondatia floribunda bajo la influencia
de la estacionalidad y en diferentes fases fenoldgicas. Para ello se realizaron
colectas trimestrales a lo largo de dos afios (2015 y 2016), tanto en la época de
lluvias como la seca, y se registraron las diferentes fases vegetativas y reproductivas
de la especie. Los extractos metandlicos fueron analizados por cromatografia liquida
de alta eficiencia con detector Diodo Array (HPLC-DAD). En este estudio se
identificaron ocho compuestos fendlicos y ademas se demostré que estos
presentaron cambios cualitativos y cuantitativos durante las estaciones y etapas
fenoldgicas, con predominio de flavonoides. La temporada de lluvias durante los dos
afios favorecio la produccion de mayores cantidades de compuestos fendlicos
durante las fases reproductivas, especialmente durante la floracion. Con base en
estas variaciones, se observo una relacion entre la estacionalidad y el contenido
guimico en las diferentes partes de la planta durante su ciclo fenologico, y también a
través de un estudio de Analisis de Componentes Principales (PCA) se confirmo la
correlacion entre los compuestos fendlicos y la estacionalidad, especialmente para la

corteza del tallo.

En Bonellia macrocarpa no se ha realizado ningun estudio que relacione el
metabolismo secundario con la estacionalidad, sin embargo se han llevado a cabo
diversos estudios acerca de las propiedades antifingicas, citotoxicas y anti-
zoonoticas reportadas en plantas del género. Sanchez-Medina y colaboradores
(2010) llevaron a cabo un estudio en donde se descubri6 la actividad citotéxica y
antimicrobiana de los extractos etanolicos crudos de las raices Bonellia flammea
sobre dos lineas celulares cancerosas (HeLa y RAW 264.7) y cuatro especies de
bacterias (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa), identificando y aislando a un metabolito secundario del grupo de las
saponinas llamado Sakurasosaponina (figura 10) como el principal agente citotéxico

en la planta.

29



Figura 10. Estructura de Sakurasosaponina
(Sanchez-Medina et al., 2010)

Por otra parte, Vera-Ku et al. (2015) analizaron los efectos antifingicos,
citotoxicos y antiparasitarios de nueve especies de plantas de la medicina tradicional
maya, entre ellas Bonellia albiflora. Se probd que los extractos metanolicos de las
raices de la planta tienen una significativa actividad antagonista sobre hongos como
Asperguillus niger, Saccharomyces cereviceae y Candida albicans, y también sobre
protozoarios parasitos como Leshmania mexicana.

Medina-LOpez y colaboradores (2016) realizaron un trabajo en el cual
demostraron que la mezcla de dos fracciones organicas (a partir de acetato de etilo y
butanol) obtenidas de Baccharis glutinosa y Bonellia macrocarpa potencializan sus
efectos antifungicos frente a dos especies de hongos: Aspergillus flavus y Fusarium
verticillioides. En el estudio se sugiere que las fracciones actian sobre ciertas
enzimas, como la chitinasa y B-1,3-glucanasa, que se encuentran involucradas en la
construccion de las células de las hifas.

También se pueden encontrar estudios con Bonellia macrocarpa. Caamal-
Fuentes (2012) llevo a cabo una tesis doctoral que lleva por titulo: “Evaluacion
citotoxica de metabolitos aislados de plantas usadas en la medicina tradicional maya
para el tratamiento de sintomas sugerentes a cancer’. En este estudio se
seleccionaron 21 especies de plantas conocidas en el tratamiento de los sintomas
del cancer y se evalud la citotoxicidad de sus extractos organicos, asi mismo se
realizo el aislamiento, purificacién, elucidacion y evaluacién de la actividad citotdxica
y antiproliferativa de los metabolitos de los extractos mas activos. De forma inicial se

obtuvieron 41 extractos metanodlicos y se sometieron a un bioensayo estandarizado
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de citotoxicidad MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio) para
siete lineas celulares cancerosas (cancer de pulmén, nasofaringeo, orofaringeo,
cancer cervicouterino (HeLa y SiHa), cancer de mama y de proOstata) y una linea
celular normal.

De este ensayo dos especies presentan una alta actividad citotoxica, una de
ellas es Bonellia macrocarpa; cuyo extracto metandlico inicial se someti6 a un
fraccionamiento liquido-liquido con tres disolventes organicos (Hexano, CHCl,,
AcOEt) y un extracto acuoso. En las fracciones hexanicas de la planta se aislo y se
identific6 un metabolito secundario del grupo de los catecoles llamado bonediol
(figura 11), que es el responsable de la alta actividad citotdxica en la planta. Es en
este trabajo en donde se aisl0 este compuesto por primera vez y se registr0 como
uno de los méas importantes encontrados en el género, ademas se lograron sugerir
algunos factores climaticos relacionados con la produccion de bonediol, ya que el
autor sefiala que no se detectd bonediol en las fracciones hexanicas que
corresponden a las colectas de la temporada de sequia y que tienen un efecto
citotoxico menor que las fracciones obtenidas en las colectas de la temporada de

lluvias.

OCHj
3 i
~ “OH
OH

Figura 11. Estructura de bonediol (Caamal-Fuentes, 2012)

Un segundo trabajo corresponde a una tesis de maestria realizada por Vila-
Luna (2016) y lleva por titulo: “Evaluacion citotoxica y antiproliferativa y elucidacion
estructural de metabolitos secundarios aislados de la fraccion hexanica de la raiz de
Bonellia macrocarpa”. En este estudio se aislaron 14 metabolitos secundarios de la
fraccion hexanica de la raiz de la planta, sin embargo solamente cinco compuestos

(3B, 16a-dihidroxi-protoprimulagenina A; 3-metoxi-2-metil-5-pentil fenol; 3,5-dihidroxi-
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1-metil-2,2-dimetil-benzociclobutano; 3-metoxi-5-(5’,5’-dimetilhexil) fenol; 1,3,5,6-
tetrametoxi-8-metil-naftaleno) fueron seleccionados para su identificaciébn con
técnicas espectroscopicas y espectrométicas (figura 12).

Posteriormente se evalud el efecto citotoxico y antiproliferativo de cada uno de
los compuestos frente a cuatro lineas celulares cancerigenas (adenocarcinoma de
cérvix, carcinoma de células escamosas de cérvix, adenocarcinoma de mama,
adenocarcinoma de prostata) y una linea celular normal. Como resultado tres de los
cinco compuestos (3B, 16a-dihidroxi-protoprimulagenina A; 3-metoxi-2-metil-5-pentil
fenol; 3-metoxi-5-(5’,5’-dimetilhexil) fenol) presentaron una actividad citotdxica
considerable sobre las lineas cancerigenas analizadas. Ademas, se observé que dos
de los compuestos aislados (3-metoxi-2-metil-5
-pentil fenol; 3-metoxi-5-(5’,5’-dimetilhexil) fenol) tienen una estructura molecular
semejante al bonediol, por lo que probablemente, debido a sus caracteristicas
similares, estos compuestos nuevos tengan una actividad citotdxica considerable. De
este trabajo de investigacion puede retomarse la contribucién con cinco compuestos
nuevos en Bonellia macrocarpa, tres de ellos sin antecedentes previos en literatura.
Ademas reafirma la presencia del bonediol en las raices de la planta y su potencial

bioldgico como uno de los metabolitos secundarios principales en el siqueté.
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Figura 12. Compuestos aislados de B. macrocarpa. A) 3-metoxi-2-metil-5-pentil fenol; B) 3,5-dihidroxi-1-metil-
2,2-dimetil-benzociclobutano; C) 3-metoxi-5-(5’,5-dimetilhexil) fenol; D) 1,3,5,6-tetrametoxi-8-metil-naftaleno;
E) 3B, 160-dihidroxi-protoprimulagenina A (Vila-Luna, 2016).
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V. OBJETIVOS
4.1. General

Analizar la diversidad de metabolitos secundarios de Bonellia macrocarpa y sus
variaciones durante dos estaciones climaticas en la Selva Baja Caducifolia.

4.2. Especificos

e Describir las etapas fenolégicas en arboles adultos de Bonellia macrocarpa.

