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CARACTERIZACION FITOQUIMICA DE LA RESINA DE Liquidambar styraciflua L.
Fatima Azucena Rasgado Bonilla, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2014.

RESUMEN

Liquidambar styraciflua L. es una especie forestal perteneciente la familia Hamamelidaceae,
caracteristica del bosque templado humedo. Es una angiosperma que produce una resina con alto
valor comercial en las industrias perfumera y farmacéutica. A nivel mundial se comercializan las
resinas y aceites esenciales extraidos de las resinas de L. styraciflua L. y Liquidambar orientalis
Mill., la primera con mayor produccién a nivel mundial en Honduras y la segunda en Turquia. En
México a pesar de tener rodales importantes de Liquidambar, no se ha comercializado la resina de
esta especie, y tampoco se tiene informacion de los compuestos quimicos que la constituyen, y si
tienen potencial comercial o no. En el presente trabajo se identifican los metabolitos de esta resina
y del aceite esencial extraido de ella. Se hicieron dos colectas de resina durante el 2013, en la época
de sequiay lluvia (enero y junio, respectivamente). Se muestrearon un total de 21 arboles en cuatro
comunidades; Santa Lucia, Tianguistengo, Xochimilco y Xalapa, ubicados a diferentes altitudes
en el estado de Hidalgo. En el analisis de las resinas se determind la concentracion de compuestos
fenolicos totales, taninos condensados, &cidos libres y la presencia de &cidos, ésteres y terpenoides,
mediante las técnicas de Folin-Ciocalteu, butanol-acido clorhidrico, titulacion con fenolftaleina y
Cromatografia en Capa Fina (CCF), respectivamente. Los aceites esenciales extraidos de las
resinas, se analizaron por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrofotometria de Masas (CG-
EM). El analisis estadistico se realizo utilizando el método MIXED del programa estadistico SAS
version 9.0, ajustando las medias a una prueba de Tukey-Kramer. Se observé mayor concentracion

de fenoles totales en las resinas colectadas en época de sequia. No se encontraron diferencias



significativas en la concentracion de éstos metabolitos en las resinas de las diferentes
comunidades. La concentracion de taninos condensados en las resinas, no mostraron diferencias
en la época de colecta y tampoco entre las comunidades. La época de sequia presentd menor
cantidad de &cidos libres, y no se encontraron diferencias significativas en la concentracion por
efecto de la localizacién. Los resultados indican que la época de sequia es la mejor para la colecta
de resinas, con mayor acumulacion de fenoles totales y para obtener resinas de alta calidad por la
menor concentracion de acidos libres. Los taninos condensados pueden encontrarse en cualquier
época del afio, sin aparente variacion en la concentracion. El andlisis por CCF revel6 mayor
nimero de compuestos en época de sequia. Se calcularon los Rf para ambas temporadas, algunos
coincidieron con valores reportados para los acidos cindmico y benzoico, asi como del cinamato
de cinamilo. El aceite esencial de la resina se obtuvo por hidrodestilacion. La mayor produccion
de aceite esencial la obtuvo Xalapa con 9.3%, en época de sequia. Se identificaron 52 compuestos,
los cuales variaron en cada temporada. Los compuestos mayoritarios corresponden al alcohol
dihidro cinamico, estireno, cardeno, alcohol de cinamilo y alfa-pineno. Tres compuestos de los
identificados s6lo han sido reportados en aceite esencial de hojas y tallos de L. styraciflua, estos
son el beta-mirceno, allo-aromadendreno y gama-cadineno. Se reporta por primera vez la presencia
de una cumarina (himecromona) y una imida (alfa-metil-alfa-fenilsuccinimida) en el aceite
esencial de L. styraciflua. Las evidencias obtenidas en este estudio exhiben la influencia
importante de las condiciones ambientales en cada época de colecta, sobre la variacion quimica y

abundancia de los metabolitos.



PHYTOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF RESIN OF Liquidambar styraciflua L.
Fatima Azucena Rasgado Bonilla, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2014.

ABSTRACT
Liquidambar styraciflua L. is a forest species that belongs to the Hamamelidaceae family,
commonly found in the tropical cloud forests. It is an angiosperm that produces a resin of high
value in the perfume and pharmaceutical industries. The resin and essential oils of L. styraciflua
L. and Liquidambar orientalis Mills., are commercialized world-wide, with the largest producer
for the first species being Honduras and for the second species Turkey. Although Mexico has
important stands of Liquidambar, its resin is not currently traded, and there is no information
available on its chemical composition, and whether it has economical potential or not. This study
identifies the metabolites of the resin and essential oil. Resin was collected twice during 2013,
once during the dry season and once during the rainy season (January and July, respectively). The
sample consisted of 21 trees distributed among four communities at different altitudes (Santa
Lucia, Tianguistengo, Xochimilco and Xalapa). The resins were analyzed to determine the
concentration of total phenolic compounds, condensed tannins, the presence of acids, esters and
terpenoids through the techniques of Folin-Ciocalteu, butanol-hydrochloric acid, titration with
phenolphthalein and thin layer chromatography, respectively. Essential oils extracted from resins
were analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrophotometry (GC-MS). Data was
analyzed using the MIXED procedure of SAS 9.0 statistical software and differences between
means were detected using a Tukey-Kramer test. Results show increased concentrations of total

phenols in resins collected during the dry season. No differences were found in the concentration



of these metabolites between communities. Condensed tannin concentration remained unchanged
regardless of the season or community where the resin was collected. During the dry season, less
free acids were found in the resins, but no effect of the collection site was detected. Results suggest
that resin collection during the dry season results in resin of higher quality due to an increased
accumulation of total phenols and less free acids. Condensed tannins may be found throughout the
whole year without variations in their concentration. Thin layer chromatography showed the
presence of more compounds during the dry season. Rf were calculated for both seasons and some
of the values were similar to those reported for cinnamic and benzoic acid, also for cinnamyl
cinnamate. Essential oils were obtained from the resin by hydrodestillation and the highest yield
(9.3%) was obtained with samples from the community of Xalapa during the dry season. We
identified 52 compounds,which varied by season. The mayor compounds are dihidro cinnamic
alcohol, styrene, cardene, cinnamyl alcohol and alpha-pinene. Three of the compounds found had
only been reported in essential oil from leaves and stem of L. styraciflua. These compounds are
beta-myrcene, allo-aromadendrene and gamma-cadinene. This is the first report of azulene,
phthalic acid, adipic acid, hymecromone (cumarin) and alpha-methyl-alpha-phenylsuccinimide
(imide) in the essential oil of L. styraciflua. Evidence provided in this study underscores the effect

that the environment has on the yield and type of metabolites found in the resin of L. styraciflua.
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1 INTRODUCCION

El uso de resinas en México data de tiempos prehispanicos (Purata, 2008), desde los
primeros pobladores mesoamericanos, particularmente del pueblo azteca, que utilizaba diferentes
resinas extraidas de pinos, las cuales servian como ofrenda a sus dioses o eran utilizadas
medicinalmente para tratar enfermedades respiratorias. Este conocimiento quedo plasmado en
varios de los cddices mexicanos (cddice Mendoza y cadice de la Cruz-Badiano entre otros), donde
se relata el uso de este exudado vegetal.

En nuestro pais los principales géneros de especies productoras de resina son el género
Pinus y el género Bursera (Linares & Bye, 2008; Purata, 2008; Arias-Toledo et al., 2006). Sin
embargo, hay otro género con potencial para ser utilizado con estos fines, el liquidambar
(Reitzenstein, 2007), concretamente la especie Liquidambar styraciflua L.

Styrax, storax o estoraque como se le conoce en el mundo comercial a la resina de
liguidambar (SCCP, 2005), es un producto obtenido a partir de la oleorresina del mismo, que
proviene tanto de la especie Liquidambar orientalis Mill., conocida comercialmente como styrax
asiatico, asi como de L. styraciflua conocida como styrax americano (SCCP, 2005; FAO, 2012).
El alto valor que tienen las resinas de estas especies arboreas, se debe al uso que le dan algunas
industrias que obtienen grandes dividendos anualmente, como la industria farmacéutica, la
industria cosmética y la industria perfumera y de esencias aromaticas.

Debido a que la resina de L. styraciflua tiene un elevado valor comercial en el mercado
internacional (Reitzenstein, 2007; Gutiérrez, 2011), se perfila como una opcion de producto
forestal no maderable, para los pueblos en los que esta especie se encuentra de forma nativa. La

explotacion sustentable de los recursos forestales no maderables, es una alternativa econdémica



para las comunidades humanas que habitan los bosques, ademas de una opcion saludable de
preservar la biodiversidad (FAO, 2010).

Actualmente la extraccion de la resina de liquidambar en México es escasa, asi mismo, no
existe un analisis quimico de este recurso forestal para nuestro pais. La informacién existente
describe los compuestos quimicos de esta especie para Honduras (Fernandez et al., 2005), asi como
de L. orientalis para Turquia (Chalchat et al., 1994; Fernandez et al., 2005; Gurbuz et al., 2013).
Asi mismo, los analisis quimicos de resina de L. styraciflua reportados hasta ahora, no toman en
cuenta la época de colecta como un factor que pueda tener efecto en la composicion quimica de
las resinas.

En este trabajo se llevo a cabo la caracterizacién fitoquimica de la resina de L. styraciflua
para México, de muestras colectadas durante el 2013, en las temporadas de sequia (enero) y de
lluvia (julio), en cuatro comunidades situadas a diferentes altitudes, dentro del estado de Hidalgo
y ubicadas en una zona de bosque meséfilo de montafia, ecosistema caracteristico de liquiddmbar.
Nuestra hip6tesis tomd en cuenta la localizacién y la época de colecta, como factores que podrian
influir en la concentracion de los metabolitos encontrados y en la calidad de la resina. Dentro de
nuestros objetivos estuvo el determinar, si la parasitosis de algunos arboles por el muérdago
Phoradendron falcifer Kuijt. podria afectar la concentracion de los compuestos analizados en las
resinas.

Los resultados de nuestro trabajo representan un acercamiento al conocimiento de los
compuestos quimicos que pueden encontrarse en la resina de liquidambar de México, los cuales
podrian utilizarse a futuro, en diversos estudios farmacologicos. Asi mismo, la comercializacion
de la resina de esta especie forestal, podria ser una actividad economica redituable y sustentable

para diversas comunidades en varias regiones de nuestro pais.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Descripcién taxondmica Liquidambar styraciflua L.

Liquidambar styraciflua L. es una especie ubicada en el Orden Hamamelidales y en la
familia Hamamelidaceae. Dicha familia cuenta con 12 géneros que son, Distyliopsis, Disanthus,
Distylium, Corylopsis, Exbucklandia, Altingia, Fothergilla, Hamamelis, Matudaea, Parrotiopsis,
Liquidambar y Rhodoleia. Las familias emparentadas con la familia Hamamelidaceae son:
Cercidiphyllaceae, Eupterliaceae, Platanaceae, Altingiaceae y Myrothamnaceae (tomado y

modificado de Cronquist, 1981).
2.1.1 Sinonimia
Los sinonimos de Liguidambar styraciflua L. basados en “The Plant List”

(http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-2348877) son: Liquidambar barbata Stokes, L.

gummifera Salisb., L. macrophylla Oerst. y L. styraciflua var. mexicana Oerst.

Cuadro 1. Clasificacion taxonomica de Liquidambar styraciflua L.

Clasificacion taxondémica

Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novéak ex Takht.
Super orden Myrothamnanae Takht.
Orden Saxifragales Bercht. & J. Presl
Familia Hamamelidaceae
Genero Liquidambar L.
Especie Liquidambar styraciflua L.

Nota: La clasificacion taxondémica de L. styraciflua fue tomada de la pagina de Tropicos® (2014) publicado en
http://www.tropicos.org (accedido en Febrero 2014), a excepcion del nombre de la familia, la cual se verifico en la base de datos
de The International Plant Names Index (2014) publicado en internet http://www.ipni.org (accedido en Febrero 2014).


http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-2348877
http://www.ipni.org/

2.1.2 Nombres comunes

En la literatura se enumeran los siguientes nombres comunes para la especie estudiada:
ocozote (del nahuatl cozotl, xochicotzocuahuitl, norte de Puebla y Veracruz, norte de Oaxaca),
liqguidambar (en varias partes del norte de la vertiente del Golfo), balsamo (Sierra Madre del Sur,
Oaxaca), yagabizugui (zapoteco, Oaxaca), mola (chinanteco, Oaxaca), icob (huasteco, San Luis
Potosi), copalillo, quirdambaro, somerio (San Luis Potosi e Hidalgo), copalme (Veracruz),
estoraque (Oaxaca y Chiapas), ien-gau-0, ingamo (cuicateco, Oaxaca), nijté-pijo, nite-biito, yaga-
huille (zapoteco, Oaxaca), xochicatscuadhuitl (Veracruz), suchiate (Hidalgo), toshcui (zoque,
Chiapas), ko’ma (totonaco, Puebla) y so te (tzeltal, Chiapas) (Pennington & Sarukhan, 2005).
2.2 Descripcién morfoldgica de Liquidambar styraciflua L.

Liguidambar es un arbol que llega a medir hasta 60 m de alto y puede alcanzar un diametro
a la altura de pecho de hasta 1.5 m, el tronco es recto, con ramas ascendentes, delgadas y copa
alargada o piramidal (Figura 1A). Presenta una corteza externa angostamente fisurada,
suberificada de color café-grisdcea (Figura 1B). La corteza interna presenta un color crema
amarillento que cambia a pardo, ligeramente amarga y fibrosa (Figura 2). EI grosor total de la
corteza es de 5 a 10 mm. La madera presenta la albura de color crema amarillenta muy claro, con
abundantes rayos muy finos.

Las ramas jovenes poseen cicatrices de hojas caidas, moreno rojizas a pardo grisaceas,

glabras, en ocasiones con lenticelas grandes y protuberantes (Pennington & Sarukhan, 2005).



Figura 1. Parte aérea de L. styraciflua en un Bosque Mesoéfilo de Montafia. A) Copa del arbol vista

desde abajo. B) Fuste del arbol. Fotografia Fatima Rasgado.

Figura 2. Corteza interna de un arbol de liquidambar. Fotografia Fatima Rasgado.



2.2.1 Raices

Los arboles de liquidambar poseen una raiz pivotante, con humerosas raices secundarias.
Sin embargo, el desarrollo de las raices depende mucho del lugar donde se desarrollen las plantas.
En algunos casos, la raiz pivotante no esté presente o es muy pequefia. Tal es el caso, de aquellos
arboles que llegan a crecer en zonas con abundante humedad, en las cuales el sistema radical es

superficial, con raices extendidas lateralmente (Loewe, 1992).

2.2.2 Hojas

La disposicion de las hojas es en espiral y son simples; las laminas son méas anchas que
largas, de 4 x 5a 11 x 15 cm, 3-5-lobadas, los l6bulos triangulares, con el margen aserrado, apice
a veces largamente acuminado, base de la hoja truncada o ligeramente cordada, el color es verde
oscuro, opaco en la haz y verde palido en el envés, la coloracion de estas cambia a rojizas y cafés
cuando estan muy viejas, son glabras; presentan nervaduras palmeadas y prominentes en el envés,
con un conjunto de pelos en el punto de su inicio en la base; las hojas tienen un agradable olor a
trementina cuando se estrujan; cuentan con peciolos de 1.5 a 9 cm de largo, pardos y glabros; las
hojas tiernas son verde brillante y muy suaves (Pennington y Sarukhan, 2005).

Los arboles de esta especie cambian todo el follaje entre noviembre y febrero, tiempo en el
que adquieren tonalidades muy caracteristicas que van de amarillo, ocre y rojo (Pennington &

Sarukhéan, 2005).

2.2.3 Flores

L. styraciflua es una especie monoica; las flores estas dispuestas en paniculas terminales o
axilares sobre ramas cortas laterales, de 5 a 10 cm de largo. Las flores masculinas estan dispuestas
en la parte superior de la panicula, cada fasciculo de flores se encuentra en una ramita de 2 a 20

mm de largo, sostenida por una o varias bracteas ovadas, papiraceas, con el margen ciliado,



caedizas; el es perianto ausente; los estambres son numerosos, libres, con las anteras oblongas y
glabras, dispuestos sobre un raquis corto y grueso de 5 a 10 mm de largo; el ovario es ausente. Las
flores femeninas estan dispuestas en cabezuelas de 6 a 8 mm de diametro, sobre una ramita de 1
cm de largo; son flores actinomorfas, sostenidas por brécteas similares a las de las flores
masculinas; el perianto es muy pequefio, de 4 a 6 I6bulos agudos o truncados, carnosos y papilosos;
los estambres estan ausentes; el ovario semiinfero tiene dos carpelos parcialmente libres en la parte
superior, bilocular, con varios 6évulos por léculo; cada carpelo tiene un estilo de hasta 4 mm de
largo, grueso, glabro y recurvado, la region estigmatica es papilosa. La floracion se presenta de
enero a marzo (Pennington & Sarukhan, 2005).
2.2.4 Frutos

Los frutos son agregados en cabezuelas de 2.5 a 4 cm de didmetro, que cuelgan de un
pedinculo de 5 a 6.5 cm de largo, y son glabros; las cabezuelas son globosas, equinadas, lefiosas,
morenas a negro brillantes; estan formados por una capsula bivalvada, dehiscente por el pice, con

unas cuantas semillas de 6 a 8 mm de largo, aladas, morenas (Pennington & Sarukhéan, 2005).

2.3 Habitat, ecologia y distribucién del Liquidambar

L. styraciflua es una especie dominante del bosque mesofilo de montafia, aunque puede
llegar a encontrarse en lugares abiertos, en bordes en los caminos, en acahuales y algunos claros.
Puede formar parte de ecosistemas como el bosque de encino, bosque de pino, bosque de pino-
encino y bosque tropical caducifolio.

Liquidambar es una planta originaria de Norteamérica, predominante en la region cercana
al Atlantico. Se distribuye desde Connecticut, Estados Unidos, hasta la zona central de Nicaragua
(Vazquez-Yanes et al., 1999). En México es considerada una planta nativa, se encuentra

distribuida en la vertiente del Golfo a lo largo de la Sierra Madre Oriental, desde el sur de Nuevo



Leon y Tamaulipas hasta el norte de Chiapas, y en la vertiente del Pacifico en la Sierra Madre del
Sur en Oaxaca y en la Sierra del Soconusco en Chiapas. Es probable que se encuentre en algunas
partes mas protegidas y humedas de la Sierra Madre del Sur de Guerrero y Oaxaca, asi como
también es probable se encuentre en Jalisco y Nayarit.

El hébitat caracteristico de L. styraciflua es el bosque caducifolio himedo, siendo
frecuentemente la especie dominante. Se presenta también en comunidades secundarias o suelos
perturbados. Comunmente se localiza entre los 600 y 1500 m de altitud, en suelos de caracter
arcilloso derivados de material calizo y volcanico en la vertiente del Golfo, y derivados del material

metamorfico e igneo en la del Pacifico (Pennington & Sarukhan, 2005).

2.4 El bosque mesdfilo de montaria

El Bosque Mesdfilo de Montafia (BMM), bosque templado humedo, bosque caducifolio
himedo, bosque tropical de montafia 0 bosque de niebla, se caracteriza por ser un ecosistema con
mucha humedad, abundancia de agua y un gran nimero de precipitaciones al afio (Monterroso-
Rivas, 2009).

La principal caracteristica del BMM es la presencia de niebla, la cual tiene un papel
preponderante en la distribucion, dindmica y establecimiento de este ecosistema. La presencia de
neblina y la abundante humedad, causan una menor descomposicion de la materia organica. Dichas
condiciones limitan la respiracién de las raices, la absorcion de los nutrientes y la
evapotranspiracion. Asi mismo, la presencia de la niebla no permite el paso directo de la luz al
dosel del bosque, lo que conlleva a temperaturas méas bajas y menor transpiracion de las plantas
(Toledo, 2009).

Estos acontecimientos hacen del BMM un ecosistema de muy lenta recuperacién, frente a

otros tipos de ecosistema (Toledo, 2009).



Seguln datos de INEGI (2005) publicados en la tltima revision del estado del BMM por la
CONABIO (2010), éste se distribuye en los estados de Durango, Sinaloa, Zacatecas, Nuevo Leon,
Tamaulipas, San Luis Potosi, Colima, Jalisco, Querétaro, Hidalgo, Veracruz, Puebla, Estado de
México, Guerrero, Morelos, Michoacén, Oaxaca, Tabasco y Chiapas (Figura 3), con superficies
relictuales en algunos casos.

El BMM cuenta con una extension territorial reducida; cubre menos del 1% de la superficie
nacional, pero es el ecosistema con el mayor nimero de especies de flora y fauna en relacién a su
area (Toledo, 2009). Entre 2500 y 3000 especies de plantas vasculares habitan en este tipo de
bosque (Rzedowski, 1996 en CONABIO, 2010), que constituyen casi 12% de la riqueza vegetal
del pais; el 30% son endémicas (Toledo, 2009).

La importancia ecoldgica del BMM no sélo radica en el nimero de endemismos y
diversidad de especies con las que cuenta, sino que también juega un papel importante en la
regulacion de los ciclos hidroldgicos. Gracias a los BMM los mantos acuiferos mantienen agua y
su calidad. Los sedimentos se retienen y se evita el riesgo de inundaciones debido a su capacidad
en la captacion de agua (Toledo, 2009).

