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RESUMEN

Se realizé el estudio de las caracteristicas de la epidermis foliar de seis especies
de Bursera. Las muestras fueron analizadas utilizando técnicas de microscopia Optica y
electronicade barrido (MEB). Todas presentaron hojas hipostomaticas, estomas anomociticos
y el mismo tipo de tricomas glandulares y tectores, con excepcion de B. karsteniana que
es glabra. La micromorfologia de la epidermis foliar vista al MEB mostr6 que todas
tienen paredes anticlinales rectas, sin embargo éstas presentan una combinacion Unica de
caracteres para cada especie. Los analisis fenéticos separan dos grupos, uno formado por
los tres representantes del subgénero Bursera y otro por los tres pertenecientes al subgénero
Elaphrium, lo cual apoya la mencionada subdivision. Los caracteres de la epidermis foliar
mostraron un alto valor taxonémico en Bursera.
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ABSTRACT

Leaf epidermis characteristics of six species of Bursera were studied using light
and scanning electron microscopy (SEM). All species possess hypostomatic leaves,
anomocytic stomata, and similar glandular and eglandular trichomes, with the exception
of B. karsteniana which is glabrous. SEM of the leaf epidermis revealed that all have
straight anticlinal walls, but these have a suite of sculptural characters unique to each
species. Phenetic analyses separate the species into two groups, one formed by the
three representatives of subgenus Bursera and the other by the three representatives of
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subgenus Elaphrium, supporting the aforementioned subdivision. Leaf epidermis features
are taxonomically important for the genus.

Key words: Bursera, leaf epidermis characteristics, taxonomy, Venezuela.

INTRODUCCION

El género Bursera Jacq. ex L. estd conformado por aproximadamente 100 es-
pecies del Nuevo Mundo que se distribuyen desde el sur de Estados Unidos hasta
Suramérica y el Caribe (Espinosa et al., 2006). Segin Gillet (1980) esta dividido en
dos subgéneros (Bursera y Elaphrium), que se corresponden a las secciones Bursera
y Bullockia propuestas por McVaugh y Rzedowski (1965), éstos se diferencian por las
caracteristicas de la corteza externa, la forma del raquis, la pubescencia de las flores
y el nimero de valvas en el fruto (McVaugh y Rzedowski, 1965; Daly, 1993, 1997).

En Suramérica se ha senalado la presencia de siete especies (Daly, 1993);
Bursera glabra (Jacq.) Triana & Planch., B. karsteniana Engl. y B. inversa Daly son
endémicas de Colombia y Venezuela, B. malacophylla B. L. Rob. es exclusiva de las
islas Galapagos, mientras que B. graveolens (Kunth) Triana & Planch., B. simaruba
(L.) Sarg. y B. tomentosa (Jacq.) Triana & Planch. son de mas amplia distribucion.

Los estudios taxondémicos en Bursera tienden a ser complejos, ya que este
grupo esta pobremente colectado y los especimenes de herbario en su mayoria pre-
sentan escasas flores y frutos. Debido a esto, la taxonomia del género se ha basado
principalmente en las caracteristicas morfologicas de la corteza externa, de la hoja 'y
del fruto (Becerray Venable, 1999).

Trabajos recientes basados en secuencias de ADN evidencian la naturaleza
monofilética de Bursera y de los dos subgéneros que integran el conjunto (Becerra
y Venable, 1999; Becerra, 2003), planteamiento que es apoyado por las caracteristi-
cas morfologicas de las plantulas (Andrés-Hernandez y Espinosa-Organista, 2002).
No obstante, Weeks et al. (2005), al realizar el estudio de la historia evolutiva de
las Burseraceae, concluyen que Bursera es parafilético, ya que un grupo monofi-
lético deberia incluir a Commiphora. Sin embargo, Becerra et al. (2012) hacen una
reconstruccion filogenética, basada en caracteres moleculares, de ambos géneros y
concluyen que Bursera es un conjunto monofilético.