Durante una estacién seca y humeda:

e Determinar la riqueza y abundancia érgano-especifica y fenologica de los
metabolitos secundarios.

e Evaluar el efecto de la estacionalidad en la variacion de metabolitos

secundarios en la planta.

V. HIPOTESIS

Se conoce que los factores ambientales y el desarrollo fenoldgico influyen en las
respuestas metabolicas secundarias, por ello se espera una variacion de la riqueza y
abundancia de los metabolitos secundarios en plantas de Bonellia macrocarpa a lo

largo de dos estaciones climaticas de la Selva Baja Caducifolia.
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VI. ZONA DE ESTUDIO

La unidad de Manejo para el Aprovechamiento Sustentable de la vida Silvestre
(UMA) “San Joaquin” esta ubicada en el rancho del mismo nombre en el municipio
de Emiliano Zapata, Chiapas, México. El lugar se encuentra en la carretera Tuxtla
Gutiérrez-La Angostura en el Km 29+000 (figura 13)

La recolecta se realizo en un sendero de 600 metros ubicado en un fragmento
de Selva Baja Caducifolia semi-conservada a una altitud de 604 metros sobre el nivel
del mar (Inicio del sendero: 16° 43’ 15.95” N 92°51'43.93” W; Final del sendero:
16°34’1.90” N 92°51’54.10” W)

6.1. Clima e hidrografia

El clima es calido subhumedo con lluvias en verano, con una temperatura media
anual de 26.2°C y una precipitacion media anual de 900 a 1,500 mm. El territorio es
irrigado fundamentalmente por el rio Grijalva y sus afluentes: Nandachare, Alfaro y El
Pochote (INAFED, 2010; CEIEG, 2019).

6.2. Floray fauna

La vegetacion corresponde a especies de la Selva Baja Caducifolia, siendo las mas
representativas Siqueté (Bonellia macrocarpa), nopal de cruz (Acanthocereus
tetragonus) y cactaceas del género Cephalocereus. En cuanto a la fauna algunas
especies que destacan son la vibora de cascabel (Crotalus sp.), cantil (Agkistrodon
bilineatus), iguana (lguana iguana) y la chachalaca (Ortalis policephala) (INAFED,
2010).
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Figura 13. Area geogréfica del municipio de Emiliano Zapata, Chiapas y ubicacion de la UMA "San Joaquin”
(Sanchez-Pablo, 2019).
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VIl. METODO

7.1. Disefo

Efecto de la estacionalidad sobre la fenologiay la
produccion de metabolitos secundarios de Bonellia
macrocarpa

Recolecta mensual del material vegetal durante siete meses; N=10

v i
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Figura 14. Esquema general del disefio del estudio
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7.2. Recolecta del material vegetal

Se recolectaron las raices, tallos, hojas y frutos de 10 individuos de Bonellia
macrocarpa durante un periodo comprendido a partir julio del 2019 a febrero de 2020
en la UMA “San Joaquin”, en el municipio de Emiliano Zapata. También se
recolectaron ejemplares de herbario para su procesamiento en el herbario “Eizi

Matuda” ubicado en la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas para su registro.

Las estructuras vegetales fueron trasladadas al laboratorio de Fisiologia y
Quimica Vegetal del Instituto de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Ciencias y
Artes de Chiapas para dejarlas secar a luz y temperatura ambiente. Una vez secas
se sometieron a un proceso de molienda utilizando una licuadora para obtener un
polvo de textura fina que fue pesado y guardado en bolsas de papel estraza

etiquetadas.

7.3. Caracterizacion de la fenologia

Se realizaron observaciones mensuales de la fenologia vegetativa y reproductiva
durante un periodo comprendido de julio de 2019 a febrero de 2020. La fase
vegetativa comprende tres fases: a) brotes foliares (correspondiente a la aparicion de
yemas foliares a hojas bien desarrolladas), b) hojas maduras (hojas bien
desarrolladas) y c) senescencia/caducidad (ausencia de brotes foliares y hojas bien
desarrolladas).

En la fase reproductiva se abarcaron dos fases de la floracion: a) boton floral y
b) flores abiertas, y dos de fructificacion: a) desarrollo de frutos (que comprende
desde la aparicion del fruto hasta su maximo desarrollo) y b) permanencia de los
frutos (frutos completamente desarrollados y aparentemente maduros). Las fases
fenologicas se registraron mediante la escala de método modificado por Fournier
(1974), con las siguientes categorias que indican el porcentaje de la copa que
presenta la fase:
[0] Ausencia de la fase 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%)
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[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
fenoldgica (IA) por mes a partir de la siguiente férmula:

Y. categorias fenologias
~ (total de categorias)(ntimero de individuos)

IA 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):
e Brevicaducifolio: cuatro meses de caida de hojas
e Caducifolio: mas de cuatro meses caducos
e Semi-verde: menos de dos meses caducos.

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

e Floracion y fructificacion breve: <1 mes
e Floracion o fructificacion intermedia: 1-5 meses

e Floracion o fructificacion extendida: > 5 meses

7.4. Variacion de metabolitos secundarios
7.4.1.0Obtencion de los extractos

Se obtuvieron los extractos organicos de cada estructura vegetal de 10 ejemplares al
macerar 2 g de material vegetal seco combinado de dos individuos diferentes (1 g
por ejemplar) en 25 mL de metanol (MeOH) realizando tres repeticiones de ocho
horas con el disolvente. Se elimind el disolvente a presion reducida usando un
rotaevaporador para obtener un extracto metanodlico. Los extractos obtenidos se

dejaron secar a temperatura ambiente en frascos limpios y pesados previamente.
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7.4.2.Andlisis colorimétrico y cromatogréfico

7.5.2.1. Pruebas de identificacion de metabolitos secundarios

Para la obtencién de los perfiles de metabolitos secundarios se calcul6 el rendimiento
de las del extracto metandlico de cada 6rgano vegetal. Después se realizaron las
pruebas de identificacion de grupos de metabolitos secundarios. Para ello se preparé
una solucion madre de cada muestra utilizando todo el extracto obtenido, esto se
diluy6 en cuatro veces la cantidad del extracto en mL del disolvente. Posteriormente
se distribuyeron 20 pL las soluciones en 10 tubos de ensayo y se dej6 evaporar el
disolvente a temperatura ambiente. Asi pues se realizaron las siguientes reacciones
de identificacion de grupos de metabolitos secundarios.

Alcaloides. Prueba con el reactivo de Dragendorff.

A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se le agregé 1 mL de HCl al 10% y
dos gotas del reactivo de Dragendorff. Un precipitado marron o anaranjado marron
indicé la presencia de este tipo de metabolito.

Fenoles. Prueba de Cloruro férrico.

A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se le afiadi6 1 mL de etanol
absoluto, posteriormente se agrego tres gotas de FeCl3 al 3% en etanol. La aparicion
de una coloracion verdosa o azul verdosa indicé una reaccién positiva.

Flavonoides. Prueba de Shinoda.

A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se le agregd 1 mL de etanol
absoluto, posteriormente se le adicionaron dos pequefios trozos de magnesio y dos
gotas de HCI concentrado. La presencia de una coloracion naranja fue positiva para
flavonas, roja-flavona, rojo azulado-flavonol y violeta xantinas.

Saponinas. Prueba de la espuma.

A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se le agreg6é 1 mL de agua destilada,
posteriormente se tapo y se agitdé durante 30 segundos. La aparicion de espuma que
permanece durante 2 minutos indicé una reaccién positiva.

Taninos. Prueba de taninos hidrolizables y condesados.

A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se le afiadié dos gotas de solucion
acuosa de FeCl; al 2%. La prueba es positiva para taninos hidrolizables si hay la

presencia de color azul y si el color es verde es positiva para taninos condensados.
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Terpenos-Esteroides. Prueba de Liebermann-Buchard.

A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se le agregé 1mL de cloroformo mas
1 mL de reactivo de Liebermann-Buchard. Si la prueba presenta una coloracién azul
o azul verde indico positiva para esteroides y rojo, rosa o violeta para terpenos.
Sapogeninas. Prueba de Rosenthaler.