“Los BMM son en realidad un grupo de comunidades distribuidas en las montaiias, las
cuales poseen estructura, afinidad floristica y composicion de especies diversas. Dado su complejo
origen y naturaleza, la clasificacion y definicion del BMM posee por lo tanto dificultades y
ambigiiedad” (CONABIO, 2010).

La mayoria de los BMM en México estan formados por arboles caducifolios de clima
templado, como liquidambar (Liquidambar), encinos (Quercus), hayas (Fagus) y pinos (Pinus).

Por otro lado, entre las especies que habitan el sotobosque, se distinguen algunas familias como



Acanthaceae, Rubiaceae y Myrsinaceae, entre las epifitas destacan las familias Orchidaceae,
Bromeliaceae, Piperaceae y Araceae (Challenger, 1998 y Rzedowski, 2006 en CONABIO, 2010).

Ademaés de la importancia ecoldgica los BMM, proveen de muchos productos con usos
utiles para el ser humano; entre las especies destacan las que tienen usos maderables, medicinales,
ceremoniales, alimentarios, y con fines comerciales para los habitantes de las comunidades que se
localizan en ellos (CONABIO, 2010). Sanchez Velazquez y colaboradores (2008 citado en

CONABIO, 2010) reportan 414 especias de plantas, que tienen al menos un uso.
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2.5 El género Phoradendron

Phoradendron es un género de plantas parasitas, con alrededor de 200 especies (Véazquez-
Collazo et al., 2006) perteneciente a la familia Viscaceae anteriormente ubicado en la familia
Loranthaceae (Rzedowski y Calderén-Rzedowski, 2011%; Rzedowski y Calderén-Rzedowski,
2011P). La familia comprende alrededor de 400 especies, su distribucion es cosmopolita
(Rzedowski y Calderon-Rzedowski, 2011%).

El género Phoradendron se distribuye en la region intertropical, desde la parte central de
Estados Unidos, hasta América del Sur. En México podemos encontrarlo en casi todo el territorio
nacional; alrededor de 60 especies de este género han sido descritas. Se distribuye hasta los 3000
m de altitud (Vazquez-Collazo et al., 2006; Cibrian et al., 2007).

Este género tiene importancia ecoldgica y econémica, ya que parasita arboles como el
encino, liquidambar, citrus, juniperos, oyameles y muchos otros arboles.

2.5.1 Descripcion morfoldgica del género Phoradendron

El género Phoradendron comprende arbustos hemiparasitos de partes aéreas de arboles y
arbustos, pueden ser dioicos 0 monoicos (Rzedowski y Calderén-Rzedowski, 2011%). Pueden ser
erectos o colgantes, de tamafio variable desde unos cuantos centimetros hasta metros de longitud
(Cibrian et al., 2007).

Los tallos son generalmente ramificados, rollizos, cuadrangulares, comprimidos o
aquillados, presentan casi siempre catafilos escuamiformes cerca de la base de las ramificaciones
(Rzedowski y Calderén-Rzedowski, 2011%). Las ramas pueden ser glabras o pubescentes, de una

coloracion verde, amarilla o verde amarillenta (Cibrian et al., 2007).
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2.5.1.1 Hojas

Las hojas son opuestas, perennes y muy desarrolladas, de textura coriacea y algunas veces
suculentas (Cibrian et al., 2007; Rzedowski y Calderén-Rzedowski, 2011%), algunas son de més
de 20 cm de largo, pero la mayor parte son menores a5 cm y 2 cm de ancho, a veces pueden estar
reducidas a escamas de color verde o amarillo; presentan venacion basinervada o pinnatinervada;
son lanceoladas o linear oblongas con el borde entero; el dpice es obtuso o agudo; la base es

atenuada o curvada (Cibrian et al., 2007).

2.5.1.2 Flores

Presenta inflorescencias en forma de espigas pedunculadas, cominmente articuladas. Las
flores estan sumidas en su propio eje, dispuestas a menudo en hileras longitudinales. Las espigas
presentan varios entrenudos, con dos a seis hileras de flores en cada nudo (Cibrién et al., 2007;
Rzedowski y Calderén-Rzedowski, 2011%). Carecen de caliculo, presentan tres tépalos, son sésiles
y de pequefio tamafio, unisexuales, pueden ser monoicas o dioicas; el perianto esta dividido en tres
partes (tépalos); el ovario es infero unilocular y uniovulado (Cibrién et al., 2007).
2.5.1.3 Fruto

El fruto es una baya sésil, que puede ser globosa o eliptica e incluso ovoide; es tuberculado,
puede presentarse rugoso o liso; es glabro o pubescente; los colores varian desde el blanco al verde,
verde amarillento, anaranjado o rojo; presenta una semilla envuelta de un mucilago pegajoso
(Cibrian et al., 2007).
2.5.2 Sistema endofitico

“Se denomina sistema endofitico a la parte del organismo parasito que vive en el interior
de la planta hospedante, conteniendo los canales de contacto y parasitacion entre ambos seres

vivos” (S.E.C.F., 2005).
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P. falcifer, al ser un muérdago verdadero, posee un sistema endofitico que a diferencia de
los muérdagos enanos, no invade el sistema vascular del hospedero, asi mismo, no existe
regeneracion de nuevas yemas procedentes del enddfito. Los muérdagos verdaderos como P.
falcifer, generan un abultamiento o tumoracidn en el sitio donde se insertan al hospedero y desvian
los vasos conductores del xilema de la planta hospedera hacia su propio sistema vascular para
abastecerse de agua y minerales (Vazquez-Collazo et al., 2006).

2.5.3 Medio de dispersion de los muérdagos

El principal medio de dispersion de los muérdagos verdaderos son los animales (zoocoria),
siendo las aves su principal dispersor. Las semillas que estos animales llegan a ingerir, pasan por
su tracto digestivo sin perder viabilidad ni las propiedades de adherencia del mucilago que poseen;
durante su excreta, las semillas se adhieren a las ramas, hojas o troncos. La germinacion ocurrira
siempre y cuando la planta donde se pose el ave sea compatible con la semilla del muérdago
(Chazaro et al., 1992 citado en Vazquez-Collazo et al., 2006).

2.5.4 Phoradendron falcifer Kuijt.

P. falcifer es una planta parasita (Figura 4A), un tipo de muérdago verdadero cuyas plantas
hospedantes pueden ser de los géneros Clethra, Cornus y particularmente de las especies como
Liquidambar styraciflua (Figura 4B), Quercus laurina y/o Quercus obtusata (Cibrian et al., 2007).
Esta especie tiene amplia distribucion en México; se distribuye en los estados de Colima, Chiapas,
Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi
y Veracruz. Su presencia es de gran importancia en los bosques de transicion de la Sierra Madre
Oriental debido a que llega a causar morbilidad y mortalidad de relictos de bosques de L.

styraciflua (Cibrian et al., 2007).
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2.5.5 Sinonimia
La especie tiene  algunos  sin6nimos, de acuerdo a  Tropicos®

(http://www.tropicos.org/Name/50220875?tab=synonyms) en base a Kuijt (2003) y Rzedowski &

Calderon de Rzedowski (2011): Phoradendron falcatum (Schtdl. & Cham.) Trel., Viscum falcatum

Schtdl. & Cham. y en base a Kuijt (2003), Viscum schiedeanum DC.

Figura 4. Anatomia de Phoradendron falcifer y parasitosis de P. falcifer sobre L. styraciflua. A)
[lustracion de la anatomia de P. falcifer. llustracion por Leticia Arango Caballero. B) Copa de un

arbol de L. styraciflua parasitado por P. falcifer. Fotografia David Cibrian Tovar.

2.5.6 Laresina de Liquidambar styraciflua y Phoradendron falcifer

En la sierra alta del estado de Hidalgo, esta especie representa un problema grande por su
colonizacién en arboles de L. styraciflua. En un estudio forestal llevado a cabo por investigadores
de la Universidad Autdbnoma de Chapingo, para controlar y eliminar la infeccion de esta plaga, se
hicieron diversos tratamientos, utilizando reguladores de crecimiento como el etileno. La

aplicacion del etileno consistié en una inyeccion en la base de los arboles infectados, a dosis
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comercial de 3 ml (Ethrel al 25.6 % de i.a.) por cada cm de diametro a la altura del pecho (DAP).
Se logro reducir la tasa de infeccion pero como efecto secundario, se observéd que el etileno

promovia la secrecion de resina aromatica (comunicacion personal Cibrian, 2012).

2.6 Usos histdricos del liquidambar en México

El liqguidambar en la antigiedad fue muy utilizado por los aztecas, en nahuatl era llamado
Xochiocotzotl (Peon y Contreras, 1873) o Xochicotzocuahuitl. Un ejemplo de los usos que tenia
por este pueblo, eran los mancebos de Tulantzinco (actual Tulancingo en el estado de Hidalgo)
que llevaban tributos ante el rey Nezahualcoyotl de Tetzcuco (actual Texcoco), dentro de los cuales
estaba el pan elaborado con liquidambar y resina de liquiddmbar (Cédice Mendoza).

De la Garza (1990) en su libro “Suefio y alucinacioén en el mundo nahuatl y maya”, hace
mencidn de algunos textos escritos por Francisco Hernandez en los que relata como era utilizado
el liquidambar. Este era mezclado con tabaco y segin Hernandez: “fortalecia la cabeza, el
estbmago y el corazon, produciendo suefio, ademas servia para mitigar el dolor de cabeza
ocasionado por causa fria”. En el mismo libro, se menciona que la resina de liquidambar era
mezclada con algunas flores psicoactivas (De la Garza, 1990).

El fraile De Torquemada (1975) relataba que la resina de liquidambar era usada en la
fabricacion de un licor, el cual se mezclaba con la misma corteza del arbol, lo que hacia que se
cuajara y a partir de dicho licor se elaboraban unos panes grandes que se envolvian en hojas de
gran tamafio, para después usarlos para perfumar el entorno. Otro uso que le daban los aztecas era
como objeto para el pago de impuestos y el comercio (Vazquez-Yanes et al., 1999).

Los aztecas solian hacer ciertas mezclas que podian incluir tabaco finamente picado, carbén
de lefia y liquidambar, estas sofisticadas combinaciones eran fumadas en pipas, a las cuales solo

tenian acceso las clases altas de la sociedad azteca, como Moctezuma Il, quien disfrutaba ademas
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de incluir también &mbar liquido, como le llamaban en ese tiempo a la resina de L. styraciflua

(Loewe-Muiioz, 2010).

2.7 Usos en la actualidad de la resina de Liquidambar styraciflua

De los productos obtenidos del liquidambar, la madera y la resina son de los principales
bienes que se pueden comercializar. La madera de liquidambar tiene un alto valor por su belleza,
ademas de que al ser una madera pesada y dura es facil manipularla en la carpinteria. Por ello es
utilizada en la fabricacion de muebles, ademas es usada para cubrir revestimientos de interiores,
en la produccion de embalajes, cajas de cigarros, barriles, palillos de dientes, cabos de cerillos,
abate lenguas, lambrin, chapas, contrachapeado, en la fabricacion de pisos, entre otros usos
(Vazquez-Yanes et al., 1999; Loewe-Mufioz, 2010).

En México la madera se usa para elaborar artesanias, articulos torneados e instrumentos
musicales; como material de construccion debido a su resistencia y dimensiones; en la elaboracion
de instrumentos agricolas y mangos para herramientas (Vazquez-Yanes et al., 1999).

La resina de L. styraciflua es usada como incienso para aromatizar tanto hogares como
templos, su principal uso es como materia prima en la cosmética y en la perfumeria, ya que es
empleada para aromatizar jabones, cosméticos, esencias, pomadas y cremas (Vazquez-Yanes et
al., 1999). Asi mismo, se utiliza en la fabricacion de perfumes y productos farmacéuticos, en la
elaboracion de adhesivos y para perfumar el tabaco (Loewe-Mufioz, 2010).

2.8 Usos medicinales del género Liquidambar

En Honduras la resina de L. styraciflua es consumida en capsulas, asi como en tisana, tanto

laresina como la corteza del arbol, aunque no se tiene muy bien documentado para que enfermedad

en particular se usa (Reitzenstein, 2007).
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En Nicaragua algunos de los usos populares del L. styraciflua involucran sus hojas en la
preparacion de tisanas, que alivian tanto picaduras de insecto, como diarreas, afecciones
respiratorias, gonorrea y estimulan la sudoracion. Las vaporizaciones son empleadas en afecciones
del sistema respiratorio; como ungtiento topico la resina es utilizada para sanar heridas, desinfectar
y ayuda en la cicatrizacion del ombligo en los recién nacidos (Bolt, 2012).

Otros estudios, en los que se han utilizado extractos de frutos de L. styraciflua, han
detectado que dichos extractos poseen compuestos (triterpénicos de tipo lupano y oleanano) con
caracteristicas quimiopreventivas y antitumorales contra el cancer de piel, en pruebas preliminares
hechas in vivo e in vitro sobre carcinomas de piel de raton (Fukuda et al., 2005).

Ademas de los usos antes mencionados, la resina de L. styraciflua podria ser utilizada en
un futuro no muy lejano para combatir enfermedades como la hipertensién (Ohno et al., 2008),
gracias a la actividad de compuestos que la conforman, tales como el bencil benzoato y bencil
cinamato.

En un estudio etnobotanico de los usos de la resina de Liquidambar orientalis hecho en
Turquia, en la region de Marmaris y en las islas aledafias a esta region, ubicadas al este del mar
Egeo, se reporta que es empleada para combatir las ulceras, el dolor de estomago, asi como su uso
en heridas y cortaduras (Girdal et al., 2013). En otro analisis de la resina de L. orientalis
desarrollado también en Turquia, acerca de su eficacia en la cicatrizacion y formacion de epitelio
en cerdos (Ocsel et al., 2012), se encontrd que la resina promueve la formacién de tejido del
epitelio en los porcinos que participaron en el estudio.

Algunos otros estudios hechos en L. orientalis describen un efecto inhibidor del
crecimiento sobre algunas especies microbianas como Bacillus brevis, Bacillus cereus, Bacillus

subtilis, Corynebacterium xerosis, Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis, Klebsiella
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pneumoniae, Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatis, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Staphylococcus aureus (Sagdig et al., 2005).

L. orientalis también es eficaz como agente conservante de la madera, contra el ataque de
algunos hongos basidiomicetos (Kartal et al., 2012), asi como también en el control de nematodos,
debido a que el aceite esencial de esta especie presenta actividad nematicida sobre
Bursaphelenchus xylophilus, un nematodo que ocasiona la enfermedad de marchitamiento del pino
(Kim et al., 2008).

La medicina tradicional china frecuentemente menciona el uso de L. orientalis en las
recetas de mezclas curativas para el control de cierto tipo de afecciones, que incluyen el tratamiento
de convulsiones en infantes, asi como accidentes cerebro vasculares (Jeon et al., 2011). Una
medicina china empleada para este tipo de enfermedades fue modificada y denominada
KSOP1009, por un grupo de investigacion en Corea. La nueva férmula compuesta consiste de
extractos etandlicos de ocho hierbas, que incluyd resina de L. orientalis, semilla de Myristica
fragrans, rizoma de Cnidium officinale, madera de Santalum album, frutos de Piper longum,
botones florales de Eugenia caryophyllata, polen de Typha orientalis y la raiz de Salvia
miltiorrhyza. Se hicieron experimentos con KSOP1009 en ratones transgénicos (Tg-
APPswe/PS1dE9) los cuales sobreexpresan las proteinas APP y PS1 (Jeon et al., 2011). APP es la
proteina precursora del péptido B-amiloide, principal componente de las placas amiloideas del
tejido cerebral en pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer. PS1 presinilina o
presenilinasa (PS1) forma un grupo de proteinas encargadas de regular el procesamiento de la
proteina APP, mediante la y-secretasa, la cual degrada APP. En el estudio con KSOP1009 se probd

su eficacia, al comprobar que ralentizo el deterioro de la memoria de los ratones, ocasionada por
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el beta-amiloide, y disminuy0 los niveles y la deposicion de placas de beta-amiloide, en el cerebro
de los ratones Tg-APPswe/PS1dE9 (Jeon et al., 2011).
2.9 Resinas

Las resinas son un tipo de exudado vegetal insoluble en agua, que se endurece cuando es
expuesto al aire (Langenheim, 2003). Son productos del metabolismo secundario de las plantas,
que sirven de defensa contra parasitos, herbivoros o polinizadores (Zulak et al., 2010).

La mayoria de las plantas producen resinas, sin embargo son producidas en mayores
cantidades por las gimnospermas, aunque algunas angiospermas dicotiledoneas los llegan a
producir. Se generan cuando los arboles son heridos, lacerados o desgarrados y su utilidad dentro
de los mismos es como agente coagulante y protector para cerrar heridas. Asi mismo, evitan que
se pierda la savia o que penetren algunos organismos patdgenos o en respuesta a algin depredador,
herbivoro o bacteria (Martin et. al., 2002).

Las resinas estdn formadas por una mezcla liposoluble de compuestos volatiles y no
volatiles como terpenos (mono y sesquiterpenos) y/o compuestos fendlicos que no forman parte
del metabolismo primario (Leonhardt, 2011). Sin embargo, la composicion quimica de las resinas
no siempre es la misma, varia dentro de cada especie vegetal, en cada estacion del afio, en el estado
de desarrollo de la planta, incluso individualmente, en cada parte de la planta y en respuesta al
ataque de herbivoros (Leonhardt, 2011).

No todos los exudados que expele y produce una planta son resinas, muchas veces son
confundidos con ceras, gomas, mucilagos, aceites y latex (Cuadro 2). Cada uno de estos
compuestos difiere de las resinas en su composicion y estructura quimica, asi como en el tipo de
estructura secretora, ruta metabodlica de biosintesis y funcion dentro de la misma planta

(Langenheim, 2003).
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Cuadro 2. Caracteristicas de resinas, gomas, mucilagos, aceites, ceras y latex. Tomado y modificado de
Langenheim, 2003.

Principales - ..
P Solubilidad Tejido secretor
compuestos
Canales resiniferos,
. Terpenoides; Soluble en bolsillos, cavidades,
Resinas e . .
Compuestos fendlicos lipidos tricomas, ductos,
células epidérmicas
Gomas Polisacéridos Soluble en agua Cavidades
Idioblastos, células
Mucilagos Polisacéridos Soluble en agua epidérmicas, tricomas,
ductos, cavidades
. Acidos grasos y Soluble en .
Aceites . i Ninguno
Glicerol lipidos g
Acidos grasos .
e Células no
Ceras esterificados con Solu_ble en especializadas de la
alcoholes de cadena lipidos . )
epidermis
larga
Mezcla compleja que
puede incluir:
, Terpenoides, Soluble en -
Latex P - - Laticiferos
compuestos fenolicos, lipidos
proteinas,

carbohidratos, etc.

2.10 Estructuras secretoras de resinas

La sintesis de resina ocurre en estructuras de secrecion interna llamadas ductos. Dichas
estructuras estan llenas de células de parénquima, denominadas células epiteliales. Este tipo de
compartimentos son mas comunes en las coniferas, aunque pueden encontrarse en algunos arboles
tropicales de las angiospermas. Se clasifican de acuerdo a la forma en la que se encuentran
ordenadas las células de parenquima. Si el ducto se elonga, se nombra canal, si es redondeado se
denomina bolsillo o quiste, y si se llega a alargar y tomar una forma irregular se llama cavidad

(Langenheim, 2003).
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Los arboles cuentan con un nimero de canales resiniferos que esta determinado por la
especie vegetal, sin embargo la cantidad de los canales resiniferos suele aumentar, debido a heridas
o dafios causados en la corteza. Ademés de las lesiones, sustancias como las auxinas pueden
inducir la formacion de canales resiniferos. Si se aplican de manera externa causan la formacion
de nuevos canales resiniferos, a nivel del xilema secundario, por una intensa actividad del cambium

vascular (Fanh, 1988).

2.11 Compuestos quimicos que forman a las resinas

Las resinas son compuestos quimicos aromaticos mezclados con aceites volatiles,
insolubles en agua. Como se menciond anteriormente los principales compuestos presentes en las
resinas son los terpenoides y los compuestos fendlicos, ambos son sintetizados por rutas diferentes
en el metabolismo secundario (Figura 5). Mientras que los terpenoides se sintetizan por la ruta del
acido mevaldnico o la ruta de la deoxixilulosa-5-fosfato, los compuestos fenolicos pueden
producirse a través de la ruta del acido shikimico y la ruta del &cido mal6nico (Langenheim, 2003).

