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Resumen

Los organismos del género Bursera son reconocidos por presentar amplia distribucion y diversidad en México.
Representan un componente dominante de la vegetacion de diversos ecosistemas aunque se distribuyen
principalmente en los bosques tropicales sub y caducifolios de la cuenca del Pacifico Mexicano. Son recursos
muy importantes para numerosas comunidades debido a la gran cantidad de propiedades que presentan entre
las que destacan las antiinflamatorias, antipiréticas ademéas de que su madera es utilizada como material de
construccién y para la fabricacion de artesanias. Bursera morelensis es un ejemplo de lo anterior, aunque las
investigaciones enfocadas en la fitoquimica de esta especie son escasas. El objetivo de este trabajo es
contribuir al conocimiento de ésta especie por medio de la identificacion y el andlisis de la variacion temporal
de los principales metabolitos secundarios que produce. Para cumplir con este objetivo se realizaron cuatro
recolectas en la localidad de San Rafael Coxcatlan Puebla en los meses de febrero, marzo, agosto y
septiembre de 2011 de las cuales se obtuvieron corteza, ramas y hojas. El material recolectado se someti6 a
un proceso de secado seguido de maceraciones usando solventes de polaridad ascendente, con lo cual se
obtuvieron un total de 21 extractos. Posteriormente, los extractos fueron sometidos a pruebas de deteccion
para las principales familias de metabolitos secundarios por este medio se logré corroborar la presencia de
terpenos, triterpenos, fitoesteroles y flavonoides. Los resultados del andlisis de la variacion temporal de la
produccién de compuestos de las diferentes partes recolectadas de B. morelensis por medio de las técnicas
de HPTLC, CG-EM y HPLC indican que existen variaciones significativas en la produccion de metabolitos
presentandose dos picos maximos uno de ellos en el mes de marzo (época de sequia) y el segundo en el mes
de septiembre (época de lluvias). El andlisis de la composicion quimica de los extractos de B. morelensis se
realizé utilizando técnicas como la CG-EM con la cual se identificaron los principales compuestos de los
cuales destaca la presencia del éxido de cariofileno como el principal metabolito secundario presente en los
extractos hexanicos de rama y hoja. El analisis del extracto de corteza fraccionado por medio de
cromatografia en columna también aporté informacién sobre la existencia de de fitoesteroles como el B-
sitosterol y el campesterol. En el caso de los extractos acetonicos estos fueron sometidos a un andlisis por
medio de la técnica de HPLC, los resultados indican que los extractos acetonicos son ricos en compuestos de
tipo flavonoide lo cual corrobora reportes realizados en otras especies del género. Por ultimo, el
fraccionamiento de los extractos de corteza de las polaridades con las que se trabajo permito el aislamiento
de 3 precipitados con puntos de fusion superiores a 300°C. En el caso del primer precipitado analizado por
RMN se dedujo que es un triterpeno derivado del oleanano. Los otros dos precipitados fueron sometidos a
analisis por espectroscopia infrarroja, con estos resultados se pudo deducir que el precipitado obtenido del
extracto ACS1 es una mezcla constituida principalmente por acidos grasos mientras que el precipitado
obtenido del extracto MCS1 es una mezcla constituida en su mayoria por flavonas y flavanonas. Por ultimo los
resultados obtenidos de las técnicas de HPTLC, CG-EM y HPLC muestran que existen variaciones
significativas en cuanto a los compuestos producidos asi como en la concentracion de éstos siendo los
extractos de la segunda recolecta de la época de sequia y de la época de lluvias los que mayor diversidad y

concentracion de metabolitos secundarios presentaron de todos los extractos analizados en este estudio.

Nolasco Ontiveros Erick, 2014 1
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Introduccion

El metabolismo secundario implica la produccion de una gran variedad de compuestos
gue las plantas sintetizan en respuesta a diferentes condiciones a las cuales estan
expuestas en su habitat. Dentro de éstas podemos encontrar las de tipo bidtico: el
ataque de herbivoros, fitoparasitos, la competencia con otras especies vegetales, o bien
pueden servir para atraer polinizadores y/o dispersores de semillas; y abi6ticos: el
exceso de radiacion solar, la desecacion derivada de altas temperaturas, el exceso de
lluvias o el estrés mecéanico entre otros factores (Schupp, 1995).

México se encuentra entre los 10 paises con mayor biodiversidad del planeta; en un
territorio de casi 2 millones de Km? alberga una gran cantidad de especies. Un ejemplo
de esto lo encontramos en la diversidad de flora que posee. Hasta el momento se han
encontrado cerca de 22,000 especies de plantas vasculares, esto representa cerca del
10% del total reportado hasta la fecha. Aunado a lo anterior, el pais presenta un elevado
namero de endemismos, se han reportado cerca de 219 géneros de plantas vasculares
con esta caracteristica. A pesar de la gran biodiversidad de nuestro pais, existe un
profundo desconocimiento sobre muchas de las caracteristicas moleculares, fisioldgicas
y quimicas que permiten a estos organismos tal diversificacion y distribucion (Llorente-
Bousquet y Ocegueda, 2008).

Las condiciones ambientales y las regiones floristicas mexicanas son producto de la
posicion geogréfica de nuestro territorio y el relieve (Fernandez, 1999). Un ejemplo de
esto lo tenemos en la reserva del Valle de Tehuacéan-Cuicatlan en el estado de Puebla y

en concreto en la localidad de San Rafael municipio de Coxcatlan (Rzedowski, 1978).

Los organismos del género Bursera son parte representativa del paisaje floristico
mexicano se han reportado al menos 80 especies en el pais aunque se cree que
pueden existir 100 especies. Estas plantas se han conocido desde la época
prehispanica por sus propiedades aromaticas, medicinales y por su madera que es
utilizada con fines artesanales (Rzedowski y Calderon de Rzedowski, 2004) aunque
cabe resaltar que a pesar de su importancia ecoldgica y social son pocos los estudios
dirigidos a estudiar la fitoquimica de este género y la mayoria de estos trabajos se

concentran en unas pocas especies.

Nolasco Ontiveros Erick, 2014
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B. morelensis es conocida como mulato, cuajiote o palo rojo. Aunque existen reportes de
los grupos de metabolitos secundarios que produce el género, los trabajos sobre esta
especie son escasos. Estas plantas son conocidas por ser productoras de metabolitos
tales como terpenos y diversos tipos de fenilpropanoides los cuales son constituyentes de
sus resinas y existen en grandes acumulaciones en partes como la corteza (Ledesma
2009); poco se sabe sobre el comportamiento en la produccién de éstos y su variabilidad
en respuesta a las condiciones a las cuales estan expuestas en su medio. Por lo cual este
trabajo se centra en el analisis de la variacion en la produccion de estos metabolitos con
el fin de aportar informacién sobre la biologia de la especie asi como incentivar el interés
sobre esta y otras especies del género para asi ahondar en el conocimiento de este

importante grupo de organismos.

Nolasco Ontiveros Erick, 2014 3
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Antecedentes
El metabolismo secundario en las plantas.

A lo largo de la historia evolutiva de las plantas han estado sometidas a una gran cantidad
de factores de estrés, tanto bidticos como abibticos. Sin embargo aun con todas estas
presiones ambientales son escasos los lugares en el mundo donde no se encuentren este

tipo de organismos (Dey y Harborne, 1997).

Para hacer frente a las condiciones de estrés las plantas presentan adaptaciones morfo-
anatomicas (presencia de espinas en plantas desérticas, engrosamiento de corteza),
fisiol6gicas (reduccién de la evapotranspiracion en las horas de mayor temperatura del
dia) y bioguimicas que incluyen tanto el metabolismo primario y como secundario (Dey y
Harborne, 1997).

El metabolismo secundario se define como la sintesis de compuestos de bajo peso
molecular los cuales cumplen con roles ecolégicos muy especificos en las plantas. Debido
a esto, la produccion de estos compuestos puede estar restringida solamente a algunas
estructuras (hojas, cortezas, raices, flores, semillas) y en algunos casos se sintetizan en
todo el organismo presentando variaciones dependiendo de la etapa de desarrollo del
mismo (Heldt, 1997).

Principales familias de metabolitos secundarios

Si bien la diversidad de metabolitos secundarios producidos por las plantas es enorme
estos se clasifican en tres grupos principales basados en sus rutas de biogénesis y sus

caracteristicas estructurales (Figura 1):

Terpenos: Los terpenos que incluyen compuestos producidos por el metabolismo
primario y secundario se sintetizan a partir del isopentenil difosfato y se conocen mas de
25000 metabolitos de este tipo. Los terpenos se pueden clasificar de acuerdo al nUmero

unidades de isopreno de los que estan formados (Croteau et al, 2000):

1.- Monoterpenos: (C-10). Formados por dos unidades de isopreno. Compuestos volatiles
y aromaticos presentan funciones alelopaticas y antibiéticas actuando principalmente
sobre bacterias, funcionan también como atractores de polinizadores (Romo de Vivar,
1985).

Nolasco Ontiveros Erick, 2014 a4
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2.- Sesquiterpenos (C-15). Formados por tres unidades de isopreno. Compuestos volatiles
los cuales forman parte de los aceites esenciales junto a los monoterpenos, presentan
funciones antimicrobianas, y antilalimentarias. Algunos de ellos afectan el desarrollo de
ciertas especies de insectos, impidiendo su crecimiento o metamorfosis (Harborne, 1991).

3.- Diterpenos (C-20). Formados por cuatro unidades de isopreno. Grupo de compuestos
formados por ciclizacién del geranil geraniol. Presentan diversos tipos de actividades
biolégicas entre las méas importantes se encuentran: la actividad reguladora del
crecimiento vegetal y la actividad citotoxica de los diterpenos con esqueleto base de
taxano (Romo de Vivar, 1985).

4.-Triterpenos (C-30). Formados por 6 unidades de isopreno. Existen al menos cuatro
tipos de triterpenos: los de cadena abierta, triciclicos, tetraciclicos y pentaciclicos. Entre
las actividades biolégicas que presentan estos compuestos podemos citar las anti

alimentarias y de antiherbivoria (Harborne, 1991).

5.-Politerpenos (C-n) Formados por mas de 8 unidades de isopreno. Estos compuestos
funcionan como pigmentos accesorios esenciales para la fotosintesis (carotenoides)
también forman parte de algunas resinas como es el caso del hule y la gutapercha (Romo
de Vivar, 1985; Croteau et al, 2000).

Alcaloides: Estos compuestos se caracterizan por la presencia de atomos de nitrdgeno
en su estructura. Son sintetizados principalmente a partir de aminoacidos y bases
nitrogenadas, el nimero de compuestos identificados supera los 12000. Cerca del 20 %
de las plantas con flores producen alcaloides y cada una de estas especies acumulan

estos compuestos en formas muy especificas (Croteau et al, 2000).

Los alcaloides presentan un amplio rango de actividades bioldgicas tales como efectos
fisiol6gicos sobre animales herbivoros o sus propiedades antibidticas. Algunos de ellos
son téxicos para los insectos como ejemplo de esto tenemos a la nicotina uno de los

primeros insecticidas conocidos por el hombre (Croteau et al, 2000).

Fenilpropanoides y derivados de la ruta del fenilpropano-acetato: Las plantas
tuvieron su origen en el ambiente acuatico. Su exitosa adaptacion al medio terrestre se
debe a la producciéon de una gran cantidad de compuestos fendlicos. Sin embargo, la
mayoria de estas substancias ademas de asumir roles estructurales en las paredes

celulares de las plantas también presentan una gran variedad de funciones no
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estructurales entre los que se encuentran los de defensa quimica contra fitoparasitos
como los nematodos y protozoos, proporcionan color a las flores y contribuyen
substancialmente a proporcionar sabor y olor a los frutos. Los compuestos fendlicos a
menudo presentan en su estructura uno o mas grupos hidroxilo unido a un anillo
aromatico (Croteau et al, 2000). Entre los principales tipos de compuestos fendlicos se
encuentran los siguientes:

Lignanos. Relacionados muy estrechamente a las ligninas, los lignanos pueden
polimerizar formando desde dimeros hasta grandes oligobmeros. Ademas, proporcionan
proteccion a las plantas ya que presentan actividad contra diversos patégenos, actian
como antioxidantes en diferentes estructuras como flores, cortezas, raices, y semillas.
(Croteau et al, 2000).

Algunas lignanos han sido estudiados por presentar actividades de interés terapéutico tal
es el caso de la podofilotoxina asi como sus derivados los cuales son ampliamente

utilizados en las quimioterapias contra el cancer (Gottlieb y Yoshida, 1989).

Cumarinas. Estos compuestos son sintetizados por las plantas como medio de defensa
ante el ataque de bacterias y hongos, ademas de ser inhibidores de la germinacion de
otras plantas (Croteau et al, 2000).

