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1. Introduccion

En México, el uso de las plantas medicinales se considera una herramienta esencial
entre las estrategias generadas por la poblacién para enfrentar sus enfermedades cotidianas.
Este habito relevante se encuentra actualmente sujeto a diferentes qondiciones, no solamente
en el medio indigena y el rural, sino también entre poblaciones mestizas de zonas urbanas y
suburbanas. Es resultado de la considerable diversidad bioldgica del pais, de la naturaleza
pluriétnica de su poblacion y de la blisqueda de nuevas alternativas terapéuticas frente a
diversos padecimientos (Cardoso-Hernandez et al., 2001). México posee una de las
biodiversidades de plantas mas grandes en el mundo y un gran conocimiento en la medicina
tradicional, mas de 6000 especies de plantas medicinales son utilizadas para el tratamiento
de varias enfermedades (Lautiéa et al., 2008, Juarez-Vazquez 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 acompafiados de una variedad de derivados en menor proporcion. El patron
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: 6rganos importantes para la sobrevivencia y reproduccion que tienen la mas alta y
potente produccion de MS). Los metabolitos secundarios no son necesarios para la planta,
sin embargo, estos le confieren algunas ventajas como defensa a los ataques de patoégenos,
insectos y herbivoros u otros factores como abidticos y biéticos, este proceso de defensa lo
realizan activando una matriz de mecanismos de defensa incluyendo la induccién de la

biosintesis de metabolitos secundarios como fitoalexinas, respuestas hipersensitivas y
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barreras de defensa estructural como la deposicion de lignina sobre la pared celular, entre

otras (He et al., 2002, Mert-Turk et al., 2002, Durango et al., 2002, Hutcheson et al., 1998).

Otro estudio fue el realizado por Medina-Holguin en el afio 2008 para observar la
variacion quimiotipica de aceites esenciales medicinales de la especie Anemopsis californica
comunmente llamada yerba mansa, es una importante especie medicinal utilizada para la
inflamacion, higado, tracto circulatorio, urinario y digestivo también se utiliza para tratar cancer
uteriﬁo, trastornos menstruales y para inducir la concepcién. Sin embargo, el polimorfismo
quimico o quimiotipos ha sido reportado en varias especies vegetales. Por ello es que se
examind la variabilidad quimica de esta especie vegetal en raices y rizomas en relacion a
compuestos de naturaleza monociclica, biciclica, monoterpenos y fenilpropanoides donde se
determinaron 3 quimiotipos en 17 poblaciones. Un quimiotipo se determind por altas
conéentraciones de Elemicina, otro por Metileugenol y el tltimo por Piperitona y Timol. Estos
tres quimiotipos detectados son a priori el resultado de la variabilidad genética mas que los
efectos del medio ambiente. Puesto que estos resultados se determinaron en dos grupos de
plantas cultivadas en condiciones controladas y en condiciones silvestres.

Ademas, existen estudios sobre la evolucion en la variacién quimica de la especie
Eucalyptus globulus de tres regiones geograficas (este y oeste de Tasmania y Victoria, e
Islandia) cultivadas en condiciones de jardin comun, donde se determinaron 3 quimiotipos
caracterizados especificamente por la presencia de terpenos y compuestos de formilato
floroglucinol. Uno de los quimiotipos se encontré en Tasmania y los quimiotipos 2y 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 introgresion entre E. globulus ssp. Globulus'y
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los arboles fuertemente relacionados como las subespecies (E. globulus ssp. Bicostata, E.
globulus ssp. Maidenii y E. globulus ssp. pseudoglobulus) (Wallis et al., 2011).

La planta Galphimia glauca Cav., comunmente conocida como “calderona amarilla” ha
sido utilizada en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de desérdenes mentales
y para disminuir la excitacion nerviosa (Estrada, 1985). En esta especie se han demostrado
efectos ansioliticos y sedantes tanto en ratones como en humanos (Herrera et al., 2006;
Herrera et al., 2007). Varios analisis fitoquimicos y farmacolgicos indican que la poblacién
que crece en el estado de Guanajuato presenta una familia de nueve compuestos bioactivos
de tipo nor-secofriedelanos denominados galfiminas (Cardoso-Taketa et al., 2004). En el afio
2008 Cardoso-Taketa y colaboradores analizaron seis poblaciones de G. glauca con el
proposito de evaluar si presentaban diferencias en sus perfiles quimicos. Las poblaciones
evaluadas fueron obtenidas de las siguientes areas geograficas: Dr. Mora Gto., Guadalajara,
Jal., Cuernavaca, Mor., San Andrés de la Cal, Mor., Tepoztlan, Mor., y Jalpan Qro., arrojando
como resultado diferencias 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 produccion o presencia de los compuestos bioactivos, por
ello 4 afios después se realizé otro analisis metaboldmico por Sharma y colaboradores
reafirmando los resultados obtenidos por Cardoso-Taketa et al, 2008. Las diferencias
observadas entre las poblaciones en estudio posiblemente podrian deberse a cambios en el
metabolismo general de la planta inducido por estrés ecologico al que la planta esta expuesta,
a variaciones climaticas y ataques provenientes de depredadores o bien a diferencias

genéticas. Por otra parte, existe una problematica referente a la clasificacion botanica de la

Pagina 11



LR
especie, ya que en un estudio taxonémico del género Galphimia Cav reportado por Anderson
en el 2007 se determind que en la Republica Mexicana existen 22 especies de este género,
con fenotipos similares lo que provoca que la identificacion de cada especie sea dificil y
confusa. No obstante, para ampliar este panorama e investigar la variabilidad genética de
estas plantas Sharma y colaboradores en el afio 2013, realizaron un estudio filogenético de
las siete poblaciones, utilizando la técnica de codigo de barras de ADN en especies vegetales.
Los resultados obtenidos indicaron que estas poblaciones pertenecen probablemente a un
minimo de tres especies diferentes, dando pauta a futuros estudios botanicos para confirmar
o descartar estos datos. Para complementar estos resultados, los autores realizaron una
comparacion de los perfiles quimicos por cromatografia en capa fina, observando que cuatro
poblaciones se agrupan (Jalisco Gld., Tepoztlan, Cuernavaca y Miacatlan, Mor.) y comparten
caracteristicas similares, mientras que las poblaciones de Jalpan, Qro., y Dr. Mora Gto.‘,
también se agrupan y presentan perfiles cromatograficos semejantes entre si y por ultimo el
tercer grupo pertenece a la localidad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, y presenta un perfil quimico
Gnico. Lo anterior podria indicar que aun evaluando los factores genéticos que son
responsables en la producciéon de metabolitos secundarios en las plantas, los factores
ambientales (condiciones climéaticas o suelo) pudieran jugar un papel importante y decisivo.

Por estas razones el pre‘sente proyecto tuvo como objetivo colectar las plantas de G.
glauca de diferentes localidades geograficas y crecerlas en condiciones uniformes de
invernadero, asi como cultivadas en condiciones in vitro para su posterior analisis

cromatografico. Este enfoque pretende definir si la produccion de los metabolitos de interes

se debe a factores ambientales (abidticos y bidticos) dado que cada poblacion esta expuesta
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a diferentes habitats; o bien, si la diferencia de los perfiles quimicos obedece a factores
genéticos.

1.2 Marco Teoérico

1.2.1 Diversidad de Especies

Las plantas son una herramienta potencial para el descubrimiento de nuevas
moléculas de importancia bioldgica, ecoldgica, quimica e industrial, ya que juegan un rol
predominante én el territorio terrestre y en algunos medios acuéticos y marinos. De esta
manera, pueden ser ‘reconocidas como unidades para describir la diversidad de la vida, asi
como poblaciones, subespecies, o especies, las cuales no son facilmente identificables
(Huston, 1995). Es por ello que, los taxénomos agrupan a las especies por géneros, familias,
orden y reinos; mientras que, los ecélogos agrupan a las especies como grandes estructuras,
. denominadas comunidades y ecosistemas. No obstante, la justificacion de la aplicacion de
esta variedad de términos es su utilidad, posiblemente para delimitar los grupos de
organismos; sin embargo, el camino para la clasificacién de los organismos lo determina
jerargicamente la evolucion de la vida (Mallet, 2007).

Por otro lado, la seleccion natural divergente, la divergencia adaptativa y el flujo génico
pueden interaccionar en diferentes vias. Estudios recientes se han centrado en el equilibrio
de la seleccion y flujo génico de pob|a¢iones naturales, mientras que el trabajo empirico ha
mostrado que el flujo génico puede limitar a la divergencia adaptativa y la seleccion divergente
puede limitar al flujo génico. Cabe mencionar que la diversificacion fenotipica puede estar bajo

la influencia directa de factores exdgenos ambientales (es decir puede deberse a la plasticidad

Pagina 13



oot gsn*

et

CLAERG [
IWATRDGADAY BN
BEOTELADLOGIA

fenotipica) ademas de la influencia parcial genética (Crispo et al., 2008). Diferentes factores
pueden influenciar la divergencia fenotipica adaptativa entre poblaciones, y tres de estas
incluyen: (i) Se}eccién natural divergente (Schluter, 2000), (ii) flujo génico entre entornos
selectivos (Garant et al., 2007) y (iii) plasticidad fenotipica (Pigliuc‘ci, 2001). Las relaciones
entre la seleccién natural, la divergencia adaptativa y el flujo génico han sido consideradas
tanto tedrica como empiricamente en numerosos estudios (Hendry et al., 2001; Hendry y
Taylor, 2004; Nosil y Crespi, 2004). Sin embargo, la plasticidad puede ser un factor importante
en la diversificacién evolutiva. La modificacion de los efectos de plasticidad sobre la
adaptacion y el flujo génico puede ser positiva o negativa, dependiendo de los matices de

sistemas especificos.

