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l. lntroducción

En México, el uso de las plantas medicinales se considera una heramienta esencial

entre las estrategias generadas por la población para enfrentar sus enfermedades cotidianas.

Este hábito relevante se encuentra actualmente sujeto a diferentes condiciones, no solamente

ìes mestizas de zonas urbanas Yen el medio indígena y el rural, sino también entre poblacior

suburbanas, Es resultado de la considerable diversidad biológica del país, de la naturaleza

pluriétnica de su población y de la búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas frente a

diversos padecimientos (Cardoso-Hernández et al., 2OQ1). México posee una de las

biodiversidades de plantas más grandes en el mundo y un gran conocimiento en la mêdicina

tradicional, más de 6000 especies de plantas medicinales son utilizadas para eltratamiento

de varias enfermedades (Lautiéa et a1.,2008, Juârez-Vázquez et al., 2013). Las plantas

producen metabolitos secundarios (MS) en cantidades diferentes y usualmente presentan una

alta diversidad estructural, (Dewick, 2009). Algunos de los compuestos principales

regularmente son acompañados de una variedad de derivados en menor proporción. El patrón

de los metabolitos secundarios obtenidos de las plantas son complejos, debido a la gran

diferencia que existe entre ellos, regularmente se deben a las etapas de desarrollo en la planta

(eJemplo: órganos importantes para la sobrevivencia y reproducción que tienen la más alta y

potente producción de MS). Los metabolitos secundar,ios no son necesarios para la planta,

sin embargo, estos le confieren algunas ventajas como defensa a los ataques de patógenos,

insectos y herblvoros u otros factores como abióticos y bióticos, este proceso de defensa lo

realizan activando una matriz de mecanismos de defensa incluyendo la inducción de la

biosíntesis de metabolitos secundarios como fitoalexinas, respuestas hipersensitivas y

Página 9
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barreras de defensa estructural como la deposición de lignina sobre la pared celular, entre

otras (He et at.,2002, Mert-Turk et a1.,2002, Durango et at.,2OO2, Hutcheson ef a/., 1998).

Otro estudio fue el realizado por Medina-Holguín en el año 2008 para observar la

variación quimiotípica de aceites esenciales medicinales de la especie Anemopsis califÓrnica

comúnmente llamada yerba mansa, es una importante especie medicinal utilizada para la

inflamación, hígado, tracto cirbulatorio, urinario y digestivo también se utiliza para tratar cáncer

qterino, trastornos menstruales y para inducir la concepción. Sin embargo, el polimorfismo

qufmico o quimiotipos ha sido reportado en varias especies vegetales. Por ello es que se

examinó la variabilidad química de esta especie vegetal en ralces y rizomas en relación a

compuestos de naturaleza monocíclica¡ bicíclica, monoterpenos y fenilpropanoides donde se (

determinaron 3 quimiotipos en 17 poblaciones. Un quimiotipo se determinó por altas

concentraciones de Elemicina, otro por Metileugenol y el último por Piperitona y Timol. Estos

tres quimiotipos detectados son a priori el resultado de la variabilidad genética más que los

efectos del medio ambiente. Puesto que estos resultados se determiìlaron en dos grupos de

plantas cultivadas en condiciones controladas y en condiciones silvestres.

Además, existen estudios sobre la evolución en la variación química de la especie

Eucalyptus globutusde tres regiones geográficas (este y oeste de Tasmania y Victoria, e

lslandia) cultivadas en condiciones de jardín común, donde se determinaron 3 quimiotipos

caracterizados específicamente por la presencia de terpenos y compuestos de formilato

floroglucinol. Uno de los quimiotipos se encontró en Tasmania y los quimiotipos 2 y 3 en las

poblaciones provenientes de Victoria. De acuerdo a los resultados, los autores sugieren que

los quimiotipos son el reflejo de un proceso de introgresión entre E. gtobutus ssp. Groôulus y

Página 10
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los árboles fuertemente relacionados como las subespecies (E gtobulus ssp. Bicostafa, E

gtobutus ssp. Maideniiy E. gtobutusssp. pseudotgtobutus) (Wallis et at.,2011).

planta Gatphimia glauca Cav., comúnmente conocida como "calderona amarilla" ha

sido utilizada en la mediclna tradicionalmexicana para eltratamiento de desórdenes mentales

y pafa disminuir la excitación nerviosa (Estrada, 1985). En esta especie se han demostrado

efectos ansiollticos y sedantes tanto en ratones como en humanos (Herrera et a1.,2006;

Herrera et al.,z1¡7).Varios análisis fitoquímicos y farmacológicos indican que la población

que crece en el estado de Guanajuato presenta una familia de nueve compuestos bioactivos

de tipo nor-secofrieàelanos denominados galfiminas (Cardoso-Taketa et at.,20Q4)' En el año

2008 Cardoso-Taketa y colaboradores analizaron seis poblaciones de G. glauca con el

propósito de evaluar si presentaban diferencias en sus perfiles químicos. La's poblaciones

evaluadas fueron obtenidas de las siguientes áreas geográficas: Dr. Mora Gto', Guadalajara,

Jal., Cuern a¡aca, Mor., San Andrés de la Cal, Mor., Tepoztlán, Mor., y Jalpan Qro., arrojando

como resultado diferqncias en sus perfiles debido a la presencia o ausencia de las galfiminas.

Solo las poblaciones correspondientes a Dr; Mora Gto., y Jalpan Qro', presentaron las

galfiminas con actividad sedante. Estos resultados indican que esta especie endémica de

México presenta diferencias en la producción o presencia de los cornpuestos bioactivos, por

ello 4 años después se realizó otro análisis metabolómico por Sharma y colaboradores

reafirmando los resultados obtenidos por Cardoso-Taketa et al., 2008. Las diferencias

observadas entre las poblaciones en estudio posiblemente podrían deberse a cambios en el

metabolismo general de la planta inducido por estrés ecológico al que la planta esta expuesta,

a variaciones climáticas y átaques provenientes de depredadores o bien a diferencias

genéticas. Por otra parte, existe una problemática referente a la clasificación botánica de la
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especie, ya que en un estudio taxonómico del género Galphimia Cav reportado por Anderson

en el 2007 se determinó que en la República Mexicana existen 22 especies de este género,

con fenotipos similares lo que provoca que la identificación de cada especie sea difícil y

confusa. No obstante, para ampliar este panorama e investigar la variabilidad genética de

estas plantas Sharma y colaboradores en el año 2019, realizaron un estudio filogenético de

las siete poblaciones, utilizando la técnica de código de barras de ADN en especies vegetales'

Los resultados obtenidos indicaron que estas poblaciones pertenecen probablemente a un

mínimo de tres especies diferentes, dando pauta a futuros estudios botánicos para confirmar

o descartar estos datos. Para complementar estos resultados, los autores realizaron una

comparación de los perfiles químicos por cromatografía en capa fina, observando que cuatro

poblaciones se agrupan (Jalisco Gld., Tepoztlán, Cuernavaca y Miacatlán, Mor.) y comparten

características similares, mientras que las poblaciones de Jalpan, Qro', y Dr- Mora Gto.,

también se agrupan y presentan perfiles cromatográficos semejantes entre si y por último el

tercer grupo pertenece a la.localidad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, y presenta un perfilquímico

único. Lo anterior podría indicar que aun evaluando los factores genéticos que son

responsables en la producción de metabolitos secundarios en las plantas, los factores

ambientales (condiciones cllmáticas o suelo) pudieran jugar un papel importante y decisivo.

por estas razones el presente proyecto tuvo como objetivo colectar las plantas de G.

gtauca de diferentes localidades geográficas y crecerlas en condiciones uniformes de

invernadero, así como cultivadas en condiciones ln vitro para su posterior análisis

cromatográfico. Este enfoque pretende definir si la producción de los metaþolitos de interes

se debe a factores ambientales (abióticos y bióticos) dado que cada población está expuesta
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a diferentes hábitats; o bien, si la diferencia de los perfiles químicos obedece a factores

genétioos.

1.2 Marco Teórico

1.2.{ Diversidad de EsPecies

Las plantas son una herramienta potencial para el descubrimiento de nuevas

moléculas de importancia biológica, ecológica, química e industrial, ya que juegan un rol

predominante en el territorio terrestre y en algunos medios acuáticos y marinos; De esta

manera, pueden ser reconocidas como unidades para describir la diversidad de la vida, así

como poblaciones, subespecies, o especies, las cualeq no son fácilmente identificables

(Huston, 1gg5). Es por ello que, los taxónomos agrupan a las especies por géneros, familias,

orden y reinos; mientras que, los ecólogos agrupan a las especies como grandes estructuras,

denominadas comunidades y ecosistemas. No obstante, la just'rficación de la aplicación de

esta variedad de términos es su utilidad, posiblemente para delimitar los grupos de

organismos; sin embargo, el camino para la clasificación de los organismos lo determina

jerárgicamente la evolución de la vida (Mallet, 2OO7l.

por otro lado, la selección natural divergente, la divergencia adaptativa y elflujo génico

pueden interAccionar en dlferentes vías. Estudios recientes se han centrado en el equilibrio

de la selección y flujo génico de poblaciones naturales, mientras que el trabajo empírico ha

mostrado que elflujo génico puede limitar a la divergencia adaptativa y la selección divergente

puede limitar al flujo génico. Cabe mencionar que la diversificación fenotípica puede estar bajo

la influencia directa de factores exógenos ambientales (es decir puede deberse a la plasticidad
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fenotípica) además de la influencia parcial genética (Crispo et a\.,2008). Diferentes factores

pueden influenciar la divergencia fenotípica adaptativa entre poblaciones, y tres de estas

incluyen: (i) Selección natural divergente (Schluter, 2000), (ii) flitjo génico entre entornos

selectivos (Garant et al.,2OO7) y (iii) plasticidad fenotípica (Pigliucci,2001). Las relaciones

entre la selección natural, la divergencia adaptativa y el flujo génico han sido consideradas

tanto teórica como empíricamente en numerosos estudios (Hendry et al., 2Q01; Hendry y

Taylor, 2004;Nosily Crespi, zOO ).Sin embargo, la plasticidad puede ser un factor importante

en la diversificación evolutiva. La modificación de los efectos de plasticldad sobre la

adaptación y el flujo génico puede ser positiva o negativa, dependiendo de los matices de

sistemas específicos.

1.2.2 Plasticidad Fenotlpica en Plantas

La plasticidad fenotfpica usualmente se define como la propiedad que tiene un

genotipo individual a producir diferentes fenotipos cuando son expuestos a diferentes

condiciones ambientales (Pigliucci, 2006). Dicho proceso se visualiza en las llamadas normas

de reacción en donde el rango de respuestas. fenotfpicas de un genotipo expresado en un

gradiente ambientat (Gianoli, 2OO4).La plasticidad fenotfpica en un fenómeno que se da en

una escala ecológica y su efecto a este nivel es evidente como por ejemplo el aumento a la

tolerancia de hábitats extremos, con èllo las plantas pueden ajustar su morfología y fisiología

permitiéndoles enfrentarse a la heterogeneidad ambiental de su propio ambiente (Palacio ef

al., ZOOT). Sin bien la plasticidad fenotípica puede estudiarse describiendo cambios

morfológicos y fisiológicos de los individuos, resulta de mayor interés investigar el potencial
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adaptativo de dichos cambios ya que dicho proceso puede tener consecuencias evolutivas

que pueden ser significativas al modular la acción de la selección natural. Esto tendrfa lu-gar

aímoderar las diferencias en adecuación biológica de los genotipos de una población dada,

como rèsultado de la variación de su expresión fenotípica en los diferentes ambientes,

experimentados por población (Sultan 1987). No obstante, es necesario puntualizar que la

plasticidad fenotípica no siempre es adaptativa (en el sentido evolutivo de mejorar la

reproducción o supervivencia de los organismos), algunos rasgos son plásticos åebido a

coacciones inevitables impuestas por la bioquímica, la fisiología o la biología del desarrollo

del organismo propio (Sultan 1995). Eltipo y elgrado de plasticidad son específicos de rasgos

individuales y de las condiciones ambientales; el mismo rasgo puede ser plástico en respuesta

a cambios de temperatura, pero no a los nutrientes. Finalmente parece ser que la variación

genética es abundante debido a una variedad de respuestas plásticas en poblaciones

naturales, quienes. hacen posibles procesos como la evolución de la plasticidad por la

selección y otros mecanismos (Pigliucci 2006).

En resumen, la plastiôidad fenotípica es una propiedad común de la norma de reacción

de un genotipo (para un rasgo dado, dentro de una cierta gama de condiciones ambientales)'

La plasticidad es que hace posible el aspecto de un nuevo fenotipo inducido ecológicamente

y un proceso de selección sobre la expresión de tal fenotipo en un nuevo entorno puede

terminar 'por fijar' (asimilando genéticamente) y por ello alterando la forma de la norma de

reacción.

1.2.3 Plasticidad Fenotlpica Adaptativa y no Adaptativa
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Existen dos tipos de plasticidad fenotípica que pueden únicamente contribuir a la
.

evolución adaptativa cuando las poblaciones son expuestas a ambientes nuevos o alterados.

La plasticidad fenotípica adaptativa se promueve por el establecimiento y persistencia en un

ambiente nuevo, mientras que la plasticidad fenotípica no adaptativa es en repuesta a

ambientes estresantes que puede resultar en una respuesta fenotípica media que puede estar

fuera del ambiente optimo favorecido o incrementar alternadamente la varianza alrededor de

la media debido a la expresión de la variación genética criptica. La expresión de la variación

genética criptica puede facilitar la evolución adaptativa si por el cambio resulta un fenotipo

adecuado.

La plasticidad adaptativa se define simplemente mediante una norma de reacción que

resulta en la producción de un fenotipo en la misma dirección como el valor óptimo favorecido

por la selección en un ambiente nuevo.