Tradicionalmente los caracteres reproductivos han sido de utilidad para se-
parar las especies de plantas; no obstante, los vegetativos también pueden brindar
informacion taxonomica valiosa. Stace (1965, 1980, 1984) ha indicado que entre los
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organos vegetativos para los estudios de orden sistematico, las caracteristicas de
las hojas son las mas ampliamente utilizadas, mientras que Srivastava (1978) sefiala
que la epidermis foliar es una de las fuentes de informacion mas util para la resolu-
cion de problemas de esta indole. Algunos rasgos de las hojas, tales como el aparato
estomatico, tipo de tricomas, forma de las c¢lulas epidérmicas y la ornamentacion
de la cuticula tienen significancia taxondmica y sistematica en diferentes grupos
de plantas (Barthlott, 1981; Barthlott et al., 1998; Loza-Cornejo y Terrazas, 2003;
Dean y Ashton, 2008; Ogunkunle y Oladele, 2008; Yang et al., 2008; Zou et al.,
2008).

Con base en lo anterior, nos planteamos evaluar la utilidad taxonémica y el
posible valor filogenético de la epidermis foliar de seis especies de Bursera presen-
tes en Venezuela, de los subgéneros Bursera (B. karsteniana, B. inversa, B. simaru-
ba) y Elaphrium (B. glabra, B. graveolens, B. tomentosa).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

De las especies de Bursera estudiadas se colectaron hojas maduras en plena
expansion foliar en poblaciones naturales de Venezuela y se tomaron muestras de
herbario de tres individuos por especie, con excepcion de B. inversa para la que se
tuvo acceso a solo un arbol. El material fresco fue fijado inmediatamente en FAA
70% (alcohol: acido acético: formol en proporcion 90:5:5), mientras que las muestras
herborizadas se hidrataron en lactofenol por tiempos variables segun las caracteris-
ticas de cada especie, y posteriormente fueron fijadas en FAA 70%. Los especime-
nes de herbario utilizados en el estudio se presentan en el Apéndice.

Microscopia Optica (MO)

Para el estudio de la epidermis foliar, se tomo aproximadamente 1 cm? de la
porcion media del tejido fijado y se colocd en capsulas de Petri en una solucion de
hipoclorito de sodio (5.25%) a temperatura ambiente hasta que ambas epidermis
se separaron de los tejidos internos. Posteriormente el material fue tefiido con una
solucion de azul de toluidina acuosa a 1% y se montaron ldminas semi-permanentes
en una solucion de agua:glicerina (1:1) hasta su observacion. Las fotografias se obtu-
vieron a partir de una camara digital acoplada a un microscopio dptico marca Nikon
y procesadas con un programa de analisis de imagenes. El indice estomético fue
calculado siguiendo a Wilkinson (1979).
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Microscopia electronica de barrido (MEB)

Se tomaron porciones de aproximadamente 1 cm?de lamina foliar, las cuales
se deshidrataron en una bateria creciente de etanol (30%, 50%, 70%, 95% y 100%)
siguiendo lo propuesto por Shuffy Thomas (1993). Posteriormente se realizo el seca-
do por punto critico en un secador Bal-Tec CPD 030, para después cubrir el material
con una capa fina de oro-paladio utilizando un cubridor idénico Baltec ScB 050. Las
observaciones se hicieron en un microscopio electronico de barrido marca Phillips
XL-20 a 10Kv. La descripcion de los caracteres micromorfologicos se hizo siguien-
do la clasificacion de Barthlott (1981) y Barthlott et al. (1998).

Analisis de datos

Se realiz6 un analisis fenético utilizando el programa NTSYS pc v. 2.1 (Rohlf,
2000), calculando una matriz de distancia mediante el coeficiente SM (Simple Mat-
ching Coefficient) y empleando como método de agrupamiento jerarquico UPGMA,
a fin de determinar la similitud entre las especies y comprobar si estos caracteres
utilizados son consistentes con el tratamiento taxondmico propuesto para Bursera.
La matriz de datos se basd en nueve rasgos de la epidermis foliar (Cuadro 1) co-
dificados como multiestado, ocho de ellos cualitativos y uno cuantitativo (indice
estomatico). El caracter cuantitativo fue codificado como cualitativo utilizando un
método de sub-grupos homogéneos (Simon, 1983; Rae, 1998) basado en una prueba
de Duncan realizada en SPSS v. 13.0. Los anélisis se realizaron considerando como
unidades taxonomicas las especies, debido a que los caracteres fueron homogéneos
entre los individuos estudiados de cada taxon. En el fenograma obtenido se hace
referencia a la linea fenodn, es decir el limite trazado a un determinado valor del coe-
ficiente de similitud, para definir un agrupamiento de interés taxonomico.