A un tubo de ensayo con 5 mg de extracto seco se le afiadié una o dos gotas de
vainillina al 1% en etanol y una o dos gotas de HCI concentrado o una o dos gotas de
H,SO, concentrado. Las sapogeninas de triterpenos pentaciclicos dan un color
violeta y los esteroides no reaccionan o dan un color verdoso cuando en el tubo de

ensayo se afladen una o dos gotas del compuesto.

Cabe destacar que la intensidad de las reacciones colorimétricas se midio en
una escala de porcentaje del 0% al 100% dividida en cuatro fases, donde el 0%
indica que no hay reaccion, 25% una intensidad baja, 50% una intensidad intermedia,
75% una intensidad alta y el 100% una intensidad muy alta. Las frecuencias con las
gue se presentaron en cada uno de los tejidos se registraron en histogramas, donde

se visualiza el mes de recolecta y el metabolito secundario analizado.

7.5.2.2. Andlisis de los extractos por Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Los perfiles de los extractos fueron obtenidos en CCF (5 x 9 cm) utilizando como fase
estacionaria placas de silica gel GF50 (particulas de 5 pm) con indicador de
fluorescencia, y como fase movil una mezcla de cloroformo: metanol en proporcion
6:4, se aplico 4 pL de los extractos disueltos a 0.01 mg.pL . La visualizacién se
realizo con luz UV a 254 y 365 nm y se revel6 con una solucion de sulfato cérico. Se
calcul6 la distancia recorrida o factor de retencion (Rf) con respecto a la distancia
recorrida por la fase movil. El area que ocupd cada uno de los compuestos en la
cromatografia fue calculada mediante el software de dominio publico ImageJ, esta
area se consider6 como la abundancia de los compuestos en cada muestra

correspondiente.
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Preparacion de la
soluciéon madre con las
fracciones organicas

Colocar 1 mL de la solucién en
8 tubos de ensayo

Dejar secar a temperatura ambiente y realizar las siguientes

pruebas <
Alcaloides 1 mL de HCl al 10% mas 2 gotas de »| + Precipitado marrén
reactivo de Dragendorff
Fenoles | 3 de FeCl3 al 1% : + Coloracion verdosa o
gotas de FeClI3 al 1% en etano » azul verdosa
v ) i + Flavona: naranja
Flavonoides | 2 trozos de magnesio mas 2 gotas de .| + Flavonona: rojo
HCI concentrado + Flavonol: rojo azuloso
+ Xantinas: Violeta
A
Saponinas » 1 mL de agua destilada, tapar y agitar » + Si mantiene la
l espuma mas de 2
Taninos »| 2 gotas de solucion acuosa .| + Hidrolizables: azul
de FeClI3 al 2% | + Condensados: verde
v A + Terpenos: azul o azul
1 mL de cloroformo mas 1 mL de verdoso
Terpenos > Lieberman-Buchard > - -
+ Esteroides: rojo, rosa
0 violeta
v 1 0 2 gotas de vainillina al 1% en etanol + Sapogeninas de triterpenos
Sapogeninas » mas 1 o 2 gotas de HCI concentrado o pentaciclicos: Violeta
H,SO, concentrado + Sapogeninas de
esteroides: verde o0 no

Figura 15. Pruebas colorimétricas de identificacion de grupos de metabolitos secundarios
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7.5. Anédlisis estadistico

Se calculd el rendimiento de los extractos metandlicos de cada uno de los tejidos
analizados, asi como su variacion estacional entre las temporadas climaticas. Para
ello se aplicé una prueba ANOVA y mediante una prueba Post-Hock de Tukey se
determind los meses en donde se encontraron diferencias significativas. Esto se

analizo en el programa R-Studio version 1.1.463 (version de prueba).

Para determinar si existieron diferencias significativas en la produccién de
metabolitos por cada temporada de recolecta se realizdé una prueba de Chi cuadrada
de Pearson (X?). El andlisis se llevo a cabo en el programa estadistico gratuito PAST
version 3.24.

Obtenidos los cromatogramas se calcularon los indices de Shannon, Simpson
y Margaleff para sefialar la diversidad y la riqueza fitoquimica de los compuestos. Se
realizaron modificaciones a las formulas de estos indices, de modo que se considero
a los compuestos como especies y el niumero compuestos como el niumero de
individuos. Ademas se estimé la variacion estacional entre las temporadas de
recolecta mediante una prueba de Kruskall-Wallis. Todo esto fue analizado con el
programa R-Studio. Para observar la similitud de los metabolitos secundarios entre
los meses de recolecta se calcul6 el indice de Sorensen cuantitativo. Finalmente, con
los datos de riqueza y diversidad de compuestos ya obtenidos se realiz6 un analisis
multivariado (ANOVA de dos factores) para observar la influencia de los factores

medioambientales en los indices estimados.
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VIll. RESULTADOS

8.1. Caracterizacién fenoldgica de Bonellia macrocarpa

Se monitorearon seis etapas fenoldgicas, dos vegetativas y cuatro reproductivas,
encontrandose un patron fenoldgico foliar constante sin senescencia y un periodo
reproductivo de corta duracién, con una fructificacion breve que se presenta en la

temporada de lluvias y el comienzo de la floracién en la temporada de estiaje.

8.1.1.Fenologia vegetativa

Los brotes foliares tuvieron poca presencia en la planta con duracion corta en agosto
y febrero, sin embargo se contabilizaron algunos ejemplares con brotes en este
ultimo mes, algunos de ellos con casi el 75% de la copa ocupada por esta fenofase
presentando un indice de actividad fenolégica por debajo del 15% (figura 16). Las
hojas completamente desarrolladas se registraron durante las dos temporadas
climaticas, todas con una ocupacion del 100% de la copa del arbol y sin alguna seial
de senescencia o decaimiento de las hojas, siendo esta fenofase la mas constante y
larga (figura 17 A). Con respecto al tipo de fenologia vegetativa funcional, la fenofase
vegetativa no corresponde a ningan tipo funcional, ya que no se registré ningin mes
con caducidad de las hojas manteniéndose siempre verde en ambas estaciones

climaticas.

8.1.2.Fenologia reproductiva

El patron de duracion de las fenofases reproductivas es intermedio, ya que presento
cuatro meses de duracion. El comienzo de la floracidbn se presenté durante la
temporada de estiaje, especialmente en enero y febrero (figura 17 B-C). Se
registraron pocos ejemplares con botones florales en febrero teniendo una ocupacién
baja de la copa, mientras que la aparicion de las flores abiertas estuvo mas presente
en este periodo con plantas que registraron una ocupacion del 50% de la copa. El
indice de actividad fenoldgica se mantuvo por debajo del 5% en ambas fenofases,

siendo ligeramente mayor en las flores maduras (figura 16).
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La fructificacion tuvo una permanencia de cuatro meses (agosto-enero)
estando més presente durante la temporada de lluvias y disminuyendo al cambio de
temporada climética. Los frutos inmaduros fueron mas abundantes durante agosto y
septiembre con una ocupacion de la copa de entre 50% y 75%, en este Ultimo mes el
indice de actividad fenoldgica alcanzé el 62.5% siendo el mas alto para todos los
tejidos. Por otra parte, se registr6 mas presencia de frutos maduros en noviembre
con varios ejemplares que registraron una total presencia en la planta (figura 30 D-
E). En esta fenofase también se reportd un indice de actividad fenolégica de mas del
50%. Para enero la frecuencia de plantas con frutos maduros disminuyé

considerablemente hasta desaparecer por completo en febrero (figura 16).
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Figura 16. indice de actividad fenoldgica para la fase reproductiva (floracion y fructificacion) y fase vegetativa (hoja madura y
brote foliar) de Bonellia macrocarpa. Los valores fueron obtenidos de acuerdo a las escalas del método de Fournier (1974).
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Figura 17. Fenologia de Bonellia macrocarpa. A) Fase vegetativa; B-E) Fase reproductiva desde la floracion
hasta la aparicion y maduracion de los frutos. Imagenes: Sanchez-Pablo, R. C. (2019-2020)
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8.2. Rendimientos de extractos metandlicos.

Los extractos metanodlicos de tallos fueron los Unicos que presentaron diferencias
entre los tiempos de recolecta (P<0.05) (cuadro 2). Al hacer un analisis de
comparaciones multiples las diferencias se detectaron en los meses de la temporada

de estiaje, especificamente en noviembre, enero y febrero.

