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RESUMEN GENERAL

CARACTERIZACION SEXUAL, PRODUCCION DE ACEITES ESENCIALES EN
ARBOLES Y ESTABLECIMIENTO DE EXPLANTES in-vitro DE Bursera linanoe (LA
LLAVE) RZEDOWSKI, CALDERON & MEDINA EN POBLACIONES DEL ESTADO DE
GUERRERO

Juan Gutiérrez Santiago, MC

Colegio de Postgraduados, 2016

Xochicopatl 6 linaloe (Bursera linanoe, Burseraceae) es un arbol caducifolio, endémico de la
selva baja caducifolia en México. La extraccion de sus frutos y madera para obtencion de aceites
esenciales y artesanias, estd limitando su capacidad de sus poblaciones para regenerarse
naturalmente. Se documentan durante dos afios; floracion, diametros, fructificacion y peso de
aceites en tres poblaciones diferentes. Se observaron flores unisexuales distribuidas en tres tipos
sexuales. Las hembras predominaron (~50%) y no se hallaron significativamente mas hembras
que machos (~20%) y monoicos (~30%) combinados entre sitios (p=0,8065). Los arboles
dioicos (hembra y macho) mostraron una tendencia de crecimiento diamétrico similar, sin
embargo, los arboles monoicos tienden a ser mas grandes que ambos dioicos (p=0.0193).
Durante la fructificacion, las hembras mostraron menor variacion en nimero de frutos que los
monoicos, sin embargo, ambos sexos muestran rendimiento similar de aceites frutales. Para el
establecimiento in vitro, se emplearon medios WPM y MS con ocho tratamientos y un testigo.
Los medios mostraron mayor influencia (p=0.03388) que 18 tratamientos hormonales durante el
rebrotamiento de explantes. El sistema sexual de las poblaciones muestreadas no resultd ser
poligamodioico, sino subdioico. Los éarboles hembra son idoneos para produccion de aceite
frutal, mientras que los monoicos son idoneos para produccién de madera y resinas. La mejor

respuesta de rebrotes in vitro se obtuvo con el medio WPM.

Palabras clave: Burseraceae, Bursera, linaloe, polimorfismo sexual, aceites esenciales.



GENERAL ABSTRACT

SEXUAL CHARACTERIZATION, ESSENTIAL OILS PRODUCTION ON TREES AND
ESTABLISMENT in vitro OF Bursera linanoe (LA LLAVE) RZEDOWSKI CALDERON &
MEDINA POPULATIONS FROM GUERRERO STATE, MEXICO.

Juan Gutiérrez Santiago, MC
Colegio de Postgraduados, 2016

Linaloe or Indian lavender (Bursera linanoe, Burseraceae) is a deciduous tree and endemic from
tropical dry forest in Mexico. Fruits and wood extraction for essential oils and handicrafts, is
limiting their populations ability to regenerate naturally. We documented through two years;
blooming, diameters, fruits numbers and oils weight, in three different populations. Solely
unisexual flowers on three sexual types were observed. Females dominated (~50%) and not
significantly more females than males (~ 20%) and monoicos (~ 30%) combined between sites
(p=0.8065) were found. Dioeceous trees (female and male) tended to be similar in diametric
growth, however, monoecious trees tend to be larger than both dioeceous (p=0.0193). During
fruiting females showed less variation in fruits number than monoecious ones, however, both
sexes show similar performance in fruit oils. Establishment in vitro, WPM and MS mediums
with eight treatments and a control were used. Mediums showed greater influence (p=0.03388)
to 18 hormonal treatments during explants regrowth. Sexual system of sampled populations did
not prove to be polygamodioeceous but subdioeceous. Female trees are suitable for fruit oil
production, while monoecious are suitable for wood and resins production. The best sprouts

responses in vitro, was obtained in WPM medium.

Keywords: Burseraceae, Bursera, Indian lavender, sexual polymorphism, essential oils.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Etnobotanica mundial de Burseraceae (Daly et al., 2011)

Burseraceae es una familia de arboles y arbustos que se conforma por aproximadamente 700
especies agrupadas en 19 géneros en los tropicos y subtropicos, representados por escasos taxa
en algunas zonas célidas del mundo. Esta familia es mejor conocida por el incienso (Boswellia
spp.), la mirra y el balsamo de Galaad (ambas Commiphora spp.), junto con otras especies de
fama biblica (Zohary, 1982) aunque el auge de importancia de la familia se dio durante las
antiguas rutas de comercio mucho antes de la era cristiana. Hay evidencias arqueoldgicamente
bien conocidas desde méas de 14, 000 afos, sugiriendo que Canarium puede ser la especie

domesticada mas antigua en Melanesia (McClatchey et al., 2006).

Al rededor del 2,800 a. c., el rey Isesi de Egipto organizé expediciones a Eritrea para incienso; la
reina Egipcia Hatshepsut introdujo plantas de Boswellia y Commiphora a la misma region en el
siglo 15 a.c. Més tarde Alejandro el grande hizo lo mismo al enviar a Anaxicrates a Yemen y

Oman, con el mismo propdsito en el cuarto siglo a.c.

El uso de resinas de las Burseraceae en el nuevo mundo, fue anterior al contacto Europeo. Por
ejemplo, el copal burseraceo de los aztecas fue de tremenda significancia ritual (Stacey et al.,
2006), y el uso de la resina de Burseraceae para sellar canoas fue observado en la amazonia

brasilefia durante el siglo 17 (Cristodao de Lisboa, 1968).

La longeva historia humana de las Burseraceae dejo mucha confusion acerca de las fuentes
boténicas (p, e., Lindley, 1853; Marchand, 1867-1868), pero éstas estan en su mayoria resueltas
(p, €., Tucker, 1986; Thulin and Warfa, 1987; Thulin and Claeson, 1991).

La domesticacion y la introduccién de Burseraceae ha tomado importancia en muchos tiempos,
incluyendo las grandes plantaciones de la especie Mexicana Bursera delpechiana en la India

antes que el linalol sintético fuera desarrollado.

De aqui que ha sido muy relevante la convergencia de usos para la familia Burseraceae a través
de los trépicos. Los han usado como sellador para canoas, iluminacion, gomas o barnices, lefia,
repelentes o insecticidas, o para tratar la inflamacion y reumatismo, tratar desordenes
pulmonares, y enfermedades de la piel, cercos vivos (Bursera y Commiphora), semillas y
mesocarpo comestible (Canarium y Dacryodes) y la importancia ritual en localidades de amplio

rango como en el oeste de Africa (Raponda-Walker y Sillans, 1961; Arbonnier, 2002; Las



Filipinas (Quisumbing, 1951; Coronel, 1996), y la Amazonia (Grimes et al., 1994; Machado et
al., 2003; pers. obs.). Usos adicionales para Burseraceae incluyen venenos para flechas (Thulin,

1993), y tratamientos para las enfermedades venéreas (Arbonnier, 2002).

En un contraste ambiguo a los tiempos antiguos, la familia Burseraceae es de poca importancia
actual en el comercio internacional, una excepcion del okoumé (Aucoumea klaineana), la méas

importante especie maderable de la depresion del Congo (p, e., Ruiz Pérez et al., 2005).

1.2 Género Bursera en el continente Americano

En el continente americano, de acuerdo con Rzedowski y Kruse (1979), los arboles del género
Bursera incluyen aproximadamente un centenar de especies que se distribuyen desde el sur de
los Estados Unidos hasta Peru y el sur de Brasil, siendo México su centro de diversificacién con

mas de 80 especies.

Estas son parte esencial constitutiva de muchas comunidades naturales maduras o
sucesionalmente tardias, siendo dominantes en algunas, especialmente en las selvas bajas

caducifolias o también Ilamados bosques tropicales caducifolios.

1.3 Historia y distribucion natural de Bursera linanoe (La Llave) Rzedowski, Calderon &

Medina en México.
El linaloe (B. linanoe) se encuentra distribuido ampliamente a todo lo largo de la cuenca del Rio
Balsas, en una extension aproximada de 20 kilémetros a los lados y abarca los estados de
Guerrero, Puebla, Morelos, Oaxaca y Veracruz (Colina, 1987; Diaz-Castro, 2009). La
distribucion esta restringida a ciertas regiones occidentales del pais, pero debido a la sobre
explotacion de la que fue objeto hace mas de medio siglo, cambio de uso de suelo y a la tala
inmoderada de los bosques por los agricultores, ganaderos y artesanos, la especie se encuentra
limitada a zonas cada vez més reducidas (Joy et al., 2001; Diaz-Castro, 2009). Segin Gunther
(1972), citado por Hersch-Martinez y Glass (2006), el linaloe fue motivo de una explotacion
intensiva para destilar aceite esencial altamente apreciado en el mercado aroméatico Nacional e
internacional, a través de una préactica extractiva rudimentaria de la cual quedan adn diferentes
vestigios de diversas comunidades de la cuenca del rio Balsas. Principalmente en los estados de
Guerrero, Morelos y Puebla dicha practica se llevé a cabo de manera exhaustiva principalmente

a lo largo de la primera mitad del siglo pasado, con el fin de exportar aceite, resultando una



severa disminucion en la disponibilidad de los arboles en una vasta region de la cuenca, aunque

la destilacion se realizaba también a partir de sus frutos pero en menor escala.

1.4 Controversia taxonomica en linaloe

Rzedowski et al. (2004) sostienen que linaloe, es el nombre actual que identifica a la especie de
interés en este estudio, ya que su registro en diferentes épocas, causé gran controversia pues se le
describe con varias sinonimias, tales como Amiris linanoe (1832), Elaphrium aloéxylon (1843),
Bursera aloexylon (1881); Ignacio La Llave, Bursera delpechiana (1883), Terebinthus aloexylon
(1906), Terebinthus delpechiana (1906); Schiede ex Schltdl., Elaphrium delpechiana (1911);
Poisson ex Engl., Elaphrium longipedunculatum (1911); Rose, y Bursera longipedunculata
(1929) ; Rose & Standl.

De las diferentes sinonimias asignadas B. delpechiana es relevante a nivel internacional y se
conoce como la especie méas plantada de su género en el mundo (Becerra and Noge, 2010),
mientras que B. aloexylon fue ultimamente su nombre taxondmicamente popular en México
(Hersch-Martinez, 2004; Rzedowski et al., 2004).

También los nombres comunes son variables acorde a las zonas de distribucion: copalillo,

linaloé, ulinoé, inanué, linaloe, linalué, ulinalué, xoxhicopal (Rzedowski et al., 2004).