1.2.2 Plasticidad Fenotipica en Plantas

La plasticidad fenotipica 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 reaccién en donde el rango de respuestas‘ fenotlpicas de un genotipo expresado en un
gradiente ambiental (Gianoli, 2004). La plasticidad fenotipica en un fenébmeno que se da en
una escala ecoldgica y su efecto a este nivel es evidente como por ejemplo el aumento a la
tolerancia de habitats extremos, con ello las plantas pueden ajustar su morfologia y fisiologia
permitiéndoles enfrentarse a la heterogeneidad ambiental de su propio ambiente (Palacio et
al., 2007). Sin bien la plasticidad fenotipica puede estudiarse describiendo cambios

‘morfolégicos y fisiologicos 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 accion de la seleccion natural. Esto tendria lugar
al moderar las diferencias en adecuacion biolégica de los genotipos de una poblacion dada,
como resultado de la variacién de su expresion fenotipica en los diferentes ambientes
experimentados por poblacién (Sultan 1987). No obstante, es necesario puntualizar que la
plasticidad fenoﬁpica no siempre es adaptativa (en el sentido evolutivo de mejorar' la
reproducciéon o supervivencia de los organismos), algunos rasgos son plasticos debido a
coacciones inevitables impuestas por la bioquimica, la fisiologia o la biologia del desarrollo
del organismo propio (Sultan 1995). El tipo y el grado de plasticidad son especificos de rasgos
individuales y de las condiciones ambientales; el mismo rasgo puede ser plastico en respuesta
a cambios de temperatura, pero no a los nutrientes. Finalmente parece ser que la variacion
genética es abundante debido a una variedad de respuestas plasticas en poblaciones
naturales, quienes hacen posibles procesos como la evolucion de la plasticidad por la
seleccion y otros mecanismos (Pigliucci 2006).

En resumen, la plasticidad fenotipica es una propiedad comun de la norma de reaccion
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 ecolégicamente
y un proceso de seleccion sobre la expresion de tal fenotipo en un nuevo entorno puede
terminar 'pof fijar' (asimilando genéticamente) y por ello alterando la forma de la norma de

reaccion.

1.2.3 Plasticidad Fenotipica Adaptativa y no Adaptativa

Pagina 15



CEIR

Existen dos tipos de plasticidad fenotipica que pueden Unicamente contribuir a la
evolucién adaptativa cuando las poblaciones son expuestas a ambientes nuevos o alterados.
La plasticidad fenotipica adaptativa se promueve por el establecimiento y persistencia en un
ambiente nuevo, mientras que la plasticidad fenotipica no adaptativa es en repuesta a
ambientes estresantes que puede resultar en una respuesta fenotipica media que puede estar
fuera del ambiente optimo favorecido o incrementar alternadamente la varianza alrededor de
la media debido a la expresién de la variacion genética criptica. La expresion de la variacion
genética criptica puede facilitar la evolucién adaptativa si por el cambio resulta un fenotipo
adecuado.

La plasticidad adaptativa se define simplemente mediante una norma de reaccion que
resulta en la produccion de un fenotipo en la misma direccion como el valor 6ptimo favorecido
por la seleccidon en un ambiente nuevo.

La plasticidad no adaptativa en respuesta al estrés puede reflejar una ruptura
fundamental durante el desarrollo o disrupcion de funciones fisiolégicas por cambios en la
temperatura, pH, humedad, etc., este tipo ‘de plasticidad representa fundamentalmente un tipo
diferente de efecto inducido ecolégicamente. Ademas, la plasticidad no adaptativa incluye
cualquier respuesta a la induccion ambiental eso no mejoran su condicion (incluyendo mala

adaptacién como respuesta a diferentes ambientes) (Fitzpatrick 2012).

1.2.4 Impacto de Factores Abiéticos (Luz) en la Plasticidad Fenotipica
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El estrés abidtico en plantas altera su fisiologia, morfologia y desarrollo en respuesta
a cambios ambientales. Las hojas son 6rganos sensibles a cambios ambientales en el proceso ‘
de evolucion y pueden exhibir plasticidad fenotipica como respuesta al estrés abidtico.
Ademas, las hojas son érganos importantes para la fotosintesis 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 fenotipica
también ocurre para producir rasgos en las hojas como resultado de cambios ambientales. En
varios estudios previos se ha revelado que esta variacion en los rasgos de las hojas es el

resultado del proceso de adaptacion durante su crecimiento en diferentes habitats.

1.2.5 Quimiotipos

El concepto de quimiotipo en plantas, ha sido utilizado para describir a especies
vegetales que producen compuestos secundarios con fenotipos quimicos diferentes
(Keefover-Ring et 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 composicion quimica. Asimismo, se utiliza para calificar
a un grupo de individuos que se caracterizan y distinguen de modo significativo de los deméé
miembros de una especie por la presencia o concentracion de uno o varios compuestos, tal y
como el término de quimiotaxonomia, que se utiliza para el estudio de la diversidad quimica
de las plantas. Como porv ejemplo la especie vegetal Anemopsis californica comiunmente
llamada 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 quimica en raices y rizomas de compuestos monociclicos (cimeno, limoneno,
piperitona y timol), compuestos biciclicos (a-pineno, 1,8-cineol y myrtenol), monoterpenos y
fenilpropanoides en donde se detectaron tres quimiotipos diferentes mediante un andlisis
jerarjico de grupos sobre la concentracion de 10 diferentes analitos de tres individuos para las
17 poblaciones analizadas. El primer quimiotipo fue caracterizado por la alta concentracion de
elemicina, el segundo por metyleugenol y el tercero por piperitona y tymol. Las plantas
analizadas fueron sujetas a dos ambientes diferentes: condiciones controladas versus
condiciones silvestres (Medina-Holguin et al., 2008). Otro estudio més reciente nos presenta
la variabilidad quimica de Eucalytus globulus a partir de 60 compuestos quimicos de los cuales
34 fueron terpenos, se analizaron las hojas de arboles crecidos en jardin comun de tres
diferentes poblaciones para observar la variacion entre las regiones geograficas, observar la
variacion en el perfil quimico y determinar si esta especie exhibe distintos quimiotipos (plantas
que morfolégicamente son similares, pero con diferente perfil quimico). Los resultados
obten.idos fueron que efectivamente existen tres quimiotipos de esta especie caracterizados

especificamente por terpenos y compuestos de formiato de fluoroglucinol.

1.2.6 Género Galphimia

El género neotropical Galphimia Cav. (Malpighiaceae, Byrsonimoideae, tribu
Galphimieae) comprende 26 especies diferentes de hierbas y arbustos. Se caracteriza por sus
flores bilateralmente simétricas, con pétalos de color amarillo (frecuentemente tefidas con
rojo), agrupadas en racimos, ya sea de forma Unica o agrupadas en paniculos. En ocho

especies, los pétalos permanecen constantes en el fruto. Los sépalos carecen de glandulas
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sebaceas, que tipicamente se encuentran en Malpighiaceae; no obstante, en pocas especies,
el cdliz presenta una o mas glandulas pequefas con gran parecido a las glandulas de las
hojas (Anderson, 2007)

Galphimia, en general, crece en habitats de clima seco-arido. Cuatro especies (G.
amambayensisv, G. australis, G. brasiliensis, G. plaiphylla) 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. anguétifolia) se encuentra en Texas; y ofra (G. speciosa) en
Centroamérica. La mayoria de las especies endémicas de México crecen en bosque tropical
seco, y otras en las costas del Pacifico entre matorrales o arbustos (Figura 1) (Anderson,

2007).

G. paniculata %_‘\ G. oaxacana G. glauca 4 G. tuberculata ;,  G. speciosa

o)

Figura 1. Diferentes especies del genero Galphimia sp. endémicas de Republica Mexicana

(www.herbarium.lsa.umich.edu).
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1.2.7 Aspectos Farmacolégicos, Fitoquimicos y Biotecnolégicos de la
Planta Galphimia glauca

Galphimia glauca (Anderson 2007) pertenece a la familia Malpighiaceae, y esta
distribuida ampliamente en Latinoamérica (Camacho et al., 2002). Es un arbuvsto con flores
amarillas que ha sido utilizado durante muchos afios en la medicina tradicional mexicana como
“sedante o tranquilizante nervioso” (Tortoriello et al, 1992). Con base a la informacion
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 ansiolitico y sedante.
Por ello se han llevado a cabo diferentes preparaciones de extractos por maceracion con
disolventes grgénicos con distintas polaridades, los cuales han sido evaluados en modelos
neurofarmacoldgicos empleandose ratones. Los resultados obtenidos han demostrado que el
extracto metandlico de G. glauca posee efectos depresores del SNC, y los estudios
fitoquimicos permitieron la identificacion de un triterpeno novedoso del tipo nor-
secofriedelano, denominado como galfimina B, responsable de la actividad farmacolégica
(Tortoriello et al., 1992 y 1996).

Las investigaciones biotecnoldgicas iniciales de G. glauca permitieron establecer
cultivos de callos, en los que se identifico la presencia de galfimina B y de otro derivado que
fue denominado galfimina E (Osuna et al., 1999). |

En un trabajo fitoquimico 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 nucleo nor-secotriterpénico, pero con diferencias en el grado de

oxidacion y acetilacion en las posiciones C-6 y C-7, asi como en la isomeria endo (A%0) y exo
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(A%029) del doble enlace en el anillo E, lo que resultd en la caracterizacion estructural de siete
nuevos triterpenos, y llevé a la identificacion de una familia de galfiminas (gélfiminas A-l).

En otros estudios sé ha reportado la transformacién genética de la planta utilizando
como vector Agrobacterium rhizogenes, lo que ha resultado en la obtencién de una linea de
raices pilosas productoras de compuestos similares a las galfiminas, pero con un nucleo
triterpénico del tipo nor-friedelano. Estos compuestos fueron denominados glaucacetalinas A-
C (Nader et al., 2004).

Otros autores realizaron la micropropagacién de Galphimia glauca, y obtuvieron
multiples brotes a partir de explantes de yemas axilares creciendo en medio MS (Murashige
y Skoog, 1962) complementado con diferentes combinaciones de acido 3-indol acético (IAA)
y cinetina (KN). Dichos brotes fueron enraizados y transferidos a un campo experimental con
condiciones similares a las de la planta silvestre, poniendo de manifiesto que la propagacién
in vitro presento efectos positivos sobre la sintesis de los compuestos naturales producidos
por la planta, ya due se alcanzoé una concentracion de 7.39 mg/g de peso seco de galfimina B
(Rojas et al., 2005).