Flavonoides. Comprenden un amplio grupo de compuestos sobrepasando mas de 4500
de estas substancias identificadas, entre las cuales encontramos a sus diferentes
subclases: las antocianinas, (pigmentos) protoantocianidinas, y taninos condensados
(disuasorios de la alimentacion, y proteccion en cortezas) y las isoflavonas (metabolitos
de defensa y sefializacién) (Croteau et al, 2000 ), flavonas, flavonoles y flavanonas los
cuales funcionan como atractores de insectos polinizadores y protegen del ataque de
virus y hongos (Arias 2001). Los flavonoides también juegan un rol determinante ante
factores como la radiacion UV o el estrés oxidativo (Gould y Lister, 2006).
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Fig. 1 Rutas de sintesis de los principales grupos de metabolitos secundarios (modificado de lkan, 2008).
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Género Bursera Jacq.ex L*

El género Bursera pertenece a la familia Burseraceae la cual estd conformada por
alrededor de 18 géneros y 600 especies en el mundo, su distribucion es pantropical,
principalmente en América y Africa con algunos representantes en Malasia. Los géneros
mas diversos de esta familia son: Bursera con 100 especies, Cannarium con 77,
Commiphora con 190 y Protium con 80 especies. En América se pueden encontrar 9
géneros y 240 especies. En México existen 3 géneros y 110 especies (Medina-Lemos,
2008).

El género Bursera es un grupo monofilético estrechamente relacionado con Commiphora.
Las filogenias recientes corroboran la monofilia del género y su division en dos secciones

Bursera (cuajiotes) y Bullockia (copales) (Becerra'y Venable 1999; Becerra 2003).
Distribucién

La distribucién geogréfica del género Bursera se limita a las zonas célidas del continente
Americano. Esta comprende una amplia zona que va desde el suroeste y sudeste de los
Estados Unidos hasta el norte de Brasil y Peru. Tiene dos centros de diversidad, el
principal en México y uno secundario en las Antillas (Figura 2). Nuestro pais alberga 80
especies de las cuales 70 son endémicas, aunque se estima que pudiera alcanzar el

centenar de especies (Rzedowski y Calderén de Rzedowski, 2004).

Fig. 2 Distribucion geogréfica del género Bursera en el continente americano (Becerril 2009).
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La mayor parte de las especies de Bursera habitan en el bosque tropical caducifolio de
México. En estos bosques las burseras son dominantes del estrato arbéreo, junto con
algunas especies de leguminosas. SOlo unas pocas especies son arbustos y
generalmente habitan en el matorral xerofilo (Rzedowski 1986).

En México podemos encontrar representantes del género en practicamente todos los
estados excepto en Tlaxcala (Reguera, 2011); sin embargo, la mayor diversidad de
especies se localiza en la vertiente del Pacifico principalmente en la cuenca del Balsas
(Figura, 3).

Fig. 3 Principales zonas de distribucion del género Bursera en México (Peter et al, 2003).

Descripcién botanica del género Bursera

Las plantas que integran el género Bursera son en su mayoria arboles de con estaturas
generalmente entre los 4 y 13 m aunque pueden encontrarse ejemplares de hasta 30 m,
la copa es mas ancha que alta. Todos contienen oleorresinas volatiles intensamente
aromaticas. Pierden sus hojas en la época seca del afio y por lo general son dibicas
aunque se han registrado poblaciones poligamo-didicas y aun hermafroditas en algunas
especies (Rzedowski y Calderon de Rzedowski, 2004).
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Hojas

Las hojas de las especies del género Bursera suelen ser imparipinnadas, en rosetas
sobre el apice de los braquiblastos, no pocas veces el nimero de foliolos se reduce a tres

o0 solo uno (Medina-Lemos, 2008).
Usos tradicionales del género Bursera.

El uso de estas especies estd profundamente arraigado en una buena cantidad de
pueblos indigenas del centro de pais. Este conocimiento data de la época prehispanica
donde ya se usaba la resina de estas plantas con diferentes propdsitos los cuales se

enumeran a continuacion:
Adhesivos.

Un analisis reciente de los mosaicos Mexicas/Mixtecos, que posee el museo Britanico fue
incluido en un estudio analitico de las resinas, las cuales fueron usadas para su
construccion. Estas resinas fueron utilizadas como adhesivo primario en objetos tales
como las teselas que conformaban los mosaicos. Posteriores analisis espectrométricos
reevaluaron la presencia de compuestos como diterpenos y triterpenos como el lupeol y la
a-amirina (Stacey y Cartwright, 2005) (Figura 4).

Actualmente los artesanos mexicanos utilizan diversas resinas, como adhesivos para la
pintura de sus artesanias. Incluso los muralistas mexicanos como Gerardo Carrillo y
Diego Rivera utilizaron este material como adhesivo para la pintura de sus murales.
Rivera fue el dltimo muralista que utiliz6 copal, una muestra de esto lo tenemos en su

obra llamada "la Creacion" que esta ubicada en el palacio de San Idelfonso de la capital

mexicana (De la Cruz et al, 2005) (Figura 4).

Fig. 4 Serpiente de dos cabezas hecha con turquesa y conchas azteca/mixteca (Stacey y Cartwrigh, 2005). Mural la

creacion eucaristica Diego Rivera Colegio de San Idelfonso (Foto: Pedro Cuevas. AFMT, IIE-UNAM.)

1
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Inciensos

El copal es conocido como el incienso tradicional en México. La palabra copal deriva del
vocablo n&huatl "copalli" y en la regibn maya se le conoce con el nombre de poom.
Grandes cantidades de este fueron utilizadas en las ceremonias rituales. Este uso esta
bien documentado en los codices mixtecos. En el cédice Mendocino se menciona que una
gran cantidad de copal era pagada a los mexicas como tributo cada 80 dias por los
sefiorios mixtecas de Tlachco y Tepecuicuilco Ademas de esto, el copal también era
utilizado en ofrendas como las encontradas en el templo mayor de Tenochtitlan en forma
de cilindros asi como los recipientes de ceramica hallados en el cenote sagrado de
Chichen Itz4 (Stacey y Cartwrigh, 2005).

Artesanias.

Algunas especies del género Bursera ademas de los usos descritos anteriormente son
utilizadas en la fabricacion de artesanias, tales como alebrijes y cajas de madera
principalmente en la localidad de Olinala Guerrero. Por su aroma y textura la madera de la
especie B. linaloe y otras especies es apreciada para elaborar estas artesanias aunque
en tiempos recientes, la madera "calada" es dificil de conseguir por lo que los artesanos
utilizan la madera de otros copales, aunque esto deriva en cajas de menor calidad
(Juarez, 2008).

Usos terapéuticos

Actualmente se considera que al inhalar el humo de la resina o tomarla en forma de té,
ayuda a aliviar enfermedades respiratorias. El humo también es utilizado para purificar
casas y personas, para pedir salud y bienestar o simplemente porque a la gente le agrada

el aroma (Purata, 2008).

El aceite de copal es utilizado en la aromaterapia para tratar ciertas enfermedades, debido
a gque tienen efectos sobre el sistema limbico. Los copales no sélo son quemados en
sahumerios, también en algunos casos la resina se usa en té para la bronquitis o se aplica

localmente como cataplasma para la tos y las reumas (Purata, 2008).
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Bursera morelensis Ramirez
Descripcién botanica
Nombres comunes: Colorado, palo mulato, xixote, cuajiote, aceitillo, palo colorado.

Las plantas de la especie B. morelensis son arboles didicos con una altura maxima de 13
m, con abundante resina aceitosa con olor a trementina en la corteza y hojas. El tronco
alcanza los 40 cm de didmetro su corteza externa es de color rojo intenso y exfoliante
desprendiéndose en laminas papirdceas delgadas (Figura 5). Las hojas son
imparipinnadas con una longitud que va de 5 a 11 cm de largo y de 1.5 a 4.5 cm de
ancho. El peciolo es acanalado de 1 a 2 cm de largo con raquis con alas inconspicuas, los
foliolos pueden ser sésiles o sub-sésiles, linear oblongos o linear lanceolados, de 7 a 22
mm de largo y de 1.4 a 2.5 mm de ancho, disminuyendo de tamafio hacia los extremos de
la hoja. El 4pice es agudo margen entero la nervadura es central conspicua, la lateral
poco marcada. Los catafilos inconspicuos, caedizos. Las flores masculinas se encuentran
en inflorescencia, racimosas o paniculadas hasta de 5 cm de largo, provistas de
bractéolas filiformes o sublobuladas caedizas (Rzedowski y Guevara, 1992). Las flores en
su gran mayoria son pentdmeras algunas veces trimeras o tetrdmeras, con l6bulos de
caliz angostamente triangulares, de 0.7 a 1.3 mm de largo agudos, en el apice, pétalos
amarillentos verdosos o blanquecinos oblongos o lanceolados de 3 a 6 mm de largo, 10
estambres, anteras oblongas de 1.5 a 2 mm de largo. Las flores femeninas son
comunmente solitarias, a veces en pares 0 en una panicula corta por lo general trimeras a
veces algunas de trimeras o pentameras similares en forma y tamafio a las masculinas,
anteras de los estaminoidos de 1 mm de largo ovario trilocular, peddnculo en fruto
notablemente engrosados y encorvados, “drupa” trivalvada oblicuamente ovoide de 5 a 10
mm de largo y de 4 a 6 de ancho, mas o menos pronunciadamente apiculada o el hueso
recubierto totalmente por un pseudoarilo amarillo (Rzedowski y Guevara, 1992).

B. morelensis es un componente dominante del bosque tropical caducifolio. Aunque
también es frecuente encontrarlo en zonas de matorral xerdfilo, donde forma bosquetes o
se presenta en forma aislada, sobre todo en laderas de pendiente pronunciada, de

cafadas profundas, preferentemente con exposicion al sur (Rzedowski y Guevara, 1992).

Estas plantas pueden encontrarse en un rango de altitud que va de los 600 a los 1500
msnm. Florece de abril a junio, permanece con follaje del mes de mayo hasta noviembre.

La especie es muy comun en la parte oriental de la depresion del Balsas, sobre todo en
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los estados de México, Morelos, Puebla y Guerrero. En Oaxaca se extiende hacia los
valles de los rios Tehuantepec y Papaloapan. También aparece en forma dispersa en
cafiones de muchos de los afluentes del Panuco de los estados de San Luis Potosi,
Guanajuato, Querétaro e Hidalgo (Rzedowski y Guevara, 2004).

Usos

B. morelensis se utiliza como cercas vivas, su textura y dureza la hacen adecuada para la
fabricacion de juguetes pequefios y cajas. La infusion de la corteza se utiliza como
remedio para enfermedades venéreas (Abundiz et al, 2004). En la localidad de San Rafael
Coxcatlan, B. morelensis junto con otras especies del género Bursera, son utilizadas
como cicatrizantes, ademas de servir como remedio contra erupciones cutaneas e

infecciones en la lengua (Canales et al, 2005).

Fig. 5 Bursera morelensis Ramirez. El tronco presenta la caracteristica coloracién rojo intenso, corteza exfoliante en
laminas pequefias.
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Ubicacion taxondmica.

En la tabla 1 se encuentra la informacion taxonémica de la especie B. morelensis asi

como el ejemplar de herbario (Figura 6).

Tabla 1. Informacién taxonémica de B. morelensis.

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Sapindales

Familia Burseraceae

Género Bursera

Epiteto especifico morelensis

Nombre comun Cuajiote rojo, aceitillo

Fig. 6 Ejemplar de herbario de Bursera morelensis Ramirez.
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Antecedentes de trabajos fitoquimicos en el género Bursera y la especie B.

morelensis

Aunque los trabajos sobre B. morelensis son escasos, existe una diversidad de

investigaciones enfocadas en la blusqueda de metabolitos con actividades biolégicas de

interés, basados en los conocimientos etnobotanicos de las especies del género. Estos

reportes se han centrado principalmente en los compuestos aislados de la corteza y las

resinas, que es lo que mas se utilizan para la elaboracién de remedios (Tabla 2)(Figura 7).

Tabla 2. Investigaciones realizadas con algunas especies del género Bursera.

Especie Compuestos Actividad bioldgica Referencia
identificados o
aislados
B. aloexylon Linalol Antibacteriana Queiroga et al, 2007
B. fagaroides Liganos Citotdxicos, Velazquez et al, 2011
relacionados con Antitumorales

B. fagaroides

B. fagaroides
B. grandifolia Eng

B. schechlendentaii
Engler

B. simaruba

la podofilotoxina

Extracto etandlico

Extracto etandlico
Acido
hexadecanoico,
Acido

dodecandico

Camfeno,a-
felandreno, a-
pineno

a- metil pentatina.

Aniparasitaria /
Citotoxico
Citotdxico

Antialimentaria

Spodoptera frugiperda

Anitmicrobiana

Antiinflamatorios

Rosas et al, 2008

Puebla et al, 1998
Salgado, 2009

Espinosa, 2012

Nogera et al, 2004
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Especie Compuestos identificados Actividad biolégica Referencia
o0 aislados

B. suntui Derivados oxigenados del Antitumorales Garcia et al, 2008

verticileno

B. schlechtendaii Limoneno, camfeno, Antimicrobiana Espinosa, 2012
Engler felandreno, a pineno,
pineno

B. simaruba B-amirina, epi-lupeol,a- Antimicrobiana Vences, 2012

amirina

B. arida B-felandreno, a careno, 3- Antimicrobiana Rojas, 2012
tujeno, a felandreno,

limoneno
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Fig. 7. Algunos compuestos identificados en especies del género Bursera. 1. Limoneno, 2. Yateina, 3. Podofilotoxina.