Linaloe fue descrito por Poisson en 1922, con base en un ejemplar procedente de ‘Real de
Cuantla’, recolectado por el consul Delpeche, de aqui el epiteto delpechiana, y que hoy en dia
resalta su importancia comercial en la India en 600 hectareas de cultivo localizados en Karnataka
y con cultivos experimentales en los estados vecinos de Andhra Pradesh y tamil nadu, con
niveles de rendimiento de aceite de 2 a 3 toneladas por afio, la mayor parte de la produccion es
exportada a Reino Unido y Francia, para elaboracién de perfumes finos, también empleado en la
industria del jabdn asi como para dar sabor a los alimentos y bebidas, se utiliza como germicida
en medicina, también puede servir como un sustituto del aceite de lavanda verdadera obtenidos a

partir de Lavandula angustifolia Mill., etc. (Joy et al., 2001)

Es necesario aclarar que, la destilacion de los frutos es posible solamente en especimenes
hembra, pues la especie es dioica. Joy et al. (2001) menciona que casi todas las partes del arbol
de linaloe contienen aceite, en México durante la segunda guerra mundial se destilaba a partir de
la madera triturada, mientras que en la India hoy en dia usa el pericarpio de los frutos. El

rendimiento de aceite de céscara es mucho menor, de 1.8% en comparacion con 2.5 a 3.0%

3



obtenido de la madera en México. Sin embargo, la madera calada puede ser tomada de
individuos de ambos sexos o bien solo de aquellos que no producen frutos (machos) (Hersch-
Martinez y Glass, 2006). Por lo tanto ha de plantearse la necesidad de investigar si hay

diferencias tecnoldgicas significativas entre la madera de arboles hembras y machos.

La importancia del linaloe es imponderable ya que naturalmente cumple su rol ecoldgico béasico
como refugio y alimento faunistico. También se utiliza como cercos vivos, cortinas rompe
vientos, ornato, y su madera tiene adscripcién a una actividad artesanal Gnica de México en el
estado de Guerrero. Ademas se enmarca que la especie de interés fue adscrita a la norma Oficial
Mexicana NOM-059-ECOL-2001 (Juarez-Luke, 2006).

1.5 La sexualidad de linaloe
Segun Rzedowski et al. (2004) existen dificultades que limitan el conocimiento taxonémico de

las especies del género Bursera entre ellas:
a) La sexualidad de las especies, siendo en su mayor porcion dioicas o poligamodioicas.

b) La distribucion geografica intraespecifica restringida que presentan numerosas especies en

areas reducidas.

c) El desconocimiento de la variabilidad morfoldgica foliar que deriva en una equivocacion en la

delimitacion de los taxa.

d) La morfotaxonomia no es suficiente, se necesitan estudios quimiotaxondémicos finos y de tipo

molecular para la clasificacion de especies.
e) Las diferencias aromaticas causan confusion, pues todas sus especies producen terpenos.

f) La hibridacion intraespecifica genera individuos con rasgos intermedios y no permiten la

distincion entre los taxa.

La estrategia reproductiva de nuestra especie de interés es sefialada por Rzedowski et al. (2004),
y se cataloga como una especie poligamodioica (poblaciones de algunas plantas con flores
estaminadas y perfectas y otras plantas con flores pistiladas y perfectas segun Geber et al., 1999),
sin embargo, este sefialamiento no ha sido explorado con precisién hasta ahora.

2. JUSTIFICACION GENERAL

Aunque muchas especies de Bursera nativas de México tienen el potencial de desarrollo forestal

como B. glabrifolia con una amplia distribucion en el pais, linaloe es prioritario por ser



considerado un arbol aromatico de relevancia que acapara la atencién internacional, pues es
altamente demandado como materia prima para extraccion de preciados aceites esenciales y

madera para artesanias.

Aunada a sus ostentosas bondades se le confiere una importancia especial dentro de la
restauracion ecoldgica ya que su establecimiento en sitios perturbados permite acelerar la
sucesion natural y ayuda a restablecer la composicion y estructura de las comunidades de clima
calido, pues puede adaptarse a suelos degradados (Bradshaw, 1987); Vazquez-Yanes et al., 1999;
SER, 2002; Bonfil-Sanders et al., 2007); segun Joy et al., 2001 “este arbol es muy resistente y

florece incluso en suelos rocosos, asi como en suelo franco arenoso profundo”.

Chomchalow (2002), menciona que China, India, Indonesia, Nepal, Sri Lanka y Tailandia
producen aceites esenciales a nivel industrial. EI manejo ancestral para la cosecha de las plantas
aromaticas en Asia se ha desarrollado a partir de la colecta en rodales naturales como provision a
bajo costo para el uso de extraccion industrial de aceites esenciales, es hoy muy comun en zonas
rurales, sin embargo, se hall6 como ventaja del cultivo comercial; la produccion de material
uniforme, debido al cultivo comercial de clones selectos o variedades mejoradas. Tales
materiales contienen estandares consistentes de alta calidad, un pre requisito para el éxito del

sabor y fragancias a nivel industrial.

Debido a la gran relevancia del cultivo de linaloe en oriente esta investigacion observa el
problema de la distribucion y caracteristicas sexuales de algunas poblaciones, las dificultades
que tiene al reproducirse de manera natural para reforzar substancialmente las poblaciones y por

ende evitar la desaparicion de linaloe en su area de distribucion natural.

Se sabe que linaloe es una especie tipicamente dioica y con poco éxito reproductivo, por lo que a
su vez se sugiere la exploracién de su estrategia reproductiva para propiciar la oportunidad de un
manejo y uso dirigido con individuos de calidad superior para plantaciones de alto rendimiento a

manera de respuesta urgente y eficaz.

3. OBJETIVO GENERAL
Explorar el complejo sexual de linaloe en poblaciones naturales para produccion sustentable de

madera, aceites esenciales y obtener un protocolo de propagacion in vitro.
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RESUMEN

La madera, resina, y aceites esenciales del xochicopatl, lavanda india o linaloe se cosechan para
diferentes usos industriales, rituales y artesanales, sin embargo, la sobre extraccion afecta la
regeneracion de sus poblaciones naturales. La obtencién de frutos y el derribo elimina
virtualmente la posibilidad de propagacion sexual, por lo que estas poblaciones deben ser
manejadas sustentablemente. Se documentan 150 arboles en tres sitios del estado de Guerrero
para analizar sus patrones de crecimiento en relacion al sexo. Unicamente se hallaron flores
unisexuales; estaminadas en arboles macho, pistiladas en arboles hembra, y ambas unisexuales
en arboles monoico. La proporcién sexual encontrada en nuestro estudio fue similar entre sitios,
sin embargo, en los tres sitios dominaron las hembras, seguidas de los monoicos, reduciendo la
existencia de machos, lo cual caracteriza a la subdioecia. En nuestro estudio, las hembras no
poseian mayor didametro que los machos, mientras que los monoicos tienden a ser mas grandes
que ambos dioicos, lo cual tiene implicaciones econdmicas en la administracion sustentable de

las poblaciones naturales.

Palabras clave: Burseraceae, Bursera, polimorfismo sexual, xochicopatl, linaloe.
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ABSTRACT

Wood, resin, essential oils from Indian lavender are harvested for industrial uses, handicrafts and
ritual uses, however, removal affects regeneration in natural populations. Fruit harvest and
logging virtually eliminates possibility of sexual reproduction, so these populations must be
managed sustainably. 150 trees are documented in three stands of Guerrero state in Mexico, to
analyze growth patterns in relation to sex. Solely unisexual flowers were observed; estaminates
in male trees, pistilates in female trees, and both unisexual monoecious trees. Sexual rates in this
study were similar between stands; however, females are dominants, followed by monoecious
reducing existence of males, which characterize subdioeceous populations. In our study, females
were not mayor diameter than males; while monoecious tend to be larger than both dioeceous,

which has economic implications for sustainable management of natural populations.

Keywords: Burseraceae, Bursera, sexual polymorphism, Indian lavender, linaloe.



4.1 Introduccién

Xochicopatl, linaloe o lavanda India es un arbol dioico, aromatico, endémico y dominante en la
selva baja caducifolia en México (Rzedowski et al., 2004). Su madera, resina, y aceites
esenciales se cosechan para uso en cosméticos, medicinas, rituales y artesanias, ademas generan
ingresos significativos para las personas en las zonas rurales pobres (Hernandez-Véasquez et al.,
2013) sin embargo, la sobre extraccion de sus frutos y la tala sexual indiscrimada de arboles de
gran tamafo en general para madera y extraccion de aceite, estan limitando la capacidad de estas
poblaciones arboladas para regenerarse, ademas que la cosecha de frutos solo es posible a partir
de arboles con flores pistiladas funcionales, eliminando virtualmente la propagacion sexual. Este
derribo indiscriminado de arboles grandes, sugiere una erosion genética, asi como la eliminacion
de un gran potencial fuente de polen y semillas (Hersch-Martinez & Glass, 2006) por lo cual
estas poblaciones deben urgentemente ser preservadas y gestionadas de manera sostenible
(Hersch-Martinez, 2004).

La investigacion efectuada hasta hoy, se ha centrado en: propagacion sexual (Bonfil-Sanders et
al., 2008; Ramos-Ordofiez et al., 2013), propagacion vegetativa para la restauracion de areas
nativas (Bonfil-Sanders et al., 2007; Castellanos & Bonfil, 2010) y un rastico manejo forestal
(Hernandez-Apolinar et al., 2006). Sin embargo, poco se sabe acerca de la expresion sexual en
Bursera, la variacién en la proporcién de sexos en floracion, los conductores de la variacion en la
produccion de frutos, el contenido de aceite y multiplicacion vegetativa, en las poblaciones

naturales, informacidn necesaria para su manejo sostenible.

La diversidad de estrategias reproductivas en las plantas ofrecen una amplia variabilidad genética
intraespecifica de la cual depende la reproduccion. Las caracteristicas de cada sistema sexual
conllevan a una interaccion con la cantidad de recursos ecoldgicos disponibles asi como la
participacion de polinizadores y dispersores que son determinantes para el éxito reproductivo.
Esta informacion es crucial para la restauracion ecoldgica en los bosques secos gque estan en

peligro de extincion (Hilje et al., 2015).

Segun Daly et al. (2011) en la familia Burseraceae se documentan algunos taxones que muestran
un marcado dimorfismo sexual en donde las flores son usual y estructuralmente bisexuales, ya
sea con un pistilo rudimentario que carece de estigmas o estaminodios que carecen de polen,

flores actinomorfas unisexuales o0 menos frecuentes bisexuales.



En toda la familia Burseraceae, en el género y subgénero Bursera se describen ejemplares
bisexuales con flores hermafroditas pero con alguna atrofia sexual, lo que las convierte en
funcionalmente unisexuales (en sentido taxonémicamente estricto la funcionalidad se describe
como la formacion de frutos con semillas viables), ademas el término bisexual ha sido
confundido y empleado como un sinénimo del hermafroditismo, a veces refiriéndose no solo a
flores perfectas, a plantas con flores perfectas, o bien, individuos con ambas flores unisexuales
en la misma planta (Geber et al., 1999) por lo que procuramos evidenciar esta disparidad y hacer
una exploraciéon de los rasgos sexuales y fenotipicos que pudieran esclarecer la estrategia

reproductiva de linaloe.

Para nuestra exploracion, teéricamente se argumenta que la mayoria de plantas dioicas no son
totalmente dimorficas, y frecuentemente suelen tener grandes diferencias inter-sexuales en sus
patrones de crecimiento y en la distribucién proporcional de recursos para la reproduccion
(LIoyd & Webb, 1977). Hay un mayor costo de reproduccion gamética en las hembras que en los
machos (Darwin, 1877; Lloyd & Webb, 1977; Charnov, 1982) y este costo diferencial de
reproduccion entre los sexos tiene consecuencias que se expresan en diferentes formas en

diferentes plantas.

