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Resumen

Antecedentes: Dalea bicolor se desarrolla en el Desierto Chihuahuense. Es una fuente importante de forraje para el ganado y fauna silvestre
y, se recomienda para biorremediacién y restauracion ecologica. Este es el primer estudio sobre su aceite esencial.

Preguntas y/o hipétesis: ;Cuanto aceite esencial produce D. bicolor al final de la floracion? ;Es la produccion de aceite igual en regiones con
diferentes condiciones ambientales? ;Cuales variables de clima y suelo influyen en la produccion? ;Qué compuestos tiene el aceite esencial?
Especie en estudio: Dalea bicolor.

Sitio de estudio y fechas: Cuatro regiones del estado de Chihuahua, en un rango latitudinal de 26° 34’ 12” N a 28° 47’ 24” N. El muestreo
fue en noviembre de 2017.

Métodos: Extraccion del aceite esencial por hidrodestilacion. Analisis de varianza de la produccion de aceite esencial entre regiones. Analisis
de correlacion entre la produccion de aceite y variables de clima y suelo. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas para
determinar los compuestos mds probables del aceite esencial.

Resultados: La produccion de aceite esencial fue diferente entre regiones, siendo significativamente mayor en Aldama con 5.18 + 0.64 g-Kg"
de materia seca. La produccion esta correlacionada positivamente con la temperatura y con la concentracion de boro y zinc en el suelo. Se
detectaron 17 compuestos en el aceite esencial.

Conclusiones: Altas temperaturas y suelos ricos en boro y zinc favorecen la produccion de aceite esencial de D. bicolor. El principal
compuesto del aceite esencial fue 3-careno, seguido por limoneno, ocimeno y B-felandreno.

Palabras clave: componentes bioactivos, limoneno, ocimeno, -felandreno, 3-careno.

Abstract

Background: Dalea bicolor grows in the Chihuahuan Desert. It is an important fodder source for cattle and fauna, and its recommended for
bioremediation and ecological restoration. This is the first study about its essential oil.

Questions and / or hypotheses: How much essential oil produces D. bicolor at the end of flowering stage? Is the oil production equal under
different environmental conditions? What climate and soil variables influence oil production? What compounds are found in the essential 0il?
Species under study: Dalea bicolor.

Study site and dates: Four regions in the state of Chihuahua, within the latitudes of 26° 34> 12” N and 28° 47’ 24” N. The sampling was
carried out during November of 2017.

Methods: Extraction of the essential oil by hydrodistillation. Analysis of variance of essential oil production among the regions. Correlation
analysis between oil production and climate, as well as soil variables. Gas-mass chromatography coupled with mass spectrometry for the
determination of the most likely essential oil compounds.

Results: Essential oil production was different among the regions. In Aldama region it was significantly higher with 5.18 + 0.64 g Kg' of dry
matter. Essential oil production was correlated positively with air temperature and the concentration of boron and zinc in the soil. Seventeen
compounds were detected in the essential oil.

Conclusions: High air temperatures and soils rich in boron and zinc favor the production of D. bicolor essential oil. The main compound of
the essential oil was 3-carene, followed by limonene, ocimene and p-phellandrene.

Key words: bioactive compounds, limonene, ocimene, $-phellandrene, 3-carene.
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Dalea bicolor: produccion y composicion del aceite esencial

En las zonas aridas y semiaridas del planeta existe la
tendencia de una transicion de la vegetacion hacia un estado
dominado por arbustos (Estell et al. 2012). En el Desierto
Chihuahuense, los arbustos representan una parte
importante de la dieta del ganado vacuno y caprino en
pastoreo extensivo (Estell et al. 2012). Para las cabras, los
arbustos representan mas del 50 % de la dieta en algunos
casos (Warren et al. 1984, Mellado et al. 2003). Entonces,
el incremento de la superficie ocupada por arbustos sugiere
el uso cada vez mayor de éstos como forraje para el ganado,
asi como el buscar usos alternativos potenciales de los
mismos.

En la region centro-sur del estado de Chihuahua, la
especie arbustiva Dalea bicolor Humb. & Bonpl. ex Willd
es de importancia para la ganaderia por su calidad
nutrimental. Investigaciones reportan promedios de proteina
cruda de 15.26 %, con 65 % de digestibilidad (Gutiérrez-
Luna et al. 2012). Otro uso potencial de Dalea bicolor es la
restauracion de zonas aridas y semidridas (Gelviz-Gelvez et
al. 2015), lo que incluye su uso en fitorremediacion y
fitoestabilizacion de suelos (Noguez-Inesta et al. 2017
Sanchez-Lopez et al. 2015, Gonzalez-Chavez et al. 2015
Carrillo-Gonzalez & Gonzalez-Chavez 2006), mientras
produce forraje para el ganado y fauna silvestre (Guefrachi
etal. 2013).

Dalea bicolor es una especie aromatica y su seleccion
para consumo por el ganado y fauna silvestre pudiera estar
relacionada tanto a su valor nutrimental como a compuestos
del aceite esencial (AE) (Marké et al. 2008). Ademas, existe
un creciente interés en los aceites esenciales y en
compuestos especificos de las plantas para su uso comercial
en diversas areas productivas (Pavarini et al. 2012). Esto
resalta un uso potencial adicional de D. bicolor. Sin
embargo, no existen estudios previos sobre la produccion y
composicion del AE en esta especie.