A pesar de la elevada diversidad de especies del género Bursera y de que se cuenta con
diversos estudios donde se han descrito sus principales grupos de metabolitos, hasta el
momento son pocos los trabajos realizados con B. morelensis. De estos, la mayoria se

han centrado en la obtencidn de compuestos con actividad terapéutica.

+ Jolad et al (1977) aislaron y caracterizaron dos liganos con actividad citotoxica, la
deoxipodofilotoxina y la 5' demetoxideoxipodofilotoxina (morelensina), del extracto
etandlico de corteza de B. morelensis las cuales mostraron actividad bioldgica en
dos lineas celulares la P-388 de leucemia linfocitica (PS) y del carcinoma humano

epidermoide nasofaringeo (KB).

e Rzedowski y Ortiz en 1988 realizaron un estudio quimiotaxénomico de tres
especies de Bursera en la barranca de Tolantongo Hidalgo. En este estudio se
describe a B. medranoana como hibrido de B. schlenchtendaii Eng y B.
morelensis, dadas sus caracteristicas morfoldgicas asi como por su producciéon de

terpenoides

e LOpez en 2011 realiz6 una caracterizacion del aceite esencial de las ramas de B.
morelensis, el cual esta constituido principalmente por los monoterpenos a y B
felandreno ademéas de realizarse la evaluacion de la actividad bactericida y
fungicida. Los resultados de este estudio sefialan que el aceite esencial de rama
de B. morelensis, presenta actividad bactericida frente a Vibrio cholerae y

fungicida frente a las especies Fusarium monoliforme y Rhyzoctonia lilacina.
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e Serrano en 2013 realiz6 un estudio para evaluar el efecto cicatrizante del extracto
metandlico de corteza de B. morelensis. Dicho extracto ademas presenta actividad
antiinflamatoria, analgésica, antioxidante y antibiética, contiene lignanos,

flavonoides y taninos.

e Rodriguez en 2014, realizé un estudio para evaluar la actividad amebicida del
extracto metandlico de tres especies del género Bursera, reportando que el

extracto de B. morelensis presenta actividad, frente a la especie Naegleria fowleri.

1
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Justificacion

Aun cuando existen diversos trabajos relacionados con el metabolismo secundario y los
compuestos derivados de este proceso bioquimico en las plantas muchos de estos se
encuentran enfocados en la obtencién de compuestos quimicos de interés terapéutico e
industrial. Sin embargo aun son pocos los estudios centrados en la ecologia quimica de

muchas de las especies que se encuentran en el territorio nacional.

Ejemplo de esto es B. morelensis especie endémica de México con amplia distribucién en
el centro del pais. Un caso representativo de esto es la localidad de San Rafael
Coxcatlan, Puebla. Esta regién, por sus caracteristicas climaticas, orograficas y bioticas
representa un ambiente en el cual solo especies con caracteristicas morfolégicas y

bioquimicas particulares pueden prosperar.

Ademas, B. morelensis es un recurso valioso para los habitantes de la localidad, por su
potencial terapéutico. Hasta el momento los pocos estudios realizados a esta especie
solo se han enfocado en grupos especificos de metabolitos secundarios tales como
monoterpenos, lignanos y taninos los cuales se han identificado en la corteza y ramas la
mayoria de estos estudios se han realizado con el objetivo de identificar y/o aislar

compuestos con actividad bioldgica de interés terapéutico.

Es importante resaltar la importancia de este trabajo el cual se centra en el andlisis de la
variaciéon y la identificacién de los principales grupos de compuestos producidos por B.
morelensis el cual se centra en las hipotesis derivadas de la pregunta. ¢Existird
variaciones en la produccién de metabolitos secundarios en Bursera morelensis en dos

épocas del afio?

Con los resultados obtenidos en este estudio se pretende realizar una aportacion al
conocimiento fitoquimico de B. morelensis que permitan tener una mejor comprension de
los mecanismos bioquimicos que permiten a esta especie hacer frente a condiciones de

su medio asi como aportar informacion general sobre la especie.
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Hipotesis

Si los principales grupos de metabolitos de las especies del género Bursera son terpenos,
fendlicos y fenilpropanoides B. morelensis también es una especie productora de estas
mismas familias de compuestos. Ademas la produccion de estos metabolitos variara de
acuerdo a las condiciones ambientales que se presentan durante el afio en la regién de

San Rafael Coxcatlan.
Objetivo general

Analizar la variacion temporal de los principales metabolitos secundarios presentes en

corteza, rama y hoja de Bursera morelensis.
Objetivos particulares

* Identificar los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en los
extractos de la corteza rama y hoja de B. morelensis.

+ Comparar la variacion de los grupos de metabolitos presentes en los extractos
crudos de corteza, ramas y hojas, en diferentes épocas del afio con dos intervalos
de tiempo diferentes.

* Elucidar la estructura de compuestos aislados de los extractos de corteza de baja

mediana y alta polaridad de B. morelensis
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Estrategia metodoldgica

Con el fin de cumplir los objetivos planteados para este trabajo se siguié la estrategia

metodoldgica que se describe a continuacion.

Etapa 1

Etapa 2

B. morelensis Ramirez
(corteza,ramay hoja)

Etapa 3

1.-Obtencion y caracterizacion de extractos

*Recolecta de material vegetal (corteza, rama y hoja)

+Identificacion del material vegetal y deposito de ejemplar de herbario.
*Maceraciony obtencion de extractos (hexano, acetona y metanol)
*Pruebas de deteccion de los principales grupos de metabolitos
secundlarios (terpenos, alcaloides, flavonoides, fenilpropanoides y
glucdsidos)

2.-Analisis de variacion de compuestos en extractos crudos de
corteza,ramay hoja.

*HPTLC (extractoshexanicosy acetdonicos de ramay hoja)
*HPTLC-densitometria planar (extractos metandlicos corteza, rama y
hoja)

+CG-EM (Extractos deramay hoja)

3.-ldentificaciony aislamiento de compuestos (Extractos de corteza)
*Fraccionamiento delos extractos hexanicos, acetonicosy metandlicos
de corteza.

+Analisis quimico del extracto hexanico de corteza por CG-EM.

*Analisis porHPLC de los extractos acetonicos de corteza.

*Analisis espectroscopico de compuestos aislados (IR, RMN).

Fig.8 Estrategia metodolégica empleada para el analisis de la variacién de compuestos de B. morelensis Ramirez.

1
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Etapa 1: Obtencidn y caracterizacion preliminar de los extractos
Recolecta del material vegetal.

La primera fase de este trabajo consisti6 en obtener material vegetal, para lo cual se
realizaron un total de cuatro recolectas en las cercanias de la localidad de San Rafael en
el municipio de Coxcatlan, Puebla, entre los coordenadas N 18°12’ y 18°14’ y W 97°07’ y
97°09 (Figura 9). Las dos primeras recolectas se llevaron a cabo durante la estacion
seca, en el periodo comprendido entre los meses de febrero y marzo del afio 2011,
mientras que las otras dos se realizaron con la misma diferencia temporal en los meses
de agosto y septiembre del mismo afio, durante la estacion de lluvias. En cada recolecta
se obtuvo aproximadamente 1 Kg de material fresco de corteza, ramas y hojas. El cual fue
llevado al laboratorio para su secado. También se recolectaron dos ejemplares
herborizados para su identificacion y registro en el herbario IZTA de la FES-Iztacala de la
UNAM.

1:1 000 000

@ Tehuacan

Fig.9 Ubicacion de la localidad de San Rafael Coxcatlan, Puebla.

Obtencién de extractos.
Una vez finalizado el proceso de secado del material vegetal de las diferentes recolectas,

fue sometido a un proceso de maceracion en frio con solventes de polaridad ascendente,
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utilizando por separado hexano, acetona y metanol. Posteriormente, se procedié a la
recuperacion de lo solidos por medio del método de concentracién a presion reducida con
un equipo Heidolph Mod. Laborota 4000. En la tabla 3 se enlistan los extractos obtenidos,

asi como la nomenclatura utilizada para designar a cada uno.

Tabla 3. Lista de extractos obtenidos del material recolectado de B. morelensis.

Extracto Parte procesada Numero/ mes de Clave
recolecta
Hexanico Corteza 1 febrero HCS1
Hexanico Rama 1 febrero HRS1
Hexanico Rama 2 marzo HRS2
Hexanico Rama 4 septiembre HRL2
Hexanico Hoja 3 agosto HHL1
Hexanico Hoja 4 septiembre HHL2
Acetonico Corteza 1 febrero ACS1
Acetobnico Corteza 2 marzo ACS2
Acetonico Rama 1 febrero ARS1
Acetonico Rama 2 marzo ARS2
Acetbnico Rama 4 septiembre ARL2
Acetonico Hoja 3 agosto AHL1
Acetbnico Hoja 4 septiembre AHL2
Metandlico Corteza 1 febrero MCS1
Metandlico Corteza 2 marzo MCS2
Metandlico Rama 1 febrero MRS1
Metandlico Rama 2 marzo MRS2
Metanolico Rama 4 septiembre MRL2
Metandlico Hoja 3 agosto MHL1
Metandlico Hoja 4 septiembre MHL2

Simbologia: H, A, y M: Hexano, acetona y metanol. C, R y H: corteza, rama y hoja. S: estacion seca. L: estacion de lluvias. 1, 2 y 3: NUmero
de recolecta.

Pruebas de deteccién de grupos de metabolitos por reacciones coloridas y

cromatografia de capa fina.

Una vez obtenidos los extractos de las diferentes recolectas y partes de B. morelensis,
éstos se sometieron a la deteccion de los principales grupos de metabolitos secundarios.
Los métodos utilizados consistieron en detecciones colorimétricas y el revelado de
cromatografia de capa fina (ccf) especificas para cada grupo de compuestos, las cuales

se enlistan en la tabla 4.
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Tabla 4. Pruebas de deteccién de los principales grupos de metabolitos secundarios.

Grupo de Revelador/agente cromdgeno Método
metabolitos
Terpenos Vainillina Revelado de

cromatografia en capa
fina
Esteroides Lieberman-Buchard Revelado de

cromatografia en capa

fina
Alcaloides Reactivo de Dragendorff Reaccién colorida
Glucosidos Molish Reaccion colorida
Flavonoides Cloruro férrico Reaccion colorida
Fendlicos RPN (2-aminoetildifenil borato) Revelado de

cromatografia en capa

fina

Etapa 2. Analisis de la variacion temporal de los extractos de corteza, ramay

hoja.
Analisis por cromatografia de capa fina de alta resolucién (HPTLC).

La ccf es una de las técnicas de separacién mas utilizadas en el mundo y esto se debe a
gue es facil y rapida de llevar a cabo y no requiere complejos procesos de preparacion.
Aunque esta técnica puede ser efectiva para aislar compuestos, para hacer
determinaciones analiticas es necesario estandarizar factores como: el tamafio de la fase
estacionaria, la cantidad de solvente y de muestra son determinantes en la obtencién de
los resultados. Al estandarizar todos estos parametros se pueden realizar estudios

analiticos (Garcia, 1998).

En este trabajo esta técnica fue utilizada con el fin de analizar la variacion de los
principales grupos de metabolitos en las diferentes partes recolectadas de B. morelensis

las muestras fueron procesadas de la siguiente manera:
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Los extractos hexanicos aceténicos y metandlicos de corteza, rama y hoja fueron
disueltos a una concentraciéon de 5 mg/mL y se aplicé un volumen de 10 pL,

utilizando un aplicador automatico (TLC sampler, CAMAG).

Todos los extractos se aplicaron en placas con base gel de silice G-25, con

indicador fluorescente para luz UV de 365 nm.

Las placas se desarrollaron en una camara cromatografica, para posteriormente
ser observadas en una camara de luz UV visualizandolas tanto en longitud de

onda larga (365 nm) como en longitud de onda corta (254 nm).

Fases moviles y agentes cromogénicos utilizados para el revelado de las placas.

a)

b)

Extractos hexanicos. Estos extractos fueron desarrollados con un sistema de
elucién hexano-acetato de etilo (8:2) aplicando muestras en dos placas que fueron

reveladas reactivo de Lierberman-Buchard.

Extractos acetdnicos. Para el caso de los extractos acetonicos se utilizd un
sistema de elucion compuesto por hexano, acetato de etilo, acetona (7:2:1). Se
desarrollaron dos placas: una de ellas fue revelada con reactivo de Lieberman-
Buchard para detectar la presencia de terpenos y esteroides la otra placa fue
revelada con revelador de productos naturales (RPN) y visualizadas a 365 nm

para compuestos de tipo flavonoide o fendlico.

Extractos metandlicos. Por dltimo los extractos de alta polaridad fueron
desarrollados con una fase movil que permitiera la mejor separacion de los
compuestos de los extractos para este fin se empleé una fase movil compuesta
por la mezcla de cloruro de metileno, acido acético glacial y metanol (90:5:5) y
revelados con RPN para posteriormente ser visualizados en luz UV de onda larga
(365 nm) y onda corta (264 nm). Estos cromatogramas fueron analizados
mediante un software de densitometria planar, VideoScan (Wincats) para
determinar el porcentaje de similitud y variacién de los grupos de metabolitos entre

las diferentes recolectas se realizé un andlisis estadistico ANOVA de un factor.
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Etapa 3. Identificacion y aislamiento de los compuestos presentes en los

extractos de corteza.
Fraccionamiento de los extractos de corteza.