Las diferencias observadas frecuentemente incluyen floracién precoz y un crecimiento reducido
en machos, mientras que un mayor esfuerzo reproductivo y preferencias locales de los habitats es
observado en las hembras. Estudios previos en el Neo y Paleo trdpico han sugerido que los
arboles tropicales también observan estos patrones de diferencias inter-sexuales de crecimiento.
Sin embargo, estos estudios generalmente no han censado todo el potencial reproductivo
individual y no siguiendo los mismos &rboles durante diferentes épocas de floracion (no més de
dos afios), de esta forma se ha documentado que algunos arboles tropicales no cambian su
sexualidad, sin embargo, algunas especies tropicales presentan inconstancia en la produccion
frutal (Queenborough et al., 2007), lo cual complica el sexado de arboles caducos en épocas de

sequia, pues se hallan denudados como en nuestra especie de interes.

Por tal motivo es necesario tomar en cuenta la metodologia que Queenborough et al. (2007)
sugiere en arboles tropicales, una vez observada la floracion se medira el diametro normal (DN),
como un rasgo fenotipico que pudiera dar luces de las diferencias intersexuales que expresa

nuestra especie de interés durante dos afios de muestreo.



En este estudio, al documentar la expresion sexual, de 150 arboles de Bursera linanoe de tres

poblaciones durante dos afios, abordamos las siguientes preguntas:

1. ¢Cuantos tipos sexuales de flores y como se distribuyen entre arboles de las tres poblaciones a

estudiar?

2. ¢El sexo de los arboles observados difiere en sus patrones de crecimiento diamétrico?

4.2 Obijetivos

Explorar las diferencias intersexuales y del crecimiento diamétrico en arboles de linanoe y

determinar la implicacion de su estrategia sexual.

Obijetivos particulares:

. Documentar los tipos sexuales y arreglo de flores en cada arbol y describir la distribucién

sexual en tres poblaciones naturales del estado de Guerrero

. Analizar el patron de crecimiento diamétrico (DN) por tipo sexual
. Identificar la estrategia sexual en las tres poblaciones de arboles
4.3  Métodos

4.3.1 Descripcion taxonomica de linaloe (Rzedowski et al., 2004).

Bursera linanoe (La Llave) Rzedowski, Calderon & Medina, comb. nova. Amiris linanoé La
Llave, Reg. Trim. 1: 356. 1832. A. linaloé La Llave, La Naturaleza 7, apénd. p. 73. 1884. Tipo:
México: La Mixteca (sin haberse localizado). Neotipo que aqui se designa: México: Oaxaca:
distrito Teotitlan: camino a Huautla de Jiménez, 12.V111.1978, F. Ventura 15356 (holoneotipo

IEB, isoneotipos por distribuirse).

Elaphrium aloéxylon Schiede ex Schitdl. Linnaea 17: 252. 1843. Bursera aloexylon (Schiede ex
Schltdl.) Engl. Bot. Jahrb. 1: 44. 1881. Terebinthus aloexylon (Schiede ex Schitdl.) W. F. Wight
ex Rose, Contr. U.S. Nat. Herb. 10: 118. 1906. Tipo: México: Morelos: Real de Huautla,
V11.1835, C. J. W. Schiede 1003 (holotipo HAL).
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Bursera delpechiana Poisson ex Engl., DC. Monogr. Phaner. 4. 53. 1883. Terebinthus
delpechiana (Poisson ex Engl.) Rose, Contr. U.S. Nat. Herb. 10: 119. 1906. Elaphrium
delpechianum (Poisson ex Engl.) Rose, North Amer. Fl. 25: 253. 1911. Tipo: México: Morelos:
Cuautla, N. Delpech s. n., 1879 (holotipo P!).

Elaphrium longipedunculatum Rose, North Amer. Fl. 25: 254. 1911. Bursera longipedunculata
(Rose) Standl, Publ. Field Mus. Nat. Hist. Bot. Ser. 4: 217. 1929. Tipo: México: Oaxaca: distrito
Cuicatlan: near Almoloyas, 2.1X.1906, J. N. Rose y J. S. Rose 11282 (holotipo US).

Nombres comunes registrados en la zona: copalillo, linaloé, linanoé, ulinoé. Nombres comunes

registrados fuera de la zona de estudio; inanué, linaloe, linalué, ulinalué, xochicopal.

Arbol dioico o a veces poligamo-dioico, hasta de 8(10) m de alto, muy resinoso, con aroma
agradable y penetrante al estrujarse; tronco hasta de 60 cm de didmetro, con corteza gris-rojiza,
no exfoliante, ramillas lignificadas francamente rojizas oscuras, glabras o las mas jovenes a
veces densamente pubérulas o esparcidamente vilosas; hojas con frecuencia aglomeradas en los
apices de ramillas cortas, otras veces alternas en ramillas de crecimiento nuevo, precedidas en su
aparicion por un conjunto de catafilos lanceolados a angostamente ovados, de 6 a 10 mm de
largo, agudos a redondeados en el pice, densa y muy finamente glanduloso-pubérulos en ambas
caras, con frecuencia ciliados en el margen, precozmente caducos, hojas por lo general
imparipinnadas, de 6 a 12(15) cm de largo y 3 a 8(10) cm de ancho, peciolo de 1 a 3 cm de largo,
viloso o esparcidamente glanduloso-pubérulo, foliolos (3)5 6 7(11?), raquis con alas de margen
entero, hasta de 2(2.5) mm de ancho de cada lado, notablemente mas anchas hacia el extremo
distal del entrenudo, pecidlulos de 0.3 a 1 mm de largo, foliolos ovados a elipticos, lanceolados u
oblongos, el terminal a menudo subrombico, de 1.2 a 3(4) cm de largo, de 0.8 a 1.8(2) cm de
ancho, agudos a redondeados en el apice, cuneados a redondeados en la base, toscamente
serrados a crenados en el margen y a veces con tendencia a doblemente serrados (con escotadura
en al apice de los dientes), de textura membranacea, algo brillantes en el haz, con venacion
prominente en el envés, con pelos de ca. 0.6 mm de largo y a menudo también acompafados de
diminutos pelos glandulosos espaciados; inflorescencias racimoso-paniculadas, hasta de 6(8) cm
de largo y hasta con 35 flores, aunque por lo general mucho mas modestas, vilosas y glanduloso-
pubérulas, bracteolas linear-subuladas, de ca. 2 mm de largo, pedicelos de 3 a 8 mm de largo;
flores masculinas tetrameras, lobulos del caliz triangulares, de 0.6 a 0.8 mm de largo,

glanduloso-pubérulos y esparcidamente vilosos, pétalos blanquecinos, oblongos a oblanceolados,
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de 3 a4 mm de largo, glanduloso-pubérulos y vilosos por fuera, estambres 8, filamentos de 1.5 a
2 mm de largo, anteras oblongas, de 0.9 a 1.2 mm de largo, gineceo vestigial; flores femeninas
semejantes a las masculinas, pero con los pétalos de ca. 2 mm de largo, estaminodios con anteras
de 0.7 a 0.8 mm de largo, ovario bilocular, estilo evidente, a veces con dos ramas libres casi
hasta la base, estigmas 2; pedunculos fructiferos hasta de 4 cm de largo, pedicelos ligeramente
engrosados, hasta de 9(12) mm de largo, frutos hasta 8 por infrutescencia, pero no pocas veces
solitarios, bivalvados, obovoides y a menudo atenuados en el &pice, pero algo comprimidos, de 9
a 11 mm de largo, de ca. 8 mm de ancho, glabros, rojizos en la madurez, hueso sublenticular o
plano-convexo, de 5 a 6 mm de didmetro, a menudo mas ancho que largo, cubierto en la mitad o

en los 2/3 inferiores por un pseudoarilo anaranjado, la porcion expuesta negra.

Habitante relativamente frecuente del bosque tropical caducifolio y de algunos matorrales
xerdéfilos, sobre diversos sustratos geoldgicos, en altitudes de 650 a 1500 m. Florece de mayo a
principios de julio. Se encuentra desprovisto de follaje de noviembre a mayo.

Especie endémica del sur de México, conocida de Morelos, Puebla, Guerrero y Oaxaca.

Durante afios a esta especie se le conoci6 con el nombre de B. aloexylon, pero el epiteto de La
Llave tiene prioridad cronoldgica y no hay duda acerca de la identidad de este Gltimo, pues el
mismo Schiede, quien en aquellos afios vivia en la ciudad de México, lo menciona en su
protologo. Infortunadamente no se conoce el paradero del material original en que se basé La
Llave para su descripcion y es muy factible que tales ejemplares ya no existan. En el herbario
historico de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, que puede consultarse en la
biblioteca José Maria Lafragua, se encuentra un espécimen estéril de la planta en cuestion
procedente de “La Mixteca”, que esta identificado como Amiris linaloe, sin datos de colector, ni
fecha. La Llave a este respecto indica en la misma pagina 356: “Empenado en ver las flores de
este vegetal, se las encargué a un residente de la Mixteca, y de cuya eficacia estaba seguro, y su
diligencia fue tal, que me puso un propio inmediatamente, con un saco en que habia ramas y
hojas frescas, con una gran porcion de frutos, pero desgraciadamente sin una flor siquiera, que
era lo que mas interesaba. Lo mismo le sucedio al Sr. D. Antonio Cal, que como yo, s6lo obtuvo
hojas y semillas, de todo lo que mandd ejemplares”. Probablemente el espécimen depositado en
Puebla es el que ha identificado y herborizado el propio Antonio Cal, pero no hay indicio claro
de que lo hubiera examinado directamente Pablo de La Llave. En tal circunstancia se estimé

apropiado designar un neotipo para el binomio Amiris linanoe. Con cierta frecuencia se ha estado
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usando asimismo para la especie en cuestion el nombre de B. delpechiana, basado en un
ejemplar con flores masculinas y hojas muy tiernas. La comparacion del tipo correspondiente
con materiales modernos de B. linanoe, muestreados en similar estado fenoldgico, claramente

indican que se trata del mismo taxon.

El tipo de Elaphrium longipedunculatum fue colectado en la region de estudio y discrepa un
poco en sus hojas ligeramente mas grandes que las que mas comdnmente se observan, pero
coincide en los demas caracteres de hojas y frutos. Bullock (op. cit., p. 374) consider6 a B.
delpechiana como sindnimo de B. penicillata (DC.) Engl., pero ya Rzedowski y McVaugh (op.
cit., p. 335) rectificaron esta incorrecta interpretacion. Bursera linanoe se asemeja en muchos
aspectos y con frecuencia se confunde en los herbarios con B. glabrifolia. Un comentario mas
detallado sobre este particular se incluye al final de la discusion de esta ultima especie. El linaloe
se conoce mundialmente por el fino aroma de su aceite esencial, que se ha estado explotando en
forma intensiva y exportando a Europa en el siglo XIX y en las primeras décadas del XX. Tan
atractivo resultd este producto que unos ingleses se llevaron propagulos de plantas mexicanas a
la India, pais que en la actualidad abastece de tal sustancia a las industrias especializadas en
diferentes partes del mundo. En el estado de Guerrero la madera perfumada de linaloe se utiliza
para la elaboracion de artesanias. En la regién de estudio la especie se emplea con propositos

medicinales.
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Nota.- A. rama con hojas y frutos; B. flor masculina; C. flor masculina desprovista de un segmento del caliz, de los
4 pétalos y del androceo; D. flor femenina; E. pistilo; F. fruto; G. hueso visto por ambas caras.