La plasticidad no adaptativa en respuesta al estrés puede reflejar una ruptura

fundamental durante el desarrollo o disrupción de funciones fisiológicas por cambios en la

temperatura, þH, humedad, etc., este tipo de plasticidad representa fundamentalmente un tipo

diferente de efecto inducido ecológicamente. Además, la plasticidad no adaptativa incluye

cualquier respuesta a la inducción ambiental eso no mejoran su condición (incluyendo mala

adaptación como respuesta a diferentes ambientes) (Fitzpatrick 20121.

1.2.4lmpacto de Factores Abióticos (Luz) en la Plasticidad Fenotfpica
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El estrés abiótico en plantas altera su fisiologla, morfología y desarrollo en respuesta

a cambios ambientales. Las hojas son órganos sensibles a cambios ambientales en elproceso

de evotución y pueden exhib¡r plasticidad fenotípica como respuesta al estrés abiótico.

Además, las hojas son órganos importantes para la fotosíntesis y juegan un papel relevante

en el crecimiento y supervivencia de una planta. La estructura y forma de la hoja son definidas

principalmente por un breve periodo de morfogénesis primaria. La plasticidad fenotípica

también ocurre para producir rasgos en las hojas como resultado de cambios ambientales. En

varios estudios previos se ha revelado que esta variación en los rasgos de las hojas es el

resultado del proceso de adaptación durante su crecimiento en diferentes hábitats.

1.2.5 Quimiotipos

El concepto de quimiotipo en plantas, ha sido utilizado para describir a especies

vegetales que producen compuestos secundarios con fenotipos químicos diferentes

(Keefover-Ring ef al., 2009). Por otro lado, Soria y colaboradores en 2008 denominaron al

término de quimiotipo, como un grupo de individuos de una misma especie que se distingue

de forma significativa del resto por su composición química. Asimismo, se utiliza para calificar

a un grupo de individuos que se caracter izan ydistinguen de modo significativo de los demás

miembros de una especie por la presencia o concentración de uno o varios compuestos, tal y

como el término de quimiotaxonomía, que se utiliza para el estudio de la diversidad química

de las plantas. Como por ejemplo la especie vegetal Anemopsis catifornica comúnmente

lfamada yerba mansa, es una importante planta medicinal que se localiza en desiertos del

Norte de América y en las regiones del norte de México las cuales fueron analizadas por su
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variabilidad química en raíces y rizomas de compuestos monocíclicos (cimeno, limoneno,

piperitona y timol), compuestos bicíclicos (o-pineno, 1,8-cineol y myrtenol), monoterpenos y

fenilpropanoides en donde se detectaron tres quimiotipos diferentes mediante un análisis

jerárjico de grupos sobre la concentración de 10 diferentes analitos de tres individuos para las

17 poblaciones analizadas. Elprimer quimiotipo fue caracterizado por la alta concentración de

elemicina, el segundo por metyleugenol y el tercero poi piperitona y tymol. Las plantas

analizadas fueron sujetas a dos ambientes diferentes: condiciones controladas versus

condiciones silvestres (Medina-Holguín ef at.,2OO8). Otro estudio más reciente nos presenta

la variabilidad química de Eucalytus globutusa partir de 60 compuestos químicos de los cuales

34 fueron terpenos, se analizaron las hojas de árboles crecidos en jardín común de tres

diferentes poblaciones para observar la variación entre las regiones geográficas, observar la

variación en el perfilquímico y determinar siesta especie exhibe distintos quimiotipos (plantas

que morfológicamente son similares, pero con diferente perfil qulmico). Los resultados

obtenidos fueron que efectivamente existen tres quimiotipos de esta especie caracterizados

específicamente por terpenos y compuestos de formiato de fluoroglucinol.

1.2.6 Género Galphìmla

El género neotropical Galphimia Cav. (Malpighiaceae, Byrsonimoideae, tribu

Gatphimieae) comprende 26 especies diferentes de hierbas y arbustos. Se caracteriza por sus

flores bilateralmente simétricas, con pétalos de color amarillo (frecuentemente teñidas con

rojo), agrupadas en racimos, ya sea de forma única o agrupadas en panfculos. En ocho

especies, los pétalos permanecen con$tantes en elfruto. Los sépalos carecen de glándulas
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2007).

G. panicutata

sebáceas, que típicamente se encuentran en Malpighiaceae; no obstante, en pocas espec¡es,

el cáliz presenta una o más glándulas pequeñas con gran parecido a las glándulas de las

hojas (Anderson, 2007)

Galphimia, en genôral, crece en hábitats de clima seco-árido. Guatro especie's (G.

amambayensis, G. australis, G, brasitiensis, G. platphylta) se localizan en la cuenca del

Amazonas en Sudamérica, en tanto que las especies restantes crecen en México (ver figura

3); una de las especies (G. angustifo/ia) se encuentra en Texas; y otra (G. specrbsa) en

Centroamérioa. La mayoría de las especies endémicas de México crecen en bosque tropical

seco, y otras en las costas del Pacífico entre matorrales o arbustos (Figura 1) (Anderson,

G. oaxacana G. glauca G. tuberculata 7"- G.
rl/"\i/¡

'i.Vi': -.ìJ lo'
,' ,,Ëg,ii

,1t+1¿l
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Llb -.' t'{i', .t'v: '
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i\#(_-.'

speciosa

Figura l. Diferentes especies del genêro Galphimia sp. endémicas de la República Mexicana
(wwwiherbarium. lsa.um ich,edu).
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1.2.7 Aspectos Farmacológicos, Fitoqulmicos y Biotecnológicos de la
Planta Gatphimia gtauca

Galphimia glauca (Anderson 2007) pertenece a la familia Malpighiaceae, y está

distribuida ampliamente en Latinoamérica (Gamacho et al,,2OO2). Es un arbusto con flores

amarillas que ha sido utilizado durante muchos años en la medicina tradicional mexicana como

"sedante o tranquilizante nervioso" (Tortoriello ef al., 1992). Con base a la información

etnomédica que respalda su uso medicinal, se ha demostrado en modelos in vitro e in vivo

que el extracto crudo de las partes aéreas de G. glauca posee efectos ansiolítico y sedante.

Por ello se han llevado a cabo diferentes preparaciones de extractos por maceración con

disolventes orgánicos con distintas polaridades, los cuales han sido evaluados en modelos

neurofarmacológicos empleándose ratones. Los resultados obtenidos han demostrado que el

extracto metanólico de G. gtauca posee efectos depresores del SNC, y los estudios

fitoquímicos permitieron la identificación de un triterpeno novedoso del tipo nor-

secofriedelano, denominado como galfimina B, responsable de la actividad farmacológica

(Tortoriello et at.,1992y 1996).

Las investigaciones biotecnológicas iniciales de G. glautca permitieron establecer

cultivos de callos, en los que se identificó la presencia de galfimina B y de otro derivado que

fue denominado galfimina E (Osun a et al.,1999).

En un trabajo fitoqulmico realizado por Cardoso-Taketa y colaboradores en 2004 se

aislaron e identificaron a partir de las partes aéreas del material vegetal silvestre otros

derivados con el mismo núcleo nor-secotriterpénico, pero con diierencias en el grado de

oxidación y acetilación en las posiciones C-6 y C-7, así como en la isomería endo (Â20) y exo
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(Azores¡ deldoble enlace en el anillo E, lo que reslrltó en la caracterízación estructuralde siete

nuevos triterpenos, y llevó a la identificación de una familia de galfiminas (galfiminas A-l).

En otros estudios se ha reportado la transformación genética de la planta utilizando

como vector Agrobacterium rhizogenes, lo que ha resultado en la obtención de una linea de

raíces pilosas productoras de compuestos similares a las galfiminas, pero con un núcleo

triterpénico deltipo nor-friedelano. Estos compuestos fueron denominados glaucacetalinas A-

G (Nader et al.,2OO4l.

Otros autores reâlizaron la micropropagación de Galphimia glauca, y obtuvieron

mriltiples brotes a partir de explantes de yemas axilares creciendo en medio MS (Murashige

y Skoog, 1962) complementado con diferentes combinaciones de ácido 3-indol acético (lAA)

y cinetina (KN), Dichos brotes fueron enraizados y transferidos a un campo experimental oon

condiciones similares a lâs de la planta silvestre, poniendo de manifiesto que la propagación

in vitro presentó.efectos positivos sobre la síntesis de los compuestos naturales produoidos

por la planta, ya que se alcanzó una concentración de 7.39 mg/g de peso seco de galfimina B

(Rojas ef a/., 2005).

Se ha demostrado que las galfiminas A-l poseen actividad ansiolítica, siendo que los

compuestos más activos en el modelo de la cruz-elevada, ensayo utilizado para identificar

nuevos candidatos para tratar la ansiedad y depresión, en los que se observa habitualmente

que los animales muestran cierta prefçrencia por los brazos cerrados, aventurándose sólo

esporádicamente a explorar los brazos abiertos, donde el sujeto se encuentra eventualmente

más expuesto. Su validez se sustenta en que sólo los fármacos ansiolíticos mejoran la

frecuencia de ingresos y tiempo de permanencia en los brazos abiertos, en tanto que no se
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producen cambios conductuales significativos al administrar otros psicofármacos

(antidepresivos y neurolépticos), son las galfiminas A y B (Herrera-Ruíz ef al.,20OT).

1.2.8 Aspectos Metabolóm¡cos y Genéticos de la Planta Galphtmta glauca.

La investigación de análisis metabolómico realizada por Cardoso-Taketa y

colaboradores (2008) demostró que poblaciones de G. glauca, colectadas en diferentes

localidades de México (Dr. Mora, Guanajuato; San Andrés de la Cal, Tepoztlán y Cuernavaca,

Morelos; Jalpan de Serra, Querétaro; y Zapopan, Jalisco), presentan variaciones importantes

en el contenido metabólico de sus compuestos incluyendo a las galfiminas, lo que se refleja

en variaciones en las actividades ansiolítica y sedante de sus extractos. El análisis

metabolómico de estas poblaciones demostró que, de las seis incluidas en el estudio, solo

dos de ellas, creciendo en el Municipio de Dr. Mora, Guanajuato, y en Jalpan, Querétaro, se

diferencian del resto de las poblaciones, y que ello responde a la presencia de galfiminas.

Cuatro años más tarde, en un estudio realizado por Sharma et al,, 20'12, se comparan los

perfiles químicos de siete poblaciones de G. glauca colectadas en diferentes localidades de

la República Mexicana, incluyendo la de Miacatlán, Morelos y Tuxtla Gutirárrez, Ghiapas. Los

resultados del estudio metabolómico con las especies colectadas en el 2009 fueron similares

a los de la colecta del 2005, confirmando así que el contenido de galfiminas es constante en

las poblaciones de Jalpan, Querétaro y Dr. Mora Guanajuato, además de 
. 
que estos

compuestos son los responsables de la actividad farmacológica en el SNC. Este estudio

plantea la posibilidad de que en las siete poblaciones analizadas se presentan al menos tres

diferentes especies del género Galphimia,lo que sugiere que existen factores genéticos que
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juegan un papel importante en la síntesis de los compuestos biodinámicos. En relación a la

comparación del perfil químico por cromatografía en capa fina, se demostró que las

poblaciones activas presentan un comportamiento químico único. Estos resultados muestran

que el uso de código de barras de ADN combinado con el análisis del perfil químico por TLC,

pueden ser una henamienta potencialen las pruebas de control de calidad para eldesarrollo

de fitomedicamentos a base de Galphimia glauca, y de cualquier otra especie vegetal. Por

otro lado, este estudio abre la posibilidad para realizar investigaciones botánicas detallados y

de taxonomía molecular que permitan confirmar o descartar los datos obtenidos, además, en

esa misma investigación se evaluó por primera vez, la actividad anti-inflamatoria en las

poblaciones colectadas, encontrando actividades similares en todos los individuos, por lo que

ésta actividad no se encuentra necesariamente relacionada con las galfiminas (Sharma ef a/.,

2012). En otro trabajo más reciente realizado por Gesto et al. (2019) se analizaron I

poblaciones de G. glauca incluyendo 5 poblaciones no estudiadas anteriormente, y se logró

identificar mediante técnicas cromatográficas (CCF y CLAE) y espectroscópicas (RMN-1H) la

presencia de galfiminas en las poblaciones de Doctor Mora, Gto.; Zimapán, Hgo.; Cadereyta,

Qro. y Jalpan, Qro. Adicionalmente se realizó un análisis molecular en donde se emplearon 6

códigos de barras de ADN (matK, rbcL, rpo0l, psbA-trnH, lTSl e lTS2), lo que permitió sugerir

que las poblaciones estudiadas potencialmente pertenecen a cuatro especies diferentes del

género Galphimia.
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1.2.9 Taxonomla de la Especie GalphimÍa glauca

1.2.9.1Aspectos Botánicos de la Planta Galphimia Glauca

El nombre de Galphimia glauca se ha aplicado a la mayoría de las especies mexicanas

de Galphimø, y se caracteriza por sus inflorescencias de color amarillo con pétalos

persistentes, debido a la temprana introducción de Galphimia a la horticultura. El Herbario de

la Universidad de Michigan, propone la siguiente clasificación taxonómica para la especie G.

glauca.

Tabla 1. Taxonomía de la planta Galphimia glauca. (Herbarium.lsa.umich.edu).

Relno Plantae

Clase Magneolopsida

Famllla

Especle Galphimia glauca
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1.2.9,2 Morfologla y Distribuc¡ón Geogråfica de Galphimla glauca

Es un arbusto de 2-3 m de alto;todas sus partes

vegetativas están recubiertas principa lm ente

por tricomas de color rojizos y cafés de 0.2-

0.6 mm de longitud. Las hojas miden 1.5-5 cm

de largo y 1.3-3.5 cm de ancho, son elípticas

u ovaladas, rara vez suborbiculares, tienen

una punta apiculada. Los pétales miden 0.4-
Figura 2, Planta Galphimia glauca.
(www.herbarium,lsa.umich.edu). 1.5 cm de largo son ligeramente serosos. Las

glándulas usualmente se encuentran por pares, cada glándula mide 0.4-0.7 mm de diámetro.