Los extractos de corteza de las tres polaridades fueron incluidos en celita para
fraccionarlos en cc utilizando gel de silice Fs,4 (tamafio de particula 0.063-0.200 mm, Merk
malla 70-230 ASTM). La columna se eluy6é con mezclas de polaridad ascendente. La fase
moévil fue seleccionada previamente por cromatografia de capa fina (ccf). Del
fraccionamiento se obtuvieron alicuotas de 100 mL que posteriormente fueron
concentradas a presion reducida para analizarlas con ccf y de esta manera formar las
fracciones en base a similitud del patrén cromatogréfico.

Andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

La cromatografia de gases es una técnica de andlisis cuantitativo la cual tiene su
fundamento en la ccf, sélo que en este caso la fase mévil, que en la cromatografia clasica
es un solvente liquido, es substituida por un gas, el cual puede ser helio, nitrégeno o
hidrégeno. Ademas la CG puede acoplarse a un espectrémetro de masas, el cual es un
potente detector para analisis cualitativo y cuantitativo de la muestras. La espectrometria
de masas tiene su fundamento en la ionizacion de moléculas en estado gaseoso, éstas
convertidas en cationes son aceleradas en un campo eléctrico y luego separadas de
acuerdo a su masa. El proceso de ionizacion suministra suficiente energia para que las
moléculas se rompan en diversos fragmentos los cuales son mostrados en el espectro de
masas, que consiste en un grafico que muestra la abundancia de cada uno de los
fragmentos que choca con el detector de masas (Harris, 2001).

Con el fin de realizar el andlisis espectrométrico de los extractos HSC1 y los extractos
crudos de rama y hoja estos se sometieron a un analisis por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas. Este se realizO en un cromatégrafo (Agilent
technologies) modelo 6850, el cual dispone de una columna HP-5MS (Agilent
Technologies) de 30 m de largo, 0.25 mm de diametro y pelicula de 0.25 um acoplado a
un espectrometro de masas (Agilent technologies modelo HP-5MS). El tipo de inyeccion
fue Split o manual. La cantidad de muestra utilizada fue de 1 pg. El gradiente de
temperatura abarcé un rango de temperatura inicial de 70°C hasta un maximo de 230°C.

El gas empleado como fase mavil fue el helio (He). El flujo inicial de la columna fue de 1
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mL/min, con una presion de 64.85 Kpa (8.77psi) y una velocidad lineal de 30 cm/s. El
tiempo total de andlisis fue de 40 minutos. El rango de masas detectado fue de 35 m/z, las
muestras se ionizaron por impacto electrénico a 70 eV, la temperatura alcanzada en la
fuente de ionizacion fue de 230°C y el cuadrapolo de 150°C. La identificacion de los
compuestos se llevo a cabo por medio de la base de datos de la biblioteca NIST, version
8.0.

Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

El campo de aplicacion de la cromatografia de liquidos de alta resolucion permite los
analisis de compuestos termo sensibles, con masas moleculares muy grandes o incluso
de altas polaridades. Su eficiencia se debe a la posibilidad de actuar de forma muy
precisa sobre la selectividad entre los compuestos, a través de la seleccién de la columna
y de la composicidbn de eluyente, es decir, al sacar partido de las interacciones
solucion/fase mdvil/fase estacionaria (Rouessac, 2003). La cromatografia de liquidos de
alta resolucion utiliza presiones elevadas para forzar el paso del disolvente por una
columna que contiene particulas muy finas, consiguiendo separaciones de gran
resolucion. Los sistemas de HPLC generalmente se componen de un sistema de
suministro de disolvente, una valvula de inyeccién de muestra, una columna de alta
presion, un detector y una computadora que controla el sistema y donde se pueden

visualizar los resultados (Harris, 2001).

Con el fin de analizar los extractos aceténicos, so6lo se utilizaron las fracciones de mayor
rendimiento obtenidas por cromatografia en columna abierta; para lo cual, se utilizé6 un
equipo Hewlett-Packard, modelo 1100 con bomba cuaternaria, detector de arreglo de
diodos. La columna utilizada fue Allosphere ODS -1 DE 250 mm de largo por 46 mm de
diametro, tamafio de particula de 5 um. La temperatura de horno fue de 23 °C, con un
flujo constante de 5mL por minuto durante 15 minutos y fase mévil isocratica, conformada
por los siguientes eluyentes y proporciones: H,O: MeOH: AcOH (60:20:20) El analisis de
los picos en los cromatogramas se determind en el espectro UV, a 260nm, con el software
Chemstation A.09.03.

Nolasco Ontiveros Erick, 2014 27



Andlisis de la variacion de los principales metabolitos secundarios presentes en Bursera morelensis Ramirez

Analisis de los compuestos aislados de los extractos acetonicos
Filtrado de precipitados y cristales

La obtencion de precipitados y/o cristales es un punto clave durante el fraccionamiento de
los extractos, ya que esto nos indica la separacion de compuestos relativamente puros
por lo cual se debe continuar con el proceso de purificacion para su analisis
espectroscopico y asi elucidar la estructura de estos compuestos, se enlistan los pasos

que se siguieron para lograr este propésito.

1.- Los precipitados o cristales se filtraron con ayuda de un embudo se porcelana con
papel filtro acoplado a una toma de vacio.

2.-Una vez filtrados el solvente recuperado (aguas madres) se conservaron para permitir

la cristalizacién de mas compuesto.

3.- A los productos obtenidos se les realizaron pruebas de solubilidad con solventes de

polaridad ascendente con el fin de obtener informacién acerca de su polaridad.

4.- Posteriormente una muestra de estos cristales/precipitados se desarrollo en cc y en

base al patrén cromatogréfico identificar la presencia de compuestos puros.

5.- Una muestra de los compuestos obtenidos fue incinerada con el fin de observar el
residuo obtenido después de exponerla a las flamas y saber si es un compuesto organico

0 inorganico.

6.- Una vez obtenido el compuesto este se sometid a la prueba con el equipo Fisher-
Johns para obtener su punto de fusion. Esta técnica nos brinda informacion en base a los
cambios de estados que presentaron los compuestos ya que esto nos indica de primera
mano las fuerzas intermoleculares que existen en ellos y por lo tanto el tipo de enlaces

que presentan.

Los compuestos que se obtengan después proceso fueron analizados por diferentes
técnicas con la finalidad de obtener sus parametros fisicoquimicos asi como elucidar sus

estructuras las técnicas que se utilizaran con este propésito se enlistan a continuacion.
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Resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) representa bésicamente otra forma de
espectrometria de absorcién semejante a la infrarroja y la ultravioleta. Bajo condiciones
adecuadas una muestra puede absorber radiacion electromagnética a frecuencias que
derivan de la estructura quimica de la muestra (Silverstein et al, 1981)

La resonancia magnética nuclear es un método espectral basado en las propiedades
magnéticas de los nlcleos sobre todo los de *H y *C. Ademas de las propiedades
magnéticas del nucleo los electrones también producen modificaciones, aunque son
débiles son observables. Los efectos electronicos son los que dan lugar a los
desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento permitiendo de esta manera
el estudio detallado de la estructura electrénica de las moléculas (Elguero et al, 2000).

En este estudio se utilizé la técnica de resonancia magnética nuclear de *Hy *3C con el fin
de aportar informacion sobre de un compuesto aislado por medio de la cromatografia en
columna abierta y para de esta forma complementar la informacion obtenida en los
analisis por CG-EM y HPLC sobre la naturaleza de los compuestos presentes en la B.
morelensis.

La muestra obtenida del extracto ACS1 fue analizada bajo las siguientes condiciones. Los
espectros de resonancia magnética nuclear de protén (RMN'H) y de carbono (RMN3C)
fueron obtenidos en un equipo Bruker-Avance los cuales operaron a una frecuencia de
300 MHz y 75 MHz respectivamente. Los espectros de obtuvieron utilizando como
solvente acetona-deuterada. Los desplazamientos quimicos se expresan en unidades de
ppm (8) con respecto a un patron de tetrametilsilano (TMS) utilizado como referencia

interna.

Espectrometria infrarroja.

La radiacion infrarroja es la porcion del espectro electromagnético comprendida entre el
espectro visible y el de microondas. La region entre los 2.5-15 pm es de gran utilidad en el
andlisis espectroscopico de moléculas organicas. Aun cuando el espectro infrarrojo es
caracteristico para toda la molécula, algunos grupos funcionales originan bandas a la
misma frecuencia o a frecuencias diferentes al resto de la molécula. En la regién de las
frecuencias fundamentales de grupo las principales bandas con las que se pueden

identificar. Son estas bandas las que nos permiten obtener informacion estructural util
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mediante su inspeccion y la consulta de tablas generalizadas de frecuencias
caracteristicas (Silverstein et al, 1981; Ferrera y Vergara, 2012).

Los precipitados obtenidos de los extractos ACS2 Y MCS1 fueron analizados por medio
de espectrometria infrarroja de acuerdo a la siguiente metodologia:

5 mg de muestra de cada precipitado fueron incluidos en 100 mg de KBr para preparar
pastilas que fueron analizadas en un espectrofotometro de infrarrojo modelo FT-IR
Spectrum-2000 (Perkin-Elmer) el cual operé en un rango de barrido de 4000-600 cm™
realizdndose un total de 8 barridos por muestra. El espectro fue analizado con el software
Spectrum versiéon 3.02.00.
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Resultados y discusion.

Etapa 1 Anédlisis de la variacion de compuestos en extractos crudos de

corteza, hoja 'y rama.
Datos de herbario de Bursera morelensis.

La determinacion del material vegetal recolectado en San Rafael Coxcatlan fue realizada
por la M. en C. Ma. Edith Lopez Villafranco responsable del herbario IZTA de la FES-
Iztacala. La informacién de herbario de muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Datos de herbario de Bursera morelensis Ramirez.

Nombre cientifico Bursera morelensis
Familia BURSERACAE
Nombre comun Aceitillo

No de registro 2262 IZTA
Extraccion

Rendimiento de los extractos

El peso del material seco se presenta en la siguiente tabla:

Tabla 6. Peso del material seco de las diferentes partes recolectadas de B. morelensis.

Parte Recolecta Peso material vegetal

(9r)

Corteza 1 119.5
Corteza 2 73.6
Rama 1 317
Rama 2 597

Rama 4 223.5
Hoja 3 298
Hoja 4 185

Un total 21 extractos se obtuvieron de las diferentes partes recolectadas de B. morelensis
tomando como base los pesos del material vegetal seco los rendimientos obtenidos se

muestran en la tabla 7.
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Tabla 7. Rendimiento de los extractos obtenidos por el método de maceracion

Rendimiento %

Parte Recolecta Extractos Extractos Extractos
hexanicos acetoénicos metanolicos
Corteza 1 9.87 10.39 17.69
Corteza 2 14.40 18.80 15.71
Rama 1 3.70 4.09 7.32
Rama 2 1.89 2.20 9.08
Rama 4 1.64 1.41 6.80
Hoja 3 0.50 0.45 1.68
Hoja 4 2.50 1.72 8.40

En la tabla 7 se puede observar que los extractos metandlicos presentan los mayores
rendimientos seguidos de los aceténicos y finalmente los hexanicos aunque con algunas
excepciones; como en el caso del extracto ACS2 el cual es el extracto de mayor

rendimiento.

Pruebas de deteccién de metabolitos.

Las pruebas realizadas a los extractos con el fin de conocer los grupos de metabolitos
presentes en B. morelensis nos permitieron corroborar los reportes sobre los tipos de
compuestos que se pueden encontrar en esta especie, con respecto a otros integrantes
del género. En la tabla 8 se muestran los resultados de las pruebas aplicadas a todos los

extractos de las muestras recolectadas.

Tabla 8. Familias de compuestos presentes en B. morelensis Ramirez.

Grupos de metabolitos Revelador / agente cromégeno Resultado Extractos
Terpenos Vainillina + Hexanicos/ Acetonicos
Esteroides Lieberman-Buchard + Hexanicos/Acetonicos
Alcaloides Reactivo de Dragendorff = Todos
Glucésidos Molish + Metanolicos
Fendlicos Cloruro férrico + Acetonicos/Metandlicos
Flavonoides RPN (2-aminoetildifenil borato) + Acetonicos/Metandlicos

Simbologia: + (presencia) — (ausencia).
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Discusion

El mayor porcentaje de rendimiento lo presentaron los extractos metandlicos con un
promedio de 9.5% seguidos de los acetonicos con un 5.58% y por ultimo los hexanicos
con 4.9%. Los rendimientos obtenidos en los extractos metandlicos de corteza son a
similares a los reportados por Parrales en 2013 y Rodriguez en 2014. Sin embargo, los
extractos acetonicos de corteza también presentan rendimientos similares y en el caso de
la segunda recolecta el extracto ACS2 presenta un rendimiento superior al MCS2. El
mismo fendmeno puede observarse en el caso de los extractos hexanicos los cuales
presentaron un porcentaje de rendimiento superior de los extractos acetdnicos de sus
respectivas colectas lo cual indica que estos compuestos concentran mayor cantidad de
compuestos.

