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Caracterizacion morfoldgica, genética y antidiabética de tres especies de plantas medicinales en el estado de Hidalgo, México

Resumen

La diabetes es una enfermedad crdénica de causas multiples y considerada como un
padecimiento de alto costo. En México cerca del 10% del gasto en salud, es destinado a la
atencién de esta enfermedad y sus complicaciones. Existen tres tipos de diabetes: tipo 1
(DMT1) conocida como diabetes insulina dependientes o juvenil (DMID), tipo 2 (DMT2) y
diabetes gestacional (DMG). Dado que las plantas son consideradas como una fuente potencial
de sustancias quimicas con diferentes actividades en los organismos, y que la flora medicinal
del estado de Hidalgo posee un gran numero de especies. Es necesario contar con productos
capaces de tratar enfermedades tales como la diabetes. Por lo que este estudio tuvo como
objetivo caracterizar tres especies de plantas medicinales (Cecropia obtusifolia n=24, Costus
scaber n=24 y Tecoma stans n=50), mediante su morfologia, informacién genética
(microsatélites) e inhibicidon de alfa glucosidasa (a-glucosidasa) para identificar los mejores
genotipos con potencial antidiabético Las cuales se analizaron con estadistica multivariada
(analisis de funciones discriminates, y andlisis de varianza anidada), pruebas de Tukey, analisis
de varianza factorial y andlisis de genética de poblaciones .

Los resultados obtenidos en general indican que las tres especies vegetales
presentaron una alta plasticidad fenotipica y genética, que les permite adaptarse a las
diferentes presiones de seleccién y a cambios ambientales. Ademdas, mantienen un alto flujo
genético entre poblaciones, lo que indica poca diferenciacién y a su vez comportarse como
una poblacién panmictica. El potencial de inhibicién de a-glucosidasa de las tres especies de
plantas medicinales es un factor dependinete de la localidad, de los genotipos y de la
concentracion de los extractos etandlicos y asi como del factor tiempo. Por lo que la
concentraciéon de inhibicidon del cincuenta por ciento de la actividad enzimatica (Clso) difiere
entre localidades. La Clsp para las tres especies fue menor comparada con el medicamento
comercial acarbosa (Clso =167.45 pug/mL. Lo que demuestra que estas plantas pueden ser
utilizadas para tratar diabetes.

De igual manera, se encontré que existe una correlacién entre las variables
morfoldgicas y el porcentaje de inhibicidon de a- glucosidasa con los datos genéticos, que asu
vez se correlasionaron de manera significativa con las variables geograficas. Lo que indicia que

las caracteristicas fenotipicas se deben a una interacciéon del genotipo con el ambiente.
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La especie con mayor actividad de inhibicién de a-glucosidasa fue T. stans (65%), sin
embargo se debe considerar otros factores como: los individuos (genotipos), el factor
localidad, la concentracidn y el factor tiempo. Asi como, la biologia de las especies (sexo,
eventos reproductivos, edad, etc.). Ademas, los mecanismos micro evolutivos pueden influir
sobre la actividad y contenido de metabolitos secundarios de las plantas medicinales, como
fue el caso de C. scaber, donde el flujo genético en algunos casos tiende a homogeneizar el
potencial de inhibicién en a-glucosidasa, posiblemente debido a que sus consituyentes

guimicos se encuentran en cantidades semejantes en la mayoria de sus individuos.

Alvarez-Delgadillo, A. 2019 ii



INTRODUCCION

La Diabetes mellitus (DM), se define como un desorden metabdlico complejo que
aparece cuando el pancreas no produce suficiente insulina o cuando el organismo no es capaz
de utilizarla eficazmente y este padecimiento se caracteriza por un incremento de los niveles
de glucosa en sangre (Sancheti et al., 2009233, Din et al., 201152, Manaharan et al., 2012%7;
Ahmed et al., 20121).

Existen tres tipos de diabetes: Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) también conocida como
diabetes mellitus insulino dependientes o juvenil (DMID), presenta una destruccion
autoinmune de las células B, lo cual origina una deficiencia de insulina y una tendencia a
cetoacidosis. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es la mds comun y con frecuencia se asocia con
obesidad, se origina por una resistencia a la insulina acompafiada con una deficiencia de esta
hormona. Diabetes mellitus gestacional (DMG) agrupa especificamente la intolerancia a la
glucosa durante el embarazo (Ahmed et al., 2012)*%,

La diabetes es una de las mayores emergencias mundiales de salud ,ademas es
considera como una epidemia que afecta aproximadamente a 346 millones de personas. En
Meéxico existen alrededor de 10.3 millones de diabéticos (Instituto Mexicano del Seguro Social,
IMSS, 2010%8; Federacidn Internacional de Diabetes, IFD, 2012'%°), por lo que se encuentra
entre los diez primeros paises con mayor numero de diabeticos segin la Federacion
Internacional de Diabetes (Alexiou y Demopoulos, 2010%%; Scully, 2012%3°).

En el estado de Hidalgo, México, la diabetes es uno de los mayores retos que enfrenta
el Sistema de Salud Estatal. En el 2012 fue la primera causa de mortalidad, ocasioné una mayor
demanda de atencidn en consulta externa y de hospitalizaciéon. Ademas es una de las
enfermedades a las que se le asigna un alto porcentaje del gasto publico (Secretaria de Salud
y Servicios de Salud de Hidalgo, 2011-2016) 24,

Los tratamientos actualmente disponibles para la diabetes incluyen insulina y diversos
agentes antidiabéticos orales tales como sulfonilureas, biguanidas, inhibidores de a-
glucosidasa y glinidinas, cuyos beneficios son indudables, pero algunos de estos productos
producen efectos adversos como acidosis lactica, dolor abdominal, nauseas y diarrea (Garber
et al., 1997%; Nasri and Rafieian-Kopaei, 2014182). Ademads, de que, en los paises en vias de

desarrollo estos productos tienen un alto costo y lo que los hace poco accesibles al publico, lo



gue ocasiona una gran carga econémica para los individuos y sus familias, asi como para los
sistemas sanitarios nacionales. Actualmente, existe un interés en la busqueda de alternativas
para el manejo de la diabetes, como lo son los medicamentos herbolarios (MH) que tienen
como base a las plantas medicinales, muchas de las cuales han sido descritas en la literatura
cientifica como antidiabéticas (Giovannini et al., 201688; Singab et al., 20142%; Patel et al.,
2012¢2%),

En México se utilizan 326 especies de plantas para el control de diabetes (Andrade-
Cetto y Heinrich, 2005)?°, con lo cual pueden ayudar a disminuir algunas de sus complicaciones
microvasculares (retinopatia, neuropatia y nefropatia) y macrovasculares (principalmente
enfermedades arteria-coronarias, infartos de miocardio, cetoacidosis diabética y coma
diabético). Por lo que la DM se ha convertido en una de las principales enfermedades con
multiples desordenes en el metabolismo de lipidos y proteinas (Ahmed, 2009'%; Ahmed y Uroo,
2010°%; Ahmad et al., 20148).

En los ultimos anos, los fadrmacos modernos han sustituido a los medicamentos
herbolarios, considerandolos como poco seguros o como carentes de las pruebas cientificas
que se exigen actualmente (Ramanathan, 2000%%¢; Kumar et al., 2011%***; Gurudeeban et al.,
2012'93), Sin embargo, a nivel mundial se estd llevando a cabo una busqueda incesante de
nuevos tratamientos provenientes de plantas medicinales para tratar problemas relacionados
con las principales causas de muerte como diabetes, enfermedades del corazén y cancer
(Cowan, 1999°7; Sujatha y Shalin, 20122°%),

Las diferencias en los componentes quimicos de las plantas pueden afectar la calidad
de los productos farmacéuticos y la estandarizacion de la medicina tradicional. Aunado a lo
anterior, la calidad de la materia prima de una planta medicinal depende significativamente
de los factores intrinsecos (variacién genética) y extrinsecos (condiciones ambientales,
métodos de colecta, cultivo, procesamiento que se realiza antes y después de la cosecha,
transportacién y practicas de almacenamiento). Por lo que es necesario estimar la variacion de
los componentes quimicos y variables ambientales relacionadas con la diversidad genética de
las plantas medicinales (Hu et al., 2007)1>.

A medida que los mecanismos de defensa de las plantas se fueron perfeccionando,

origind una amplia variedad de mecanismos de defensa hacia agentes herbivoros, fungicos,



bacterianos y virus. Esta amplia diversidad de productos naturales de origen vegetal tiene mas
importancia desde el punto de vista medicinal para el descubrimiento de nuevos compuestos
farmacéuticos (Herrmann et al., 20111%; Abdel-Monein, 2015°).

Aunado a lo anterior, se estan identificando quimicamente principios activos (son
sustancias que se encuentran en las distintas partes de las plantas que a su vez alteran o
modifican el funcionamiento de dérganos o sistemas del cuerpo humano y animal) de
numerosas plantas u otros organismos naturales utilizados como medios curativos. Entre los
principios activos mas importantes desde el punto de vista de la salud, destacan: los alcaloides,
flavonoides, saponinas y taninos (Cowan, 1999)°’.

Las plantas medicinales con actividad antidiabética pueden ser una fuente importante
para la obtencién de nuevos productos orales hipoglucémicos en la industria farmacéutica
(McCune y Johns, 2002%3; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005%%; Torres et al., 20132),

El objetivo de este trabajo fue evaluar especies de la flora del estado de Hidalgo
mediante pruebas de inhibicidn enzimatica de alfa glucosidasa para obtener productos verdes
como una alternativa para tratar la diabetes, asi como proporcionar informacién sobre su
diversidad genética para promover la conservacion de las plantas medicinales y su

fitomejoramiento.



ANTECEDENTES
Historia de la Diabetes mellitus (DM)

En 1862, George Ebers descubrié en una tumba de Tebas, en Egipto, un papiro escrito
aproximadamente en el aflo 1550 AD, que describia una enfermedad caracterizada por la
emisién abundante de orina y en cuyo tratamiento se recomendaba el uso de extractos de
plantas. Otras civilizaciones como los hindues y los chinos hicieron descripciones de los
padecimientos de esta enfermedad, aunque el término de diabetes se debe a Aretaeos de
Capadocia en el siglo Il A.D (Carretero-Rodrigo, 2000%%).

En 1869 Paul Langerhans descubrid en el pancreas unas pequenas islas, independientes
del resto de la estructura de la glandula, pero no explicé cual era su funcién. En julio de 1921,
Banting y Best lograron disminuir la glucemia de 400 mg/dl a 100 mg/dl en 8 horas a la perra
“Marjory”, inyectandole un extracto pancredtico y obteniendo, por ello, el premio Nobel de
Medicina en el afio de 1925. Estos fueron los primeros pasos que llevaron a la utilizacion de la
insulina en el tratamiento de la enfermedad (Carretero-Rodrigo, 2000*; Requejo y Ortega,
2000%2° y Torres et al., 20132°¢),

Algunas de las complicaciones de la DM a largo plazo se encuentran la disminucion del
funcionamiento en varios drganos, especialmente ojos, rifones, nervios, corazén y vasos
sanguineos. En el desarrollo de la DM estan involucrados varios procesos patoldgicos, los
cuales van desde la destruccion autoinmune de las células B pancredticas, acompafiada de una
deficiencia en la secrecién de insulina (hormona producida por grupos de células denominadas
islotes, situados dentro del pancreas, cuya funcidn es la de regular los niveles de azucar en la
sangre (Klug y Cummings, 199940 Prabhakar y Doble, 20082%!!), hasta la generacion de
resistencia a la insulina. Por lo que origina alteraciones en el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas debido a la falta de insulina en los tejidos muscular, adiposo y hepatico
(Expert Committee, 2003a’%; Banderas-Rodante, 20063°; OMS, 20121%%),

Sintomas de la DM

La DM presenta sintomas caracteristicos tales como: sed intensa (polidipsia), miccion
frecuente y abundante (poliuria), pérdida de peso, algunas veces con gran apetito (polifagia),
vision borrosa, nduseas, vomito, debilidad o cansancio excesivo, altas concentraciones de

glucosa en sangre y en orina, incremento en la susceptibilidad a enfermedades e infecciones,



tales como vaginitis, irritabilidad, apatia, impotencia (en hombres) y cetoacidosis (acumulacion
de cetonas en el torrente sanguineo), como consecuencia de la utilizacion de acidos grasos en
lugar de glucosa, y que incrementa la acidez en la sangre (Bilous y Donnelly, 201036; OMS,
2012%91),

Las complicaciones a largo plazo de la DM se encuentran un desarrollo progresivo de
deficiencia vasculares (macro y microvasculares). Las anormalidades macrovasculares
producen aterosclerosis, con un aumento en enfermedades cerebrovasculares e infarto de
miocardio. Las afecciones neuropatoldgicas afectan al sistema nervioso auténomo y nervios
periféricos. Asi como también dafos en las extremidades y producir ulceracién crénica,
comunmente conocido como pie diabético (Kalailingam et al., 2013)24,

Las anormalidades microvasculares comprenden cicatrizacion proliferativa de la retina
(retinopatia diabética) y enfermedad renal (nefropatia diabética). Las complicaciones
microvasculares se explican en gran parte por la hiperglucemia crénica. Los pacientes con DM
tienen alta incidencia de enfermedades aterosclerdticas cardiovasculares, vasculares
periféricas y cerebrovasculares; frecuentemente hipertension, alteraciones en el metabolismo
de lipoproteinas y enfermedades dentales (Abdel-Monein y Fayez, 2015) >.

Clasificacion de la DM

Existen tres tipos de diabetes (DM tipo 1, DM tipo 2 y DM gestacional), las cuales se
distinguen por su sintomatologia:

a) Diabetes mellitus tipo 1 (DM 1)

La DM1 se subdivide en DM Tla que presenta una destruccidon autoinmune de las
células B como resultado de una deficiencia en la utilizacién de insulina. Diabetes tipo 1b
conocida como diabetes idiofatica. Algunas enfermedades autoinmunes pueden estar
asociadas con este tipo de diabetes (Enfermedad de Grave, tiroiditis de Hashimoto vy la
enfermedad de Addison) no se conocen las bases etoldgicas de este tipo de diabetes (Ahmed
etal., 2012) .

b) Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

Es el tipo de diabetes mas comun y es conocida como no dependientes de insulina. Este
tipo de diabetes se caracteriza por un desorden en la secrecidn o resistencia a la insulina. En

poblaciones desarrolladas afecta entre el 5 a 7% de su poblacién. Se asocia con obesidad, se



origina por una resistencia a la insulina acompanada con una deficiencia de la hormona, hasta

un progresivo defecto de su secrecion (Patel et al., 2012a'%%; Abdel-Monein y Fayez, 2015°).

c) Diabetes mellitus gestacional (DMG)

Agrupa especificamente la intolerancia a la glucosa durante el embarazo (Ahmed et
al., 201211). La definicion aplica sin tomar en cuenta si la administracion de insulina o sélo la
modificacidon en la dieta se usan para el tratamiento o si la condicién persiste después del
embarazo. Seis meses después del término del embarazo la paciente debe realizar una nueva

prueba para ser diagnosticada (Banderas-Dorantes, 20063°; Abdel-Monein y Fayez, 20155
d) Otros tipos especificos DM

I. Efectos genéticos de las células B pancreaticas
Por mutaciones en el cromosoma 12 en el factor de transcripcién hepdatico (factor
nuclear de hepatocitos HNF-1-alfa). Por mutaciones en el gen que codifica a glucosidasa, en el
cromosoma 7p produciendo una deficiencia en la molécula de glucosidasa (la glucosidasa
hepatica es una enzima que convierte la glucosa en glucosa-6-fosfato en la via metabdlica
glucdlisis), que estimula la secrecidn de insulina por parte de las células 8 pancreaticas y de
esta manera incrementa los niveles de glucosa plasmatica (Expert Committee, 2003b’%;

Banderas-Dorantes, 2006°).