En la naturaleza las resinas generalmente estan formadas por dos fracciones de compuestos
quimicos, la fraccion volatil y la fraccion no volatil. A la fraccion volatil de cualquier resina, se le
conoce como aceite esencial, y esta constituida principalmente por monoterpenos y sesquiterpenos,
mientras que la fraccion no volatil que es la resina en sentido estricto; la forman los diterpenos y
triterpenos. Pero no en todas las familias de plantas, la resina estd asociada a aceites esenciales

(Langenheim 2003).
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Metabolismo primario del carbono

Eritro-4-fosfato / \ 3-fosfoglicerato

Fosfoenolpiruvato .
piruv Piruvato ———

/ Deoxixilulosa-5-fosfato

Acetil CoA
Ruta del acido shikimico  Ruta del acido  Ruta del acido Ruta de
' malonico mevalonico deoxixilulosa
S 5-fosfato
Fenilalanina
Ruta de fenilpropanoide
Con’lp.uestos RESINAS Terpenos
fenolicos
----------------------------------- Metabolismo secundario del carbono oS

Figura 5. Biosintesis de metabolitos secundarios que forman a las resinas. Se puede observar la
conexion entre el metabolismo primario y secundario entre los compuestos y procesos (Tomado y
modificado de Langenheim, 2003).
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2.11.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son una mezcla de compuestos quimicos y volatiles asociados entre
si, que incluyen a los monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos. Todos los 6rganos de las plantas
pueden contener aceites esenciales; por ejemplo, los podemos encontrar en las flores, frutos o en
la madera de muchas plantas (Can Baser, 2007; Pallardy, 2007). Son producidos por células
glandulares, tricomas o pelos glandulares, flores, hojas, tallos, y conductos especializados en tallos
y hojas (Fanh 1988; Pallardy, 2007). Las plantas usualmente los sintetizan, debido a que sirven
como defensa contra infecciones o parasitos, 0 son generados en respuesta a condiciones de estrés
(Can Baser, 2007).

Existen diversos métodos para la extraccion de aceites esenciales de los diferentes érganos
en las plantas; la eleccion del método utilizado depende de cada situacion en particular, asi como

de la naturaleza de las muestras (Can Bager, 2007; Handa et al., 2008).

2.11.2 Caracteristicas organolépticas y valor acido en los aceites esenciales

Al transcurrir el tiempo los aceites esenciales envejecen y con ello hay un incremento de
los acidos libres. Este incremento se debe a la oxidacion de los aldehidos y la hidrolisis de ésteres
que forman cantidades equivalentes de &cidos organicos.

El valor acido es una medida o valor que determina la calidad de los aceites esenciales,
indicando la edad y estado de deterioro de un aceite. Sirve de referencia para saber si usar o no, un
aceite esencial. Asi mismo nos ayuda a saber cuanto tiempo mas puede estar almacenado. En los
aceites que no presentan un deterioro aparente, la cantidad de acidos libres es menor. Dicha medida
se basa en la cuantificacion por un método colorimétrico de la cantidad de acidos libres presentes

en un aceite esencial (Williams, 1996).
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Se mide como la cantidad en miligramos de KOH (Hidroxido de potasio) requeridos para
neutralizar a los acidos libres en 1 g de aceite esencial (Williams, 1996). “Una solucién 1M de
KOH contiene 56.1 g/l de KOH, cantidad necesaria para neutralizar los acidos libres presentes en
10 g de aceite esencial; dada esta premisa 1 g de aceite esencial requiere 0.561 mg de solucién
KOH, para la neutralizacion de los acidos libres presentes” (Williams, 1996).

Este método utiliza el reactivo de fenolftaleina, debido a que en soluciones acidas es
incoloro, en soluciones neutras ligeramente rosa y en soluciones alcalinas rosa brillante, lo que lo

convierte en un perfecto método colorimétrico cualitativo.

2.11.3 Terpenoides

Los terpenoides son hidrocarburos aromaticos, formados por unidades de cinco carbonos
denominadas isoprenos; a estas unidades comunmente se les Ilama isoprenoides (Croteau et al.,
2000; Can Baser, 2007; Pallardy, 2007). Se encuentran presentes en todos los organismos vivos.
Los primeros miembros de esta familia de compuestos fueron aislados de la trementina (Croteau
et al., 2000). A los terpenoides se les clasifica segun el nimero de unidades de isopreno con las
que cuenta, asi podemos tener a los monoterpenos, formados por dos unidades de isopreno
(C10H16), los sesquiterpenos que cuentan con tres unidades de isopreno (CisH2s), los diterpenos
que poseen cuatro unidades de isopreno (CxoHs), y asi sucesivamente (Croteau et al., 2000;
Langenheim, 2003; Pallardy, 2007).

Los terpenoides pueden ser sintetizados a través de dos moléculas precursoras, el
isoprenildifosfato y dimetilalildifosfato (IPP y DMAPP por sus siglas en inglés). Estos precursores
son sintetizados a partir de tres moléculas de acetil coenzima A, a través de la ruta clasica del acido
mevalonico o ruta del mevalonato, la cual se lleva a cabo en el citosol y es la ruta responsable de

la sintesis de sesquiterpenoides (Croteau et al., 2000; Can Baser, 2007).
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Existe otra ruta propuesta para la sintesis de estos precursores de terpenoides. Dicha ruta
involucra a la 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato es conocida como la ruta no dependiente de
mevalonato o ruta de la deoxixilulosa fosfato. Esta ruta se lleva a cabo en los cloroplastos y es la
encargada de la sintesis de mono y di terpenos (Croteau et al., 2000; Can Baser, 2007).

2.11.4 Compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos o fenoles se distinguen quimicamente de otros compuestos, por
presentar un grupo hidroxilo, unido a un anillo aromatico, el benceno (Vermerris & Nicholson,
2006). Una gran variedad de compuestos estan clasificados dentro de los compuestos fenolicos, de
los cuales podemos mencionar, a los &cidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, chalconas, auronas,
flavonas, leucoantocianidinas, antocianidinas, antocianinas, benzofenonas, estilbenos, xantonas,
betacianinas, lignanos, taninos hidrolizables y condensados, entre otros (Vermerris & Nicholson,
2006). La ruta de sintesis de estos compuestos es la ruta del &cido shikimico o ruta del shikimato
(Lattanzio, 2013).

La funcion de los fenoles en las plantas se remonta a muchos afios de evolucion, ya que se
sabe que estos compuestos forman parte de la principal defensa contra los diferentes tipos de estrés
ambiental, como defensa contra los rayos ultravioleta, estrés hidrico y el ataque de herbivoros y
patogenos.

2.11.5 Taninos

Los taninos son los compuestos de mayor peso molecular, que se encuentran en el grupo
de los compuestos fenolicos. Se clasifican en taninos hidrolizables y taninos condensados, aunque
existe una reciente clasificacion que incluye a los florotaninos, que estan presentes en algunas

especies de algas (Lattanzio, 2013). La caracteristica mas importante de los taninos, es su
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capacidad para precipitar proteinas. Asi mismo, le confieren astringencia a las plantas que los
contienen, y asi constituyen en una excelente defensa contra los herbivoros.

Los taninos condensados también conocidos como proantocianidinas, son un tipo de
compuesto fendlico cuya principal caracteristica es la capacidad que tienen para precipitar
proteinas (Vermerris & Nicholson, 2006; Salminen & Karonen, 2011) y causar interferencia en la
absorcion de las mismas, también funcionan como mecanismo de proteccion contra depredadores.
Son caracteristicos de especies lefiosas (Taiz & Zeiger, 2002), abundantes en especies como
Quercus spp. y Castanea spp. (Vermerris & Nicholson, 2006).

Pueden encontrarse en hojas, en cortezas y en los frutos, méas especificamente en células
de la epidermis de las hojas, glandulas dérmicas, células de corteza de corcho, en el latex, en los
rayos medulares que forman los troncos de los &rboles, asi como en el duramen, en el parénquima
de las células y en conductos de resina (McNair, 1930; Langenheim, 2003; VVermerris & Nicholson,
2006; Fromm, 2013). Ademaés de encontrarse en los canales resiniferos, McNair (1930) reporto la
presencia de taninos en la resina de arboles de la familia Hamamelidaceae, como una caracteristica
muy particular de esta familia de angiospermas. Debido a este dato importante, se decidié analizar
la presencia de taninos condensados en las resinas de liquidambar.

El analisis de taninos generalmente utiliza técnicas colorimétricas, como la técnica de
butanol-HCI (butanol-acido clorhidrico) utilizada en el presente trabajo. Dicha técnica es un
método comunmente empleado en el anélisis de taninos condesados (Barbehenn & Constabel,
2011; Salminen & Karonen, 2011). Sin embargo, la coloracion obtenida durante el proceso de
determinacion varia de acuerdo a las estructuras quimicas especificas de cada tanino (Barbehenn

& Constabel 2011).
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2.12 Composicion quimica de la resina de Liquidambar styraciflua

Dentro de los estudios quimicos que se han hecho a las dos fracciones que forman a la
resina de liquiddmbar (fraccion volatil y no volatil), Bolt (2012) menciona que esta constituida por
esterol, &cido cinamico, estiracina, estoresina y un grupo alcohol complejo.

La SCCP (Scientific Committee on Consumer Products) de la Comision Europea, en un
apartado de opinidn sobre los extractos, balsamos y aceites de L. styraciflua, menciona una serie
de compuestos como componentes principales del balsamo del extracto de Liquidambar: &cidos
cindmico y benzoico con sus respectivos esteres, alfa y beta estoresina, con su éster cindmico,
estiracina, etil-fenil-propil cinamato, cinamato de bencilo, acido cindmico libre, un aceite levogiro
y trazas de vanillina (SCCP, 2005).

El nombre comercial que se le da a la resina de liquiddmbar es storax o styrax. La comision
mencionada diferencia storax americano, storax hondurefio, storax asiatico, storax turco, entre
otras, dependiendo del sitio de donde es proveniente la resina de liquidambar (SCCP, 2005).

2.13 Extraccion de las resinas

La mayoria de los métodos utilizados para la extraccion de resina, ya sea de pino o
liqguiddmbar requieren herir o lacerar la corteza del arbol (Purata, 2008; Reitzenstein, 2007). De
esta forma se produce cierto tipo de estrés en la planta, que desemboca en la activacion del
metabolismo secundario y estimula la produccion del exudado.

La extraccion de la resina que mayormente se conoce es la que se emplea en pinos y
copales. Este proceso requiere de conocimiento previo y de precision al momento de hacer las
incisiones en el tronco de los arboles (Linares & Bye, 2008; Purata, 2008). De preferencia se
seleccionan los arboles més robustos y sanos. La extraccion no es extensiva en un solo arbol, ya

que hay periodos en los que se deja descansar y cicatrizar, el llamado tiempo de recuperacion, que
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dura entre 2-3 afios en especies de copales y pinos (Linares y Bye, 2008). En el caso de L.
styraciflua se menciona que el periodo de recuperacion es de 5 afios y solo se aprovechan arboles
con més de 20 afios de edad (Reitzenstein, 2007).

La mejor época de colecta de resina en pinos es la época de secas 0 sequia, debido a que
hay mejores condiciones para los recolectores para acceder a los sitios de colecta (Arias-Toledo et
al., 2006), mientras que para el copal (Purata, 2008) y el liquiddmbar la época de lluvias es mejor
por la cantidad de resina recolectada (Reitzenstein, 2007). En los arboles de liquidambar antes del
periodo de lluvias se hacen canoas 0 pozos sobre la corteza de los arboles, para después de dos

meses ir al sitio donde estan los arboles lacerados y asi recolectar la resina (Reitzenstein, 2007).

2.14 Mercado de resinas en México y el mundo

Las resinas explotadas en México tanto la resina del copal como la de los pinos se han
devaluado enormemente. En 2005 en Nuevo San Juan Parangaricutiro Michoacéan, poblacion
dedicada a la recoleccién de resina de pino, el precio por litro de resina era $4.20 pesos. En
promedio en esta comunidad se ha registrado que un pino produce un kilo de resina al mes,
dependiendo del nimero de cortes verticales hechos en el fuste del arbol. En esta misma
comunidad se registré una produccion de 1000 toneladas en 1998 y de 500 toneladas durante el
2004 (Arias-Toledo et al., 2006).

En comparacion con el precio de la resina de pino, la resina de liquiddmbar tiene un mayor
valor de comercializacion. El precio a menudeo de 1 kilo de resina de venta en un sitio de internet

oscila en $148.67 doélares (http://www.scents-of-earth.com/storax.html).

Los productores de resina de liquiddmbar en Honduras llegan a obtener de 2.7-5.4 kg de

resina por arbol al afio. Un ejemplo en cifras, en una comunidad en Honduras que cuenta con 1000
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arboles grandes de liquidambar, se puede obtener un ingreso de $813,758.4 ddlares al afio
(Reitzenstein, 2007).

En Meéxico, en la actualidad, el liquiddmbar es una especie que solo se explota
maderablemente en algunos lugares. Su resina no es utilizada como en otros paises
centroamericanos como Honduras, donde su extraccion es muy apreciada por el alto valor
econodmico en el mercado Europeo y en Estados Unidos. En estos paises se utilizan en la industria
cosmética, en la industria de la perfumeria y en la aromaterapia (Reitzenstein, 2007; Gutiérrez,
2011).

Las cifras presentadas nos dan una idea més clara del valor econémico de la resina de
liguidambar en el extranjero. Es por ello que el estudio de la extraccion y produccién de forma
sostenible de este recurso natural, es de suma importancia para el desarrollo econémico de las
comunidades rurales (Reitzenstein, 2007; Gutiérrez, 2011). Si se hace en forma adecuada

representa una estrategia de manejo sustentable del BMM.

2.15 Gestion sustentable de productos no maderables

La utilizacion de los productos no maderables a escala mundial representa una alternativa
de manejo sustentable de los recursos naturales de los bosques, ya que al ser utilizados se promueve
la menor extraccion de los recursos maderables para la comercializacion. Asi mismo, los recursos
forestales no maderables tales como la resina, son una fuente importante de ingresos economicos.

La informacion compilada por la FAO (2010) demuestra la importancia de promover el
uso de los recursos forestales no maderables e incluirlos en programas de desarrollo nacionales,
ya que contribuyen en la disminucion de la pobreza en las comunidades forestales. Ademas son
una herramienta en los programas de desarrollo rural y en las estrategias de conservacion de los

bosques. En comunidades forestales de Honduras la comercializacion de la resina de liquidambar,
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representa un producto forestal no maderable de mayor significancia en su economia (Reitzenstein,
2007).

En Honduras, se han desarrollado algunas reglas para la extraccion sustentable. Se extrae
resina solo de arboles con al menos 20 afios de edad, los cuales tienen periodos de descanso de 5
afios para la cicatrizacion de las heridas producidas para la extraccion (Reitzenstein, 2007).
Ligquidambar por si misma es una especie con una elevada resistencia y rapida cicatrizacion lo que
contribuye a que los periodos de descanso no sean tan largos.

“La sostenibilidad o sustentabilidad en el manejo forestal es alcanzable a diferentes escalas
y por diferentes actores. Para ello no existe un modelo o receta, sino diversas herramientas y
practicas que, adaptadas a situaciones y contextos particulares, ayudan a alcanzar esta meta” (FAO,
2010).

Las comunidades que cuentan con industrias sostenibles procuran introducir mejoras en
todas las esferas de la comunidad, como la eficiencia energética, los procesos de produccién con
reduccion de residuos de todo tipo y conservacion de los recursos naturales, la utilizacion de
materiales inocuos y amigables ecolégicamente, condiciones laborales seguras y capacitacion de
los recursos humanos. La sostenibilidad econdémica debe ser una parte esencial de estas
consideraciones, dado que las mejoras continuas en la productividad y la rentabilidad son

requisitos fundamentales para la viabilidad economica de la industria a largo plazo (FAO, 2011).
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3 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la composicion quimica de la resina y del aceite esencial de la resina de
Liquidambar styraciflua.
3.1 Objetivos particulares
e Determinar la variacion en la composicion quimica de las resinas y de los aceites esenciales
en resinas de L. styraciflua, en dos temporadas de recolecta.
e Determinar la variabilidad en la composicion quimica de las resinas de L. styraciflua
debido a la localizacion de los sitios de recolecta.
e Determinar las diferencias en la composicion quimica de las resinas de L. styraciflua en

arboles parasitados y no parasitados.

4 HIPOTESIS

1.- La localizacién y estacionalidad (época de colecta) afectan la concentracién y los tipos de
metabolitos secundarios, que forman la resina y el aceite esencial de la resina de Liquidambar
styraciflua L.

2.- La parasitosis de Phoradendron falcifer Kuijt. modifica la composicion quimica de la resina

de L. styraciflua
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5 MATERIALES Y METODOS
Las muestras de resina utilizadas en el presente proyecto fueron recolectadas en cuatro
comunidades inmersas en tres municipios del estado de Hidalgo; Calnali, Tianguistengo y

Zacualtipan.

5.1 Area de estudio

Los sitios donde se recolect6 la resina de L. styraciflua estan ubicados en el estado de
Hidalgo, en cuatro predios situados en los municipios de Calnali, Tianguistengo y Zacualtipan.
Los sitios de colecta se encuentran situados a diferentes altitudes dentro de cada municipio. Las
comunidades muestreadas fueron: Santa Lucia y Xochimilco en el municipio de Calnali; ejido
Tianguistengo, cercano a la cabecera municipal de Tianguistengo; ejido Xalapa, cercano a la
cabecera municipal de Zacualtipan.

Los sitios muestreados forman parte de una porcién de BMM, que fisiograficamente
corresponde a la zona noreste del estado de Hidalgo, y la subprovincia del Carso huasteco, inmersa
en la Sierra Madre Oriental. La region del Carso huasteco esta caracterizada por sierras. Las areas
de menor elevacion se ubican en la parte norte y noreste del estado y forman la region que se
conoce como “La huasteca Hidalguense”. La Sierra Madre esta surcada por los cafiones de los rios
Moctezuma y Amajac. Debido a la complejidad de esta region con numerosas sierras y su
exposicion a los vientos alisios provenientes del Golfo de México las condiciones se vuelven
propicias para el crecimiento y desarrollo del BMM, puesto que las elevaciones sirven como

barrera de los vientos (Monterroso-Rivas, 2009).
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5.1.1 Municipio de Calnali

El municipio de Calnali se encuentra ubicado en la sierra del estado de Hidalgo (Figura 6),
situado a 20° 50’ y 20° 59’ latitud norte, 98° 35' y 98° 41 longitud oeste, a una altitud entre 200
y 1600 m. Estd localizado a 28 km del municipio de Molango, muy cercano a Lolotla y
Xochicoatlan, municipios que también se ubican dentro de la sierra hidalguense. Limita al norte,
con los municipios de Tlanchinol, Huazalingo y Yahualica; al este con los municipios de Yahualica
y Tianguistengo, al sur, con los municipios de Tianguistengo y Xochicoatlan; al oeste, con los
municipios de Lolotla y Tlanchinol. La poblacion consta de 16,962 habitantes; la actividad
primaria es la agricultura (INEGI, 2009a).

Los climas que predominan son, semicalido himedo con lluvias todo el afio (84%) y
templado himedo con lluvias todo el afio (16%). La temperatura oscila entre 16-24 °C, con
precipitaciones anuales de 1900-2200 mm. El tipo de vegetacién dominante es bosque, con una
porcion de selva; el resto de la porcion de suelo lo ocupa la zona urbana y la agricultura (INEGI,
2009a).

Cuadro 3. Datos sobre algunas actividades primarias de Calnali. Fuente INEGI 2013.

CALNALI
2005 2011 2011
Sup. agricultura (km?) Sup. sembrada total (ha) Sup. cosechada total (ha)
65.65 7,599 7,599

Cuadro 4. Cifras sobre la superficie de bosque y algunas actividades forestales en Calnali. Fuente

INEGI 2013.
CALNALI
2005 2011 2011 2011
Sup. de bosque  Vol. de produccion forestal "
(km?) maderable (m?) Sup. reforestada (ha)  Arboles plantados
43.19 0 60 34,250
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Figura 6. Mapa de usos de suelo del municipio de Calnali en el estado de Hidalgo. En el mapa
pueden observarse la ubicacion de los predios “Xochimilco” y “La Ciénega”. Imagen Salvador

Esparza. Fuente CONABIO 2011.
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5.1.2 Municipio de Tianguistengo

Se ubica geograficamente en el estado de Hidalgo a 20° 40’ y 20° 54’ de latitud norte y 98°
25’de longitud oeste, a una altitud entre 300 y 2100 m. Colinda al norte con los municipios de
Xochicoatlan y Calnali (Figura 7); al este con el municipio de Yahualica y el estado de Veracruz;
al sur von Veracruz y Zacualtipan; al oeste con Zacualtipdn y Xochicoatlan. La poblacidn total de
Tianguistengo es de 14,037 habitantes, la principal actividad econdmica es la agricultura, seguida
de la industria de manufactura (INEGI, 2009b).

En este municipio predominan tres tipos de clima; templado himedo con lluvias todo el
afio (48%), semicalido himedo con lluvias todo el afio (44%) y templado himedo con abundantes
lluvias en verano (8%). La temperatura es de 12-24 °C y presenta precipitacion anual de 1900-
2100 mm. Cuenta con dos tipos de vegetacion, bosque y selva, siendo en mayor proporcion el
primero (INEGI, 2009b).

Cuadro 5. Datos sobre algunas actividades primarias de Tianguistengo. Fuente INEGI 2013.

TIANGUISTENGO

2005 2011 2011
Sup. agricultura(km?) Sup. sembrada total (ha) Sup. cosechada total (ha)
67.06 4,920 4,920

Cuadro 6. Cifras sobre la superficie de bosque y algunas actividades forestales en Tianguistengo.