De acuerdo a lo mostrado en la tabla anterior en todos los extractos hexanicos las partes
procesadas de B. morelensis podemos encontrar compuestos de la familia de los
terpenos de diferente tipo tales como mono y sesquiterpenos asi como fitosteroles. La
prueba con el reactivo de Dragendorff indica la ausencia de alcaloides los cuales no son
caracteristicos del género (Rzedowski y Ortiz 1998). Por ultimo las pruebas para
glucésidos, flavonoides y fendlicos dieron positivo en los extractos acetonicos y

metandlicos de todas las partes recolectadas

Etapa 2. Andlisis de la variacion temporal de los extractos de corteza, rama

y hoja.
Cromatografia de capa fina de alta resolucion (HPTLC).
Extractos hexanicos.

Los extractos hexanicos sometidos a una cromatografia en capa fina de alta resolucion y
revelados con reactivo de Lieberman-Buchard muestran un comportamiento similar en la
distribucion de las bandas en los diferentes carriles (Figura 10). Con excepcion del carril 2
que corresponde al extracto HRS1 donde se puede ver que existe una banda adicional en
la zona de baja polaridad la cual no aparece en el resto de los extractos. En general, se
observa una mayor concentracion de compuestos en la zona de alta polaridad de las
placas sin embargo en el carrii niumero 3, del extracto HRL2, se puede notar una

disminucion en la concentracion de los compuestos en comparacion con los extractos
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HRS1 y HRS2. El mismo fenémeno se observa Los carriles 4 y 5 que son de los extractos
HHL1 y HHL2.

Tanto en la placa donde se aplicaron 10 yL como en la de 20 pyL de extracto a una
concentracion de 5mg/mL, se siguen observando los mismos patrones, aunque se nota
una mejor definicion de las bandas en la segunda, por lo cual se recomienda utilizar esta

cantidad en estudios posteriores (Figura 10A y 10B).

El reactivo de Lieberman-Buchard es utilizado en el revelado de placas cromatografias
para saber si en el extracto o muestras, existen compuestos como triterpenos o
fitoesteroles. Para el caso de los extractos de B. morelensis podemos observar que las
bandas distribuidas los 5 carriles presentan coloraciones grisaceas, violaceas y marrones,

las cuales son tipicas de este tipo de compuestos (Wagner y Bladt, 1996).

Fig. 10. Cromatogramas de los extractos hexanicos revelados con reactivo de Lieberman-Buchard (5mg/mL). Al
cromatograma A se aplicaron de 10 pL de extracto por carril. Al Cromatograma B se le aplicaron 20 puL de extracto por
carril. Carriles 1-3 corresponden a los extractos de rama HRS1, HRS2 y HRL2. Carriles 4 y 5 corresponden a los extractos
de hoja HHL1 y HHL2.
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Extractos aceténicos

Perfil de terpenos

En el cromatograma de los extractos aceténicos revelados con reactivo de Lieberman-
Buchard se puede observar de nuevo una tendencia de comportamiento similar entre
todos los extractos, en cuanto al numero y coloracion de las bandas que aparecen en los
6 carriles. Estas presentan coloraciones violetas y marrones con excepcion del carril 5
donde aparece una banda de color verde grisaceo (=) (Figura 11).

En el carril 1 (ACS1) y 2 (ARS1) es notoria la similitud en la concentracion de los
metabolitos producidos entre corteza y rama; por otro lado en el carril 3 (ARS2) presentan
un aumento en la concentracién de compuestos en la zona de baja polaridad de la placa
mientras que para el carril 4 (ARL2) se presenta una tendencia inversa y se observa una
mayor concentracion de los compuestos en la zona de alta polaridad de la placa. Por otra
parte en los carriles 5 y 6 que corresponden a los extractos de hoja también existen
diferencias en la concentracion de los compuestos siendo superior en el carril 5 (AHL1
con respecto al carril 6 (AHL2) lo que demuestra que existen variaciones en la cantidad de

compuestos entre las diferentes partes de la planta y las épocas de recolecta.

Fig. 11. Cromatograma de los extractos acetonicos revelados con reactivo de Lieberman-Buchard (5mg/mL). Para
deteccion de triterpenos. Carriles 1 extracto de corteza ACS1 carriles 2,3 Y 4 corresponden a los extractos de rama ARSI,
ARS2 Y ARL2. Carriles 5y 6 extractos de hoja AHL1 Y AHL2
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Perfil para compuestos fenodlicos

En los extractos aceténicos las bandas visualizadas después de la aplicacion del
revelador de productos naturales (RPN) (Figura 12) muestras coloraciones verdes
(carriles 5 y 6) rojas (carriles 1-4 zona de alta polaridad) las cuales son caracteristicas de
flavonoides (Wagner, 1996). También aparecen bandas con fluorescencia intensa en color
azul que indica una fuerte presencia de acidos hidroxicinAmicos en todos los extractos
(Wagner y Bladt, 1996).

La concentracion de compuestos en los extractos de corteza (carril 1) y rama (carriles 2-4)
presenta una gran similitud aunque con una leve disminucién en la banda principal ( D)
que presenta su maxima fluorescencia en el carril 1 (primer recolecta y minima en el carril
4. Otro de los compuestos que presenta disminucién gradual en su concentracion es la
banda con coloracion rosa (=) en la zona de alta polaridad la cual disminuye, aunque esta
lo hace de manera mas drastica. Por otra parte, la banda del compuesto que presenta
fluorescencia blanca en la zona de alta polaridad presenta una concentracion muy similar

en tres los cuatro carriles. En cuanto a los extractos de hoja (carriles 5 y 6) estos
presentan una banda en color verde la cual tiende a aumentar su fluorescencia en el carril
6 lo que indica (<) un incremento en la produccién de este compuesto; la banda azul
principal de los 4 primeros carriles de nueva cuenta aparece aunque su concentracion es

menor en los extractos de hoja (Figura 12).

ACS1 ARS1 ARS2 ARL2 AHL1

<)

Fig. 12. Cromatograma de los extractos aceténicos revelados con RPN y visualizados con luz UV 365 nm (5mg/mL). Para
deteccion de flavonoides Carriles 1 extracto de corteza ACS1 carriles 2,3 Y 4 corresponden a los extractos de rama ARS1,
ARS2 Y ARL2. Carriles 5y 6 extractos de hoja AHL1 Y AHL2
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Extractos metandlicos de corteza, ramay hoja.

Los extractos metandlicos de B. morelensis fueron los que mostraron mayores diferencias
entre si y con respecto a los demas extractos en cuanto al comportamiento en la
produccién y variacion de compuestos tal como se puede observar en la placa revelada
con luz UV de 365 nm (Figura 13 A). Posteriormente ésta placa fue revelada nuevamente
con RPN con el fin de que las bandas para visualizar manchas no visibles en el UV
(Figura 13 B).

En cuanto a las bandas de los compuestos presentes en los extractos metandlicos de B.
morelensis se pueden observar diferencias notables en los carriles 1 y 2 que
corresponden a los extractos de corteza pues existe una predominancia de bandas de
color verde que se distribuyen en las diferentes zonas de polaridad de la placa ademas de
bandas en color azul en la zona de alta polaridad. Los carriles 3, 4 y 5 que corresponden
a los extractos de rama se distinguen por la presencia de una banda de color azul den la
zona de alta polaridad las cual disminuye en los carriles 4 y 5. Por otra parte en los
carriles 1, 2, 6, y 7 se puede observar una banda de color amarillo en la zona de alta
polaridad de la placa la cual s6lo pudo apreciarse hasta después de la aplicacion de RPN
fluoreciendo con mayor intensidad en los carriles 6 y 7 esto debido a una mayor

produccion de este compuesto en los extractos de hoja.
A B

MCS1 MCS2 MRS1 MRS2 MRL2 MHL1 MHL2 MCS1 MCS2 MRS1 MRS2 MRL2 MHL1 MHL2

Fig. 13. Cromatograma de los extractos metandlicos visualizados con luz UV de 365 nm (A) y revelados con reactivo de
RPN (5mg/mL) para deteccion de flavonoides (B). Carriles 1 y 2 extractos de corteza MCS1 Y MCS2 carriles 2,3 Y 4
corresponden a los extractos de rama MRS1, MRS2 Y MRL2. Carriles 5y 6 extractos de hoja MHL1 Y MHL2.
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Las placas también fueron observadas en luz UV a una longitud de onda de 254 nm
donde de nuevo se detectaron diferencias notables en el patrén de compuestos que
aparecen en cada extracto (Figura 14). La mayor parte de los compuestos se acumulan
en la parte de alta polaridad de la placa aunque en los carriles 1 y 2 correspondientes a
los extractos de corteza se puede apreciar una mayor distribucion en las diferentes zonas
de polaridad presentando estos extractos el mayor numero de bandas. En los carriles 3 y
4 de los extractos MRS1 y MRS2 se puede apreciar una banda de color azul en la zona
de alta polaridad la cual no aparece en el carril 5 MRL. Por ultimo los carriles 6 y 7 (hoja)
presentan una banda en la zona de alta polaridad la cual es més notoria en el carril 6 la

cual corresponde al extracto MHL2.

Fig. 14. Cromatograma de los extractos metandlicos visualizados con luz UV de 254 nm y revelados con reactivo de RPN
(5mg/mL) para deteccién de flavonoides. Carriles 1y 2 extractos de corteza MCS1 Y MCS2 carriles 2,3 Y 4 corresponden a
los extractos de rama MRS1, MRS2 Y MRL2. Carriles 5y 6 extractos de hoja MHL1 Y MHL2.

Variacién de los principales metabolitos en los extractos metandlicos.

Las placas de los extractos metandlicos de corteza, rama y hoja fueron sometidos a un
analisis por densitometria planar en el cual se detectaron un total de 32 compuestos
(Anexo 1). La distribucién de estos compuestos se presento es de la siguiente manera: 10
para cada extracto de corteza, 6 para el MRS1, 9 para el MRS2 y 8 para el MRL2. En los
extractos de hoja se detectaron 4 compuestos en cada uno. Sin embargo para el analisis
de variacion de compuestos se eligieron solo los que fueron detectados mas de una vez
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en los extractos asi como aquellos que presentaron los porcentajes de concentracion mas

elevados como se describe a continuacion.
Extractos de corteza.

Los compuestos 3 y 5 son los compuestos mayoritarios en los extractos metandlicos de
corteza, aun cuando el material recolectado presenta un mes de diferencia en la misma
época del afio, existe una variacion significativa en el porcentaje de abundancia de los 5
compuestos mayoritarios de estos extractos (F;10=4.96, P=72.2) como se puede apreciar
en la figura 15. También se puede observar una tendencia de disminucién de los
compuestos entre el mes de febrero y el mes de marzo salvo en los compuestos 2 y 9

donde existe un fendmeno inverso al aumentar la produccién de ambos.

35

30

25

M Febrero
O Marzo

20

15

10

Compuesto 2 Compuesto 3 Compuesto 5 Compuesto9  Compuesto 29

Fig. 15 Variacién de los compuestos presentes en la corteza de B. morelensis en los meses de febrero y marzo (estacién
seca).

Extractos de rama.

La diversidad de compuestos en los extractos metandélicos de rama es menor en cuanto
namero de compuestos producidos y también a los metabolitos identificados en
comparacion a los de corteza. En este caso los compuestos mas abundantes fueron el 1
y el 2 para los extractos obtenidos en la época de sequia; y el 1y el 10 para la época de

lluvias. Aunque el 2 presenta un porcentaje de abundancia importante en este extracto.

Nolasco Ontiveros Erick, 2014 39



Concentracion en el extracto (%)

Andlisis de la variacion de los principales metabolitos secundarios presentes en Bursera morelensis Ramirez

De nueva cuenta se pude observar una variacion significativa en la produccién de los
compuestos mayoritarios (F10=4.10, P=6.67) (Figura 16), asi como una mayor
acumulacion de compuestos en el extracto de la primer recolecta (febrero) mientras que
estos tienden a variar y disminuir de manera considerable en los meses de marzo el cual
esta cercano a la época de produccién de flores, y septiembre época de produccién de
semillas.

M Febrero

B Marzo

[ Septiembre

0 T T T T 1
Compuestol Compuesto2 Compuesto4 Compuesto8 Conpuesto 10

Fig. 16 Variacién de los compuestos presentes en ramas de B. morelensis en los meses de febrero y marzo (estacion seca)

y septiembre (estacion de lluvias).

Extractos de hoja.

Los extractos metandlicos de B. morelensis de hoja fueron los que presentaron una menor
diversidad de compuestos, con 4 cada uno. Los compuestos 1 y 2 son los que presentan
un mayor porcentaje de concentracién en los extractos. De nueva cuenta existe una
variacion significativa en la produccion de compuestos entre los dos extractos (F6=4.99,
P=6.67) aunque esta vez se observa un aumento en la produccién de metabolitos entre
los meses de agosto y septiembre. En contraste el compuesto 2 que presenta una

disminucién en su produccién en el mes de septiembre (Figura 17).
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Fig. 17 Variaciéon de los compuestos mayoritarios en las hojas de B. morelensis en los meses de agosto y septiembre
(época de lluvias).