Il. Defectos genéticos en la accion de la insulina
En el pasado este sindrome era llamado resistencia a insulina tipo A. Las alteraciones
metabdlicas asociadas con mutaciones en el receptor de insulina abarcan desde

hiperinsulinemia, hiperglucemia moderada hasta diabetes severa (Riddle, 2008)%23.

Diagndstico de la DM

Existen diferentes tipos de pruebas para diagnosticar diabetes, entre las cuales se
encuentran: la glucosa plasmatica en ayuno (FPG del inglés fasting plasme glucose), prueba de
tolerancia oral a la glucosa (OGTT del inglés oral glucose tolerance test), hemoglobina
glucosilada (HbAlc o A1C) (Bilous y Donnelly, 2010;%¢ Banderas-Dorantes, 2006°).

Estas pruebas requieren una pequefia muestra sanguinea obtenida mediante el picar
la yema de un dedo con una lanceta. La glucosa plasmatica se determina usando tiras reactivas
y un aparato para la determinacion cuantitativa de la glucosa en sangre. Las tres maneras de

emitir un diagnostico positivo para diabetes son los siguientes:



Una concentracion de glucosa plasmatica 2 a200 mg/dL (11.1 mmol/L), que los niveles
de glucosa plasmdtica en ayuno (ausencia de ingesta de calorias en un periodo minimo de 8
horas) > 126 mg/dL (7.0 mmol/L). Presentar una concentracion > a 200 mg/dL (11.1 mmol/L)
durante la prueba de tolerancia oral a la glucosa, después de dos horas de ingerir 75 g de
glucosa anhidra disuelta en agua. (Expert-Committee, 2003a’?; Bilous y Donnelly, 2010%¢).

Problematica de la diabetes a nivel mundial

La Diabetes mellitus es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, esto
debido principalmente a que en los paises industrializados afecta entre el 6 y 20% de la
poblaciéon. En el afio 2000 a nivel mundial el nimero de personas con diabetes fue de 150
millones, se ha estimado que para el 2030 el niumero de personas afectadas con este
padecimiento serd aproximadamente 350 millones (Whiting et al., 2011)*1. Lo cual, originara
un alto indice de mortalidad y las personas afectadas presentardn una pérdida de salud debido
a complicaciones en corazdn, rifidn y ojos (Requejo y Ortega, 2000%2%; Alexiou y Demopoulos,
2010 Fazil-Ahmed et al., 201074; Torres et al., 201326°),

Cada ano se producen en el mundo aproximadamente 4 millones de muertes a causa
de la diabetes, y a nivel mundial se calculé que el gasto en salud por atencién de este
padecimiento y sus complicaciones fue alrededor de 410 mil millones de ddlares (OMS,
2012)%1,

En México, la poblacién de diabéticos oscila entre 6.5 y 10 millones (Federacion
Mexicana de Diabetes 2010 (FMD)’>; Whiting et al., 20112°%; Encuesta Nacional de Salud y
Nutricién (ENSANU, 2012%8). La DM es una de las enfermedades que necesita una alta inversion
del gasto publico, por lo que en el 2010 los gastos en atencidon de la diabetes y sus
complicaciones fue alrededor de 778.5 millones de délares (Herndndez-Avila et al., 2013106),
En Hidalgo existen aproximadamente 63 mil diabéticos, por lo que de esta manera en el 2012
se catalogd como la principal causa de muerte en 40 municipios del estado. Los municipios
Cardonal, Tenango de Doria y Alfajayucan fueron los que presentaron un mayor indice de
mortalidad (ENSANU, 2012)°%8.

Control de la DMT2

Los principales objetivos del control de la DM son: 1) mantener la concentracién de

glucosa en sangre, asi como de lipidos y lipoproteinas, en rangos normales o cercanos a éstos



(FPG < 110 mg/dL, OGTT < 140 mg/dL) con el propdsito de reducir los riesgos de las
complicaciones vasculares de la DM, 2) prevenir y tratar las complicaciones de la DM mediante
la modificacion del stilo de vida, 3) administracion de insulina o antidiabéticos orales cuando
la dieta o el ejercicio no son suficientes para reducir la glucemia (Mayer, 1991)'%2, De esta
manera, los pilares del tratamiento del diabético son: régimen dietético, ejercicio, educacién

del paciente y tratamiento farmacoldgico (Govindappa, 2015)%.

I.  Modificacion del estilo de vida
El punto de partida y el tratamiento para controlar la DMT2 es dieta y otras
modificaciones de estilo de vida, tales como, incremento de ejercicio y dejar de fumar. Los
objetivos en pacientes con obesidad es la reduccion de peso y mejorar el control de glucosa,
asi como reducir los riesgos de enfermedades cardiovasculares, tales como hiperlipidemia e
hipertensidn (Bilous y Donnelly, 20103¢; Govindappa, 2015°; Migdal et al., 201718),
Il. Dieta
Con la dieta se propone mantener o disminuir el peso corporal de los pacientes en los
limites fisiolégicos. Por lo que, es necesario ingerir alimentos en pequenas cantidades a lo largo
de todo el dia para no sobrepasar la capacidad metabdlica de la insulina; es decir, minimizar la
cantidad de calorias y evitar el consumo de alimentos ricos en lipidos y proteinas, por lo que
debe de estar relacionados con la actividad fisica del paciente (van Dam, 200627%; Maryniuk y
Christian, 2008€°; Bilous y Donnelly, 20103¢; Bisht et al., 2013%7).
lll. Ejercicio
El ejercicio juega un papel muy importante en el control de la DM2, debido a que
permite la disminucidn de la concentracién de glucosa plasmatica y ayuda a que la insulina
trabaje de una manera mas eficiente, ademas de la disminucién de peso corporal; el ejercicio,
también incrementa la salud cardiovascular, mejora la presion sanguinea y reduce el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (Banderas-Dorantes, 20063%; Consitt et al., 20083; Bilous y
Donnelly, 201036).
IV. Tratamientos farmacoldgicos
Cuando la dieta y el ejercicio no son suficientes para controlar los niveles de glucosa,
se inicia una etapa de medicacién. Actualmente se encuentran disponibles una gran cantidad

de medicamentos anti hiperglucémicos orales e inyectables. Los medicamentos para los



pacientes con DMT2 se incluyen, los sensibilizadores de insulina (biguanidinas como
metformina y tiazolideinedionas), los agentes que retardan la absorcion de carbohidratos en
el intestino delgado (inhibidores de alfa glucosidasa) y secretores de insulina (sulfonilureas,
antagonistas GLP-1 e inhibidores de DPP-4) (Scapin, 2008%%’; Bisht et al., 20133’; Migdal et al.,
2017168),

a) Insulina
La insulina es liberada por de las células B pancreaticas de los islotes de Langerhans
en respuesta a altas concentraciones del trifosfato de adenosina (ATP), glucosa, manosa,
leucina y arginina.La liberacién de insulina por la acciéon de glucosa es resultado de un estado
de hiperglucemia que incrementa los valores intracelulares de ATP, que provoca el bloqueo de
los canales de potasio dependientes de ATP (KATP) (Banderas-Dorantes, 20063% Riddle,
2008%23). Lo que produce la disminucién de la corriente de potasio con la despolarizacion de
las células B y la apertura de los conductos de calcio. El aumento de calcio intracelular
desencadena la secrecién de insulina, para que se una a los receptores de la membrana de
musculo, adipocitos y hepatocitos con el objetivo de introducir la glucosa a las células y, en
caso de un exceso, almacenarla en forma de glucégeno (Doyle y Egan, 2003°3),
b) Hipoglucemiantes orales
Algunos de los medicamentos orales mas usados en el tratamiento de DMT2 se
encuentran biguanidinas, inhibidores de alfa glucosidasa, derivados de tiazolidinediona y
sulfonilureas, que tienen difrentes funciones y mecanismos de accidn en los pacientes

diabéticos (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacidn de los medicamentos mas usados en el tratamiento de diabetes tipo 2.

Categoria Medicamento Funcién Mecanismo de accion

Sulfonilureas Glibenclamida Incrementa la secrecidn Células B-pancreaticas
de insulina.

Biguanidinas Metformina Aumenta la sensibilidad a  Reduce la resistencia a la
lainsulina en tejido insulina. Asi como en la
hepatico y periférico. reduccién en la salida de

glucosa hepatica. Activa la
proteincinasa activada por
adenosina monofosfato
(AMPK) hepatica y muscular
Promueve la oxidacién de los
acidos grasos.

Derivados de glitazonas Disminucién de la Son agonistas del receptor de

tiazolidinedionas  ciglitazona,
englitazona,
pioglitazona,
troglitazonay
rosiglitazona.

Inhibidores de Miglitol

alfa glucosidasa

Acarbosa

resistencia a insulina.

Disminuye la absorcién
de disacaridos (maltosa y
sacarosa) en las
microvellosidades de la
mucosa intestinal
(principalmente en el
yeyuno).

Disminuye la absorcién

de carbohidratos.

proliferacidn peroxisoma gama

(PPARYy).

Inhibe a-1,4-glucosidasa del

intestino delgado.

Inhibe alfa glucosidasa en el

intestino.

*Tomada de Bilous y Donnelly, 20103,
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c) Inhibidores de alfa glucosidasa (a-glucosidasa)

1) a-glucosidasa

Son enzimas que hidrolizan glucdsidos utilizando como sustrato metil a-D-

glucopirandsido (Lehninger, 1995)'#°, Estas enzimas se encuentran en las microvellosidades de

la pared del intestino delgado (Ebadi, 2007)%, su funcidén principal es catalizar el paso final en

la digestién de carbohidratos (Sivasothy et al., 2015)%%. Se clasifica en a-1,1-, a-1,2-, a-1,4- y

a-1,6-glucosidada. o-1,4- glucosidasa puede ser aislada de diversos organismos (Hulin,

1994'7; Pagano et al., 1995'%°; Minatoguchi et al., 1999'7%; Yamamoto et al., 2004%°°). De

acuerdo con Ota y colaboradores (2009)'%3 las enzimas presentan caracteristicas especificas

de acuerdo al sustrato, temperatura y pH (Tabla 2).

Tabla 2. Tipos de a-glucosidasa y sus requerimientos de pH y temperatura (T).

Organismo pH T (°C) Referencia

Aspergillus niger 4.5 40 (Kim et al., 2005)*33
Bacillus stearothaermophilus 6.8 37 (Tagami et al., 2013)25°
Candida tsukubaensis 24-48 55 (Kinsella et al., 1991)%3¢
Oryza sativa 4 37 (Nakai et al., 2007)18°
Rhizopus sp. 6 37 (Chen et al., 2012b)*°
Saccharomyces cerevisiae 6.8 37 (Elya et al., 2012)

S. cerevisiae (maltosa) 6.4-6.8 40 (Frandsen et al., 2002)7°

Por lo que es importante tener en cuenta la concentracién final de a-glucosidasa,

durante el ensayo de evaluacién de actividad inhibitoria. De acuerdo con la literatura, las

concentraciones requeridas de a-glucosidasa, cambian con respecto al solvente de los

extractos vegetales
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Tabla 3. Concentraciones de a-glucosidasa utilizadas en ensayos de inhibicion a partir de
extractos crudos vegetales donde AcEt= acetato de etilo.

Alfa glucosidasa Concentracion(U/mL) Extracto evaluado Referencia

0.1 Etanol-agua (8:2)  (Kimetal., 2011)'32
0.6 Etanol-agua (5:5)  (Lordan et al., 2013)*>?
S. cerevisiae 1 Etanol (Shai et al., 2010)?4*
0.6 Acetona (Rubilar et al., 2011)%?°
0.1 Hexano-AcEt (7:3) (Damsud et al., 2013)°8

2) Inhibidores enzimaticos

La inhibicion enzimatica es de gran importancia desde el punto de vista fisiolégico, ya
que a veces la inhibicién de una sola enzima involucrada en varias reacciones metabdlicas
puede inhibir por completo a todo el proceso metabdlico al que se encuentra asociado, puede
ejercer un efecto irreversible sobre el organismo. La importancia de este fendmeno radica
sobre sus aplicaciones en farmacologia como anticancerigenos, anti-VIH (Pluempanupat et al.,
2007%%; Garlapati et al., 2013%*), toxicologia y en la agricultura (en el desarrollo de herbicidas
e insecticidas). De ahi la importancia de realizar estudios sobre el mecanismo de accion de los
inhibidores enzimaticos (Boyer, 1999)%.

La accidon enzimatica puede ser inhibida por la presencia de otros agentes quimicos que
se unen con las moléculas de la enzima; y los inhibidores enzimaticos se clasifican en dos
categorias: reversibles e irreversibles, los cuales se unen mediante en laces no covalentes, a su
vez, se clasifican en tres categorias (competitivos, no competitivos e incompetitivos (a
competitivos), esta clasificacién se base de acuerdo a la forma en la que interactian los
inhibidores con la enzima (Lehninger, 1995'%; Boyer, 1999%°),

2.1) Inhibidores competitivos: presentan una estructura similar a la del sustrato y se
une en el sitio activo. Los inhibidores competitivos mas eficaces son analogos del estado
analogos del estado de transicién (Lehninger, 19954>; Boyer, 19994°),

2.2) Inhibidores no competitivos: este tipo de inhibidores, se unen en una region distinta
del sitio activo e interfieren con la funcidén catalitica de la enzima (Lehninger, 1995%>;

Boyer, 1999%9).



2.3) Inhibidores incompetitivos o a competitivos: El inhibidor no se combina con la enzima
liberada ni afecta su reaccidon con el sustrato; sin embargo, el inhibidor se combina con
el complejo enzima-sustrato para formar un nuevo complejo inactivo (enzima-
sustrato-inhibidor), el cual no experimenta su transformacién posterior en el producto
habitual de la reaccién (Lehninger, 1995)4>,

Principales inhibidores de a-glucosidasa

Como se mencion6 anteriormente existen diferentes inhibidores de a-1-4-glucosidasa
de origen microbiano y quimico como miglitol (N-hidroxi-etil-1-deoxi-nojirimicina), acarbosa y
voglibosa (Minatoguchi et al., 1999'7%; Garlapati et al., 2013%%). Los inhibidores de a-
glucosidasa, reducen la absorcién de dextrina y disacaridos al inhabilitar la accion de la enzima
a-glucosidasa en el intestino delgado, cuando existe un aumento de glucosa en sangre después
de los alimentos, por lo que se reduce la absorcién de carbohidratos en sujetos con diabetes
(Ebadi, 2007)%4.