Los AEs estan constituidos en mayor parte por
metabolitos secundarios (MS) en forma de terpenos
(Benchaar et al. 2008). Estos compuestos volatiles protegen
a la planta ante condiciones de estrés bidtico y abidtico
(Baldwin 2010) y act@ian como moléculas de sefializacion
cruciales en la defensa de las plantas, la polinizacién y la
comunicacién planta-planta (Dudareva et al. 2013). Por otra
parte, los terpenos de las plantas son de importancia
econdmica por representar una fuente de materia prima
quimica renovable (Tsolakis et al. 2019).

Los AEs son alternativos como antibidticos y como
aditivos para mejorar el aprovechamiento del nitrégeno y/o
energia en rumiantes. Compuestos especificos de los AEs
disminuyen la formacién de metano en el rumen (Benchaar
et al. 2008). La investigacion futura debiera dirigirse a la
identificacion de compuestos especificos de AEs y su
actividad en la fisiologia del ganado (Cobellis et al. 2016).

Por otra parte, los compuestos producidos por el
metabolismo secundario y sus concentraciones difieren
temporal y espacialmente entre especies y dentro de una
misma especie (Estell 2010, Pavarini et al. 2012). Su
presencia y concentracion estdn determinadas por la
genética, asi como por factores bidticos y abidticos (Verma
& Shukla 2015). La investigacion acerca de la influencia del
medio ambiente sobre la produccion de AE y la
concentracion de sus metabolitos secundarios en las plantas
es aun escasa (Pavarini et al. 2012). Por lo anteriormente
expuesto, los objetivos del presente estudio fueron: a)
determinar la produccion de AE de Dalea bicolor Humb. &
Bonpl. ex Willd. y los compuestos principales mas
probables cuando la planta se encuentra en la etapa final de
floracion en cuatro regiones del Estado de Chihuahua,
Meéxico con diferentes condiciones de clima y suelo y, b)
determinar las variables de clima y suelo que se
correlacionan con la produccion de AE de D. bicolor.

Materiales y métodos

Generalidades de la especie en estudio. Dalea bicolor
Humb. & Bonpl. ex Willd (Fabaceae) (Figuras 1, 2) es un
grupo de variedades adaptadas a un amplio rango altitudinal
y climatico, el cual presenta diversidad en forma y detalles.
Esta especie tiene habito de crecimiento arbustivo y tallos
verrugosos. Sus ramas son prominentes, densamente
tuberculadas con glandulas (celdas de aceite) aromaticas.
Las abejas encuentran muy atractiva a esta especie debido al
néctar y polen que producen. D. bicolor se desarrolla en el
Desierto Chihuahuense, principalmente en México, y se
extiende con menor intensidad al Suroeste de Estados
Unidos y América Central (Barneby 1977). En México,
D. bicolor se desarrolla principalmente desde los estados de
Chihuahua y Coahuila en el norte, hasta el Estado de
Meéxico y Puebla en el sur. El rango de altitudes donde se
encuentra D. bicolor va de los 800 a los 2,800 m, donde
cohabita en diversos tipos de vegetacion como pastizales,
encinar arbustivo, matorral desértico rosetofilo, matorral
crasicaule y matorral desértico micréfilo (Gutiérrez-Luna et
al. 2012). En los ecosistemas de matorrales de las zonas
semiaridas de la region central de México (San Luis Potosi,
Aguascalientes, Hidalgo, Zacatecas, Guanajuato y
Querétaro) D. bicolor es un arbusto con valores altos de
cobertura, densidad y frecuencia (Siqueiros-Delgado et al.
2016).

Regiones de estudio. Con base en la variabilidad de
condiciones ambientales y en la existencia tanto de
poblaciones naturales como de plantaciones de D. bicolor,
se seleccionaron cuatro regiones. Estas se encuentran
ubicadas en los municipios de Aldama, Allende, Coronado
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Figura 1. Dalea bicolor en plena floracion en la region de Allende, Chihuahua, México.

y Satevd, en el estado de Chihuahua, México y se usaran los
nombres de los municipios para cada una de las poblaciones
estudiadas. Para cada region, de forma documental se
investigaron las variables climaticas normales de
precipitacion media anual, temperatura media anual,
temperatura media anual de maximas y de minimas (SMN
2018), asi como las coordenadas geograficas y altitud
(Google Earth Pro® Google) (Tabla 1). Para determinar las
variables del suelo de cada region, en noviembre de 2016 se
obtuvo una muestra de suelo del perfil de 0 a 60 cm de
profundidad. Las muestras se enviaron a laboratorio para su
analisis (Fertilab®, Fertilidad de suelos S. de R.L., ISO
9001: ECMX-0932/13) en marzo de 2018. Las variables
determinadas fueron: materia organica (MO), nitratos
(NO,), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg),
sodio (Na), hierro (Fe), zinc (Zn), manganeso (Mn), cobre
(Cu), boro (B), azufre (S), potencial de hidrégeno (pH) y
conductividad eléctrica (CE) (Tabla 2).