Fuente INEGI 2013.

TIANGUISTENGO

2005 2011 2011 2011
Sup. de Vol. de produccion Sup. reforestada "
Bosque (km?)  forestal maderable (m®) (ha) Arboles plantados

63.46 0 5 3,000
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Figura 7. Mapa de uso de suelo del municipio de Tianguistengo en el estado de Hidalgo. En el

mapa puede observarse la ubicacion geografica del predio “Tzacuala y los Amoladeros”. Imagen

Salvador Esparza. Fuente CONABIO 2011.
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5.1.3 Municipio de Zacualtipan

Esté ubicado en el estado de Hidalgo en los paralelos 20° 33’ y 20° 45” de latitud norte en
los meridianos 98° 25’ y 98° 43’ de longitud oeste a una altitud entre 500 y 300 m. Colinda al
norte con Tianguistengo y el estado de Veracruz (Figura 8); al sur con el estado de Veracruz y los
municipios de San Agustin Metzquititlan y Metztitlan; al oeste con los municipios de Metztitlan y
Xochiatipan. Zacualtipan ocupa el 1.31% de la superficie del estado (INEGI, 2009c); ocupa el
segundo lugar en numero de habitantes en la region de la huasteca hidalguense, con un total de
25,987 habitantes hasta el afio de 2005 (Monterroso-Rivas 2009). Para el afio 2010 se registraron
32,437 habitantes (INEGI, 2010).

Zacualtipan es de los municipios de la regién de la huasteca hidalguense con menor
marginacion, ocupa el lugar 1750 (de 2440) a nivel nacional. Tan solo el 14% de su poblacion es
analfabeta en personas de 15 afios 0 mas, el 35% de sus pobladores no culminaron sus estudios de
primaria. El 66% de la poblacion econédmicamente activa recibe ingresos de hasta 2 salarios
minimos. Zacualtipan es el municipio con mayor numero de poblacién econmicamente activa de
la region de la huasteca en Hidalgo.

En el rubro de servicios solo el 7% de la poblacidén no cuenta con servicio de luz, drenaje
ni excusado, y un 11% no tiene acceso a servicios de agua entubada (Monterroso-Rivas, 2009).

En Zacualtipan el mayor aprovechamiento de los recursos naturales es a través de la
agricultura semindémada, cuyo cultivo principal es el maiz (Zea mays L), seguido del frijol
(Phaseolus vulgaris L.), chile (Capsicum annuum L.), tomate de cascara (Physalis philadelphica

Lam.), entre otros.
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Liquidambar es una de las especies forestales explotadas comercialmente en esta region
del estado de Hidalgo. Se utiliza en la fabricacion de palillos, abate lenguas y en algunas ocasiones
para madera serrada (Monterroso-Rivas, 2009).

El BMM de este municipio se encuentra inmerso dentro de la Sierra Madre oriental y la
Huasteca hidalguense. EI BMM de Zacualtipan abarca un total de 30,148 hectareas; esta formado
por tres estratos arboreos: alto que abarca arboles de 20-40 m, el mediano de 8-20 my el bajo de
2-8 m. Existe un listado floristico para esta zona en conjunto con el municipio de Eloxochitlan. La
flora estd formada por 110 familias, 266 géneros y 394 especies, siendo el grupo de las
dicotiledéneas el de mayor abundancia, seguido por las monocotiledoneas, pteridofitas y
gimnospermas (Alcantara-Ayala y Luna-Vega, 2001 citado en Monterroso-Rivas, 2009).

En los ejidos de Tzincoatlan y Tizapan, inmersos dentro del municipio de Zacualtipan,
Liquiddmbar styraciflua, es la especie dominante, con arboles de més de 20 m de altura
(Monterroso-Rivas, 2009).

Cuadro 7. Datos sobre algunas actividades primarias de Zacualtipan. Fuente INEGI 2013.

ZACUALTIPAN

2005 2011 2011
Sup. de agricultura (km?) Sup. sembrada total (ha) Sup. cosechada total (ha)
72.26 1,498 1,498

Cuadro 8. Cifras sobre la superficie de bosque y algunas actividades forestales en Zacualtipan.

Fuente INEGI 2013.

ZACUALTIPAN

2005 2011 2011 2011
Sup. de Vol. de produccion forestal <
bosque (km?) maderable (m?) Sup. reforestada (ha) Arboles plantados
142.52 14,057 33 33
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puede observarse la ubicacion geografica del predio “Xalapa”. Imagen Salvador Esparza. Fuente

CONABIO 2011.
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5.2 Desarrollo del proyecto de investigacion

El trabajo de investigacion se dividio en dos partes. La primera fue la fase de campo, en la
que se recolectaron las muestras de resina y se determind el grado de parasitosis de los arboles de
L. styraciflua L. por efecto de Phoradendron falcifer Kuijt. La segunda consistio en el analisis de
laboratorio, para la caracterizacion quimica de las resinas.
5.2.1 Fase de campo

La recolecta de resinas se efectud en dos temporadas durante el 2013, en los meses de enero
y junio correspondientes a las temporadas de sequia y lluvia, respectivamente. Se muestred un
total de 21 arboles, ubicados a diferentes altitudes en cada una de las comunidades visitadas
(Cuadro 8), estas fueron: Matlatenco (Tianguistengo), Santa Lucia (Calnali), Tecpaco (Calnali) y

Xalapa (Zacualtipan).

Cuadro 9. Relacion de arboles muestreados por comunidad en Hidalgo.

Altitud No.

Municipio  Comunidad Predio (m) Coordenadas Arboles

Tianguistengo  Matlatenco  12acualaylos 1379 a0 44’ 59570980352 44.17 10
Amoladeros

Calnali Santa Lucia La Ciénega 762 20° 55’ 43.27;98° 35” 44.1” 3
Tecpaco Xochimilco 1398 20° 55’ 21.07; 98° 35° 42.6” 4

Zacualtipan Xalapa Xalapa 1480 20°40° 34.17; 98° 31’ 56.7” 4
TOTAL 21

*a.= latitud norte; b= longitud oeste.

Meses antes de la recoleccion de resinas a varios arboles se les realizaron incisiones y cortes
de canoa para inducir la produccién de las resinas. Se eligieron aquellos arboles que presentaron

resina al momento de la recoleccién en campo. Algunos de esos arboles fueron tratados durante
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abril de 2012 (Figura 9 y 10), con inyecciones de acido-2-cloroetilfosfonico (comunmente llamado
Etefon). Asi mismo, se eligieron arboles que no se inyectaron pero fueron perforados y presentaron

canoas extractivas durante la misma época (comunicacion personal Cibrian, 2012).

Figura 9. Arbol de Liquidambar styraciflua perforado y tratado con inyecciones de Etefon,

ubicado en el predio Xochimilco del municipio de Calnali. Fotografia Fatima Rasgado.

Figura 10. Arboles de Liquidambar styraciflua con canoa de resinacion. A) Arbol ubicado en el
predio la Ciénega del municipio de Calnali; B) Arbol ubicado en el predio Xalapa del municipio

de Tianguistengo. Fotografia Fatima Rasgado.
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Las resinas se recolectaron con una espéatula de acero inoxidable, en algunos casos se utilizo
la ayuda de abate lenguas (Figura 11). Para las perforaciones con mayor profundidad en el fuste,
se utilizaron jeringas de 10 mL acopladas a una aguja hipodérmica reutilizable para ganado bovino
(Figura 12). Las muestras de cada arbol se depositaron en recipientes de vidrio. Durante la
extraccion de cada muestra la espatula y jeringa utilizadas se limpiaron con etanol al 100% para
evitar contaminacion entre muestras. En el caso de los abate lenguas, se usé uno por arbol
muestreado. Posteriormente las muestras se cerraron herméticamente y se mantuvieron a

temperatura ambiente (Anexo 1).

Figura 11. Pasos en la recoleccion de resina en arboles perforados de Liquidambar styraciflua. A)
Se aflojo el tapdn de plastico que cubria a la perforacion; B) con ayuda de un desarmador y un
martillo se removid el tapon; C) el tapon de plastico se retird finalmente; D) se introdujo la espatula
para remover la resina solida generada en la perforacion; E) en algunos casos se extrajeron las
resinas con ayuda de abate lenguas; F) la resina colectada se depositd en los recipientes

correspondientes. Fotografia Fatima Rasgado.
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Figura 12. Recoleccion de resina de L. styraciflua, con jeringa acoplada a una aguja hipodérmica

para ganado bovino. Fotografia Fatima Rasgado.

El cuadro 10 muestra los nombres de los predios y las denominaciones que se usan a

continuacion para las muestras.

Cuadro 10. Nombres asignados a las muestras de resina para el anlisis en laboratorio.

S . Denominacion utilizada en el Arboles
Municipio Predio i
analisis muestreados

. i Tzacuala y los . .
Tianguistengo Amoladeros Tianguistengo 10
Calnali La Ciénega Santa Lucia 3
Xochimilco Xochimilco 4
Zacualtipan Xalapa Xalapa 4
TOTAL 21
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5.2.1.1 Determinacion del grado de parasitosis de los arboles de L. styraciflua

Para determinar el grado de parasitosis de los arboles muestreados se utilizé el sistema de
evaluacion de seis clases propuesta por Hawskworth (Hawskworth, 1977), usado generalmente
para evaluar arboles infestados por muérdagos enanos. Este sistema evalUa de forma cualitativa la
parasitosis de arboles infectados con muérdago; plantea dividir la copa del arbol en tres fracciones
(Figura 13A), cada una de ellas se evalla por separado. Se otorgan valores que van de cero a dos,
de acuerdo al grado de parasitosis que se observe para cada fraccion de la copa del arbol, al final
se suman los valores designados a cada fraccion y se obtiene una cifra del grado de parasitosis
total del arbol (Figura 13B). Los valores del grado de parasitosis total por arbol con valores de 1-
2 se clasificaron como arboles con nivel de infeccion leve. Valores de 3-4 se tomaron como un

nivel de infeccién moderado y valores de 5-6 como infeccion severa (CONAFOR 2007).

Valor Grado de parasitosis
0 Sin infestacion visible

Medianamente infestado: la
1  mitad o menos del total de las
ramas estan infestadas

Muy infestado: mas de la mitad
2 del total de ramas estan
infestadas

‘Ejemplo:

Fraccion del arbol Valor
1 tercio
- 2 tercio
A | 3 tercio
Liquidambar styraciflua ; Sumatoria

Figura 13. Determinacion en campo del grado de parasitosis de Phoradendron falcifer sobre
arboles de Liquidambar styraciflua, segln la escala de Hawskworth. A) Fraccionamiento de la
copa del arbol en tres secciones. B) Valores cualitativos de la escala y ejemplo de su uso en campo.
Fotografia Fatima Rasgado.
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5.3 Analisis fitoquimico de la resina de Liquidambar styraciflua

Para el analisis quimico de las resinas se efectuaron pruebas preliminares para la
determinacion del disolvente a utilizar en la extraccion de la resina, también se describieron las
caracteristicas organolépticas de las resinas. Asi mismo, se hicieron diversos ensayos para

determinar los metabolitos secundarios presentes y se determiné el grado de acidez.

5.3.1 Material vegetal
El material vegetal analizado consistié en muestras de resina provenientes de 21 arboles de
L. styraciflua, colectadas en tres municipios del estado de Hidalgo, durante dos épocas de colecta

(sequia y lluvia) (ver la seccidn sobre la fase de campo, 5.2.1).

5.3.2 Preparacion de los extractos

Las pruebas preliminares para extraccion de resinas, se hicieron probando tres disolventes,
diclorometano (CH3Cly), etanol (C2HsO) y hexano (C¢H14), grado analitico (J.T Baker®). Se tomd
1 mg de resina y se diluyé en 5 mL de disolvente.

Las muestras se extrajeron tres veces con 50 mL de diclorometano, el tiempo transcurrido
para la primera extraccién fue de 72 h. En las dos extracciones restantes las muestras se dejaron
extraer 24 h.

Después de la extraccion las muestras se filtraron con papel filtro Whatman® de poro 110
um previamente saturado con diclorometano. Las tres extracciones se colectaron en un recipiente
y se secaron con sulfato de sodio anhidro (Na2SO4 marca J.T Baker®), posteriormente se filtraron
con una bomba de vacio. Con el equipo de rota evaporacion (Blichi® B-480) se evapord la mayor
cantidad de solvente posible. El residuo obtenido se coloco en viales de vidrio transparente de 1
mL con fondo plano y tapa de goma. Los viales se dejaron abiertos a temperatura ambiente por 24

h, para eliminar el resto del disolvente.
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5.4 Descripcion de las caracteristicas organolépticas de resinas de Liquidambar
styraciflua
Los parametros a describir fueron el olor, color, estado de agregacion y apariencia de cada
una de las muestras para las dos temporadas de colecta, tanto antes como después de ser extraidas

con diclorometano (Anexos 2, 3y 4).

5.5 Cromatografia en capa fina

Se utilizd el método descrito por Wagner & Blandt (2001) para la determinacion de
compuestos en aceites esenciales en cromatografia en capa fina. Como fase estacionaria se
utilizaron placas de aluminio de 20 cm de largo por 20 cm de ancho, cubiertas por gel de silice 60
con un espesor de 0.20 mm (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG®).

Las placas fueron marcadas con una linea horizontal en cada extremo opuesto, la distancia
entre ambas lineas fue de 18 cm, correspondientes a la distancia recorrida por el disolvente. Una
de las lineas sirvié como referencia para el punto de aplicacion de las muestras, la distancia entre
ellas fue de 1.0 cm. Se tomaron 5 mg de resina de cada muestra que se disolvieron en 500 pL de
diclorometano, se tom6 una porcion de la dilucidn y se aplicd con capilares de vidrio sobre las
placas cromatograficas.

Los cromatogramas se desarrollaron en posicion ascendente, en una camara de vidrio para
CCF, saturada durante 30 min con la mezcla de solventes de la fase movil. La fase movil estuvo
formada de una mezcla de tolueno y acetato de etilo (ambos grado analitico J.T. Baker®), en
proporcion 93:7 v/v. Se uso vanillina-acido sulfurico (VAS: mezcla de una solucion etandlica de
vanillina al 1% y una solucion etanolica de acido sulfurico al 10%) como reactivo de derivacion

en los cromatogramas. Después de la derivacion las placas se colocaron en un horno previamente
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calentado a 110 °C, durante 5-10 min hasta observar las bandas (compuestos). Los compuestos
fueron detectados con luz UV (254 nm) proveniente de una camara de luz UV especial para CCF.

Las bandas mas representativas se identificaron visualmente y se marcaron. Se calculd el
Rf de cada banda, el valor de Rf se report6 de acuerdo a un intervalo que abarc6 desde el menor
hasta el mayor valor, y de acuerdo a su presencia en la muestra de cada comunidad, para cada
época de colecta. Dado que se identificaron los compuestos quimicos en el analisis por CG-EM de
los aceites esenciales extraidos de las resinas, no se utilizaron compuestos de referencia en los

cromatogramas.

5.6 Valor acido

Este método se baso en la determinacion del valor &cido en aceites esenciales descrito por
Williams (1996) y se aplicé a las resinas colectadas.

Para la evaluacién de este parametro de calidad, se hicieron dos repeticiones para cada
muestra. Se pesaron 5 mg de cada resina, a las que se les afiadié 200 pL de etanol (grado analitico
J.T. Baker®), cada muestra se agitd por un minuto, posteriormente se agregaron 100 pL de
solucién alcohdlica de fenolftaleina (J.T. Baker®) al 0.1%. Finalmente se titularon con solucion
de hidréxido de potasio 0.1 M.

Para calcular el valor acido, se utilizo la ecuacion descrita por la Norma Oficial Mexicana

(NMX-F-101-SCFI-2012) para la determinacion de acidos grasos:

VA (Vol. de KOH para titular x Normalidad de la sol. KOH)(5.61)
e g de resina

Donde V.A. = Valor 4cido de la muestra analizada.
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5.7 Fenoles totales

Para este analisis utilizamos el método descrito por Folin y Ciocalteu en 1927, dicha técnica
fue modificada para las resinas y se hicieron andlisis preliminares. Una vez estandarizada la técnica
se tomd 5 mg de cada muestra de resina, se agregd 2 mL de agua destilada, posteriormente cada
muestra fue agitada por un minuto; seguidamente se afiadié 1 mL de solucion acuosa de reactivo
de Folin-Ciocalteu (en proporcion 1:1), después de un minuto de haber agregado el reactivo de
Folin y antes de transcurridos ocho minutos, se afiadié 2 mL de solucion de Na2COs (carbonato de
sodio) al 20% Yy nuevamente se agito cada muestra por alrededor de un minuto.

Después de procesar las muestras se dejaron en obscuridad total por un periodo de dos h 'y
posteriormente se leyo la absorbancia en un espectrofotometro (JENWAY® 6305) a una
absorbancia de 760 nm.

El blanco consistio en una mezcla de 2 mL de agua destilada. Se afiadié 1 mL de reactivo
de Folin y 2 mL de carbonato de sodio, sin contenido de muestra.

Para la cuantificacion de los fenoles totales, se elabor6 una curva de calibracion a partir de
una solucion de acido galico (CsH2 (OH); COOH), a concentracion de 20 pug mL™ de la cual se

obtuvo la ecuacion de la recta obtenida al graficar la curva de calibracion.

5.8 Taninos condensados

En la determinacion de taninos condensados se utilizd la técnica de Butanol-Acido
clorhidrico, tambien llamada técnica del butanol acido, descrita por Scalbert (Scalbert, 1989 citado
en Velmerris y Nicholson, 2008), la cual fue modificada para las resinas analizadas.

Se utilizaron 5 mg de resina disueltos en 2 mL de etanol (grado analitico J.T. Baker®),
posteriormente se agregd 5 mL de solucion de FeSQOs (sulfato ferroso) disuelto en C4H100-HCI

(butanol-acido clorhidrico) en proporcion 3:2 respectivamente. Las muestras se agitaron por 30 s
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y se colocaron durante 15 min a bafio Maria previamente calentado a 95°C. Transcurrido este
tiempo las muestras se dejaron enfriar durante 5 minutos y posteriormente se leyé la absorbancia
a 530 nm. Para el blanco se tomaron 4 mL de etanol a los cuales se agregaron 10 mL de solucion
de sulfato ferroso disuelto en butanol-acido clorhidrico, posteriormente se le aplicd el mismo
tratamiento que a las muestras de resina.

La concentracion de taninos condensados se puede determinar a partir del coeficiente de
extincion molar (*mol= 34700 L mol™ cm™). Sin embargo, en este trabajo se prepard una curva de
calibracion con catequinas.

La curva de calibracion se hizo a partir de una solucién madre con una concentracion de
catequinas de 20 g mL. Se realizaron varias diluciones utilizando desde 0-700 pL de la solucion
madre de catequinas y siguiendo el mismo procedimiento que se le dio a las muestras de resina.
Para obtener la concentracion de taninos condensados de las muestras de resina, se utilizo la

ecuacion de la recta obtenida al graficar la curva de calibracion.

5.9 Extraccion de aceites esenciales de resinas de Liquidambar styraciflua

La destilacion por arrastre de vapor fue el método utilizado para extraer aceites esenciales
de las resinas. Inicialmente se penso destilar la resina de cada arbol muestreado, sin embargo, no
en todos los casos se contd con la cantidad de muestra suficiente para ser destilada. Por ello se
decidi6 agrupar todas las muestras de resina de cada comunidad por cada época de colecta y con
ello se tuvo un total de 7 muestras. En la comunidad de Santa Lucia sdlo se obtuvo aceite esencial
para la época de sequia (Cuadro 10).

Para la hidrodestilacion se utilizé un sistema de tipo Clevenger. Cada muestra de resina se
sometié unos cuantos minutos a bafio maria a una temperatura de entre 25-30 °C, hasta que las

resinas estuvieran en estado liquido aparente. Seguidamente, las muestras se colocaron dentro de
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un matraz de bola con capacidad de 100 mL; posteriormente se agregaron tres perlas de ebullicion
y un agitador magnético pequefio dentro del matraz y se afiadieron 30 mL de agua destilada.

El equipo se montd sobre una placa calefactora acoplada a una placa de agitacion
magnética. Cada muestra permanecio en agitacion constante a 90°C, por un periodo de 4 h
continuas a partir de la ebullicion. Transcurrido este tiempo, la emulsion de agua y aceite formada
fue recuperada y posteriormente colocada dentro de un embudo de separacion. Se hicieron tres
lavados con 50 mL de diclorometano; el diclorometano recuperado se concentrd en un rotavapor
Bichi B-480® a 30°C, hasta evaporar la mayor cantidad de disolvente posible. El aceite obtenido
se coloco en frascos de vidrio ambar de 1 mL, se dejé evaporar el resto del disolvente durante 24
h a temperatura ambiente en una campana de extraccion. Posteriormente se peso y almacen6 a 4°C
hasta el momento de su analisis por CG-EM.

El rendimiento de aceite se reporté como porcentaje de aceite esencial. Este porcentaje se
obtuvo multiplicando el peso del aceite libre de solvente por 100, y dividiéndolo entre el peso del
material vegetal. Asi mismo, se calcularon la media y desviacion estandar del rendimiento de aceite
esencial obtenido en cada comunidad, sin tomar en cuenta la época de colecta. Con la finalidad de

observar que comunidad fue la mas productiva.