Figura 1. Bursera linanoe (La Llave) Rzed., Calder6n & Medina. llustrado por Elvia
Esparza.
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4.3.2 Caracteristicas ecoldgicas de los sitios estudiados.

Hersch-Martinez (2009) describe las condiciones que el linaloe se desarrolla, siendo de habitad
semiéarido, propio de la selva baja caducifolia (Miranda, 1942) o bosque tropical caducifolio,
sobre terrenos ondulados con suelos someros y pedregosos, Yy alcanza entre cinco y ocho metros
de altura (Guizar y Sanchez, 1991), se desarrolla en suelos de rendizas, litosoles y regosoles
calcareos, en pendientes de 40 a 60%, tiene preferencias por rocas volcanicas o sedimentarias de
origen volcéanico que son rasgos caracteristicos del complejo balsas y el cafion del zopilote
(Toledo, 1982). Los climas son calido seco y calido subhimedo, con una precipitacion media
anual de 780 a 1000 mm, y temperaturas maximas y minimas mensuales que oscilan entre los 22
y los 30 grados centigrados, aunque pueden ser aun mas altas. El rango de altitud se encuentra
entre los 650 y los 1500 msnm (Rzedowski et al., 2004).

Bajo las condiciones previamente descritas se muestrearon tres sitios de linaloe en selva baja
caducifolia de la vertiente del Rio Balsas, estado de Guerrero: Uno de los sitios (Sitio A) en el
paraje “El calvario” Mezquitldn, Municipio de Copalillo (18° 01°17.30” N, 98°56°54” O), este
lugar se encuentran perturbado debido a la cercania de la poblacion, extraccion del fruto, madera
y pastoreo. Dos sitios mejor conservados en Comala de Gémez, Municipio de Atenango del Rio
(18°09°18.40”N, 99°04°05.47”0) en el paraje “Llano la herradura” a riveras del Rio Atenango
(Sitio B) y en el paraje “La pefia” (sitio C). Los tres sitios entre laderas con disposicion
preferentemente este a una altitud entre 650 a 750 msnm, suelo muy pobre, pedregoso-arenoso

en pendientes pronunciadas.

En 2014 y 2015, fueron enumerados con aerosol 150 arboles de linaloe, con ayuda de la clave de
identificacion de Rzedowski et al. (2004), dos guias miembros de la comunidad y por medio del
aroma de las hojas, se tomaron al azar 50 arboles por sitio y se geo posicionaron con un (Gpsmap
76S garmin®), se registré también la altura usando una pistola haga®, y didmetro normal (1.3

m) con una cinta diamétrica.

4.3.3 Rasgos sexuales de las flores y sexado de arboles.

Se observé el fendmeno de floracion en rodales naturales en mayo con las primeras lluvias

anuales de 2014 y 2015 para determinar el sexo en arboles de linaloe.
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El sexado floral se realiz6 identificando cuidadosamente con ayuda de binoculares y un vernier,
los 6rganos reproductivos de acuerdo a (Rzedowski et al., 2004), donde flores masculinas
tetrdmeras, l16bulos del céliz triangulares, glanduloso-pubérulos y esparcidamente vilosos, pétalos
blanquecinos, oblongos a oblanceolados, glanduloso-pubérulos y vilosos por fuera, estambres 8,
anteras oblongas de color amarillo cobrizo intenso muy vistosos (a, b, Figura 2) y algunas con
gineceo vestigial, mientras que flores femeninas semejantes a las masculinas, estilo a veces con
dos ramas libres casi hasta la base, estigmas 2 de color lechoso evidentes y escasas flores con
estaminodios, y se observo el subsecuente desarrollo del fruto para verificar su sexo en agosto
2014 donde los pedunculos fructiferos hasta de 4 cm de largo, pedicelos ligeramente engrosados,
frutos hasta 8 por infrutescencia, pero no pocas veces solitarios, bivalvados, obovoides y a
menudo atenuados en el &pice, pero algo comprimidos, glabros, rojizos en la madurez (c, Figura
2).

p -
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)

a) Inflorescencia estaminada, arbol 39 racimo de flores unisexuales estaminadas (macho).

b) Inflorescencia pistilada, arbol 36 nétese coloracion de estigmas en flor unisexual pistilada, frutos
incipientes (hembra).

c) Inflorescencia e infrutescencia en arbol 33, nétese del mismo arbol dos ramas con sexo diferente, estambres
amarillos de flores estaminadas y frutos incipientes (monoico).

Figura 2. Inflorescencias e infrutescencias observadas durante el muestreo en Guerrero.

A los individuos con flores estaminadas, fueron colectados flores, para la posible obtencion del
polen por separado. También se observo la polinizacion, se subraya que durante este fendmeno el

ambiente es muy humedo debido a la lluvia, y es casi nula la posibilidad de reproduccion
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anemofila de la especie, por lo que los agentes polinizadores aprovechan al maximo la luz del sol

para la recoleccion de polen y néctar.

Se empled el paquete estadistico R para el analisis de datos obtenidos, en el cual se realizaron
pruebas de proporcion de sexos en los diferentes sitios, asi como una regresion lineal para

modelar la relacion sexo y patron de crecimiento diamétrico de un solo afio (2015).

4.4 Resultados

En todos los arboles florecidos solo se hallaron dos diferentes tipos de flor: 77 arboles con flores
pistiladas (hembra), algunos con escasas flores con estaminodios que se omitieron al consideras
no funcionales, 29 arboles con solo flores estaminadas (macho), y 44 arboles con flores
preferentemente estaminadas y con escasos frutos (monoicos) incipientes. En la prueba que se
proporciond no se hallaron diferencias significativas entre el ndmero de arboles hembras,
machos y monoicos combinados (p= 0,8065) ni tampoco en la proporcion de hembras entre los
sitios (p = 0,6023) (Figura 3).
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Figura 3. Numero de arboles por sexo de Bursera linanoe en tres poblaciones naturales
muestreadas y en total. (A=Mezquitlan, B=Comala I, C=Comala II).

El Didmetro normal promedio del total de arboles hembra fue 21.5 + 2 cm, en arboles macho

20.9 £ 3.3 cm, y monoicos 26 £ 2.7 cm. Los arboles monoicos fueron 5 cm mas grandes que los
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arboles hembra y macho (Figura 4). Sin embargo, se hallaron también diferencias significativas

en el didmetro normal (DN) entre sitios (p=1.74e-11) y entre sexos (p=0.00084) (Cuadro 1).
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Figura 4. Comparacion sexual del didmetro normal en 150 arboles de Bursera linanoe entre
sitios muestreados. (A=Mezquitlan, B=Comala I, C=Comala Il).

Cuadro 1. Andlisis de varianza del DN de arboles de Bursera linanoe de acuerdo a sexo y

e Df  Suma Cuad. Promedio Cuad. F valor Pr(>F) Signif.
Sexo 2 835 417.7 7.44 0.00084 ik
Sitio 2 3316 1658.1 29.53 1.74e-11 kel
Residuales 145 8141 56.1

El arbol de mayor DN es monoico y se hall6 en el sitio B (49 cm) mientras que el de menor DN
es hembra y se halld en el sitio C (5 cm) por lo cual el monoico de mayor diametro es 90% mas

grande que la hembra més pequefia.

La hembra de mayor DN se hall6 en el sitio B (39 cm), mientras la de menor didmetro se hall6
en el sitio C (5 cm). ElI macho de mayor DN se halld en el sitio A (40 cm), mientras que el mas
pequefio en los sitios B y C (10 cm). EL monoico de mayor DN se hall6 en el sitio B mientras

que el de menor porte se hallé en los sitios B y C (10 cm).

Los patrones de crecimiento diamétrico de 150 arboles analizados por tipo sexual mediante

regresion lineal permiten observar que arboles dioicos (hembra y macho) se asemejan, sin
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embargo, los arboles monoicos difieren a los dioicos en 5 cm (p=0.0106) (Figuras 4 y 5, Cuadro

2).
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Los circulos rellenos (Hembras), circulos vacios (Machos) y cruces (Monoicos). Sitios: A=Mezquitlan; B=Comala I;

C=Comala ll.

Figura 5. Distribucion acumulativa del diametro normal de arboles de Bursera linanoe
muestreados en Guerrero.

Cuadro 2.Regresion lineal del DN por tipo sexual de 150 arboles de Bursera linanoe.

Estimacién Error Std. t valor Pr(>[t)) Signif.
Hembra 21,4792 1,0145 21,172 <2e-16 folekal
Monoico 4,3571 1,6824 2,59 0,0106 *
Macho -0,5965 1,9396 -3,08 0,7589

Significancia: 0 “**** 0.001 “**” 0.01 **> 0.05 > 0.1 ©’ 1.
F=4.056, p= 0.0193

4.5 Discusion
En las dos temporadas de floracion se registro la observacion de solo dos tipos predominantes de

flores unisexuales (estaminadas y pistiladas) y frutos en tres arreglos sexuales (hembras, machos
y monoicos) en las tres poblaciones estudiadas, sin embargo, los monoicos mostraron escasos
frutos y no se sabe si la semilla es viable o funcional por lo cual no podemos descartar la

posibilidad de flores con 6rganos sexuales atrofiados (estaminodios o gineceo vestigial)
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(Rzedowski et al., 2004) dentro de las tres poblaciones, el tamafio milimétrico de éstas pudo
pasar desapercibido a la vista. A pesar de esto este tipo de flores pudieron ser muy reducidas en
nimero o nulas, pero se podria sugerir un sistema sexual subdioico (Geber et al., 1999;
Yakimowski & Barrett, 2014) debido a la fructificacion en los monoicos, lo cual contrasta con lo
seflalado por Rzedowski (2004) quien clasifica las poblaciones de cuencas altas del Papaloapan,

Oaxaca, en dioicos o poligamodioicos.

Aunado a lo anterior, la proporcion sexual encontrada en nuestro estudio fue similar entre sitios,
donde fueron predominantes las hembras (~50%), seguidas de los monoicos (~30%), haciendo
inconstantes a los machos (~20%), lo cual segun Yakimowski & Barrett (2014) caracteriza a la

subdioecia.

En nuestro estudio, arboles monoicos tienden a ser mas grandes en didmetro que los dioicos
(machos y hembras), de las tres poblaciones. En muchas especies de arboles dioicos, las hembras
son mas anchas en didmetro que los machos (Darwin, 1877; Lloyd & Webb, 1977; Charnov,
1982; Queenborough et al., 2007). A pesar de esto en nuestro estudio, las hembras no fueron mas
anchas que los machos. A la fecha no se ha reportado alguna investigacion similar que sefiale las
diferencias en crecimiento diamétrico en funcidon del sexo en especies forestales subdioicas.
Cabe mencionar que la indiscriminada tala sexual pudo haber influido para que las hembras y

machos permanecieran con didmetros similares.

Los resultados tienen implicaciones para conservacion y manejo sustentable de esta especie con
beneficios econdmicos, especialmente en los individuos monoicos, més adn, la dinamica
poblacional se vera afectada por la proporcion de sexos, pues si la frecuencia de hembras fuera
baja, daria oportunidad a monoicos de ganar mas aptitud mediante la inversién de Ovulos
(Yakimowski & Barrett, 2014).