En Aldama y Allende, las poblaciones de D. bicolor
fueron establecidas por medio de trasplante en 2008
mientras que en Coronado y Satevd las poblaciones son
naturales. En Aldama, la poblacion se encuentra cercada y
sin pastoreo; en las otras tres las poblaciones se encuentran
con acceso al ganado de pastoreo. Para correlacionar la
intensidad de pastoreo con la produccion de AE, se
asignaron valores de intensidad de pastoreo de 0 (cero) para
Aldama, 0.5 para Satevo y 1.0 para Allende y Coronado.
Los valores fueron asignados con base en la intensidad de
pastoreo observada en los arbustos al momento del
muestreo.
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Muestreo. La toma de muestras de material vegetal se
realizé del 4 al 6 de noviembre de 2016 (Figura 3). En cada
regién, dentro de aproximadamente 1.0 ha, se seleccionaron
10 plantas con las que se integrd una muestra compuesta de
aproximadamente 2.5 Kg de material vegetal. La muestra
contuvo ramas delgadas, hasta de 5 mm de grueso, asi como
hojas e inflorescencias. Después de colectar la muestra, el
material vegetal se coloco en bolsas de plastico resellables
(ziplock®) y éstas a su vez, en recipientes de poliéstireno
con hielo para mantenerlas en estado fresco.
Posteriormente, las muestras fueron almacenadas en
refrigerador a 5 °C de noviembre 2016 a enero 2017.
Produccion de aceite esencial (AE). Para la extraccion
del AE de las muestras, se utilizO el método de
hidrodestilacion (Coutinho et al. 2009, Hernandez-Ochoa et
al. 2014). Las muestras se procesaron por triplicado. En

cada proceso, se colocaron 0.5 Kg de material vegetal en un
matraz de bola con capacidad de 12 L al que se afiadieron
6 L de agua que se mantuvo en ebullicion durante 5 h.
Durante este tiempo, el agua y el AE evaporados se
condensaron al pasar por un enfriador de serpentin con flujo
constante de agua fria. El1 AE y el agua condensados se
captaron en un embudo de separacion. Después de cada
proceso, se obtuvo el aceite producido y se registrd su peso
(g) con una balanza analitica (Ohaus, Adventure, 0.0001 g;
Pine Brook NJ, USA). Posteriormente, el AE se coloco en
un vial de 20 ml dentro de un refrigerador a 5 °C.
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Figura 2. Detalle de la inflorescencia, flor y hojas de Dalea bicolor. Se ilustra también, el fomento de la biodiversidad.

Una vez extraido el aceite, el material vegetal contenido
en el matraz, se colocd durante 15 dias al aire libre sobre
papel secante hasta llevarlo a sequedad. Después de ese
periodo, se registro el peso seco (g) de la muestra y con el
dato de la cantidad de AE (g) que se obtuvo de esa muestra,
se calculd la produccion de AE en gramos por kilogramo de
materia seca (g-Kg' MS) de D. bicolor de cada muestra.

Determinacion de compuestos. Para la determinacion de los
compuestos mas probables presentes en el AE, se aplico el
método de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas. Con la cromatografia de gases, los
compuestos de la muestra de AE se separan en diferentes
tiempos de acuerdo con sus caracteristicas moleculares, lo
que permite obtener el tiempo de retencion (TR) de cada
compuesto. Con la espectrometria de masas, los compuestos
que salen del cromatografo se ionizan y los iones se separan
en funcion de sus diferentes relaciones masa/carga (m/z). La
deteccion y el analisis de iones se realiza con el TR de los
picos de los compuestos que aparecen en funcion de sus
relaciones m/z. Finalmente, la identificacion y
cuantificacion de compuestos desconocidos se realiza
mediante la comparacion de los fragmentos de masa
obtenidos de cada compuesto, con la base de datos del NIST
y entonces se determina su identidad. El equipo utilizado
fue un cromatdgrafo de gases y un espectrometro de masas
(Turbo Mass Gold, Perkin Elmer, Inc., Waltham, MA.), asi
como el software GC/MS (Perkin Elmer, Inc., Waltham,
MA.). Para la separacion de los componentes del aceite, se
us6 una columna capilar PE-5 de 30 m x 0.25 mm, con un
espesor de pelicula de 0.25 pm (Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, CA). La temperatura del inyector se mantuvo a
250 °C. El proceso fue: Temperatural = 50 °C, Tiempol =

2 min, Rampal = 10 °C-min"'; Temperatura2 = 130 °C,
Tiempo2 = 0 min, Rampa2 = 5 °C-min’; Temperatura3 =
150 °C, Tiempo3 = 0 min, Rampa3 = 30 °C-min’;
Temperatura4 = 250 °C, Tiempo4 = 8 min, Rampa4 =
0 °C'min’. La duracion total del proceso fue de 18 min.
Para la preparacion de las alicuotas de cada muestra, se
empleé 1 mL de AE de D. bicolor, aforado con hexano a
20 mL. Para el analisis, se utiliz6 una alicuota de 1 pL. Los
andlisis de las cuatro muestras (regiones) se realizaron por
triplicado para comparar y verificar la homogeneidad de los
tres cromatogramas de cada muestra.