Cuadro 11. Cantidad de resina utilizada en la extraccion de aceites esenciales, por cada comunidad

en cada epoca de colecta.

SEQUIA LLUVIA
Comunidad Resina (g) Resina (9)
Tianguistengo 33.94 48.65
Santa Lucia 4.80 0
Xochimilco 22.74 8.89
Xalapa 9.11 19.00
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5.10 Analisis de aceites esenciales por cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria
de masas (CG-EM)

Para el anélisis de los aceites esenciales se utilizé la técnica de CG-EM. Durante el analisis
se utiliz6 un cromatografo Agilent Technologies® 6890 Series, acoplado a un detector de masas
HP 5973. El sistema CG-EM us6 una columna HP-5MS (5% fenil, 95% polidimetilsiloxano); con
longitud de 30 m; didmetro interno 1.D. 0.250 mm; grosor de la fase estacionaria 0.25 um (J & W
Scientific Columns from Agilent Technologies®). Se utilizd Helio como gas acarreador con un
grado de pureza de 99.9 % a un flujo de 1 mL min™; la temperatura del horno comenzé en 60°C y
aumentd 1°C min? hasta alcanzar una temperatura de 220°C, en donde se mantuvo durante 3
min.

La temperatura del inyector en modo “splitless” fue de 250°C, a 7.96 psi; la temperatura
de interfase fue de 280°C. Para el detector de masas, la temperatura de la fuente de iones fue de
230°C y la del cuadrupolo de 250°C. La energia de ionizacion fue de 70 eV. Cada muestra de
aceite esencial se inyectd dos veces (1 pL cada vez, de una mezcla con proporcién 95:5 de
diclorometano-aceite esencial, respectivamente), en las condiciones mencionadas anteriormente.

En la validacion e identificacion de los compuestos presentes en los aceites, se utiliz6 una
mezcla de n-alcanos (de C8-C40 carbonos marca Supelco Analitical®), para calcular los indices
de Kovats.

Los indices de Kovats se calcularon a partir de la formula de Van de Dool y Kratz

(Hubschmann, 2009):

(t'r)x — (t'r)c

Ik =100 - C+ 100
(t'R)c+1—(t'r)c
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Donde C es el nimero de carbonos en el compuesto, (t'z)x es el tiempo de retencion
corregido de los compuestos, el cual se calculé usando un compuesto de bajo tiempo de retencion
(tolueno), el tiempo de retencidn de este compuesto se restd al tiempo de retencion de los n-
alcanos y picos de muestra; (t'z)c + 1 es el tiempo de retencién corregido del alcano después del
pico de interés, y (t'g)c es el tiempo de retencién corregido del alcano antes del mismo pico

(Hibschmann, 2009).

5.11 Analisis estadistico

Se hicieron dos analisis diferentes, el primer analisis determin0 el efecto de las temporadas
de colecta y la localizacién de las comunidades, sobre la concentracion de los metabolitos. Este
analisis involucré como variables, las concentraciones de fenoles totales y taninos condensados
obtenidas por época de colecta y por cada comunidad. Los datos de la concentracion se obtuvieron
a partir de ecuaciones aplicadas a las curvas de calibracion con acido galico (fenoles totales) y
catequinas (taninos condensados). Por otro lado, también se analiz6 la calidad de las resinas,
tomando como medida de calidad el valor &cido obtenido por época de colecta y por cada
comunidad.

El segundo analisis se hizo para determinar el efecto de la parasitosis y la temporada de
colecta, sobre la concentracion de fenoles totales y taninos condensados, asi como la calidad de
las resinas en el valor &cido. Para este analisis solo se tomé en cuenta a la comunidad de
Tianguistengo, ya que fue la inica comunidad con el mismo nimero de arboles parasitados y no
parasitados.

En los dos analisis los datos se analizaron mediante el procedimiento MIXED del programa

estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute Inc. Campus Drive, Cary, North Caroline USA),
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acoplado con el programa pdmix800 para SAS, ajustando las medias a una prueba de Tukey-

Kramer.

6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Parasitosis en arboles de Liquidambar styraciflua

De los 21 arboles muestreados de Liquidambar, 8 arboles no presentaron parasitosis por P.
falcifer, 5 los cuales se encuentran en Tianguistengo y 3 en Santa Lucia. De los 13 arboles que
presentaron diferentes grados de parasitosis, solo 2 arboles tuvieron el maximo nivel de infestacion
(grado 5, en una escala de 0-5); dichos individuos se ubicaron en las comunidades de Xochimilco
y Xalapa (Cuadro 11).

En el estado de Hidalgo se tiene reportado a Phoradendron falcifer sobre arboles de
Liquidambar styraciflua en un gradiente altitudinal de 903-1993 m (Cibrian-Tovar y Cibrian-
Llanderal, 2011). Estos datos concuerdan con los recabados en el presente trabajo, para los
municipios muestreados en Hidalgo, donde se encontraron arboles parasitados por P. falcifer en
altitudes de 1398 m (Xochimilco, Calnali), 1379 m (Tianguistengo) y 1480 m (Xalapa,
Zacualtipan). Esto sugiere que en los sitios muestreados P. falcifer no modifico para 2013 el patrén
de desplazamiento en el intervalo de altitudes reportadas en 2011 para el estado de Hidalgo.

En los estados de Querétaro y Michoacan también se ha reportado la presencia de P. falcifer
sobre L. styraciflua, en altitudes desde 1550-2100 m (Rzedowski y Calderén-Rzedowski, 2011) y
2370 m (Vazquez-Collazo et al., 2006) respectivamente.

En Querétaro y Michoacéan P. falcifer ha rebasado los valores altitudinales reportados en

Hidalgo, lo que indica que podria encontrarse en sitios a mayor altitud.

53



Cuadro 12. Evaluacion de la infeccion de Phoradendron falcifer en arboles de Liquidambar

styraciflua.
Evaluacion de infeccion por P. falcifer en arboles de L. styraciflua
Comunidad No. 1/3 de 2/3 de 3/3 de Nivel de,infeccién del

Arbol copa copa copa arbol
1 1 1 1 3
2 1 1 0 2

3 0 0 0 0*

4 0 0 0 0*

: : 5 0 0 0 0*
Tianguistengo 6 0 1 1 5
7 1 1 0 2
8 1 1 1 3

9 0 0 0 0*

10 0 0 0 0*
1 0 1 0 1

- 2 2 2 1 5**
Xochimilco 3 0 1 1 )
4 2 2 0 4
1 0 0 0 0
Santa Lucia 2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
1 1 2 0 3
2 1 1 0 2
Xalapa 3 ) , 1 5 *x

4 1 1 0 2

Nota: *Arboles que no presentaron parasitosis. **Arboles parasitados con mayor grado de infestacion. 0= sin infestacion; 1-2=
infestacion leve; 3-4= infestacion moderada; 5-6= infestacion severa. Arboles con grado de infeccion de 1-2 son susceptibles a
tratamiento de poda de saneamiento. Arboles con grado de infeccidn de 3-6 requieren un programa de manejo (CONAFOR, 2007).

6.2 Rendimiento de resinas
Se escogid al diclorometano como solvente para la maceraciéon de las muestras, por su

capacidad para diluir a las resinas.
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Se esperaba encontrar diferencias en la cantidad total de resina cosechada (rendimiento)
entre las comunidades, debido a que el nimero de individuos muestreados no fue el mismo en cada
una. Tianguistengo fue la comunidad con més individuos (10 arboles) y de la que se obtuvo mayor
cantidad de resina en las dos colectas. En la época de colecta, también se esperaba encontrar
diferencias, sin embargo, el andlisis estadistico no mostr6 diferencias significativas en el
rendimiento de resina entre comunidades, asi como entre las épocas de colecta y en la interaccion

de estas dos variables (Figura 14 y Cuadro 13).

I Santa [Lucia
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B Xochimilco
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Figura 14. Rendimiento de resinas de L. styraciflua, colectadas en dos temporadas, sequia y
lluvia, provenientes de diferentes comunidades del estado de Hidalgo. Las lineas sobre las barras
representan la media del total de resina colectada por comunidad. Barras sin superindice en comun

son significativamente diferentes (P<0.05).
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Cuadro 13. Rendimiento de resinas de Liquidambar styraciflua colectadas en época de sequia y lluvia.

Epoca Santa Lucia Tianguistengo Xochimilco Xalapa P>

Sequia 1.652a+1.803 3.444a+0.988 6.452a+1.562 2.328a+1.562 0.135

Lluvia 0.689a+1.803 4.916a+0.988 2.273a+1.562 4.723a+1.562 0.135

*Se reportan la media y el error estandar para cada comunidad, en cada época de colecta. Medias sin superindice en comin son
significativamente diferentes (P<0.05). El nimero de arboles muestreados varié en cada comunidad (Tianguistengo 10 muestras,
Santa Lucia 3 muestras, Xochimilco 4 muestras y Xalapa 4 muestras).

En Honduras la mayor produccidn de resina se obtiene en la temporada de lluvias que inicia
en el mes de junio y termina en diciembre, a partir de junio mensualmente los recolectores llegan
a los rodales de liquidambar y hacen entre 5 a 7 colectas, con un promedio de 6 colectas hasta el
mes de diciembre (Reitzenstein, 2007). Desafortunadamente estos datos no presentan un analisis
estadistico que pudiera compararse con los datos del rendimiento de resina obtenidos en el presente
trabajo. Sin embargo, la época de colecta con mayor rendimiento de resina en Honduras concuerda
con la época de mayor rendimiento en Hidalgo.

Aungue nuestro analisis estadistico no demuestra diferencias en las variables analizadas
(Figura 20), no podemos dejar de lado el hecho de que cuando se trabaja con modelos bioldgicos
como los arboles, existen diversos factores ambientales que podrian influir en la produccion de
resina, independientemente de las variables consideradas.

Una causa importante a tomar en cuenta son los llamados factores intrinsecos que afectan
a cada arbol, tales como la tension de la madera, lesiones internas, entre otras, que pueden
ocasionar la formacion de canales resiniferos (Langenheim, 2003; Fanh, 1990; Evert, 2006 citado
en Fromm, 2013; Lee & Eom, 1988 citado en Gardiner, et al., 2014). Asi mismo, las diferencias

dasométricas entre los arboles, asi como el nimero de canoas o perforaciones, fueron parametros
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que no se tomaron en cuenta en este trabajo y que quizas podrian influir en el rendimiento de
resina.

Otro factor para tomar en cuenta en el rendimiento de resinas es la evolucion en las plantas.
Se sabe que las gimnospermas tienen un mayor porcentaje de produccion de resinas que va de 0.8
al 25%, con respecto a las angiospermas que presentan valores de 0.7 al 3% (Pallardy, 2007).

En Honduras, es comdn encontrar diferencias en el volumen de resina colectada por arbol
de L. styraciflua, debido a factores como la edad, tamafio y vitalidad de los arboles (Reitzenstein,
2007). Otro de los factores que influyen en el volumen de resina cosechada, segin lo que
mencionan los recolectores de resina en Honduras, es la formacion de venas o bolsas de resina en
los troncos de los arboles de liquidambar, como respuesta a heridas internas, (Reitzenstein, 2007).
6.3 Caracteristicas organolépticas de las resinas de Liquidambar styraciflua

Los elementos cualitativos que se observaron en las resinas antes de procesar incluyeron el
contenido de impurezas y cuerpos extrafios, estado de agregacion, olor y color. Casi todas las
muestras de resina presentaron componentes diferentes a su naturaleza, tales como trozos de
corteza del mismo arbol (Figura 15). Algunas partes de la corteza presentaron hongos en la
superficie, a su vez se encontro pelo de vaca y sedimentos de particulas obscuras no identificadas.
La mayoria de las muestras se recolectaron es estado semisélido, aunque algunas fueron solidas.
Los colores que presentaron fueron amarillo claro, café obscuro, miel, ambar, blanco y café muy
obscuro casi negro. El olor predominante en todas las muestras en las dos épocas de colecta fue el
que es caracteristico de la resina (Anexo 2 y Anexo 3).

Las caracteristicas de las resinas sin procesar, como la viscosidad y el estado fisico,

concuerdan con las caracteristicas fisicas reportadas para la resina en crudo de L. styraciflua
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producida en Honduras (Gutiérrez, 2011), ésta también es viscosa y puede ser semisolida; respecto
al color, sélo se reporta una coloracion marrén y no se menciona el olor.

La FAO en su publicacién sobre productos forestales no maderables (Ciesla, 2002),
describe a la resina de L. styraciflua como pegajosa, café y semisolida. La FAO (1995) indic6 en
un capitulo referente a gomas, latex y resinas, que la calidad de la resina de L. styraciflua es de
mejor calidad que la que se ofrece comercialmente en Asia, correspondiente a la especie

Liquidambar orientalis.

Figura 15. Resinas de Liguidambar styraciflua sin procesar, colectadas en época de sequia.
Pueden observarse algunas impurezas en las muestras provenientes de Tianguistengo, Hidalgo.

Fotografia Fatima Rasgado.

Después de ser procesadas con diclorometano, la mayoria de las resinas fueron levemente
viscosas en las dos temporadas de colecta (Figura 16). Sin embargo, cuatro muestras presentaron

mayor viscosidad, T4 (Tianguistengo), Xo4 (Xochimilco) y Xall (Xalapa) en época de sequia y

58



StI3 (Santa Lucia) en época de lluvia. Sélo cinco muestras presentaron un estado casi sélido o
semisalido, que corresponden a las muestras T4 y T10 (Tianguistengo), Xo02 y Xo4 (Xochimilco)
y Xall (Xalapa), todas de la época de lluvia (Anexo 4).

Los colores de la época de sequia fueron &mbar, café obscuro, amarillo-ambar, rojo-ambar
y ambar con residuos de resina blanca. Para la época de lluvia los colores observados fueron
amarillo-d&mbar, amarillo claro, rojo-a&mbar, café obscuro y café claro (Anexo 4). El olor
predominante en las muestras tanto en sequia como en lluvia, fue el caracteristico de las resinas
con notas de olor a miel y algunas presentaron notas a madera.

La viscosidad y el estado fisico de las resinas procesadas concuerdan con las descripciones
de resinas que se comercializan en diversos sitios en internet. Asi mismo presentan variacion en el
color y olor, tal como lo describen algunos proveedores de resinas en el mercado (Cuadro 14).
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Figura 16. Resinas procesadas de L. styraciflua, colectadas en época de sequia. En esta imagen
puede apreciarse la coloracion particular de muestras provenientes de Tianguistengo. De izquierda
a derecha las muestras corresponden a los arboles de 1-5 y de arriba hacia abajo a los arboles 6-

10. Fotografia Fatima Rasgado.

59



Cuadro 14. Caracteristicas fisicas y organolépticas de resinas de Liquidambar styraciflua, que se

comercializan por en diversos sitios en internet.

Estado

Producto Viscosidad fisico Color Olor Empresa proveedora
Penta International Corporation
Extracto de i P . Dulce/ 50 Okner Parkway, Livinsgton, New
resina de Liquido Café resinoso Jersey 07039, USA.
styrax www.pentamfg.com
Dulce/ The John D. Walsh Company, Inc.
Styrax resina Viscoso  Liquido Marron palido  floral y 25 Executive Parkway, Ringwood,

de Honduras New Jersey 07456, USA.

picante www.johndwalsh.com
P:Iriclgc:o Olibanum, una divisién de Graziani
Honduras i Liquido Rojizo/Amarillo del Via Karol Wojtila No.6, Zona
styrax gum q claro . industrial Pian di Laura, Lorenzana,
ambar . . .
gris Pisa 56043, Italia. www.olibanum.net
Storax resina Semi- Notas a Soma Luna LLC.
de Honduras Viscoso liquido Obscuro miel Bloomington, Indiana 47402, USA.
www.somaluna.com
Sigma-Aldrich Quimica S. de R.L. de
. C.V.
Styrax resina ;1o 06s0 Liquido Ambar - Parque Industrial Toluca 2000, calle 6

de Honduras Norte No.107, Toluca 50200, México.

www.sigmaaldrich.com/mexico.html

6.4 Cromatografia en capa fina

En la cromatografia en capa fina se emple6 el método descrito por Wagner & Bladt (2001)
para la identificacion de compuestos presentes en aceites esenciales, los cuales generalmente
contienen alcoholes terpénicos, aldehidos, cetonas, esteres y derivados del fenilpropano. Esta
técnica también ha sido utilizada en la determinacion de estos mismos compuestos en balsamos,
gomas y oleorresinas (Wagner & Bladt 2001).

Los resultados de la derivacion con vainillina-acido sulfurico (VAS), mostraron que en las
resinas de Hidalgo, hay mayor nimero de bandas en época de sequia (Figura 17), con respecto a
la época de lluvia. Esto significa que estas muestras contienen un mayor nimero de compuestos

quimicos.
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Se observo que las muestras de resina provenientes de la misma comunidad (Figura 18)

mostraron mayor similitud en el nimero y color de banda durante la época de Iluvia que en sequia.
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Figura 17. Cromatogramas de resinas de Liquidambar styraciflua, colectadas en época de sequia.
Las muestras de resina de cada comunidad, estan colocadas segun el orden de aparicion. A) T1-

T10, Tianguistengo y Stl1-StI3 Santa Lucia. B) Xal1-Xal4, Xalapa. X01-Xo04, Xochimilco.
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Figura 18. Cromatogramas de resinas de Liquidambar styraciflua, colectadas en época de lluvia.
Las muestras de resina de cada comunidad, estan colocadas segun el orden de aparicion. A) T1-

T10, Tianguistengo. B) Stl1-Stl3, Santa Lucia; X01-Xo04, Xochimilco; Xall-Xal4, Xalapa.
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Cuadro 15. Numero de bandas encontradas en los cromatogramas por CCF de resinas de
Liquidambar styraciflua. Se presentan los datos de resinas provenientes de cada arbol por

comunidad, en la época de sequia y lluvia.

Arbol por comunidad Sequia  Lluvia
Tl 16 6
T2 13 8
T3 14 9
T4 14 7
T5 20 9
T6 11 8
T7 13 7
T8 13 7
T9 16 8

T10 15 8
Stl1 12 8
Stl2 12 8
Stl3 13 8
Xol 19 7
Xo2 16 7
Xo3 11 7
Xo4 13 7
Xall 14 7
Xal2 15 7
Xal3 13 7
Xal4 17 7

Nota: Las abreviaturas con letra y nimero corresponden al sitio y nimero de arbol muestreados respectivamente; Stl: Santa Lucia,
arboles del 1-3; T: Tianguistengo, arboles del 1-10; Xo: Xochimilco, arboles del 1-4; Xal: Xalapa, arboles del 1-4.

En sequia tres bandas estuvieron presentes en todas las comunidades (Cuadro 16), las
cuales corresponden a bandas en color parpura (Rf entre 0.001-0.2), morado (Rf entre 0.2-0.3) y

magenta (Rf entre 0.65-0.7). En la temporada de lluvia se observaron cinco bandas sobresalientes
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en todas las comunidades (Cuadro 16), las bandas corresponden a los colores azul (Rf entre 0.08-
0.09), lila (Rf entre 0.09-0.12), morado (Rf entre 0.30-0.34), gris (Rf entre 0.21-.024) y magenta
(Rf entre 0.78-0.87).

Las muestras de Santa Lucia (Stl1, Stl2 y StI3) presentaron colores menos intensos en las
bandas de la época de sequia, con respecto a la época de lluvia. En época de sequia Stl1, StI2 y
Stl3 presentaron bandas en puarpura (Rf=0.006), azul (Rf=0.04), morado (Rf=0.20) y magenta
(Rf=0.70). En la misma época solo StI3 presentd una banda verde olivo (Rf=0.20); StI1 fue la
Unica muestra en presentar bandas en gris (Rf=0.26) y azul violeta (Rf=0.82); Stl1 y StiI3
presentaron una banda en lila (Rf=0.91). En la época de lluvia, Stl1, StI2 y StI3 mostraron bandas
en parpura (Rf=0.02), azul (Rf=0.08), lila (Rf=0.10), morado (Rf=0.32), gris (Rf=0.22) y magenta
(Rf=0.78). En esa misma época sélo Stl2 y Stl3 exhibieron una banda celeste (Rf=0.03). Mientras
que Stl1 fue la Unica en presentar una banda amarilla (Rf=0.04).

En Tianguistengo en la temporada de sequia T1 a T10 presentaron bandas en color purpura
(Rf= 0.01), verde olivo (Rf= 0.20), morado (Rf=0.22) y magenta (Rf=0.72). Durante la misma
temporada T1, T2, T3, T5, T6, T7, T8, T9 y T10 mostraron una banda azul (Rf=0.07); T2, T3, T4,
T6, T9 y T10 presentaron una banda gris (Rf=0.28). Una banda azul violeta (Rf=0.80) se observd
enT1, T2, T4, T5 T6, T7, T8, T9y T10, mientras que una banda lila (Rf=0.92) se presentd en T1,
T3, T5, T6, T7 y T10. En la época de lluvia no se encontraron diferencias en las bandas de T1-
T10, las bandas observadas fueron purpura (Rf=0.01), celeste (Rf=0.04), azul (Rf=0.08), lila
(Rf=0.11), morado (Rf=0.33), gris (Rf=0.24) y magenta (Rf=0.87).