Los frutos son capsulas globosas ligeramente triboladas, de 6 cm de diámetro conteniendo

las semillas. Las inflorescencias se localizan en la parte superior en forma de racimo terminal

densamente voluminoso de color amarillo. Los pétalos son abundantes de color amarillo no

uniforme, su margen es finamente denticulado; los pétalos de las flores laterales de la punta

miden 1.5-2 mm de largo y 0.5 mm de ancho; los pétalos más grandes de la flor miden 7.5-

9.5 mm de largo y 5-6.5 mm de ancho tienen forma elíptica. Generalmente son triangulares y

su vértice es redondeado. En cuanto a los ovarios; presentan un estilo de 5.5-6.7 mm de

longitud. En relación a su fenología, la colecta de flores es durante el mes de noviembre a

enero y elfruto de mayo a enero.
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Figura 3, Galphimia glauca. a. Rama con flores y hojas separadas a la
derecha. b, c. Base de las hojas mostrando las glándulas. d. Flor
abierta. e. Pétalo lateral. f, pétalo posterior g. androceo h. gineceo i.

cubierta de semilla j. semilla k. embrlón (Anderson, 2007).

Distribución en México (Aguascalientes, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Nuevo León,

Querétaro, San Luis Potosí, Tamaulipas, Zacatecas y Morelos); la especie G. glauca ee

encuentra en bosque caducifolio, bosque de pinos, bosque de robles-pinos, matorrales y en

los alrededores de algunas carreteras (figura 4).

\
1-/ :

l(
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Figura 4. Distribución geográfica de Galphimia glauca en diferentes estados de la República Mexicana,
puntos verdes indican los estados en donde se encuentra la planta (Anderson, 2007; Sharma et al.,

2012).

Con el fin de investigar si la acumulación dèr galfiminas es el resultado de un control

genético, o bien de condiciones ambientales, en la presente investigación realizamos un

análisis fitoqufmico aplicando procedimientos cromatográficos CCF y CLAE a todos los

individuos de seis poblaciones que fueron estudiadas en un trabajo previo: Doctor Mora, Gto.

(GM);Jalpan, Qro. (QJ); Cuernavaca, Mor. (MC);Tepoztlán, Mor. (MT), GuadalaJara, Jal. (JG)

y Tuxtla Gutiérrez, Chis. (CT)1, y que fueron aclimatados en condiciones de invernadero,

además de germinar sus semillas en condiciones in vitro. Adicionalmente y debido a que el

proceso de aclimatación en condiciones del invernadero implica variaciones ambientales en

términos de luz y humedad que influyen en el fenotipo de las plantas (Pigliucci et a\.,2006;

.¡*-*-

I
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Sultan, 1995), once meses después de su trasplante a condiciones de invernadero se

realizaron estudios morfométricos de las hojas colectadas de las plantas silvestres, así oomo

del follaje de los mismos individuos, Si la producción de galfiminas responde al control

genético, se predice que los individuos colectados de poblaciones silvestres activas deberían

producir galfiminas en el invernadero y en condiciones rn vitrol en tanto que, los especímenes

inactivos en su entorno silvestre no producirían triterpenos en las condiciones controladas del

invernadero ni en la plántulas germinadas in vitro.
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2. Justificación

En la actualidad, no es claro si las diferencias observadas en la acumulación de

galfiminas con actividades sedante y ansiolítica en individuos de diversas poþlac¡ones de la

especie vegetal que ha sido botánicamente clasificados como Galphimia glauca, se debe a

diferencias genéticas entre las poblaciones, o si son producto de su entorno ecológico. Por

ello se ha planteado que una de las formas de abordar esta problemática es determinar los

perfiles químicos de individuos provenientes de diferentes poblaciones de la planta, que serán

crecidas en el modelo experimental de jardín común con condiciones uniformes y controladas

de invernadero, y en condiciones in vlÍro. Además, se realizará un estudio morfológico del

follaje de las plantas silvestres y las aclimatadas en invernadero, debido a la variabilidad

climática que podría influir en elfenotipo de estas últimas.

Por lo anterior, resulta relevante realizar análisis químicos cromatográficos con CCF

y CLAE, de individuos de Galphlmia sp. provenientes de poblaciones colectadas en diversas

localidades de la República Mexicana, que serán cultivados en invernadero por un periodo de

once meses y en condiciones ln vitro; para después comparar sus perfiles con los de plantas

silvestres. Será importante, asimismo realizar un estudio morfológico del follaje de los

individuos silvestres yersus los individuos aclimatados en invernadero durante once meses.
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3. Hipótesis

La presencia de galfiminas en individuos de Galphimia sp. provenientes de

diferentes poblaciones creciendo en la República Mexicana responde a factores genéticos,

por lo que, de las seis poblaciones colectadas, aquellos individuos que pertenecen a dos

poblaciones que sintetizan los compuestos activos en condiciones silvestres seguirán

produciéndolos tanto en condiciones uniformes y controladas de invernadero como en

oondiciones in vitro. El fenotipo de las plantas aclimatadas en invernadero se mantendrá

durante su aclimatación en condiciones de invernadero, por lo que sus características

morfológicas de las hojas se mantendrán durante este periodo'
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4. Obletivos

4.1 Objetivo General

Evaluar las diferencias químicas y morfológicas de 7 poblaciones de la especie

Galphimia sp de las plantas cultivadas en invernadero y en condiciones in vitro,

4.2 Objetivos Específicos

r ldentifîcar y cuantificar las galfiminas en individuos silvestres de 7 poblaciones de

Gatphimia sp. por medio de cromatografía en capa fina (CCF) y cromatograffa líquida de

alta eficlencia (CLAE).

o Aclimatar individuos silvestres de las 7 poblaciones naturales de Galphimia sp.

transfiriéndolos para ser cultivados en el modelo experimental de jardín común bajo

condiciones uniformes y controladas de invernadero.

o ldentificar y cuantificar las galfiminas en individuos de las diferentes poblaciones de las

plantas cultivadas en condiciones de invernadero por medio de cromatografía en capa fina

(CCF) y cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE)'

o Comparar los perfiles químicos de las plantas de Galphimla sp. aclimatadas en condiciones

controladas de invernadero vs los individuos silvestres.

r Caracterizar las diferencias morfológicas foliares de los individuos provenientes de las 6

poblaciones de Gaþhimia sp. cultivadas bajo condiciones uniformes y controladas de

invernadero por un periodo de once meses.

¡ ldentificar y cuantificar las galfiminas en individuos de las diferentes poblaciones de las

plantas crecidas in vitro por medio de cromatografla en capa fina (CCF) y cromatografía

líquida de alta eficiencia (CLAE).
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4. Estrategia ExPerimental

"Variación en la Producclôn de Compuestos
Ansiolíticos y Sedantes en Poblaciones de
Galphimia sp. Cultivadas en Gondiclones de

lnvernadero e ln vltro"

Colecta del material vegetal de las
poblaclones (10 individuos Por
poblaclón) Dr. Mora Gto., JalPan

Qro., Mlacatlán, Mor,, Cuernavaca,
Mor., Tepoztlån, Mor., Guadalaiara,

Jal., Tuxtla Gtz, Chis.

Cultivo en lnvernadero Germinación in vltro

Cultivo y aclimatación de
individuos en sustrato

estandarizadÖ: suelo, Peatmoss,
vermiculita

Germinación y crecimiento en
medio MS, 26 oC, HR 60 7o.

Enraizamiento ex vltro.

Anålisis
morfométrico
y de variables

climáticas

Aclimatación:Crecimiento de
nuevos individuos en sustrato

estandarizado: suelo, arena polvo
de coco,

Análisis por
CCF y CLAE
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6. Materiales y Métodos

6.1 Recolección del Material Vegetal

Se colectaron 10 individuos y sus semillas de 7 poblaciones de la planta botánicamente

clasificada como G. glauca provenientes de las siguientes localidades: Guanajuato (Dr. Mora),

Morelos (Miacatlán, Cuernavaca y Tepoztlán), Querétaro (Jalpan), Jalisco (Guadalajara) y

Chiapas (Tuxtla Gutiérrez). Posteriormente se realizó la separación de las semillas para su

germinación in vitro y en condiciones de invernadero. Las plantas se identificaron en el

Herbario HUMO de la Universidad Autónoma del Estado de Morelos asignándoles un número

de voucher, (Tabla 2).

Tabla 2, Características de las 7 poblaciones colectadas de Galphimia sp'

Población Voucher

Herbario

HUMO

Localidad Tiempo y fecha de colecta Posición Alt¡tud Ecosistema

GM 15189 Doobr Morå, Guânajuato

QJ 15421 Jalpan de Serra, Querétaro

MC 15011 Cuemavaca,Morelos

MT 15485 Tepoãlán, Morelos

Septiembre 16

12:00-13:00 h

Septiembre 15

15:00-16:00 h

Septiembre 10

13:00-14:00 h

Septiembrê 6

12:00-13:00 h

21" 06.74 N

100" 19.22 W

21" 28.50 N
99" 28.57W

18" 45.57N
99" 13.48 W

18 " 59.35 N
ss'06.97 w

2120 Semi-árido, vegetación

secundaria

154t Bosque de pino-encino

2204 Bosqus tfopical

1 700 Estacional-Bosque
tropical seoo de

vegetación secundaria
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JC| 15014 GuadalaJara, Jalisco Septiembrs 20

14:00-15:00 h

Septiembre 2B

1 1:00-14:00 h

20" 40.67 N 1585
103" r9.95W

l6'49.52 N
93'05.95 W

Estacional-Bosque
tropical seco de

v€gêtación secundaria

CT 15018 Tuxtla Gutiérrez, Chiapas 559 Bosque de pino-encino

6.2 Aclimatación en lnvernadero de los lndividuos Silvestres de las 7

Poblaciones dê Galphimia sP.

El sembrado de los 10 individuos colectados de cada población, se realizó en un

sustrato comercial adicionado con suelo de monte, peat moss, vermiculita y perlita (1:1:2:21'

Los periodos de riego fueron 3 veces a la semana con 5 litros de agua por planta y 1 gr de

fertilizante mênsual (Miracle-Grow Company OH, USA), esto para un buen crecim¡ento. Los

individuos colectados se colocaron en un espacio aislado territorialmente con luz y

temperatura ambiental. Las plantas se clasificaron de acuerdo al grosor de su tallo

determinado de manera visual(chico, mediano, grande).

6.2.1 Caracterización Morfológ¡ca y Heterogeneidad Ambientalde los lndividuos

Silvestres Aclimatados en lnvernadero.

Para llevar a cabo la caracterización morfológica se tomaron muestras de hojas a los

i,7 y 11 meses de aclimatación de las 7 poblaciones y se midieron las siguientes variables:
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forma de la hoja, longitud de eje mayor y longitud de eje menor. Además, se tomaron datos

de fenología de estos individuos s¡lvestres; época de follaje y floración. Ël área de la hoja se

calculó utilizando la ecuación de una elipse. Utilizamos med¡ciones repetidas ANOVA

(TmANOVA) para analizar el efecto de la población (seis localidades), eltiempo (11 meses) y

eltérmino de interacción (población x tiempo) en la variación en elárea de la hoja en réplicas

de 5 individuos por población.

Con el fin de explorar si las variables ambientales climáticas se correlacionan con los

patrones derivados de análisis químicos, realizamos un Análisis de Componentes Principales

(pCA) sobre los valores medios mensuales de las variables climáticas (es decir, la

temperatura media anual, temperaturas medias máximas, y la precipitación media anual,

( https ://www. es. climate-data.org/).

9.2.2 Gromatografía en Gapa Fina (CCF) de los lndividuos Silvestres

Aclimatados en lnvernadero.

Se realizaron extractos metanólicos (100 mg/1 ml de MeOH) de las 7 poblaciones se

sonicación 10 min, esto se repitió 4 veces las muestras se aplicaron en una cromatoplaca de

aluminio recubiertas con 0.25 mm de gel de sílice. Como fase móvil se utilizó acetato de etilo

con cloroformo a una proporción de 2:1. Lavisualización de los compuestos se realizó a través

de la reacción con elagente cromógeno vainillina y HzSO+ al lo/o (0.1 g en 10 mL) yfinalmente

la cromatoplaca se calentó a 100 'C para observar la presencia de los triterpenos que se

Página 35



'o,-ftl:.f. {:i&
.Ã"è' s{i¡11

'rriÁËl-ð:iÉ i

s,F^l,H

caructeilzarì por presentar un color violeta. Previo al revelado con el agente "r"t"näi'.î."
procedló a visualizar las placas mediante luz UV de longitud de onda corta y larga.

6.2.9 Generación de Perfiles por Cromatografla Líquida de Alta Eficiencia (CLAE)

de los lndividuos Silvestres de Galphimia sp. Acl¡matados en lnvernadero.