Debido a que no se encontrd informacion antecedente de
la composicion del AE de D. bicolor, para determinar los
compuestos correspondientes a los picos en los
cromatogramas, se utilizo como referencia el TR de cada
pico y se consulto la base de datos NIST del software del
equipo utilizado. Para cada TR se selecciond el compuesto
con el mas alto grado de similitud (SR) de los que arrojo la
consulta; siempre y cuando el SR fuera mayor al 70 %. De
esta forma se determind el compuesto més probable para
cada pico. Para cuantificar el porcentaje de concentracion
de cada compuesto, se eligid un cromatograma de cada
region y se cuantifico el porcentaje del area bajo la curva de
cada pico con respecto al area total del cromatograma. Este
método se ha utilizado en diversos estudios; entre ellos
Coutinho et al. (2009), Liu et al. (2014), Zahid et al. (2017),
Wesolowska et al. (2019).

Analisis estadistico. Para detectar diferencias significativas
(P < 0.05) de la produccion de aceite entre regiones, se
realizd un analisis de varianza de una via en el que se
consideré6 la producciéon de aceite como variable
dependiente de la region. La separacion de medias se realizo
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Tabla 1. Ubicacion geografica, altitud (m), precipitacién (mm), temperatura media y temperaturas medias de maximas y minimas anuales (°C)

de las cuatro regiones de estudio, ubicadas en el Estado de Chihuahua, México.

Region Latitud

Longitud

Altitud PP Tmed Tmax Tmin
mm °C °Cc °C

Aldama  28°47° 24” N 105°55*48” O
Satevo 27°35’24” N 106° 15” 36” O

Allende

Coronado 26° 34’ 12” N 105° 15’ 00” O

26° 58’ 12” N 105° 29’ 24” O

1,310 330.5 20.07 27.6 123
1,613 4553 182 272 9.6
1,658 440.8 17.3 26.0 8.6
1,516 3050 174 27.0 8.0

N = Latitud norte, O = Longitud oeste, Tmed, Tmax y Tmin= temperatura media, media de méaximas y media de minimas anuales,

respectivamente.

con el método de Tukey (P < 0.05). Los datos de las
variables geograficas, climaticas, intensidad de pastoreo
(Cuadro 1) y variables edaficas (Cuadro 2) se utilizaron
para realizar un analisis de correlacion (Pearson,
P <0.05) con la produccion de aceite de las cuatro regiones.
Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software
SAS 2006 Ver. 9.1.3.

Resultados

Produccion de aceite esencial (AE). El andlisis de varianza
detectd diferencias significativas (P < 0.0001) de la
produccion de AE entre regiones. En Aldama, D. bicolor
produjo 5.18 + 0.64 g-Kg'MS y esta produccion fue
significativamente mayor (Tukey, P < 0.05) a las registradas
en Allende, Coronado y Satevo (Tabla 3).

Correlacion con variables climdticas.- El andlisis de
correlacion de Pearson (P < 0.05) determiné que las
variables temperatura media anual y media anual de
temperaturas minimas (Tabla 4), presentan correlacion
positiva con la produccion media de AE de D. bicolor. Los
valores de estas dos variables (Tabla 1), asi como la
produccion de AE (Tabla 3), fueron mayores en Aldama que
en las demas regiones.

Correlacion con variables del suelo.- La concentracion de
boro y de zinc en el suelo (Tabla 5) presentaron correlacion
positiva (Pearson, P < 0.05) con la produccion media de AE
de D. bicolor. Los valores de estas dos variables (Tabla 2),
asi como la produccion de AE (Tabla 3) fueron mayores en
Aldama que en las otras tres regiones (Tabla 2). Asi, los
resultados indican que una mayor produccion de AE de
D. bicolor esta ligada a concentraciones altas de boro y zinc
en el suelo, como las registradas en la region de Aldama.
Ademas, la Figura 4 muestra que en las regiones con suelos
de baja concentracion de boro y zinc (Satevo, Allende y
Coronado) la produccion de AE también fue baja.

Los elementos mayores (N, P, K) no tuvieron correlacion
con la produccion de AE. Aunque la concentracion de
nitratos (NO,) fue cerca de 4 veces mayor en Coronado que
en Satevo y Allende, y que la concentracion de fosforo fue
alrededor de 3 veces mayor en Allende que en Satevo y
Coronado, en éstas tres regiones la produccion de AE fue
igual (P > 0.0001). Estos resultados sugieren que la
produccion de AE de D. bicolor no estd determinada por los
nutrientes mayores, los cuales son considerados como
criterios principales para determinar la fertilidad de suelos.
Por otra parte, se registraron valores muy altos de Mg y Fe
en Allende y de Mn en Satevo; sin embargo, esto no influyo
en la produccion de AE.

Tabla 2. Contenido de materia organica (MO), nitratos (NO,), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), sodio (Na), hierro (Fe),
zinc (Zn), manganeso (Mn), cobre (Cu), boro (B), azuftre (S), potencial de hidrogeno (pH) y conductividad eléctrica (CE) del suelo de cuatro

regiones de estudio.