Se ha demostrado que las galfiminas A-l poseen actividad énsiolitica, siendo que los
compuestos mas activos en el modelo de la cruz-elevada, ensayo utilizado para identificar
nuevos candidatos para tratar la ansiedad y depresion, en los que se observa habitualmenté
que los animales muestran cierta preferencia por los brazos cerrados, aventurandose sélo
esporadicamente a explorar los brazos abiertos, donde el sujeto se encuentra eventualmente
mas expuesto. Su validez se sustenta en que solo los farmacos ansioliticos 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 psicofarmacos

(antidepresivos y neurolépticos), son las galfiminas A y B (Herrera-Ruiz et al., 2007).

1.2.8 Aspectos Metabolomicos y Genéticos de la Planta Galphimia glauca.

La investigacion de analisis metaboldmico realizada por Cardoso-Taketa y
colaboradores (2008) demostré que poblaciones de G. glauca, colectadas en diferentes
localidades de México (Dr. Mora, Guanajuato; San Andrés de la Cal, Tepoztlan y Cuernavaca,
Morelos; Jalpan de Serra, Querétaro; y Zapopan, Jalisco), presentan variaciones importantes
en el contenido metabdlico de sus compuestos incluyendo a las galfiminas, lo que se refleja
en variaciones en las actividades ansiolitica y sedante de sus extractos. El analisis
metabolémico de estas poblaciones demostré 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 afios mas tarde, en un estudio realizado por Sharma et al., 2012, se comparan los
perfiles quimicos de siete poblaciones de G. glauca colectadas en diferentes localidades de
la Republica Mexicana, incluyendo la de Miacatlan, Morelos y Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Los
resultados del estudio metabolémico con las especies colectadas en el 2009 fueron similares
a los de la colecta del 2005, confirmando asi que el contenido de galfiminas es constante en
las poblaciones de Jalpan, Querétaro y Dr. Mora Guanajuato, ademas de que estos
compuestos son los responsables de la actividad farmacolégica 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 sintesis de los compuestos biodinamicos. En relacion a la
comparacién del perfil quimico por cromatografia en capa fina, se demostro que las
poblaciones activas presentan un comportamiento quimico utnico. Estos resultados muestran
que el uso de cédigo de barras de ADN combinado con el analisis del perfil quimico por TLC,
pueden ser una herramienta potencial en las pruebas de control de calidad para el desarrollo
de fitomedicamentos a base de Galphimia glauca, y de cualquier otra especie vegetal. Por
ofro lado, este estudio abre la posibilidad para realizar investigaciones botanicas detallados y
de taxonomia molecular que permitan confirmar o descartar los datos obtenidos, ademas, en
esa misma investigacion se evalud 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 et al.,
2012). En ofro trabajo mas reciente realizado por Gesto et al. (2019) se analizaron 9
poblaciones de G. glauca incluyendo 5 poblaciones no estudiadas anteriormente, y se logré
identificar mediante técnicas cromatograficas (CCF y CLAE) y espectroscopicas (RMN-'H) la
presencia de galfiminas en las poblaciones de Doctor Mora, Gto.; Zimapan, Hgo.; Cadereyta,
Qro. y Jalpan, Qro. Adicionalmente se realizé un andlisis molecular en donde se emplearon 6
cédigos de barras de ADN (matK, rbcl, rpoC1, psbA-trnH, ITS1 e ITS2), lo que permitiod sugerir
que las poblaciones estudiadas potencialmente pertenecen a cuatro especies diferentes del

género Galphimia.

Pagina 23



1.2.9 Taxonomia de la Especie Galphimia glauca

1.2.9.1 Aspectos Botanicos de la Planta Galphimia Glauca

El nombre de Galphimia glauca se ha aplicado a la mayoria de las especies mexicanas
de Galphimia, y se caracteriza por sus inflorescencias de color amarillo con peétalos
persistentes, debido a la temprana introduccion de Galphimia a la horticultura. EI Herbario de

la Universidad de Michigan, propone la siguiente clasificacion taxonémica para la especie G.

glauca.

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

Reino Plantae
Phyllum Tracheophyta
Clase Magneolopsida
Orden Polygalales
Familia Malpighiaceae
Género Galphimia
Especie Galphimia glauca
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1.2.9.2 Morfologia y Distribucion Geografica de Galphimia glauca

Es un arbusto de 2-3 m de alto; todas sus partes
vegetativas estan recubiertas principalmente
por tricomas de color rojizos y cafés de 0.2-
0.6 mm de longitud. Las hojas miden 1.5-56 cm
de largo y 1.3-3.5 cm de ancho, son elipticas

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

glandulas usualmente se encuentran por pares, cada glandula mide 0.4-0.7 mm de diametro.
Los frutos son capsulas globosas ligeramente triboladas, de 6 cm de diametro 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 mas grandes de la flor miden 7.5~
9.5 mm de largo y 5-6.5 mm de ancho tienen forma eliptica. 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 relacion a su fenologia, la colecta de flores es durante el mes de noviembre a

enero y el fruto de mayo a enero.
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Figura 3. Galphimia glauca. a. Rama con flores y hojas separadas a la
derecha. b, ¢. Base de las hojas mostrando las glandulas. d. Flor
abierta. e. Pétalo lateral. f. pétalo posterior g. androceo h. gineceo i.
cubierta de semilla j. semilla k. embrién (Anderson, 2007).

Distribucion en México (Aguascalientes, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Nuevo Ledn,
Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas, Zacatecas y Morelos); la especie G. glauca se

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

los alrededores de algunas carreteras (figura 4).
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Figura 4. Distribucién geografica de Galphimia glauca en diferentes estados de la Republica 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 acumulacion de galfiminas es el resultado de un control
genético, o bien de condiciones ambientales, en la presente investigacion realizamos un
analisis fitoquimico aplicando procedimientos cromatogréaficos 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); Tepoztlan, Mor. (MT), Guadalajara, Jal. (JG)
y Tuxtla Gutiérrez, Chis. (CT)], y que fueron aclimatados en condiciones de invernadero,
ademas de germinar sus semillas en condiciones in vitro. Adicionalmente y debido a que el
proceso de aclimatacion en condiciones del invernadero implica variaciones ambientales en

términos de luz y humedad que influyen en el fenotipo de las plantas (Pigliucci et al., 2006;
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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, asi como
del follaje de los mismos individuos, Si la producciéon de galfiminas responde al control
genético, se predice que los individuos colectados de poblaciones silvestres activas deberian
producir galfiminas en el invernadero y en condiciones in vitro; en tanto que, los especimenes
inactivos en su entorno silvestre no producirian triterpenos en las condiciones controladas del

invernadero ni en la plantulas germinadas in vitro.
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2. Justificacion

En la actualidad, no es claro si las diferencias observadas en la acumulacion de
galfiminas con actividades sedante y ansiolitica en individuos de diversas poblaciones de la
especie vegetal que ha sido botanicamente clasificados como Galphimia glauca, se debe a
diferencias genéticas entre las poblaciones, o si son producto de su entorno ecoldgico. Por
ello se ha planteado que una de las formas de abordar esta problematica es determinar los
perfiles quimicos de individuos provenientes de diferentes poblaciones de la planta, que seran
crecidas en el modelo experimental de jardin comun con condiciones uniformes y controladas
de invernadero, y en condiciones in vitro. Ademas, se realizard un estudio morfologico del
follaje de las plantas silvestres y las aclimatadas en invernadero, debido a la variabilidad
climatica que podria influir en el fenotipo de estas ultimas.

Por lo anterior, resulta relevante realizar analisis quimicos cromatograficos con CCF
y CLAE, de individuos de Galphimia sp. provenientes de poblaciones colectadas en diversas
localidades de la Republica Mexicana, QUe seran cultivados en invernadero por un periodo de
once meses Y en condiciones in vitro; para después comparar sus perfiles con los de plantas
silvestres. Sera importante, asimismo realizar un estudio morfolégico del follaje de los

individuos silvestres versus los individuos aclimatados en invernadero durante once meses.
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3. Hipotesis

La presencia de galfiminas en individuos de Galphimia sp. provenientes de
diferentes poblaciones creciendo en la Republica 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 seguiran
produciéndolos tanto en condiciones uniformes y controladas de invernadero como en
condiciones in vitro. El fenotipo de las plantas aclimatadas en invernadero se mantendra
durante su aclimatacion en condiciones de invernadero, por lo que sus caracteristicas

morfoldgicas de las hojas se mantendran durante este periodo.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar las diferencias quimicas y morfoldgicas de 7 poblaciones de la especie

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

4.2 Objetivos Especificos

Identificar y cuantificar las galfiminas en individuos silvestres de 7 poblaciones de
Galphimia sp. por medio de cromatografia en capa fina (CCF) y cromatografia liquida de
alta eficiencia (CLAE).

Aclimatar individuos silvestres de las 7 poblaciones naturales de Galphimia sp.
transfiriéndolos para ser cultivados en el modelo experimental de jardin comun bajo

condiciones uniformes y controladas de invernadero.

Identificar y cuantificar las galfiminas en individuos de las diferentes poblaciones de las
plantas cultivadas en condiciones de invernadero por medio de cromatografia en capa fina
(CCF) y cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). '

Comparar los perfiles quimicos de las plantas de Galphimia sp. aclimatadas en condiciones

controladas de invernadero vs los individuos silvestres.

Caracterizar las diferencias morfologicas foliares de los individuos provenientes de las 6
poblaciones de Galphimia sp. cultivadas bajo condiciones uniformes y controladas de

invernadero por un periodo de once meses.

Identificar y cuantificar las galfiminas en individuos de las diferentes poblaciones de las
plantas crecidas in vitro por medio de cromatografia en capa fina (CCF) y cromatografia
liquida de alta eficiencia (CLAE).
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4. Estrategia Experimental

“Variacion en la Produccion de Compuestos

Ansioliticos y Sedantes en Poblaciones de

Galphimia sp. Cultivadas en Condiciones de
Invernadero e in vitro”

~

Colecta del material vegetal de las
poblaciones (10 individuos por
poblacion) Dr. Mora Gto., Jalpan Analisis por
Qro., Miacatlan, Mor., Cuernavaca, CCFy CLAE
Mor., Tepoztlan, Mor., Guadalajara, (T0)
Jal., Tuxtla Gtz, Chis.