Discusién analisis de variacion de los extractos hexanicos y aceténicos

Analisis por HPTLC

El patrén cromatografico de compuestos para las diferentes partes recolectadas, (corteza,
rama y hoja) de B. morelensis muestra que esta especie es productora de triterpenos y
fitosteroles. Abundantes sobre todo en los extractos hexanicos y acetonicos. El papel de
estos compuestos en las plantas es el de ser componentes de la membrana celular
(fitoesteroles) disuasorios alimentarios, o0 tener accion antimicrobiana (fitoalexinas)
(Harborne, 1993). La produccion de estos metabolitos no presenta variaciones
importantes en cuanto a la diversidad de compuestos con las excepciones del extracto
HRS1 y AHL2 que presentaron una banda adicional con coloracion diferente al resto de
los carriles. En cuanto a la variacién en la producciéon de compuestos se puede observar
un incremento en las concentraciones de estos metabolitos de acuerdo a la época del
afo. Presentando las mayor acumulaciéon en los extractos HRS2 y ARS2 obtenidos en el
mes de marzo, previo a la época de produccién de hojas, pero disminuyendo en el
extracto de rama de la recolecta del mes de septiembre a la vez que aumenta la

produccion en los extractos de hoja. Lo que nos indicaria posiblemente una distribucion
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de metabolitos hacia las hojas flores y semillas, con el fin de protegerlas de ataques de
insectos que se alimentan de ellas, parésitos tales como hongos o agentes infecciosos
como bacterias (Hamond y Jons, 2000).

Por otra parte el perfil de flavonoides permitié corroborar la existencia de estos
compuestos en los extractos aceténicos y metandlicos de todas las partes recolectadas
de la planta. Aunque el numero de bandas es menor en comparacidén con otras especies
de Bursera (Reguera, 2011). La mayor diversidad de estos compuestos se encuentra en
partes como las hojas (extractos aceténicos y metandlicos) y corteza (extractos
metandlicos). Este tipo de compuestos cumplen funciones de defensa ante agentes de
estrés abidticos tales como la radiacion UV y complementarios a los sistemas de defensa
antioxidante e incluso contra algunos agentes infecciosos principalmente eucariontes
(Gould y Lister, 2006).

Discusioén del analisis por densitometria planar de los extractos metandlicos

El analisis con el programa VideoScan (Wincats) proporciond datos de los constituyentes
separados en las cromatografias tales como: el nimero de estos su rf, su porcentaje de

abundancia y el nimero total de estos.

Las coloraciones exhibidas por las bandas visualizadas con luz UV (365nm) y luego del
revelado con RPN permiten teorizar la existencia de flavonoides como kaempferol y sus
glucésidos (bandas verdes) quercetina y sus glucésidos (bandas amarillas) (Wagner,
Bladt, 1996). Estos son compuestos comunes en otras especies del género Bursera,
(Souza et al, 1986) asi como compuestos hidroxicinamicos como &cido cloragénico
(banda azul zona de alta polaridad. Sin embargo, aln no se puede aseverar por completo
la identidad de estos metabolitos, ya que adn es necesario aislarlos e identificarlos
ademas de desarrollar y modificar sistemas de elucién que sean exclusivos para las
especies del género Bursera dado que las resinas producidas por esta planta presentan
una gran complejidad en su composicion as como una elevada cantidad de compuestos

polares.

El andlisis por densitometria revelo la presencia de 32 constituyentes. En donde solo 10
tienen presencia en mas de una época de colecta resaltando de manera particular el caso
de los compuestos 1 el cual se pudo identificar en practicamente todos los extractos con

excepcion del MCS1 y el 2 y el 4 presentes en ramas y hojas. El valor de rf de estos
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constituyentes coincide con las bandas azules observadas en la parte inferior de las
placas por lo que muy probablemente se traten de &cidos hidroxicindmicos los cuales
presentan importante actividad antioxidante (Mulh, 2013). Por otra parte, el resto de los
constituyentes sélo se pudo identificar una vez por lo que posiblemente se trate de

compuestos sintetizados para responder a un estimulo particular.

Por dltimo, la variacién en la produccién de compuestos en los extractos metandlicos
presenta diferencias significativas de acuerdo a la parte analizada y la época de colecta.
Tanto en el analisis por HPTLC vy los resultados del andlisis por densitometria (Anexo 1)
los extractos de corteza muestran la mayor diversidad de compuestos seguidos de los de
rama y por ultimo los de hoja. Esto podria atribuirse al hecho de que la corteza del fuste
es la que presenta el mayor porcentaje de superficie y a diferencia de las hojas las cuales
solo estan presenten durante un corto periodo en el afo, esta debe soportar un mayor
namero de factores de estrés bidtico y abidtico. Sin embargo, al igual que en los
cromatogramas de los extractos hexanicos y acetonicos en los extractos metandlicos se
puede observar una disminucion en la produccion de 3 de los 5 compuestos analizados a
la vez que en los extractos de rama se observa una disminucion sélo de dos compuestos
aungue en los restantes se observa un claro aumento en la presencia de estos la cual
tiene su punto maximo en la época de lluvias. Esta tendencia también se observé en los
extractos de hoja donde también existe un aumento de producciéon de 3 de los 4
compuestos identificados lo que es un indicativo de que la producciéon de metabolitos
secundarios es mayor en los meses en los cuales la planta se encuentra en procesos

reproductivos (Rzedowski y Guevara, 2004).
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Analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM).

El analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) de
los extractos hexanicos de rama y hoja de Bursera morelensis de las cuatro recolectas
realizadas revel6 la existencia de 18 compuestos mayoritarios; 14 de ellos del grupo de

los terpenos (Tabla 9) ademas de 4 &cidos grasos (Tabla 10).

Tabla 9. Principales terpenos identificados en los extractos hexanicos de B.morelensis.

Tiempo Nombre Tipo de Extracto Promedio
de compuesto donde fue de
retencion identificado  abundancia

%
15.6 Oxido de cariofileno Sesquiterpeno Todos 15.9
5.7 2 Ciclohexano-1 ona, Monoterpeno Todos 6.2
4 -(metiletil) excepto el
HRS1
18.4 a-felandreno Monoterpeno HRS1y 0.2
HRS2
6.1 B-felandreno Monoterpeno HRS2y 4.1
HRL2
4.5 a- pineno Monoterpeno HRS2y 0.24
HHL2
6.9 Eucaliptol Monoterpeno HRS2 y 0.29
HHL2
5.1 Bicliclo (3.1.0) Monoterpeno HRS2 y 0.11
hexano, 4 meitleno-1- HHL2
(2 metiletil)
6.0 Benceno, 1 metil-2 - Monoterpeno HRS2y 11
(1-metiletil) HHL2
6.1 Limoneno Monoterpeno HHL2 2.3
6.1 B-Tujeno Monoterpeno HHL1 0.53
5.68 Ciclohexano, 1- Monoterpeno HHL?2 0.16
metileno-4-(1-
metiletil)
10.1 Carveno Monoterpeno HHL2 0.007
26.9 a-santalol Sesquiterpeno HRS2 0.2
30.6 Lupeol Triterpeno HHL1 1.2
Total 35.53

En el caso de los terpenos identificados en este andlisis se observa un importante nimero
de monoterpenos con un total de 10, seguidos por los sesquiterpenos con 2 y sélo un

triterpeno.

El andlisis estadistico muestra diferencias significativas (Fzg=2.76, P= 38.53 ) en las

concentraciones de los terpenos identificados, asi como en la presencia de estos en los
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diferentes extractos, siendo el 6xido de cariofileno el Unico que aparece en los 5 extractos

ademas de ser el que se encuentra en mayor concentracion entre ellos (Figura 18).
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HRS1 HRS2 HRL2 HHL1 HHL2
mOxido de cariofileno W2 Ciclohexano-1 ona, 4 -(metiletil)
B a-felandreno HB3-felandreno
Hq- pineno B Eucaliptol
BEBicliclo (3.1.0) hexano, 4 meitleno-1-( 1 metiletil) BBenceno, 1 metil-2 -(1-metiletil)
ELimoneno B 3-Tujeno
ECarvona Oa-santalol

Lupeol Ciclohexano, 1-metileno-4-(1-metiletil)

Figura 18. Variacion de los principales terpenos identificados en los extractos de rama y hoja
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Los extractos crudos de hojas y ramas de B. morelensis también muestran importantes

concentraciones de cuatro acidos grasos, como se puede observar en la tabla 10.

Tabla 10. Principales acidos grasos identificados en los extractos de B. morelensis.

Tiempo Nombre Extracto donde fue Promedio
de identificado de
retencion abundancia
20.34 Acido palmitico Todos excepto el 2.87

HRL2
22.87 Acido hexadecanoico-metil Todos excepto el 1.38
ester HRS2
19.88 Acido hexadecanoico-butil HRS2,HRS3 y HHL2 0.582
ester
29.86 Acido hexacosandico metil HHL2 0.238
ester

Por ultimo los &cidos grasos identificados en los extractos crudos de B. morelensis en
todas las recolectas, también muestran variaciones significativas (Fs 6 =3.24, P= 3.68 ) en
su concentracion a lo largo del afio tal como se puede observar en la figura 19.
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Fig.19 Variacion de los principales acidos grasos identificados en los extractos hexanicos de rama y hoja de B. morelensis.

Discusién del analisis por CG-EM de los extractos hexanicos de hojay rama
Los resultados obtenidos a partir del analisis de CG-EM realizado a los extractos
hexanicos de rama y hoja de B. morelensis permiten observar la presencia de diversos
terpenos entre los que predominaron los monoterpenos esto permite complementar lo
reportado por Rzedowski y Ortiz en 1988. Ademas de los monoterpenos también se
identificaron 2 sesquiterpenos, un triterpeno y cuatro acidos grasos principales
compuestos que también forman parte de los aceites esenciales y la resina producida por
esta especie. Estas resinas brindan proteccion ante el ataque de herbivoros como
insectos o mamiferos e incluso se plantea que podrian funcionar como atractores de
polinizadores (Ambruster, 2003).

De los 14 terpenos identificados resalta de manera importante el 6xido de cariofileno, un
sesquiterpeno. Este compuesto ya habia sido reportado en los aceites esenciales de B.
morelensis por Lopez en 2011. Sin embargo, a diferencia de estos resultados el 6xido de
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cariofileno es el compuesto mayoritario en todos los extractos obtenidos de las ramas y
hojas con un porcentaje promedio del 15.9%; sin embargo presenta notables variaciones
en su produccion teniendo dos picos maximos tanto para ramas y hojas ambos en el
extracto 3 (rama) y 5 (hoja) que corresponden al material recolectado en el mes de
septiembre. Lo anterior es un indicativo del papel de este compuesto en el rol de defensa
de esta especie ante factores bidticos ya que los sesquiterpenos son un grupo importante
de compuestos que presentan actividad como antimicrobianos y disuasorios de la
alimentacion principalmente de insectos (Harbone, 1994).

Otros compuestos con concentraciones importantes en los extractos son el limoneno, [3-
felandreno y el 2-Ciclohexen-1-ona, 4-(1-metiletil). Sin embargo solo este ultimo presenta
porcentajes de concentracion elevados fue identificado en 4 de los 5 extractos, por lo cual
es muy probable que se trate de un terpeno constitutivo de las resinas producidas en las
diferentes partes de B. morelensis. Mientras que el limoneno y el B-felandreno junto con
el resto de los terpenos identificados sean compuestos producidos en épocas especificas
del afio.

En cuanto a los monoterpenos y el sesquiterpenos varios de estos ya han sido reportados
para otras especies del género Bursera. Ejemplo de esto lo tenemos en compuestos
como él a-felandreno, B-felandreno y el a- pineno los cuales también fueron identificados
en el aceite esencial de rama de B. morelensis por Lépez en 2011. Ademas de estos
monoterpenos también fue posible la identificacion de compuestos como el limoneno, a-
felandreno, B-felandreno y el a- pineno los cuales han sido reportados en los aceites
esenciales de la especie B. schlechtendalii Engler (Espinosa, 2012) y en los de B.
fagaroides (Camargo, 2013). Por otra parte, este es el primer reporte de los siguientes
terpenos en la especie y el género: 2 Ciclohexano-1 ona, 4 -(metiletil), Bicliclo (3.1.0)
hexano, 4 meitleno-1-(1 metiletil), Benceno, 1 metil-2 -(1-metiletil). Por ultimo el a-santalol
también se ha reportado en aceites esenciales de la especie B. schlechtendalii (Espinosa,
2012) y el lupeol (triterpeno) en el extracto hexanico de corteza de B. simaruba (Vences,
2012).

El patron de produccion de metabolitos tanto secundarios (terpenos) como primarios
(acidos grasos) muestra diferencias significativas en ambos casos. En los terpenos la
mayor diversidad de estos compuestos se presenta en el extracto HRS1 (rama época de
sequia) y el HHL2 (hoja época de lluvias). Este aumento en la diversidad de compuestos
obedece a que la planta se encuentra en situaciones de vulnerabilidad generada por un

aumento en las temperaturas y falta de humedad de lluvias, (mes de marzo). Para el caso
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del mes de septiembre el exceso de lluvias podria representar un riesgo ya que favorece
el ataque de fitoparasitos como hongos y bacterias (Bakkali et al, 2008). asi mismo en
esta época del afos los monoterpenos y sesquiterpenos producidos en las hojas de B.

morelensis actian como atractores de polinizadores y dispersores de semillas.