., MO NO;, P
Region

K Ca Mg Na

Fe Zn Mn Cu B S PH CE

% ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ds/m

Aldama 093 7.00 1.80 406 4,017 165 46.7 1.89 0.61 1.04 0.26 0.55 10.60 8.50 0.55

Satevo 0.96 3.64 1.10 419 4,745 107

Allende

1.81 0.19 3.25 0.11 0.29 7.55 8.07 1.57
1.28 4.81 3.29 245 5355 519 45.1 5.64 0.10 1.28 0.31 030 9.06 7.96 0.43

Coronado 2.93 26.7 0.80 124 5,553 89.7 75.0 2.66 0.10 0.89 0.73 0.38 7.55 7.98 1.42
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g
Figura 3. Muestreo de material vegetal en la region de Aldama,
Chihuahua, México.

Compuestos del aceite esencial (AE). Los cromatogramas
de las cuatro regiones estudiadas se muestran en la Figura 5.
En dichos cromatogramas se ilustran los TR de los
compuestos detectados en el AE de D. bicolor. En la
Figura 6 se presentan tres cromatogramas (réplicas) para la
region de Aldama, los cuales muestran picos y TR
similares. Dentro de cada una de las otras tres regiones
estudiadas, los cromatogramas también mostraron picos y
TR similares. En total, se detectaron 17 compuestos como
los mas probables (porcentaje de similitud > 80 %) en el
AE. El principal componente fue 3-careno, con una
variacion de 21.67 a 39.53 % entre las cuatro regiones.
Limoneno, ocimeno y PB-felandreno también presentaron
altas concentraciones en comparacion con el resto de los
compuestos, pero en concentraciones considerablemente
menores a 3-careno (Tabla 6).

Tabla 3. Medias + desviacion estandar de la produccion de aceite
esencial, en g-Kg' de materia seca (MS) de Dalea bicolor al final
de la floracién en cuatro regiones del Estado de Chihuahua,
Meéxico.

Region  Media Desviacion estandar
Aldama  5.18* +0.64
Satevo 1.43° +0.06
Allende 1.82° +0.32
Coronado 2.05° +0.46

Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa, Tukey
(P <0.05).

Discusion

Produccion de aceite esencial y variables ambientales. La
produccion AE de D. bicolor esta correlacionada
positivamente con las temperaturas media anual y media
anual de minimas. Resultados similares fueron reportados
por Delazar et al. (2011) para Thymus fedtschenkoi
Ronniger; en esta especie, la altitud y la temperatura tienen
efecto en la produccion de AE. El efecto de la altitud es
negativo y el de la temperatura es positivo; de cuatro sitios
de estudio, la mayor produccion de AE en las flores de
T. fedtschenkoi se registrd en el lugar con la altitud mas baja
y con la mayor temperatura maxima. Se infiere entonces
que la temperatura influye en la produccion de AE y que
D. bicolor produciria mas AE cuando se desarrolla en
regiones con una mayor temperatura media anual y media
anual de minimas. También se esperaria una mayor
produccion de AE durante afios mas calientes que lo
normal, asi como durante periodos mas calientes que
coincidan con el desarrollo del arbusto (abril-noviembre).

En este estudio, no se encontr6 evidencia suficiente para
afirmar que la altitud estéa correlacionada significativamente
con la produccion de AE de D. bicolor; sin embargo, esta
variable esta directamente ligada a la temperatura. A menor
altitud, mayor temperatura y viceversa. El efecto de la
altitud se ve reflejado en la temperatura de las regiones de
estudio. En Aldama, la region con la menor altitud registro
las mayores temperaturas media anual y media anual de
minimas que el resto de las regiones.

Como en el caso de la altitud, no se encontrd evidencia
suficiente para afirmar que la intensidad de pastoreo esta
correlacionada significativamente con la produccion de AE
(Tabla 4); sin embargo, su valor de correlacion fue alto y
estudios anteriores han reportado la influencia de ésta
variable sobre la produccion de AE. Marko et al. (2008)
reportan que los arbustos de Juniperus communis L. con
una mayor produccion de AE y alta concentracion de careno
tuvieron la menor intensidad de pastoreo de ganado ovino.
Bidgoli et al. (2014) encontraron que los arbustos de
Artemisia sieberi Besser produjeron la mayor produccion de
AE bajo pastoreo moderado en comparacion con pastoreo
intenso y sin pastoreo. En el presente estudio, la mayor
produccion de AE de D. bicolor (Tabla 3), mayor cantidad
de compuestos (14 de los 17 detectados) y mayor
concentracion de 3-careno, p-felandreno, limoneno y
1-Metilideno-2b-hidroximetil-3,3-dimetil (Tabla 6) se
registro en la region de Aldama, donde no hubo pastoreo.
Los resultados de estos trabajos sugieren que la produccion
de AE en plantas, los compuestos producidos y sus
concentraciones, como respuesta al pastoreo, es especifica
de cada especie. Se sugiere realizar estudios mas especificos
con D. bicolor para determinar el efecto de la intensidad de
pastoreo en las variables anteriormente mencionadas.
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Tabla 4. Coeficientes de Correlacion de Pearson entre la
produccion de aceite esencial (g-Kg'MS) de Dalea bicolor al final
de la floracion y las variables climatologicas normales y, el
Coeficiente de Correlacion de Spearman para la intensidad de
pastoreo.