Cuadro 2. Rendimiento mensual (g) de extractos metandlicos de Bonellia macrocarpa.

Mes Raiz Tallo Hoja Fruto

Jul 0.34+0.43 0.13+0.02 0.31+0.28 0.47+0.05
Lluvia Ago 0.14+0.02 0.11+0.04 0.19+0.09 0.34+0.09

Sep 0.16+0.03 0.11+0.02 0.23+0.13 0.22+0.09

Nov 0.13+0.12 0.09+0.01 0.11+0.02 0.44+0.00

Dic 0.11+0.07 0.13+0.02 0.16+0.03 0.40+0.08
Sequia

Ene 0.13+0.04 0.14+0.01 0.20+0.03 0.36+0.23

Feb 0.22+0.07 0.16+0.03 0.23+0.07

P 0.06 0.04 0.08 0.17

Andlisis estadistico: Kruskal Wallis

En hojas el mayor rendimiento se encontro en julio (0.31) casi tres veces mas
gue en noviembre cuando fue menor (0.11). Ademas, se registré una mayor cantidad
de extracto en la temporada de lluvias (julio, agosto y septiembre) con respecto a los
meses de sequia (noviembre, diciembre, enero y febrero). En los tallos, la mayor
produccion de extracto se registré en febrero (0.16) en contraste con noviembre
(0.9). Las diferencias entre estos meses no son tan marcadas como en las hojas sin
embargo, en promedio hubo un ligero aumento a partir de la temporada seca
(noviembre-febrero).

Los extractos metandlicos de raices fueron muy abundantes en la temporada
de lluvias, especificamente en julio (0.34) cuando se present6 el rendimiento mas
alto. Para la temporada de estiaje en diciembre (0.11) se obtuvo la menor cantidad

de extracto con solo la tercera parte del rendimiento mas alto. Cabe destacar que,
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durante la temporada seca, en febrero, hay un aumento considerable en los extractos
de este tejido (0.22). Finalmente, en los frutos se obtuvieron los mayores
rendimientos de todos los tejidos, aumentando considerablemente en julio (0.47); en
septiembre (0.22) se produjo casi la mitad del rendimiento mas alto, correspondiendo
ambos meses a la temporada de lluvias. No obstante, es en la temporada de secas
en donde se obtuvo una mayor cantidad de extractos en general. Es preciso sefialar
gue en febrero no se obtuvo este tejido.

8.3. ldentificacion de grupos de Metabolitos secundarios (MS) y

variacion estacional

Se identificaron los grupos de metabolitos secundarios presentes en los extractos de
B. macrocarpa mediante siete pruebas de coloracion y precipitacion, y se detectaron
seis grupos: fenoles, esteroides, flavonoides, saponinas, sapogeninas y taninos de
tipo condensado, y se observaron variaciones en el porcentaje de intensidad entre
estructuras botanicas y entre meses de colecta. Cabe destacar que en ningun érgano

se encontro la presencia de alcaloides.

8.3.1.Fenoles

Este grupo de metabolitos secundarios destaco en la planta con intensidades altas
en tallos (figura 18). Este tejido fue el mas sobresaliente en todos los meses de
colecta siendo durante la temporada de estiaje (noviembre-febrero) cuando se
presentd una intensidad mas alta, destacando noviembre y diciembre, sin embargo
se presentan diferencias en la temporada de recolecta (figura 18 A) especificamente
en agosto (P<0.05) cuando se encuentra una frecuencia notable con intensidades
moderadas. En las hojas, en diciembre también se observaron intensidades altas de
este grupo de metabolitos secundarios, manteniéndose en intensidades moderadas
en los meses secos, pero se presentaron diferencias significativas en el periodo de
lluvias, especificamente en julio y agosto cuando se registraron intensidades bajas
(P<0.05) (figura 18 B). En las raices, agosto, enero y febrero son los meses cuando
se reportaron intensidades moderadas-altas y altas, destacando enero con mayores

frecuencias, al contrario de noviembre con una alta frecuencia de intensidad baja.
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FRECUENCIA DE INDIVIDUOS

También se encontraron diferencias entre temporadas climaticas (P<0.05), con
énfasis en la estacion seca (figura 19 C). En los frutos se mantuvo una intensidad
muy similar en ambas estaciones, destacandose septiembre con una alta intensidad
en este tejido. Sin embargo, a pesar de encontrar diferencias significativas en el
periodo de recolecta (P=0.05), no es posible identificar los meses en donde se

presentan estas discrepancias.
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Figura 18. Intensidad de fenoles en tallos (A) y hojas (B) de Bonellia macrocarpa. Se indica la
frecuencia de los extractos provenientes de cinco individuos diferentes. Asi mismo se sefialan los
meses donde se encontraron diferencias estadisticamente significativas (valor de P<0.05)



FRECUENCIA DE INDIVIDUOS
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8.3.2. Esteroides

La intensidad de esteroides en cada tejido fue bastante baja en la planta en
comparacién con otros grupos de metabolitos secundarios (Figura 20, Figura 21). En
las hojas y los tallos se reportaron intensidades moderadas y moderadas-altas en la
temporada seca; en el primer tejido los meses mas notables fueron noviembre, enero
y febrero, que contaron con las mayores frecuencias de intensidades moderadas,
mientras que en los tallos es en enero y febrero cuando se presentaron resultados
representativos, estando ausente este metabolito en casi toda la temporada de
recolecta. En este mismo tejido se reportdé diferencias significativas entre las
temporadas climaticas con énfasis en la estacion seca (P<0.01) (Figura 21 A). En las
raices toda la temporada de recolecta se observo una intensidad baja, sin embargo
en septiembre y noviembre se registran las mayores frecuencias de esta intensidad,
contrastando ligeramente en diciembre. Pero de manera general la presencia de este
metabolito es similar en las dos estaciones climaticas. Finalmente en los frutos la
produccion de esteroides es ligeramente mayor durante la temporada de lluvias
(julio-septiembre), siendo en septiembre cuando se present6 la mayor variacion en

las frecuencias en este tejido con intensidades bajas y moderadas.

FRECUENCIA DE INDIVIDUOS

Jul Ago Sep Nov Dic Ene Feb
Temporada de lluvias Temporada de estigje
Cero Intensidad baja Intensidad moderada  BIntensidad moderada-alta Intensidad alta

MES DE RECOLECTA

Figura 20. Intensidad de esteroides en hojas de Bonellia macrocarpa. Se indica la frecuencia de los
extractos provenientes de cinco individuos diferentes.
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Figura 21. Intensidad de esteroides en tallos (A), raices (B) y frutos (C) de Bonellia macrocarpa. Se indica la
frecuencia de los extractos provenientes de cinco individuos diferentes. Asi mismo se sefialan los meses donde se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (valor de P<0.05).
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8.3.3. Flavonoides

Los flavonoides estuvieron presentes en casi todos los tejidos de la planta con
excepcion de las hojas, ya que no hubo resultados positivos en la prueba de
identificacion. En los tallos, el mes donde se registr6 una frecuencia elevada de
intensidades moderadas fue diciembre, pero durante toda la temporada de recolecta
la produccién de este metabolito fue bastante similar con una abundancia en
intensidades bajas. Esto mismo se reportd en las raices, con una intensidad
moderada en diciembre e intensidades bajas en el resto de la recolecta. Sin
embargo, en este tejido se encontraron diferencias en la temporada de sequia
(P<0.05) (Figura 23 A). Por otra parte en los frutos se obtuvo la intensidad mas alta y
las variaciones mas significativas (P<0.05) en la temporada de lluvias, siendo agosto

el mes mas representativo con intensidades moderadas (Figura 23 B).

FRECUENCIA DE INDIVIDUOS

Jul Ago Sep Nov Dic Ene Feb
| Temporada de lluvias | | Temporada de estiaje |
Cero  Olntensidad baja O Intensidad moderada Intensidad moderada-alta Intensidad alta

MES DE RECOLECTA

Figura 22. Intensidad flavonoides en tallos Bonellia macrocarpa. Se indica la frecuencia de los extractos
provenientes de cinco individuos diferentes.
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Figura 23. Intensidad de flavonoides en raices (A) y frutos (B) de Bonellia macrocarpa. Se indica la
frecuencia de los extractos provenientes de cinco individuos diferentes. Asi mismo se sefialan los meses
donde se encontraron diferencias estadisticamente significativas (valor de P<0.05).