Xochimilco present6 bandas con colores menos intensos durante la temporada de sequia.
En esta época las bandas observadas en Xo0l-Xo4 fueron parpura (Rf=0.001), azul (Rf=0.08),

verde olivo (Rf=0.18), morado (Rf=0.23) y magenta (Rf=0.7). Sélo una banda en azul violeta
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(Rf=0.8) estuvo presente en Xol y Xo02. En esta misma comunidad durante la época de lluvia se

observaron bandas en parpura (Rf=0.02), celeste (Rf=0.03), azul (Rf=0.08), lila (Rf=0.10), morado

(Rf=0.30), gris (Rf=0.22) y magenta (Rf=0.78).

Cuadro 16. Esquema de las bandas més representativas con su respectivo valor de Rf, encontradas

en los cromatogramas por CCF de las muestras de resina de Liquidambar styraciflua, colectadas

en época de sequia y lluvia.

Sequia Lluvia
Color Muestra Rf Muestra Rf
. Puarpura Todas 0.001-0.2 Presente en todas 0.01-0.03
@ Celeste * * La mayoria excepto 0.03-0.04
Stll
Amarillo * * Solo Stl1-St13 y Xall 0.04-0.06
La mayoria excepto T4,
‘ Azul Stll y Stl2 0.08-0.09 Todas 0.08-0.09
. Verde olivo La mayoria excepto Stll y 0.15-0.2 * *
Stl2
@ Lia * * Todas 0.09-0.12
. Morado Todas 0.2-03 Todas 0.30-0.34
La mayoria excepto T1,
. Gris T5, T7, T8, Stl2, StI3, 0.25-0.3 Todas 0.21-0.24
Xol-Xo4 y Xal4
‘ Magenta Todas 0.65-0.7 Todas 0.78-0.87
La mayoria excepto T3,
‘ Azul-violeta T6, St12, Stl3, Xo3, Xod y 0.7-0.8 * *
Xall-Xal3
. Sélo T1, T3, T5, T6, T10, & *
@ Lia Sl y Sti3 0.9-0.94
. Violeta Solo Xol-Xo4, Xall, Xal2 0.9-0.95 * N
y Xald

Nota: Los asteriscos indican que no se encontrd la banda en el cromatograma durante esa época de colecta. Los colores de las
bandas se obtuvieron después de utilizar vanillina-acido sulfarico como reactivo de derivacion. Las condiciones de la CCF se
mencionan en el texto, los colores que aparecen en el cuadro pueden compararse con aquellos que presentan los cromatogramas
originales en las Figuras 21y 22.
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En Xalapa durante la época de sequia en Xall-Xal4 se encontraron bandas en pdrpura
(Rf=0.01), azul (Rf=0.08), verde olivo (Rf=0.19), morado (Rf=0.24), magenta (Rf= 0.7). Solo
Xall, Xal2 y Xal3 presentaron una banda en gris (Rf=0.3); Xal 4 fue la (inica muestra en presentar
una banda azul violeta (Rf=0.86); s6lo Xall, Xal2 y Xal4 presentaron una banda violeta (Rf=0.94).
En la época de lluvia Xall-Xal4 presentaron bandas en color purpura (Rf=0.02), celeste (Rf=0.04),
azul (Rf=0.08), lila (Rf=0.10), morado (Rf=0.31), gris (Rf=0.23) y magenta (Rf=0.79).

Son escasos los trabajos que mencionan el empleo de la cromatografia en capa fina aplicada
a resinas, balsamos y oleorresinas. Sin embargo, algunos exudados como el balsamo del Peru
(Myroxylon pereirae (Royle) Klotzsch), el balsamo de Tolu (Myroxylon balsamum (L.) Harms),
el benjui de Sumatra (Styrax benzoin Dryand.) y el benjui de Siam (Styrax tonkinensis (Pierre)
Craib ex Hartwich), han sido analizados con esta técnica, utilizando las mismas condiciones de
fase mavil y estacionaria (Wagner & Bladt 2001) utilizadas en el presente trabajo. Los balsamos
antes mencionados presentan algunos compuestos en comdn, entre si mismos y con especies del
género liquidambar como L. styraciflua y L. orientalis.

Algunos de esos compuestos son el acido cindmico, acido benzoico, cinamato de cinamilo,
benzoato de cinamilo, cinamato de propilo, benzoato de cumarilo, cinamato de coniferilo y
benzoato de bencilo, que pueden observarse en anélisis por cromatografia en capa fina. Estos
compuestos aparecen en formando bandas caracteristicas en colores azul y violeta (Cuadro 17),
cuando se usa como reactivo de derivacion VAS (Wagner & Bladt 2001). Nuestros cromatogramas
presentaron bandas que coinciden con los colores azul y violeta reportados para los compuestos

antes mencionados (Cuadro 16).
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Cuadro 17. Compuestos de referencia utilizados en CCF por Wagner & Bladt (2001), comparados

con las bandas y Rf de resinas de Liquidambar styraciflua de Hidalgo.

Compuesto de referencia Intervalo Bandaconla Intervalo de Rf de la
de Rf que coincide banda que coindice
Acido cinamico-acido benzoico 0.05-0.1 Parpura 0.001-0.2
Cinamato de cinamilo-cinamato de 0.25-0.3 Gris 0.25-0.3
propilo
Benzoato de bencilo-benzoato de 0.7-0.8 Azul-violeta 0.7-0.8
cinamilo

6.5 Valor acido

Se determino el valor acido de las resinas de L. styraciflua, con el propdsito de contar con
un analisis que midiera su calidad, previendo que a futuro estas puedan comercializarse en México.
En general este analisis es aplicado a cualquier tipo de aceite esencial. Sin embargo, en el caso de
L. styraciflua, la resina y no el aceite esencial es la forma més comdn de comercializacion de los
recolectores en Honduras (Reitzenstein, 2007; Gutiérrez, 2011), principal productor en América.
Esto se debe a que no todos los recolectores cuentan con los aparatos necesarios para extraer los
aceites esenciales.

Se observo que las resinas de la comunidad de Tianguistengo presentaron mayor valor
acido, que fue de 20.3, con respecto de las demas comunidades. Santa Lucia tuvo un valor acido
de 18.3, seguida de Xalapa con 16.4 y Xochimilco fue la comunidad con menor valor &cido 16.3.
Estos resultados no fueron significativamente diferentes.

El anélisis estadistico del valor acido por temporada de colecta sefial6 que en época de
lluvia se obtuvo mayor valor acido con respecto a la época de sequia. Estos datos mostraron
diferencias significativas (Figura 19). Por otro lado, en la comparacién estadistica de comunidad

y época de colecta, se observo que en sequia las resinas de Tianguistengo presentaron mayor valor
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acido (17.7), comparado con el de las otras comunidades, aunque estadisticamente no hubo

diferencias significativas entre ellas (Figura 20).

25 1

20 A

15 - b

Valor acido

10 A

Sequia Lluvia

Figura 19. Valor acido de las resinas evaluadas en dos temporadas de colecta, sequia y lluvia. Las
barras representan la media y las lineas sobre las barras el error estandar. Barras sin superindice

en comun son significativamente diferentes (P<0.05).
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Figura 20. Valor &cido de resinas, evaluacion entre comunidades y épocas de colecta. Las barras
representan la media y las lineas sobre las barras el error estandar. Barras sin superindice en comun

son significativamente diferentes (P<0.05).

No se encontraron diferencias significativas en el valor acido de las resinas entre
comunidades en la época de lluvia. Sin embargo, al comparar los valores obtenidos en sequia y
lluvia, el valor acido de Santa Lucia y Xochimilco fue significativamente mayor en lluvia respecto
a sequia (24.5 y 20.2 respectivamente), Tianguistengo y Xochimilco no presentaron diferencias
significativas entre épocas de colecta.

En general los resultados muestran una tendencia del efecto de la época de colecta sobre el
valor &cido de las resinas. La temporada de colecta parece tener mayor incidencia en el contenido

de acidos libres en las resinas de L. styraciflua, mas que el sitio de extraccion en las comunidades.
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Mientras la presencia de acidos libres en gran cantidad en las resinas disminuye la calidad
de las mismas, las cantidades absolutas encontradas en este trabajo no fueron altas, comparadas
con los datos reportados en la literatura. El valor acido reportado para la resina de liquiddmbar en
su version comercial denominada storax, es de 50-85 para la especie L. orientalis y de 36-85 para
L. styraciflua segin datos del sitio en internet ‘“pharmacopeia on line”
(http://www.uspbpep.com/us/usp32/pub/data /v32270/usp32nf27s0_m78290.html). En cualquier
caso, la época de sequia parece ser la mejor temporada para encontrar resinas de mejor calidad en
el estado de Hidalgo.

Algunos otros exudados similares al styrax, como el balsamo de Toll han presentado
valores de 100-160 (Gaud, 2008). Para el aceite destilado del mismo béalsamo se reporta un valor
acido de 24-80 (Burdock, 1997). En el caso del balsamo de Peru se reportan valores entre 56.2-83,
(Burdock, 2002). El valor &cido presentado por las resinas de L. styraciflua de Hidalgo tanto en
época de sequia como de lluvia, estd por debajo de los valores reportados para la resina de
Honduras, asi como de los balsamos antes mencionados. Es importante mencionar que el contenido
de &cidos libres en cualquier resina o aceite esencial, tiende a incrementar con el transcurso del
tiempo, debido a la oxidacion de los aldehidos y la hidrolisis de esteres (Williams, 1996).

6.6 Fenoles totales

La determinacion de fenoles totales es un analisis que se practica a resinas 0 gomas, asi
como especies de interés forestal, alimenticio o farmacéutico. Generalmente se evalGa la corteza
de los arboles, pero no las resinas directamente (Sultana et al., 2007; Aspé & Fernandez, 2011;
Sharma et al., 2013).

En las especies forestales, suelen existir depdsitos de compuestos fenolicos, los cuales se

observan en células del parénquima, asi como en los canales resiniferos, en la lamina media, en

70


http://www.uspbpep.com/us/usp32/pub/data%20/v32270/usp32nf27s0

espacios intercelulares y en la pared celular de los vasos y traqueidas (Grosser et al., 1974, citado
en Fromm, 2013; Koch et al., 2003; Kleist & Schmitt, 1999 citado en Fromm, 2013).
Conjuntamente con la presencia de compuestos fendlicos en los canales resiniferos, algunas resinas
pueden contener este tipo de compuestos. Estas resinas suelen denominarse resinas fendlicas y son
caracteristicas de las angiospermas; pueden ser secretadas desde el interior, 0 sobre la superficie
de las plantas (Langenheim, 2003).

La comunidad de Xalapa presentdé mayor concentracion de fenoles totales (65.3 ug mL™?),
con respecto a Xochimilco que presentd valores mas bajos (16.2 pug mL™1). Aln con estos valores,
la variabilidad entre las muestras fue tal que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las comunidades.

La concentracion de fenoles totales por época de colecta en todas las comunidades,
indicaron una mayor concentracién en la época de sequia, con respecto a la época de lluvia (73.2
y 28.4 ug mL respectivamente), esta diferencia entre épocas de colecta fue significativa (Figura
21).

En la Figura 22 se muestra que las comunidades de Tianguistengo, Xochimilco y Xalapa
presentaron mayor concentracion de fenoles totales durante la época de sequia (74.8, 77.8 y 110.5
ug.mlrespectivamente) con respecto a la época de lluvia, con diferencias altamente significativas.
Santa Lucia en cambio presenté mayor concentracion de fenoles totales en época de lluvia (65.2
ug mL?), con respecto a la época de sequia (29.8 pug mL™), sin embargo no se encontraron

diferencias significativas.
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Figura 21. Concentracion de fenoles totales en resinas de L. styraciflua de comunidades del estado
de Hidalgo, en dos temporadas de colecta, sequia y lluvia. Las barras representan la media y las
lineas sobre las barras el error estandar. Barras sin superindice en comun, son significativamente

diferentes (P<0.05).
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Figura 22. Concentracion de fenoles totales en resinas de L. styraciflua, entre épocas de colecta y
comunidades. Las barras representan la media y las lineas sobre las barras el error estandar. Barras

sin superindice en comun, son significativamente diferentes (P<0.05).
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Los resultados observados son muy variables, pero muestran un efecto de la época de
colecta sobre la concentracion de fenoles totales en las comunidades. Estos resultados pueden estar
relacionados a una suma de factores tanto ambientales como fisioldgicos y posiblemente genéticos,
los cuales pueden tener incidencia en la produccion en mayor o menor grado de este tipo de
metabolitos (Langenheim, 2003).

Debido a que el enfoque de este estudio fue la determinacion de los metabolitos en las
resinas de liquiddmbar, con los experimentos y resultados obtenidos no se puede afirmar que la
mayor concentracion de fenoles totales durante la época de sequia, se deba a una respuesta para
contender con el estrés hidrico de esta temporada del afio. Sin embargo, algunos autores mencionan
que la baja disponibilidad de agua en el ambiente debido a la sequia provoca cambios en el
metabolismo de las plantas, que pueden incrementar la concentracion de algunos metabolitos como

el acido shikimico, compuesto involucrado en la ruta del &cido shikimico, ruta de sintesis de los
compuestos fenolicos (Kaplan et al., 2004).

Al situarse en el contexto de un bosque mesofilo de montana es dificil imaginar que existan
condiciones de sequia en alguna época del afio, aunque dichas condiciones se presentan
(Rzedowski, 1978). Debido a la abundante humedad en estos ecosistemas, la temporada de sequia
no es tan notoria, ya que la humedad ambiental compensa la falta de agua en dicha temporada
(Gual-Diaz et al., 2014). Los bosques mesofilos de montafia en México, presentan diversas
caracteristicas ambientales segun la region donde se ubiquen (Gual-Diaz et al., 2014).

En lugares como la sierra del estado de Hidalgo, los bosques mesofilos presentan
estacionalidad, la cual es evidente debido a la existencia de especies deciduas o caducifolias, como
L. styraciflua (Gual-Diaz et al., 2014). Aparentemente la temporada de sequia en el BMM de

Hidalgo concuerda con la época de senescencia de L. styraciflua. Durante la senescencia ocurren
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diversos cambios a nivel fisiolégico y quimico, debido a que existe una descompensacion en la
cantidad de luz y carbono asimilados (Garcia-Plazaola et al., 2003). En época de sequia L.
styraciflua pierde casi todas sus hojas, y como sucede en algunas plantas deciduas antes de la
pérdida de hojas durante el otofio, existe una movilizacion de nutrientes que se encuentran en las
hojas, principalmente de nitrogeno. Dichos nutrientes son almacenados para la siguiente
temporada (Garcia-Plazaola et al., 2003; Marchin et al., 2010).

Se puede inferir que la mayor concentracion de los fenoles totales en las resinas durante la
sequia se deba a estrés fisico (Fromm, 2013), causado por el dafio a nivel de la corteza para inducir
la resinacién de los arboles. Este dafio localizado pudo haber generado alguna respuesta a nivel
fisiologico y celular, induciendo la formacion de nuevos canales resiniferos (Fahn, 1988; Fromm,
2013; Ruelle, 2014) y la sintesis de metabolitos.

Algunos estudios indican que el aumento en la temperatura ambiental puede impulsar la
actividad de las celulas meristematicas del cambium vascular, involucradas en la formacion de
nuevos canales resiniferos (Fahn, 1988; Fromm, 2013). Asi mismo, la variacion en los compuestos
quimicos y su concentracién en gimnospermas y angiospermas esta determinada por factores que
incluyen la respuesta de los arboles de manera individual, asi como dentro de la poblacion y entre
poblaciones, y a los diferentes factores abidticos (Langenheim, 2003).

Los compuestos fendlicos en las resinas de L. styraciflua, podrian estar jugando un papel
importante en la defensa contra patdgenos. Estos compuestos son ampliamente distribuidos en el
reino vegetal, dentro de sus funciones estan el proporcionar pigmentacion a las flores y proteger
contra la luz ultravioleta. Sin embargo, la funcién mas importante es servir de defensa contra
herbivoros y patdgenos, como hongos y bacterias (Langenheim, 2003; Velmerris & Nicholson,

2006; Mazid, Khan & Mohammad, 2011).
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6.7 Taninos condensados
Los resultados obtenidos sobre la concentraciéon de taninos condensados en resinas de L.
styraciflua, fueron muy consistentes. No se encontraron diferencias significativas por comunidad

ni por época de colecta (Figura 23 y 24).
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Figura 23. Concentracion de taninos condensados en resinas de Liquidambar styraciflua de
comunidades del estado de Hidalgo, evaluados en dos épocas de colecta, sequia y lluvia. Las barras
representan la mediay las lineas sobre las barras el error estandar. Barras sin superindice en comun,

son significativamente diferentes (P<0.05).
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Figura 24. Concentracion de fenoles totales en resinas de Liquidambar styraciflua, entre
comunidades y épocas de colecta. Las barras representan la media y las lineas sobre las barras el

error estandar. Barras sin superindice en comun, son significativamente diferentes (P<0.05).

Los resultados obtenidos indican la importancia de los taninos condensados como
metabolitos caracteristicos de las resinas de L. styraciflua. EI metabolismo de L. styraciflua
mantiene la concentracion taninos condensados aun cuando las condiciones ambientales varien de
acuerdo a la altitud y época del afio.

En otras especies del género liquidambar, como Liquidambar formasona, se ha reportado
la importancia de los taninos como defensa contra herbivoros. Sin embargo, los taninos
identificados se encontraron en hojas y son taninos hidrolizables, diferentes quimicamente a los
taninos condensados (Hatano et al., 1986).

De las resinas que son consideradas como resinas de primera clase, se incluyen a los

balsamos de Pert y de Tolu (Fabaceae) y el styrax (Hamamelidaceae), entre otros. Nuestros
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resultados confirman los datos presentados por McNair (1930), quien reportd la presencia de

taninos en el storax.

6.8 Efecto de Phoradendron falcifer en la concentracion de acidos libres, fenoles totales y
taninos condensados en resinas de Liquidambar styraciflua.

Debido a que el nimero de arboles parasitados y no parasitados fue variable entre las
comunidades, se optd por evaluar solo la comunidad de Tianguistengo, por ser la Unica que
presentd el mismo nimero de arboles parasitados y no parasitados. Se consideraron por separado
los datos de las concentraciones de fenoles totales, taninos condensados y valor &cido provenientes
de arboles parasitados y arboles sin parasitar. Para este analisis también se tomo a consideracion
la temporada de colecta de las resinas.

6.8.1 Valor &cido

No se encontraron diferencias significativas en la evaluacion de los arboles parasitados y
no parasitados por P. falcifer, sin involucrar el efecto de la temporada de colecta.

Los resultados de la Figura 25 no muestran diferencias en los arboles parasitados en época
de sequia (20.5), ni en época de lluvia (23.0). Mientras que los arboles no parasitados, presentaron
un valor &cido mayor en la temporada de lluvia (28.4), respecto al valor de la temporada de sequia
(14.9).

Estos resultados no indican un efecto evidente de la parasitosis por P. falcifer, en el valor
acido en las resinas de L. styraciflua. Hasta ahora no hemos encontrado trabajos en los que se

mencione el efecto de plantas parasitas sobre la produccion de acidos libres en resinas.
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Figura 25. Efecto de la parasitosis por Phoradendron falcifer y de la temporada de colecta (sequia
y lluvia) en el valor &cido de resinas de arboles de Liquidambar styraciflua provenientes de
Tianguistengo, Hidalgo. Las barras representan la media y las lineas sobre las barras el error

estandar. Barras sin superindice en comun, son significativamente diferentes (P<0.05).

6.8.2 Fenoles totales

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de fenoles totales entre
arboles parasitados y los que no lo eran. Aunque aparentemente el nivel de concentracion de
fenoles totales en arboles parasitados (73.0 pg mL™) promedio es casi cuatro veces mayor, que el
de arboles no parasitados (20.0 pg mL™?), estas diferencias resultan no ser relevantes
estadisticamente por su fuerte variacion.

La evaluacién por época de colecta mostré que la concentracion de fenoles totales tanto en
arboles parasitados, como no parasitados es mayor en época de sequia con respecto a la época de

luvia.
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La concentracion de fenoles totales por efecto de parasitosis y temporada de colecta (Figura
26), mostro diferencias significativas, debido a que la concentracién de fenoles totales fue mayor
en los arboles no parasitados en la época de sequia (114.4 pg mL™), comparados con los de la
época de lluvia (31.5 ug mL™?). Mientras que los arboles parasitados no mostraron diferencia

estadistica en sequia versus lluvia (35.1 pg mL™ty 4.9 ug mL™, respectivamente).
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Figura 26. Efecto de la parasitosis por Phoradendron falcifer y de la temporada de colecta (sequia
y lluvia) en la concentracion de fenoles totales de resinas de arboles de Liquidambar styraciflua
provenientes de Tianguistengo, Hidalgo. Se evaluaron arboles parasitados (n=5) y no parasitados
(n=5). Las barras representan la media y las lineas sobre las barras el error estandar. Barras sin

superindice en coman, son significativamente diferentes (P<0.05).