Se utilizó un equipo de CLAE, marca Waters, (MilliporeCorp, Waters). Este equipo

cuenta con un sistema de distribución de disolventes (bomba 600), un detector UV con arreglo

de diodos (410), inyector manual y un procesador de datos (Windows XP). Se realizaron

extractos metanólicos de las 7 poblaciones (100 mg/1 ml de MeOH, sonicación 10 min, esto

se repite 4 veces). Se utilizó una columna analítica Waters Symmmetry Columns (4.6 X 250

mm). Para correr las muestras en el equipo de CLAE se programaron las siguientes

condiciones: elución isocrática con CH3CN: HzO (48:52'¡, unavelocidad de flujo de 0.7 ml/min,

un volumen de inyección de 20 ¡rL, una presión de 1200 psi y la detección por UV a una

longitud de onda de 232 nm (Taketa et al',2Q08, Sharma et a1.,2012)'

6.3 Micropropagac¡ón

Las semillas de G. gtauca se liberaron de la cubierta protectora y se almacenaron en

el refrigerador a 4"C por un período de 5 a 10 días; más adelante, se mantuvieron a

temperatura ambiente de 2 a 3 días. Posteriormente se esterilizaron de la siguiente manera:

se colocaron en tubos Falcón y en agitación por 10 minutos en una solución de cloro comercial

al 1O o/o, se realizaron 4 lavados con agua destilada estéril por un lapso de 5 minutos en

agitación constante para quitar el exceso de cloro (Nader et a1.,2Q04).
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6.3.{ Germinación y Grecimiento

Se colocaron 10 semillas desinfectadas de cada uno de los 10 indivlduos de cada

población en frascos de vidrio de 250 ml conteniendo 40mL de medio MS y 0.7 % de agar

(previamente, todos los medios se ajustaron a un pH de 5.7 y se esterilizaron a 120'G y 1.5

kg.cm2 por 15 minutos). Estos cultivos fueron incubados a26'C con unâ humedad relativa de

60% y un fotoperiodo constante con una intensidad de luz de 40 ¡lmol m"2s{ proveniente de

una lámpara fluorescente de luz blanca (Nader et a1.,2004).

6.3.2 Etapa de lnducc¡ón a Brotación Múltiple

Para llevar a cabo la inducción de brotes, se extrajeron sêgmentos nodales de las

plántulas germinadas asépticamente, estos se inocularon en medio MS. Posteriormente se

realizó la comparación de la morfogénesis que presentaron los individuos de cada población'

Los parámetros que se registraron cada 30 días por un periodo de 5 meses son los siguientes:

altura de los brotes, tamaño de hojas, número de hojas por tallo y número de yemas por brote.

Los datos serán analizados estadísticamente mediante análisis de varianza (Rojas et al.,

2005).

6.3.3 Etapa de enraizamiento y acl¡matación

Se evaluaron 3 protocolos diferentes para llevar a cabo la etapa de enraizamiento ln

vitro:
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A) Protocolo modificado reportado por Rojas et a1.,2001 los brotes de mayor tamaño

de G. glauca fueron transferidos a medio MS basal al 50 o/o de sales,

complementado con 3 % de sacarosa, 2,3 y 4 mg/Lt de IBA y 1 glL de PVP, por

un periodo de 30 días.

B) En el segundo ensayo de enraizamiento in vitro se utilizó el mismo protocolo de

Rojas et at,,2005 pero se utilizó medio 1/2 MS suplementado con una mezcla de

0.1 mglLt cinetina (KN) con 3 mg/Lt ácido indol-3- butírico (lBA), 30/o de sacarosa y

I gr/Lt de polivinilpirrolidona (PVP). Se seleccionaron brotes de 2.5 cm, se

colocaron 5 réplicas por individuo de cada población.

C) Un tercer protocolo de enraizamiento descrito por Sadegui et a1.,2015 en donde

utilizó brotes de 2-3 cm cultivados en medio %MS suplementado con 0.5 mg/Lt de

lBA, 20 % de sacarosa, 7.5 gr/Lt de gar, 1,6 mg/Lt de tiamina y 150m9/Lt de EDTA,

5 réplicas por población. Puesto que la tiamina es esencial en la formación y

aceleración de crecimiento de raíces, además que los quelatos protegen de la

oxídación, permitiendo aportar elementos nutricionales asimilables en las raíces.

Estos frascos se mantuvieron una semana en oscuridad y posteriormente se

colocaron en el cuarto de cultivo con luz constante.

6.3.4 Etapa de Enraizam¡ento

En esta etapa de enraizamiento se llevaron a cabo dos protocolos:

A) Rojas et a1.,2005. En el cual después de 30 días de cultivo in vitro,las plantas

fueron removidas de los frascos, impregnadas de Radix 10000 y transferidos a recipientes de

250 mL con una mezcla de suelo, vermiculita y perlita (2:1:1vlv). Cada plántula fue cubierta
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con plástico para mantener un % HR del 90% y un7Ùo/o de sombra, además de dos periodos

de irrigación por día. Después de 20 dlas se removió gradualmente el plástico y las

condiciones para las plantas fueron gradualmente cambiadas a un invernadero para su

crecimiento.

B) Se utilizó otro protocolo de aclimatación seguido por Ranaweera ef a|.,2013 y Patel

et al., 2014. En los cuales se seleccionaron plántulas de 3-4 cm de altura y se lavaron con

agua esteril 6-8 tiempos. Se colocaron 4 min en una solución de IBA (300 mg/lt),

posteriormente se pasaron a frascos con una mezcla de sustrato (polvo de coco, suelo y

arena). Este ensayo se realizó por triplicado. Periodo de riego 1c124 hrs. Se colocaron en el

cuarto de cultivo por una semana en oscuridad, posteriormente se llevaron a un invernadero

con un 50 % de iluminación y un valor de humedad relativa de 60%'

6.3.5 Prueba de Viabilidad con Tetrazolio

Se colocaron 100 semillas por población en una solución acuosa a45'A durante un

periodo de 24 horas, pasado este tiempo con la ayuda de un bisturí se realizó un corte

longltudinal a cada semilla para poner el Tetrazolio en contacto con los tejidos del embrión.

Las semillas fueron sumergidas en una solución de Tetrazolio al 1% por un lapso de tiempo

de 4 horas. Finalmente, la evaluación se realizó con base al patrón de tinción. Los tejidos

teñidos de rojo son lo que esta viables (ISTA 20071.

6.3.6 Cromatografla en Capa Fina (GCF) de los lndividuos Germinados In Vitro.

Se realizaron siguiendo el mismo protocolo reportado en el punto 6.2.2.
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G.3.7 Generación de Perfiles por Gromatografla Llquida de Alta Eficiencia (CLAE)

de los lndividuos Germinados ln Vltro,

Se realizaron siguiendo el mismo protocolo reportado en el punto 6.2.3.

6,4 Germinac¡ón de Semillas en Maceta de GalphimÍa sp.

Se llevó a cabo la siembra de semillas de los 10 individuos de cada población en

charola de 50 pozos para su propagación. La composición del sustrato por charola fue la

siguiente: suelo, peatmoss, vermiculita, perlita (2:2:1:1 v/v) adicionado con fertilizante.

Posteriormente las charolas se colocaron en el invernadero con un periodo de riego de 1

ocasión cada 3 días. Se realizaron registros de porcentajes de germinación de cada población.

Cada20 días por un lapso de 1 año, se evaluaron los diferentes estadios de la nueva planta,

es decir, se realizó la comparación de la morfogénesis que presentan los individuos de cada

población. Los parámetros que se registraron son los sigulentes: altura de los brotes, tamaño

de hoja, número de hojas por tallo y número de yemas por brote (Rojas et a1.,2005).
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7. Resultados

7.1 Aclimatación en lnvernadero de Ejemplares Silvestres de las 7 Poblaciones

de Galphimia Sp.

7.1.1 Aclimatación de los lndividuos Silvestres de las 7 Poblaciones de

Galphimia sp.

A los 30 días de haber sembrado cada grupo de individuos, éstos comenzaron a

mostrar nuevos brotes vegetativos y axilares. Cabe resaltar que los individuos de tallo grande

presentan una mejor adaptación al nuevo sustrato y condiciones ambientales al que fueron

sometidos en el invernadero. El porcentaje de supervivencia de estos individuos fue del 5O o/o.

T.l.zGaracterización Morfotógica y Heterogene¡dad Ambientalde los Individuos

Aclimatados en lnvernadero de Galphimia sp.

Los ejemplares adaptados a condiciones de invernadero después de 3 meses se

recubrieron de partes vegetativas como hojas y tricomas, mostrando diferencias morfológicas

notables, ya que los individuos de Dr. Mora Gto., son arbustos de no más de 50 cm de altura,

mientras que el resto de las poblaciones los tallos alcanzan una altura de 2.5 m. Además, el

tamaño de las hojas mostró variaciones drásticas, ya que las poblaciones que pertenecen a

Morelos y Jalisco presentan hojas que llegan a medir hasta 10 cm de largo, mientras las

poblaciones de Guanajuato y Querétaro apenas y midieron 3.4 cm de largo, y por lo regular
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tienen forma ovalada, finalmente las de Chiapas son hojas que miden 4-5 cm de largo, pero

se diferencian de las demás porque son más alargadas, (figura 5).

Tepoztlån h'lor Cuernavaca, [,lor Guadalajara Jal Dr fr.lora Glo hltacatlán h'lor

t#n
Jalpan Oro Tuxtla Glz Ch¡s

Figura 5. Comparación de las hojas de las siete poblaciones de Galphimia sp. de los ejemplares
aclimatados durante 3 meses en condiciones de invernadero.

Posteriormente a los 6-7 meses de aclimatación durante los meses de agosto y

septiembre, los individuos correspondientes a las poblaciones de Guanajuato y Querétaro

comenzaron a presentar inflorescencias de color amarillo rojizo en forma de racimo único,

mientras que en el mes de septiembre y octubre las poblaciones de Guadalajara y Morelos

también comenzaron a florecer, pero las inflorescencias se presentaron en forma de varios

racimos. Ën el mes de noviembre la población de Chiapas inició su etapa de floración con las

mismas características morfológicas que las poblaciones de Guanajuato y Querétaro, (figura

6).
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Figura 6. lndividuos de Gatphimia sp. aclimatados en cond¡ciones de invernadero. A, lndividuos aclimatados sin la

prãsencia de inflorescencias B-H, individuos en su etapa de floración, mostrando diferencias morfológicas notables

en elrearreglo de sus inflorescencias. B (Jalpan, Qro.), C (Dr. Mora, Gto.), D (Guadalajara, Jal), E (Miacatlán, Mor),

F (Tepoztlán, Mor), G (Cuernavaca, Mor.) y H (Tuxtla Gtz' Chi')

Se determinó que el periodo de pérdida de follaje fue durante los meses de diciembre-

enero, mientras que su revestimiento ocurrió durante el mes de febrero. Además, se observó

que la floración se presentó de forma distinta a la presentada al tiempo de la colecta (figura

7).
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Figura 7. Plantas aclimatadas en invernadero de Galphimia sp, durante un periodo de 11 meses
mostrando que el revestimiento de su follaje es uniforme.

Asimismo, se realizó un análisis de algunas variables morfométricas de las hojas y se

determinó que las hojas de 6 poblaciones siguen un mismo patrón morfológico a los 11 meses

de aclimatación en invernadero. Dicho cambio se podría atribuir a un proceso de plasticidad

fenotípica adaptativa ya que este proceso es la capacidad de un individuo de producir

fenotipos diferentes en respuesta a cambios en el medio ambiente y como ya se había

comentado anteriormente todos los individuos recolectados se encuentran en las mismas

condiciones. Mientras que las hojas de la población de Miacatlán siguieron otro patrón

morfológico (figura 8).
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Figura 8. Variables morfométricas de las hojas de los individuoe aclimatados ên invernadero de las diferentes
poblaciones de Galphimia sp. después de 11 meses en invernadero

En el estudio de la variación en el área de la hoja, el TmANOVA mostró un efecto

signifícativo dependiendo de la identidad de la población (F6¡ a 18,89, p <0,0001), el tiempo

(Frrr a 7,72, p < 0,011) y el término de interacción (población x tiempo) (F1o¡ a 24,90, p <

0,0001). Al inicio del experimento, el área media de la hoja osciló entre 7 y 33 cm2 en las seis

poblaciones, En última instancia, el valor medio para el área de la hoja entre todas las

poblaciones fue de casi 20 cm2 (Figura 9). Sin embargo, mientras que la mayoría de las

poblac¡ones mostraron unâ reducción en el área de la hoja, las plantas de GM mostraron

claramente la tendencia opuesta. Los individuos de la población GM suelen crecer en un cl¡ma
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semiárido con escasa vegetación secundaria (Sharma elal.,2012a), lo que permite que la luz

acceda directamente a las plantas. Cuando fueron trasplantados al invernadero, mostraron un

incremento en el tamaño de las hojas en respuesta a una menor disponibilidad de luz con

respecto a su hábitat natural, situación que se ha observado para otras especies de plantas

(Xu et al., 2009). Estos resultados indican que la variación en el área de la hoja se debió a la

plasticidad fenotípica.

to Time t11

Flgura 9. lnfluencia del tiempo sobre el índice de área foliar de seis poblaciones de Galphimia sp.
aclimatadas en condiciones de invernadero (GM: Dr' Mora, Gto'; QJ: Jalpan, Qro'; MC: cuemavaca,
Mor.; MT: Tepoztlán, Mor.;JG: Guadalajara, Jal.;y CT: Tuxtla Gtz., Chis,). Periodo de tiempo inicial(to)
y final (trr) (lntervalo de oonfianza del 950/o).

El análisis de componentes principales indica que la producción de galfiminas no depende

de factores ambientales climáticos. Las tres variables que describen la temperatura se

6

0

T :r
1

: T..:: GM

.E OJ
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TMTl¡o
CT

I¡
I
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correlacionan en gran medida con el Factor I (Cargas que van de 0,89 a 0,98). Por el contrario,

la precipitación se correlacionó altamente con el Factor 2 (carga 0.87). Así, dentro del espacio

multivariado, la$ dos poblaciones activas no compartían las condiciones climáticas más

similares, ya que GM (población activa) y JG (población inactiva) se encontraban hacia valores

negativos en términos de Factor 1, lo que indica temperatura similarmente baja. Por el

contrario, QJ (población activa), estuvo expuesto a un clima más similar alobservado para las

poblaciones de MC y MT (Figura 10). Los resultados de las plantas en condiciones de

invernadero proporcionaron pruebas directas de que la acumulación de estos triterpenos es

independiente de las condiciones ambientales a las que estaban expuestos, ya que las seis

poblaciones fueron sometidas a las mismas condiciones físicas de sustrato, luz, humedad y

temperatura.
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Figura 10. Análisis de Componente Principal de las variables climáticas de seis poblaciones de

Aãpnimiasp. 1=Guadalajara,Jal;2=Dr.Mora,Gto.;3=Jalpan,Qro.;4=Cuemavaca,Mor.; 5=
Tepoztlán, Mor., 6 = Tuxtla Gutiérrez, Chis.