Debido a esto la estabilidad de la poblacion a largo plazo requiere una administracion focalizada
para produccion de aceites esenciales, madera y resinas sin descuidar la presencia de machos y
hembras lo suficientemente cerca para evitar afectar la trasferencia de polen y de esta forma

asegurar un mayor éxito reproductivo (House, 1992).
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4.6 Conclusiones

1. Entre arboles dioicos los patrones de crecimiento no difirieron estadisticamente y al ser
caducifolio solo se puede sexar en épocas de floracion ademas que se debe confirmar durante la

fructificacion puesto que durante la época de secas se encuentran defoliados.

2. En los sitios muestreados de linaloe, se documentan Unicamente flores unisexuales, flores
estaminadas en arboles machos, flores pistiladas en arboles hembras, y suponemos que ambas
flores unisexuales en arboles monoicos. Aunque previas sugerencias indican la presencia de

individuos con flores hermafroditas o con 6rganos sexuales atrofiados.

2. De acuerdo con los datos registrados los arboles dioicos son de menor porte diamétrico que los

arboles monoicos.
3. Las poblaciones de linaloe en Mezquitlan y Comala, en el estado de Guerrero demostraron a

través de sus patrones de crecimiento diamétrico ser subdioicas.

4.7 Recomendaciones

De acuerdo a las conclusiones vertidas se recomienda

a) Llevar a cabo una investigacion de mayor precision para definir si estan presentes poblaciones
poligamodioicas de linaloe en Guerrero, ademas de las poblaciones en Oaxaca.

b) Los arboles monoicos se visualizan para produccion de madera y resinas en plantaciones.
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5. C}APITULO 2: PRODUCCION DE ACEITES ESENCIALES EN FRUTOS DE
ARBOLES HEMBRA Y MONOICOS DE LINALOE (Bursera linanoe, Burseraceae)
EN TRES RODALES NATURALES, EN EL ESTADO DE GUERRERO.
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RESUMEN

Las plantas aromaticas son crecientemente demandadas en todo el mundo. La obtencion del
linalol a partir de arboles de linaloe ya era conocido antes del desarrollo del linalol sintético, sin
embargo, el uso de aceites esenciales de especies de Bursera se conoce desde las culturas nativas
Mexicanas. Poco se sabe acerca de la expresion sexual en Bursera, el manejo de la variacion en
la produccion frutal y su contenido de aceites esenciales es informacién vital para un manejo
sustentable en poblaciones subdioicas. Por lo cual se realiza una comparacion por discriminacion
inter-sexual de arboles de linaloe para la produccion de aceites esenciales a partir de los frutos
maduros y frescos en tres sitios de muestreo en el estado de Guerrero. No se hallaron diferencias
significativa en el rendimiento de aceites esenciales entre hembras y monoicos, sin embargo, las
hembras son méas contantes en la fructificacion por lo cual atraen una mayor cosecha de frutos.
Las plantaciones de lavanda india para una mayor produccion de aceite esencial de origen frutal
pudieran ser con arboles dioicos debido a que se maximiza la fructificacion en hembras que no es

posible sin la participacion del polen de los machos 0 monoicos.

Palabras Clave: Bursera, aceites esenciales, polimorfismo sexual, linaloe, lavanda india
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CHAPTER 2: FRUTAL ESSENTIAL OIL FROM FEMALE AND MONOECIOUS OF
LINALOE TREES (Bursera linanoe, Burseraceae) IN THREE NATURAL STANDS IN
GUERRERO STATE.
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ABSTRACT

Aromatics plants are increasingly demand worldwide. Obtaining linalool from linaloe trees was
already known before development of synthetic linalool, however use of essential oils from
Bursera species are known from native Mexican cultures. Little is known about sexual
expression in Bursera, managing variation in fruit production and content of essential oils is vital
information for sustainable management. A comparison by inter-sexual discrimination linaloe
trees for the production of essential oils from fresh and ripe fruits in three sampling sites in
Guerrero state are performed. No significant percentage of essential oils among females and
monoecious trees was found, but females attract a greater harvest of these fruits. Indian lavender
plantations for increased production of essential oil from fruit could be with dioecious trees
because fruiting in female trees is maximize but is not possible without participation of pollen

from male or monoecious trees.

Keywords: Bursera, essential oils, sexual polymorphism, linaloe, Indian lavender
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5.1 Introduccién

La extraccion del linalol a partir de la madera de Bursera linanoe (linaloe) comenzé en el siglo
XIX en Francia, Inglaterra y EEUU para la industria de perfumeria fina. Sin embargo, el uso de
aceites esenciales extraidos a partir de especies de Bursera nos remonta a las culturas nativas
Mexicanas desde la antigiiedad (Daly et al., 2011; Fuentes-Lopez et al., 2011; Lucero-Gémez et
al., 2014; Peters et al., 2003; Stacey, Cartwright, and McEwan, 2006). Para apoyar a la creciente
industria perfumera, la tala indiscriminada disminuyé drasticamente el nimero de arboles de
linaloe en México, especialmente en el sur de los estados de Morelos, Puebla y norte de Guerrero
(Hersch-Martinez, 2004; Rzedowski et al., 2004). Algunas plantaciones fueron desarrolladas en
la India a principios del siglo XX, produciendo de 2-3 toneladas anuales, la mayoria destinada
para perfumerias europeas, asi como jabones, comida, bebidas y germicida. Fue también usado
como un substituto para el aceite de lavanda (Lavandula angustifolia Mill. (Joy et al., 2001)), de

aqui el nombre de lavanda India.

La obtencion del linalol a partir de linaloe ya era conocido antes del desarrollo del linalol
sintético (Daly et al., 2011), luego de haberse obtenido de manera sintética, las plantas

aromaticas son crecientemente demandadas en todo el mundo (Wu & Chappell, 2008).

Sin embargo, los costos de produccion han incrementado, dirigiendo la necesidad de fuentes de
aceites esenciales a bajo costo mucho de lo cual se obtiene de los remansos de las poblaciones
naturales (Chomchalow, 2002).

Debido a esto linaloe esta siendo amenazado en su hébitat natural y se le esta limitando a areas
cada vez mas pequefias, con una muy limitada habilidad de reclutamiento ademéas de un

porcentaje de germinacion menor al 10% (Joy et al., 2001).

La sobre explotacién del fruto, combinado con la baja germinacién, y la tala clandestina de
grandes arboles fecundos que pudieran proveer un mayor potencial de reclutamiento, son
factores que pudieran conducir a linaloe a incrementar el nimero de las pequefias poblaciones y

reducir drasticamente el ingreso monetario para las comunidades pobres que las usufructian.

Los aceites esenciales se componen de terpenoides que son estructuralmente diversos y
funcionan como fitoalexinas en defensa ecoldgica directa, 0 como sefiales en defensa indirecta
(Cheng et al., 2007).
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Casi todas las partes de los arboles de linaloe, contienen terpenoides debido a su madera suave,
sin embargo, varian en su concentracion. Por ejemplo: el rendimiento de aceites esenciales
obtenidos de las hojas es 0.15-0.25% la cantidad de rendimiento de aceites a partir de la cascara
del fruto seco, la parte cosechada sustentablemente en India (Joy et al., 2001; Hersch-Martinez,
2004) es mucho menor (1.8%) que la obtenida de la madera (2.5-3.0%). Los frutos frescos
producen 1.5-2.5% de aceite y solo toma 5 horas su destilacion, mientras que los frutos secos

producen 12.8% pero esto toma 20 a 25 horas su destilacion (Joy et al., 2001).

El aceite del fruto es de un color brillante, liquido movil, mucho més ligero que el agua de un
peso especifico (20 C) 0.8952, indice de refraccion (20 C) 1.4658, rotacién optica (20 C) 1.5,
indice de acidez cero, valor de saponificacion de 130, indice de saponificacion después de
acetilacion 274 y es soluble en etanol al 70%. La composicién aproximada del aceite es metil
heptanol 1.5%, 47.7% linalol, acetato de linalilo 40.8%, y otras sustancias viscosas 8%. El aceite
mexicano contiene 60-75% de linalol. El aceite de hoja tiene un olor dulce y volatil que contiene
65-70% acetato de linalilo (Adams & Bhatnagar, 1975; Joy et al,. 2001).

Existen varias técnicas para extraccion de aceites esenciales, las cuales difieren en sus
caracteristicas (Lahlou, 2004), sin embargo, la técnica de maceracion por solvente organico,
sostiene que al entrar un material sélido en contacto con un disolvente, los compuestos solubles
en el material solido se mueven al disolvente, por tanto, en esta extraccion, aplicada a materiales
vegetales ocurre la transferencia de masa del principio activo soluble al disolvente, debido a un
gradiente de concentracion. Aungue este proceso no es tan selectivo para aceites esenciales es
una técnica de sencilla aplicacion para la extraccion de muchas muestras simultaneamente
(Singh, 2008).

Para nuestro estudio se decidi6 proyectar un esquema preliminar de discriminacion inter-sexual

de arboles subdioicos para la produccion de aceites esenciales a partir de los frutos maduros y

frescos, excluyendo totalmente a los machos debido a que solo producen polen.

Poco se sabe acerca de la expresion sexual en Bursera, el manejo de la variacion en la
produccién frutal y contenido de aceites esenciales es informacion vital para una manejo
sustentable de estas poblaciones por lo cual se cuantifican, la fructificacion y rendimiento de
aceites esenciales de arboles de dos tipos sexuales de linaloe en tres sitios de muestreo en el

estado de Guerrero, dejandonos direccionar la siguiente pregunta:
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1- ¢Los sexos difieren en la cantidad de frutos y aceite esencial producido?

5.2  Objetivos

Explorar las diferencias intersexuales en la produccion frutal y de aceites esenciales

5.2.1 Objetivos particulares:

. Cuantificar y comparar la produccion frutal y el rendimiento de aceites esenciales por
tipo sexual.
53 Métodos

5.3.1 Caracteristicas de los sitios y marcado de arbolado

Se muestrearon tres sitios de linaloe en selva baja caducifolia de la vertiente del Rio Balsas,
estado de Guerrero: Uno de los sitios (Sitio A) en el paraje “El calvario” Mezquitlan, Municipio
de Copalillo (18° 01°17.30” N, 98°56°54” O), este lugar se encuentran perturbado debido a la
cercania de la poblacion, extraccion del fruto, madera y pastoreo. Dos sitios mejor conservados
en Comala de Gomez, Municipio de Atenango del Rio (18°09°18.40”N, 99°04°05.47”0) en el
paraje “Llano la herradura” a rivera del Rio Atenango (Sitio B) y en el paraje “La pefia” (sitio
C). Los tres sitios en laderas con disposicién preferentemente este a una altitud entre 650 a 750

msnm, suelo muy pobre, pedregoso-arenoso en pendientes pronunciadas.

En 2014 y 2015, fueron marcados y enumerados con aerosol 150 arboles de linaloe, con ayuda
de la clave de identificacion de Rzedowski et al. (2004), dos guias miembros de la comunidad y
por medio del aroma de las hojas, se tomaron al azar 50 arboles por sitio y se geoposicionaron

con un (Gpsmap 76S garmin®).

5.3.2 Rasgos sexuales de las flores y sexado de arboles

Se observé el fendbmeno de floracion en rodales naturales en mayo con las primeras lluvias

anuales de 2014 y 2015 para determinar el tipo de sexo en arboles de linaloe.