RESULTADOS

Epidermis foliar

Todas las especies estudiadas presentan células de forma poligonal y paredes
rectas (Fig. 1; Fig. 4), las cuales son mas gruesas y con numerosas punteaduras en
B. glabra, B. graveolens y B. inversa en comparacion con las especies restantes. En
todos los casos las hojas son hipostomaticas, con estomas anomociticos (Fig. 2), a
excepcion de B. glabra que presenta estomas del tipo ciclocitico y anomocitico (Fig.
2a). El indice estomético, tal como se aprecia en el Cuadro 2, separa al conjunto
estudiado en tres grupos estadisticamente distintos.
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Cuadro 1. Matriz de caracteres y estado de caracteres de la epidermis foliar para el analisis
de agrupamiento en especies de Bursera.

Caracter Codificacion

Relieve del contorno celular Acanalado (0); Levantado (1)

Curvatura de las paredes periclinales Plana (0); Convexa (1); Concava (2)

externas

Relieve fino de la pared celular Lisa (0); Estriada (1)

Tricomas Ausente (0); Presente (1)

Forma de los tricomas Globular (0); En forma de mazo (1)

Ornamentacion de los tricomas Verrucosa (0); Verrucosa-baculada (1);
Baculada (2)

Posicion de los estomas A nivel (0); Levantados (1); Hundidos (2)

fndice estomatico* a{0y: b (l)e(3)

* Codificado como cualitativo

Se observan tricomas tectores y glandulares en cinco especies (Fig. 3), mien-
tras que B. karsteniana es totalmente glabra. Los pelos tectores son multicelulares y
uniseriados, con una cuticula gruesa y mayor densidad en la superficie abaxial, ex-
cepto para B. tomentosa, donde la densidad de tricomas es alta en ambas superficies.
Los tricomas glandulares presentan un pie corto y una cabeza globosa multicelular
en casi todas las especies, mientras que en B. inversa éstos tienen forma de mazo
(Fig. 6b).

Micromorfologia de la epidermis foliar

En el Cuadro 2 se presentan las caracteristicas mas relevantes de la micro-
morfologia foliar de las especies estudiadas. El margen de la pared anticlinal esta
levantado en B. simaruba (Figura 4¢), mientras que en las demds se observa hundi-
do. La pared periclinal externa es convexa en la mayoria, pero plana en B. glabra 'y
curva hacia adentro en B. simaruba. El patron de ornamentacion de la superficie de
las células epidérmicas es estriado en cuatro especies y liso en B. karsteniana y B.
simaruba (Figs. 4d, 4e). Las ceras epicuticulares son escasas en ambas superficies y
con forma laminar o de cristaloides granulosos.

Los estomas estan ligeramente hundidos en B . glabra y B. graveolens (Figs.
5a, 5b), levantados en B. tomentosa (Fig. 5f) y al mismo nivel de las células epidér-
micas en B. karsteniana y B. simaruba (Figs. 5c, 5d, 5¢). Tal como se aprecia en la
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Cuadro 2. Caracteristicas de la epidermis foliar en especies de Bursera.