Elanálisis generalde esta investigación corrobora nuestra predicción de que la producoión

de galfiminas en las poblaciones de GM y OJ de Galphimia sp., está controlada

genéticamente.

7.1.3 Perfiles Cromatográficos en Capa Fina de los lndividuos Acl¡matados en

lnvernadero de Galphimia sP.

Se llevó a cabo el análisis de cromatografía en capa fina de los individuos colectados

en las diferentes localidades previo a ser aclimatados en condiciones de invernadero, los
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cuales reflejaron las diferencias reportadas por Sharma et a\.,2012. Este perf¡l cromatográfico

se consideró como elcontrol en relación a los ensayos posteriores. En la figura 11, se muestra

el perfil químico (orden de poblaciones que presentan los compuestos de interés) de la

población de Jalpan Querétaro y Dr. Mora Guanajuato , mostrando similitud en cuanto a la

presencia de las galfiminas que revelan de color morado, no obstante, se hace mención que

las muestras de Querétaro no presentan un perfil uniforme con respecto a la familia de las

galfiminas, por ejemplo, el individuo E no presenta la galfimina B mientras que el resto de las

muestras si presentan las galfiminas A y B. Con respecto al perfil de la población proveniente

de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, esta presenta unos compuestos de color anaranjado presentes

también en la población de Querétaro, pero no la presencia de las galfiminas. En tanto que el

perfil qulmico de las poblaciones de Guadalajara y Morelos comparten un patrón similar con

la presencia de compuestos que revelan en color azul los cuales no han sido identificados,

pero se ha sugerido que posiblemente corresponden a los derivados del ácido gálico.

Finalmente, el patrón cromatográfico revelado por la población de Guernavaca, Morelos, no

presenta compuestos con este sistema de elución. En resumen, con este perfil químico es

posible corroborar que la planta de Galphimr,a sp. colectada en diferentes estados de la

República Mexicana presenta una variación importante en el contenido de los compuestos

bioactivos (familia de las galfiminas), pero únicamente en las poblaciones que inicialmente

presentan estos comPuestos.
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Jalpan, Querétaro

Guadalajara, Jal

Dr. Mora, Guanajuato

r" .:.- :Tr îä.Þ:
Tuxtla Gtz, Chiapas

r2l4:lt 78 91n( 1l tì 1¡ :t l{i 17 t)3(Å5llÌ(ll

M¡acatlán, Mor. Tepoztlán, Mor. Cuernavaca, Mor.

123C45 t5

Figura ll. Perfilcromatográfico en capa fina de las 7 poblaciones colectadas en Oif"r"nt.rio;;";".
OJh Repriblica Mexicanã a tiempo 0. En 6 poblaciones se con¡eron muestras conespondientes a 5
individuos excepto en la poblaclón de Jalpan, Qro., en la cual se corieron muestras de los 17 individuos
colectados. Se utit¡zó como control una fracción purlficada de la familia de galfiminas denominada con

la letra C. El sistema de fase móvil utilizado fue acetato de etilo:cloroformo (2:1 vlv).

Posteriormente, se realizó un anális¡s cromatográfico comparativo con las hojas

nuevas de los individuos recolectados y aclimatados en maceta (7 meses). Los perfiles

químicos son mostrados en la figura 12 en donde la población de Jalpan. Qro. y Dr. Mora,

Gto. Presentan las galfiminas que revelan en color morado-violeta, mientras que para la

población de Tuxtla Gtz., Chi., siguen presentes los compuestos de color anaranjado, en tanto

que, para las poblaciones de Guadalajara, Jal., y Miacatlán se siguen presentado los
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compuestos de color azul yfínalmente para la población de Cuernavaca, t";., ;; ;;

observa la presencia de ningún compuesto con este sistema cromatográfico.

n, Querétaro

.t5[6î

-ìe

89¡011 l)]c45

Miacatlán, Mor. Cuernavaca, Mor.
Tuxtla Gtz, Chlapas

Figura 12. Perfilcromatográfico en Gapa fina de las 6 poblaciones colectadas en dfferentes localidades

dã h República Mexicana, a 7 meses de aclimatación en invernadero. En 5 poblaciones se corrieron

muestras cogespondientes a 5 individuos excepto en la población de Jalpan, Qro., en la cual se

corrieron muestras de los 11 individuos colectados. Se utilizó como control una fracción purificada

de la familia de galfiminas denominada con la letra C. Elsistema de fase móvil utilizado fue acetato

de etilo:cloroformo (2:1 v/v).
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Finalmente se llevó a cabo la recolecta de las hojas de cada individuo aclimatado en

invernadero (11 meses) para la obtención de los extractos metanólicos y el análisis químico

por cromatografía en capa fina, resultando lo siguiente: en las poblaciones de Miacatlán,

Tepoz¡án y Jalisoo los compueetos de color azul, se mantienen presentes a pesar de los

çambios morfológicos observados en las plantas; mienffas que las poblaciones

correspondientes a Dr. Mora y Jalpan que contienen las galfiminas los siguen presentando de

manera similar al tiempo cero de recolecta y la población de Chiapas siguen estando

presentes los compuestos de color anaranjado (figura 13 A y B).

A
GM QJ MC MT J.G CT

c4õ c4 c45 I c4c45
E QJ MC MT JG CT

'l 23c45 123c45 I c4 123c4 r23c4512 3c45

Flgura 13. Perfiles por cromatograffa en capa fina de .Ga.lphim,q sp^. 0 Perfll cromatográflco.de los

inðividuos aclimatadbe en invernãdero de algunas poblaclones de Galphimia sp. (0 meses) B) Perfil

cromatográfico de los individuos aclimatados en lnvernadero de algunas poblachnes de. Gaþfiimia sp.

(11 mesãs). GM: Dr. Mora, Gto.; QJ: Jalpan, Qro.; MC: Cuernavaca, Mor.; MT: Tepoztlán, Mor.; JG:

òuadalaJaia, Jal.; and CT: Tuxtla Gtz., ihis,). C = control de. galfiminas; 1-5 son individuos de cada

poblacióh. Elsistema de fase móvilutilizado fue acetato de etilo:cloroformo (2:l vlv).

r 23c45
GM
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Los datos indican que a pesar de los cambios morfológicos que presentan los

individuos aclimatados en invernadero, estos no pierden el patrón de la producción de

metabolitos característicos de cada población.

7.1.4 Generación de Perfiles por Gromatografla Llquida de Alta Eficiencia (GLAE)

de 6 Poblac¡ones de GalphimÍa sP.

El análisis por CLAE confirmó la presencia de picos de galfimina l-V, exclusivamente

en todos los individuos GM y QJ (Figura 14A y B), tanto en el tiempo 0 como a los 11 meses

después deltrasplante. Las muestras de otras localidades no mostraron picos de galfiminas.

En los perfiles por CLAE, las muestras de GM presentaron entre ellas variaciones en la

acumulación de galfiminas, tanto en el tiempo 0 como en el tiempo 11: pico l, normalmente

está presente en el tiempo 0 y ausente en el tiempo 1 1; pico ll es más abundante en el tiempo

0 en comparación con el tiempo 11, mientras que el pico lll está ausente en el tiempo 0 y

mínimamente acumulado en el tiempo 11. Los picos para la acumulación lV y V fueron

aproximadamente iguales en el tiempo 0 y el tiempo 11 (Figura 144). Con respecto a las

muestras de QJ, todas.las galfiminas estaban presentes en tiempo 0 y 11, a concentraciones

variables; sin embargo, los picos ll y V fueron los más abundantes, especialmente a los 11

meses (Figura 148). Como se ha demostrado anteriormente, la mayoría de los picos están

compuestos por una mezcla diasteroisomérica de galfiminas; por ejemplo, el pico I se forma

a partir de galfiminas (GA y GH), pico ll (GB y GF), pico lll (GC), pico lV (GD e Gl) y pico V

(GE y GG).
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Figura 14. A) Perfiles cromatográficos por CLAE de extractos crudos de 5 indivlduos de Gaþhimia sp.
colectados en Dr. Mora, Gto. (GM) a tiempo 0 (T0) y 11 meses (TF) después de ser trasplantados en

condiciones de invemadero, mostrando la presencia de galfimlnas. B) Perfiles cromatográflcos por

CLAE de extractos crudos de 5 indivlduos de Gaþlrlma sp. colectados en Jalpan, Qro. (AJ) a tiempo
O (TO) y 11 meses (TF) después de ser trasplantados en condiciones de invemadero mostrando la

presencia de galfiminas. Condiciones cromatográficas: fase móvil, ACN: H2O (48:52); volumen _de
inyección 20pL; velocidad de flujo 0.7 mL/min; tiempo de conida 30 min. (pico I GA/GH, pico ll GB/GF,
pico lll GC, pico lV GD/GI, y pico V GE/GG).

Diversos estudios en la literatura han mostrado variación entre las poblaciones de

plantas en términos de producción de triterpenos, posiblemente resultantes del control

genético y/ o factores ambientales que afectan los patrones observados. Devkota et al. (2010)
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mostraron un efecto ambiental en la producción de triterpenos en Centenlla asiafica que

correspondía a una variación en la exposición alsolentre sitios cercanos en Nepal. Makhnev

et al. (20121 encontraron una mayor concentración de triterpenos para las poblaciorles

septentrionales de Betuta pénduta a lo largo de un gradiente latitudinalde 1ô00 km.

7.2 Micropropagación de las 7 Poblaciones de Galphimia sp.

2.2.1 Propagac¡ón in vitro de las 7 Poblaciones de la Planta Galphimia sp.

Los resultados obtenidos para el primer ensayo de germinación in vrTro fueron los

siguientes: solo se generaron brotes de la germinación de semillas de dos individuos de las

poblaciones de Jalpan, Qro., Dr. Mora, Gto., Miacatlán, Mor., y Cuernavaca Mor, mientras

que, para Guadalajara, Jal. y Tepoztlán, Mor., solo germinó uno de los de diez individuos. Los

primeros brotes se observaron entre los 25 y 30 días de la inoculación, mostrando una baja

germinación (10 y 20 ?/o) (Figura 15).

Jalpan, Oro.
30 dÍas

2lt0
20 'cn

Dr Mora , Gto
30 dfas
zil0
20 9l

Guadalajara.
30 dias

r 110

l0 tc

Miacatlån, Mor.
25 dias

2t10
20 0'b

Tepoztlån. Mor
27 dfas

1il0
¡ ¡r 9,0

Cuernavaca, Mor
30 dias

2t10
2û ç,o

Figura 15. Primeros brotes delcultivo in vitro de las siete poblaciones de Galphimia sp. mostrando

tiempo y porcentaje de germinación de los 10 individuos sembrados en medio MS'
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Los resultados obtenidos en este ensayo nos indicaron que el porcentaje de

germinación fue mínimo por ello se optó por realizar como primera instancia un ensayo de

viabilidad de las semillas de Galphimia sp.

Los resultados de la prueba de viabilidad fueron alentadores y por ello se realizó

nuevamente un segundo ensayo de germinación rn vitro de las 7 poblaciones de Galphimia

sp. sólo que en esta ocasión se incrementaron el número de semillas (15 semillas) de cada

individuo por población para obtener mayor porcentaje de germinación, logrando un

incremento en el número de individuos germinados de cada población. La falta de germinación

en el primer ensayo se debió probablemente aldeterioro físico de las semillas inoculadas. En

la figura 16 se muestran eltiempo y porcentaje germinación de las semillas.

Jalpan,Qo-
50 dlas

6/10
6096

Dr- Mora, G[o-
45días

a10
2îUn

Guadalaþra,Jal-.
50 dfas

1r10
r096

Miacallån,Mor.
¿15dfas

2tro
2A9r

Tepoztlán, Mor.
27dJæ

1t10
lo96

Cr¡emavaca,Mor-
30dlas

6110
60%

Figura 16. Muestra la germinación in vitro de las poblaciones de Galphimia sp. mostrando porcentajes

de germinación del 10 hasta 60 o/o.

Las poblaciones con una velocidad mayor de germinación fueron las de Guadalajara,

Miacatlán y Jalpan puesto que los primeros brotes se comenzaron a observar entre los 15 y
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20 días de siembra. En la tabla 3 se indican los porcentajes de germinación y los individuos

clonados de las poblaciones que germinaron de Galphimn sp. Además, los individuos

correspondientes a las poblaciones antes mencionadas también mostraron un buen

crecimiento en relación a los parámetros considerados, ver tabla 4.

Tabla 3. lndivlduos germinados y clonados de las 7 poblaciones en estudio de Galphimia sp.

lndlviduo Dr Mora,
Gto.

Jalpan, Qro. Teportlán, Cuernavaca, Miacatlán, Guadalajara, Tuxtla
Jal. Gu, Chl.Mor.Mor.Mot:

10

Total dc lnd.
germiriados

3

%de
lndfviduos

grrmlnadoi

30% 60% IOo/o 60% zWo
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Tabla 4. Parámetros de crecimiento a los 20 días de germinación de las siete poblaciones de
Galphimia sp. por individuo.

4

Jalpan Qro.

Tepoztlán, Mor.

7 4

7

6

7

6

6

Miacatlán,'Mor.

GuadalaJara, Jal,

TT It2
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A pesar de haber aumentado el número de semillas inoculadas por frasco no se logró

incrementar de manera considerable en la germinación; así que se decidió realizar

modificaciones a los protocolos de desinfección, rompimiento de dormancia y cambio de

medio de cultivo.