El sexado floral se realizd identificando cuidadosamente con ayuda de binoculares y un vernier,
los 6rganos reproductivos, donde flores masculinas tetrameras, 16bulos del caliz triangulares,

glanduloso-pubérulos y esparcidamente vilosos, pétalos blanquecinos, oblongos a oblanceolados,
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glanduloso-pubérulos y vilosos por fuera, estambres 8, anteras oblongas de color amarillo
cobrizo intenso muy vistosos, escasas flores con estaminodios, mientras que flores femeninas
semejantes a las masculinas, estilo a veces con dos ramas libres casi hasta la base, estigmas 2 de
color lechoso muy evidente y se observé el subsecuente desarrollo del fruto para verificar su
sexo en agosto 2014 donde los pedunculos fructiferos hasta de 4 cm de largo, pedicelos
ligeramente engrosados, frutos hasta 8 por infrutescencia, pero no pocas veces solitarios,
bivalvados, obovoides y a menudo atenuados en el &pice, pero algo comprimidos, glabros,
rojizos en la madurez (Rzedowski et al., 2004).

5.3.3 Cosecha de frutos

Durante agosto de 2014 los frutos maduros desarrollaron una mancha roja, por lo que se
cosecharon en su totalidad los arboles identificados como hembras y monoicos, con ayuda de
una garrocha y sacos de tela para mantener la integridad de los frutos frescos. Todos los frutos se
pesaron Yy etiquetaron a pie de cada arbol. De cada lote de frutos por arbol se tomd una pequefia
muestra (~50 g) en una bolsa plastica herméticamente cerrada que se mantuvo en una hielera y se
traslado a los laboratorios generales del postgrado en Boténica del Colegio de Postgraduados,
Motecillo, Estado de México (19° 19°N, 98° 53 O, 2250 m) para la posterior extraccion de
aceites esenciales por muestra, el resto se recuperd para programas de produccion de plantulas y
extraccion de aceites de las comunidades. Debido a la dehiscencia y la rapida oxidacion de las
bayas solo se pudieron cuantificar por completo los frutos por arbol de 5 monoicos y el nimero
de frutos por kg de 2 monoicos y 23 hembras para asi extrapolar con los datos de cosecha total
en kg.

5.3.4 Extraccion de aceites esenciales

La pequefia muestra tomada de frutos (~50 g) a partir de 84 arboles en agosto 2014 se
refrigeraron a 4°C hasta septiembre de 2014 para evitar la degradacion de los compuestos
volatiles y asi extraer adecuadamente de aceites esenciales, lo cual fue realizado por medio de
un disolvente volatil (n-hexano), en el laboratorio general de Botanica del Colegio de

Postgraduados. Cada muestra de fruto fue pesada en una balanza digital y fue macerada por 10 s

27



en un mortero ceramico, adhiriendo el solvente organico en la misma proporcion en peso de

muestra.

Las muestras fueron selladas en frascos de vidrio, se agitaron una vez al dia durante cinco dias.
La matriz organica fue concentrada mediante un rota evaporador Blichi® con vacio a 40°C, hasta
evaporar la mayor cantidad de disolvente posible y fue decantado a viales de 10 ml previamente
pesados en escales de precision con una pipeta Pasteur. Se dejo evaporar el resto del solvente a
temperatura ambiente en una campana de extraccion. Para obtener el rendimiento de aceites por
kilogramo de fruto en cada arbol, se tomo el peso del aceite libre de solvente (g) de la pequefia
muestra, y se dividio por el peso de muestra (g), para convertirlo a kg se dividio entre 1000 y

luego fue multiplicado por 100 para obtener porcentaje.

5.3.5 Disefio experimental y analisis de resultados

Para nuestro analisis de datos se emple6 un programa Excel y el paquete estadistico R en el que
se realizaron analisis del peso, nimero total de frutos y por kg por arbol, ademés del rendimiento
de aceite esencial individual para el que se comparan 30 muestras de arboles diferentes de dos

sexos en tres sitios para analisis de varianza (hembras=15; monoicas=15).

5.4 Resultados

Durante el sexado de 150 arboles, 50 por sitio, se observaron 121 con flores femeninas y algunos
con frutos incipientes (77 hembras y 44 monoicos), de los 121 finalmente solo 84 arboles
produjeron frutos bien desarrollados (66 hembras y 18 monoicos) (Figura 6) debido
posiblemente a diferentes razones como la inconstancia frutal o afio semillero, no polinizacion,

predacién o herbivoria etc.
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Figura 6. Monitoreo de fructificacion en arboles de Bursera linanoe por sexo en tres sitios.

De los 30 arboles que se les pudieron contabilizar el nimero de frutos, se hall6 a la hembra con
mayor cantidad de frutos en el sitio C con 59,248 frutos, en el mismo sitio la hembra con menor
cantidad de frutos con 347, lo que representa un 99.4% de diferencia productiva. En los arboles
monoicos en el sitio B se hall6 el monoico con mayor cantidad de frutos 3,456, mientras que en
el sitio A se hallé el de menor nimero de frutos con apenas 2, lo que representa un 99.9% de
diferencia productiva. La hembra mas productiva es 84% mas productiva que el monoico mas

productivo.

La varianza en el numero de frutos entre las hembras fue mucho menor en comparacion a los
monoicos, lo que sugiere una mayor variabilidad de nimero de frutos entre arboles monoicos y

una tendencia relativamente constante en la produccion de frutos en hembras (Figura 7).

Quince arboles hembras no produjeron mas peso en frutos que los quince arboles monoicos
dentro de los tres sitios (p=0.074) (Cuadro 3, Figura 8).
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Figura 7. Varianza de muestra, numero total y promedio de frutos bien desarrollados de
arboles hembra y monoicos.

Cuadro 3. Andlisis de varianza en peso de frutos de 30 arboles de linaloe.

Df  Suma Cuad. Promedio Cuad. F valor Pr(>F) Signif.
Sexo 1 71.19 71.194 32.573 0.07478
Residuales 82 1792.26 21.857

No se hallaron diferencias significativas en el rendimiento de aceites esenciales a partir de quince
arboles hembras contra quince arboles monoicos dentro de los tres sitios (p=0.9244) (Cuadro 4,

Figura 8).
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Cuadro 4. Andlisis de varianza en porcentaje de aceites esenciales de 30 arboles

Df  Suma Cuad. Promedio Cuad. F valor Pr(>F) Signif.
Sexo 1 0.013 0.01277 0.0091 0.9244
Residuales 82 115.610 140.987
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Figura 8. Comparacion de la produccion frutal y rendimiento de aceites esenciales de 84
arboles en tres sitios de muestreo.

Discusion

Tedricamente los arboles hembra son por definicion aquellos que desarrollan frutos y no polen.

Los machos, son aquellos que producen polen y no frutos, sin embargo, la presente complejidad

subdioica hallada en los tres sitios de muestreo nos lleva a diferenciar a tres tipos sexuales

(hembras, machos y monoicos), sin embargo, se discrimina a los arboles macho para evaluar los

frutos a pesar de que se sabe que en otras poblaciones exista un hermafroditismo floral como en
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poblaciones del Estado de Oaxaca (Rzedowski et al., 2004) y asi acercarnos al comportamiento

de la fructificacion y la implicacion en produccion de aceites esenciales a partir del fruto.

Hasta ahora no se habia cuantificado y comparado la fructificacion en casos de subdioicismo en
estos arboles tropicales, la produccion frutal en este caso depende del sexo y los recursos
ecoldgicos disponibles, asi como el polen disponible de los machos y monoicos (Pérez et al.,
2003). En este analisis se hall6 que las hembras siempre producen mayor nimero de frutos,

siendo hasta 84% mas productiva que el monoico mas productivo.

Los aceites esenciales son fitoalexinas de defensa directa o indirecta (Cheng et al., 2007) su

produccion limita crecimiento y reproduccion (Neilson et al., 2013; Kliebenstein, 2014).

Segun Joy et al. (2001) los frutos frescos producen 1.5-2.5% de aceites esenciales lo cual
coincidié cercanamente en nuestro estudio con la extraccion mediante solvente organico.
Ademas es necesario descartar las diferencias en rendimiento de aceites esenciales entre sexos,
pues en nuestro estudio no se halla significancia en porcentaje de aceites esenciales, sin embargo,

las hembras siempre generan mayor cantidad de frutos por arbol.

Un peligro a largo plazo en la sustentabilidad de una poblacion viene si un sexo es etiquetado
como preferente para la cosecha de fruto o derribo, la sobre extraccion de estos individuos
podrian tener profundas implicaciones para su regeneracion a largo plazo y existe un peligro de
efecto alélico si el tamafio de la poblacion llega a ser muy reducido (House, 1992) como en

poblaciones de Bursera (Rzedowski et al., 2004).

La intensa extraccién de frutos ha demostrado interrumpir la regeneracion, y altera la estructura
de la poblacion y dramaticamente altera los porcentajes de crecimiento de las poblaciones (Peres
et al., 2003), por lo que deberia evitarse en lo posible el abuso para asi asegurar una produccion
de aceites esenciales en forma sustentable.

Debido a ello para la estabilidad de la poblacién a largo plazo se requiere una mayor densidad
para que la presencia de machos y hembras estén suficientemente cerca para incrementa la
trasferencia de polen. Una posible solucién a la intensa cosecha de frutos, seria plantar mayor
cantidad de arboles macho o aplicar la polinizacién asistida que pudieran proveer suficiente fruto

para satisfacer la demanda e incrementar en algo de regeneracion.
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56  Conclusion
1. Aunque el peso en frutos por arbol fue estadisticamente marginal en arboles hembra y el
porcentaje de aceites esenciales a partir del fruto es similar entre hembras y monoicos, las

hembras siempre producen mayor numero de frutos.

5.7 Recomendaciones.
Para las plantaciones de lavanda india con una mayor produccion de aceite esencial de origen
frutal pudieran ser con arboles dioicos ya que estos arboles estan especializados en la produccién

exclusiva de polen (macho) y dvulos (hembra) maximizando asi la produccion anual.

El polimorfismo sexual de linaloe pudiera explicar una compensacion metabdlica, debido a que
en el capitulo uno de esta tesis se comparan patrones de crecimiento diamétrico, lo cual resulto,
que en arboles monoicos exista una tendencia de mayor de crecimiento, lo que se supone, sea
debido a la distribucion de sexos a nivel floral, pues se observa el desarrollo de bajo nimero de
flores femeninas y menor desgaste energético para asegurar la reproducciéon (produccion de
aceites en frutos) que difiere con los éarboles dioicos que se especializan exclusivamente a la

produccion de polen y évulos en diferentes individuos.
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6. CAPITULO 3: ESTABLECIMIENTO in vitro DE EXPLANTES VEGETATIVOS DE
LINALOE (Bursera linanoe, Burseraceae).