Etapa 3 Aislamiento e identificacion de compuestos en los extractos de
corteza

Fraccionamiento cromatografico de los extractos de B. morelensis.

Con la finalidad de conocer la composicion quimica de los extractos de diferente polaridad
de la corteza de B. morelensis, se procedié a hacer un fraccionamiento por cc de cada
uno. La descripcion de cada uno de los fraccionamientos se encuentra en los anexos 2 al
6.

A partir del fraccionamiento del extracto hexanico de corteza de B. morelensis HCS1, se
obtuvieron un total de 108 alicuotas las cuales se agruparon en 22 fracciones, de acuerdo
a su patrén cromatografico y polaridad. En este fraccionamiento no se aislaron
compuestos pero las fracciones fueron analizadas por CG-EM para conocer los

principales componentes.

El fraccionamiento del extracto ACS1 de corteza de B. morelensis permiti6 obtener 214
alicuotas, que se agruparon en 27 fracciones (Anexo 3), mientras que para el extracto
ACS2 se obtuvieron un total de 191 alicuotas, agrupadas en 32 fracciones (Anexo 4). En
ambos casos solo se analizaron por HPLC las fracciones que presentaron mayores
diferencias en los patrones exhibidos en un andlisis previo por cf. Del analisis del extracto
ACS1 se aisl6 un precipitado (A) que se analizé por RMN *H Y RMN **C Del extracto
ACS2 también se obtuvo un precipitado (B) que sélo se analizé por IR debido a su pureza.
A partir del extracto MCS1 se obtuvo un precipitado (C) de la fraccion M, el cual se analizé

por IR.
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Analisis quimico del extracto hexanico de corteza de B. morelensis (HCS1)
por CG-EM.

Para el analisis por CG-EM se utilizaron las fracciones de mayor rendimiento del extracto
HCS1 (Anexo 2). Con la finalidad de conocer perfil de compuestos de baja polaridad,
encontrando principalmente monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos y acidos grasos

como se describe a continuacion.

El andlisis por CG-EM de las fracciones C a la M del extracto HCS1 de B. morelensis
revela la presencia de 16 compuestos principales. De los cuales, 12 pertenecen al grupo
de los terpenos; predominando los triterpenos con 7 compuestos, seguidos de los
monoterpenos con 4 y so6lo un sesquiterpeno. El é6xido de cariofileno es el terpeno mas
abundante de estos extractos ya que presenta una abundancia del 4.06 % de la fraccién
C la cual es la de mayor rendimiento y un 0.85 % de la fraccion D con lo cual se corrobora
gue este es el principal terpeno presente en B. morelensis (Tabla 11).

Tabla 11. Principales terpenos del extracto HCS1 de B. morelensis.

Compuesto Tipo de Fraccion Eluyente Proporcién
compuesto analizada

a-felandrano Monoterpeno C EP/Acetona 8:2
2-Ciclohexan-1- Monoterpeno C EP/Acetona 8:2
ona, 4-(1-
metiletil)-
Benceno, 1-metil- Monoterpeno G,J EP/Acetona 8:2
3-(1-metiletil)-
B-felandreno Monoterpeno E EP/Acetona 8:2
Oxido de Sesquiterpeno C,D EP/Acetona 8:2
cariofileno

En cuanto a los triterpenos fue posible identificar 6 compuestos en las fracciones H, |, J y
M (Tabla 12), los cuales difieren de los encontrados en los extractos crudos de rama y

hoja que se mencionaron anteriormente.
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Tabla 12. Principales triterpenos identificados en los extractos hexanicos de corteza de B. morelensis.

Compuesto Tipo de Fraccion Eluyente Proporcion
compuesto analizada
28-Norolean-17-en-3-  Triterpeno H EP/Acetona 8:2
ona

y-sitosterol Triterpeno J, M EP/Acetona 8:2
Lanosterol Triterpeno J EP/Acetona 8:2
Estigmasterol Triterpeno I EP/Acetona 8:2
B-sitosterol Triterpeno J EP/Acetona 8:2
Lupan-3-ona Triterpeno J EP/Acetona 8:2
Campesterol Triterpeno H EP/Acetona 8:2

En cuanto a los &cidos grasos encontrados en el extracto HCS1 cabe destacar que 3
fueron detectados en todas las fracciones del extracto siendo el principal el metil ester, del
acido tetranosoico el cual presenta el mayor porcentaje de concentracion de todos los
metabolitos identificados mediante el analisis por CG- EM (Tabla 13). Este perfil de acidos
grasos concuerda con el encontrado en todos los extractos crudos de rama y hojas, lo que
indica que estos compuestos son componentes importantes de las resinas de B.

morelensis (Rzedowski, 1988).

Tabla 13. Principales acidos grasos identificados en los extractos hexanicos de B. morelensis.

Compuesto Tipo de Fraccion Eluyente Proporcién
compuesto analizada
Acido Acidos grasos C EP/Acetona 8:2

tetradecanoico

metil ester )

Acido Acidos grasos C EP/Acetona 8:2
hexacosandico

metil ester

Acido n- Acidos grasos D,F, G, ,J,K EP/Acetona 8:2
hexadecandico

Acido Acidos grasos G, 1,J K EP/Acetona 8:2

tetradecandico
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Discusion del analisis por CG-EM del extracto de corteza

El fraccionamiento por cc del extracto hexanico de corteza de la colecta realizada en
época de sequia de B. morelensis permitié la identificacion de un nimero importante de
compuestos pertenecientes al grupo de los terpenos. La proporcion de monoterpenos en
el extracto hexanico de corteza es menor, ya que solo se identificaron 4 compuestos de
este tipo, mas un sesquiterpeno (el 6xido de cariofileno) el cual presenté el mayor
porcentaje de concentracion al igual que en los extractos de rama y hoja. En cuanto a los
demas terpenos identificados, es importante sefialar la importante cantidad de triterpenos
identificados los cuales son reportados por primera vez para la especie B. morelensis.

La diferencia en la cantidad de triterpenos identificados en el extracto hexanico de corteza
con respecto a los extractos crudos se debe principalmente al proceso de fraccionamiento
por cc el cual permite separar a los compuestos de la mezcla original con lo cual
disminuyen las interacciones entre moléculas tales como los puentes de hidrogeno,
fuerzas de Van der Waals etc. Lo que a su vez permite tener fracciones con una menor
complejidad en el nimero y tipo de compuestos respecto al extracto lo que facilita el
andlisis de los mismos en pruebas espectroscopicas y espectrométricas (Ayala, 2014).

La abundancia y diversidad de triterpenos permite complementar y corroborar los
resultados obtenidos en el andlisis de HPTLC realizado a los extractos de rama y hoja lo
gue confirma que B. morelensis presenta una importante produccién de estos
compuestos. La mayoria de estos triterpenos pertenecen al grupo de de los fitosteroles

los cuales presentan variaciones significativas (Wagner y Bladt, 1996).

En cuanto a los monoterpenos y el sesquiterpeno identificados éstos coinciden con los
que se han identificado en los extractos crudos de rama lo cual se atribuye a que estos
compuestos son producidos en partes de la planta con caracteristicas estructurales y
factores de estrés similares. A diferencia de las hojas que s6lo se encuentran presentes
durante una parte del afio y por su localizacién en la planta presentan necesidades de

defensa que difieren de las ramas y corteza.

Debido al bajo rendimiento del resto de las fracciones del extracto hexanico de corteza de
B. morelensis con excepcion de la T y a las mezclas empleadas para su fraccionamiento
(acetona-metanol), es necesaria el empleo de técnicas que se adecuen mas a las

caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos presentes en ellas.
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Analisis quimico de los extractos ACS1y ACS2 de B. morelensis.

Las fracciones de los extractos ACS1 y ACS2 que se sometieron aun aniséis por HPLC se
describen a continuacion (Tablal4):

Tabla 14. Fracciones analizadas por medio de cromatografia de liquidos de alta eficiencia.

ACS1 ACS2
Fraccion Rendimiento Eluyente Fraccion Rendimiento Eluyente
(9) (9)
Al 0.276 AcOEt 100% E2 0.136 CH,Cl,/ AcOEt
9:1
C 0.050 AcOEt 100% G 0.480 CH,CI,/ AcOEt
9:1
E 0.027 AcOEt 100 % 0.327 CH,CI,/ AcOEt
7:3
H 0.880 AcOEt/Metanol L 0.356 CH,Cl,/ AcOEt
6:4 8:2
K 0.044 MeOH 100% L1 0.141 CH.Cl,/ AcOEt
8:2
N 0.009 MeOH 100%

La composicién de los fraccionamientos que provienen de los extractos ACS1 y ACS2
presenta diferencias en la cantidad de constituyentes; en el primero se detectaron 68
componentes en 6 fracciones mientras que en el segundo fueron 51 en 5 fracciones
(Anexo 6y 7).

En la tabla 15 se observan los tiempos de retencién y los valores de absorciéon UV de los
principales constituyentes detectados en las fracciones de los extractos ACS1 y ACS2. Al
analizar los picos maximos de absorcién en la region UV (A max) de los constituyentes

que se encontraron en mas de una fraccion.

En ACSL1 los constituyentes de las fracciones muestran 5 patrones de absorcion en UV
caracteristicos (Tabla 15), a diferencia del extracto ACS2 en el cual practicamente todos
los constituyentes de las fracciones son diferentes en los picos méaximos de absorcion,

indicando la presencia de 19 constituyentes. Esto corrobora que B. morelensis presenta
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diferencias metabdlicas, que se reflejan en la composicién quimica de acuerdo a las
condiciones ambientales, puesto que la mayor diversidad de compuestos se encontrd en
el mes de marzo, concordando con los resultados obtenidos en HPTLC y CG-EM del resto
de los extractos.

Tabla 15. Tiempos de retencion (min) de los principales constituyentes de las fracciones de la cromatografia en columna del
extracto ACS1.

ACS1 ACS2

Al 1,928 202.278 E2 1,462 240

2,306 202.278 2,55 *sh224,276

11,48  202,284,Sh322

1,749 202.278

3,455 202,sh214,278 2812 226.274

E 2,55 202,sh220,280,340 | 2,785 226.282

4,432 204.288.334 3,651 226,288,*sh326

7,294 224,292,*sh330
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11,292 224,292,*sh330

H 1,672 202.276 L 1,852 210.260
1,869 202.276 2,005 276
2,485 278 2,53 202.276
2,66 278 4,625 202.282
2,806 278 5,302 202.282
5,661 202.282
K 1,734 208,276 1,46 202.276
L1
2,489 278 1,994 218.258
2,672 278 9,556 282
2,788 278 11,268 282
N 1,703 202.278
1,837 202.276
2,541 278
2,818 278
3,454 240

*sh. Shoulder u hombro. Termino que se refiere una inflexion en el espectro de luz UV o visible.

El andlisis por HPLC de los extractos acetonicos de B. morelensis presenta diferencias
notables en cuanto a la cantidad y diversidad de compuestos entre los extractos ACS1 y
ACS2 siendo este ultimo correspondiente al material colectado en el mes de marzo el
gue presento mayor complejidad en cuanto a los constituyentes identificados. Es de
resaltar el hecho de que mientras que en el extracto ACS1 presenta un compuesto
predominante (A max 202, 208 nm) en el extracto ACS2 se puede observar que las

fracciones analizadas por HPLC presentan un patron de produccién mucho mas diverso
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este resultado es similar a lo analizado con anterioridad con respecto a los extractos
HRS2 y HHL2.

Este aumento en la produccion de compuestos durante el mes de marzo puede deberse a
gue las plantas se encuentran en una época en la cual las condiciones de su medio tales
como las altas temperaturas y las irradiacion solar pueden afectar de manera importante a
la corteza ya que durante los meses de estiaje B. morelensis carece de follaje con lo cual
el tronco se encuentra totalmente expuesto a los efectos de las altas temperaturas y la
irradiacion UV la cual puede producir dafios a biomoléculas de importancia como acidos
nucleidos o sistemas enzimaticos (Gould y Lister, 2006).

Otro factor que podria explicar el aumento en la produccién de flavonoides y acidos
hidroxicinamicos es que estos compuestos presentan actividad contra diversos agentes
patdgenos entre los que se incluyen virus, bacterias, protozoos y fitoparasitos importantes
como hongos y nematodos estos Ultimos representan un riesgo potencial para la
integridad de la planta ya que pueden invadir conductos de transporte de nutrientes con lo
cual no solo afectan la distribucién de estos sino que también pueden propiciar la entrada
de otros agentes patdégenos que propicien la muerte de la planta (Gould y Lister, 2006).

Analisis espectroscopico de los precipitados de los extractos ACS1, ACS2 y MCS1

El fraccionamiento por columna abierta de los 5 extractos de corteza permitié aislar un
precipitado de los siguientes extractos: ACS1, ACS2 y MCSL. En la tabla 16 se muestran

los parametros fisicoquimicos obtenidos de cada uno.