Los inhibidores de a-glucosidasa no estimulan la secrecidn de insulina, por lo tanto, no
hay un efecto hipoglucémico. Estos agentes pueden ser considerados como una monoterapia
en los pacientes con una predominante hiperglucemia postprandial o en pacientes con
prediabetes. Los inhibidores de a-glucosidasa, regularmente son utilizados en combinacion
con otros agentes antidiabéticos orales o insulina. Estos medicamentos pueden ser
administrados antes de los alimentos y ser absorbidos rdpidamente (Ebadi, 2007)%*.

Acarbosa es un oligosacdrido de origen microbiano y miglitol es un derivado de
desoxinojirimicina y son un ejemplo claro de inhibidores competitivos de alfa-glucosidasa
(Minatoguchi et al., 1999'7%; Shai et al., 20102*!) con glucoamilasa y sucrosa, pero tienen poco
efecto en alfa amilasa pancreatica. Estos medicamentos reducen los niveles de glucosa en
sangre en individuos con DMT1 y DMT2. Los inhibidores de a-glucosidasa, pueden ayudar a
mejorar significativamente los niveles de glucosa en pacientes con DMT2 (Ebadi, 2007)%*.

Miglitol es un inhibidor de alfa glucosidasa que disminuye la actividad de las enzimas
gue ayudan en la digestién de carbohidratos, de esta manera se reduce la utilizacion de
carbohidratos después de ser ingeridos los alimentos, por lo que, se disminuye los niveles de
glucosa postprandial en diabéticos. También, suele ser empleado en pacientes diabéticos no

insulino dependientes (Minatoguchi et al., 19997%; Ebadi, 2007%4; Sivasothy et al., 2015%%). Sin
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embargo, causa algunos efectos adversos tales como flatulencias y diarrea. A si que, la sintesis
de inhibidores naturales de a-glucosidasa, han atraido la atencién de los investigadores en la
busqueda de terapias para el tratamiento de hiperglucemia postprandial (Garlapati et al.,

2013)3.

Las plantas como una forma de medicina alternativa

Los medicamentos disponibles actualmente tienen desventajas debido a que se
emplean en dosis altas por largos periodos de tiempo o de por vida, lo que hace que se
presenten varios efectos adversos. En los pacientes que se emplea insulina, regularmente
tienden a presentar eventos hipoglucémicos, aterosclerosis prematura, hiper-insulinemia,
lipodistrofia (Khan y Anderson, 200331, Aggarwal y Shishu, 20149).

En las personas que se emplea sulfonilureas pueden presentarse eventos
hipoglucémicos, flatulencias, aumento de peso, hiper-insulinemia, parestesia, leucopenia
transitoria, agranulocitosis y demencia (Hsu et al., 2011%4; Aggarwal y Shishu, 2014°).

En pacientes que se utilizan biguanidinas pueden inducir acidosis lactica, percepcion de
un sabor metalico, anorexia, deficiencia de vitamina B1z, no se puede suministrar en pacientes
con problemas cardio-respiratorios, hepéaticos y renales (Pongwecharak et al., 2009)%%,
Meglitinida, puede provocar dispepsia, artralgia y enfermedades hepaticas (Black et al.,
2007)38 y tiazolidinedionas pueden causar un aumento de volumen sanguineo, anemia, mialgia
y disfuncion hepatica (Tolman y Chandramouli, 2003)2%°,

El empleo de los medicamentos que inhiben la actividad de la enzima a-glucosidasa
regularmente presentan problemas gastrointestinales (Van de Laar et al., 2005)?”’. Por lo
tanto, los problemas mas frecuentes asociados a los medicamentos para el tratamiento de
DMT2, se encuentran los gastrointestinales, de rifidén (Pearson et al., 1986'%°; Kuhlmanny Puls,
1996'*%) y dafios hepaticos (Pearson et al., 1986)%°2,

Las PM han sido utilizadas desde hace varios afios como una alternativa para
prevencion y tratamiento de enfermedades. Por mencionar algunos ejemplos, Europa
presenta una importante historia sobre la medicina tradicional, donde destacan dos
personajes Hipdcrates y Dioscorides, quienes describieron hace 2000 ainos mas de 400
remedios provenientes de plantas medicinales, muchos de los cuales se utilizan actualmente

(Herrmann et al., 2011)*°,
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La versatilidad de su accién bildgica puede ser atribuida al alto contenido y amplia
variedad de metabolitos secundarios (Canuto et al., 2012)* tales como: alcaloides que inhiben
a o-glucosidasa y disminuyen el transporte de glucosa a través del epitelio intestinal.
Compuestos de imidazolina que estimulan la secrecién de insulina. Polisacaridos, asi como
flavonoides ayudan a incrementar la cantidad de insulina sérica y una reduccién de los niveles
de glucosa en sangre (Bhushan et al., 2010).

Los flavonoides, ademas, reducen significativamente los altos valores de colesterol y
triglicéridos en sangre e incrementan la actividad de glucosidasa hepatica. Fuentes de fibra
que ayudan a absorber y retardar la glucosa e inhiben la actividad de alfa amilasa. Saponinas 'y
acido ferulico, ayudan a estimular la secrecién de insulina (Bhushan et al., 2010%; Patel et al.,
2011%%7; pPatel et al., 2012b*%°).

Las PM no son Unicamente importantes como sustancias bioldgicas activas, sino
también como reservorios para el descubrimiento de futuros fdrmacos que pueden ayudar a
resolver enfermedades emergentes, por ejemplo: AIDS, influenza HIN1 (Sharma y Arora,
2006%%3; Arora, 2010%4, Arora et al., 2010%°), enfermedades transmitidas por vectores (dengue,
malaria (Pluempanupat et al., 2007%%), chikunkuya, Chagas), Alzheimer (Dhanasekaran et al.,
2009°) y problemas del sindrome metabdlico como obesidad y diabetes (Wang et al., 2005)%7,

En afios recientes una amplia gama de medicamentos proviene de PM, entre ellos se
encuentran: reserpina un alcaloide antihipertensivo derivado de Rauvolfia serpentina,
vinblastina agente antitumoral que proviene de Catharantus roseus, podofilotoxina
(Podophyllum hexandrum vy P. peltatum), morfina (Paper semniferum), taxol agente
anticancerigeno proveniente de Taxus brevifolia y Taxus baccata, etc. (Sharma y Arora,
2006%%3; Arora, 2010%%, Arora et al., 2010%), metformina un medicamento utilizado para
controlar los niveles de glucosa en sangre, este compuesto deriva de Galega officianalis (Patel
etal., 2012b%).

Actualmente se han reportado el uso de PM en el tratamiento de diabetes a nivel
mundial y han sido empleadas de manera empirica como remedios antidiabéticos y anti-
hiperlipidicos, por lo tanto se muestra su habilidad de las plantas medicinales para restaurar

la funcién del tejido pancredtico, ya que se incrementa la liberaciéon de insulina, asi como
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también, la inhibicién en la absorcién de glucosa intestinal, por lo que se facilita la liberacion
de metabolitos funcionales para los procesos que requieren insulina (Patel et al., 2012a)%,

Por otra parte, en los paises occidentales el empleo de remedios provenientes de PM
es poco utilizados debido a la llegada de la insulina y fdrmacos orales antidiabéticos, pero en
paises subdesarrollados son la fuente primordial para el tratamiento de diabetes (Torres et al.,
2013)%66,

En el mundo existen aproximadamente 1,200 especies que se utilizan para tratar esta
problemética (Trojan-Rodriguez et al., 2012)%%°. De acuerdo con Andrade-Cetto y Heinrich
(2005)%°, en México, la diversidad floristica que se utiliza para solucionar esta afeccion es de

306 especies (Tabla 4).

Tabla 4. Diversidad floristica por region utilizada para tratar diabetes.

Pais Numero de especies Referencia

Estados Unidos 70 Barbosa-Filho, 20053!

México 306 Andrade y Heinrich, 2005%°

China 241 Yang, 2012300

Turquia 126 Parildar et al., 20111%®

Africa 92 Eddouks et al., 200265

India 46 Tag et al., 2012%>°

Brasil 82 Volpato et al., 2002283; Trojan-Rodriguez et

al., 20122%°

Aproximadamente existen 410 estudios que promueven el uso de plantas medicinales
gue actuan en diferentes vias de la glicolisis (ciclo de Krebs, gluconeogénesis, sintesis y
degradacidn del glicégeno, sintesis del colesterol, metabolismo y absorcién de carbohidratos,
sintesis y liberacién de insulina, via de la aldosa reductasa y busqueda de radicales libres en el
cuerpo humano) y solo se conocen los mecanismos de accién para 113 especies de plantas
medicinales (Prabhakar y Doble, 2008)%%.

Diversos trabajos reportan algunas plantas con actividad antidiabética, las cuales han
sido evaluadas con técnicas in vivo (en ratones tal es el caso de Colubrina elliptica, en esta

especie se obtuvieron extractos de la corteza y se evalud su actividad antidiabética,



(Marroquin-Segura et al., 2005)**%, en Tecoma stans (Al-Azzawi, 2012)4, Cecropia obtusifolia
(Andrade-Cetto y Wiendenfel, 2001)%! o in vitro, en pruebas de inhibicion de a-glucosidasa
(Andrade-Cetto et al., 2008)%? y a-amilasa (Cengiz et al.,2010)*".

Pero la mayoria de los tratamientos tradicionales se recomienda como medicina
complementaria o alternativa para el tratamiento de DM, basada en las encomiendas de Ila
OMS, donde los compuestos anti-hiperglucémicos de origen vegetal usados en la medicina

tradicional son menos téxicos vy libres de efectos secundarios (Kalailingam et al., 2013)%4,

Plantas medicinales que inhiben la actividad enzimatica de a-glucosidasa

La relacién que existe entre los flavonoides y la actividad antidiabética ha sido
estudiada en modelos in vivo. Zhang y colaboradores (2011)3% estudiaron el efecto del
flavonoide isoquercitina en ratones con diabetes mellitus inducida. Los autores plantearon que
la isoquercitina inhibe la accion de la enzima a-glucosidasa localizada en el epitelio del
intestino delgado, y al inhibir la actividad de la enzima a-glucosidasa se retarda la absorcién
de carbohidratos en el intestino delgado y con ello se disminuyen los niveles de azucar en
sangre.

Ademas de los productos comerciales, existe una amplia diversidad de plantas
medicinales que inhiben la actividad enzimatica de a-glucosidasa (Tabla 5), donde se
demuestra que la mayoria de las PM tienen un mejor efecto con respecto al referente
acarbosa. Por lo que su investigacién de sus metabolitos secundarios pueden ayudar a
disminuir los efectos adversos de los productos comerciales (acarbosa, miglitol y viglibosa) en

pacientes diabéticos (Sivasothy, 2015)24¢,
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Tabla 5. Plantas medicinales que se han comprobado su actividad inhibitoria de a-glucosidasa,

donde ICso= concentracién requerida para inhibir el 50% la actividad enzimatica, C= corteza,

FI= flor F= fruto, h= hojas, TPA= todas las partes aéreas, R= raiz.

Especie (Autor) Familia Parte utilizada  Solvente ICso (ug/mL)  Referencia
Malmea depressa (Baill) Annonaceae R Butanol 21 Andrade-Cetto et
R.E. Fries. al., 2008%
Annona squamosa (L.) Annonaceae H Etanol 80% 90.47 Mun’im et al.,
201377
Catharanthus roseus (L.G.Apocynaceae H Etanol 80% 36.08 Mun’im et al.,
Don) 201377
Tecoma stans (L.) Juss. exBignoniaceae TPA Etanol 60% 320 Ramirez et al.,
Kunth 2012%7
H Agua 730 Aguilar-
Santamaria et al.,
2009’
Ceiba pentandra (L.) Bombaceae C Etanol 80% 5.16 Mun’im et al.,
201377
Cecropia obtusifolia Cecropiaceae H Butanol 14 Andrade-Cetto et
(Bertol.) al., 200822
Ipomoea pes-caprae Convolvulaceae  TPA Hexano 4 Gurudeeban et
al., 201219
Costus speciosus (Koenig) Costaceae H Metanol 67.5 Perera et al.,
20162%
Citrullus colocynthis Cucurbitaceae TPA Hexano 8 Gurudeeban et
al., 201219
Acosmium panamense Fabaceae C Butanol 109 Andrade-Cetto et
(Benth.) Yacolev al., 200822
Salvia officinalis TPA Etanol 30.67 Shori, 201524
Persea americana (Mill.)  Lauraceae C Etanol 80% 10.83 Mun’im et al.,
201377
Derris indica (Lam.) Leguminosae R Methanol 103.5 Rao et al., 2009%°
Myristica cinrnamomea Myristicaceae C Hexano 5.05 Sivasothy et al.,
(King) 2015%4¢
Syzygium cumini (L.) Skeels Myrtaceae F Etanol -—-- Trinh et al,
201628
Butanol 8.2 Omar et al,
201210
Rhizophora mucronata Rhizophoraceae C Etanol 126.6 Trinh et al,
(Lam.) 201658
Acuoso 3.3 Trinh et al,
2016%68
Aegle marmelos Rutaceae HyF Hexano 4 Gurudeeban et
al., 2012103
Acarbosa 128-363  Todas las

anteriores




Diversidad quimica y genética de las plantas medicinales

Los organismos han pasado por diferentes procesos de adaptacién para aumentar su
sobrevivencia a su entorno cambiante, reproducirse y transferir estas caracteristicas a su
descendencia. Por lo que la presencia en diversos ambientes es la evidencia de que
morfoldgica y anatdmicamente los individuos de una especie se han adaptado a su ambiente
a través del tiempo (Harborne, 1993)106,

Las plantas muestran una amplia gama de variacion morfolégica, genética y quimica
que reflejan las diferentes adaptaciones ambientales a través de la interaccidn con los factores
bidticos y abidticos (Ben-Israel et al. 2009)33. Asi, el efecto del ambiente sobre los individuos
de una especie no Unicamente afecta, sobre su espacio de distribucion (plasticidad fenotipica),
sino también sobre escalas de tiempo ecoldgico y evolutivo que involucra la adaptacién local
y diferenciacién ontoldgica (Chung et al., 2002°%; Hufford y Mazer, 200316; Avila-Diaz y Oyama,
20072).

En el caso particular de las hojas, entre y dentro de las especies, individuos o
poblaciones, éstas pueden cambiar su estructura morfolégica en funcidn de las interacciones
entre los factores ambientales (variables geograficas, precipitacion, temperatura,
caracteristicas edaficas, calidad y cantidad de luz) y los factores biolégicos (herbivoria, tipo de
vegetacién, arquitectura y densidad del dosel), que determinan presiones selectivas a nivel
foliar debido a la gran heterogeneidad ambiental (Rico-Gray y Palacios-Rios, 1996%%%; King y
Mandonald, 199913>; Mitchell et al., 1999'71; Klich, 2000*3%; Valladares et al., 200027>; Mallarino
et al., 2001%°%; Valladares et al., 2002%7>; McDonald et al., 2003'%4; Valladares, 2003273).