) )
u Cultivo en Invernadero ] u Germinacion in vitro
N )
Cultivo y aclimatacion de Germinaciony crecimiento en
individuos en sustrato medio MS, 26 °C, HR 60 %.
estandarizado: suelo, peatmoss, Enraizamiento ex Vitro.
vermiculita y perlita.
<
\. 3 Aclimatacion:Crecimiento de
NPT Analisis nuevos individuos en sustrato
CCF Cl?AE morfomeétrico estandarizado: suelo, arena polvo
(1¥11) y de variables de GOCO.
climaticas

Analisis por

CCFy CLAE
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6.1 Recoleccion del Material Vegetal
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Se colectaron 10 individuos y sus semillas de 7 poblaciones de la planta botanicamente

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

Morelos (Miacatlan, Cuernavaca y Tepoztlan), Querétaro (Jalpan), Jalisco (Guadalajara) y

Chiapas (Tuxtla Gutiérrez). Posteriormente se realizé la separacion de las semillas para su

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

Herbario HUMO de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos asignandoles un nimero

de voucher, (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de las 7 poblaciones colectadas de Galphimia sp.

Poblacion  Voucher Localidad Tiempo y fecha de colecta Posicién Altitud Ecosistema
Herbario
HUMO
GM 15189 Doctor Mora, Guanajuato Septiembre 16 21°06.74 N 2120 Semi-arido, vegetacién
100° 19.22 W secundaria
12:00-13:00 h
QJ 15421 Jalpan de Serra, Querétaro Septiembre 15 21°28.50 N 1548 Bosque de pino-encino
99° 28.5TW
15:00-16:00 h
MC 15011 Cuemavaca, Morelos Septiembre 10 18°45.57N 2204 Bosque tropical
99° 1348 W
13:00-14:00 h
MT 15485 Tepoztlan, Morelos Septiembre 6 18 °59.35 N 1700 Estacional-Bosque
99° 06.97 W tropical seco de
vegetacién secundaria
12:00-13:00 h
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JG 15014 Guadalajara, Jalisco Septiembre 20 20° 40.67 N 1585 Estacional-Bosque
103° 19.95W tropical seco de
14:00-15:00 h vegetacion secundaria
CT 15018 Tuxtla Gutiérrez, Chiapas Septiembre 28 16°49.52 N 559 Bosque de pino-encino
93°05.95 W
11:00-14:00 h

6.2 Aclimatacion en Invernadero de los Individuos Silvestres de las 7

Poblaciones de Galphimia sp.

El sembrado de los 10 individuos colectados de cada poblacion, se realizé en un
sustrato comercial adicionado con suelo de monte, peat moss, vermiculita y perlita (1:1:2:2).
Los periodos de riego fueron 3 veces a la semana con 5 litros de agua por planta y 1 gr de
fertilizante mensual (Miracle-Grow Company OH, USA), esto para un buen crecimiento. 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 Caracterizacion Morfolégica y Heterogeneidad Ambiental de los Individuos

Silvestres Aclimatados en Invernadero.

Para llevar a cabo la caracterizacion morfologica se tomaron muestras de hojas a los

3, 7y 11 meses de aclimatacion 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. Ademas, se tomaron datos
de fenologia de estos individuos silvestres; época de follaje y floracion. El area de la hoja se
calculd utilizando la ecuaciéon de una elipse. Utilizamos mediciones repetidas ANOVA
(rmANOVA) para analizar el efecto de la poblacién (seis localidades), el tiempo (11 meses) y
el término de interaccién (poblacion x tiempo) en la variacién en el area de la hoja en réplicas
de 5 individuos por poblacion.

Con el fin de explorar si las variables ambientales climéaticas se correlacionan con los
patrones derivados de analisis quimicos, realizamos un Andlisis de Componentes Principales
(PCA) sobre los valores medios mensuales de las variables climaticas (es decir, la

temperatura media anual, temperaturas medias maximas, y la precipitacion media anual,

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

6.2.2 Cromatografia en Capa Fina (CCF) de los Individuos Silvestres

Aclimatados en Invernadero.

Se realizaron extractos metandlicos (100 mg/1 ml de MeOH) de las 7 poblaciones se
sonicacién 10 min, esto se repitid 4 veces las muestras se aplicaron en una cromatoplaca de
aluminio recubiertas con 0.25 mm de gel de silice. Como fase movil se utilizo acetato de etilo
con cloroformo a una proporcién de 2:1. La visualizacion de los compuestos se realizo a través
de la reaccion con el agente cromogeno vainillina y H2SO4 al 1% (0.1 g en 10 mL) y finalmente

la cromatoplaca se calenté a 100 °C para observar la presencia de los triterpenos que se
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caracterizan por presentar un color violeta. Previo al revelado con el agente cromogénico se

procedié a visualizar las placas mediante luz UV de longitud de onda corta y larga.

6.2.3 Generacion de Perfiles por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)

de los Individuos Silvestres de Galphimia sp. Aclimatados en Invernadero.

Se utilizé un equipo de CLAE, marca Waters, (MilliporeCorp, Waters). Este equipo
cuenta con un sistema de distribucion de disolventes (bomba 600), un detector UV con arreglo
de diodos (410), inyector manual y un procesador de datos (Windows XP). Se realizaron
extractos metandlicos de las 7 poblaciones (100 mg/1 ml de MeOH, sonicacion 10 min, esto
se repite 4 veces). Se utilizo una columna analitica Waters Symmmetry Columns (4.6 X 250
mm). Para correr las muestras en el equipo de CLAE se programaron las siguientes
condiciones: elucion isocratica con CHzCN: H.0 (48:52), una velocidad de flujo de 0.7 mL/min,
un volumen de inyeccién de 20 pL, una presién de 1200 psi y la deteccion por UV a una

longitud de onda de 232 nm (Taketa et al., 2008, Sharma et al., 2012).

6.3 Micropropagacion

Las semillas de G. glauca se liberaron de la cubierta protectora y se almacenaron en
el refrigerador a 4°C por un periodo de 5 a 10 dias; mas adelante, se mantuvieron a
temperatura ambiente de 2 a 3 dias. Posteriormente se esterilizaron de la siguiente manera:
se colocaron en tubos Falcon y en agitacion por 10 minutos en una solucion de cloro comercial
al 10 %, se realizaron 4 lavados con agua destilada estéril por un lapso de 5 minutos en

agitacion constante para quitar el exceso de cloro (Nader et al., 2004).
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6.3.1 Germinacion y Crecimiento
Se colocaron 10 semillas desinfectadas de cada uno de los 10 individuos de cada
poblacion 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 °Cy 1.5
kg.cm? por 15 minutos). Estos cultivos fueron incubados a 26 °C con una humedad relativa de
60% y un fotoperiodo constante con una intensidad de luz de 40 pmol m2s! proveniente de

una lampara fluorescente de luz blanca (Nader et al., 2004).

6.3.2 Etapa de Induccion a Brotacion Multiple

Para llevar a cabo la induccién de brotes, se extrajeron segmentos nodales de las
plantulas germinadas asépticamente, estos se inocularon en medio MS. Posteriormente se
realiz6 la comparacion de la morfogénesis que presentaron los individuos de cada poblacion.
Los parametros que se registraron cada 30 dias por un periodo de 5 meses son los siguientes:
altura de los brotes, tamafio de hojas, ntimero de hojas por tallo y nimero de yemas por brote.
Los datos seran analizados estadisticamente mediante analisis de varianza (Rojas et al.,

2005).

6.3.3 Etapa de enraizamiento y aclimatacion
Se evaluaron 3 protocolos diferentes para llevar a cabo la etapa de enraizamiento in

vitro:
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A) Protocolo modificado reportado por Rojas et al., 2005, los brotes de mayor tamafio
de G. glauca fueron transferidos a medio MS basal al 50 % de sales,
complementado con 3 % de sacarosa, 2, 3 y 4 mg/Lt de IBAy 1 g/L de PVP, por
un periodo de 30 dias.

B) En el segundo ensayo de enraizamiento in vitro se utilizé el mismo protocolo de
Rojas et al., 2005 pero se utilizé medio 1/2 MS suplementado con una mezcla de
0.1 mg/Lt cinetina (KN) con 3 mg/Lt &cido indol-3- butirico (IBA), 3% de sacarosa y
1 gr/Lt de polivinilpirrolidona (PVP). Se seleccionaron brotes de 2.5 cm, se
colocaron 5 réplicas por individuo de cada poblacion.

C) Un tercer protocolo de enraizamiento descrito por Sadegui et al., 2015 en donde
utilizo brotes de 2-3 cm cultivados en medio ¥2 MS suplementado con 0.5 mg/Lt de
IBA, 20 % de sacarosa, 7.5 gr/Lt de gar, 1.6 mg/Lt de tiamina y 150mg/Lt de EDTA,
5 réplicas por poblacion. Puesto que la tiamina es esencial en la formacion y
aceleracion de crecimiento de raices, ademas que los quelatos protegen de la
oxidacion, permitiendo aportar elementos nutricionales asimilables en las raices.

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

A) Rojas et al., 2005. En el cual después de 30 dias 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 (2:1:1 v/v). Cada plantula fue cubierta

Pagina 38



CEAGHD ny
ALERIIGANIGY 1%
BEGYELADL GG

con plastico para mantener un % HR del 90% y un 70% de sombra, ademas de dos periodos
de irrigacién por dia. Después de 20 dias se removié gradualmente el plastico y las
condiciones para las plantas fueron gradualmente cambiadas a un invernadero para su
crecimiento.

B) Se utilizé otro protocolo de aclimatacion seguido por Ranaweera et al., 2013 y Patel
et al., 2014. En los cuales se seleccionaron plantulas de 3-4 cm de altura y se lavaron con
agua esteril 6-8 tiempos. Se colocaron 4 min en una solucion de IBA (300 mg/lt),
posteriormente se pasaron a frascos con una mezcla de sustrato (polvo de coco, suelo y
arena). Este ensayo se realizo por triplicado. Periodo de riego 1c/24 hrs. Se colocaron en el
cuarto de cultivo por una semana en oscuridad, posteriormente se llevaron a un invernadero

con un 50 % de iluminacion y un valor de humedad relativa de 60%.