Además, se realizaron dos ensayos más de germinación in vitro de las poblaciones de

Gatphimia sp. incrementado el nrlmero de semillas, así de este modo se obtuvieron más

individuos de cada población, exceptuando las poblaciones de Guadalajara, Jalisco y Tuxtla

Gutiérrez Chiapas, ya que a pesar del resultado de viabilidad se siguieron inoculando en

medio MS obteniéndose un resultado negativo. Los resultados se muestran en la tabla 5 la

cual es una modificación de la tabla 3.
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Tabfa 5, lndividuos germinados y clonados in vitro de las 7 poblaciones en estudio de Galphimia sp.

lndividuo Dr. Mora,
6to

Miacatlán,
Mor,

Guadalajara, Tuxtla
Gtz, Chi.

Jalpan, Qro. TePoztlán, Cuernavaca,
Mor,Mor. Jal

I 5

5

5

3

5

2

2

2

2

1

2

3

3

6

3

2

3

4

5

6

7

I
9

10

2

15

2

5

22

Totel de ¡nd,
germinados

%de
¡ndividuos

germinados

10

En la tabla 6 se muestra que en las poblaciones de Dr. Mora, Cuernavaca y Miacatlán

se ¡ncrementaron el porcentaje de individuos germinados, mientras que para las poblaciones

de Jalpan, Tepoztlán, Guadalajara y Tuxtla Gutiérrez no se incrementó la germinación. En

relación a los parámetros de crecimiento evaluados de estos individuos siguen un mismo

patrón.

Finalmente se realizó el último ensayo de germinación de las tres poblaciones de

Morelos (Tepoztlán, Cuernavaca y Miacatlán) colectadas durante los meses de enero-febrero

del año en curso, esto se realizó para alcanzar el número de individuos necesarios para el

análisis metaþolómico. En esta colecta se confirmó la hipótesis planteada de la baja

60

6

60

3

2

4

40

6

6010

L1 0

0
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germinación, es dec¡r, aunque en la planta se observó que la semilla haya alcanzado su

madurez (máximo peso seco) al liberar las semillas de la testa se observó que algunas

semillas aún siguen inmaduras (Figura 17).

Flgura 17 recolectadas de sp, de la
poblaclón de Tepoztlán, Morelos.

En la tabla 6 se resumen los datos de la cantidad de semillas que se liberaron de la

testa para ser germinadas ln vitro, se seleccionaron los individuos que contenían 100 semillas

las ouales por su aspecto físico, se determinaron como semillas maduras e inmaduras,

resultando en porcentajes que van desde los 40-30 0/o de semillas maduras (tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de semillas maduras de las poblaciones de Morelos
(Cuernavaca, Tepoztlán y Miacatlán).

Pobracrón i"#iï å'iiTl:: ,,,ïil'lî:, 
ooîïi""

TEPOZTLÁN 600 (6 índ.) 408

.)

, 'MI¡AGATLáN' ''
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Posteriormente se llevó a cabo la germinación in vitro de estas poblaciones

comenzando a mostrar los nuevos brotes de los individuos viables de cada población

entre los 15 y 20 días, como se obserya en la figura 18.

(20 o/o

germinación)

Flgura 18. Germinación in vitrode Galphimia sp. de 3 poblaciones de Morelos (Cuemavaca,
Tepoztlán y Mlacatlán).

De este modo con esta última oolecta se completaron los individuos para realizar el

análisis metabolómico y seguir con los protocolos químicos para identificar si existe la

presencia de galfiminas en todas las poblaciones cultivadas en condiciones estandarlzadas.

Finalmente, la tabla 7 estån de los individuos disponibles para realizar los siguientes estudios.

Cuernavaçâ46 o/o

de germinación
Miacatlán (30 7o de

germinación)
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Tabla 7. lndividuos germinados y clonados in vitro de las 7 poblaciones en estudio de Galphimia sp.

lndividuo Dr. Mora,
Gto.

Jalpan, Qro. TepoztlÉn, cuernevaca, Miacatlán, Guadalajara,
Jal.Mor.Mor,Mor.

1 5

I

3

12

3

3

2

2

2

18

3

3

2

3

7

3

4

5

6

7

8

9

l0

2

3

2

L

1

2

10

3

2

4

4

3

5

15

Total de ind,
germinados

7.2.3 Prueba de Viabilidad con Tetrazolio en Semillas de Galphimia sp.

Esta prueba de viabilidad con sales de Tetrazolio (cloruro de 2, 3, 5 -trifenil tetrazol)

de acuerdo al protocolo de ISTA (lnternational Seed Testing Association), se realizó con base

a los resultados obtenidos del primer ensayo de germinación in vitro,ya que se obtuvieron

porcentajes de germinación bajos. Se decidió realizar una prueba de viabilidad, debido a que,

nos permite conocer de manera relat¡vamente rápida el potencial de germinación de las

semillas. Con este ensayo se logra la tinción de los tejidos vivos, ya que mide la actividad de

la enzima deshidrogenasa involucrada en el proceso de respiración, resultando lo siguiente:

se determinó como control la colecta de Dr. Mora Gto., realizada en elaño 2009 por presentar

un porcentaje de germinación de 10-60 % en la prueba piloto de cultivo in vitro. Mientras que

L66566
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las poblaciones colectadas en el año 2011 presentaron un porcentaje de viabilidad por arriba

de 80 o/oyêt tabla 8, por esta razónse realizaron las siguientes modificaciones, en el protocolo

de desinfección, en las variables de almacenamiento para romper dormancia, en el medio de

cultivo para su inoculación e incrementando el número de semillas por individuo.

Tabla 8. Muestra el porcentaje de viabilidad de acuerdo a la tinción (rojo) que sufrió elembrión por elTetrazolio en

las poblaciones en estudio de Gaþhmla sp.

Población % Viabilided

Controls/tx
Dr. Mora, Gto.

Dr. Mora, Gto. 20o/o

Jalpan, Qro 60 o/o

Guadalajara,
Jal.

10 olo

Embrión

ü

*

fþ

ü

å

,fi
,l
Ð

Miacatlán, Mor. 20o/o

Tepoztlån, Mor. 10o/o

Cuernavaca,
Mor.

Colecta 2011
Dr. Mora, Gto.

60 o/o

80o/o

Se realizó una segunda prueba de viabilidad a las semillas colectadas de las

poblac¡ones de Morelos (Tepoztlán, Cuernavaca y Miacatlán). Para poder corroborar los datos

obtenidos sobre las semillas inmaduras se realizó la prueba de viabilidad con Tetrazolio en la

cualse obtuvo como resultado porcentajes similares a los de las semillas maduras (tabla 9).
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Tabla 9. Prueba de viabilidad con Tetrãzolio de las poblaciones de Morelos (Cuernavaca, Tepoztlán y

Miacatlán).

Población Semillas
tratadas

Porcentaje (%l

20 x ind.

20 x ind.

20 x ind.

7.2.t Etapa de enraizamiento in vitro de las 6 poblaciones de Galphimtasp.

A continuación, se presentan los resultados obtenidos utilizando el protocolo de Rojas

et a1.,2005 modificado. El resultado de este protocolo no fue positivo ya que solo se logró

enraizar dos individuos de las poblaciones de Dr. Mora y Cuernavaca después de un periodo

de 40 días, (Figura 19).

Figura 19. Enraizamiento in vitro de Galphimø sp. de las
poblaciones de Dr. Mora y Cuernavaca.

Además de que se promovió la formación de callos en todas las poblaciones, esto

debido al desbalance hormonal entre citocininas (KN) y auxinas (lBA), ya que en algunos

CUERNAVACA

TEPOZTLAN

MIACATLÁN

42Yo

3L.6%

35 o/o
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casos una mayor concentración de estas hormonas da como resultado la formación de callos

(Figura 20)

,2
.g
j'#

Flgura 20. Formación de callos en las 5 poblaciones de Galphimra sp.1. Miacatlán, Mor.2
Guadalajara, Jal. 3. Cuernavaca, Mor. 4. Dr. Mora, Gto.5' Jalpan Qro.

Posteriormente se realizo otro ensayo con el protocolo de Rojas et a1.,2005. En el cual

la comþinación hormonal de cinetina y acido-3-indol butírico es la más idónea para llevar a

cabo la estimulación para la formación de raíces, ya que son concentraciones relativamente

bajas, aunque no es su totalidad, debido a que se ha visto la formación de algunos callos

(Figura 20).

fu¡1
t:i l.s:

fl.¡
i'*
T

i

lb

t
r *

ì"
Þ

I
rl.ary

Figura 2l.Enraizamientç ln vitrO de las poblaciones de Dr. Mora, Gto., Cuernavaca,
Mor., Tepoztlán, Mor., respectivamente.
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Al término de 40 días se lograron enraizar los 3 individuos de las poblaciones de Dr.

Mora, Gto., y Cuernavaca, Mor., mientras que para la población de Tepoztlán solo se enraizó

un individuo, figura 21. En las poblaciones de Jalpan, Qro., y Guadalajara, Jal., no se lograron

obtener raíces. El porcentaje de enraizamiento fue del 28 o/o, ya que solo se enraizaron 7

individuos de 25 tratados con ambas hormonas. En la tabla 10 se muestran los individuos

enraizados, número de rafces y longitud de raíces.

Tabla 10. Poblaciones enraizadas de Gaþhimia sp'

Población Numero de raíces longitud de raíces

Dr. Mora

1

2

3

Cuernavaca Mor.

L

2

3

Tepoztlán, Mor.

L

2

4

L

5cm

7cm

4cm

1.5 cm

3cm

0.5 cm

4

4

5

3cm

Posteriormente al obseryar que no fue óptimo el método para enraizar, se decidió llevar

a cabo otro protocolo de enraizamiento. Se decidió utilizar el protocolo de Sadegui et at.,2015

en donde se utilizaron concentraciones muy bajas de IBA (ácido-3-indol butírico). Con este

4
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protocolo tampoco se logró enraizar las poblaciones sometidas a estas condiciones, (figura

22).

Figura 22.Enralzamiento de las 5 poblaciones de Galphimia sp. mediante elprotocolo de Sadeguiet
a|.,2015.

Por otro lado, también se llevó a cabo otro procedimiento en donde los brotes se

impregnaron con Radix 10000 (ácido indol-3-butirico, que promueve la iniciación de la

formación de raíces). Trascurrieron 40 dlas y no se observó elcrecimiento de rafces sino de

callos.

7.2.5 Etapa de Aclimatación de las 6 Poblaciones de Galphimiasp.

Se llevó a cabo la aclimatación de los algunos individuos en donde solo sobrevivieron

2 plántulas cultivadas in vitrode en un lapso de 40 días, posteriormente se comenzaron a

contaminar con hongos hasta que finalmente se secaron (Figura 23).
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Flgura 23, Etapa de aclimatación de los individuos germinados in vitro de Galphimia sp,

Se utilizó otro protocolo de aclimatación seguido por Ranaweera ef a\.,2013 y Patel ef

a1.,2014, en el cual se tienen resultados más alentadores, ya que 10 de 30 individuos

sembrados en este sustrato fueron viables y muestraron nuevos brotes (Figura 24 y 25).

Flgura 24. Aclimatación de las poblaciones de Galphimia sp. mediante el protocolo de

Ranaweera el al., 2013 y Patel el al., 2014.

Estas plántulas permanecieron 45 días en frascos cubiertos con plástico que

gradualmente se les realizaron orif¡cios para su pronta aclimatación, en la figura 25 se muestra
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uno de los individuos que se destapó completamente, mismo que se deshidr"*';;;;

rápidamente, mientras que el frasco de la derecha muestra un individuo con nuevos brotes

pero que no se ha destapado al 100%. Estos individuos se mantienen en cond¡ciones de

invernadero (Figura 25).

Figura 25. Aclimatación de indlvlduos germinados in vitro de
las 6 poblaciones de GalPhimia sP.

Debido a los resu¡tados poco alentadores se decidió aplicar la técnica de

enraizam¡ento ex vitro

7.2.Ê Etapa de Enraizam¡ento exvitro de las Poblaciones de Galphimia sp.

Se realizó una búsqueda exhaustiva en la literatura de protocolos de enraizamiento ex

vitro y se aplicó el descrito por Ranaweera ef al., 2013 en el cual se utilizó un sustrato

compuesto por polvo dê coco, arena y suelo de monte y el protocolo de Patel ef a1.,2014

aplicando una concentración 300 mg/lt de IBA a brotes de 6 cm de altura. El sustrato se

humedeció con un enraizador agrlcola. Los resultados de enraizamiento se observaron a los

40 días de haber sido sembrados los brotes en las condiciones antes mencionadas.
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Se traspasaron 20 brotes cult¡vados in vitro de las poblaciones de Dr. Mora Gto., y

Jalpan Qro., en donde se observó en un individuo de la población de Jalpan Qro., el

crecimiento masivo de raíces (figura 26).

tæ'

r)

Flgura 26. Enraizamiento ex vitrode la población de Jalpan Qro', de la planta

Galphimiasp.
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A

Figura 27. A) Enraizamiento exvitro de la población de Jalpan Qro., de la planta Galphimia

sp. (¿O días). B) Enraizamiento ex vitro de la población de Dr. Mora Gto., de la planta

Galphimia sp. (40 días).

Además, se realizaron registros del número de hojas por tallo, altura del tallo y numero

de yemas (tabla 11).