Tabla 16. Precipitados aislados de los extractos ACS1, ACS2 y MCS1 de B. morelensis.

Extracto / fraccién Rendimiento Disolvente Punto de
fusion
ACS1/ A 6 mg Diclorometano =2300°C
ACS2/B 5mg Acetato de Etilo =2300°C

/Diclorometano

MCS1/C 15 mg Metanol >300°C
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Los precipitados obtenidos de los extractos acetdnicos se disuelven en solventes de
polaridad intermedia mientras que el precipitado obtenido del extracto metandlico se
disuelve en metanol. Todos presentaron punto de fusion superior a 300°C lo que es
indicativo de fuerzas de interaccion molecular fuertes. Los tres precipitados fueron
sometidos a analisis espectroscépicos con la finalidad de conocer su estructura.

Resonancia magnética nuclear proténica *H y de **C del precipitado A obtenido del
extracto ACS1

Los espectros de RMN mostraron que el precipitado A obtenido del extracto ACS1 es una
mezcla, sin embargo si es posible identificar las sefiales del componente principal las

cuales se describen a continuacion:

El espectro de resonancia magnética de protones del precipitado a aislado de la fraccién
A del extracto ACS1 mostré los siguientes desplazamientos quimicos: En campos altos
entre 0.8 ppm y 1.3 ppm se detectan 5 grupos metilos. Entre 2 y 2.3 ppm, las sefiales son
caracteristicas de los grupos metileno y metinos. Con desplazamiento a 3.9 ppm se
detecta un hidrogeno base de un grupo OH. Finalmente entre los 5 y 5.5 ppm se

encuentra el desplazamiento de una doble ligadura (Figura 20, Tabla 17).

Tabla 17. Desplazamientos quimicos del espectro de resonancia magnética de *H del precipitado A.

Sefal en ppm Interpretacion
0.8-1.3 Metilos
2-2.3 Metilenos y metinos.
3.9 Hidrogeno base de grupo OH
5.1-5.3 Dobles ligaduras en estructura de anillos
base

En el espectro de resonancia magnética de **C del precipitado A, aislado de la fraccion A
del extracto ACS1 mostré los siguientes desplazamientos quimicos. En campos altos (10-
30 ppm), sefales caracteristicas de metilos. Se detectaron metilenos y metinos entre 35-

50 ppm. En 84 ppm la sefial del carbono base de alcohol. En 128 y 135 ppm, las dos
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sefales pertenecen a los carbonos de una doble ligadura ciclica. Finalmente en ppm la
sefial corresponde a un carbonilo (Tabla 18) (Figura 21).

Tabla 18. Desplazamientos quimicos del espectro de resonancia magnética de **C del precipitado A.

Sefial en ppm Interpretacion
10-30 Metilos
35-50 Metilenos y metinos
94 Carbono base de OH
128y 135 Doble ligadura ciclica
200-210 Carbonilo
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Discusion del andlisis espectroscopico de los precipitados aislado de los

extractos de corteza

De acuerdo a las sefiales mostradas en los espectros RMN de 'H y *C y a lo reportado
en la literatura (Martinez et al 2013) se dedujo que el componente principal del precipitado

a es un triterpeno derivado del oleanano.

Los resultados del andlisis por RMN*H y RMN*C del precipitado aislado del extracto
ACS1 muestran que este es una mezcla aunque se puede identificar un compuesto
principal el cual muestra sefiales similares a los derivados del 4cido oleandico (Martinez
et al, 2013). Estos compuestos pertenecen al grupo de los triterpenos, encontrandose
principalmente en los aceites de oliva asi como en la especie Salvia breviflora (Cuevas et
al, 1986) siendo este el primer reporte para la especie B. morelensis. La presencia de este
compuesto concuerda con los resultados obtenidos en el analisis por HPTLC
corroborando que los triterpenos se encuentran en abundancia en las resinas de B.
morelensis, donde proporcionan proteccion frente a la desecacion y contra diversos
agentes microbianos y herbivoros. Algunos trabajos reportan que los compuestos
derivados del oleanano presentan actividades bioldgicas de importancia como:
antitumorales, antibacterianos, antioxidantes, hepatoprotectores e incluso antivirales
(Martinez et al, 2013).

Espectroscopia IR de los precipitados aislados de los extractos ACS2 y MSC1.

El analisis por espectroscopia IR del precipitado B aislado del extracto ACS2 y del
precipitado C aislado del extracto MCS1 mostr6 que ambos son mezclas sin embargo es
posible identificar bandas de absorcidn caracteristicas de los componentes principales las

cuales se muestran a continuacion:
Precipitado B extracto ACS2

El espectro de IR del precipitado B obtenido del extracto ACS2 mostré las siguientes
bandas se absorcion: En 1638 cm™ bandas caracteristicas de dobles ligaduras. En 1703
cm™ se detectd un grupo carbonilo. En 2938 cm™ la sefial pertenece a uniones carbono

hidrogeno. Y por Gltimo en 3437.15 cm™ la sefial al grupo hidroxilo (Tabla 19) (Figura 22).
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Tabla 19. Bandas de absorcion del precipitado B.

1

Intervalo cm ~ Grupo funcional
1638 Doble ligadura
1703 Carbonilo
2938 Carbono-hidrogeno

3437.15 OH

Las bandas de absorcion presentes en el espectro de IR del precipitado B aislado del
extracto ACS2 permiten deducir que el componente principal de la mezcla es de acidos

grasos

98.3 _
95 |

90 |

85 |

80 |

|
1467.47
1384.78

75 |

638.08 1172.93

70 |
1703.02

65 |
%T

60 J
55 4 2938.18
50 |
45 | 3437.15
40 |
35 |

313

4000.0 3000 2000 1500 1000 400.0
cm-1

Fig. 22 Espectro infrarrojo del precipitado C aislado del extracto ACS2.

Precipitado C extracto MCS1

En cuanto al precipitado C aislado de la fraccion M del extracto MCS1 este mostro las
siguientes bandas de absorcion en el espectro IR: En 1095.71 cm™ banda caracteristica

de uniones carbono-hidrogeno. En 1520.19 cm™ correspondiente para anillos aromaticos.
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La banda de absorcion en 1614.94 pertenece a dobles ligaduras. Se detectaron
carbonilos a 1704 cm™. En 2900 cm™ banda perteneciente a uniones carbono-hidrogeno.
Por dltimo en 3354 se detectd un grupo hidroxilo (tabla 20) (Figura 23).

Tabla 20. Bandas de absorcion del precipitado C.

1

Intervalo cm - Grupo funcional
1095.71 Carbono-hidrogeno
1520.19 Aromatico
1614.94 Doble ligadura

1704 Carbonilo
2900 Carbono-hidrogeno
3354 OH

Las bandas de absorcion en el espectro de IR del precipitado A aislado del extracto MCS1

nos permiten confirmar que el componente principal de la mezcla es un flavonoide.
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Fig. 23. Espectro infrarrojo del precipitado C obtenido del extracto MCS1.
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Discusién del analisis por infrarrojo de los precipitados obtenidos de los extractos
ACS2Y ACS2

En cuanto al analisis por espectrometria IR este muestra, los desplazamientos quimicos
caracteristicos de ésteres de acidos grasos en el precipitado B aislado del extracto ACS2
lo cuales conforman la presencia de ceras. Con lo cual se puede decir que estos
compuestos también se encuentran en concentraciones abundantes en los extractos
acetdnicos de B. morelensis en conjunto con los triterpenos proporcionando proteccion
como barrera fisica contra factores abibéticos como las altas temperaturas y biéticos ya
gue estos compuestos presentan efectos sobre diversos patdgenos que pudieran ingresar
a la planta por alguna herida provocada insectos u otro tipo de organismos (Ambruster,
2003).

Por ultimo el precipitado y aislado del precipitado MCS1 muestra bandas de absorcion
caracteristicas para flavonas/ flavonoles estos resultados permiten confirmar que estos
compuestos son caracteristicos de los extractos metandlicos de corteza de B. morelensis.
Estos metabolitos se encuentran de manera abundante en las maderas de diversos
grupos de plantas vasculares donde ademas de proporcionar coloracién también son
compuestos con actividad insecticida y alelopatica pues evitan que la planta sufra ataques
por parte de plantas parasitas (Harborne, 1994; Gould y Lister, 2006).
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Conclusiones

Bursera morelensis presenta una importante variacibn en la diversidad y

concentracién de los compuestos que produce.

e Las épocas mayor produccion y diversidad de compuestos se presentan previo al
inicio de la época de floracién y durante la época de produccién y dispersion de

semillas.

e Los extractos hexanicos y aceténicos de Bursera morelensis presentan una

importante concentracion de triterpenos.

¢ Los acidos hidroxicinamicos y los flavonoides son compuestos caracteristicos de

los extractos acetdnicos y metandlicos de Bursera morelensis.

o El o6xido de cariofileno es el principal terpeno presente en los extractos hexanicos

de Bursera morelensis.

e Los fitoesteroles son compuestos caracteristicos de los extractos hexanicos de

Bursera morelensis.

e La mezcla aislada del extracto ACS1 presenta como constituyente principal un

compuesto derivado del oleanano.
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Anexos
Anexo 1. Constituyentes identificados en el analisis por densitometria de los
extractos metandlicos de B. morelensis.

Constituyente rf Extractos donde tuvo presencia

Constituyente 2 0.01 MCS2, MRS1, MRS2, MRL2,MHL1, MHL2

Constituyente 4 0.93 MRS2, MRL2,MHL1, MHL2

Constituyente 6 0.31 MCS2

Constituyente 8 0.27 MRS1, MRS2

Constituyente 10 0.26 MRS2, MRL2

Constituyente 12 0.60 MCS2

Constituyente 14 0.99 MHL1, MHL2

Constituyente 16 0.64 MCS1,MRS2

Constituyente 18 0.47 MRL2
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Constituyente rf Extractos donde tuvo presencia

Constituyente 21 0.09 MHL1

Constituyente 23 0.75 MCS1

Constituyente 25 0.43 MRS2

Constituyente 27 0.67 MRS1

Constituyente 29 0.90 MCS1, MCS2

Constituyente 31 0.88 MRS1
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Anexo 2. Resultados del fraccionamiento por columna abierta de los extracto HCS1.

Eluyente Proporcion Fracciones Alicuota Clave de la Peso  Analisis
combinadas recolectadas fraccion (9)

0.503 CG-EM

0.740 CG-EM

0.685 CG-EM

1.22 CG-EM
L 0.033 CG-EM
N 0.228

51-70

51-70/71-79

Acetona- 0.602 CG-EM
metanol

Metanol 100% 99-106 99-108 \ 4.18
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Anexo. 3 Resultados del fraccionamiento por columna abierta de los extracto ACS1.

Eluyente Proporcion Fracciones Alicuotas Clave de la Peso Analisis

combinadas recolectadas fraccion (9)

RMN
AcOEt/Meta 8:2
nol
AcOEt/Meta 6:4 113-119 113-125 H 0.880 HPLC

nol

AcOEt/ 55 126-136 126-136 J 0.042
Metanol

143-149

153-157

H20 8.5/1.5 205/210 205/210
/Metanol
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Anexo 4. Resultados del fraccionamiento por columna abierta de los extracto ACS2.

Eluyente Proporcién Fracciones Alicuotas Clave de la Peso Anélisis

combinadas recolectadas  fraccion (9)

Diclorometano/AcOEt 9:1 24-29 24-54 E2 0.136 HPLC

F1 1.062

85:15 56-66 56-66 H 0.437

11 73:78 73-87 12 0.356

80-82 14 1.023

AcOEt -Metanol 9:1 88-98 88-98 J 0.994

108-114 108-114

135-143 135-143

155-160 155-160

166-.172 166-.172

1
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Anexo 5. Resultados del fraccionamiento por columna abierta de los extracto MCS1.

Eluyente Proporcion Fracciones Alicuotas Clave de Peso Analisis
combinadas Recolectadas la (9)
fraccion

DM-MeOH 9:1 9 4-13 2 0.473
85:15 4 20-24 D 2.589
DM-MeOH 8:2 6 34-40 F 0.421
R I . T R I
73 6 56-62 H 0.321
-
DM-MeOH 60:40 9 80-89 J 0.521 IR

1
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Anexo 6. Fracciones analizadas por HPLC de los extractos ACS1.
Tiempo de retencion (min)

No de Al Cc E H K N
constituyente

2 1.928 1.447 1.689 1.869 1.734 1.837

4 2.306 1.841 2.016 2.66 2.489 2.818

6 2.994 2.562 3.474 3.466 2.788

9 4.134 3.455 4.728 4,728

11 5.074 4.075 7.936

13 8.134 4.792 10.925

15 10.936 6.406

17 14.428 8.669
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Anexo 7. Fracciones analizadas por HPLC de los extractos ACS2

Fracciones

1 1.462 1.474 1.449 1.456 1.46 1.481

3 2.55 2.513 2.509 2.005 2.527 2.582

5 4.409 3.456 3.384 3.392 4.248 3.353

7 5.478 4.409 4.13 4.625 5.67 4.177

9 5.409 7.294 5.661 7.862 4.968

11 11.196 13.413 11.152 11.268 6.099

13 8.303

15 12.161
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