Caracter B. glabra  B. graveolens B. tomentosa B. karsteniana B. inversa B. simaruba
Forma de las poligonal poligonal poligonal poligonal poligonal  poligonal
células

Relieve del ligeramente  acanalado acanalado acanalado acanalado  acanalado
contorno celular  acanalado

Forma de recta recta recta recta recta recta
las paredes

anticlinales

Curvaturadela  aplanada  ligeramente convexa ligeramente  ligeramente  cdncava
pared periclinal convexa convexa convexa

externa de las

células

Relieve finode  ligeramente  estriada estriada lisa estriada lisa

la pared celular estriada

(ornamentacion

secundaria)

Ornamentacion  ligeramente ligeramente  verrucosa- glabra cortamente  baculada
de los tricomas  verrucosa verrucosa baculada baculada

Posicion de los  ligeramente ligeramente  levantados a nivel a nivel a nivel
estomas hundidos hundidos

indice 18.35° 11.08 ® 29.72% 27.22* a7 " L1373 8
estomatico

figura 6, la ornamentacion de la superficie de los tricomas tectores es verrucosa en
B. glabra y B. graveolens, baculada en B. inversa y B. simaruba e intermedia entre
ambos tipos en B. tomentosa.

Analisis fenético

El fenograma obtenido muestra que las especies forman dos grupos (Fig. 7),
uno donde se ubican las representantes del subgénero Bursera (linea fenén ca. 0.41)
y el otro que incluye las del subgénero Elaphrium (linea fenén ca. 0.64). En el pri-
mero se aprecia que B. simaruba se separa considerablemente del subgrupo formado
por B. karsteniana + B. inversa; mientras que para el subgénero Elaphrium se ob-
serva que B. glabra y B. graveolens son bastante similares entre si y se diferencian
de B. tomentosa.
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Fig. 1. Vista paradérmica (MO) de la cara adaxial en la lamina foliar de especies de Bursera. A.
B. glabra; B. B. graveolens; C. B. inversa; D. B. karsteniana; E. B. simaruba; F. B. tomentosa.
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Fig. 2. Vista paradérmica (MO) de la cara abaxial en la ldmina foliar de especies de Bursera. A.
B. glabra; B. B. graveolens; C. B. inversa; D. B. karsteniana; E. B. simaruba; F. B. tomentosa.
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Fig. 3. Tricomas (MO) de especies de Bursera. A. B. glabra; B. B. graveolens; C. B. inversa;
D. B. simaruba; E-F. B. tomentosa.
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Fig. 4. Vista paradérmica (MEB) de la cara adaxial en la lamina foliar de especies de Bursera. A.
B. glabra; B. B. graveolens; C. B. inversa; D. B. karsteniana; E. B. simaruba; F. B. tomentosa.
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Fig. 5. Vista paradérmica (MEB) de la cara abaxial en la lamina foliar de especies de Bursera. A.
B. glabra; B. B. graveolens; C. B. inversa; D. B. karsteniana; E. B. simaruba; F. B. tomentosa.
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Fig. 6. Tricomas (MEB) de especies de Bursera A. Tricoma glandular de B. glabra; B.
Tricoma glandular de B. inversa; C. Tricoma tector de B. glabra; D. Tricoma tector de B.
tomentosa; E. Tricoma tector de B. simaruba.
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Fig. 7. Analisis de conglomerado con base en la micromorfologia de la epidermis foliar en
especies de Bursera.

Se presenta una clave que permite diferenciar a las especies estudiadas con
base en los caracteres de la epidermis foliar evaluados.

Clave para separar especies de Bursera basada en los caracteres de
la epidermis foliar

1 Estomas ubicados a nivel de las células epidérmicas normales .............cccccceeeenenn.
......................................................................................... 2 (subgénero Bursera)

1 Estomas ubicados por debajo o por encima del nivel de las células epidérmicas
TIOEIHALER «oerussrsnmmmssmmssaseamsemmemmmssassnssmmshasassevssanssssnisnons 4 (subgénero Elaphrium)

2 Células epidérmicas con el relieve del contorno celular levantado y curvatura
de la pared periclinal externa cONCava ...........ccoeeeveveversierreennenenns B. simaruba

2 Células epidérmicas con el relieve del contorno celular acanalado y curvatura

de 1a. pared periclingl eXterna CONVEXD. uwsmsesimmmmassssmmssasmamissiamns 3

3 Hojas glabras y relieve de la pared externa liso .................... B. karsteniana

3 Hojas con tricomas tectores cortamente baculados, y relieve fino de la pa-

red externa eStriado.......cccveevieeeiieiieeeiiieiiteeiiee e eeiee e eenns Ba IRVEFSA