Por lo que también tienen que presentar adaptaciones bioquimicas y que se
encuentran relacionadas con adaptaciones fisioldgicas, las cuales pueden operar a diferentes
niveles: 1) en el metabolismo, afectando la actividad de las enzimas, Il) en la sustitucion de
amino acidos de las proteinas. Ill) En el metabolismo intermediario (por ejemplo, en la via del
carbono en la fotosintesis), iv) en el metabolismo secundario para combatir herbivoros.
Adaptaciones al frio, por lo que la planta incrementa el contenido de azucares en la célula, los
azucares identificados en las plantas resistentes a las heladas cambian de una planta a otra,

los carbohidratos mas comunes son la glucosa, sucrosa y fructuosa (Harborne, 1993)06,
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De esta manera, el contenido de los diferentes metabolitos secundarios se ven
afectados por varios factores: genéticos (genotipos, quimiotipos), fisiolégicos (ritmo
circadiano, fenologia, edad), ambientales (clima, exposicidn a la luz solar, disponibilidad de
agua, suelo, condiciones agrondémicas) y condiciones de manufactura (cosecha,
almacenamiento y procesamiento) (Gobbo-Beto y Lopes, 2007°%; Sahoo et al., 201023%; Canuto
et al., 2012%3). Por lo que la variacion en el contenido quimico puede ser un factor importante
para establecer las bases en cuanto a su uso medicinal, debido a que los metabolitos
secundarios son los responsables de la diversidad fitoquimica y de su eficacia terapéutica
(Chen et al., 2014)%,

La produccién de compuestos secundarios al estar influenciados los por factores
ambientales y genéticos, las poblaciones geograficamente distantes e incluso de la misma
especie pueden tener muy diferentes cualidades médicas (Chen et al., 2014*; Hu et al.,
2007)25.

Wu y colaboradores (2000) 2?7, analizaron la composicidn quimica de los frutos de Vitex
rotundifolia provenientes de diferentes localidades de China, empleando cromatografia
liquida de alto rendimiento, con lo que obtuvieron una compleja diversidad de compuestos
guimicos. A su vez, la cantidad del compuesto mayoritario de los extractos etandlicos V.
rotundifolia cambid entre poblaciones.

Vega-Vela y colaboradores (2013) 27°, analizaron la estructura genética y la diversidad
en la composicién de los aceites esenciales de Lippia origanoides en dos poblaciones en el
norte de Colombia, encontraron una gran cantidad de compuestos quimicos que difieren entre
localidades y entre los individuos de la misma poblacién, de esta manera al realizar un
agrupamiento de las poblaciones obtuvieron cuatro quimiotipos, los cuales concuerdan con la
agrupacion de los datos genéticos.

Factores que modifican la diversidad y diferenciacion genética

Entre los factores que modifican la dinamica y estructura genética de las poblaciones,
se encuentran, el tamafio de la poblacidn, sistemas de apareamiento o reproductivos y los
factores evolutivos, tales como: mutacion, flujo genético, deriva genética, cuellos de botella

“bottleneck”, efecto fundador y la seleccién (Finkeldy y Hattermer, 2007)"”.
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1) El tamaiio de la poblacion

Los tamafios de las poblaciones naturales pueden ser diversos y ocupar una extension
geografica determinada de acuerdo con sus requerimientos reproductivos, ambientales,
genéticos, entre otros (Pico y Quintana, 2005)2°®,

Los cambios en las frecuencias alélicas estan relacionados con el tamafio de la poblacion.
En poblaciones pequefias es mas probable que cambien las frecuencias alélicas por deriva
genética, efecto fundador (Gram y Sork, 1999)°8 o por la fragmentacidon del habitat originando
una reduccién en el tamafio de su poblacién efecto conocido como cuello de botella (Gaur et

al., 2010)%.

2) Sistemas de apareamiento o reproductivos
Los sistemas reproductivos son de suma importancia para la fusion de gametos
femeninos y masculinos. El flujo genético por medio de polen es un prerrequisito para
reproducirse dos plantas y formar la semilla. Asi, el flujo genético y el sistema de reproduccién
estan estrechamente relacionados y son los dos aspectos importantes en los sistemas de
reproduccién de las plantas. Los sistemas de reproduccién de genotipos se basan en la
combinacidon de alelos. La estructura de los genotipos de la siguiente generacién esta
determinada por los sistemas de reproduccién (Finkeldy y Hattermer, 2007)"”.
3) Flujo genético
El flujo genético mantiene la conectividad entre poblaciones en un paisaje e influye en
la capacidad de responder a cambios ambientales, ademas permite entender la estructura
genética de las poblaciones (Bakker et al., 2006)?’. En plantas el flujo genético ocurre via
polinizacién y dispersién de las semillas (Lowe et al., 2004)**. El flujo genético a través de la
dispersién de las semillas determina la estructura genética espacial de las poblaciones (SGS),
la cual depende de la distancia de dispersidn. Las caracteristicas del paisaje tales como
montafias, rios y gradientes de humedad, son barreras geograficas para el flujo genético y que
promueven la discontinuidad de las poblaciones (Moreira y Fernandes, 2013)74,
Los estudios basados en SGS proporcionan informacidn relevante sobre los sistemas de
reproduccién y la dindmica demografica de una poblacidn, con lo que pueden ser empleadas

para definir estrategias de mejora y conservacion de los recursos genéticos. Asi también,
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representan la magnitud de las relaciones genéticas entre individuos de una misma poblacidn
(Moreira et al., 2009'7>; Moreira et al., 201517),
4) Deriva genética

La deriva genética se define como la variacién aleatoria de las frecuencias genéticas de
generacién en generacién. Se observa mas frecuentemente en poblaciones pequefias. En los
casos extremos la deriva genética puede dar lugar a la fijacidon por azar de un aleloy a la
eliminacion de otro (Klug y Cummings, 1999)4°,

5) Mutacién

La mutacion es un prerrequisito para la variacion genética de las poblaciones. Las
mutaciones son cambios al azar en el material genético de un organismo y se producen con
poca frecuencia. Lo cual puede producir cambios espontaneos de un nucledtido (originando
SNP), en la estructura de un cromosoma (fisidon, translocacién e inversion) o en el nimero de
genes (duplicacién o poliploide). La mayoria de las mutaciones son determinantes o neutrales.
Muy pocas mutaciones son ventajosas, con lo cual aumenta la adecuacion de los individuos.
Por ejemplo, en la capacidad de producir progenie o descendencia (Finkeldy y Hattemer,

200777; Van y Dorken, 2012%78).

6) Cuellos de botella “bottleneck” y efecto fundador

Un cuello de botella “bottleneck” de las poblaciones puede ser utilizado para inferir su
historia demografica, asi como, sus efectos en la variacion genética. Es importante detectar
cuellos de botella histdéricos, asi como su magnitud y consecuencias en los cambios genéticos,
asociados con eventos de efecto fundador. En el campo de la conservacion, el tipo de cuello
de botella es importante para detectar sus efectos en el tamafio efectivo de la poblacién (Gaur
etal., 2010)%.

Existen tres pruebas para evaluar el exceso o deficiencia de heterocigosidad (prueba
de rango-seiial, diferencias en la desviacidon estandar y prueba de Wilcoxon), las cuales se
basan en los tres modelos de evolucién del polimorfismo genético; el modelo de alelos infinitos
(MAI, Kimura y Crow, 1964)*3* donde cada mutacién crea un nuevo alelo a una tasa constante
de mutacién (p). Este modelo no contempla la posibilidad de homoplasia (creacion de un alelo
determinado mas de una vez), asume que los alelos de igual tamafio comparten el mismo

ancestro y son idénticos por descendencia.
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Modelo de balance mutacién-seleccion (MMS), se basa en una poblacién de n
individuos, cuyo tamafio se incrementa indefinidamente, mientras que el tamafo efectivo de
la poblacién (Ne) y la tasa de mutacion (i) permanecen constantes. De esta manera, los alelos
pueden presentar mutaciones por la ganancia o pérdida de una unidad de repeticion (i) (Gaur
et al., 2010)®. El modelo de mutacién paso a paso (MMP) este modelo contempla a los dos

modelos anteriores.

Problematica sobre el uso de medicamentos herbolarios

El amplio uso de los medicamentos herbolarios (MH) a pesar de la eficacia de los
medicamentos farmacéuticos, se debe en gran parte a la creencia de que los MH no son toxicos
o que tienen pocos efectos secundarios. Ante la necesidad de contar con terapias alternativas
y su bajo costo. En paises en desarrollo, los MH son la forma principal para el cuidado de salud.
Asi también representan un importante mercado en algunos paises industrializados como
Alemania (Canuto et al., 2012)%3.

Por otro lado, los medicamentos herbolarios son desacreditados por la mayoria de los
médicos, debido principalmente a que no cuentan con conocimiento cientifico que soporte su
eficacia y seguridad, lo que genera desconfianza a la hora de prescribir productos provenientes
de plantas medicinales, esto debido a que los MH no cuentan o no han sido sometidos a
pruebas clinicas, analisis fitoquimicos y por ende sus principios activos no han sido
determinados (Canuto et al., 20123; Ouarguidi et al., 20121%%).

De igual manera, los MH no tienen una dosis bien definida, no cuentan con la
informacién de su composicidn quimica y no se advierte sobre los posibles riesgos que pueden
presentar en la salud de las personas(Ouarguidi et al., 2012)'%4. Adicionalmente, la falta sobre
el control de calidad, asi como de los factores intrinsecos relacionados con la materia prima de
MH, pueden estar sujetos a adulteraciones y producir efectos variables e inconsistentes.
Ademads, la mayoria de los MH provienen de recursos silvestres, por lo que su produccion
industrial se ve limitada y el uso de estas especies puede ponerlas en un estado de amenaza
(Canuto et al., 2012)*3.

De acuerdo con la organizaciéon mundial de la salud (OMS, WHO por sus siglas en inglés)
define a los medicamentos herbolarios como preparaciones que contienen partes de una

planta (hojas, raices, semillas, tallo o corteza, etc.) o algin material de la planta en forma cruda
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o procesada con ingredientes activos ademas de algunos excipientes. Las preparaciones
herbales pueden presentarse de diferentes formas: tabletas orales, capsulas, gel, jarabe,
extractos e infusiones. En general la combinacién con sustancias quimicas activas o
constituyentes aislados no son considerados como medicamentos herbolarios (Calixto, 2000%%;
Canuto et al., 2012%%).

La informacién acerca de las propiedades terapéuticas sobre el uso de las plantas
medicinales esta basado en conocimiento tradicional de las personas, el cual fue transmitido
de generacion en generacién, originando los sistemas de la medicina tradicional, los cuales se
utilizan en todo el mundo. Existen aproximadamente 50, 000 especies de plantas que se
emplean con fines medicinales, de estas el 11% de un total de 250 medicamentos enlistados
como esenciales por la OMS provienen de plantas (Sahoo et al., 2010%3?; Canuto et al., 2012%3).

Los MH son consumidos por tres cuartas partes de la poblacion mundial para el
tratamiento de enfermedades de dolor crénico, desordenes reumatoldgicos y asma. En paises
en vias de desarrollo, la poblacién utiliza plantas medicinales para atender problemas de salud
primaria, principalmente debido a que los medicamentos sintéticos son de alto costo y no son
de facil acceso. Sin embargo, los MH son ampliamente utilizados en paises desarrollados
(Canuto et al., 2012)*3.

La fitoterapia es popular en varios paises europeos (Alemania, Francia, Italia), puesto
gue la gente cree que los MH no presentan efectos secundarios o buscan mejorar el estilo de
vida (Calixto, 2000%*; Canuto et al., 2012%3). Los MH tienen ciertas caracteristicas que los
distinguen de los farmacos. Los MH estan formados de una mezcla compleja de compuestos
guimicos y a su vez estan constituidos de varias plantas, por lo que los MH muestran un amplio
uso terapéutico, motivo por el cual las plantas medicinales pueden ser utilizadas para diversos
problemas de salud (Calixto et al., 2000%?; Sahoo et al., 2010%3%; Canuto et al., 2012%).

La combinacion de varias plantas que contiene diversas sustancias bioactivas o un
acervo de estructuras andlogas, pueden producir una accion sinérgica con un mejor resultado.
Por lo tanto, permiten una reduccion de dosis a emplear y con ello se reducen los riegos de
intoxicacion o efectos secundarios. En algunas enfermedades (por ejemplo, AIDS, varios tipos

de cancer y diabetes) donde se presentan una multitud de causas etiolégicas y una compleja
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patofisiologia, un tratamiento médico puede ser mas efectivo si se elige bien la combinacion
de medicamentos que el empleo de un solo farmaco (Wagner, 2011)%%,

Los productos que tienen como base fundamental a las plantas medicinales no cuentan
con la informacidn suficiente a cerca de su composiciéon quimica, debido principalmente a la
complejidad quimica. De esta manera los principios activos de los MH son frecuentemente
desconocidos, asi como su estandarizacién y control de calidad son una de las principales
preocupaciones para las autoridades de salud y el publico en general (Hu et al., 2007''>; Vega-
Vela et al., 201327°),

La autentificacion de las identidades botanicas de los MH incluyendo genotipos y
guimiotipos es también un problema en algunos casos. Variaciones en los ecotipos y genotipos
son un obstaculo en el desarrollo de la fitomedicina (Heubl, 2013)*!. Esto puede ser superado
a tal grado por la implementacién de la agrotecnologia (mejorar las condiciones de cultivo)
para aumentar la eficacia de las plantas medicinales usando los mejores genotipos y fenotipos,
con el propdsito de obtener una calidad uniforme de la materia prima para la elaboracién de
los MH basados en plantas (Subramoniam, 20032°2, 201423, 2016%°%). La mayoria de las plantas
antidiabéticas son colectadas de manera silvestre, por lo que pone en riesgo a estas especies
y con ello se reduce su accesibilidad (Canuto et al., 2012)%3.

Por lo que, se requiere cultivar PM bajo condiciones controladas para mantener su
eficacia y disponibilidad. La estandarizacién de las técnicas de cultivo es necesaria cuando se
requiere establecer la calidad de las PM. El desarrollo de las técnicas de cultivo para las PM en
particular las condiciones agroclimaticas y del suelo pueden no ser las adecuadas para
aplicarse en otras zonas, por lo que deben de desarrollarse de manera especifica y local, de
esta manera se puede lograr mantener las propiedades medicinales de las plantas candidatas

(Orguidi et al.,2012%%; Subramoniam, 2016)2>%.
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JUSTIFICACION

Dado que las plantas son consideradas como una fuente potencial de sustancias
guimicas con diferentes actividades en los organismos, y que la flora medicinal del Estado de
Hidalgo cuenta con un gran nimero de especies y ante la necesidad de contar con productos
capaces de tratar enfermedades tales como la diabetes, se planteé el presente estudio para
explorar el potencial antidiabético de algunas especies que forman parte de la flora medicinal
del estado.

De acuerdo con las estadisticas de mortalidad del INEGI 2010%*°, dentro de las
principales causas de muerte de la poblacién se encuentra la diabetes, enfermedad que a su
vez se encuentra asociada con padecimientos del corazdn, higado y cerebrovasculares.

Aunado a esta problematica, este trabajo proporcionard informacion acerca de plantas
con potencial para obtener nuevos farmacos orales para tratar diabetes y asi mejorar la calidad
de vida de las personas, y que ademas tienen la caracteristica de ser un recurso sumamente
accesible para la economia de la gente de escasos recursos.

Se han realizado un gran nimero de trabajos sobre la composiciéon quimica y sobre
diversidad genética de plantas medicinales de manera independiente, y existen pocos trabajos
de manera conjunta. Por lo que la combinaciéon de marcadores moleculares y la fitoquimica
pueden ayudar a entender la diversidad genética y quimica de las plantas medicinales.