B
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Tabla 11. Poblaciones enraizadas ex vifro y parámetros morfológicos de Gaþhtmia sp

1.2.7 Perfil Qulmico por Cromatografla en Gapa Fina de Algunas de las

Poblaciones de Galphimia sp. Cultivadas ln vitro'

Se realizó elanálisis químico de los individuos de los que se obtuvieron más clonas,

para así adquirir el material vegetal seco necesario para este tipo de análisis. Las muestras

analizadas fueron las de Guadalajara (lnd. 7) a los 90 y 120 días. En la figura 28 se puede

observar en el carril 1 y 2 un individuo, que ya no presenta el mismo perfil químico de las

muestras silvestres, lo mismo ocurre con un individuo de Miacatlán, Cuernavaca (120 días)

que se observa en elcarril4 y finalmente en los carriles 5 y 6 que corresponde a las muestras

Parámetros
del Num. De hojas por

tallo tallo

12

6

6

6

7

12

4

6

4

7

6

I
6

7

5.5

6

13

5

6

4

6

5

Dr. Mora Gto.

þ

4

4

4

3

1

2

3

4

5

o

4

4

2

4

1

2

3

4

5

6

Qro.Jalpan
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de Guanajuato y euerétaro (120 dÍas) se logra observar que conservan ligera;";;

presencia de las galfiminas, esto podría deberse a la cantidad de material vegetal seco, al

estadio de la plántula y las condiciones in vitro a la que está siendo sometida la plántula (figura

28).

Figura 28. Perfil cromatográfico del cultivo in vltro de algunas poblaciones de Galphimia sp. Canil:
tnC. Z CIO (90 d), Canil2: lnd. 7 Gld (120 d), carril4: lnd. Miacatlán Mor., CarrilS: lnd. Dr. M 7 y canil
6 lnd, Jalpan, Qro. Se utilizó como control(carrilS) una fracción purificada de la familia de galfiminas

denominada con la letra C. Elsistema de fase móvil utilizado fue acetato de etilo:cloroformo (2:1 v/v).

Se llevó a cabo otro análisis químico por cromatografía en capa fina de los individuos

germinados in vitro (4 meses) en donde tampoco se logró observar la presencia de galfiminas

por lo menos en las poblaciones que las producen. Por ello se realizó el análisis por CLAE.

7.2.8 Generac¡ón de Perfiles por Gromatografía Líquida de Alta Eficiencia (CLAE)

De 6 Poblac¡ones de Galphimia sP.

Para determinar si los individuos germinados in vitro produjeron las galfiminas se

realizaron los perfiles cromatográficos por CLAE en las poblaciones que inicialmente'las

presentan, como las de Dr. Mora, Gto., y Jalpan, Qro., asimismo se analizaron las demás

ffire
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poblaciones para observar si en condiciones rn vitro se mantienen los perfiles químicos de las

plantas silvestres.

lnicialmente se llevó a cabo la curva de calibración con un estándar correspondiente a

GBiGF cuya finalidad es cuantificar la cantidad de galfimina BIF que está presente en las

muestras cultivadas in vitro. Las condiciones cromatográficas fueron las siguientes: fase móvil

acetonitrilo-agua (48:52), velocidad de flujo 0.7 mUmin, volumen de inyecciÓn 20p (Tabla 12,

figura 29).

Tabla12. Curva estándar de GB/GF

Concentraclón ¡rg/ml Areal Área2 Area3 Promedio DE

250

tzs
62.5

30

15

7.5

Pendiente (m)

Ordenada (b)

R

12

2972259

t390478

963094

338164

128945

76522

23631.0s18

13309.05

0.99506611

0.9901s656

2995436

1403166

8722s2

337664

127898

78065

11815.5259

7526.36158

0.99782899

0.99566269

3033620

t39ts72

866050

339388

141915

7681s

12076.82t5

t1380,4234

0.9977858

0.9955765

3000438.333

t395072

900465,3333

338405.3333

1329r9.3333

77r34

11950.2649

1865.91166

0.997080258

0.994169041

30984.84¡14

7030.92

54326.s922

886.97s385

7808.04498

8!9.47117t
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Flgura 29. Curva estándar de GB/GF. Solución stock de 1mg/ml.

Se analizaron los correspondientes extractos metanóllcos de los diferentes individuos

cultivados in vitro,se utilizaron 100 mg de materialvegetal seco posteriormente se obtuvo el

rendimiento del extracto metanólico. Con base a lâ curva de calibración se llevó a cabo la

cuantificación de cada una de las muestras, obteniéndose valores de GB similares a una

muestra de 100 mg de extracto metanólico de Dr. Mora Gto., de planta silvestre (tabla 13).
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Tabla 13. Cuantificación de GB/GF en las muestras cultivadas in vitro de las poblaciones

de Dr. Mora, Gto. Qro meses

A continuación, se presentan los cromatogramas de cada una de las muestras

analizadas, observándose la producción de galfiminas en solo dos de las poblaciones (Dr.

Mora, Gto., y Jalpan, Qro.). En algunas muestras de Miacatlán y Guadalajara se observan

picos a los mismos tiempos de retención que las galfiminas, pero el patrón barrido de UV nos

indica si estos picos pertenecen a las galfiminas, por ello es que adjunto el barrido de UV en

el cromatograma de cada muestra y se determinó que, es totalmente diferente al patrón

presentado por la familia de las galfiminas. No obstante, esto no es confirmativo por ello se

realizó una co-elución para obseryar si el pico aumento o en su defecto aparecieron dos picos

(Figuras 30 y 31).

Muestra Área Concentración (pglmt) Rendimlentos (mg[

Dr.Ml
Dr.M 2

Dr.M 3

Dr.M 4

Dr.M 5

Dr.M 6

Jal 1

Jal2

Jal 3

Jal4
Jal 5

Jal 6

ControlExt MeOH

Dr.M

474024

633111

684558

46071-

557649

138119

678647

94893

60535

2166s8

1s3163

170792

39.8

s3.1

57.4

4.0

46.8

tt.7
56.9

8.1

5.2

18.3

13.0

9.4

24.9

44.7

32.9

33.6

18.9

27.1

20.9

L5.4

23.7

t8.2
32.2

24.7

1684570 L4L,T 100
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Figura 30. Perfil cromatográfico de la familia de galfiminas de un individuo de la poblaclón de Dr. Mora

Gto. 100 mg de extracto metanólico. Condiciones cromatográficas: fase móvil, ACN:HaO (48:52);

volumen de inyección 20pL;velocidad de flujÖ 0.7 mL/min;tiempo de corrida 25 min.
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Flgura 31. Perfil cromatográfico de la población de Dr. Mora Gto., Jalpan, Qro. Miacatlán, Tepoztlán y
Cuemavaca, Mor., y Guadalajara, Jal., de Galphimia sp, 100 mg de materlalvegetalseco. Condiciones
cromatográficas: fase móvil, ACN:HzO (48:52); volumen de inyección 20UL; velocidad de flujo 0.7

mL/miu tiempo de corrida 25 mln.
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Gon respecto a los perfiles cromatográficos obtenidos se observó la presencia de

galfiminas en las poblaciones de Dr. Mora, Gto., y Jalpan, Qro., en tanto que para las

poblaciones de Miacatlán presentaron picos característicos de la familia de galfiminas, pero

al comparar el patrón de barrido de UV, se logró discrepar en esto, ya que se mantiene un

patrón de UV diferente al presentado por la familia de las galfiminas. Asimismo, el perfil

cromatográfico correspondiente a Guadalajara presentó un pico en los tiempos de retención

en donde aparece las galfiminas ¡ior ello se realizó una co-elución con GB y de demostró que

son dos compuestos diferentes (Figura 31).
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7.3 Propagación en Cond¡ciones de lnvernadero de las 7 poblaciones de

Galphimia sp., (germinación de semillas en charola).

7.3.1 Germinación en Condiciones de lnvernadero dê las 7 Poblaciones de

Galphimia sp.

Se realizó el cultivo de las semillas en charolas con sustrato estandarizado y estéril,

pero solo germinaron las poblaciones correspondientes a Querétaro, Guanajuato, Jalisco y

dos de Morelos (figura 32). Además, los porcentajes y velocidades de germinación fueron

similares a los cultivos in vltro, aungue disminuyó un poco el porcentaje de germinación,

puesto que el rango va de 10 al 50 %.

Jalpan,Qro-
4{idías

5/f0
5096

Dr- ì¡lora , Gto-
4O dlas
afi
209Í

Guadalaþra,Jal.-
45dlas

1/10
r0%

Miacaüán,Mor- Cuemaveca,ft/lor-

40 dfas 33 dfas

lt10 4llo
10Gl6 ¿1096

Flgura 32. Germinación en condiciones de invernadero de las siete poblaciones de Galphimia sp
Tiempo y porcentaje de germinación.

En la figura 32 se muestras los individuos que fueron germinados en charola en

condiciones de invernadero (tabla 14).
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Tabla 14. lndividuos germinados en charola de las 7 poblaciones en estudio de Galphimia sp

lndividuo Dr. Mora
Gto.

Jalpan Qro. Tepoztlán
Mon

Cuernavaca
Mor.

Miacatlán,
Mor.

Guadalajara, Chiapas
Jal.

3

10

% de lnd.
germinados

50

En la figura 33 se muestran las plántulas provenientes de la germinación de semillas

con una edad de 7 meses, morfológicamente sus hojas son sim¡lares a los individuos

aclimatados en condiciones de invernadero.

t

7
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Figura 33. Plántulas de 7 meses de la población de Jalpan, Qro., germinadas a partir de semillas de

Galphimia sp. en condiciones de invernadero.

Debido a las condiciones no óptimas de invernadero se perdieron varios especímenes

que con anterioridad habían sido germinados en charolas con sustrato.

Se realizó nuevamente la germinación en charola de todas las poblaciones en un

invernadero que cumple con las condiciones óptimas para la germinación de estas semillas.

Los resultados se muestran en la figura 34 y tabla 15.

Figura 34. Plantas germinadas en charolas de las 6 poblaciones

de Galphimia sp.

4il
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Tabla 15. lndividuos gemtinados en invernadero de 5 poblaciones de Galphimia sp.

lndivlduo Dr. Mora
Gto.

Cuefnavaca
Mor.

Mlacatlán,
Mon

Jalpan qro. Tepoztlán
Mor.

1 1 3

2

1

5

2

1,

2

Num. de lnd.
germlnados

Los parámetros evaluados de crecimiento fueron número y tamaño de hojas, número

de hojas por tallo y altura deltallo, estos se verificaron cada20 días. Las plántulas con 90 días

de haber germinado (tabla 16).

63
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Tabla 16. Parámetros morfológicos de los individuos germinados en invemadero de 5 poblaciones de

Galphimiasp.

La germinación no fue tan óptima, no obstante, se obtuvieron nuevos individuos para

llevar a cabo la comparación con los individuos germina dos in vitro.

Num.ds yemag

6

2

f)

6

Jalpan Qro.

5
2
4

5
2
B

Cuernavaca, Mor

Míacatlån, Mor.

1

4
4
2

1

2
1

1

1

2

4

1

7

7

Poblaciones
Dr.Mora Gto.

Altura del tallo (cm) Num. De hojas portallo

73
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7.3.4 Perfil Cromatográfico de la Germinación en lnvernadero de Semillas de

Galphimia sp.

Se realizó un análisis químico de estas plántulas para observar sia una corta edad se

producían los compuestos de interés (galfiminas) y en la figura 35 se muestra el perfil

cromatogr#ico resultante.

12345
Cue2 Dr. M3 Dr. M5 Jal2B Jal2E

67
control Jal2J

89
Jal 2a Jal2l

Figura 35. Perfil cromatográfico del cultivo en charola de algunas poblaciones de Galphimia sp. Canil

1:õue 2, Carril 2 y 3 Dr. M3, canil 4 y 5: lnd. Jalpan., Qro. Carril 6 control una fracción purificada de la
familia de galfimiñas y carril 7-9 lnd. Jalpan, Qro. El sistema de fase móvil utilizado fue acetato de

etilo:cloroformo (2: 1 viv).

Efectivamente se observó que las poblaciones de Dr. Mora y Jalpan, Qro. presentaron

producción de galfiminas mientras que en la población de Cuernavaca no se observaron estos
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compuestos. Este perfil permite determinar que se conservó el perfil químico de los

metabolitos de interés, sin importar los factores ambientales involucrados en el desarrollo y

crecimiento de las plantas.
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8. Discusión y Gonclusiones

En la discusión general se integran los resultados más relevantes de los capítulos

previos sobre las diferencias espaciales en la producción de galfiminas de la planta Galphimia

sp. de diferentes poblaciones localizadas en la República Mexicana y su aclimatación en

condiciones uniformes y controladas de invernadero e in vitro'

8.1 Análisis de Producción de Galfiminas de Ejemplares Silvestres de 6

Poblaciones de Galphimia sp. Cultivados y Aclimatados en lnvernadero

Con base a los resultados obtenidos en el análisis fitoquímico por cromatografía en

capa fina se determinó la presencia de las galfiminas en las poblaciones de GM y QJ con

metodologías fitoquímicas similares a las de trabajos previos de Taketa et al., (2Q04); Sharma

et al., (2012). Los perfiles químicos presentados durante un periodo de once meses no se

modificaron, es decir, cada población conservó el patrón químico que se presentó en

condiciones silvestres. Sin embargo, es importante mencionar que la población de QJ al inicio

delensayo mostraba un perfildiferente entre individuos, ya que algunos individuos mostraron

la familia completa de las galfiminas; mientras que, en uno de los individuos analizados solo

se observaron dos galfiminas (GA y GB), a diferencia del perfil cromatográfico a tiempo final,

donde se observó la presencia de la familia completa de galfiminas. Por otro lado, las

poblaciones de MT y JZ revelaron compuestos de color azul, en tanto que la población de MC

no reveló ningún compuesto visible a las mismas condiciones cromatográficas. Finalmente,
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en la población de CT se observaron compuestos de color anaranjado. Este tipo de análisis

permite visualizar la presencia de los compuestos mencionados, sin embargo; no determina

su concentración. Al realizar la cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE) se observó que

la población de GM mantuvo la producción de galfiminas en los 5 individuos analizados. Sin

embargo, en algunos individuos disminuyó hasta la mitad de la producción, en tanto que en

otros incrementaron aproximadamente el doble de su concentración; Cabe menc¡onar que al

inicio del estudio, en los 5 individuos analizados, se observó la presencia de la galfimina GA,

que alfinal del estudio ya no fue detectable; caso contrario lo que ocurrió con la galfimina GC,

que a tiempo inicial no estaba presente en los individuos analizados y al final si se logró

cuantificar. Para la población de QJ se determinó que la mayoría de los individuos analizados

incrementaron por arriba del doble la producción de la familia de galfiminas en las muestras

aclimatadas en invernadero (once meses). Además, se observó de forma más precisa que en

uno de los individuos analizados en tiempo cero solo aparecen dos galfiminas GA y GB,

mientras que a tiempo final (once meses de aclimatación) ya cuenta con la presencia de toda

la familia de galfiminas. Este análisis permitió determinar y cuantificar de manera precisa el

comportamiento de cada individuo de las seis poblaciones de G. glauca. Por lo anterior, se

sugiere que la síntesis de estos compuestos no obedece a un proceso de plasticidad

fenotípica ya que, aunque se están modificando las condiciones ambientales, las poblaciones

en estudio que producen las galfiminas siguen produciéndolas como lo establece Pigliucci,