Aparentemente, los arboles no parasitados en la época seca producen mas compuestos

fenolicos, que los arboles parasitados. En otras palabras, la parasitosis de P. falcifer no induce la
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produccion de fenoles totales en las resinas de L. styraciflua, contrariamente, hay una disminucion

en la concentracion de estos metabolitos.

El comportamiento fisiologico de los arboles hospederos de muérdagos del género
Phoradendron indica que durante la época seca, los hospederos transfieren parte del carbono fijado
durante la fotosintesis a los muérdagos, asi como ciertas cantidades de nitrégeno, lo que ocasiona
un aumento en el estrés hidrico de la planta hospedante, y una serie de sucesos que incluyen la
baja viabilidad y éxito reproductivo de la planta hospedante, lo que en algunos casos conducen a

la muerte de éste (Gells et al., 2002).

En los ultimos afios los estudios bioquimicos de la produccion de metabolitos en plantas
en respuesta al ataque de herbivoros (Baldwin et al., 2002; Baldwin et al., 2006; Dicke & Baldwin,
2010; Mazid et al., 2011) han sido més estudiados, mas que aquellos que involucran la respuesta
quimico-bioldgica de las plantas contra otros competidores (Metlen et al., 2009), como el caso de
plantas parasitas. Nuestro trabajo representa una contribucion respecto a este tema, sin embargo,

aun queda mucho por estudiar en materia de las interacciones bioldgicas planta-planta.

6.8.3 Taninos condensados

La concentracién de taninos condensados de las resinas de L. styraciflua, fue constante en
las tres evaluaciones de las muestras de Tianguistengo. En el analisis de arboles parasitados y no
parasitados, no se encontraron diferencias significativas (25 pg mL? y 2.4 pg mL7,
respectivamente). En la evaluacion por temporada de colecta, para ambos estatus de parasitismo
la concentracion de taninos condensados fue la misma (2.4 ug mL™). Para la evaluacion de
parasitosis junto con la época de colecta (Figura 27), no se encontraron diferencias significativas
en la concentracion de taninos condensados, aun cuando los arboles parasitados tuvieron una

concentracion ligeramente mayor en época de sequia (2.6 pug mL™) respecto a la época de lluvia
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(2.4 ug mLY). Por otro lado, los arboles no parasitados tuvieron un breve incremento en la época

de lluvia (2.4 pg mL™) respecto a la época de sequia (2.3 pug mL™2).
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Figura 27. Efecto de la parasitosis por Phoradendron falcifer y de la temporada de colecta (sequia
y lluvia) en la concentracion de taninos condensados de resinas de arboles de Liquidambar
styraciflua provenientes de Tianguistengo, Hidalgo. Las barras representan la media y las lineas sobre

las barras el error estandar. Barras sin superindice en comun, son significativamente diferentes (P<0.05).

La presencia permanente de los taninos condensados nos hace pensar en la importancia de
estos compuestos en las plantas, y particularmente en las especies lefiosas como L. styraciflua,
puesto que estan presentes en las resinas, independientemente de la parasitosis y la temporada de
colecta.

La produccion de taninos condensados, es muy comun entre las plantas dicotiledoneas y
varia con base al genotipo, condiciones ambientales y la etapa de desarrollo de cada individuo.

Para conocer mas sobre la actividad bioldgica y ecoldgica de estos metabolitos, no basta con la
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sola determinacion de su presencia en algun tejido, cuanto mayor sea la investigacion de estos
compuestos, como la elucidacion de su estructura molecular, se tendrd una mejor idea al respecto
de su actividad de defensa, o actuacion dentro de los mecanismos fisioldgicos de las plantas
(Barbehenn & Constabel 2011).

6.9 Aceites esenciales extraidos de resinas de Liquidambar styraciflua

En la extraccion de aceites esenciales de las resinas de L. styraciflua, no se considero el
factor parasitosis. Para este andlisis se junto la resina colectada de todos los arboles de cada
comunidad por cada época de colecta. No se tuvo suficiente material de Santa Lucia en la época
de lluvia para este anélisis, asi que los datos a continuacion se basan en siete muestras (dos
muestras por cada comunidad, para época de sequia y época de lluvia). Para el rendimiento de
aceites esenciales se calcul6 el porcentaje de aceite obtenido (Cuadro 18).

Xalapa fue la comunidad que obtuvo mayor rendimiento de aceite esencial, en las dos
épocas de colecta (9.34% en sequia y 7.06% en lluvia), con respecto a las otras comunidades. Para
esta comunidad, la época de sequia obtuvo el mayor porcentaje de rendimiento. Santa Lucia fue la
comunidad que presentd el menor porcentaje en rendimiento de aceite esencial en la época de
sequia (0.03%). Tianguistengo presentd casi el doble del porcentaje de rendimiento de aceite
esencial en la época de lluvia (1.60%) con respecto a la epoca de sequia (0.85%). Xochimilco
produjo casi ocho veces mas aceite esencial en la época de lluvia (1.66%), que en la epoca de

sequia (0.22%).
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Cuadro 18. Rendimiento de aceites esenciales obtenidos de resinas de Liquidambar styraciflua

en cada comunidad y época de colecta.

SEQUIA LLUVIA
Altitud (m) Muestra *TM (Q) RA (%) TM (g) RA (%)
762 Santa Lucia ? 4.80 0.033 - -
1379 Tianguistengo ° 33.94 0.85 48.65 1.60
1398 Xochimilco © 22.74 0.22 8.89 1.66
1480 Xalapa ¢ 9.11 9.34 19.00 706

*TM: Tamarfio de la muestra; RA (%0): Porcentaje de rendimiento de aceite; a: n=3; b: n=10; c:
n=4; d: n=4. El guion indica la ausencia de aceite esencial.

Aparentemente la época de lluvia es la temporada del afio, donde méas de una comunidad
obtuvo mayor rendimiento de aceite esencial, es de particular atencion destacar que asi como la
temporada de colecta demostré un evidente efecto sobre el rendimiento de las resinas, la altitud de
las comunidades muestreadas, también podria ejercer un efecto similar. Nuestros datos presentaron
variabilidad en rendimiento de aceites esenciales, lo cual estd en funcion de las diferentes
cantidades de resina utilizadas en la extraccion, dicha variabilidad podria estar relacionada con las
condiciones ambientales de cada temporada de colecta, que afectan tanto la produccion de resina
como el contenido de compuestos como fenoles totales, esteres y terpenoides (Langenheim, 2003;
Schmidt, 2010).

Otros factores como el clima, el tipo de suelo o el estrés ocasionado por la presencia de
patogenos (bacterias e insectos), también pueden afectar tanto el rendimiento en la produccion,
como la composicion quimica de los aceites esenciales (Langenheim, 2003; Schmidt, 2010). Asi

mismo, es importante mencionar que la fraccion volatil de las resinas es s6lo una porcién pequefia
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de los componentes totales de las resinas (Langenheim, 2003), como se muestra también en este
trabajo.

La comparacién de medias del rendimiento de aceites por comunidad, sin tomar en consideracion
la época de colecta (Cuadro 19), mostré que Xalapa present6 el més alto porcentaje de rendimiento
de aceite esencial de 3.90%, seguida de Tianguistengo con 0.64%. Mientras que Xochimilco
presentd un porcentaje de 0.31% y Santa Lucia obtuvo el porcentaje de rendimiento méas bajo

0.01%, debido a que no se obtuvo la muestra de la época de lluvia.

Cuadro 19. Rendimiento de aceites esenciales obtenidos de resinas de Liquidambar styraciflua
por comunidad.

Comunidad  Altitud (m) TM(g) RA*(9) RAY % (%)

Santa Lucia ? 762 4.806 0.001 0.01+0.001
Tianguistengo ° 1379 82.597 0.536 0.64 +0.34
Xochimilco € 1398 31.639 0.100 0.31+£0.06
Xalapa d 1480 28.120 1.097 3.90+0.34

*TMR: Tamafio de la muestra de resina; RA: Rendimiento de aceite; x: Media del rendimiento
de aceite; y: Porcentaje de la media del rendimiento de aceite; z: Desviacidn estandar.

Los trabajos consultados sobre el analisis de la composicion quimica del aceite esencial de resina
de L. styraciflua, no proporcionan informacion sobre el rendimiento de aceite esencial (Chalchat
etal., 1994; Gurbuz et al., 2013), quizas porque algunos autores mencionan que el rendimiento de
aceites es muy variable, incluso puede llegar a variar en un mismo individuo, entre individuos de
la misma poblacion, asi como entre poblaciones (Langenheim, 2003).

Fernandez y colaboradores (2005) reportan un rendimiento de aceite esencial del 0.8% de resina

de L. styraciflua proveniente de Honduras, y para L. orientalis un rendimiento del 0.6%, ambos a
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partir de 200g de muestra, con un tiempo de destilacion de 4 h, la temperatura del proceso de
hidrodestilacion no es reportada.
Genther (1943) reporté un rendimiento de aceite de 0.5% en L. orientalis, y tiempo después
menciond que dicha produccién podria elevarse hasta 1.0% si la temperatura del proceso de
hidrodestilacion se elevaba (Guenther, 1952 citado en Lawrence, 2007). Estos datos resultan
contrastantes con el rendimiento que se obtuvo de los aceites esenciales de resina de L. styraciflua
de Hidalgo, ya que el mas alto valor de rendimiento alcanzé un 9.3% (en Xalapa), porcentaje alto
comparado con el del aceite proveniente de L. styraciflua de Honduras de 0.8% (Fernandez et al.,
2005).
Las hojas y tallos de liquiddmbar son otras fuentes importantes de aceites esenciales, sin embargo,
el rendimiento y la composicion quimica de estos érganos, con respecto a la de las resinas varia
ampliamente (Wyllie & Brophy, 1989; Chalchat et al., 1994; Fernandez et al., 2005; Lawrence,
2007; El-Readi et al., 2013; Gurbuz et al., 2013).
6.10 Analisis por GC-MS de aceites esenciales de Liquidambar styraciflua

El andlisis quimico de los aceites esenciales identifico un total de 52 compuestos que
representan el 52.13%, 72.46%, 88.0% y 67.77% del porcentaje total de los compuestos detectados
en las comunidades de Santa Lucia, Tianguistengo, Xochimilco y Xalapa, respectivamente. La
parte complementaria al 100% del total de compuestos detectados en los aceites de cada
comunidad, estuvo formado por trazas, las cuales no se reportan en este trabajo, ya que solo se
tomaron en cuenta los compuestos mas abundantes. EI nUmero de compuestos y la concentracion
de los mismos fue variable en cada comunidad y para cada época de colecta (Cuadro 20).

Los compuestos mayoritarios fueron el alcohol dihidro cinamico 43.01%, estireno 30.9%,

cardeno 25.5%, alcohol de cinamilo 22.8% y alfa-pineno 20.1%. Los compuestos que presentaron
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menor proporcién, fueron el alcohol bencilico 0.58%, cinamaldehido 0.4%, beta-mirceno, allo-
aromadendreno, acetato de cinamilo con 0.2% cada uno, canfolenal 0.16%, cinamato de bencilo
0.13% y benzaldehido 0.09%.

El alcohol dihidro cindmico presentd el mayor porcentaje, tanto en época de sequia, como
en la época de lluvia en la comunidad de Tianguistengo, con porcentajes de 35.24% y 43.01 %,
respectivamente. Las comunidades de Xochimilco y Xalapa también presentaron porcentajes altos
de alcohol dihidro cindmico en ambas temporadas de colecta. En el caso de Xochimilco, se
observaron porcentajes de 11.8% para sequia y 13.2% para lluvia. Asi mismo, Xalapa presento6
valores de 22.02% en sequia y 26.4% en lluvia. Santa Lucia, no presento este compuesto.

Otro compuesto que mostré un porcentaje alto dentro de los aceites fue el estireno, con
30.9% en la comunidad de Xalapa en temporada de sequia y 22.04% en temporada de lluvia.
Xochimilco presentd estireno, pero sélo en la época de lluvia, con un porcentaje de 16.27%. En
Tianguistengo se encontraron valores de 1.26% y 1.74% en sequia y en lluvia, y para Santa Lucia
0.36% en época de sequia.

Cardeno fue otro compuesto mayoritario, sin embargo, solo se present6é en Xochimilco en
época de sequia con una proporcion de 25.5%. Por otro lado, el alcohol de cinamilo se encontr6
en Santa Lucia con un valor de 22.80% y en Tianguistengo con valor de 6.46%, ambos en época
de sequia.

El alfa-pineno se identifico en mayor proporcion en Xochimilco en época de lluvia, con
un valor de 20.1% y 5.2% para la época de sequia. Tianguistengo reportd valores de 0.45% vy
0.62% en sequia y lluvia, respectivamente. Xalapa también presentd alfa-pineno en su
composicion quimica, sin embargo, este compuesto sélo se observo en época de lluvia con un valor

de 8.47%. Santa Lucia no presento alfa-pineno en época de sequia.
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Cuadro 20. Composicion quimica de aceites esenciales extraidos de resinas de Liquidambar styraciflua,

cuatro comunidades de Hidalgo.

en dos épocas de colecta, provenientes de

% del total de aceite  + SD (Sequia)

% del total de aceite + SD (LIluvia)

COMPUESTO TR IK QUAL
Sta. Lucia Tianguistengo Xochimilco Xalapa Sta. Lucia Tianguistengo Xochimilco Xalapa

Estireno 5.7 837 97 0.360.06 1.26+0.69 - 30.90+0.34 ~ 1.74%0.05 16.27+0.6 22.04+0.13
Cardeno 5.8 839 97 - - 25.50+2.44 - E 5 - -
Alfa-Pineno 6.9 1055 96 - 0.45+0.23 5.20+0.28 - ~ 0.62+0.01 20.10+0.6 8.47+0.21
Alilbenceno 7.6 965 96 - - - 1.42+0.07 ~ - - -
Fenil ciclopropano 7.6 965 95 - - - - ~ - - 3.60+0.07
Benzaldehido 8.6 780 96 0.09+0.01 0.62+0.31 0.60+0.01 - ~ 0.82+0.002 - -
Beta-Pineno 8.9 1083 96 - - 1.40+0.04 - ~ - 4.60+0.04 1.50+0.05
Beta-Mirceno 9.7 1096 90 > > 0.20+0.01 - ~ - 1.0+0.02 -
Silvestreno 119 1028 90 - - - - ~ - 0.70+0.02 -
Fenol 135 651 95 1.49+0.16 0.45+0.21 0.2+0.01 - ~ 0.57+0.01 0.30+0.01 1.20+0.01
Gama-Terpineno 14 1057 90 - - - - ~ - 0.10+0.01 -
Alcohol bencilico 14.6 767 96 1.75+0.40 0.61+0.23 0.50+0.01 0.58+0.01 ~ 0.89+0.01 0.40+0.03 0.04+0.03
Acetofenona 15.6 880 94 3.60+0.02 5.62+2.69 14.30+0.08 1.60+0.02 ~ 7.79+£0.19 3.80+0.1 4.10+0.05
Alcohol-alfa-metil-bencilico 16 890 96 2.16+0.08 2.0+0.83 - 1.20+0.01 ~ 2.81+0.08 2.30+0.1 2.80+0.04
Linalool 18.4 1013 87 - - - - ~ - 0.20+0.01 -
Alfa-Canfolenal 20 1030 88 - 0.16+0.08 - - ~ 0.21+0.01 - -
Pinocarveol 21.5 1046 93 - - 0.30+0.01 - ~ - - -
Alcanfor 215 1046 98 1.03+0.10 - - - ~ - - -
Mirtenol 28 1010 92 - 0.71£0.42 0.50+0.03 - ~ - - 0.740.01
4-etil-fenol 31 837 94 - - 5.20+0.11 4.50+0.09 ~ 6.24+0.04 3.20+0.2 3.30+0.01
Alcohol dihidro cinamico 34.2 966 96 - 35.24+17.06 11.80+0.38 22.02+0.45 ~ 43.01+0.59 13.2+0.9 26.40£0.11
Cinamaldehido 37.2 993 94 - 1.69+1.29 0.4+0.04 - ~ 2.52+0.01 0.60+0.3 0.40+0.06
Acido benzoico 40.7 723 90 2.01+0.15 - - - ~ - - -
Alfa-Cubebeno 432 1544 96 - 0.73+0.39 3.80+0.16 - ~ 1.41+0.06 2.90+0.2 -
Alcohol cindmico 4416 951 94 - - - - ~ 8.50£0.07 - -
Ciclozativeno 4463 1555 90 - - - - ~ - - 0.50+0.06
Acido hidrocinamico 447 1155 83 - - - - ~ - 1.0£0.01 -
Alcohol de cinamilo 45.9 967 94 22.80+0.45 6.46+3.18 - - & = - -
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Cuadro 20. Continuacion.

% del total de aceite * + SD (Sequia) % del total de aceite * + SD (Lluvia)
COMPUESTO TR IK  QUAL
Sta. Lucia  Tianguistengo Xochimilco Xalapa Sta. Lucia  Tianguistengo ~ Xochimilco  Xalapa
Acetato de dihidro cinamilo 4r.24 1177 90 - ° 0.30+0.00 ° ~ - ° -
Beta-Cubebeno 50.1 1106 97 - 0.51+0.33 3.20+0.13 - ~ - 1.70+0.03  1.10+0.04

Acido cinamico 49.7 1198 96 0.24+0.02 - - - ~ - - -

Beta-Cariofileno 512 1526 99 - 0.330.15 5.1040.18 ; ~ 0.43+0.01 32040.04 2704004
Gama-Cadineno 547 1541 94 - 1.54+0.04 - - ~ R ; ~
Acido dihidrocinamico 548 942 89  0.59£0.02 - . - . ) i )
Allo-aromadendreno 55.8 1550 98 - - 0.20+0.01 - ~ - 0.20£0.01 -
Acetato de cinamilo 571 1158 93  0.22+0.01 - 0.20+0.01 - = i . )
Gama-muroleno 584 1560 98  025:001  1.09:0.27 2.100.07 - ~ 127$001  170:001 1.60£0.03
Cinamato de etilo 59.7 1184 96 0.71+0.01 - = - ~ _ ) }
(+)-Epi-biciclosesquifelandreno 59.7 1584 95 - 0.39+0.08 0.60+0.04 - ~ - 0.60+0.01 -
Delta-Cadineno 64 1528 97 0413000  156+0.64 320:0.15  2.8020.32 ~ 209:003  2.60:0.00  2.60+0.04
Cadinen-1,4-dieno 65 1531 98 - 0.23+0.05 0.50£0.05 - ~ 0.27£0.01 0.3+0.02 -
Acido trans-cinamico 67 949 98  047+0.04 - - - ~ i i i
Oxido de cariofileno 70.4 1578 89 0.27+0.01 - 0.50+0.04 - ~ - 0.40+0.02 -
Azuleno 76.8 1536 83 1.36+0.04 - = - ~ _ ) _
Alfa-Copaeno 791 1556 95  306+017  1.68+0.69 220:015  2.70+0.35 ~ 2.18+0.08 1.80£2.1 -
Acido ftalico 111.2 1671 95 0.27+0.04 - o - ~ _ ) _
Cinamato de bencilo 124 1611 99 0.610.10 - - B ~ 0.13+0.02 ) )
Himecromona 129.9 1078 96 3.0£0.50 - o - ~ _ ) )
Alfa-metil-alfa-fenilsuccinimida 1423 1263 72 1.45+0.23 - - . ~ . . i
Acido adipico 149 2207 96 1.0£0.11 - o - ~ _ ) )
Cinamato de cinamilo 152 1640 88 3.0£0.50 9.1449.11 0.90+0.36 - ~ 2.36+0.39 0.60£0.25 -

aEl porcentaje de composicion en los aceites es el promedio de dos analisis. La identificacion de los compuestos se basd en los datos del espectro de masas segln la biblioteca NIST
version 2002. Para la validacion de los compuestos se calcul6 el indice de Kovats, a partir de una serie de n-alcanos (Supelco Analitical®) de C8-C40 carbonos. TR= Tiempo de
retencion; QUAL = Indica el porcentaje de confiabilidad en la identificacion del compuesto; 1K= indice de Kovats; SD= Desviacion estandar. El guion indica que determinado compuesto
no esta presente en el aceite esencial. La tilde indica que en la comunidad de Santa Lucia no se analiz6 el aceite esencial para la época de lluvia.
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Los analisis que existen hasta la fecha sobre la composicién quimica de los aceites
esenciales de resinas de liqguiddmbar son pocos, y sélo se han enfocado en aquellos provenientes
de Honduras y Turquia (Chalchat et al., 1994; Ferndndez et al., 2005; Gurbuz et al., 2013), ya que
ambos paises son los principales productores de resina a nivel mundial. Sin embargo, a pesar de
que en nuestro pais, existen rodales de liquidambar de un tamafio significativo y con potencial para
la comercializacion, no se han hecho analisis de este tipo antes del presente trabajo. Por lo que este
trabajo representa el primer estudio sobre la composicion quimica de aceites esenciales de resina
de L. styraciflua en México. Asi mismo, es el primer trabajo en el que se evalla la composicién
de los aceites esenciales de resina de liquiddmbar segun la época de colecta (sequia y lluvia).