Aunado a lo anterior, se pueden tener plantas medicinales con diversas actividades
bioldgicas, y al mismo tiempo tener otros usos medicinales (Hu et al., 2007*'%; Vega-Vela et al.,
2013279),

Asi mismo, al conjuntar informacion sobre la actividad biolégica de estas plantas
medicinales con datos morfoldgicos y genéticos, permitird hacer una mejor aproximacion a

cerca de estrategias y areas prioritarias para la conservacién de los recursos naturales.
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HIPOTESIS
Las plantas que se utilizan en el estado de Hidalgo para tratar diabetes inhibiran in vitro

la actividad enzimatica de alfa glucosidasa (a-gluc.).

OBIJETIVOS
OBIJETIVO GENERAL
Caracterizar tres especies de plantas medicinales, mediante caracteristicas
morfoldgicas, genéticas e inhibicion de alfa glucosidasa para seleccionar los mejores genotipos
con potencial antidiabético.
OBIJETIVOS PARTICULARES
e Evaluar tres especies de plantas medicinales del estado de Hidalgo con potencial
antidiabética, utilizando pruebas de inhibicion de alfa glucosidasa, con la finalidad
de comprobar su efecto y contribuir a validar su uso tradicional.
e Determinar la diversidad, la estructura genética y la dindmica de flujo genético de
tres especies de plantas medicinales para tratar diabetes.
e Determinar las localidades con mayor potencial de inhibicion de la enzima a-
glucosidasa mediante pruebas de inhibicion, datos genéticos y morfoldgicos.
e Determinar la especie con mayor porcentaje de inhibicién de alfa glucosidasa, con

la finalidad de potenciar su cultivo.
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METODOLOGIA

Seleccion de especies con potencial antidiabético

La seleccidon de especies se realizé con base a su uso tradicional, asi como la existencia
de evidencia experimental sobre su actividad antidiabética, informacién detallada sobre sus
compuestos hipoglucémicos, certeza de baja toxicidad, abundancia botanica y que fueran de
importancia cultural.

Las especies seleccionadas Cecropia obtusifolia (Cecropiaceae), Costus scaber
(Costaceae) y Tecoma stans (Bignoniaceae) como fuente potencial antidiabética (Pérez-
Escandon et al., 2003)%%4,

Descripcion de especies

Cecropia obtusifolia

Nombres comunes: guarumbo, hormiguillo, grayumbo, trompeto, trompetillo.

Arbol de hasta 15 (20) m de alto, corteza gris a blanquecina, con pocas ramas, cuyas
porciones distales forman entrenudos de 1.5 a 4 cm de grosor; hojas aglomeradas, estipulas
ovadas, de 5a 12 cm de largo, peciolo de 25 a 60 (90) cm de largo, de 10 a 15 mm de grueso,
provisto de puberulencia diminuta (de 0.1 a 0.3 mm) de color gris-blanquecino, triquilios en la
base del peciolo cubiertos de pubescencia castafia velutina, [dmina de 35 a 75 cm de largo,
excéntricamente peltada y con (8)10 a 13(15) Iébulos profundos, oblongos a oblanceolados.
Los lIébulos mayores con apice redondeado u obtuso; inflorescencias masculinas con un
pedunculo comun de (3)5 a 25 cm de largo y de 3 a 6 mm de grueso, llevando 12 a 18 espigas
de 8 a 22 cm de largo, de (2)3 a 5 mm de didmetro, las inflorescencias femeninas sobre
pedunculo comdn de 6 a 23 (32) cm de largo y de 6 a 8 mm de grueso, llevando por lo
comun(3)4(6) espigas que surgen de una espata de 18 a 28 cm de largo y 2 cm de grosor,
espigas de 18 a 50 cm de largo, de 3 a 6 mm de grueso; fruto de 2 mm de largo y de 1.2 mm

de ancho, con frecuencia aplanado, abruptamente redondeado (Figura 1).
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Figura 1. Arbol de Cecropia obtusifolia con presencia de inflorescencias femeninas.

C. obtusifolia presenta interaccién mutualista con hormigas del género Azteca. Los
arboles poseen tallos huecos, en el que las hormigas tienen sus nidos, y proporcionan
glucégeno como fuente de energia para las hormigas en forma cuerpos de Miiller, los cuales
se encuentran en la base del peciolo en una estructura especializada llamada triquilio. Esta
estructura produce entre 2500 a 8000 cuerpos de Miiller durante un periodo de 20-25 dias y
con una produccién de 90 mg de glucdgeno por dia, por lo que, a cambio, las hormigas
protegen a la planta contra los insectos fitéfagos y de la competencia de otras plantas (Janzen,
1973%2%; Longino, 1989%%; Lobova et al., 2003%°9).

Especie ampliamente distribuida desde regiones calidas-humedas y semihiumedas de
ambas vertientes de México hasta el norte de Sudamérica (Figura 2) en altitudes de 350-800
m.s.n.m. En el estado de Hidalgo se encuentra muy bien representada, pues abarca los
municipios de Atlapexco, Calnali, Huautla, Huazalingo, Huehuetla, Huejutla, Orizatlan vy

Yahualica (Pérez-Escanddn et al., 2003)%%4,
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Figura 2. Distribucidn de Cecropia obtusifolia, fuente: http://www.discoverlife.org.

Usos y Composicion fitoquimica

Se conocen sus efectos analgésicos, antiinflamatorio, antihipertensivo, relajante
muscular. También destaca por sus usos como tranquilizante del sistema nervioso central, sus
efectos hipoglucémicos y diuréticos (Revilla-Monsalve et al., 2007%%%; Pérez-Gutiérrez et al.,
2001%%). Los compuestos quimicos que contiene C. obtusifolia, se encuentran el acido
clorogénico e isoorientina (Andrade-Cetto y Wiedenfeld, 20012!, Figura 3). Entre algunas
propiedades que tiene la isoorientina, son actividad antimicrobioldgica y antiespasmaédica.

El acido clorogénico tiene varios beneficios para la salud humana tales como
antioxidante, antibacteriano, antiinflamatorio, cardio protector, anticancerigeno, anti
obesidad y propiedades antidiabéticas (Meng et al., 2013%; Plazas et al., 20132%7). En el
metabolismo de las plantas juega un papel importante como defensa quimica contra
herbivoros, antioxidante (Plazas et al., 2013)2%” y en la regularizacidn de la actividad enzimatica

(Sato et al., 2013)236,
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Figura 3. Algunos constituyentes de C. obtusifolia.

Costus scaber

Nombres comunes: Rifionina, caiia de venado, caia agria, chile de perro y cafia de
jabali.

Es una planta herbdcea con rizomas rojizos a claros, de 5-15 cm o0 mas de largo, 2-3 cm
de didmetro conentrenudos de 0.7-1.2 cm de largo.Presenta tallos erectos de 0.6-3m de alto
o0 mas, 0.5-1 cm de didmetro. Hojas angostamente elipticas, cuneadas a redondeadas, 9.5-34
cm de largo, 2.4-10.3 cm de ancho, superficie adaxial glabra o esparcidamente pubérula,
superficie adaxial glabra a densamente puberulenta, el dpice acuminado, la base raramente
cordada; peciolos 0.3-1.1 cm de largo, glabros a puberulos, ligulas de 0.2-0.4 cm de largo,
glabras a puberulas. Inflorescencias ovadas, de apice redondeado, 2.4-14.5 cm de largo, 1.6-
4.8 cm de diametro, bracteas de color rojo a rojo-anaranjada, de 1.9-3.4 cm de largo, 1.9-3.1
cm de ancho, ancudamente ovadas, coridceas, obtusas, glabras a pubérulas, margen
membrandaceo, cortamente fimbriado, callo amarillo, de 0.2-0.7 cm de largo; labelo amarillo,
angostamente obovado cuando extendido, de 1.6-2.0 cm de largo, 1.0-1.2 cm de ancho;

I6bulos laterales doblados hacia adentro formando un tubo; estambre rojo, angostamente
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eliptico, ovario glabro a pubérulo, de 0.5-0.6 cm de largo. Capsula subglobosa, de 0.9-1.3 cm
de largo, 0.7-09 cm de ancho; semillas negras (Vovides, 1994)%%4 Numero cromosémico 2n=
18(82-279).

Floracion junio-agosto. Costus scaber se distingue por su inflorescencia pequefa y

cilindrica y sus flores rojo-amarillas (Figura 4).

Figura 4. Costus scaber

Se distribuye en Meéxico (Chiapas, Puebla, centro y sur de Veracruz, Hidalgo),
Centroamérica (Guatemala Honduras, Costa Rica y Panama), América del Sur (Bolivia, Brasil,
Colombia, Ecuador, Peru y Venezuela), Las Antillas (Haiti, Granada, Trinidad y Tobago, Figura
5). Altitud desde el nivel del mar hasta 1000 m (Vovides, 1994)284, En los tipos de vegetacion
donde se distribuye esta, Selva alta perennifolia; selva mediana perennifolia, bosque meséfilo

de montafia, y vegetacidn secundaria derivada de estos tipos de vegetacion.
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Figura 5. Distribucidn de Costus scaber, fuente http://www.discoverlife.org

Usos y Composicion quimica

Los usos tradicionales de esta planta son muy variados, destacando principalmente su
uso antihipoglucémico y para tratar infecciones urinarias. También se ha reportado su uso para
problemas gastrointestinales, tosferina, tos, gripa, fiebre amarilla, calculos en vejiga y para
presién alta, disenteria sanguinolenta, conjuntivitis y dolor de cabeza (Pérez-Escanddn,
20032%; Villavicencio-Nieto y Pérez-Escanddn, 2013%%1). Entre los compuestos mayoritarios
gue se han identificado en C. scaber se encuentran, kamferol, cianidina y quercitina (Figura 6).

Kamferol juega un papel importante en las plantas, pues confiere resistencia a estrés
abidtico (radiacion ultravioleta, calor y propiedades anti-oxidativo y mantiene el estado redox
de las células, reduce la produccién de diversas reacciones del oxigeno (ROS) tales como:
represion de un oxigeno, inhibicidon enzimatica que genera ROS (ciclooxigenasa, lipoxigenasa,
mono-oxigenasa, xantino oxigenasa, iones quelantes de los metales de transicion con lo que

se puede catalizar la elaboracion de ROS (Leiss et al., 2009)%46,
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Figura 6. Algunos constituyentes quimicos de C. scaber.

Tecoma stans

Nombres comunes: Flor de San Pedro, hierba de San Pedro, retama, San Pedrito, San
Pedro, tronadora, trompeta y catadé.

Son arbustos o arboles pequefios de hasta 10 m de altura, 25 de diametro (d.a.p);
corteza dura y acostillada; ramas secundarias lepidotas e irregularmente subpuberulentas.
Hojas imparipinadamente compuestas, 3-9 foliolos opuestos, serrados, lanceolados,
apicalmente agudos, basalmente cuneados, el foliolo terminal con frecuencia atenuado, 2.4-
15 c¢cm de largo, 0.8-6 cm de ancho. El foliolo terminal 4-20 mm de largo; peciolo 1-9 cm de
largo, peciolo y raquis ausente (cuando las hojas 3-folioladas). Inflorescencia un racimo
terminal o subterminal de hasta 20 flores; pedicelos y raquis de la inflorescencia lepidotos;
caliz alargado-cupular, parejamente 5-dentado, los dientes cerca de 1 mm de largo,
usualmente apiculado, 3-7 mm de largo, 3-4 mm de ancho, algo lepidoto sobre toda la
superficie, ciliado con glandulas conspicuas, hundidas, submarginales; corola amarilla con 7

lineas rojizas, 2 lineas rojas inconspicuas en la base de los 2 Iébulos superiores, tubular-
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campanulada por encima de una base estrecha, 0.9-1 cm de largo, 3.5-5.8 cm de largo y 1.2-
2.4 cm de ancho en la boca, el tubo 3-4.3 cm de largo, los I6bulos 1-1.6 cm de largo, los évulos
2-seriados en cada léculo; disco cupular pulviniforme, 1 mm de largo, 1 mm de ancho. Fruto
una cdpsula linear, ahusada hacia los extremos, semillas 3-5 mm de largo, 2.4-2.7 cm de ancho,

las alas hialino-membrandceas (Gentry, 1982%7; Rzedowski y Calderén, 199323%;Figura 7).

Figura 7.Una planta de T. stans.

Se distribuye desde el Sur de los Estados Unidos, en todo México, hasta el norte de
Venezuela y a lo largo de los Andes hasta el norte de Argentina; con una amplia tolerancia
ecolégica (Figura 8). Se encuentra principalmente en la vegetacién secundaria, tanto de
bosques tropicales, como de encinares y matorral xerdfilo. Se puede encontrar en altitudes
desde los 250 a 2700 m.s.n.m. florece durante todo el afo, principalmente en los meses de
abril a noviembre. Frecuentemente cultivada en todo el trépico y subtrdpico (Gentry, 19828%7;

Rzedowski y Calderén, 199323%),
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Figura 8. Distribucidon de T. stans, fuente http://www.discoverlife.org.

Usos y Composicion quimica

Tecoma stans es ampliamente utilizada en México y América Central para tratar
diabetes, problemas urinarios, digestivos (dolor de estémago y mala digestién) y de higado.
También, se utiliza para estimular el apetito y para dolor de muelas, disenteria, bilis, gastritis,
anorexia, para purificar la sangre, vigorizante y para alteraciones nerviosas (Winkelman,
19862°%; Hernandez-Galicia et al., 20021%8; Pérez-Escanddn et al., 20032%4; Aguilar-Santamaria
et al., 20097; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005%°).

A esta especie, también, se le atribuyen propiedades hipolipidémicas (Kameshwaran et
al., 2013)?5, los extractos de los frutos presentan actividad antioxidante, citotoxica e
inmunoestimulante (Marzouk et al., 2006)%, los de raices presentan actividad diurética,
vermifuga (Roig, 19882%°; Suarez, 19962°%; Shanmukha et al., 201224?), las estructuras florales
presentan inhibicién en el crecimiento de tumores (Kameshwaran et al., 2012)'% y actividad
antiinflamatoria (Govindappa, et al., 2011)%’.

A través de pruebas in vivo con conejos (Roman-Ramos et al., 1991)??® y en ratas se
comprobd la actividad antidiabética de extractos de T. stans determinando la inhibicién de a-
glucosidasa intestinal (Aguilar-Santamaria et al., 20097; Abdel-Hamid Taher et al., 20163) o
midiendo el nivel de glucosa en sangre (Dhaked et al., 2011%°; Elosh et al., 2013%7)

Por lo que, se propuso que el efecto antidiabético de T. stans se debe a la inhibicién de
a-glucosidasa intestinal disminuyendo la hiperglucemia postprandial, ademas de modificar la

glucosa en ayunas y que los flavonoides de esta planta son los componentes
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antihiperglucémicos en sinergia con los alcaloides tecomina y tecostanina (Aguilar-Santamaria
et al., 20097; Abdel-Hamid Taher et al., 20163)(Figura 9).

Otros constituyentes de esta planta estan 5B-hidroxisitantina, base ¢ y bosquiniacina,
tecostidina, 4-noranctinidina, N-normetilescianina, 9-Hidro-xiescitantina 5-dehidroescitantina

y acido 2,3-dihidro-benzoico (Constantino et al., 2003>*; Martinez-Alfaro, 2001%>°)

Figura 9. Algunos constituyentes quimicos de T. stans.