6.3.5 Prueba de Viabilidad con Tetrazolio

Se colocaron 100 semillas por poblacion en una solucién acuosa a 45 °C durante un
periodo de 24 horas, pasado este tiempo con la ayuda de un bisturi se realizé un corte
longitudinal a cada semilla para poner el Tetrazolio en contacto con los tejidos del embrion.
Las semillas fueron sumergidas en una solucion de Tetrazolio al 1% por un lapso de tiempo
de 4 horas. Finalmente, la evaluacion se realizé con base al patrén de tincion. Los tejidos

tefiidos de rojo son lo que esta viables (ISTA 2007).

6.3.6 Cromatografia en Capa Fina (CCF) de los Individuos Germinados In Vitro.

Se realizaron siguiendo el mismo protocolo reportado en el punto 6.2.2.

Pagina 39



LA R 0
BLESOLATIOY TN
BIOIYEANDLOGEA

6.3.7 Generacion de Perfiles por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)
de los Individuos Germinados In Vitro.

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

6.4 Germinacion de Semillas en Maceta de Galphimia sp.

Se llevo a cabo la siembra de semillas de los 10 individuos de cada poblacién en
charola de 50 pozos para su propagacion. La composicién 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
ocasioén cada 3 dias. Se realizaron registros de porcentajes de germinacion de cada poblacion.
Cada 20 dias por un lapso de 1 afio, se evaluaron los diferentes estadios de la nueva planta,
es decir, se realizé la comparacion de la morfogénesis que presentan los individuos de cada
poblacién. Los parametros que se registraron son los siguientes: altura de los brotes, tamafio

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

7.1 Aclimatacion en Invernadero de Ejemplares Silvestres de las 7 Poblaciones

de Galphimia Sp.

7.1.1 Aclimatacion de los Individuos Silvestres de las 7 Poblaciones de
Galphimia sp.

A los 30 dias 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 adaptacion al nuevo sustrato y condiciones ambientales al que fueron

sometidos en el invernadero. El porcentaje de supervivencia de estos individuos fue del 50 %.

7.1.2 Caracterizacion Morfol6gica y Heterogeneidad Ambiental de los Individuos
Aclimatados en Invernadero 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 morfologicas
notables, ya que los individuos de Dr. Mora Gto., son arbustos de no mas de 50 cm de altura,
mientras que el resto de las poblaciones los tallos alcanzan una altura de 2.5 m. Ademas, el
tamafio de las hojas mostro variaciones drasticas, 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

Pagina 41



.
.

e 0
TAUEREILAYION TV
Hin onty

tienen forma ovalada, finalmente las de Chiapas son hojas que miden 4-5 cm de largo, pero

se diferencian de las demas porque son mas alargadas, (figura 5).

Tepoztlan. Mor Cuernavaca Mor Guadalajara Jal  Dr Mora . Gto Miacatlan. Mor

1Y

Jalpan Qro Tuxtla Gtz Chis

Figura 5. Comparacion 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 aclimatacion 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 unico,
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. En el mes de noviembre la poblacion de Chiapas inicié su etapa de floracion con las
mismas caracteristicas morfoldgicas que las poblaciones de Guanajuato y Querétaro, (figura

6).
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Figura 6. Individuos de Galphimia sp. aclimatados en condiciones de invernadero. A, Individuos aclimatados sin la
presencia de inflorescencias B-H, individuos en su etapa de floracién, mostrando diferencias morfologicas notables
en el rearreglo de sus inflorescencias. B (Jalpan, Qro.), C (Dr. Mora, Gto.), D (Guadalajara, Jal), E (Miacatlan, Mor),
F (Tepoztian, Mor), G (Cuernavaca, Mor.) y H (Tuxtla Gtz. Chi.)

Se determino que el periodo de pérdida de follaje fue durante los meses de diciembre-
enero, mientras que su revestimiento ocurrié durante el mes de febrero. Ademas, se observo
que la floracién se presentd de forma distinta a la presentada al tiempo de la colecta (figura

T)
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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 realizé un analisis de algunas variables morfométricas de las hojas y se
determiné que las hojas de 6 poblaciones siguen un mismo patréon morfolégico a los 11 meses
de aclimatacion en invernadero. Dicho cambio se podria atribuir a un proceso de plasticidad
fenotipica 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 habia
comentado anteriormente todos los individuos recolectados se encuentran en las mismas
condiciones. Mientras que las hojas de la poblacion de Miacatlan siguieron otro patrén

morfolégico (figura 8).
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variables Tepoztian Cuernavaca Guadalajara, Dr. Mora Miacatlan, lalpan Qro. Chiapas
Formadela Alargada Alargada Afargada Alargada Eliptica ovalada Alargada Alargada
hoja/ indice de eliptica elitica eliptica
redondez
Longitud del 7 7 5 6.5 11 5.5 6.5
eje mayor {cm)
Longitud de efe 3 2 25 2 4 25 2

menor (cm)

Figura 8. Variables morfométricas de las hojas de los individuos aclimatados en invernadero de las diferentes
poblaciones de Galphimia sp. después de 11 meses en invernadero

| En el estudio de la variaciéon en el area de la hoja, el rmANOVA mostré un efecto
significativo dependiendo de la identidad de la poblacién (Fg) a 18,89, p <0,0001), el tiempo
(Fay a 7,72, p < 0,011) y el término de interaccién (poblacién x tiempo) (Fe) a 24,90, p <
0,0001). Al inicio del experimento, el area media de la hoja oscilé entre 7 y 33 cm? en las seis
poblaciones. En Ultima instancia, el valor medio para el area de la hoja entre todas las
poblaciones fue de casi 20 cm? (Figura 9). Sin embargo, mientras que la mayoria de las
poblaciones mostraron una reduccién en el area de la hoja, las plantas de GM mostraron

claramente la tendencia opuesta. Los individuos de la poblacion GM suelen crecer en un clima
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semiarido con escasa vegetacion secundaria (Sharma et al., 2012a), lo que permite que la luz
acceda directamente a las plantas. Cuando fueron trasplantados al invernadero, mostraron un
incremento en el tamafio de las hojas en respuesta a una menor disponibilidad de luz con
respecto a su habitat natural, situacién que se ha observado para otras especies de plantas

(Xu et al., 2009). Estos resultados indican que la variacion en el area de la hoja se debio a la

plasticidad fenotipica.

40
o ) ——~ GM
| 7E Q)
30 | |- , ~MC
= - I MT
e . =G
oY { ~ | o
0] - - I
2 s L P T e T '-
£ 20t } NiT SRR RS e L
«© —t - s i «miw- e LT
5 . ol -
w 15 | i
() ‘
ol
10F |
:
5 | B
0

t0 Time t11

Figura 9. Influencia del tiempo sobre el indice de area foliar de seis poblaciones de Galphimia sp.
aclimatadas en condiciones de invernadero (GM: Dr. Mora, Gto.; QJ: Jalpan, Qro.; MC: Cuernavaca,
Mor.; MT: Tepoztlan, Mor.; JG: Guadalajara, Jal.; y CT: Tuxtla Gtz., Chis.). Periodo de tiempo inicial (to)
y final (t11) (Intervalo de confianza del 95%).

El analisis de componentes principales indica que la produccion de galfiminas no depende

de factores ambientales climaticos. Las tres variables que describen la temperatura se
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correlacionan en gran medida con el Factor 1 (Cargas que van de 0,89 a 0,98). Por el contrario,
la precipitacion se correlaciond altamente con el Factor 2 (carga 0.87). Asi, dentro del espacio
multivariado, las dos poblaciones activas no compartian las condiciones climaticas mas
similares, ya que GM (poblacién activa) y JG (poblacién inactiva) se encontraban hacia valores
negativos en términos de Factor 1, lo que indica temperatura similarmente baja. Por el
contrario, QJ (poblacion activa), estuvo expuesto a un clima mas similar al observado para las
poblaciones de MC y MT (Figura 10). Los resultados de las plantas en condiciones de
invernadero proporcionaron pruebas directas de que la acumulacion 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 fisicas de sustrato, luz, humedad y

temperatura.
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Figura 10. Andlisis de Componente Principal de las variables climaticas de seis poblaciones de
Galphimia sp. 1 = Guadalajara, Jal.; 2 = Dr. Mora, Gto.; 3 = Jalpan, Qro.; 4 = Cuernavaca, Mor.; 5 =
Tepoztlan, Mor., 6 = Tuxtla Gutiérrez, Chis.

El analisis general de esta investigacion corrobora nuestra prediccion de que la produccion
de galfiminas en las poblaciones de GM y QJ de Galphimia sp., esta controlada
genéticamente.

7.1.3 Perfiles Cromatograficos en Capa Fina de los Individuos Aclimatados en
Invernadero de Galphimia sp.

Se llevé a cabo el analisis de cromatografia 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 al., 2012. Este perfil cromatografico
se considerd como el control en relacion a los ensayos posteriores. En la figura 11, se muestra
el perfil quimico (orden de poblacicnes que presentan los compuestos de interés) de la
poblacién 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 mencién 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 elresto de las
muestras si presentan las galfiminas A y B. Con respecto al perfil de la poblacion proveniente
de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, esta presenta unos compuestos de color anaranjado presentes
también en la poblacién de Querétaro, pero no la presencia de las galfiminas. En tanto que el
perfil quimico de las poblaciones de Guadalajara y Morelos comparten un patrén 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 acido galico.
Finalmente, el patrén cromatogréafico revelado por la poblacion de Cuernavaca, Morelos, no
presenta compuestos con este sistema de elucion. En resumen, con este perfil quimico es
posible corroborar que la planta de Galphimia sp. colectada en diferentes estados de la
Republica Mexicana presenta una variacion importante en el contenido de los compuestos
bioactivos (familia de las galfiminas), pero Unicamente en las poblaciones que inicialmente

presentan estos compuestos.
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lalpan, Querétaro Dr. Mora, Guanajuato Tuxtla Gtz, Chiapas

 Galfiminas

123456 78 910C 111713 1415 1617 —
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Guadalajara, Jal. Miacatlan, Mor. Tepoztlan, Mor. Cuernavaca, Mor.