3Juan Gutiérrez Santiago, "Carlos Roman Castillo Martinez 2Jesus Jasso Mata, 2Marcos Jiménez
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@ Postgrado en Ciencias Forestales, Colegio de Postgraduados-Campus Montecillo. Km. 36.5 Carr. México-Texcoco,
Texcoco Edo. México. Z.C. 56230. Tel. +52 01(595)952-0200, ext. 1468. E-mail: jejama@colpos.mx
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RESUMEN

Muchos son los factores que han contribuido a la reciente popularidad de sabores y fragancias
naturales derivados de las plantas arométicas, lo cual motiva a las industrias a usar materia prima
natural a un precio mucho mayor. Los métodos de propagacion vegetativa en arboles aromaticos
apoyan programas de desarrollo forestal y evitan la desaparicion de la especie, en menor tiempo
y de constitucidon genética deseada, para produccién comercial. Linaloe es un arbol aromatico
endémico que tiene gran potencial comercial en el mundo, por lo cual se documenta una
metodologia de propagacion de explantes in vitro. Se empled una accesion de 12 genotipos a
partir de plantas de linaloe, menores de 4 afios, sin identificar sexo, procedentes del estado de
Guerrero. Se utilizo el Medio de cultivo basico MS (1962) y WPM (1980), adicionados con PPM
y carbén activado. Los cultivos se mantuvieron en una camara de ambiente controlado a
temperatura 28°C durante el dia y de 22 a 24°C durante la noche. Se establecieron en un arreglo
de 18 tratamientos y una distribucion completamente al azar para cada clon, con 15 repeticiones
para un total de 270 unidades experimentales para cada medio de cultivo. Los medios de sales
empleados mostraron varianzas muy significativa en ambas y los tratamientos hormonales una
variabilidad marginalmente significativa, en el ANOVA los tipos de medio mostraron mayor
significancia en nimero de rebrotes observados que en los 18 tratamientos empleados. A los 30
dias de evaluacion el mejor resultado en nimero de brotes por comparaciéon de Medias de Tukey
(0=0.05) por explante fue el tratamiento 11 del Medio WPM suplementado con BA 0.5
mg/L+ANA 0.05 mg/L.

Palabras clave: Burseraceae, linaloe, in vitro, lavanda india, WPM
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CAPITULO 3: ESTABLISMENT in vitro OF VEGETATIVE EXPLANTS FROM
INDIAN LAVENDER (Bursera linanoe, Burseraceae).
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ABSTRACT

Many factors have contributed to growing popularity of natural flavors and fragrances derived
from herbs, which encourages industries to use natural material at much higher price. Methods of
vegetative propagation from aromatic trees, support forestry development programs and prevent
disappearance species, at short time and genetic characteristics desired, maintaining purity for
commercial production. Linaloe is an endemic aromatic tree that has great commercial potential
worldwide, thus spreading methodology is documented explants in vitro. An accession of 12
genotypes was used from linaloe plants, fewer than 4 years, no sex identify, from Guerrero state.
Basic culture medium MS (1962) and WPM (1980), were supplemented with PPM and charcoal
was used. Cultures were maintained in a controlled environment chamber at 28 © C temperature
during the day and from 22 to 24 ° C overnight. They settled in a settlement of 18 treatments and
a fully randomized for each clone, with 15 repetitions for a total of 270 experimental units for
each medium. Media salts employed, showed significant variances in both hormonal treatments
and a marginally significant variability in ANOVA media types showed higher significance in
shoots number observed in 18 treatments used. A thirty day trial, the best result in shoots number
by Tukey (o = 0.05) comparison per explant was treating 11 WPM Medium supplemented with
BA05mg/L+ANAO0.05mg/L.

Key words: burseraceae, linaloe, in vitro, indian lavender, WPM
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6.1 Introduccién

Las plantas y arboles aromaticos tienden a una creciente popularidad a nivel global (Joy et al.,
2001; Chomchalow, 2002) debido a factores que aquejan actualmente a la poblacion humana,
por lo que recursos forestales en bosques nativos son cada vez méas demandados, en particular las

plantas y arboles aromaticos, por lo cual se busca:

. Salud consciente: ciertamente los sabores y compuestos fragantes sintéticos usados en
varias industrias han sido conocidas por representar un seguro riesgo a la salud. Por lo tanto estas
industrias son forzadas a usar materia prima natural a un precio mucho mayor que los

compuestos sintéticos (Chomchalow, 2002).

A pesar de las altas demandadas de productos naturales a partir de las plantas aromaéticas, los
costos de produccion son cada vez mas elevados, por tal motivo es necesario buscar otras

alternativas mas econémicas.

En Asia los arboles cultivados con fines aromaticos, son seleccionados de rodales naturales para
propiciar variedades mejoradas, sin embargo, especies introducidas como linaloe, se eligen
cuando demuestran una produccion econémicamente viable después de investigaciones con

respecto a su adaptacion, procesos técnicos simples, y con mercados asegurados (Swetha, 2005).

Los métodos de propagacion vegetativa estan siendo ampliamente usados para multiplicar
arboles de constitucion genética deseada, y manteniendo su pureza para produccion comercial

mas efectiva.

Linaloe es propagado sexual (por semilla) y asexualmente (por micro o macro propagulos), de
estos métodos se han hallado mas exitosos los asexuales (Hernandez-Vasquez et al., 2013;
Castellanos & Bonfil 2010; Bonfil-Sanders et al., 2007).

Muchas de las especies con potencial comercial son dificiles de enraizar, lo cual se lleva a cabo
con diversas técnicas de propagacion vegetativa con ayuda de induccion de hormonas, riego

nebulizado e inoculacién de hongos micorrizicos, etc., (Swetha, 2005; Diaz-Castro, 2009).

La premisa expuesta en el titulo de este capitulo se enfoca a la busqueda de métodos vegetativos
de reproduccion masiva y conservacion, de esta forma se busca apoyar programas de desarrollo
forestal y evitar la desaparicion de la especie en su area de distribucion natural, menguando la

fuerte presion y eludir dificultades para reproduccion de forma natural.
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6.1.1 Macro propagacion:

En la literatura concerniente al estacado, Castellanos-Castro y Bonfil-Sanders (2010) evaluaron
el crecimiento y la supervivencia de estacas juveniles enraizadas de tres especies de Bursera (B.
linanoe, B. glabrifolia y B. copallifera) en sitios con diferentes caracteristicas del suelo.
Obteniendo estacas de cinco arboles por cada especie, reportando a Bursera linanoe (La Llave)
Rzedowski, Calderon & Medina (linaloe) con el valor més alto (77.5%) de respuesta, ademas

que solo en esta especie se detectaron incrementos en didmetro y la altura de estacas.

Otra investigacion realizada por Diaz-Castro en 2009 probd con estacas de linaloe obtenidas de
diferentes localidades de la cuenca del Alto Balsas en el estado de Puebla y Guerrero. Los
estudios revelaron que el grosor de las estacas influye directamente sobre la velocidad de
brotacion; sin embargo, las estacas delgadas (1-2 cm) en posicion apical en la rama tienen una
velocidad de brotacién mayor que las medianas y gruesas. Ninguno de los promotores utilizados
en el ensayo de propagacion por estacas tiene efectos significativos sobre la brotacion, debido a
que las estacas de linaloe producen suficiente axina enddgena; sin embargo, la aplicacion de
micorrizas promueve un mayor volumen radical. Ademas el aumento de las temperaturas
minimas influye en la activacion de las yemas de letargo. La precipitacion es un factor

importante para el crecimiento vegetativo y la floracion.

En la India, Swetha (2005) reporta la propagacion por estacas de linaloe con influencia de
reguladores del crecimiento y medios de enraizamiento bajo un sistema de nebulizacion, durante
2004-2005. Los estudios revelaron que las plantas de linaloe podrian multiplicarse facilmente
por el tratamiento previo de estacas con AIB, 2000 ppm Yy la siembra en arena o turba de coco o
suelo + arena, colocdndolas bajo una cdmara de nebulizacién. De esta forma, se podra obtener el

volumen mas alto de material de siembra con bastante facilidad.

6.1.2 Micro propagacion:

Dentro de la Familia Burseraceae uno de los estudios mas completos sobre propagacion in vitro
fue realizado por Kant et al. (2010) quienes evaluaron en la India a la especie Commiphora
wightii (Arn.) Bhandari, la cual es una especie medicinal conocida por su principio activo
gugulesterona E y Z, que se utilizan en medicamentos para bajar el nivel de colesterol en cuerpo

humano.
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Debido a su sobreexplotacion y que su regeneracion natural es muy pobre, se encuentra al borde
de extincion y en lista Roja de la UICN (International Union for Conservation of Nature). En el
estudio se reporta el desarrollo de un protocolo de micropropagacion a partir de nudos
cotiledonares, estos se utilizaron como explantes y micro tallos multiples que se obtuvieron de
un medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con 2,68 mM de acido a-naftaleno acético
(ANA) vy 4,44/M de 6 benzylaminopurina (BAP) y en 2,68 NAA / M; 4,44 mM BAP con
aditivos (glutamina 684,2 M; tiamina 29.65/M, carbén activado 0,3%) y diversas combinaciones
hormonales. Un alargamiento significativo de micro tallos se observé con el &cido 2,46/M indol-
3-butirico (IBA) y 2.22 mM BAP complementado medio MS. Sin embargo, el enraizamiento
mas eficiente se observd en micro tallos pre tratados con 4,92 mM de IBA durante 24 horas,
seguido por la transferencia a un medio blanco sin reguladores de crecimiento vegetal (PGR) y
alta concentracion de carbon activado (CA).

Los micro brotes obtenidos a partir de este método fueron transferidos a vermiculita y
humedecidos con solucion de Hoagland para endurecimiento primario durante 4-5 semanas VY,
finalmente, se transfirieron a vasos de plastico con vermiculita, colocados en la camara de niebla,
pasadas luego a suelo, y después a un invernadero para aclimatacion completa y finalmente

trasplantados al campo experimental.

En la India desarrollaron un protocolo de micropropagacién in vitro a partir de nudos
cotiledonares de Boswellia ovalifoliata de la familia Burseraceae, empleando un medio MS
modificado, realizando una comparacion de 6-benziladedina, cinetina y thidiazuron con &cido 1-
nafatalen acético. La mayor respuesta de multiplicacion se observo en 50 d en MS suplementado
con thidiazuron (2.72 uM) (Chandrasekhar et al., 2005).

En México Diaz-Castro (2009) logr6 avanzar hasta la etapa de multiplicacion en el
establecimiento de la técnica de cultivo in-vitro de linaloe. Las concentraciones de 0.3 mg L-1 de
2-4-D'y 0,1 mg L-1 de BA inducen la formacion de embriones somaticos, mientras que

concentraciones mayores a 0,1 mg L-1 solo inducen callo, pero con necrosamiento.

En nuestro pais también se plante6 mejorar la metodologia de embriogénesis somatica
tradicional mediante un sistema de inmersién temporal para linaloe, asimismo, evidenciar el
proceso embriogénico indirecto y secundario, dicho autor utilizo la linea embriogénica LEL 61-
4, y un medio de cultivo base MS complementado con 30 g L-1 sacarosa, 0.022 um BA y 0.027
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um ANA, con temperatura de 25 + 2°C y fotoperiodo de 16 h, provista por diodos emisores de
luz azul, blanca y roja. Inicialmente los resultados respecto al uso de los tipos de luz y los
sistemas de cultivo lograron generar un incremento significativo en biomasa (Vazquez-Cisneros,
2014).

6.2 Objetivo

Realizar el establecimiento in vitro de la especie Bursera linanoe.

6.2.1 Objetivos particulares:
Obtencidn de un protocolo adecuado para el establecimiento in vitro de linaloe.

6.3 Métodos:

Este capitulo se llevé a cabo en el Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), en el laboratorio
Agricola-Forestal; seccion: Conservacion in vitro y Criopreservacion de especies vegetales de

semilla recalcitrante.