Existen reportes acerca de sus efectos fitoquimicos e hipoglucémicos en diferentes
modelos animales. Anteriormente los efectos antidiabéticos se atribuian a los alcaloides
tecomina y tecostanina (Aguilar-Santamaria et al., 2009)’. Sin embargo, Constantino y
colaboradores 20034, no observaron un efecto hipoglucémico de cuatro extractos purificados
de T. stans entre ellos tecomina y tecostanina. Por ello puede haber controversias acerca de
su efecto hipoglucémico.

Area de estudio

El muestreo se realizé en diferentes sitios del estado de Hidalgo para Bidens odorata
(La Virgen, Carboneras y Zempoala), Cecropia obtusifolia (Cantarranas, EIl Camino y San
Antonio), Costus scaber (El Rio, La Calavera y Cantarranas) y Tecoma stans (Ixmiquilpan,

Atempa, El Arenal y cuatro cultivos),(Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas generales de los sitios de muestreo para las cuatro especies.
Precipitacién media anual (Pma), temperatura media anual (Tma) y altitud.

Especie Localidad Pma (mm) Tma (°C) Altitud m.s.n.m
Bidens odorata Carboneras 553.0 14.0 2450
La Virgen 650.0 14.0 2 660
Zempoala 436.3 13.0 2 449
Cecropia obtusifolia Huehuetla 2,422.0 24.0 520
El Camino 2,422.0 24.0 520
San Antonio 2,422.0 24.0 520
Costus scaber La Calavera 2,422.0 24.0 520
El Rio 2,422.0 24.0 1 000
Cantarranas 2,422.0 24.0 520
Tecoma stans Cerro de La 363.8 18.5 2240
Mufieca
H. Maestra 363.8 18.5 1,700
H. Alejandra 363.8 18.5 1,700
H. Esperanza 363.8 18.5 1,700
H. Adela 540.3 13.9 2,200
El Arenal 2,200.0 20.0 300
Atempa 2,600 .0 19.0 475

Recolecta de material vegetal

Se utilizé el método de muestreo simple sin réplica. Se eligieron 10 individuos por
poblacién con ambientes contrastantes, los cuales se eligieron al azar con la finalidad de
abarcar una mayor area de distribucion. Al mismo tiempo se tomaron 15 hojas de diferentes
ramas con el propdsito de poder obtener una mayor variacion foliar.

Las muestras de las plantas se recolectaron por triplicado colocandolas en papel
peridodico. En cada uno de los ejemplares se anotd: el nimero de colecta, la fecha, localidad,
recolector, fotografias de las plantas y con un geoposicionador satelital (GPS) se tomaron las

coordenadas geograficas (latitud, longitud y altitud).
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Herborizacién
Los ejemplares se llevaron al laboratorio de etnobotanica de la Universidad Auténoma
del Estado de Hidalgo, para su herborizacién. El secado de los ejemplares recolectados se hizo
por medio de calor para preservar las estructuras de las plantas con el fin de permitir su
identificacidon. Los ejemplares se mantuvieron en papel periédico y se colocaron entre dos
cartones corrugados y posteriormente se pusieron en las rejillas de la prensa, sujetandolas con
dos cintas resistente. Una vez prensados los ejemplares se introdujeron a una secadora de
madera con fuente de calor con focos eléctricos. Se revisaron diariamente para evitar que los
ejemplares se contaminaran por hongos (Lot y Chiang, 1986)%3,
a) Datos morfoldgicos
Se hizo una determinacidn de morfotipos con ayuda de morfometria lineal en Cecropia
obtusifolia, Costus scaber y Tecoma stans. Se midieron entre ocho y diez caracteres
morfoldgicos que se reportaron en otras especies de plantas foliadas (Tovar-Sanchez y Oyama,
2004%%7; Gonzélez-Rodriguez y Oyama, 2005°4, Tabla 7; Figura 10). Los datos discontinuos NV,
NA, ND y NLOB se transformaran como X=(X)2+ 0.5 (Zar, 1996)3°2. Para todos los datos se

probd la normalidad de los datos con pruebas de Korlmogorov-Smirnov.

Tabla 7. Lista de los caracteres morfoldgicos que se midieron en las tres especies de plantas

medicinales.

Caracter Descripcion

LP Longitud del peciolo (Todas)

Llob Longitud del |I6bulo (Cobt)

LL Longitud de la [dmina (Csca)

Lfol Longitud del foliolo (Tsta)

AnchMax. Ancho maximo (Todas)

NV Numero de venas totales (Todas)

Nas Numero de aserraciones (Tsta)

Nlob Numero de ldbulos (Cobt)

Anch 1/3B Ancho del primer tercio basal (Todas)
Anch 1/3A Ancho del primer tercio apical (Todas)
DP Didmetro del peciolo (Todas)

DVM Didmetro de la vena media (Todas)

Cobt=Cecropia obtusifolia, Csa=Costus scaber, Tsta=Tecoma stans.
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Figura 10. Caracteres morfolégicos medidos en las tres especies de plantas antidiabéticas.
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b) Datos genéticos

Se tomaron hojas jévenes sin dafio aparente para la extraccion de DNA, las cuales se
colocaron en bolsas ziploc y se transportaron en una caja con hielo hasta el laboratorio.
Posteriormente se depositaron en refrigeracién a una temperatura de -20 °C hasta su uso.

El DNA gendmico de las hojas de C. obtusifolia, C. scaber y T. stans, fueron extraidas
usando la metodologia de CTAB (Sanchez-Hernandez y Gaytan-Oyarzan, 2006,23*Anexo 1). La
amplificacién de los microsatélites se realiz6 mediante la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), en un termociclador marca Thermo scientific modelo 5020.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pl. Cada reacciéon
contenia 3 pl de DNA gendmico (aproximadamente de 10-50 ng), 3 pl de dNTP’s mix 5 mM, 10
ul de agua bidestilada, 5.1 pl de master stock con una concentracién de 2.5 mM de MgCl, que
contenia 20 mM de Tris-HCI (pH 8.3) y una concentracién de 100 mM de KCI, 2 pl de cada uno
de los primers a una concentracion de 50 uM y 1 U de Taq polimerasa.

Cecropia obtusifolia: Se utilizaron tres microsatélites desarrollados en Cecropia insignis
Liebm, los loci seleccionados fueron Cec45, Cec46 y Cec64 (Wei y Dick, 2014)?%8, Las
condiciones de PCR fueron: una desnaturalizacién 94 °C por 4 minutos, 35 ciclos a 94 °C por 45
segundos, 53 °C por 45 segundos y 72 °C por 45 segundos y una extensién final a 72 °C por 8
minutos.

Costus scaber: Las secuencias seleccionadas fueron tres loci desarrollados en el género
Costus, odic4g, odi48 y cetri2d9 (Kay et al., 2012)*?°, La amplificacion de PCR se llevd a cabo
bajo las siguientes condiciones: una desnaturalizacion 94 °C por 4 minutos, 30 ciclos a 94 °C
por 30 segundos, 60 °C por 40 segundos y 72 °C por 45 segundos y una extension final a 72 °C
por 8 minutos.

Tecoma stans: Las secuencias seleccionadas fueron dos loci desarrollados en Jacaranda
copaia Jacc2 y Jacc22 (Jones y Hubbell, 2003)*?2 y uno de Incarvillea mairei, IM7 (Hong-Lian et
al., 2009)*2, La amplificacion de PCR de los loci Jacc2 y Jacc 22, se llevd a cabo bajo las
siguientes condiciones: una desnaturalizaciéon 94 °C por 3 minutos, 30 ciclos a 94 °C por 45
segundos, 62 °C por 60 segundos y 72 °C por 60 segundos y una extension final a 72 °C por 10

minutos.
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Para el Locus IM7, la amplificacion de PCR se llevd a cabo bajo las siguientes
condiciones: una desnaturalizaciéon 94 °C por 4 minutos, 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 53
°C por 30 segundos y 72 °C por 45 segundos y una extensién final a 72 °C por 8 minutos.

Todos los productos de PCR fueron separados en geles de poliacrilamida al 8%, por lo que
se utilizé un marcador de peso molecular de 100-bp y fueron tefiidos con red gel 10,000 X.
c) Obtencion de extractos

Las muestras vegetales se trocearon con tijeras de podar y se secaron a temperatura
de laboratorio. Los extractos se prepararon a partir de las partes vegetales utilizadas de
acuerdo a la literatura (Pérez-Escandén et al., 2003)2%4, para lo cual, se colocaron de 2-10 gr de
planta seca en 20-100 mL de etanol al 100% y se dejaron macerar durante 20 dias. Pasado este
lapso, se molieron en un mortero y se filtraron con papel Watman con tamafio de poro de 1.0
mm. El disolvente se elimind en un rota vapor y la concentracidon de cada extracto se calculd
pesando el residuo obtenido después de evaporar una muestra de volumen conocido.

d) Pruebas de inhibicion de actividad enzimatica

Se hicieron pruebas de inhibicion de la actividad enzimatica de a-glucosidas, a partir de
los extractos etandlicos de C. obtusifolia, C. scaber y T. stans de acuerdo al método reportado
por Elya et al., (2012)%. Para un mg de a-glucosidasa de Sacharomyces cerevisiae (Sigma-
Aldrich, USA), fue disuelto en 10 ml de buffer fosfato de sodio pH 7.0 que se congeld a -20°C
hasta su uso.

Las pruebas de inhibicidn de los extractos de las tres especies se realizaron a diferentes
concentraciones (40, 80, 120, 160 y 200 pg/mL), los cuales se pre mezclaron con 490 uL de
buffer fosfato de sodio pH 7.0 y el volumen del extracto a la concentracién requerida, en tubos
de 10 mL. Las disoluciones se dejaron reposar por 10-15 minutos para obtener una mezcla
homogénea. Pasado este tiempo se tomaron 20 plL de la muestra y se adicionaron 250 puL de 5
mM p-nitrofenol de a-D-glucosidasa. Las mezclas se encubaron a 37 °C por 5 minutos y
terminado este tiempo se adiciond 25 pL de a-glucosidasa (0.15 U/mL) y se encubd a 37 °C por
15 minutos. La reaccidon fue terminada por la adicion de 2000 pL de NapCOs con una
concentracion 200 mM.

La actividad de a-glucosidasa fue determinada en un espectrofotémetro a 405 nm UV-

visible marca Jaway modelo 220. El control positivo (acarbosa, usada como inhibidor de a-
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glucosidasa) se preparé como las muestras sustituyendo el extracto por acarbosa en
concentraciones de 200 y 400 pg/mL., esto en T.stans, mientras que en C. scaber y C.
obtusifolia se utilizd acarbosa en las mismas concentraciones que la de los extractos. El buffer
fosfato fue usado como blanco y el control negativo fue preparado como las muestras sin
extracto, todos los tratamientos se corrieron por triplicado con dos repeticiones
experimentales. El porcentaje de inhibicién de a-glucosidasa, se determind de la siguiente
manera:

(control — muestra)
% a — gluc. = - x100
area del control

Analisis de datos
Datos morfologicos
a) Analisis de funciones discriminantes (AFD)

Como todo analisis multivariado, el AFD debe cumplir con los siguientes supuestos : 1)
que las variables continuas deber seguir una distribucion normal multivariante, 2) que la
variable categérica y el resto de las variables sean de intervalo o de razén por lo cual deben
ser independientes respecto de ella, 3) que existan al menos dos grupos y para cada grupo se
necesitan dos o mas casos, por lo que el nimero de variables debe ser menor que el nimero
de objetos, 4) ninguna variable discriminante puede ser combinacién lineal de otras variables
discriminantes, 5) homocedasticidad, esto es que las matrices de covarianzas dentro de cada
grupo deben ser aproximadamente iguales (Green, 1980)%01,

Para probar la normalidad de los datos, existen métodos descriptivos como
histogramas, diagramas de cajas, y también, puede ser determinada por pruebas estadisticas
como la de Shapiro-Whitne, Korlmogorov-Smirnov.

Las variables que no presenten una distribucién normal se pueden transformar de
diferente forma (por ejemplo, In x, log 10 x, raiz cuadrada de x, etc.). La independencia de las
variables se adquiere cuando los valores que toman no estan influidos por los valores de otro
caso (Gonzalez-Estrada, 2008°%; Porras-Cerrén, 2016%%9). La linealidad es un supuesto implicito
de todas las técnicas multivariadas basadas en medidas de correlacion y se centra en el andlisis

de las matrices de correlaciones o de covarianzas y puede ser evaluada a través de la
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examinacién de los graficos de dispersidn de las variables o a través del analisis de regresion
multiple y realizar una evaluacion de los residuos (Cea-D’Ancona,2016)%.

La homocedasticidad se refiere a que las variables dependientes tengan iguales
varianzas a lo largo del rango del predictor de las variables. El método mdas comun es el de
Levene, que se utiliza para valorar si las varianzas de una Unica variable métrica son iguales a
lo largo de cualquier cantidad de grupos, ya que, en muchos casos la heterocedasticidad es el
resultado de la no normalidad de una de las variables y la correccidn de la normalidad, resuelve
igualmente la dispersidn de la varianza (Green, 1980%°!; Cea-D’Ancona, 2016)%.

La homocedasticidad se refiere a la varianza de la variable continua es estadisticamente
la misma en todos los grupos que la variable no métrica la cual delimita a los grupos. La
homocedasticidad univariante se contrasta si la matriz de varianzas-covarianzas es la misma
en todos los niveles (prueba de Levene). La homocedasticidad multivariante se puede
comprobar con las pruebas de Wilks (lambda de Wilks) o la Hotelling (Green, 1980)°,

El AFD, se utilizd para conocer si la morfologia foliar puede diferenciarse a nivel de

localidad, con el método de paso a paso, lo que permite analizar variable por variable.

b) Coeficiente de variacion (CV)

El CV de los caracteres morfoldgicos es utilizado como un estimador del grado de
diversidad genética dentro y entre poblaciones. Un valor bajo en el CV es sinénimo de una baja
heredabilidad de los caracteres (Rajanaidu et al., 2000%2%>; Bakoumé, 2016%8). El CV se
determiné para cada una de las variables y se obtuvo a partir de la desviacion

estandar(x)/media*100.

c) Analisis de Varianza Anidada

Se realizé6 una estructura jerarquica del método, los individuos (Ind.) dentro de la
localidad (Loc) y el factor localidad (Loc). Los individuos se tomardn como un factor aleatorio,
debido a que son representativos de las poblaciones. La anidacion se realizé manualmente,
utilizando los nueve caracteres morfoldgicos, con la finalidad de saber si existe una influencia
de la localidad en la morfologia foliar de los individuos.

En este andlisis se tomaron en cuenta la sumatoria de cuadrados para cada uno de los
niveles y la suma de cuadrados totales, con lo cual se obtiene el porcentaje de varianza

explicada por cada nivel (suma de cuadrados de cada nivel/suma de cuadrados totales x100)
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para todos los andlisis se utilizaron los paquetes estadisticos JMP v.7 (SAS, 2007)%° y
STATISTICA v.07 (Statsoft, 2007)24.