1 5
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Figura 11. Perfil cromatografico en capa fina de las 7 poblaciones colectadas en diferentes localidades
de la Replblica Mexicana a tiempo 0. En 6 poblaciones se corrieron muestras correspondientes a 5
individuos excepto en la poblacién de Jalpan, Qro., en la cual se corrieron muestras de los 17 individuos
colectados. Se utilizd como control una fraccién purificada de la familia de galfiminas denominada con
la letra C. El sistema de fase movil utilizado fue acetato de etilo:cloroformo (2:1 v/v).

Posteriormente, se realizd un andlisis cromatografico comparativo con las hojas
nuevas de los individuos recolectados y aclimatados en maceta (7 meses). Los perfiles
quimicos son mostrados en la figura 12 en donde la poblacion de Jalpan. Qro. y Dr. Mora,
Gto. Presentan las galfiminas que revelan en color morado-violeta, mientras que para la
poblacién de Tuxtla Gtz., Chi., siguen presentes los compuestos de color anaranjado, en tanto

que, para las poblaciones de Guadalajara, Jal., y Miacatlan se siguen presentado los
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compuestos de color azul y finalmente para la poblacion de Cuernavaca, Mor., no se

observa la presencia de ningun compuesto con este sistema cromatografico.

Jalpan, Queré

1 2 3 4 L C o 7 8 9 10 11

Guadalajara, Jal. Miacatlan, Mor. Cuernavaca, Mor.

Tuxtla Gtz, Chiapas

Figura 12. Perfil cromatografico en capa fina de las 6 poblaciones colectadas en diferentes localidades
de la Republica Mexicana, a 7 meses de aclimatacion en invernadero. En 5 poblaciones se corrieron
muestras correspondientes a 5 individuos excepto en la poblacion de Jalpan, Qro., en la cual se
corrieron muestras de los 11 individuos colectados. Se utilizé como control una fraccion purificada
de la familia de galfiminas denominada con la letra C. El sistema de fase movil utilizado fue acetato

de etilo:cloroformo (2:1 viv).
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Finalmente se llevo a cabo la recolecta de las hojas de cada individuo aclimatado en
invernadero (11 meses) para la obtencion de los extractos metandlicos y el analisis quimico
por cromatografia en capa fina, resultando lo siguiente: en las poblaciones de Miacatlan,
Tepoztlan y Jalisco los compuestos de color azul, se mantienen presentes a pesar de los
cambios morfoldgicos observados en las plantas; mientras 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 poblacion de Chiapas siguen estando

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

A om QJ S MC MT G T
. P
2 - -
wdbis win dben U e @i makihk B8 e oo GBHE S8
103ca5 123c4b 123C45 123Cc45 123C45123C45
B oM QJ MC MT JG cT
% .

123CAa5 123C45 123CA45 123C45 123C45123C45

Figura 13. Perfiles por cromatografia en capa fina de Galphimia sp. A) Perfil cromatografico de los
individuos aclimatados en invernadero de algunas poblaciones de Galphimia sp. (0 meses) B) Perfil
cromatografico de los individuos aclimatados en invernadero de algunas poblaciones de Galphimia sp.
(11 meses). GM: Dr. Mora, Gto.; QJ: Jalpan, Qro.; MC: Cuernavaca, Mor.; MT: Tepoztlan, Mor.; JG:
Guadalajara, Jal.; and CT: Tuxtla Gtz., Chis.). C = control de galfiminas; 1-5 son individuos de cada
poblacion. El sistema de fase movil utilizado fue acetato de etilo:cloroformo (2:1 viv).
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Los datos indican que a pesar de los cambios morfolégicos que presentan los
individuos aclimatados en invernadero, estos no pierden el patrén de la produccion de

metabolitos caracteristicos de cada poblacion.

7.1.4 Generacion de Perfiles por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)
de 6 Poblaciones de Galphimia sp.

El analisis por CLAE confirmo la presencia de picos de galfimina I-V, exclusivamente
en todos los individuos GM y QJ (Figura 14A y B), tanto en el tiempo 0 como a los 11 meses
después del trasplante. 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
acumulacién de galfiminas, tanto en el tiempo 0 como en el tiempo 11: pico |, normalmente
esta presente en el tiempo 0 y ausente en el tiempo 11; pico Il es mas abundante en el tiempo
0 en comparacion con el tiempo 11, mientras que el pico lll esta ausente en el tiempo O y
minimamente acumulado en el tiempo 11. Los picos para la acumulacion IV y V fueron
aproximadamente iguales en el tiempo 0 y el tiempo 11 (Figura 14A). Con respecto a las
muestras de QJ, todas. las galfiminas estaban presentes en tiempo 0 y 11, a concentraciones
variables; sin embargo, los picos Il y V fueron los mas abundantes, especialmente a los 11
meses (Figura 14B). Como se ha demostrado anteriormente, la mayoria de los picos estan
compuestos por una mezcla diasteroisomérica de galfiminas; por ejemplo, el pico | se forma
a partir de galfiminas (GA y GH), pico Il (GB y GF), pico lll (GC), pico IV (GD e Gl) y pico V

(GE y GG).
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Figura 14. A) Perfiles cromatograficos por CLAE de extractos crudos de 5 individuos de Galphimia sp.
colectados en Dr. Mora, Gto. (GM) a tiempo 0 (TO) y 11 meses (TF) después de ser trasplantados en
condiciones de invernadero, mostrando la presencia de galfiminas. B) Perfiles cromatograficos por
CLAE de extractos crudos de 5 individuos de Galphimia sp. colectados en Jalpan, Qro. (QJ) a tiempo
0 (TO) y 11 meses (TF) después de ser trasplantados en condiciones de invernadero mostrando la
presencia de galfiminas. Condiciones cromatograficas: fase movil, ACN: H20 (48:52); volumen de
inyeccién 204L; velocidad de flujo 0.7 mL/min; tiempo de corrida 30 min. (pico | GA/GH, pico Il GB/GF,
pico lll GC, pico IV GD/GI, y pico V GE/GG).

Diversos estudios en la literatura han mostrado variacion entre las poblaciones de
plantas en términos de produccion 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 produccion de triterpenos en Centenlla asiatica que
correspondia a una variacién en la exposicion al sol entre sitios cercanos en Nepal. Makhnev
et al. (2012) encontraron una mayor concentracion de triterpenos para las poblaciones

septentrionales de Betula péndula a lo largo de un gradiente latitudinal de 1600 km.

7.2 Micropropagacion de las 7 Poblaciones de Galphimia sp.

7.2.1 Propagacioén in vitro de las 7 Poblaciones de la Planta Galphimia sp.

Los resultados obtenidos para el primer ensayo de germinacion in vitro fueron los
siguientes: solo se generaron brotes de la germinacién de semillas de dos individuos de las
poblaciones de Jalpan, Qro., Dr. Mora, Gto., Miacatlan, Mor., y Cuernavaca Mor, mientras
que, para Guadalajara, Jal. y Tepoztlan, Mor., solo germiné uno de los de diez individuos. Los
primeros brotes se observaron entre los 25 y 30 dias de la inoculacion, mostrando una baja

germinacion (10 y 20 %) (Figura 195).

Jalpan, Qro. Dr Mora . Gto. Guadalajara, Jal.  Miacatian, Mor. Tepoztian,Mor.  Cuernavaca, Mor.

30dras 30 dias 30 dias 25dias 27 dias 30dvas
2110 210 110 2110 1110 2110
20% 20% 10 % 20 % 10% 20%

Figura 15. Primeros brotes del cultivo in vitro de las siete poblaciones de Galphimia sp. mostrando
tiempo y porcentaje de germinacion de los 10 individuos sembrados en medio MS.
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Los resultados obtenidos en este ensayo nos indicaron que el porcentaje de
germinacion fue minimo por ello se opt6 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 realiz6
nuevamente un segundo ensayo de germinacion in vitro de las 7 poblaciones de Galphimia
sp. solo que en esta ocasion se incrementaron el nimero de semillas (15 semillas) de cada
individuo por poblacién para obtener mayor porcentaje de germinacion, logrando un
incremento en el niimero de individuos germinados de cada poblacion. La falta de germinacion
en el primer ensayo se debi6 probablemente al deterioro fisico de las semillas inoculadas. En

la figura 16 se muestran el tiempo y porcentaje germinacion de las semillas.

Jalpan, Qro. Dr. Mora , Gto. Guadalajara, Jal.. Miacatlan, Mor. Tepoztian, Mor.  Cuemavaca, Mor.
50 dias 45 dias 50 dias 45 dias 27 dias 30 dias
6110 2110 110 2/10 110 6/10
60% 20% 10% 20 % 10 % 60 %

Figura 16. Muestra la germinacion in vitro de las poblaciones de Galphimia sp. mostrando porcentajes
de germinacion del 10 hasta 60 %.

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

Miacatlan y Jalpan puesto que los primeros brotes se comenzaron a observar entre los 15y
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20 dias de siembra. En la tabla 3 se indican los porcentajes de germinacion y los individuos
clonados de las poblaciones que germinaron de Galphimia sp. Ademas, los individuos
correspondientes a las poblaciones antes mencionadas también mostraron un buen
crecimiento en relacion a los parametros considerados, ver tabla 4.

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

Individuo  Dr. Mora, Jalpan, Qro. Tepoztlan, Cuernavaca, Miacatlén, Guadalajara, Tuxtla
Gto. Mor. Mor. Mor. Jal. Gtz, Chi.
1 2 2 5
2 2 ' 5 15
3 3 2
4 2
5 1 3
6 1 5
7 6 3 7 20
3 5
9
10
Total de ind. 3 6 1 6 2 1 0]
germinados
% de 30% 60% 10% 60% 20% 10% 0
individuos
germinados
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Tabla 4. Parametros de crecimiento a los 20 dias de germinacidn de las siete poblaciones de

Galphimia sp. por individuo.

Parametros Morfoldgicos

Poblaciones
Dr. Mora Gto.