Variable Coeficiente de correlacion P

Latitud 0.92 0.08
Altitud -0.60 0.40
PP media anual -0.46 0.54
T °C media anual 0.98 0.02
T °C maxima media anual 0.74 0.26
T °C minima media anual 0.95 0.05
Intensidad de pastoreo -0.82 0.18

La produccion de AE de D. bicolor esta correlacionada
positivamente con la concentracion de boro y zinc y se
infiere que estas variables influyen en la produccion de AE.
Asi, D. bicolor tendria una mayor produccion de AE cuando
se desarrolla en regiones que tienen mayor contenido de
boro y zinc en el suelo.

Tabla 5. Coeficientes de Correlacion de Pearson entre la
produccion de aceite esencial (g:Kg' MS) de Dalea bicolor al final
de la floracion y las variables edaficas.

Variable Coeficiente de correlacion P

MO -0.30 0.70
NO, -0.10 0.90
P 0.04 0.96
K 0.38 0.62
Ca -0.79 0.22
Mg -0.16 0.84
Na -0.57 0.43
Fe -0.36 0.64
Zn 0.95 0.05
Mn -0.48 0.52
Cu -0.09 0.91
0.97 0.03

S 0.87 0.13
pH 0.94 0.06

En las regiones de estudio, la producciéon de AE de
D. bicolor al final de la floracidn tiene una alta variabilidad.
La produccion de AE registrada varié desde 5.18 + 0.64
hasta 1.43 £ 0.06, g'Kg' de materia seca. Esto se atribuye a
la variabilidad de las condiciones de clima y suelo entre las
cuatro regiones, especialmente a las variables que
presentaron correlacion con la produccion de aceite.
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La temperatura tiene una funciéon determinante en la
emision de terpenos. Estos compuestos volatiles pueden ser
almacenados en estructuras como los tricomas (Besser ef al.
2009) y en el tejido de la corteza de las gimnospermas
(Ghirardo et al. 2010). Cuando la planta se encuentra en un
ambiente con alta temperatura, los terpenos son emitidos a
la atmoésfera para liberar energia y asi alcanzar una presion
de vapor adecuada (Pavarini et al. 2012). Aunque lo
anterior se refiere a la emision de los terpenos, condiciones
con altas temperaturas también podrian estar ligadas a la
produccion y almacenamiento de estos compuestos para que
exista la disponibilidad de ellos cuando la planta los
requiera para regular procesos fisiolégicos ante condiciones
de estrés por calor (Ormefio et al. 2007). En la regién con la
mayor temperatura evaluada en este estudio (Aldama), la
respuesta fisiologica de D. bicolor fue producir mas AE,
esto probablemente como un mecanismo de sobrevivencia
ante condiciones extremas de calor.

Dada la influencia de la temperatura en la produccion de
AE de D. bicolor, es importante considerar las proyecciones
sobre el futuro del clima del planeta tierra elaborados por el
IPCC (IPCC 2014). Si la concentracion de CO,, y en
general de los gases de efecto invernadero, contintian
elevandose, se predice un incremento de la temperatura
media del planeta. Asimismo, se esperan anomalias en los
patrones de precipitacion, con tendencia a periodos mas
prolongados de sequia para la region del Desierto
Chihuahuense. Bajo estas condiciones climaticas, las
respuestas fisiologicas de D. bicolor serian dificiles de
predecir por la complejidad de las interacciones entre las
variables climaticas y la planta. Se podria suponer que al
haber un incremento en la temperatura se tendria un
incremento en la produccion de AE de D. bicolor; sin
embargo, se desconoce la respuesta fisiologica debida al
incremento de CO, y su interaccion con el incremento en la

temperatura y anomalias en la precipitacion. Gelviz-Gelvez
et _al. (2015) mencionan que la composicion de la
vegetacion nativa puede cambiar y su distribucion
geografica puede afectarse como consecuencia del cambio
climatico.

Voxeur & Fry (2014) mencionan que el boro participa en
funciones fisiologicas de la planta que incluyen la
formacion de la pared celular, el transporte y la distribucion
de carbohidratos, asi como la captacion de Ca*. La
transduccion de sefiales de inductores como los flujos
ionicos, especialmente el flujo de Ca* y la sefializacion de
Ca*, conducen a la produccion y acumulacion de
metabolitos secundarios en las plantas (Zhao et al. 2005).
En Curcuma longa L., la deficiencia de boro provoca
decremento del area foliar, del peso fresco y seco, de la tasa
de intercambio de CO,, del contenido de AE, asi como del

rendimiento de rizomas y curcumina, debido a que se
reduce la formacion y translocacion de fotosintatos (Dixit et
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al. 2002). En el cultivo de arnica (Arnica chamissonis
Lees.), la fertilizacion foliar con boro influyé en el
rendimiento de flores, asi como en el contenido y la
composicion quimica de su AE. Asimismo, la fertilizacion
con boro contribuy6 al incremento del 43 y 35 % en el
rendimiento de AE en A. chamissonis y A. montana L.,
respectivamente (Sugier et al. 2017). Ademas, Saadati et al.