8.3.4.Saponinas

El tejido que presenté mayor frecuencia en la intensidad moderada-alta y alta es la
raiz, siendo la temporada de lluvias el periodo mas representativo (figura 24 A),
destacando septiembre y contrastando ligeramente en enero, aunque la frecuencia
es similar. En los tallos, en agosto se alcanzé la mayor frecuencia de la intensidad
moderada-alta, a diferencia de la produccién de noviembre que solo mantuvo una
intensidad baja (figura 24 B), cabe sefalar que se encontré una diferencia

significativa en entre los meses de recolecta (P<0.05). Por otra parte, en los frutos,
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en julio y agosto se registré la intensidad moderada-alta pero con una baja
frecuencia, observandose que en la temporada seca solo se indico frecuencia en
intensidades bajas. Finalmente, en las hojas se presenté frecuencias para la
intensidad moderada-alta y alta en julio, agosto y septiembre, sin embargo hay una
variacién considerable entre temporadas climéticas, siendo los meses de lluvias los

que reporto esta discrepancia (P<0.05) (Figura 25).
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Figura 24. Intensidad de saponinas en raices (A), tallos (B) y frutos (C) de Bonellia macrocarpa. Se indica la
frecuencia de los extractos provenientes de cinco individuos diferentes. Asi mismo se sefialan los meses
donde se encontraron diferencias estadisticamente significativas (valor de P<0.05).
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Figura 25. Intensidad de saponinas en hojas de Bonellia macrocarpa. Se indica la frecuencia de los
extractos provenientes de cinco individuos diferentes. Asi mismo se sefialan los meses donde se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (valor de P<0.05).

8.3.5.Sapogeninas

En este grupo de metabolitos secundarios casi toda la temporada de recolecta se
alcanzo6 una intensidad alta para todos los tejidos, con excepcion de julio y agosto
cuando hubo notables diferencias en todos los tejidos (figura 26 y 27). En las hojas
se report6 la intensidad moderada-alta con una frecuencia notable, en los tallos fue
frecuente la intensidad moderada. Para las raices se registr6 una intensidad
moderada y moderada-alta, pero no con frecuencias elevadas. Y en los frutos solo se
presentd una intensidad moderada en ese periodo, siendo esta la intensidad menos

sobresaliente en el resto de la recolecta de la temporada.
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P=0.007
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Figura 26. Intensidad de sapogeninas en hojas de Bonellia macrocarpa. Se indica la frecuencia de los
extractos provenientes de cinco individuos diferentes. Asi mismo se sefialan los meses donde se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (valor de P<0.05). 57
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Figura 27. Intensidad de sapogeninas en tallos (A), raices (B) y frutos (C) de Bonellia macrocarpa. Se
indica la frecuencia de los extractos provenientes de cinco individuos diferentes. Asi mismo se sefialan los
meses donde se encontraron diferencias estadisticamente significativas (valor de P<0.05).




8.3.6.Taninos

Los taninos de tipo condensado tuvieron una presencia importante en casi todos los
tejidos de la planta. En las hojas, en ambas estaciones climaticas hubo una
intensidad moderada, siendo agosto y enero los meses mas representativos con
frecuencias altas (Figura 28). De la misma forma en los tallos, es en agosto cuando
se observé una mayor frecuencia de la intensidad moderada-alta y alta, contrastando
con noviembre cuando se registraron intensidades bajas y moderadas. En los frutos
se reportd una intensidad alta en la temporada de lluvias, destacandose las
frecuencias de agosto y septiembre, aun asi la presencia de este metabolito en el
periodo seco fue similar, cuando se observaron intensidades y frecuencias parecidas
en diciembre y enero. Ademas, en las raices se registraron frecuencias para la
intensidad alta en agosto y diciembre, siendo el mes de noviembre cuando se obtuvo
la intensidad mas baja. Cabe sefalar que es en la temporada de sequia cuando se
obtiene una variacion significativa en la produccion de este metabolito (P<0.05)
(Figura 29 C).

FRECUENCIA DE INDIVIDUOS

Jul Ago Sep Nov Dic Ene Feb
Temporada de lluvias Temporada de estiaje
Cero Intensidad baja  @Intensidad moderada Intensidad moderada-alta Intensidad alta

MES DE RECOLECTA

Figura 28. Intensidad de taninos en hojas de Bonellia macrocarpa. Se indica la frecuencia de los extractos
provenientes de cinco individuos diferentes.
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Figura 29. Intensidad de taninos en tallos (A), frutos (B) y raices (C) de Bonellia macrocarpa. Se indica la
frecuencia de los extractos provenientes de cinco individuos diferentes. Asi mismo se sefialan los meses
donde se encontraron diferencias estadisticamente significativas (valor de P<0.05).
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8.4. Riquezay diversidad de compuestos identificados por CCF

El analisis en cromatografia en capa fina (CCF) indicé la presencia de 13

compuestos en todos los tejidos de la planta. Estos se pueden clasificar de acuerdo a

los factores de retencion cromatogréafico (Rf) (cuadro 3). En las hojas se detect6 el

mayor numero de compuestos de todos los tejidos. Asi mismo se reportaron cinco

compuestos que son exclusivos de un solo tejido en especifico, siendo las hojas

donde se encontraron mas compuestos exclusivos (BM4, BM11).

Cuadro 3. Factor de retencion (Rf) de los compuestos encontrados en los tejidos de Bonellia macrocarpa
(Sistema utilizado: CHCIl3: MeOH 6:4)

Compuesto Rf Julio Agosto Septiembre Noviembre Diciembre Enero Febrero Exclusivo
BM1 0.05+0.01 F F F F F F Fruto
BM2 0.07#0.002 R,T,H R,T,H H H R, T,H T,H T,H
BM3 0.15+0.01 R R H H
BM4 0.19+0.00 H H H H H H Hoja
BM5 0.22+0.02 R, T,H R,T,H/F H,F H.,F T,HF T,H,F T
BM6 0.27+0.00 T T T Tallo
BM7 0.32+0.02 R, T,F R,TF R,F R.,F F THF RTH
BMS8 0.37+0.00 T T F
BM9 0.42+0.02 F T,F F H.,F T,H,F T,H
BM10 0.55+0.1 R Raiz
BM11 0.67+0.01 F H H R,H
BM12 0.72+0.02 R H
BM13 0.77+0.00 H H H H H Hoja

R=Raiz; T=Tallo; H=Hoja; F=Fruto

Se encontraron diferencias significativas en la abundancia de los compuestos

durante la temporada de recolecta. En las hojas se presentaron discrepancias en los

compuestos BM3 (P=0.0007 Kruskall Wallis) (figura 30 A) que estuvo ausente

durante la temporada de estiaje, BM7 (P=0.02 Kruskall Wallis) con mayor presencia

en enero y febrero (figura 30 B). En el compuesto BM11 se reportd una mayor

abundancia en los meses secos, a excepcion del mes de febrero (P=0.01 Kruskall
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Wallis) (figura 30 C), finalmente el compuesto BM12 tuvo una mayor presencia en la
temporada de lluvias, sin embargo también se registré una abundancia considerable
en febrero (P=0.03 Kruskall Wallis) (figura 30 D).