Jalpan Qro.

Tepoztlédn, Mor.

Miacatlan, Mor.

Guadalajara, Jal.

Cuernavaca, Mor,

Alturadel Num. De hojas por

tallo (cm) tallo (cm)
10 6
7 4
7 6
7 8
8 6
6 6
4 6
6 7
8 9
6 6
7 6
7 6
6 6
7 6
6 4
6 4
7 10
5 4
11 12

Num. De yemas

o P N A 2O

A W W s
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A pesar de haber aumentado el niimero de semillas inoculadas por frasco no se logro
incrementar de manera considerable en la germinacion; asi que se decidié realizar
modificaciones a los protocolos de desinfeccién, rompimiento de dormancia y cambio de
medio de cultivo.

Ademas, se realizaron dos ensayos mas de germinacion in vitro de las poblaciones de
Galphimia sp. incrementado el nimero de semillas, asi de este modo se obtuvieron mas
individuos de cada poblacion, 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 modificacion de la tabla 3.
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Tabla 5. Individuos germinados y clonados in vitro de las 7 poblaciones en estudio de Galphimia sp.

Individuo Dr. Mora, Jalpan, Qro. Tepoztlén, Cuernavaca, Miacatlan, Guadalajara, Tuxtla
Gto Mor. Mor. Mor, Jal. Gtz, Chi.
1 2 2 2 5
2 3 2 5 15
3 3 2
4 2 2
5 1 5
6 1 5
7 6 3 3 22
8 3 5 2
9
10
Total de ind. 6 6 1 6 4 1 0
germinados
% de 60 60 10 60 40 10 0
individuos
germinados

En la tabla 6 se muestra que en las poblaciones de Dr. Mora, Cuernavaca y Miacatlan
se incrementaron el porcentaje de individuos germinados, mientras que para las poblaciones
de Jalpan, Tepoztlan, Guadalajara y Tuxtla Gutiérrez no se incrementd la germinacion. En
relacion a los parametros de crecimiento evaluados de estos individuos siguen un mismo
patron.

Finalmente se realizé el Ultimo ensayo de germinacion de las tres poblaciones de
Morelos (Tepoztlan, Cuernavaca y Miacatlan) colectadas durante los meses de enero-febrero
del afio en curso, esto se realizé para alcanzar el nimero de individuos necesarios para el

analisis metabolomico. En esta colecta se confirmé la hipdtesis planteada de la baja

Pagina 60



CEIR

germinacién, es decir, aunque en la planta se observo que la semilla haya alcanzado su

madurez (maximo peso seco) al liberar las semillas de la testa se observd que algunas

semillas atn siguen inmaduras (Figura 17).

Figura 17. Semillas recolectadas de Galphimia sp. de la
poblacion de Tepoztlan, Morelos.

En la tabla 6 se resumen los datos de la cantidad de semillas que se liberaron de la
testa para ser germinadas in vitro, se seleccionaron los individuos que contenian 100 semillas
las cuales por su aspecto fisico, se determinaron como semillas maduras e inmaduras,

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

Tabla 6. Porcentaje de semillas maduras de las poblaciones de Morelos
(Cuernavaca, Tepoztlan y Miacatlan).

Poblacion Semillas Semillas Semillas Porcentaje
totales maduras inmaduras (%)
CUERNAVACA 600 (6 ind.) 264 336 _ 44%
TEPOZTLAN 600 (6 ind.) 192 408 32%
MIACATLAN 600 (6 ind) 241 379 40.1%
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Posteriormente se llevd a cabo la germinacion in vitro de estas poblaciones
comenzando a mostrar los nuevos brotes de los individuos viables de cada poblacion

entre los 15 y 20 dias, como se observa en la figura 18.

Cuernavaca 45 % Miacatlan (30 % de Tepoztlan (20 % de
de germinacion - germinacion) germinacion)

Figura 18. Germinacion in vitro de Galphimia sp. de 3 poblaciones de Morelos (Cuernavaca,
Tepoztlan y Miacatlan).

De este modo con esta ultima colecta se completaron los individuos para realizar el
analisis metabolémico y seguir con los protocolos quimicos para identificar si existe la
presencia de galfiminas en todas las poblaciones cultivadas en condiciones estandarizadas.

Finalmente, la tabla 7 estan de los individuos disponibles para realizar los siguientes estudios.
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Tabla 7. Individuos germinados y clonados in vitro de las 7 poblaciones en estudio de Galphimia sp.

Individuo Dr. Mora, Jalpan, Qro. Tepoztlan, Cuernavaca, Miacatlan, Guadalajara,
Gto. Mor. Mor. Mor. Jal.
1 18 2 2 1 5
2 3 2 3 9 8
3 3 2 3 3
4 2 2 2
5 1 3 4
6 10 1 4
7 7 3 3 15
3 5 2
9
10
Total de ind. 6 6 5 6 6 1
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 (International Seed Testing Association), se realizo6 con base
a los resultados obtenidos del primer ensayo de germinacion in vitro, ya que se obtuvieron
porcentajes de germinacion bajos. Se decidio realizar una prueba de viabilidad, debido a que,
nos permite conocer de manera relativamente rapida el potencial de germinacion de las
semillas. Con este ensayo se logra la tincion de los tejidos vivos, ya que mide la actividad de
la enzima deshidrogenasa involucrada en el proceso de respiracion, resultando lo siguiente:
se determiné como control la colecta de Dr. Mora Gto., realizada en el afio 2009 por presentar

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

Pagina 63



CEIS

las poblaciones colectadas en el afio 2011 presentaron un porcentaje de viabilidad por arriba
de 80 % ver tabla 8, por esta razon se realizaron las siguientes modificaciones, en el protocolo

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

cultivo para su inoculacién e incrementando el niumero de semillas por individuo.

Tabla 8. Muestra el porcentaje de viabilidad de acuerdo a la tincién (rojo) que sufri6 el embrién por el Tetrazolio en
las poblaciones en estudio de Galphimia sp.

Poblaciéon % Viabilidad Embrién

Control s/tx
Dr. Mora, Gto.
Dr. Mora, Gto. 20 % °¢
Jalpan, Qro. 60 % ﬂ
Guadalajara, 10 % &
Jal.
Miacatlan, Mor. 20% % ‘
Tepoztlan, Mor. 10% “
Cuernavaca, 60 % °
Mor.
Colecta 2011
Dr. Mora, Gto. 80%

Se realizd una segunda prueba de viabilidad a las semillas colectadas de las
poblaciones de Morelos (Tepoztlan, Cuernavaca y Miacatlan). Para poder corroborar los datos
obtenidos sobre las semillas inmaduras se realizo la prueba de viabilidad con Tetrazolio en la

cual se obtuvo como resultado porcentajes similares a los de las semillas maduras (tabla 9).
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Tabla 9. Prueba de viabilidad con Tetrazolio de las poblaciones de Morelos (Cuernavaca, Tepoztlan y
Miacatlan).

Poblacién Semillas Porcentaje (%)
tratadas
CUERNAVACA 20 xind. 42 %
TEPOZTLAN 20 xind. 31.6%
MIACATLAN 20 x ind. 35%

7.2.4 Etapa de enraizamiento in vitro de las 6 poblaciones de Galphimia sp.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos utilizando el protocolo de Rojas
et al., 2005 modificado. El resultado de este protocolo no fue positivo ya que solo se logré
enraizar dos individuos de las poblaciones de Dr. Mora y Cuernavaca después de un periodo

de 40 dias, (Figura 19).

Fiura 19. Enraizamiento in vitro de Galphimia sp. de las
poblaciones de Dr. Mora y Cuernavaca.

Ademas de que se promovio la formacion de callos en todas las poblaciones, esto

debido al desbalance hormonal entre citocininas (KN) y auxinas (IBA), ya que en algunos
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casos una mayor concentracion de estas hormonas da como resultado la formacion de callos

(Figura 20).

2 BN

Figura 20. Formacion de callos en las 5 poblaciones de Galphimia sp.
Guadalajara, Jal. 3. Cuernavaca, Mor. 4. Dr. Mora, Gto. 5. Jalpan Qro.

1. Miacatlan, Mor. 2.

Posteriormente se rea|i26 otro ensayo con el protocolo de Rojas et al., 2005. En el cual
la combinacion hormonal de cinetina y acido-3-indol butirico es la mas idénea para llevar a
cabo la estimulacion para la formacion de raices, ya que son concentraciones relativamente
bajas, aunque no es su totalidad, debido a que se ha visto la formacion de algunos callos

(Figura 20).

Figura 21. Enraizamiento in vitro de las poblaciones de Dr. Mora, Gto., Cuernavaca,
Mor., Tepoztlan, Mor., respectivamente.
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Al término de 40 dias se lograron enraizar los 3 individuos de las poblaciones de Dr.
Mora, Gto., y Cuernavaca, Mor., mientras que para la poblacion de Tepoztlan solo se enraizo
un individuo, figura 21. En las poblaciones de Jalpan, Qro., y Guadalajara, Jal., no se lograron
obtener raices. El porcentaje de enraizamiento fue del 28 %, ya que solo se enraizaron 7
individuos de 25 tratados con ambas hormonas. En la tabla 10 se muestran los individuos

enraizados, ntimero de raices y longitud de raices.

Tabla 10. Poblaciones enraizadas de Galphimia sp.

Poblacion Numerode raices  Longitud de raices
Dr. Mora

1 2 5cm

2 A 7cm

3 1 4cm

Cuernavaca Mor.

1 4 1.5cm

2 4 3cm

3 5 0.5cm

Tepoztlan, Mor.
1 4 3cm

Posteriormente al observar que no fue 6ptimo el método para enraizar, se decidio llevar
a cabo otro protocolo de enraizamiento. Se decidié utilizar el protocolo de Sadegui et al., 2015

en donde se utilizaron concentraciones muy bajas de IBA (acido-3-indol butirico). Con este
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protocolo tampoco se logré enraizar las poblaciones sometidas a estas condiciones, (figura

22).

>

Figura 22. Enraizamiento de las 5 poblaciones de Galphimia sp. mediante el protocolo de Sadegui et
al., 2015.