(2013) reportaron que la aplicacion de boro y zinc mejora
tanto la cantidad como la calidad del contenido de AE, el
acido oleico y los compuestos fenolicos en frutos de olivo.
Los resultados de las investigaciones anteriores coinciden
con los obtenidos en este estudio en los que una mayor
produccion de AE de D. bicolor estad asociada a una alta
concentracion de boro y zinc en el suelo.
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homogeneidad de los picos y los tiempos de retencion (TR).

Compuestos del aceite esencial. E1 compuesto que presento
la mayor concentracion fue 3-careno, con una variacion de
21.67 a 39.53 % entre las cuatro regiones estudiadas.
Limoneno, ocimeno y B-felandreno también presentaron
altas concentraciones en comparacion con los demas
compuestos, pero considerablemente menores a 3-careno.
Al igual que para la produccion de AE, la cual fue mayor en
la region de Aldama (Tabla 3), las mayores concentraciones
de 3-careno; asi como de limoneno, ocimeno y B-felandreno
se presentaron también en la misma region (Tabla 6).

El compuesto 3-careno es un monoterpeno biciclico, uno
de los principales componentes de la trementina y puede
llegar a contener hasta el 42 %, segun la fuente. Este
compuesto se utiliza como un ingrediente saborizante y
tiene un olor dulce, asi como picante, no es soluble en agua,
pero miscible con grasas y aceites (Wishart et al. 2018).
Adal et al. (2017) determinaron que 3-careno tiene una

potente actividad antimicrobiana e insecticida.

Limoneno es uno de los compuestos mas comunes de las
plantas, pues el 71 % de las familias lo contiene (Knudsen
et _al. 20006). Lisec et al. (2006) reportan que existe gran
diversidad de compuestos volatiles florales; y de ellos,
benzaldehido, limoneno, B-ocimeno y linalol son los
componentes mas comunes de los aromas florales de una
gran diversidad de especies vegetales. Estos compuestos,
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que son casi ubicuos de cualquier aroma floral, tienen la
funcion principal de atraer polinizadores. Erasto & Viljoen
(2008) mencionan que la presencia de este hidrocarburo
monoterpeno en varios géneros de plantas podria atribuirse
a su papel precursor en la biosintesis de otros
monoterpenos, y a su funciéon defensiva contra los
herbivoros. Al limoneno se le atribuye una actividad
insecticida y es una posible alternativa a los insecticidas
naturales para el control de plagas. Este compuesto tiene
propiedades farmacoldgicas que, junto con una baja
toxicidad, ofrece la posibilidad de incorporarlo en
formulaciones médicas y cosméticas. Ademas, el limoneno
tiene propiedades antimicrobianas, antioxidantes y
antiinflamatorias (Wishart et al. 2018).

El ocimeno es uno de los monoterpenos mas comunes en
el reino vegetal, al igual que el limoneno, el 71 % de las
familias lo produce (Knudsen et al. 2006). Las diferentes
formas quimicas del ocimeno (entre ellas los isomeros o y
B-ocimeno) tienen un olor agradable y se utilizan en la
industria de la perfumeria (Wishart et al. 2018). Este
compuesto es el mas comuinmente encontrado en las
mezclas volatiles que emiten las hojas en respuesta al dafo
causado por herbivoros. Estas mezclas volatiles representan
una sefial quimica para la atraccion de insectos
polinizadores y parasitoides o depredadores de herbivoros
(Féldt et al. 2003, Lisec et al. 2006, Farré-Armengol et al.
2017).
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Tabla 6. Tiempo de retencion (TR, min), grado de similitud (R, %), compuestos mas probables, nimero de registro CAS y concentracién

(area, en %), obtenidos en el aceite esencial de Dalea bicolor al final de la floracion en cuatro regiones del estado de Chihuahua, México.

Concentracion por regién

TR R  Compuesto

CAS Aldama Allende Coronado Satevé

6.76 87.2 Tolueno

8.83 89.0 p-Xileno

9.89 85.2 a-Tujeno

10.13 88.7 Ocimeno

10.53 85.5 Camfeno

10.87 86.0 B-Tujeno

10.98 75.9 Hidrocinamanilida
11.10 85.6 3-Careno

11.55 84.7 a-Felandreno
11.93 98.1 %

12.04 84.3 Limoneno

12.15 86.5 B-Felandreno
12.61 79.6 §

14.68 88.0 8-Metilenbiciclo-[5.1.0]octano

108-88-3 1.30 1.78 3.61 0.94
106-42-3 - - 1.88 -
2867-05-2 - - 1.84 -
13877-91-3 7.66 3.69 7.86 -
79-92-5 0.87 1.00 1.73 1.20
28634-89-1 - - 0.83 -
3271-81-6 0.33 - - 1.71
13466-78-9  39.53 2247 22.02  21.67
99-83-2 - - 0.68 -
103063-10-1  2.81 1.19 7.46 3.27
138-86-3 10.01 5.09 8.93 4.89
555-10-2 6.40 - 4.55 2.25
1000221-85-9  2.60 - - -
54211-15-3 2.97 - - -

15.36 80.8 Germacreno D 23986-74-5 2.55 - 2.98 -
15.70 84.3 Humuleno-(V1) 1000159-39-4 2.38 - 2.84 -
17.19 874 ¢ 1000144-98-2  6.41 - - 3.25