El andlisis por CG-EM de las resinas de Hidalgo mostré una gran variedad de compuestos
con proporciones diferentes. Algunos compuestos se presentaron en todas las comunidades y en
las dos temporadas de colecta, otros s6lo en alguna comunidad o temporada. Existen reportes que
han evidenciado que la CG-EM ha identificado alrededor de 20 compuestos reportados en aceites
esenciales extraidos de resinas, hojas y tallos del género Liquidambar (Chalchat et al., 1994;
Fernandez et al., 2005; Gurbuz et al., 2013), estos compuestos pueden observarse en el Cuadro 21.

El alcohol dihidro cinamico, cardeno, himecromona y alfa-metil-alfa-fenilsuccinimida
fueron compuestos identificados en el presente trabajo, que no se han reportado como parte de los
aceites esenciales de L. styraciflua (Chalchat et al., 1994; Fernandez et al., 2005). Sin embargo,
en la fraccion volatil de la resina de L. orientalis (Gurbuz et al., 2013), se ha observado un
porcentaje de alcohol dihidro cinamico (3.4%) en concentraciones bajas, comparado con los
encontrados en todas las comunidades de Hidalgo, donde Tianguistengo presentd el mayor

porcentaje (43.01% en época de lluvia).
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El beta-mirceno y allo-aromadendreno identificados en Xochimilco y el gama-cadineno en
Tianguistengo (todos observados en época de sequia), sélo han sido reportados en el aceite esencial
extraido de hojas y tallos de L. styraciflua (Wyllie & Brophy, 1989; El-Readi et al., 2013), de
colectas hechas en las cuatro estaciones del afio.

Los compuestos mayoritarios observados en los aceites esenciales de Hidalgo (estireno,
alfa-pineno y beta-cariofileno), también presentaron altos porcentajes en la fraccion volatil de
resinas de Turquia y Honduras (Fernandez et al., 2005). Los analisis por CG-EM de aceites de
resinas de L. styraciflua que existen hasta ahora (Chalchat et al., 1994; Fernandez et al., 2005;
Gurbuz et al., 2013) presentan variabilidad en el tipo, nimero y la proporcion de los compuestos
identificados. Estas diferencias pueden atribuirse a los diferentes métodos utilizados en cada caso
de estudio, asi como a las diferencias en la procedencia, manejo y almacenamiento de las muestras,
a los procesos de extraccion de las mismas, y a las caracteristicas ambientales de cada sitio del que
se obtuvieron. Ademas, algunos de estos estudios no toman en cuenta la temporada de colecta.
Hasta antes de este trabajo existia un sélo reporte sobre el efecto estacional en la variacion de la
composicion quimica de aceites esenciales, pero extraidos de hojas y tallos de L. styraciflua (El-
Readi et al., 2013). Sin embargo, en ese trabajo no se menciona el efecto estacional como un factor
que influye en la composicion quimica de aceites esenciales. Las evidencias obtenidas en este
estudio, aluden la influencia importante de las condiciones ambientales en cada época de colecta,

sobre la variacion quimica y abundancia de los metabolitos.

90



Cuadro 21. Compuestos identificados en aceites esenciales extraidos de resina, hoja y tallo de Liquidambar styraciflua y Liquidambar orientalis,

provenientes de varios paises.

COMPUESTO % del total de aceite de resina % del total de aceite de hoja % del total de Aceite de tallo
México a* Honduras a, 1 Honduras a, 2 Turquiab,l  Turquiab,3 Australia a,4 Egipto a**,5 Egipto a**,5
Estireno 30.9 30.9 1.8 70.4 81.9 - - -
Alfa-pineno 20.1 19.6 - 19 35 18 26.17 11.08
Benzaldehido 0.82 0.6 - tr 0.1 - -
Beta-pineno 4.6 4.1 0.2 4.3 0.6 1.4 10.06 5.58
Beta-mirceno 1 tr - 0.4 - 0.5 3.97 2.38
Gama-terpineno 0.1 0.1 - 0.1 - 8.9 0.48 0.61
Alcohol bencilico 1.75 - - - 0.1 - - -
Acetofenona 14.3 3.2 0.2 0.2 0.3 - - -
Linalool 0.2 - - - tr - - -
Pinocarveol 0.3 - - tr - - - -
Mirtenol 0.71 0.1 - tr - - - tr
4-etil-fenol 6.24 - - - 1.9 - - -
Alcohol dihidro cindmico 43.01 - - - 3.4 - - -
Cinamaldehido 2.52 tr - tr 0.2 - - -
Alfa-cubebeno 38 21 0.2 tr - - - -
Alcohol cinamico 8.5 0.9 4.1 0.3 - - = =
Alcohol de cinamilo 22.8 - - - 6.9 - - -
Beta-cariofileno 5.1 20.2 1.8 0.2 - 13 251 5.52
Gama-cadineno 1.54 - - - - 0.4 2.22 3.13
Allo-aromadendreno 0.2 - - - - 0.2 0.75 224
Acetato de cinamilo 0.22 tr 0.1 tr tr - - -
Gama-muroleno 2.1 tr - tr - tr 0.12 0.93
Cinamato de etilo 0.71 - 0.2 - 0.1 - - -
Delta-cadineno 3.2 1.6 - 0.1 tr 0.6 2.37 4.17
Oxido de cariofileno 0.5 0.4 0.4 tr - - 0.4 0.41
Alfa-copaeno 3.06 0.9 - tr tr tr 0.21 0.24
Cinamato de bencilo 0.61 0.1 1.7 tr - - - -
Cinamato de cinamilo 9.14 0.2 38 0.4 - - - -

Nota: El guion indica la ausencia del compuesto en la muestra.tr: compuesto traza <0.1%. *Resultados de L. styraciflua del presente estudio. **Los datos corresponden a la temporada
de verano, en hoja y tallo. a: L. styraciflua; b: L.orientalis.1: Fernandez et al., 2005; 2: Chalchat et al., 1994; 3: Gurbuz et al., 2013; 4: Wyllie & Brophy, 1989; 5: El-Readi et al.,
2013.
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7 CONCLUSIONES

Nuestros resultados indicaron que el rendimiento de las resinas es independiente de la
altitud, época de colecta o la interaccion de estas dos variables. Asi mismo, el grado de viscosidad
y el estado semisdlido de nuestras resinas, es el mismo reportado para las resinas provenientes de
Honduras, por diferentes empresas dedicadas a su comercializacion. Respecto a la coloracion, ésta
varia en la época del afio en la que se colecten (sequia o lluvia) las resinas. Los olores que
predominaron fueron a miel y notas de madera.

La cromatografia en capa fina fue muy util en la identificacion de compuestos como los
acidos cindmico y benzoico, asi como los cinamatos de bencilo y cinamilo, que han sido reportados
para otros balsamos y benjuis. Con respecto al valor acido determinado en las resinas, sélo la época
de colecta tiene un efecto en la cantidad de cidos libres.

La variacién en la concentracién de compuestos fendlicos, estuvo determinada por la época
de colecta, la cual tuvo incidencia en la mayor o menor concentracion de estos compuestos en las
resinas. Los taninos condensados estdn presentes en concentraciones similares
independientemente del sitio o época de colecta.

Nuestro analisis no encontrd un efecto de la parasitosis de P. falcifer en la cantidad de
acidos libres (valor acido) y la concentracion de fenoles totales y taninos condensados presentes
en las resinas.

Aparentemente en época de lluvia hay mayor produccién de aceites esenciales. La
comunidad de Xalapa fue la que produjo mayor cantidad de aceite en las dos épocas muestreadas.

La variabilidad en la composicidon quimica de los aceites esenciales fue alta y tuvo cierta

relacion con su origen y la época del afio. Se identificaron 52 compuestos y los de mayor porcentaje
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fueron el bencenopropanol 43.01%, estireno 30.9%, cardeno 25.5%, alcohol de cinamilo 22.8% y
alfa-pineno 20.1%. El porcentaje del estireno fue el mismo que el reportado por Fernandez y
colaboradores (2005) para el aceite esencial proveniente de Honduras, mientras que el porcentaje

de alfa-pineno fue mayor en nuestros aceites, que el reportado por esos mismos autores.

8 PERSPECTIVAS
Los resultados obtenidos en el presente trabajo, son el primer acercamiento al conocimiento de la
composicion quimica de las resinas y aceites esenciales de L. styraciflua en México. Aun quedan
analisis pendientes que incluyan un mayor nimero de variables, relacionadas con las
caracteristicas fisicas de los arboles a muestrear, asi como el nimero de repeticiones y el nimero
individuos en cada época de colecta. Asi mismo, seria importante incluir la extraccion de aceites
esenciales de resinas provenientes de Honduras y analizarlos conjuntamente con los aceites
obtenidos en México, con diferentes técnicas. Estos otros andlisis podrian contribuir a
conclusiones mas amplias, sobre el papel que juegan los mecanismos fisiol6gicos y genéticos,

involucrados en la respuesta ambiental de las plantas.
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10 ANEXOS

10.1 Anexo 1. Resinas de Liquidambar styraciflua colectadas en época de lluvia en la
comunidad de Tianguistengo, en el municipio de Tianguistengo, Hidalgo.

Nota: La letra T hace referencia al nombre de la comunidad y los nimeros del 1-10, indican el nimero de arbol muestreado.
Fotografia Fatima Rasgado.
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10.2 Anexo 1. Continuacion. Resinas de Liquidambar styraciflua colectadas en época de lluvia
en comunidades del estado de Hidalgo.

A) Comunidad Santa Lucia, municipio de Calnali (Stl1-Stl3). B) Predio Xochimilco, municipio de
Calnali (X01-Xo04). C) Comunidad Xalapa, municipio de Zacualtipan (Xall-Xal3). Stl: Santa

Lucia; Xo: Xochimilco; Xal: Xalapa. Los nimeros al lado de cada inicial hacen referencia al

namero de arbol muestreado. Fotografia Fatima Rasgado.
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10.3 Anexo 2. Caracteristicas organolépticas de las resinas de Liquidambar styraciflua antes del proceso de extraccion. Colectadas en
época de sequia, en la comunidad de Tianguistengo, Hidalgo.

Muestra Contenido Estado Olor Color de resina
. .. Penetrante y fuerte .
T1 Resina con restos de corteza Liquido rantey . Miel
caracteristico de la resina
Resina con restos de corteza y sedimentos L. e . , .
T2 . ezay Liquido Caracteristico de resina Café obscuro casi negro
negros como particulas finas
Resina, pelo de vaca, corteza y sedimentos .. Penetrante y fuerte .
T3 P y Liquido antey . Miel
negros caracteristico de la resina
. Liquido y una . .
T4 Resina negra, corteza quido y Olor suave a resina Café obscuro
fraccion viscosa
. . - Olor penetrante caracteristicos <
T5 Resina amarillenta con restos de corteza Solido P . Ambar
de la resina
Resina blanca y negra, restos de hongos en - Olor penetrante caracteristicos
T6 y negra, g Sélido P . Blanco y negro
la corteza, restos de corteza de laresina
T7 Resina con restos de corteza Sélido Olor suave a resina Amarillo claro
Resina amarilla con muy pocos residuos de - . .
T8 yPp Sélido Olor suave a resina Amarillo claro
madera
. Soélido y una -
Resina con restos de corteza, pelo de vaca ~ ., Olor fuerte caracteristico a .
T9 ; P y pequefa fraccion . Miel
sedimentos negros . resina
liquida
Resina con sedimentos negros y restos de L. Penetrante y fuerte .
T10 grosy Liquido y Miel

corteza

caracteristico de la resina

Nota: La letra T hace referencia a la comunidad de Tianguistengo, los nimeros indican el nimero de arbol muestreado.
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10.4 Anexo 2. Continuacion. Caracteristicas organolépticas de las resinas de Liquidambar styraciflua antes del proceso de
extraccion. Colectadas en época de sequia, en las comunidades de Santa Lucia, Xochimilco y Xalapa, en Hidalgo.

Muestra Contenido Estado Olor Color de resina
Masa gelatinosa que parece resina s Suave que no corresponde al .
Stl2 ger quep Semisélido que po Café obscura
color café olor tipico de la resina
. - Penetrante y fuerte
Sti3 Resina con restos de corteza Liquido wrante y . Blanca
caracteristico de la resina
Resina blanca con restos de corteza ) Fuerte caracteristico a resina .
Xol Solido Miel
con hongos con notas maderables
Liquido semiviscoso con o .
. - Fuerte caracteristico a resina .
Xo02 sedimentos y restos de corteza con Liquido Cafe obscuro
. con notas maderables
resina
. . - Fuerte caracteristico a resina .
Xo3 Restos de mucilago y resina Liquido Miel
con notas maderables
Resina obscura con restos de - Penetrante y fuerte ,
Xo4 . Liquido rante y . Café obscuro
corteza y sedimentos obscuros caracteristico de la resina
Liquido color café con sedimentos e .
_— Caracteristico de resina con un .
Xall obscuros y restos de corteza 'y Liquido . X Café obscuro
toque de olor a tierra mojada
musgo
Resina obscura con restos de
Xal2 corteza y liquido café resinoso con Liquido Suave caracteristico a resina Miel
sedimento
Restos de resina blanca con corteza " - . .
Xal3 Solido Caracteristico de resina Miel
y hongos
. . - . Suave a resina con un poco de 4
Xal4 Resina café con restos de corteza Liquido viscoso P Ambar

olor a tierra mojada

Nota: Las leyendas Stl, Xo y Xal hacen referencia a las comunidades de Santa Lucia, Xochimilco y Xalapa, respectivamente. Los nimeros indican el nimero de arbol muestreado.
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10.5 Anexo 3. Caracteristicas organolépticas de resinas de Liquidambar styraciflua antes del proceso de extraccion. Colectadas en
época de lluvia en la comunidad de Tianguistengo, en Hidalgo.

Muestra Contenido Estado Olor Color de resina
. Penetrante y fuerte .
T1 Restos de corteza Liquido rantey . Miel
caracteristico de la resina
T2 Pelo de vaca, corteza Sélido Caracteristico de resina Miel ¢/ particulas blancas
. Penetrante y fuerte . .
T3 Pelo de vaca, corteza Liquido rante y . Miel c/ particulas negras
caracteristico de la resina
T4 Resina obscura, corteza Semisélido Olor suave a resina Ambar obscuro
. ) Olor penetrante : ;
T5 Resina obscura, blanca y restos de corteza Solido orp . Residuos blancos, amarillos y negros
caracteristicos de la resina
Particulas de resina blanca sobre resina - Olor penetrante .
T6 Sélido s . Resina blanca y negra
obscura, restos de hongos en la corteza caracteristicos de la resina
T7 Resina blanca con restos de corteza Solido Olor suave a resina Blanco
Resina blanca y amarillenta con restos de - . .
T8 yama Sélido Olor suave a resina Blanco y amarillo
corteza y hongos unidos a la corteza
T9 Resina blanca y negra con restos de corteza S6lido Olor fuerte caracteristico Resina blanca con una porcion de
y pelo de vaca aresina liquido color miel y sedimento negro
T10 Resina con sedimentos negros y restos de Liquido Penetrante y fuerte Miel
corteza Viscoso caracteristico de la resina

Nota: La letra T hace referencia a la comunidad de Tianguistengo, los nimeros indican el nimero de arbol muestreado.
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10.6 Anexo 3. Continuacioén. Caracteristicas organolépticas de resinas de Liquidambar styraciflua antes del proceso de extraccion.

Colectadas en época de lluvia en las comunidades de Santa Lucia, Xochimilco y Xalapa, en Hidalgo.

Muestra Contenido Estado Olor Color de resina
Masa gelatinosa que parece resina . Olor suave gue no corresponde al <
Sti2 gee quep Masa gelatinosa A P Ambar obscuro
color café olor tipico de la resina
. T Penetrante y fuerte caracteristico
Stl3 Resina blanca con restos de corteza Semisolido y . Blanco
de laresina
Resina blanca con restos de corteza - Olor fuerte caracteristico a resina
Xol Sélido Blanco
con hongos con notas maderables
Liquido semiviscoso con sedimentos Lo Olor fuerte caracteristico a resina ,
Xo2 q . Liquido Café obscuro
y restos de corteza con resina con notas maderables
Liquido semiviscoso con sedimentos P Olor fuerte caracteristico a resina ,
Xo3 . Liquido Café obscuro
y restos de corteza con resina con notas maderables
Resina obscura con restos de corteza - . Penetrante y fuerte caracteristico <
Xo4 . Liquido viscoso . Ambar obscuro
y sedimentos obscuros de la resina
Liquido color café con sedimentos - Caracteristico de resina con un ,
Xall Liquido . . Café obscuro
obscuros y restos de corteza y musgo toque de olor a tierra mojada
Resina blanca y obscura con restos de
Xal2 corteza y liquido café resinoso con Liquido Olor suave a resina Miel
sedimento
Restos de resina blanca con corteza - . . 2
Xal3 h y S6lido Caracteristico de resina Ambar obscuro
ongos
. , L . Olor suave a resina con un poco de .
Xal4 Resina café con restos de corteza Liquido viscoso P Cafe obscuro

olor a tierra mojada

Nota: Las leyendas Stl, Xo y Xal hacen referencia a las comunidades de Santa Lucia, Xochimilco y Xalapa, respectivamente. Los nimeros indican el nimero de arbol muestreado.
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10.7 Anexo 4. Caracteristicas organolépticas de resinas de Liquidambar styraciflua después del proceso de extraccion con solvente,

muestras recolectadas en época de sequia.

Muestra Apariencia Estado Color Olor
T1 Levemente viscosa Semiliquida Ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
T2 Levemente viscosa Semiliquida Café obscuro Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
T3 Levemente viscosa Semiliquida Ambar Caracteristico de resina con notas a madera
T4 Levemente viscosa Semiliquida Café rojizo-ambar Caracteristico de resina con notas a madera
T5 Levemente viscosa Semiliquida Ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
T6 Levemente viscosa Semiliquida Ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
T7 Levemente viscosa Semiliquida amarillo-ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
T8 Levemente viscosa Semiliquida amarillo-ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
T9 Levemente viscosa Semiliquida Café rojizo-ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
T10 Levemente viscosa Semiliquida Ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Stil Levemente viscosa Semiliquida amarillo-ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Sti2 Levemente viscosa Semiliquida amarillo-ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Trazas de resina )
Sti3 blanca, totalmente Semiliquida Ambar y blanca Caracteristico de resina
viscosa
Xol Levemente viscosa Semiliquida Ambar Caracteristico de resina
X02 Levemente viscosa Semiliquida Ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Xo3 Levemente viscosa Semiliquida Ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Xo4 Levemente viscosa Semiliquida Ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Xall Levemente viscosa Semiliquida Café rojizo-ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Xal2 Levemente viscosa Semiliquida Café rojizo-ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Xal3 Levemente viscosa Semiliquida Café rojizo-ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Xal4 Levemente viscosa Semiliquida Café rojizo-ambar Caracteristico de resina con notas de aroma a miel

Nota: Las leyendas T, Stl, Xo y Xal hacen referencia a las comunidades de Tianguistengo, Santa Lucia, Xochimilco y Xalapa, respectivamente. Los nimeros indican el nimero de

arbol muestreado.
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10.8 Anexo 4. Continuacion. Caracteristicas organolépticas de resinas de Liquidambar styraciflua despues del proceso de extraccion
con solvente, muestras recolectadas en época de lluvia.

Estado

Color

Olor

Muestra Apariencia
T1 Levemente viscosa
T2 Levemente viscosa
T3 Levemente viscosa
T4 Trazas de resina blanca, totalmente viscosa
T5 Levemente viscosa
T6 Levemente viscosa
T7 Levemente viscosa
T8 Levemente viscosa
T9 Levemente viscosa
T10 Levemente viscosa
Stll Levemente viscosa
Stl2 Levemente viscosa
StI3 Levemente viscosa
Xol Levemente viscosa
Xo2 Levemente viscosa
Xo3 Levemente viscosa

Xo4 Trazas de resina blanca, totalmente viscosa
Xall Trazas de resina blanca, totalmente viscosa

Xal2
Xal3
Xal4

Levemente viscosa
Levemente viscosa
Levemente viscosa

Semiliquida
Semiliquida
Semiliquida
Semisdlida
Semiliquida
Semiliquida
Semiliquida
Semiliquida
Semiliquida
Semisdlida
Semiliquida
Semiliquida
Semiliquida
Semiliquida
Semisolida
Semiliquida
Semisolida
Semisdlida
Semiliquida
Semiliquida
Semiliquida

Amarillo-dmbar
Café rojizo-ambar
Café claro-ambar
Café claro-ambar
Café rojizo-ambar
Café rojizo-ambar

Amarillo-ambar

Amarillo-ambar
Café claro-ambar
Café rojizo-ambar

Amarillo-ambar

Amarillo-ambar

Amarillo claro

Amarillo-ambar
Café rojizo-ambar
Café rojizo-ambar
Café rojizo-ambar
Café rojizo-ambar
Café rojizo-ambar
Café rojizo-ambar
Café rojizo-ambar

Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas a madera
Caracteristico de resina con notas a madera
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas a madera
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel
Caracteristico de resina con notas de aroma a miel

Nota: Las leyendas T, Stl, Xo y Xal hacen referencia a las comunidades de Tianguistengo, Santa Lucia, Xochimilco y Xalapa, respectivamente. Los nimeros indican el nimero de

arbol muestreado.
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