(2006) en estudios de plasticidad fenotípica en donde se demuestra que la plasticidad

fenotípica es un fenómeno en elcualcuando una especie vegetal es expuesta a condiciones

ambientales diferentes y la m¡sma especie puede presentar fenotipos diferentes de manera

que pueden ajustar su fisiología y morfología para poder enfrentar de manera óptima el

Página 89



'r'",#l
,,håffi'*#å
fi,F.:ffir¡roltr.\ur.{rtIr

gradiente ambiental. Por lo contrario, la producción de galfiminas en solo dos de las

poblaciones GM y QJ se podría sugerir que se debe a un control genético, ya que las seis

poblaciones fueron sometidas a las mismas condiciones ambientales de sustrato, fertilizante,

luz, humedad y temperatura en un diseño experimental de jardín común como lo establece

Wallis et al., (2011) en un estudio que realizó con Eucalyptus globulus donde minimizÓ la

variación ambiental de las regiones en donde crece esta especie vegetaly así determinó qué

se debe la variabilidad quimiotípica. Por otro lado, la influencia limitada de las condiciones

ambientes sobre los perfiles químicos de las seis poblaciones en estudio se puede inferir en

la tabla 2 en donde se observó la producción de galfiminas en solo dos de las seis poblaciones

de las plantas prevenientes de las plantas aclimatadas en invernadero y no se observaron

diferencias respecto a las plantas silvestres estudiadas y la cuantificación de estos

compuestos presenta diferencias estadísticas significativas entre individuos de la misma

población. Tal y como se demuestra en los estudios realizados por Medina-Holguín (2007;

2008) en donde establecieron la existencia de tres quimiotipos de 17 poblaciones de la

especie vegetal A. californica y determinaron que esta variabilidad química se debe

principalmente a un control genético. Por otro lado, se podría sugerir que la concentración de

las galfiminas observada en la tabla 2 de cada individuos de la población de QJ si respondió

a las condiciones de sustrato, fertilizante, luz, humedad y temperatura a las que fueron

sometidos los individuos de esta población, ya que incremento la concentración de estos

metabolitos, mientras que en la población de GM la concentración de las galfiminas fue

independiente a las condiciones de sustrato, fertilizante, luz, humedad y temperatura a los

que fueron sometidos los individuos de esta población durante once meses. En conjunto estos
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resultados podrían indicar que la variabilidad química entre las seis poblaciones de G. glauca

aclimatadas en condiciones de invernadero es ante todo controlada genéticamente.

Respecto a los resultados de aclimatación los ejemplares cult¡vados en condiciones

uniformes y controladas de invernadero (modelo de jardín común) mostraron un porcentaje

de aclimatación del 50 % en todas las poblaciones en estudio, debido a que sobrevivieron la

mitad de los ejemplares silvestres además de que se determinaron nuevas etapas fenológicas

relacionadas a la caída de las hojas, revestimiento de follaje y etapa de floración. Este proceso

fue determinado durante los once meses de cultivo en invernadero, tal y como lo describe

Wilson et at.,2002 en donde la aclimatación la refiere como las respuestas fisiológicas a las

variables ambientales en el modelo experimental de campo, en donde el fenotipo óptimo

resultante mostró etapas de crecimiento, reproducción y supervivencia, asimismo en la

revisión de Niinemets ef a/.,2010 estableció que la aclimatación y/o grado de aclimatación al

estrés es la recuperación total o parcial de las funciones de la planta mediante el proceso de

plasticidad fenotípica.

En relación a los datos morfológicos foliares, al inicio del estudio las seis poblaciones

de G. glauca colectadas en diferentes localidades de la República Mexicana presentaron

diferencias importantes en la morfología de sus hojas e inflorescencias. Este hecho se podría

atribuir a la influencia de los distintos gradientes ambientales en que se encuentran creciendo

las poblaciones, a causa de que la luz es unos de los factores ambientales más heterogéneos

a nivel espacial y temporal como lo menciona Balaguer et al.,2OO1en un estudio que realizó

Quercus coccifera, en donde mencionó que la selección de entornos heterogéneos conduce

a la coexistencia de genotipos con mayor plasticidad fenotípica; es decir, una mayor capacidad

para expresar fenotipos alternativos en respuesta a las variaciones ambientales.
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Asimismo, los resultados obtenidos en este estudio mostraron un cambio importante

en el índice del área de la hoja, presentando similitudes en este parámetro a un tiempo de

once meses en todas las plantas cultivadas en invernadero. Los cambios observados podrían

ser el resultado de la homogenización de las condiciones de cultivo para todas las poblaciones

(luz, disponibilidad de agua, sustrato y fertilizante), y en específico, el efecto de la luz fue un

factor importante para explicar elcambio en el índice delárea de la hoja. La población de GM

crece en un clima semi-árido con poca vegetación secundaria, la cual no impide que la luz

llegue directamente a la planta G. glauca (Sharma et al., 2012). En el invernadero los

individuos de esta población incrementaron el tamaño de sus hojas, debido a la menor

disponibilidad de luz en comparación con su ambiente natural (Xu ef a/., 2009). Para las

poblaciones de QJ, MC, MT, JG y CT, donde su clima son bosques tropicales y cuentan con

vegetación más alta que impide el paso de luz directamente a la planta de G. glauca (Sharma

et a1.,2012), sus hojas son más grandes; sin embargo, en condiciones de invernadero, las

hojas de estas poblaciones disminuyeron el índice de área foliar, algunas más que otras, ya

que contaban con un techo más translucido al de su hábitat, dicho cambio se podría atribuir a

un proceso de plasticidad fenotípica, que involucra la capacidad de un individuo de producir

fenotipos diferentes en respuesta a cambios en el medio ambiente como lo establece Pigliucci

2006. Además, lo demostró Tognetti et al., 1998 en un estudio de aclimatación en Fagus

sylvatica L. cambiando las condiciones de luz en donde estableció que la morfologfa de la

hoja sufre cambios debido al ambiente lumínico disponible. De esta manera Xu ef a1.,20O9

mencionó que las hojas son órganos que pueden exhibir plasticidad fenotípica como

respuesta a un estrés abiótico, además que demostró que el efecto de la disponibilidad de luz

fue más significante que la disponibilidad de agua ya que se observaron cambios importantes
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en el tamaño de la hoja este incremento por la sombra del lugar en donde fueron colocadas

las plantas para el estudio.

Los factores analizados indicaron que la planta Galphimia sp. se puede cultivar en

invernadero y permiten contar con materia prima disponible para realizar ensayos futuros, sin

la necesidad de trasladarse a cada población para la colecta de especímenes y contribuir con

la extinción de esta especie de gran importancia en la medicina tradicional mexicana.

8.2 Micropropagac¡ón in vitro de las 6 Poblaciones de Galphim¡a sp.

Durante el proceso de micropropagación de individuos de las poblaciones estudiadas

se presentaron una serie de inconvenientes como, por ejemplo, el bajo porcentaje de

germinación de las semillas. Con base a todas las variaþles estudiadas se determinó que esto

se debió al estadlo de la semilla de cuando se realizó la colecta, de modo que la maduración

de la semilla comprende una serie de transformaciones morfológicas, fisiológicas y

funcionales que suceden en el óvulo fertilizado y culminan en el punto en que la semilla

alcanzael máximo peso de materia seca. En este punto, la semilla obtiene también su máximo

capacidad germinativa (madurez fisiológica), puesto que la germinación es un proceso

paralizado durante esta etapa. A pesar de ello, se lograron germinar seis individuos de cada

una de las seis poblaciones de G. glauca en estudio, con un porcentaje de germinación del

60-80%. Además, se obtuvieron las clonas suficientes para llevar a cabo la propagación,

enraizamiento y el análisis cromatográfico correspondiente de las seis poblaciones de

Gatphimiasp. Asimismo, se realizó elenraizamiento in vitrodetodas las poblaciones en donde

se obtuvieron valores mínimos de enraizamiento (10-30%). Por ello se decidió llevar a cabo

el enraizamiento ex vitro de todos los individuos para su pronta aclimatación en sustrato, con
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el beneficio de que este tipo de enraizamiento sugiere disminuir costos en todo el proceso,

así como una mejor manipulación de las plantas enraizadas. El enraizamiento ex vitro

mediante el protocolo de Rojas et a1.,2005, dio como resultado un 0.6 % de enraizamiento,

por ello se realizó una búsqueda exhaustiva de varios protocolos y se llevaron a cabo los

establecidos por Ranaweera et a\.,2013 y Patel ef a1.,2014, que fueron los más eficientes,

dando como resultado valores de 50 o/o de enraizamiento y 40 o/o de aclimatación. Estos

resultados se debieron principalmente a la estimulación provocada al adicionar una solución

concentrada de lBA, hormona de elección para enraizar; además que, el sustrato (polvo de

coco y suelo de monte) utilizado contiene hormonas y nutrientes que posiblemente

estimularon el proceso de enraizamiento y el mantenimiento de humedad, brindando a la

planta una buena disposición de agua para su crecimiento.

Los perfiles químicos obtenidos por CCF y CLAE de los individuos germinados y

propagados in vitro sugieren que las seis poblaciones en estudio mostraron perfiles

cromatográficos constantes en relación a las muestras de los individuos aclimatados e

invernadero y las muestras silvestres. Al realizar el análisis por CLAE las poblaciones de GM

y QJ, que mostraron desde el inicio del estudio la presencia de galfiminas, las conservaron en

cantidades comparables a extractos metanólicos de muestras silvestres. Estos resultados

indicaron que en condiciones de crecimiento rn vitro a partir de la germinación de semillas de

los individuos de Galphimia sp. mantuvieron la producción de galfiminas únicamente en las

poblaciones de GM y QJ, por lo que se puede sugerir que la biosíntesis de estos compuestos

obedece a un proceso de heredabilidad en donde la presencia de estos metabolitos

secundarios está relacionado directamente a un control genético (Andrew et a\.,2007), dado

que en los análisis cromatográficos se estableció que en las poblaciones JZ, MC, MT y MM
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no se produjeron las gafiminas a pesar de que la manipulación del ambiente por técnicas tn

yffro cuenta con elpotencial para inducir acumulaciones de metabolitos secundarios (Zobayed

et at.,2OA4). Así mismo no se estableció ninguna correlación entre la presencia de galfiminas

en las partes aéreas de las plántulas obtenidas por métodos in vitro y su crecimiento, lo que

implica que elcosto fisiológico de la producción de las galfiminas no es grande o que el costo-

beneficio es equilibrado en las condiciones del experimento. Así como lo describe Andrew ef

al., (20071en relación a la presencia de siderolxylonal foliar en la especie vegetal Eucalipto.

Por el contrario, se ha demostrado que los metabolitos secundarios utilizados como defensa

son regularmente compuestos con actividad farmacológica que suelen ser costosos en varias

especies vegetales y la expresión de estos costos fisiológicos puede depender de las

condiciones ambientales en las que se cultiven las plantas (Siemens et a|.,2003). En resumen,

estas aproximaciones nos sugieren que la producción de galfiminas tiene una base genética

debido a que, en este trabajo se evaluaron los factores ambientales los cuales no están

relacionados en la producción de estos biocompuestos, no así en la concentración presente

en las poblaciones de GM y QJ así como en cada individuo.
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8.4 Gonclusiones Generales

Se lograron aclimatar ejemplares silvestres de las diferentes poblaciones de G. glauca

en condiciones uniformes y controladas de cultivo en invernadero.

La producción de galfiminas en individuos de la planta Galphimia sp. pertenecientes a

seis poblaciones colectadas en diferentes localidades de la República Mexicana se limita solo

a las plantas de las localidades de GM y QJ. Ese patrón de producción se conserva cuando

los individuos son trasplantados a condiciones uniformes y controladas tanto de invernadero

como al ser germinadas y cultivadas in vitro. Los resultados obtenidos pueden sugerir que los

tríterpenos activos responden a mecanismos de control genético.

La morfología foliar de todos los individuos de seis poblaciones de G. glauca cultivados

en invernadero se modifica con el transcurso del tiempo, alcanzando parámetros muy

similares al término de once meses de aclimatación, probablemente debido a un fenómeno

de plasticidad fenotípica.

8.5 Perspectivas

r Optimizar el protocolo de enraizamiento ln vitro de Galphimia sp. para aclimatar.

o Realizar el análisis metabolómico de los individuos crecidos in vitro y aclimatados en

condiciones de invernadero.

o Realizar estudios de metaboloma y moleculares para trazar la vía metabólica

responsable de la producción de galfiminas.

o Realizar estudios ontogenéticos de las diferentes poblaciones de Galphimia sp.
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Realizar estudios taxonómicos de las poblaciones en estudio para complementar los

diversos estudios realizados a estas poblaciones de Gaþhimia sp'
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