Analisis de Datos genéticos

a) Diversidad genética

Se calcularon las frecuencias alélicas, el nUmero de alelos diferentes, heterocigosidad
observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), numero efectivo de alelos (Ne= 1/(1-He),
donde He, es la diversidad genética por locus igual a 1-3pi2. A su vez pi= frecuencia de cada
uno de los alelos encada poblacidn.

También, se determind el porcentaje de loci polimérficos y el promedio de
heterocigosidad esperada (Fe) utilizando los programas TFPGA Version 1.3 (Miller, 1997)%° y
POPGENE Version 1.31, (Yeh et al., 1999)3%, generando arboles de similitud entre las especies,
basados en las distancias genéticas.

Para cuantificar la diferenciacién genética, se emplearon dos técnicas:

1) Distancia genética de Nei (1978): DG ;, j) = %5. >"«-1[pik-pij]; donde: iy j representan

a las dos poblaciones, n= nimero de alelos y pik= frecuencia relativa de cada uno
de los alelos en cada una de las poblaciones.

[)] Identidad genética (Nei, 1978b5): 1= xy / (Jx. Jy)¥%; Jxy= S -1 Pix . Piy.

Donde: Pix y Piy son las frecuencias de cada alelo en la poblacion (x) y (y).

Para verificar las relaciones genéticas entre poblaciones se construyeron
dendrogramas con el algoritmo de UPGMA (método de distancias medias sin peso), basado en
las distancias genéticas de Nei (1978a)'8% al mismo tiempo se utilizaron los valores de
remuestreo (bootstrap) con reemplazo para todos los loci (10,000 réplicas), usando el
programa TFPGA.

b) Estructura genética

La estructura genética se obtuvo mediante analisis molecular de la varianza (AMOVA)
y analisis de inferencia bayesiana (Falush et al., 2003)73; para verificar diferencias entre
poblaciones con 10,000 iteraciones con intervalos de confianza del 95%. Con la finalidad de
analizar la diferenciacion alélica (Fst) entre poblaciones, entre individuos dentro de la
poblacién y entre individuos de cada poblacién, utilizando el programa Arlequin versiéon 3.5.2.1

(Exccoffer, 2015)%° .
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Los estadisticos “F” (indices de fijacion de Wright, 193123, 1951%°%; 19652%°°) se
calcularon de acuerdo con lo propuesto por Nei (1972)!8. La desviacién en los niveles de la
heterocigosidad esperada bojo la primicia de equilibrio Hardy-Weinberg se divide en tres
componentes, Fis, Fst y Fir. El estadistico Fis describe el nivel de endogamia o apareamiento
entre individuos con relaciones cercanas. Los valores para este indice van de 0 a 1. Fis= (he-ho)
/he, donde ho= frecuencia de individuos heterocigotos observados de la poblacién y hs=
frecuencia esperada de individuos heterocigotos.

Fst es la proporcién de la desviacidn del equilibrio contenida dentro de las poblaciones
y representa una medida de diferenciacion entre poblaciones. Fsr= (ht — hs) / hs, donde ht
representa la frecuencia esperada de individuos heterocigotos en una poblacion con
reproduccidn al azar, adquiriendo valores de 0 a 1.

El estadistico Fir puede ser visto como el total de individuos heterocigotos del equilibrio

Hardy-Weinberg, comparado entre Fis y Fst, es decir, es un balance entre deriva y flujo genético
de los individuos dentro y entre poblaciones, adquiriendo valores de -1 a 1.
Se estimé el numero de migrantes por generacion (Nm), donde N= tamafo efectivo de la
poblacién y m= proporcidn de intercambio de migrantes por generacion entre poblaciones.
Nm se estimd empleando el valor de Fsr, descrito previamente. De acuerdo con Wright
(1931)?”7, Fst= 1/(1-4Nm).

c) Analisis de parentesco y relaciones genéticas

La evaluacién de la estructura genética de las poblaciones es dividida regularmente
para hacer comparaciones a tal grado que la variabilidad genética permita encontrar
diferencias entre los individuos y dentro de las poblaciones. Por lo que la representacién de la
estructura de una poblacion mediante un perfil de distancias genéticas y la utilizacion de la
técnica de acoplamiento de individuos es adecuada para estudiar la estructura genética de las
poblaciones, donde la relacién entre los agentes depende de las diferencias genéticas entre
ellos (Rozenfeld et al., 2007)%%8.

Se utilizé el anadlisis de red de individuos con el programa EDENetwork versién 2.18
(Kivela et al., 2014)38, con lo cual se representd graficamente las relaciones genéticas entre

los individuos de las poblaciones. Asi también, se realizd un andlisis de parentesco entre los
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individuos dentro de las poblaciones, con el programa Kingroup versién 2.01.202 (Konovalov
et al., 2004),

d) Demografia histérica y prueba de neutralidad

Se utilizdé la distribuciéon del nimero de alelos diferentes entre los individuos para
explorar los patrones demograficos de las poblaciones, con el programa Arlequin version
3.5.2.1 (Excoffier y Lischer, 2015)’°. La desviacién de la neutralidad selectiva se realizd
mediante las pruebas de Fs. (Fu, 1997)% y de Tajima D (Tajima, 1989)2%?, estas pruebas se basan
en el modelo de sitios infinitos. Donde el estadistico Fst es muy sensible a la expansion
demografica de las poblaciones, por lo que generalmente la prueba de neutralidad presenta
valores negativos, como producto de la desviacidn del equilibrio poblacional.

En la prueba de Tajima, valores significativos de “D” pueden deberse a efectos de
seleccion, expansién poblacional, cuello de botella o heterogeneidad en los rangos de
mutacion. Ambos modelos pueden determinar la misma cantidad de sitios infinitos, pero las
diferencias pueden ser debidas a seleccion o heterogeneidad entre los rangos de mutacidn de
los sitios (Excoffier y Lischer, 2015)7%, estas pruebas se utilizaron como un indicador de la
expansioén reciente de las poblaciones.

La distribucion de las diferencias entre pares de alelos (distribucién mismatch) se calculd
para determinar la prueba de expansion demografica (Rogers y Harpending, 1992)%%*, El
modelo de Rogers y Harpending (1992)%?4, se utiliz6 para calcular el tiempo de expansidn de la
poblacion estimando la tasa de mutacién, T (Tau) que es una media de crecimiento y
declinacidn en unidades de tiempo mutacién, 6o y 61, son el tamafio de la poblacién antes y
después de la expansidn respectivamente y la desviacidn de la suma de cuadrados (DSS).

Datos de inhibicion

a) Analisis de Varianza factorial

Los analisis de varianza factorial (ANOVAf), es una herramienta muy utilizada en
estadistica cuando se tienen datos de pequefias dimensiones, proporciona igual solucién que
la tradicional ANOVA cuando las variables dependientes son funcionales sin dejar de lado su
poder de explicacion y facilidad de interpretacién. Para lo cual se suele emplear el siguiente
modelo: Ypr (t)= Bo (t) + ap (t) + £pr (t), donde Bo (t) es la funcién promedio de la caracteristica

de interés (% de inhibicion de alfa glucosidasa), a, (t) es el efecto sobre la caracteristica (Y) al
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usar la cantidad de extracto de la planta p. El término £pr (t) representa la funcién residual, la
cual es la variaciéon no explicada respecto a la r-ésima p (Ramsay y Silverman, 2005)'8,

Este analisis se utilizé para evaluar las variaciones en la actividad enzimatica en los
diferentes individuos a diversos tiempos en las que se llevd a cabo la reaccién enzimatica.
Ademas de que este tipo de analisis nos permite hacer predicciones en algun instante del
tiempo t durante el experimento y la existencia de algun efecto significativo sobre la variable
de interés (Y), mediante la evaluacidn de la cinética de Menten (Aarts et al., 2014).

También se calculd la concentracién del 50% de inhibicion enzimatica (Clso, ug/mL)
segun la relacidn: Clsp= C1-DC, donde DC=[C1-C2) x (PI11-50)]/(PI1-PI2). Los valores de PI1y PI2
corresponden a los datos de los porcentajes de inhibicién inmediatamente superiores al 50%
de inhibicién, C1 y C2 pertenecen a las concentraciones en las que se producen PI1 y PI2,
respectivamente. Este andlisis se realizd para determinar la(s) localidad (es), la especie y los
genotipos con mayor potencial de inhibicién enzimatica para promover su cultivo ex situ como

una estrategia de conservacion.

b) Prueba de Tukey

Se hizo una prueba de Tukey para ver si existen diferencias significativas entre los
promedios de los extractos provenientes de plantas medicinales de las regiones del estado de
Hidalgo, con la finalidad de ver la especie con mayor potencial de inhibiciéon de la enzima a-

glucosidasa.

Determinacion de ecotipos

Se calcularon las medias de las variables morfolégicas por individuo y se
correlacionaron con los datos genéticos y de inhibicién, utilizando andlisis de correlaciones
canodnicas (ACC) y prueba de mantel.

El ACC calcula la correlacion entre las variables dentro y entre grupos. Ademas, permite
hacer mejores interpretaciones sobre los ejes de ordenacidn. El ACC, deriva tedricamente de
la relacidn de mdaxima similitud bajo las condiciones de ordenacién canénica. El supuesto que
se debe cumplir es que la variable de respuesta sea unimodal. El modelo de respuesta de Gauss

(forma de campana) son un ejemplo donde los métodos que se representan son
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particularmente buenos. Los puntos en el centro del diagrama de ordenacidn pueden tener un

optimo de expresion (Teer-Braak, 1986)2%3, Se basa en la siguiente ecuacién:

EWi) = aexplVa(x; — u)?/t,7]

Donde: Yik denota el valor promedio esperado de los sitios i que se encuentran en el eje
de las ordenadas (Xi). K representa a los grupos como C. El valor maximo de la curva o valor
Optimo de la variable (uk), es el valor maximo de X cuando toma su maximo valor, tx representa
la tolerancia a lo largo de la variable de interés (geografia). Las condiciones son, 1) que la
tolerancia de X sea igual (tk=t, k=1...m), 2) que el maximo valor de las variables se a igual (Ck=
C, K=1, m), 3) el valor éptimo de la variable de interés (ux) se distribuya de manera uniforme
en el intervalo de A, que es mayor comparado con t, 4) los puntos de los datos sobre el eje (X)
se distribuyen de manera homogénea sobre el intervalo B que se encuentra en A (Teer-Braak,
1986)2%3,

Se realizaron dos tipos de ACC, el primero entre variables morfoldgicas y genéticas, con
la finalidad de determinar si existe un condicionante genético en la morfologia foliar. El
segundo entre variables del primer ACC y las variables geograficas (latitud, longitud y altitud),
con la finalidad de ver si existe un efecto de las variables micro geograficas en la distribucién
espacial de la morfologia y la genética. En este analisis se explicaron por las dos primeras

correspondencias candnicas (CC1y CC 2), ya que la CC 3 no fue significativa.
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Resultados

Resultados morfolégicos de Cecropia obtusifolia

Diferenciacion morfoldgica de C. obtusifolia a nivel local

Con la utilizaciéon de las diez variables morfoldgicas analizadas en las tres poblaciones
de C. obtusifolia, se obtuvo que el diametro de la vena media (DVM), didmetro del peciolo (DP)
y Numero de l6bulos (NLOB) se correlacionaron mas con ambas funciones discriminantes (FD
1y FD 2) con WA= 0.355, F (22,224) = 6.58 p< 0.0001. El coeficiente de variacidn (CV) oscila entre
12.58 (Nlob) a 36.70 % en LP en promedio para todas las localidades (Tabla 8.).

Tabla 8. AFD de las diez variables morfoldgicas en las tres poblaciones de C. obtusifolia. Donde
se indican la media, desviacién estandar (DS), coeficiente de variacién (CV), los valores propios
(V. Prop.), %Var. = porcentaje de varianza explicada y significancia (P).

Variable DS Media (mm) CV FD1 FD 2
LP 146.57 399.3 36.70 0.002 -0.005
LLOB 72.32 244,71 29.55 -0.025 0.013
AnchMax 24.01 81.14 29.59 0.090 0.070
DP 2.66 8.15 32.63 0.557 -0.185
DVM 0.62 1.73 35.83 0.613 0.826
L1/38B 15.61 43.62 35.78 -0.024 0.089
L1/3A 23.23 64.36 36.09 0.075 -0.054
DPAlob 17.96 65.31 27.50 0.060 0.021
Nlob 1.51 12.00 12.58 0.407 0.763
NVxlob 6.41 32.62 19.65 -0.017 -0.040
V.Prop. 0.324 0.124
P 0.0001 0.0001
%Var. 60.48 39.52

En el AFD con las diez variables morfoldgicas, se obtuvieron tres grupos, el primero
formado por San Antonio, el segundo por El Camino y el tercer grupo conformado por
Cantarranas. La FD 1 explicé el 60.48% de la variacion morfoldgica, mientras que FD 2 explico
un 39.52% (Figura 11). De acuerdo con las distancias de Mahalanobis calculadas entre pares
de pobalciones, se encontré que la distancia mds grande se encuentra entre El Camino y
Cantarranas (4.63) y la distancia mas corta entre San Antonio y Cantarranas (3.31) y una

distancia de 4.14 entre El Camino y San Antonio. El porcentaje total de asignacidn correcta
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para los grupos fue alto con un 74.16%. La poblacién con el mayor porcentaje de asignacion
fue Cantarranas con 85% y la poblacién con un menor porcentaje de asignacién correcta fue

El Camino con un 65% y un 72.5% para la poblacién de San Antonio.

Figura 11. AFD de C. obtusifolia agrupacion de las tres poblaciones utilizando las diez variables
morfoldgicas.

Analisis de varianza anidada (ANOVA)

El analisis de ANOVA, muestra que el individuo con tiene el mayor porcentaje de la
varianza explicada en los diez caracteres morfoldgicos analizados. En segundo lugar, fue el
factor localidad y el factor que obtuvo un menor porcentaje de la varianza fue el sexo [Loc.], y
en todos los factores se obtuvieron valores significativos P<0.0001. En el que se demuestra un
marcado efecto de la localidad sobre los individuos y que, a su vez, la existencia de diferencias

significativa en las caracteristicas morfoldgicas de los sexos a nivel local (Tabla 9).
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Tabla 9. ANOVA de las diez variables morfolégicas, donde se muestra el efecto para cada uno
de los factores. Localidad [Loc], Individuo dentro de la localidad y por sexo (Ind. [Loc., sexo]) y
el factor sexo dentro de la localidad (Loc.). Se indica el estadistico F, el porcentaje de varianza
por cada factor (%Var.) con significancia de P<0.0001 (***) y (**) para P=0.007.

Loc (F2,119)

Ind [Loc, Sexo]

Sexo [Loc] (F3,119)

Variable
(%Var.) (F1s,119) (%Var.) (%Var.)