Por otra parte, en las raices, los compuestos BM3 (P=0.001 Kruskall Wallis),
BM5 (P=0.02 Kruskall Wallis) y BM12 (P=0.002 Kruskall Wallis) presentaron
diferencias significativas (figura 31 A, B y C). El primero se observé solo en julio y
agosto, mientras que en el compuesto BM5 se reportd una baja abundancia en la
temporada de lluvias, teniendo un repunte considerable en enero. EI compuesto
BM12 estuvo presente en enero y febrero. Finalmente, en los frutos, solamente el
compuesto BM1 (P=0.02 Kruskall Wallis) fue distinto al resto de los otros,
presentando una abundancia baja en julio, a comparacion del resto de la temporada
de recolecta (figura 31 D).
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Se encontraron variaciones en la riqueza y la diversidad de compuestos de B.
macrocarpa durante las dos estaciones climaticas analizadas. Para la riqueza se
utilizo el indice de Margalef, que mide la distribuciébn numérica de los compuestos. En
las hojas la riqueza de compuestos fue mas alta en septiembre (0.84+0.14),
noviembre (0.82+0.09) y enero (0.77+0.16), y disminuyé considerablemente en el
ultimo mes de recolecta, y es en la temporada de sequia cuando se presentd esta
variacién estacional. Por otra parte, en los tallos y en las raices la riqueza es mas
alta en los primeros meses de la temporada de lluvias (julio y agosto), disminuye en
el periodo de transicién entre temporadas climaticas (septiembre-noviembre) y se

restablece en la temporada de estiaje (figura 32).
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Figura 32. Variacion estacional en la riqueza (indice de Margalef) de compuestos en raices, tallos y hojas
de B. macrocarpa.

Para la diversidad de especies se utilizo el indice de Shannon-Wienner y el
indice de Simpson. En ambos indices se reportd una variacion estacional similar al
indice de rigueza de Margalef, sin embargo se destacan algunos puntos importantes
para cada tejido analizado. En el indice de Shannon, las hojas fueron el tejido en que
se presentd mayor diversidad, y fue en el periodo de transicion entre temporadas
climaticas (septiembre-noviembre) cuando se obtuvieron los valores mas altos
(1.56+0.18 y 1.58+0.13 respectivamente); durante la temporada de estiaje la

diversidad descendié hasta tener el valor mas bajo en febrero (1.12+0.07). En los
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tallos la diversidad de compuestos no fue constante durante los meses de recolecta,
y en agosto (0.52+0.45) y diciembre (0.43+0.12) se reportaron los valores més altos
para este tejido, contrastando con noviembre al no encontrarse un indice positivo.
Esto mismo se repitié en las raices, sin embargo el indice de diversidad de Shannon
fue més alto en julio (1.05+0.14) y agosto (0.99+0.25) (figura 33).
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Figura 33. Variacion estacional en la diversidad (indice de Shannon) de compuestos en raices, tallos y
hojas de B. macrocarpa.

En el indice de diversidad de Simpson, que considera a los compuestos que
tienen mayor abundancia, se mantiene un patrén muy similar al indice de Shannon.
En las hojas la diversidad fue mas constante entre la temporada de lluvias y la de
sequia, solo obteniendo un valor menor en febrero (0.64+0.03). En los tallos y en las
raices la temporada de transicion entre las dos estaciones climaticas (septiembre-
noviembre) también se observo una disminucion en la diversidad, sin embargo en los
tallos hubo un repunte considerable en este indice en el mes de diciembre
(0.69+0.05), mientras que en las raices la diversidad fue mas alta en julio y agosto
(0.59+0.05 y 0.56+0.01 respectivamente) (figura 34).
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Figura 34. Variacion estacional en la diversidad (indice de Simpson) de compuestos en raices, tallos y
hojas de B. macrocarpa.

Se realizé un ANOVA de dos factores para analizar la influencia del periodo de

recolecta y del tejido sobre la riqueza y la diversidad de compuestos. Los resultados

del analisis indicaron una fuerte dependencia de la diversidad y la riqueza al tejido

(cuadro 4), ya que todos los valores de P obtenidos en esta prueba son menores a

0.01, sin embargo el mes de recolecta también influye considerablemente en la

variacion de la rigueza y la diversidad en la planta, aunque la dependencia de este

factor no es tan marcada como con el tejido. Ademas, existe una interaccion

significativa entre los factores en los tres indices utilizados (P<0.05), de los cuales en

la temporada de recolecta se establecié al finalizar la temporada de lluvias y en la

temporada de sequia; y en el tejido analizado se report6 en las raices y en los tallos.

Cuadro 4. Valores de P que indican diferencias estadisticamente significativas en la influencia del tejido y del mes

Factor Margalef Shannon Simpson
Tejido 7.6x10%° 3.3x10™' 1.4x10™*
Mes de recolecta 7.2x10™ 1.3x10™ 3.6x10™
Interaccién 0.002 0.001 0.001

de recolecta sobre los indices de riqueza y de diversidad en los compuestos de B. macrocarpa.

Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores
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8.4.1. indice de similitud

La diversidad entre los meses de recolecta se analiz6 mediante un analisis de

similitud de Sorensen (cuadro 6, cuadro 7, cuadro 8). Los resultados obtenidos

fueron parecidos entre si, ya que en la temporada de lluvias, los meses con mayor
similitud en la diversidad de compuestos fueron julio y agosto (0.88), esto se reportod
en los tres tejidos. Para la temporada de estiaje se encontré una similitud muy alta
entre septiembre-noviembre en las hojas (0.90) y los tallos (1), también fue similar el
mes de enero con diciembre en las hojas (0.92) y enero-febrero en los tallos (1). El

tejido que tuvo un menor indice de similitud en la temporada seca fue la raiz, y los

meses mas parecidos fueron septiembre y noviembre con febrero (0.66).

Cuadro 6. Valores de similitud de Sorensen en los compuestos de hojas entre los meses de recolecta.

Mes de
Recolecta

Julio

Agosto

Septiembre

Noviembre
Diciembre
Enero

Febrero

Julio Agosto  Septiembre
0.88

0.66 0.8

0.6 0.72 0.9
0.6 0.72 0.72
0.54 0.66 0.66
0.44 0.60 0.40

Noviembre

0.83
0.76
0.36

Diciembre

0.92
0.54

Enero

0.66

Febrero

Cuadro 7. Valores de similitud de Sorensen en los compuestos de tallos entre los meses de recolecta.

Rlz\e/l:c? | g:ta Julio Agosto  Septiembre
Julio
Agosto 0.88
Septiembre 0
Noviembre 0 1
Diciembre 0.57 0.5 0.5
Enero 0.75 0.88
Febrero 0.75 0.88

Noviembre

0.05
0
0

Diciembre

0.57
0.57

Enero

Febrero




Cuadro 8. Valores de similitud de Sorensen en los compuestos de raices entre los meses de recolecta.

Rl\e/lceosl gceta Julio Agosto  Septiembre
Julio

Agosto 0.88

Septiembre 0.33 0.4

Noviembre 0.33 0.4

Diciembre 0.33 0.4
Enero 0 0 0
Febrero 0.28 0.33 0.66

Noviembre

0.66

Diciembre

Enero

Febrero
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IX. DISCUSION

En Bonellia macrocarpa se reportd una fenofase vegetativa constante en
ambas estaciones climaticas, la cual no present6 periodo de marchitamiento o caida
de hojas aparente. Esta es una de las caracteristicas mas sobresalientes de esta
planta, ya que no coincide con el patrén fenologico usual de las especies de la Selva
Baja Caducifolia, que suelen tener una temporada de senescencia en los meses de
estiaje. Debido a que la temperatura, la humedad relativa y la precipitacion son los
principales factores que definen a este ecosistema (Rzedowski, 2006), las
propiedades estructurales y ecofisiolégicas de su vegetacion estan estrechamente
relacionadas con la duracion y estacionalidad del periodo de sequia, que condiciona
las adaptaciones asociadas a evitar, escapar o tolerar al estrés hidrico (Valdez-
Hernandez, 2008; Kushwaha et al., 2015). El periodo de caida hojas es una
adaptacion para evitar el estrés hidrico, y en plantas de senescencia corta (<2 meses
o0 de 2 a 4 meses) esta estrategia puede ser posible debido a una tasa de uso de
recursos mas lenta y una mayor tolerancia al estrés hidrico (Bullock, 1995, Sing y
Kushwaha, 2006).