Por otro lado, también se llevo a cabo otro procedimiento en donde los brotes se
impregnaron con Radix 10000 (4cido indol-3-butirico, que promueve la iniciacion de la

formacion de raices). Trascurrieron 40 dias y no se observé el crecimiento de raices sino de

callos.

7.2.5 Etapa de Aclimatacion de las 6 Poblaciones de Galphimia sp.
Se llevd a cabo la aclimatacion de los algunos individuos en donde solo sobrevivieron
2 plantulas cultivadas in vitro de en un lapso de 40 dias, posteriormente se comenzaron a

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

Se utilizé otro protocolo de aclimatacion seguido por Ranaweera et al., 2013 y Patel et
al., 2014, en el cual se tienen resultados mas alentadores, ya que 10 de 30 individuos

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

s

S et

Figura 24. Aclimataciéon de las poblaciones de Galphimia sp. mediante el protocolo de
Ranaweera et al., 2013 y Patel et al., 2014.

Estas plantulas permanecieron 45 dias en frascos cubiertos con plastico que

gradualmente se les realizaron orificios para su pronta aclimatacion, en la figura 25 se muestra
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uno de los individuos que se destapd completamente, mismo que se deshidraté y seco
rapidamente, 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 condiciones de

invernadero (Figura 25).

Figura 25. Aclimatacion de individuos germinados in vitro de
las 6 poblaciones de Galphimia sp.

Debido a los resultados poco alentadores se decidié aplicar la técnica de

enraizamiento ex vitro.

7.2.6 Etapa de Enraizamiento ex vitro de las Poblaciones de Galphimia sp.

Se realiz6 una bisqueda exhaustiva en la literatura de protocolos de enraizamiento ex
vitro y se aplico el descrito por Ranaweera et al., 2013 en el cual se utilizé un sustrato
compuesto por polvo de coco, arena y suelo de monte y el protocolo de Patel et al., 2014
aplicando una concentracién 300 mg/it de IBA a brotes de 6 cm de altura. El sustrato se
humedecio con un enraizador agricola. Los resultados de enraizamiento se observaron a los

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

Jalpan Qro., en donde se observé en un individuo de la poblacion de Jalpan Qro., el

crecimiento masivo de raices (figura 26).

Figura 26. Enraizmaénto ex vitro de la poblacion de Jalpan Qro., de la planta
Galphimia sp.
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Figura 27. A) Enraizamiento ex vitro de la poblacion de Jalpan Qro., de la planta Galphimia
sp. (40 dias). B) Enraizamiento ex vitro de la poblacion de Dr. Mora Gto., de la planta
Galphimia sp. (40 dias).

Ademas, se realizaron registros del nimero de hojas por tallo, altura del tallo y numero

de yemas (tabla 11).
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Tabla 11. Poblaciones enraizadas ex vitro y parametros morfologicos de Galphimia sp.

Parametros Morfoldgicos
Altura del Num. De hojas por  Num. De

Poblaciones tallo (cm) tallo (cm) yemas
Dr. Mora Gto.

1 12 6

2 6 4

3 6 4

4 5.5 6 4

5 6 7 3
Jalpan Qro.

1 13 12 6

2 5 4 4

3 6 6 4

4 4 4 2

5 6 7 4

6 5 6 6

7.2.7 Perfil Quimico por Cromatografia en Capa Fina de Algunas de las

Poblaciones de Galphimia sp. Cultivadas in vitro.

Se realizo el analisis quimico de los individuos de los que se obtuvieron mas clonas,

para asi adquirir el material vegetal seco necesario para este tipo de analisis. Las muestras

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

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

muestras silvestres, lo mismo ocurre con un individuo de Miacatlan, Cuernavaca (120 dias)

que se observa en el carril 4 y finalmente en los carriles 5 y 6 que corresponde a las muestras
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de Guanajuato y Querétaro (120 dias) se logra observar que conservan ligeramente la
presencia de las galfiminas, esto podria deberse a la cantidad de material vegetal seco, al

estadio de la plantula y las condiciones in vitro a la que esta siendo sometida la plantula (figura

28).

Figura 28. Perfil cromatografico del cultivo in vitro de algunas poblaciones de Galphimia sp. Carril:

Ind. 7 GId (90 d), Carril 2: Ind. 7 Gld (120 d), carril 4: Ind. Miacatldn Mor., Carril 5: Ind. Dr. M 7 y carril
6 Ind. Jalpan, Qro. Se utilizd como control (carril 3) una fraccion purificada de la familia de galfiminas
denominada con la letra C. El sistema de fase movil utilizado fue acetato de etilo:cloroformo (2:1 v/v).

Se llevé a cabo otro analisis quimico por cromatografia en capa fina de los individuos
germinados in vitro (4 meses) en donde tampoco se logro observar la presencia de galfiminas

por lo menos en las poblaciones que las producen. Por ello se realizé el analisis por CLAE.

7.2.8 Generacion de Perfiles por Crométografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)
De 6 Poblaciones de Galphimia sp.
Para determinar si los individuos germinados in vitro produjeron las galfiminas se

realizaron los perfiles cromatograficos por CLAE en las poblaciones que inicialmente las

presentan, como las de Dr. Mora, Gto., y Jalpan, Qro., asimismo se analizaron las demas
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poblaciones para observar si en condiciones in vitro se mantienen los perfiles quimicos de las
plantas silvestres'.

Inicialmente se llevd a cabo la curva de calibracion con un estandar correspondiente a
GB/GF cuya finalidad es cuantificar la cantidad de galfimina B/F que esta presente en las
muestras cultivadas in vitro. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: fase movil

acetonitrilo-agua (48:52), velocidad de flujo 0.7 mL/min, volumen de inyeccion 20u (Tabla 12,

figura 29).
Tabla 12. Curva estandar de GB/GF.
Concentracién pg/mL Area 1 Area 2 Area 3 Promedio DE
250 2972259 2995436 3033620 3000438.333 30984.8444
125 1390478 1403166 1391572 1395072 7030.92
62.5 963094 872252 866050 900465.3333 54326.5922
30 338164 337664 339388 338405.3333 886.975385
15 128945 127898 141915 132919.3333 7808.04498
7.5 76522 78065 76815 77134 819.471171
Pendiente (m) 23631.0518 118155259  12076.8215  11950.2649
Ordenada (b) 13309.05 7526.36158 11380.4234 1865.91166
R 0.99506611  0.99782899 0.9977858 0.997080258
r2 0.99015656  0.99566269 0.9955765 0.994169041
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Figura 29. Curva estandar de GB/GF. Solucion stock de 1mg/mL.

Se analizaron los correspondientes extractos metandélicos de los diferentes individuos
cultivados in vitro, se utilizaron 100 mg de material vegetal seco posteriormente se obtuvb el
rendimiento del extracto metandlico. Con base a la curva de calibracion se llevd a cabo la
cuantificacion de cada una de las muestras, obteniéndose valores de GB similares a una

muestra de 100 mg de extracto metandlico de Dr. Mora Gto., de planta silvestre (tabla 13).
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Tabla 13. Cuantificacion de GB/GF en las muestras cultivadas in vitro de las poblaciones
de Dr. Mora, Gto., y Jalpan Qro (7 meses).

Muestra Area Concentracion (ug/mL) Rendimientos (mg)
Dr.M1 474024 39.8 24.9
Dr.M 2 633111 53.1 44,7
Dr.M 3 684558 574 329
Dr.M4 46071 4.0 33.6
Dr.M 5 557649 46.8 18.9
Dr.M 6 138119 11.7 27.1

Jal 1l 678647 56.9 20.9
Jal 2 94893 8.1 154
Jal 3 60535 5.2 23.7
Jal4 216658 18.3 18.2
Jal5 153163 13.0 32.2
Jal 6 110792 9.4 24.7
Control Ext MeOH
Dr.M 1684570 141.1 100

A continuacién, se presentan los cromatogramas de cada una de las muestras
analizadas, observandose la producciéon de galfiminas en solo dos de las poblaciones (Dr.
Mora, Gto., y Jalpan, Qro.). En algunas muestras de Miacatlan y Guadalajara se observan
picos a los mismos tiempos de retencion que las galfiminas, pero el patrén 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 determiné que, es totalmente diferente al patron
presentado por la familia de las galfiminas. No obstante, esto no es confirmativo por ello se
realiz6 una co-elucién para observar si el pico aumento o en su defecto aparecieron dos picos

(Figuras 30y 31).
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Figura 30. Perfil cromatogréfico de la familia de galfiminas de un individuo de la poblacion de Dr. Mora
Gto. 100 mg de extracto metandlico. Condiciones cromatogréficas: fase movil, ACN:H.0 (48:52);
volumen de inyeccion 20pL; velocidad de flujo 0.7 mL/min; tiempo de corrida 25 min.
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Figura 31. Perfil cromatografico de la poblacion de Dr. Mora Gto., Jalpan, Qro. Miacatlan, Tepoztian y
Cuernavaca, Mor., y Guadalajara, Jal., de Galphimia sp. 100 mg de material vegetal seco. Condiciones
cromatograficas: fase movil, ACN:H,O (48:52); volumen de inyeccion 20uL; velocidad de flujo 0.7

mL/min; tiempo de corrida 25 min.
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Con respecto a los perfiles cromatograficos obtenidos se observo la presencia de
galfiminas en las poblaciones de Dr. Mora, Gto., y Jalpan, Qro., en tanto que para las
poblaciones de Miacatlan presentaron picos caracteristicos de la familia de galfiminas, pero
al comparar el patron de barrido de UV, se logré discrepar en esto, ya que se mantiene un
patrén de UV diferente al presentado por la familia de las galfiminas. Asimismo, el perfil
- cromatografico correspondiente a Guadalajara presenté un pico en los tiempos de retencion
en donde aparece las galfiminas por ello se realizé una co-elucion con GB y de demostré que

son dos compuestos diferentes (Figura 31).
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7.3 Propagacion en Condiciones de Invernadero de las 7 poblaciones de
Galphimia sp., (germinacién de semillas en charola).

7.3.1 Germinaciéon en Condiciones de Invernadero de las 7 Poblaciones de
Galphimia sp.

Se realiz6 el cultivo de las semillas<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>