4 Estomas ubicados por encima del nivel de las células epidérmicas
normales, tricomas tectores verrucoso-baculados............. B. tomentosa
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4 Estomas ubicados por debajo del nivel de las células epidérmicas
normales, tricomas tectores baculados. ..........cccceviieiieiiiiniiiiiiieiiiinns 5

5 Curvatura de la pared periclinal externa plana, indice estomatico >15
............................................................................................ B. glabra

5 Curvatura de la pared periclinal externa convexa, indice estomatico

5 K CTREREN WS WOE RN VNNTOT SO SUSI WA T B. graveolens

DISCUSION

Las especies estudiadas son hipostomaticas, con estomas principalmente del
tipo anomocitico y tricomas similares, caracteristicas que, como se ha senalado, son
comunes al género Bursera (Metcalfe y Chalk, 1950).

Se ha mostrado que el indice estomatico tiene valor taxonomico (Solereder,
1908), habiéndose evaluado en diversos grupos de plantas en los que se ha puesto de
manifiesto que contribuye a la identificacion de las especies (Kadiri y Olowokude-
jo, 2008; Szymura y Wolski, 2011; Thakur y Patil, 2011). En este estudio, el indice
estomatico presenta valores distintos para todas las especies evaluadas, sin embargo
los grupos formados mediante analisis estadistico no son congruentes con la deli-
mitacion de los subgéneros en este grupo (McVaugh y Rzedowski, 1965; Becerra
y Venable, 1999; Becerra, 2003), lo cual podria indicar que para Bursera el indice
estomatico no contribuye en la subdivision del género.

En relacién con la micromorfologia de la epidermis foliar, todas las espe-
cies estudiadas presentan paredes anticlinales rectas, lo cual probablemente sea una
caracteristica comun a Bursera y otros grupos estrechamente relacionados como
Commiphora (observ. personal). En este sentido, se ha indicado que el borde de las
paredes anticlinales de las células pueden tener una alta significancia taxonomica
(Barthlott, 1984); no obstante, es importante evaluar tal caracter en un mayor nime-
ro de especies de Bursera y géneros relacionados a fin de establecer su constancia
en este grupo.

Los andlisis fenéticos muestran que los caracteres de la epidermis foliar eva-
luados agrupan a las especies estudiadas en los dos subgéneros propuestos para
Bursera (Bullock, 1936; McVaugh y Rzedowski, 19635; Gillet, 1980; Toledo-Manzur,
1982; Becerra y Venable, 1999). Las especies del subgénero Bursera presentan los
estomas al nivel de las células epidérmicas tipicas mientras que las de Elaphrium
las tienen a una altura distinta. No obstante, a fin de establecer la constancia de este
caracter se requiere evaluar un mayor numero de especies de ambos taxones.
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Se discrimina un grupo que encierra a las especies del subgénero Elaphrium
(B. glabra, B. graveolens y B. tomentosa), las cuales presentan estomas a un nivel
distinto que las células epidérmicas tipicas (hundidos o levantados) y ornamentacion
secundaria de la pared celular estriada. Estos resultados apoyan los estudios taxond-
micos de este grupo que indican que las especies mencionadas estan estrechamen-
te relacionadas entre si (McVaugh y Rzedowski, 1965; Becerra y Venable, 1999).
Dentro del subgénero se aprecia que B. glabra y B. graveolens son bastante afines,
compartiendo la presencia de estomas ligeramente hundidos y la ornamentacion de
los tricomas tectores es verrucosa, mientras que B. tomentosa se diferencia de las
dos especies anteriores por presentar los estomas levantados y tricomas tectores con
una ornamentacion verrucosa-baculada.