Se registré la fenofase reproductiva del siqueté al final de la temporada de
lluvias con el desarrollo del fruto y su maduracion (septiembre-enero), y conforme se
establecio la estacion seca con la aparicion de las primeras flores (enero- febrero).
No se logré observar esta fenofase en su totalidad, sin embargo se puede sugerir
gue la aparicion y maduracion de la flor se lleve a cabo durante toda la temporada de
sequia. En la fenologia reproductiva la maduracién de la fruta y las condiciones
adecuadas para la reproduccion estan estrechamente sincronizadas en los Bosques
Secos Tropicales debido a las marcadas diferencias de condiciones bidticas y
abidticas entre las estaciones seca Yy lluviosa (Griz y Machado, 2001). Es posible que
en las especies de plantas que se encuentran en este ecosistema la duracién de la
fenofase de fructificacion dependa, al menos en cierta medida, del tiempo de
floracién y del periodo de senescencia durante el ciclo anual (Sing y Kushwaha,
2006). Ahora bien, En los tropicos secos, el estrés hidrico se ha citado con
frecuencia como el desencadenante principal de la caida de las hojas, pero se sabe

muy poco acerca de su efecto sobre la fenologia reproductiva o la floracién (Diaz y
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Granadillo, 2005). Algunos estudios sugieren que el cambio en los patrones de
precipitacion, ya sea por fendmenos meteorologicos o por alteraciones en la
climatologia del lugar, pueden modificar la fenologia reproductiva de las especies
(Borchert et al., 2002; Diaz y Granadillo, 2005). En este estudio no se detectdé un
cambio aparente en el patron de la floracion y fructificacion de Bonellia macrocarpa,
sin embargo no se cuenta con el registro de la fenologia completa del ciclo anual de
estudio en ese afio y de afios anteriores debido a la falta de muestreos durante el
afo 2020, por lo que se necesita continuar recabando informacion para poder
comparar y observar el efecto del clima sobre la fenologia de esta especie.

La influencia de la estacionalidad sobre el rendimiento en los extractos
organicos no es homogénea en todos los tejidos de la planta, presentando
variaciones entre ambas temporadas climaticas. Durante la estacion lluviosa los
tejidos donde se reporté la mayor cantidad de extracto fueron las hojas y las raices,
especialmente en el mes de julio cuando las precipitaciones fueron intensas. Esto
contrasta rotundamente en los frutos y en los tallos, tejidos que reportan mayores
rendimientos en la temporada de estiaje. En los frutos este aumento se encontr6 en
el mes de noviembre, coincidiendo este mes con el mayor indice de actividad
fenologica en la fenofase reproductiva, mientras que en los tallos el mayor
rendimiento detect6 en febrero, justo cuando la fructificacion ya habia terminado y la
sequia ya estaba establecida en la zona. Sin embargo es en este ultimo tejido donde
se encontraron diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre los rendimientos
en ambas estaciones climaticas, especificamente en la temporada de sequia. Esta
variacion en el contenido de extracto en los tallos estd relacionada con la
precipitacion, ya que al ser bajo puede favorecer a mayores rendimientos. Algunos
estudios han demostrado que el contenido quimico y los rendimientos en los
extractos obtenidos de los tallos puede verse influenciado por la estacionalidad,
especialmente por la precipitacion, dando lugar a una mayor produccién de
compuestos organicos durante la temporada seca (Oliveira et al., 2017; Alves-Ribeiro
et al., 2019).
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La produccion de metabolitos secundarios en las plantas depende fuertemente
de los factores medioambientales y de la estacionalidad de un ecosistema, estos
cambios han sido estudiados y presentan variaciones en compuestos especificos
durante las diferentes estaciones. Estas fluctuaciones en la produccion de
compuestos provocan cambios notables en el perfil quimico de las plantas e imponen
un impacto adicional en la actividad bioldgica de las mismas. La influencia de la
estacion sobre la composicion quimica y el metabolismo secundario se puede atribuir
a los cambios climaticos como la temperatura, la humedad del suelo, las
precipitaciones, asi como a las diferentes etapas del metabolismo primario de la
planta (Prinsloo y Nogename, 2018). Cabe sefialar que el agua varia
considerablemente durante las estaciones, y mas en un ecosistema tropical como la
Selva Baja Caducifolia, por lo que la disponibilidad de este factor esta estrechamente
relacionada con los efectos de los metabolitos secundarios en las plantas. Por
ejemplo, en Lippia alba, durante las épocas seca y lluviosa se presentaron patrones
opuestos de concentracion de metabolitos secundarios y se determind que
predominan los fenilpropanoides en invierno y los flavonoides en verano (Gomes et
al. 2017). En Loranthus micranthus, las estaciones seca y lluviosa también afectaron
a los constituyentes fitoquimicos. Los extractos obtenidos de la cosecha temprana de
la temporada de lluvias y durante el pico de la temporada de lluvias mostraron una
variacion que era consistente con las estaciones. Las muestras de las estaciones
lluviosas contenian cantidades mas altas de alcaloides, esteroides, compuestos
acidos y carbohidratos con una actividad biolégica que variaba con las estaciones
(Osadebe et al. 2010).

Uno de los grupos de metabolitos secundarios que es susceptible a los efectos
de la estacionalidad son los fenoles. Estos compuestos pueden tener mdaltiples
respuestas a los factores ambientales, tanto cuantitativa como cualitativamente;
sobre todo al estrés por sequia, y esto propicia a que algunos de estos se presenten
en concentraciones variables a lo largo de un ciclo anual, mientras que otros no
pueden sintetizarse (Bulbovas et al. 2005; Munné-Bosch y Cela, 2006). En
Secondatia floribunda se registré6 un aumento considerable de compuestos fendlicos

en la corteza de los tallos en la temporada de lluvias, sobre todo en el afio donde
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hubo mayores precipitaciones en la zona (Ribeiro et al., 2019). Por otra parte, en
plantas de interés comercial, como Helianthus annuus, se detectd que las
concentraciones de &cido clorogénico e isoclorogénico (ésteres provenientes de
compuestos fenolicos como el acido cafeico y el &cido quinico) aumentaron
considerablemente bajo estrés hidrico (Del Moral, 1972). En este estudio se detecto
una variacion estacional marcada en la temporada de estiaje (noviembre-febrero) en
todos los tejidos de la planta, especialmente en los tallos y en las hojas. Esto
coincide con algunos estudios que reportan el aumento de compuestos fendlicos
durante las temporadas que tienen bajas precipitaciones, como las cumarinas. En
Mikaina laevigata se detectd una mayor concentracion de esta molécula en
ejemplares sometidos a estrés hidrico y en ambientes sombreados, por lo que
parece sugerir que este metabolito secundario esta mas relacionado con la respuesta
a estos cambios (Almeida et al., 2016).

Sin embrago este no es el Unico factor medioambiental que influye en la
produccion de fenoles, ya que también la temperatura juega en papel importante en
la variacion estacional de estos metabolitos secundarios. Segun Padda y Picha
(2008) y Albert et al. (2009) parece haber una relacién entre la temperatura y los
niveles de compuestos fendlicos en los tejidos de las plantas, en la que las
temperaturas mas bajas se asocian con niveles mas altos de compuestos fendlicos.
En la regién durante la temporada de estiaje, se coincide con los descensos de
temperatura en los meses de diciembre, enero y febrero, por lo que es probable que
el cambio en la temperatura favorezca la produccion de estos metabolitos
secundarios. El aumento de los niveles de compuestos fendlicos en las hojas puede
estar relacionado con una mayor actividad de la fenilalanina amonioliasa (PAL) a
temperaturas mas bajas, dado que PAL es una enzima importante en la biogénesis

de varios compuestos fendlicos (Padda & Picha, 2008).

Las sapogeninas (o0 saponinas triterpénicas) son glucosidos de alto peso
molecular que se componen de un resto de azucar unido a triterpeno o aglicona
esteroide. Estos metabolitos secundarios no son exclusivos de un érgano o tejido en

particular, ya que pueden encontrarse desde las raices hasta los frutos, por lo que
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estas moléculas juegan un papel importante en mecanismos de defensa e
interaccion con factores medioambientales; y, por consiguiente, la produccion de
saponinas triterpenicas se ve claramente influenciada por estos ultimos (Szakiel et
al., 2010; Nasrollahi et al., 2014). Se ha estudiado el efecto del estrés hidrico y la
fenologia de las plantas sobre las sapogeninas. En Glycyrrhiza glabra el estrés por
sequia intenso aument6 los niveles glucdsidos triterpenicos como la glicirricina,
compuesto conocido por tener un efecto antioxidante en las plantas eliminando el
exceso de especies reactivas al oxigeno (ROS), disminuyendo asi el estrés oxidativo
(Okubo y Yoshiki, 2000; Nasrollahi et al., 2014). Ademas, en Quillaja brasiliensis
también se corrobor6 que existe una variacion estacional en el contenido de
saponinas triterpénicas entre estaciones climaticas (sequia y lluvia). Se realizo un
estudio con hojas de 20 arboles adultos de esta especie y los resultados sugieren
gue los periodos de mayor precipitacion, como la primavera, generalmente se
asociaron con un contenido mas bajo de saponinas como el QB-90, mientras que las
estaciones moderadamente secas, como el invierno y el otofio, produjeron el mayor
contenido de este compuesto (Costa et al., 2013).