= 3,7,7-Trimetil-[1S-(1-0,3-a, 6-a)]-biciclo[4.1.0]hept-4-en-3-ol

%
*
§ =1,4,4a,5,6,9,10,10a-Octahidro-11,11-dimetil-(1.0,4.a,4a.0,10a.a)1,4-metanocicloocta[ D]piridazina
® = 1-Metilideno-2b-hidroximetil-3,3-dimetil-4a-(3-metilbut-2- enil)-ciclohexano

Ademas, la emision de B-ocimeno por parte de plantas
dafiadas por herbivoros puede inducir la emision de éste
compuesto volatil en plantas vecinas no dafiadas a través de
sefiales quimicas volatiles, como el cis-jasmonato, emitido
por la planta dafiada (Pickett et al. 2003, Birkett et al.
2000). Asi, el p-ocimeno es fundamental en la
comunicacion planta-planta mediante la activacion de genes
implicados en la defensa de las plantas mediante la
activacion de la via de sefializacion del acido jasmoénico. De
esta forma, las plantas pueden preparar defensas contra
herbivoros antes de ser atacadas. En un estudio realizado
por Arimura et al. (2000) sobre la interaccion de acaros
herbivoros, 4caros depredadores, compuestos volatiles
emitidos por las hojas infestadas y su efecto en las hojas no
infestadas de “frijol lima” (Phaseolus lunatus L. cv. Sieva),
descubrieron que en las hojas no infestadas se activan cinco
genes de defensa cuando se exponen a compuestos volatiles
de hojas infestadas, no asi cuando se exponen a volatiles de
hojas heridas artificialmente. El patron de expresion de
estos genes es similar al producido por la exposicion al

acido jasmoénico. En este proceso, al menos tres terpenoides
volatiles son responsables de esta activacion génica; uno de
ellos es el B-ocimeno, el cual indujo la expresion de los
genes PR-2 y PR-3, PAL y FPS 24 h después de que las
hojas sanas fueron expuestas a este compuesto.

El felandreno corresponde un par de compuestos
organicos que tienen una estructura molecular y
propiedades quimicas similares. El o-felandreno y el
B-felandreno son monoterpenos ciclicos y son isomeros de
doble enlace. Los aromas provenientes de estos compuestos
se utilizan en fragancias ya que éstas son agradables
(Wishart et al. 2018). El B-felandreno se encuentra con
abundancia en aceites esenciales de algunos géneros

(Angelica spp., Eucalyptus spp., Lavandula spp., Mentha
spp., Pinus spp.). La esencia floral de orquideas alpinas
(Chamorchis  alpina  (L.) Rich.) estd compuesta
principalmente por [-felandreno y otros compuestos
volatiles que sirven para atraer hormigas polinizadoras
(Schiestl & Glaser 2012).
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En numerosos estudios se han reportado compuestos
como los que se encontraron en mayor concentraciéon en
D. bicolor. Por ejemplo, el hojasén (Flourensia cernua
DC.), un arbusto del Desierto Chihuahuense, produce o-
pineno, sabineno, 3-careno, p-cimeno, limoneno, canfor,
bomeol, cis-jasmonato, B-cariofileno, a-humuleno, ledeno y
flourensadiol (Estell et al. 1998). Mediante el aislamiento y
caracterizacion de volatiles foliares de Anemopsis
californica (Nutt.) Hook. (“hierba mansa”) se encontraron
treinta y ocho compuestos, donde los principales fueron
elimicina, a-pineno, sabineno, B-felandreno, 1,8-cineol,
piperitona, metil eugenol y B-cariofileno. Ademas, el AE de
A. californica demostr6 tener propiedades antimicrobianas
contra 3 (Geotrichim candidum, Staphylococcus aureus y
Streptococcus pneumoniae) de 11 especies microbianas
analizadas. En parte, esta bioactividad podria explicarse por
el a-pineno contenido en el aceite (Medina et al. 2005). Los
ingredientes principales de las flores cultivadas de Arnica
chamissonis Less. y A. montana L. fueron cumeno,
o-pineno, ocimeno, decanal, B-cariofileno, a-amorfeno,
D-germacreno, alcohol cariofileno y oxido de cariofileno
(Sugier et al. 2017). 3-Careno, limoneno, ocimeno y
B-felandreno fueron los cuatro compuestos mas probables
presentes en el AE de D. bicolor. Para futuros experimentos
se sugiere identificar y cuantificar con precision los
compuestos principales del AE de esta especie con el uso de
los estandares quimicos. Se sugiere también estudiar los
compuestos del AE de D. bicolor en diferentes épocas del
afio y determinar su dindmica temporal. Asimismo, se
sugiere la realizacion de estudios similares en otros arbustos
forrajeros de zonas aridas y semidridas.

Con este estudio se generd conocimiento sobre la
cantidad de AE que produce D. bicolor, sus compuestos
quimicos y la concentracion de estos en diferentes
condiciones ambientales. Se considera una contribucion util
para aplicarse en proyectos y actividades destinadas a la
utilizacion de esta especie. Esto pudiera motivar la
realizacion de estudios mas especificos para un mejor
aprovechamiento de este arbusto forrajero, y de otras
especies de interés. Finalmente, estos resultados son una
aportacion al conocimiento del metabolismo secundario de
arbustos de zonas aridas y semiaridas.
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