Las especies del subgénero Elaphrium se han separado en dos conjuntos con
base en sus rasgos morfologicos, caracterizandose el grupo copallifera por presentar
los sépalos libres y el pireno cubierto por el pseudoarilo en dos terceras partes o mas,
mientras que en el de glabrifolia los sépalos son unidos y el pseudoarilo cubre me-
nos de los dos tercios del pireno (Toledo-Manzur, 1982). La existencia de estos dos
grupos dentro de Elaphrium es apoyada por algunos analisis filogenéticos (Becerra
y Venable, 1999; Becerra, 2003). Espinosa et al. (2006) indican que B. glabra y B.
graveolens estarian dentro del grupo glabrifolia y B. tomentosa en el grupo copalli-
fera con base en sus caracteristicas morfologicas. No obstante, De Nova et al. (2012)
realizan una reconstruccion filogenética de Bursera basada en datos moleculares,
en la que se incluye a estas tres especies, quedando B. glabra en el grupo copallife-
ra, mientras que B. graveolens y B. tomentosa se ubican en el conjunto glabrifolia.
Los agrupamientos obtenidos en este estudio con base en la micromorfologia foliar
apoyan la propuesta morfoldgica de ubicacion de las especies, pero no la molecular,
por lo que se debe estudiar un mayor nimero de taxones para determinar su posible
utilidad sistematica.

Las especies consideradas del subgénero Bursera han sido incluidas dentro
del complejo B. simaruba por sus similitudes morfoldgicas (Daly, 1993; Espinosa
et al., 2006). No obstante, el fenograma muestra que con respecto a la micro-
morfologia foliar, B. karsteniana y B. inversa son mas parecidas entre si que con
respecto a B. simaruba, debido a que esta ultima presenta los bordes de las células
levantados y la pared periclinal externa es concava, mientras que B. karsteniana +
B. inversa tienen los bordes de las paredes celulares acanalados y la pared pericli-
nal externa es convexa. Por su parte, es posible diferenciar a B. karsteniana debido
a que la ornamentacion de la pared celular es lisa mientras que en B. inversa es
estriada.
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Estudios moleculares recientes en los que se incluye a B. inversa sugieren que
esta especie no forma parte de ninguno de los dos subgéneros en que tradicional-
mente ha sido dividido Bursera (Martinez-Habibe, 2012); adicionalmente la morfo-
logia de los cotiledones es distinta a lo sefialado para el género (observ. personal),
lo cual indica que la posicidén taxonomica de B. inversa no esta clara. En el caso de
B. karsteniana, Martinez-Habibe (2012) incluye en sus analisis filogenéticos a esta
planta bajo el sinénimo B. trinitensis, quedando ubicada en un grupo hermano al
complejo simaruba dentro del cual se encuentra la propia B. simaruba.

Con base en lo anterior, se aprecia que los caracteres de la epidermis foliar
separan bien entre si a estas tres especies, pero no parecen aportar informacion para
resolver la posicion sistematica de las mismas.

Los resultados obtenidos indican que los rasgos estudiados pueden tener un
alto valor taxonomico en Bursera, pero se requiere continuar con los estudios en el
grupo a fin de esclarecerlo.
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APENDICE

Listado de especimenes utilizados en el estudio de la epidermis foliar del gé-
nero Bursera Jacq. ex L. en Venezuela.

Bursera glabra (Jacq.) Triana & Planch.
Castro, M. y J. Guevara 153 (MY), estado Mérida; Castro, M. y J. Guevara 154 (MY), esta-
do Mérida; Trujillo, B. 6418 (MY), estado Lara.

Bursera graveolens (Kunth) Triana & Planch.
Bernardi 508 (MERF), estado Mérida; Castro, M. y J. Guevara 161-A (MY), estado Mérida;
Ruiz, T. y col. 4899-452 (MY), estado Trujillo.

Bursera karsteniana Engl.
Cardenas, L. 1708 (VEN), estado Falcon; Castro, M. s/n (MY), estado Aragua; Trujillo, B.
14815 (MY), estado Aragua.

Bursera inversa Daly
Castro, M. y col. 155 (MY), estado Zulia.

Bursera simaruba (L.) Sarg.
Castro, M. y D. Conde 106 (MY), estado Aragua; Castro, M. y col. 156 (MY), estado Méri-
da; Monzon, F. s/n (MY), estado Aragua.

Bursera tomentosa (Jacq.) Triana & Planch.
Alvarado, H. y col. 266 (MY), estado Lara; Castro, M. y D. Jauregui 152 (MY), estado Ara-
gua; Granada, W. y B. Medina 08 (MY)), estado Aragua.
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