Para este estudio se observo que el contenido de sapogeninas en el siqueté
fue menor durante la temporada de lluvias, acentuandose en julio y agosto que es
cuando las precipitaciones estan establecidas completamente. A partir de septiembre
la intensidad de metabolitos secundarios aumentdé y se mantuvo hasta el
establecimiento de la temporada de estiaje, esto en todos los 6rganos de la planta.
Es posible que el cambio en la intensidad de sapogeninas en B. macrocarpa esta
estrechamente relacionado con la estacionalidad, ya que este metabolito responde al
cambio entre temporadas climéaticas. Ademas, la respuesta de las sapogeninas para
la proteccion y defensa de la planta estda mediada por la activacion de genes
biosintéticos a través de una cascada de sefalizacion compleja que involucra a
fitohormonas como el jasmonato o el &cido abscisico; sustancias vinculadas al estrés
abidtico en plantas (Puente-Garza et al., 2017; Li et al., 2020).

Como se menciond anteriormente, la fenologia tiene una importante influencia
en la variaciébn de saponinas triterpénicas. Se han realizado diversos estudios en

plantas medicinales, por ejemplo, en Polygala teunifolia se analiz6 la distribucién y
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los cambios estacionales en el contenido de saponinas triterpénicas de tipo oleanano
en todos los Organos vegetativos. Los niveles de estos compuestos mostraron
variacién dinamica durante la temporada de crecimiento siendo alta durante el
periodo de prefloracion, disminuyendo con la aparicion de las flores y la formacion de
frutos, aumentando nuevamente después en el periodo reproductivo. Ademas, se
encontré6 que el contenido de saponina disminuia al nivel mas bajo de toda la
temporada a medida que se acercaba el inicio del periodo de marchitamiento (Teng
et al., 2009).

Se obtuvieron resultados similares en Achyranthus bidentata al determinar los
patrones de acumulacion de estos compuestos en hojas, tallos y raices. Durante el
crecimiento de la planta hasta antes de la temporada reproductiva la produccion de
saponinas fue muy alta, disminuyendo drasticamente durante la floracion y el
desarrollo del fruto, siendo el 6rgano mas afectado la raiz; mientras, en los frutos
maduros se reportdé un aumento de sapogeninas considerable. Estos resultados
confirmaron que la disminucion del contenido de saponinas triterpénicas de raices y
tallos esta relacionada con la fase reproductiva de la planta (Li y Hu, 2009). En B.
macrocarpa la disminucion de sapogeninas que se registré especificamente en julio y
agosto no fue influenciada por ninguna fase fenoldgica, ya que esta se presenta
antes de actividad reproductiva y en la fenofase vegetativa, la cual se mantuvo sin
cambios en todos los meses de estudio. Si bien es cierto que el incremento de estos
metabolitos coincide con la temporada de fructificacion, la concentracion de
sapogeninas se prolongd aun después de esta fenofase. Ademas, la variacion de
estos metabolitos secundarios no fue exclusivo para un solo tejido en la planta, sino
gue se presentd en todos los érganos y en un periodo en especifico (especialmente
en temporada de lluvias). Por este motivo es mas notoria la influencia de la

estacionalidad sobre este metabolito secundario que la fenologia de la planta.

Otro de los efectos de la estacionalidad sobre el metabolismo secundario en
las plantas es la variacion cuantitativa de los compuestos en los 6rganos y tejidos.
Una poblacién de plantas puede exhibir cambios en las concentraciones, en el

namero y la uniformidad de compuestos (es decir, la riqueza y la quimiodiversidad),
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asi como la variacion cualitativa entre individuos y grupos (b-quimiodiversidad)
(Moore et al.,, 2013). En Bonellia macrocarpa se reportaron cambios en la
abundancia, riqueza y diversidad de compuestos, siendo las hojas y los tallos los
organos mas sobresalientes. EI niumero de compuestos encontrados en los tallos
indica una menor riqueza con respecto a los otros tejidos, sin embargo no se
encontraron diferencias significativas en las abundancias de estos. A su vez el tejido
gque tuvo mas diferencias en las abundancias, y por ende hay una variacion
estacional mas marcada, es la hoja, donde algunos compuestos aparecen solamente
en la temporada de lluvias y otros son exclusivos de la temporada de estaje.

Esto puede explicar claramente el rol de los metabolitos secundarios en la
defensa ante el estrés hidrico, especialmente en las hojas, ya que fue el érgano que
presentd una variabilidad mas amplia en las abundancias de compuestos. Algunos
estudios han analizado la variacion cuantitativa de compuestos a lo largo de
temporadas climaticas, observandose un incremento de metabolitos secundarios en
la temporada de sequia (Valares-Masa, 2011). Ademas, la variabilidad también
puede ser inducida por los procesos ontogénicos de la planta. En Empetrum
hermaphroditum y Betula pendula se observo una disminucién en el contenido de
metabolitos durante la senescencia de la hoja (Nillson et al., 1998; Gallet et al., 1999;
Laitinen et al., 2005), especificamente de compuestos fenodlicos y terpénicos. En
Bonellia macrocarpa no se reporté caida de hojas en la fenofase vegetativa,
incrementando la riqueza y diversidad de compuestos en los meses de transicion
entre la temporada hiumeda y seca.

En los tallos y las raices fue en esta temporada cuando la diversidad y la
rigueza disminuyd drasticamente, recuperandose conforme se establecié la
temporada de sequia en el sitio. Ademas, se observo una fuerte dependencia de
estos indices al tejido, sin embargo la interaccién de este factor con los meses de
recolecta reafirma la variacion estacional que existe en los tallos y las raices en el
cambio de estacion climatica. En las plantas la estacionalidad afecta la composicion
guimica haciendo que algunos compuestos se presenten en concentraciones
variables durante una temporada, mientras que otros no se sintetizan (Bulbovas et al.

2005; Munné-Bosch y Cela 2006). La diversidad de compuestos entre los meses de
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recolecta también indic6 una variacién estacional en los metabolitos secundarios en
la planta, ya que se encontr6 mayor similitud en los meses de transicién entre
temporadas climéticas y en la temporada de sequia (septiembre-febrero) en todos los

tejidos.
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X. CONCLUSION

La fenologia de Bonellia macrocarpa se ve influenciada en cierta parte por
la estacionalidad de la Selva Baja Caducifolia. La fenofase vegetativa se reporto
sin variaciones durante la temporada de estudio, y la fenofase reproductiva que
parece ser modulada por las temporadas climéticas del sitio.

Se encontrd una variacion estacional en los rendimientos de los extractos
metandlicos en todos los tejidos de la planta, siendo los tallos los que tuvieron
una mayor variabilidad de por la ausencia de precipitacion.

Los grupos de metabolitos secundarios que tuvieron una mayor influencia
de las estaciones climaticas fueron los fenoles y las sapogeninas, respondiendo
ambos grupos a la falta de precipitacion de la temporada de estiaje de la Selva
Baja Caducifolia. Estos metabolitos secundarios juegan un papel importante en la
defensa de la planta ante el estrés hidrico.

Se detectd una variacion estacional muy marcada en la abundancia,
rigueza y diversidad de compuestos en los tejidos de Bonellia macrocarpa,
especialmente en la temporada de transicion entre estaciones climaticas. En las
hojas se registré un aumento de compuestos en este periodo, mientras que en los
tallos y raices disminuy6 abruptamente, por lo que la modulacion de compuestos

en la planta parece responder al cambio de estacién en la Selva Baja Caducifolia.
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