6.4 Establecimiento in vitro de linaloe.

Se empled una accesion de 12 genotipos a partir de plantas de linaloe, menores de 4 afios, sin
identificar sexo, procedentes de Atenango del Rio Guerrero, los cuales fueron aclimatados a
condiciones de invernadero y del huerto semillero del CP montecillo (19° 19°N, 98° 53” O, 2250
m) durante afio y medio, fueron fertilizados con 16N-16P-16K mensualmente y riegos periddicos

cada tres dias.

Estos ejemplares fueron transportados al CNRG y aclimatados por tres semanas en condiciones
de invernadero (1,800 msnm), regados cada dos dias, luego pre tratados aplicando con una
aspersor AGRI-MYCIN®100 1mg L-1 y Captan®50ph 4 mg L-1 semanalmente, antes de la

obtencion de explantes para el procedimiento in vitro.

6.5  Preparacion de medios de cultivo

Se emplearon el Medio de cultivo basico Murashige & Skoog (MS, 1962) y Woody Plant
Medium (WPM, 1980), para control de la oxidacion de los explantes se adiciono al medio de
cultivo PPM™ (100 mg 1-1), carbon activado (CA, 100 mg I-1) y Polivinilpirrolidona (PVP, 40
mg I-1).
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Las sales de cada medio se vertieron en una probeta graduada de 2L con agua bidestilada en
constante agitacion incorporandose los compuestos previamente pesados y después fueron

aforados.

En la probeta graduada fueron adheridos 1,125 ml de cada medio (MS y WPM). Luego se
realizaron las particiones para 18 tratamientos en vasos de precipitados (Cuadro 5).

Una vez etiquetado cada vaso de precipitado fueron adicionadas la concentracion hormonal
acorde a cada tratamiento en constante agitacion. Se midioé el pH con un potenciémetro y se
ajustd a 5.7 con hidréxido de sodio (NaOH) a 1.0 N y 0.1 N y &cido sulfarico (H2S04) a 0.1N y

después e agregd agar (2gr) por cada tratamiento en constante agitacion.

El medio de cultivo fue calentado en un microondas y se vacio en un dispensador, luego fue

distribuido colocando 5 ml en cada tubo de vidrio de 75x25 mm previamente estériles.

Cuadro 5. Numero de tratamientos y el stock hormonal suplementado.

TRATAMIENTOS SUPLEMENTO HORMONAL
MS WPM BENCILAMINOPURINA ACIDO NAFTALACETICO
(BA) mg/L (ANA) mg/L
1 10 0 0
2 11 0.5 0.05
3 12 0.8 0.08
4 13 1 0.1
5 14 2 0.2
CINETINA ACIDO INDOLACETICO
(KIN) mg/L (AIA) mg/L
6 15 0.5 0.05
7 16 0.8 0.08
8 17 1 0.1
9 18 2 0.2

Los frascos se taparon y se colocaron en una canastilla para su esterilizacion, la cual se hizo en
un autoclave Yamato Scientific® a 1.5 kg/cm2 de presion a una temperatura de 121°C por 17
minutos. Los medios de cultivo se dejaron solidificar a temperatura ambiente, en gradillas,

inclinandolas y conservandolas a 45°C para evitar la acumulacién de humedad lo que puede
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ocasionar la contaminacion del medio, hasta gelificar. Los tubos de ensaye fueron rotulados en

cada tratamiento para su identificacion.

6.6  Tren de desinfeccion del material vegetal.

En el &rea de preparacion del medio del laboratorio in vitro:

Se disectd el material vegetal con tijeras previamente desinfectadas con toallas himedas de
hipoclorito de sodio, luego se sumergieron en una solucién con detergente comercial para iniciar
su desinfeccion. La desinfeccion se llevo a cabo lavando y cepillando con detergente Roma®
varias veces los apices y secciones de tallo con yemas axilares y enjuagando dos veces con agua
corriente y una con agua bidestilada. Los explantes pasaron por una inmersion en una solucién
de Captan®50ph 4 mg L-1 y removidos durante 60 minutos se enjuagaron tres veces con agua
bidestilada. Los explantes pasaron por una inmersion en una solucién de etanol al 70% durante 2
minutos y enjuagados tres veces con agua bidestilada y trasladada en vasos de precipitados a la
campana de flujo laminar. Una vez en la campana de flujo se procedié a sumergir los explantes
durante 17 minutos en una solucién de hipoclorito de sodio al 30% y enjuagados tres veces con
agua estéril y se mantuvieron en cajas Petri tapadas hasta el momento de la siembra.

6.7 Siembra in vitro

Se preparé el area de siembra, limpiando la campana de flujo laminar con etanol al 70 % e
irradiando con luz UV por 25 min, posteriormente se flamed el material para diseccién (bisturies,
pinzas y cajas Petri) y se colocaron en el Germinator® por 15 segundos, se dejaron enfriar en
una base ya estéril. Bajo condiciones una vez asépticas, los explantes desinfectados se disectaron
superficialmente en segmentos de 1 a 1.5 cm de longitud, conservando de 1 a 2 yemas axilares
cada uno. Se sembro6 un explante en cada tubo de ensaye, en cada tratamiento se emplearon 15

repeticiones, estos se taparon con tapones de polipropileno y se sellaron con parafilm o vitafilm.

6.8  Condiciones de incubacion

Durante todo el experimento los cultivos se mantuvieron en una cdmara de ambiente controlado
a temperatura 28°C durante el dia y de 22 a 24°C durante la noche. La iluminacion se
proporciond con lamparas fluorescentes DURO-TEST (LabLine) de 75 W ajustandose a un
fotoperiodo de 16 horas luz (con una intensidad luminosa de 2700-3200 lux) y 8 horas de

oscuridad. Los tratamientos se evaluaron cada 10 dias.
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6.9  Disefio Experimental y anélisis estadistico.

Los experimentos para el establecimiento de los cultivos asépticos se establecieron en un arreglo
de 18 tratamientos y una distribucion completamente al azar para cada clon, con 15 repeticiones
para un total de 270 unidades experimentales para cada medio de cultivo. El material obtenido
sin contaminacion a los 25 dias del establecimiento aséptico se trasplantd a un nuevo medio de
cultivo para la induccion de brotes y callos. Se empled el medio WPM con el mismo stock

hormonal arriba mencionado con excepcion del PPM™ vy ajustado a un pH de 5.7.

En este experimento las variables a evaluar fueron: contaminacion (C), porcentaje de oxidacion

(O) (Figura 9), presencia de callos (CA) y numero de brotes (B) en cada explante.

2 | q
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Figura 9. Evaluacion de niveles de oxidacion. Escala de observacion de porcentaje de
oxidacion en los explantes (de izquierda a derecha; 0, 25,50, 75 y 100%)

6.10 Resultados

Dia 10: En el décimo dia se observaron 21.18% de contaminacion debido a hongos y un 1.19%

de bacterias en todo el experimento.

Dia 20: Durante el vigésimo dia se observé un promedio de 25% de contaminacién debido a
hongos y un 2.37% de bacterias, el 75% de explantes asépticos, de los cuales 46% sanos, 41%
con presencia de callo y 28% de oxidacion, a su vez un 11% de brotes, en todo el experimento,

se presentan a continuacion las mejores respuestas por tratamiento (Figura 10).
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Figura 10. Mejor explante por tratamiento en el dia 20 (a=MS, b=WPM).

Dia 30: Durante el trigésimo dia se observé un promedio de 30.37% de contaminacion, el 70%

de explantes asépticos, de los cuales 17% sanos, 46% con presencia de callo y 52% de oxidacion

a su vez un 12.2% de brotes, en todo el experimento (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Resultados obtenidos en la evaluacion del dia 30.

Tratamientos en MS Tratamientos en WPM
Conteo % Conteo %

42 Contaminados 31.11 40 Contaminados 29.63
135 Limpios 68.89 135 Limpios 70.37
Oxidados 58.42 Oxidados 46.06

Sanos 10.47 Sanos 24.31

53 Callos 39.26 71 Callos 52.59
10 Brotes 7.41 23 Brotes 17.04

Se realiz6 un ANOVA (Cuadro7) para evidenciar diferencias significativas entre medios usados
y tratamientos de suplementos hormonales, de los cuales resultd haber mayor significancia entre

medios que entre tratamientos.

Cuadro 7. Andlisis de varianza de brotes en relacién medios + tratamientos.

Df Suma Cuad. Promedio Cuad. F valor Pr(>F) Signif.
Medios 1 0.6940 0.69397 4.5634 0.03388 *
Tratamiento 1 0.5267 0.52672 3.4636 0.06420
Residuales 200 30.4148 0.15207

También se realizé una prueba de medias de Tukey (0=0.05) entre tratamientos, a pesar de no

haber diferencia estadistica entre ellos.

Aunque en los tratamientos hormonales se hall6 una significancia marginal durante treinta dias,
se muestran los mejores resultados en cada tratamiento (Figura 11) donde se puede apreciar de

izquierda a derecha el explante con mejor respuesta por tratamiento.
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Figura 11. Explantes con mejor respuesta por tratamiento (a=MS, b=WPM), en el dia 30.

6.11 Discusion

Aunque la duracion del experimento fue muy corto (30 dias), los medios de sales empleados y
adicionados con carbon activado (100 mg I') y Polivinilpirrolidona (40 mg IY) mostraron mayor
significancia en el nimero de rebrotes observados, que en los 18 tratamientos hormonales
empleados. Existe una diferencia de concentracion de sales en los medios, pues WPM (1980) es
indicado para especies lefiosas mientras que el medio MS (1962) para plantas de rapido

crecimiento.

En los tratamientos empleados al no ser significativos, se tomé en cuenta como mejor respuesta
en nimero de brotes por explante, el tratamiento mas cercano a a, de esta forma evidenciamos
explantes del tratamiento 11 del medio WPM+ CA (1mg/L)+ PVP (1mg/L) suplementado con
BA (0.5 mg/L)+ ANA (0.05 mg/L) (Figura 12). Para reforzar el supuesto, se ha observado en la
bibliografia que las estacas de linaloe producen suficiente auxina enddgena (Diaz-Castro, 2009),
la formulacion de BA (2000 ppm) ayuda a mejorar la induccion de raices contra un testigo
(Swetha, 2005) y en micro estacas de Commiphora wightii (Burseraceae) pre tratadas con 4,92

mM de BA durante 24 horas, seguido por la transferencia a un medio blanco sin reguladores de
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crecimiento vegetal y alta concentracion de carbdn activado se obtiene un mayor resultado de

enraizamiento y brotacién (Kant et al., 2010)
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Figura 12. Ejemplo de las mejores respuestas observadas en 15 explantes del tratamiento 11
(WPM).

6.12 Conclusion

A los treinta dias de evaluacion de explantes a partir de plantas de linaloe, se observé que de 15
explantes por tratamiento, el explante 13 del tratamiento 11 del medio WPM+ CA (1mg/L)+
PVP (1mg/L), suplementado con BA (0.5 mg/L)+ANA (0.05 mg/L), como el de mejor respuesta,

que si no significativa (0=0.2), la mas cercana a 0=0.05 por comparacion de Medias de Tukey.
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