LP 35.26 (20.59) *** 7.52 (39.54) *** 13.5(11.83) ***
Llob 39.96 (15.36) *** 15.85 (54.84) *** 19.68 (11.35) ***
Anchmax 45.62 (15.46) *** 18.67 (56.92) *** 22.35(11.36) ***
DP 75.06 (24.62) *** 17.03 (50.26) *** 19.06 (9.38) ***
DVM 83.09 (22.24) *** 22.96 (55.31) *** 23.94 (9.61) ***
L1/3B 5.16 (2.74) ** 9.54 (45.53) *** 33.04 (26.28) ***
L1/3A 58.75 (18.33) *** 18.95 (53.24) *** 28.74 (13.45) ***
DPAlob 28.61 (13.24) *** 11.36 (47.32) *** 24.81 (17.22) ***
Nlob 53.27 (18.79) *** 17.58 (55.8) *** 16.05 (8.49) ***
NVxlob 19.05 (6.91) *** 18.71 (61.09) *** 26.84 (14.60) ***

Dimorfismo sexual en C. obtusifolia
Se encontraron diferencias significativas entre los sexos (P<0.0001). Con la prueba de
Tukey, se determind que en el 80% de los caracteres foliares fueron mayores en los individuos
femeninos que en los masculinos. Sin embargo, DPAlob y Nlob, no se encontraron diferencias

significativas entre los sexos (Tabla 10).



Tabla 10. Media y error estandar (e.e) de las diez variables morfoldgicas, letras distintas en
las filas denotan diferencias significativas para la Prueba de Tukey.

Variable Femeninos (media + e.e) Masculinos (media * e.e)
LP 449.09+17.86 a 349.51+17.15b
DP 8.89+0.33a 7.39+0.29b
Llob 267.56 +8.89 a 221.80+8.30b
Anchmax 87.91+299a 74.36+2.52b
L1/38 46.96 +1.97 a 40.27 £1.58b
L1/3 A 70.55+2.90a 58.16 £2.39b
DPAlob 68.26 £ 2.96 a 62.37+2.40a
DVM 1.90+0.07 a 1.56£0.05b
NVsecxlob 3433+0.80a 30.91+0.69b
Nlob 12.13+0.19a 11.87+0.19a

En el AFD, se formaron dos grupos bien diferenciados (Figura 12). Los caracteres que
permitieron la discriminacidén entre los sexos y que mds se correlacionaron con la FD 1 fueron:
LP (-0.795), Llob (-1.023), NVsecxlob (-0.586) y Nlob (0.933) con lo cual se explicé el 100% de

la variacion.



Figura 12. AFD entre sexos de C. obtusifolia.

Diferenciacion morfolégica entre sexos entre localidades
Se encontraron diferencias morfolégicas entre individuos dentro y entre localidades,
donde se obtuvo que los arboles femeninos de Cantarranas son mas grandes que los individuos
masculinos y femeninos de las localidades de San Antonio y El Camino en la mayoria de los
caracteres. De acuerdo a las pruebas de Tukey dentro de las poblaciones se encontrd que en
Cantarranas el Nlob y NVsecxlob no difieren entre individuos masculinos y femenino. En San
Antonio fueron DP, Llob, Anchmax, L1/3 A y DVM, mientras que en el camino fueron el DP,

DVM, Nlob y NVsecxlob (Tabla 11).
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Tabla 11. Media y error estdndar de las diez variables morfoldgicas de C. obtusifolia en las tres localidades en los sexos. Pruebas de
Tukey se determinaron dentro de las localidades (letras mayusculas) y entre los sexos entre poblaciones (letras minusculas).

Variable

Cantarranas

San Antonio

Femenino

Masculino

Femenino

Masculino

El Camino

Femenino

Masculino

LP

DP

Llob
Anchmax
L1/3 B
L1/3A
DPAlob
DVM
NVsecxlob
Nlob

542.13+31.78 A®

11.00+0.36 A®

311.88+£11.85 A®

102.17+4.21 A®
51.73+2.54 A%
85.58+3.63 A?
78.4614.13 A®
2.42+0.12 A®
35.39+1.09 A?
12.30+0.29 A®

441.74+24.34 B2

8.67+0.45 B

252.59+12.51 BP

85.34+3.55 BP
41.13+1.88 B
68.58+3.00 BP
65.73+3.47 B2®
1.76b+0.11 B**
34.60+0.85 A%
12.90+0.25 A%

406.84+26.38 A**

8.62+0.53 A¢

243.85+£12.75 A°

76.92+5.00 A°
37.89+3.08 A«
58.78+5.00 A®
60.74+3.69 AP
1.76+0.13 A°
35.61+1.58 AP
13.00£0.21 A%

323.28+31.29 B

7.3310.48 A®

224.78+17.56 A%

75.90+4.56 A%P
50.5442.44 B?
62.33+4.13 A%
73.8943.94 B
1.67+0.07 A¢
27.27+1.13 B«
11.6%0.35 B2P

398.32429.56 A™

7.060.65 A

246.94+19.71 AP

84.67+6.90 AP
51.2845.25 A%
67.31+6.87 A°
65.57+2.53 A2b
1.5320.17 A°
32.00+1.83 A%
11.1+0.38 A®*

283.98+21.82 B

6.21+0.45 A¢
188.22+9.29 B¢
61.83+3.36 B¢
29.14+1.29 B¢
43.56+2.99 B°
47.5+2.65 B¢
1.27+0.08 A®
30.86+1.07 A¢
11.120.26 A°
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En el AFD entre individuos masculinos y femeninos, se obtuvo que para las plantas
femeninas, las variables morfométricas que mas se correlacionaron con la FD 1 fueron: Llob
(1.009), DP (-2.728) y L1/3A (1.174, Tabla 12), con lo cual se explicé el 71.70% de la variacion
acumulada. En la FD 2 las variables mas correlacionadas fueron: L1/3A (1.390) y Nlob (-1.291)

con lo que se explicé el 28.30% de la variacion de los datos (Figura 13).

Figura 13. AFD de los individuos femeninos en las tres localidades de C. obtusifolia.
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Tabla 12. AFD por sexos de C. obtusifolia, donde se indican los valores propios (Val. Prop), el
porcentaje de varianza explicada (%Varianza) y el grado de significancia para cada funcion
discriminante(P).

Variable FD 1 FD 2 FD 1 FD 2
Femeninos Masculinos

LP -0.097 0.317 0.774 -0.583
Llob 1.009 0.304 0.630 1.588
AnchMax 0.815 -0.892 -2.021 -0.570
DP -2.728 0.239 0.691 1.301
DVM -0.945 0.729 -1.197 -2.057
L1/38B 0.503 -0.841 1.143 0.294
L1/3A 1.174 1.390 1.440 0.389
DPAlob 0.397 0.242 -0.047 0.529
NVxlob 0.512 -0.099 -1.074 0.156
Nlob -0.480 -1.291 0.538 0.105
Val. Prop. 3.014 1.189 3.326 1.211
%Varianza 71.70 28.30 73.30 26.70
P <0.0001 <0.0001 < 0.0001 <0.0001

Con base en las distancias de Mahalanobis calculadas entre pares de poblaciones con
respecto a los individuos femeninos, la distancia mas grande se encontrd entre El Camino y
San Antonio (14.60) y la distancia mas corta entre San Antonio y Cantarranas (6.70) y de 12.40
entre Cantarranas y El Camino.

El porcentaje total de asignacién correcta para el grupo femenino fue alto con un 85%.
Las poblaciones que obtuvieron el porcentaje mas alto de asignacién fueron Cantarranas vy El
Camino con el 90% y un 72.5% para la poblacidon de San Antonio.

En el caso de los individuos masculinos las variables que mas se correlacionaron con la
FD1 fueron: Anchmax. (r= -2.021), DVM (r= -1.197), L1/3B (r= 1.143), L1/3A (r= 1.440) y
NVsecxlob (r=-1.074). Para la FD2 fueron: Llob (r=1.588), DP (r=1.301) y DVM (r=-2.057, Tabla
12). De acuerdo con las distancias de Mahalanobis calculadas, la distancia mas grande fue

entre San Antonio y el Camino (18.81) y la distancia mas pequefa entre Cantarranas y El
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Camino (8.87) y una distancia de 11.10 entre Cantarranas y San Antonio. El procentaje de
asignacion correcta total fue del 91%. El mayor porcentaje se presentd en las poblaciones de

Cantarranas y El Camino con 95% y un 85% para San Antonio (Figura 14).

Figura 14. AFD de los individuos masculinos en las tres poblaciones de C. obtusifolia.

Resultados genéticos de Cecropia obtusifolia

Diversidad genética

De las amplificaciones de los tres microsatélites con los 24 individuos de C. obtusifolia,
solo se obtuvieron datos genéticos de los individuos masculinos. Por lo que se registraron 26
alelos con los tres loci, los cuales fueron 100% polimdrficos. La heterocigosidad observada por
locus (Ho) fue de 0.58(Cec 46) a 0.75(Cec 45).

El nimero efectivo de alelos (Ne) refleja diferentes polimorfismos de los loci (3.37-
3.92). Se encontré un total de 5.33 alelos Unicos (Au), los cuales se encuentran distribuidos de
la siguiente manera: 1.33 en Cantarranas, 1.67 en la poblacién de El Camino y 2.33 en San
Antonio. La heterocigosidad esperada en el locus Cec 64 (He= 0.73) y He= 0.70 en el locus Cec

45, este ultimo valor fue menor con respecto al Ho= 0.75 (Tabla 13).
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Tabla 13. Descripcién de los tres loci usados en C. obtusifolia, se incluye tamafio de banda (Tb),
numero de alelos (Na), nimero efectivo de alelos (Ne), heterocigosidad observada (Ho),
heterocigosidad esperada (He), y los estadisticos F de Wright (Fis, Fir, Fst) y nUmero de migrantes

(Nm).

Locus Tb Na Ne Ho He Fis Fir Fst Nm
Cec45 116-196 467 392 0.75 0.70 -0.075 0.10 0.16 1.32
Cec 46 124-194 4.00 3.37 058 0.70 0.164 0.32 0.19 1.09
Cec 64 120-190 467 373 067 073 0.086 0.22 0.15 1.42
Media 445 3.67 0666 0.71 0.058 0.213 0.166

La diversidad genética y riqueza alélica fueron ligeramente mas alta en la poblacion de

El Camino (Dg= 0.88, Ra= 4.26) con respecto a Cantarranas que fue de 0.78 y 3.08

respectivamente. Los valores de heterocigosidad observada (Ho) fueron menores a lo

esperado en dos poblaciones (Cantarranas y San Antonio) y la poblacion de El Camino fue

mayor a lo esperado Ho= 0.83, He= 0.72 (Tabla 14).

Tabla 14. Sumario de diversidad genética de C. obtusifolia

Poblacién Dg Ra Na Ne [ Ho He Fis

Cantarranas  0.78 3.00 3.33 2.86 1.10 0.42 0.65 0.35
El Camino 0.88 4.26 4.67 3.64 1.40 0.83 0.72 -0.16
San Antonio  0.87 4.20 5.33 4.53 1.55 0.75 0.76 0.02

Estructura genética

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) muestra que la mayor variacion se encuentra

dentro de las poblaciones con un 88% de la varianza y 12% de la varianza se encuentra entre

poblaciones con un valor de Fsr= 0.119 (Tabla 15). Los valores de Fsr entre pares de

poblaciones, fueron altos y significativos.
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Tabla 15. Analisis de varianza molecular (AMOVA) entre poblaciones de C. obtusifolia.

Factor gl SC MS %Varianza
Entre poblaciones 2 5,042 2,52 12

Dentro de las poblaciones 21 25,5 1,21 88

Total 23 3,542 100

El AMOVA dentro de las poblaciones, se obtuvo que la estructuracién genética se

encontré a nivel intraindividual con un 72.59% de la variacion genética (Tabla 16) y La

estructuracion de las poblaciones se encuentra determinada por los valores de Fisy Fir (0.200

y 0.274) respectivamente. Ademas, presentaron una moderada diferenciacién genética Fsr=

0.092 (Figura 15).

Tabla 16. AMOVA dentro de las poblaciones de C. obtusifolia

Factor gl SC MS %Varianza
Entre poblaciones 2 5,042 0.127 9.26
Entre individuos 9 13.50 0.250 18.15
Dentro de los individuos 12 12.00 1.000 72.59
Total 23 30.542 1.377 100
Estadisticos F

Fis

Fit

Fst

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.3

Figura 15. Estadisticos F de Wright.
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Las poblaciones que mejor se diferenciaron genéticamente fueron El Camino y
Cantarranas (Fst=0.173). Las poblaciones que poco se diferenciaron genéticamente fueron San
Antonio y El Camino (Fst= 0.062), que a su vez presentaron el valor mds alto de Nm= 3.79

individuos por generacion (Tabla 17).

Tabla 17. NUmero de migrantes (Nm), los valores se encuentran debajo de la diagonal y valores
de Fst entre pares de poblaciones se localizan arriba de la diagonal.

Poblacion Cantarranas El Camino San Antonio
Cantarranas - 0.173 ** 0.118 *

El Camino 1.2 - 0.062 ns
San Antonio 1.86 3.79 -

Efecto de las variables geograficas en los datos genéticos

Se evidencié que los alelos de los tres loci presentaron una estructuracién espacial
(presencia o ausencia de los alelos ) con respecto a las variables geograficas (latitud, longitud
y altitud), donde se observd que los alelos 124, 134 y 184 de los locus Cec 45,Cec 46 y Cec64
respectivamente, se encontraron a lo largo del gradiente latitudinal (20°36°-20 °48’), las
variaciones a través del gradiente latitudinal fueron: el primero comprendido entre los 20°36’-
20°44’ donde los alelos del locus Cec 45 se encontraron presentes los alelos 124 con una
frecuencia (fr) de 0.50, el alelo 134 (fr=0.571) y 174 (fr= 1.0). En el locus Cec 46 los alelos que
se expresaron fueron el 134 y 174 y dos alelos del locus Cec 64 (128 y 184).

El segundo rango latitudinal se comprendié entre los 20°45’-20.45’51"": donde se
encontré un mayor numero de alelos, ya que se presentaron un total de 15 alelos, de los cuales
seis pertenecen al locus Cec 45 (114,124, 134, 154, 184 y 194), seis del locus Cec 46 (104, 124,
134, 154, 184 y 194) y tres alelos del locus Cec 64 (120, 184 y 192)

El tercer rango latitudinal fue entre los 20°47'5"-20 °48’: se evidenciaron dos alelos
(124 y 184) del locus Cec 45, y dos del Cec 46 (134 y 194) y tres alelos(120, 184 y 192) del locus
64 (Figura 16).

61



Figura 16. Distribucidn alélica por locus de C. obtusifolia con respecto a la latitud.
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Con respecto a la variable geografica longitud, se encontré un mayor nimero de alelos
entre los 98°058’ y 98 °07’. Esto es que en el rango de 98°058’-98°062’ se presentaron 14
alelos, de los cuales cuatro corresponden al locus Cec 45 (114,124,134 y 184), seis del locus
Cec 46 (104, 124, 134,154, 184 y 194), y cuatro del locus Cec 64 (120, 128, 184 y 192). Ademas
de que los cuatro alelos del locus Cec 64, el alelo 134 del locus Cec 45 y el alelo 124 del locus

Cec 46, se encontraron a lo largo del gradiente longitudinal (Figura 17).

Figura 17. Distribucidn alélica de los tres loci de C.obtusifolia con respecto la longitud.
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También, se evidencid de que los alelos de C. obstusifolia se distribuyen con respecto a
la altitud. Donde 12 alelos se encontraron a los 650 m de altitud y 11 alelos a los 750 m. El
numero de alelos encontrados entre los 825 y 875 m fue de 6-8 alelos, respectivamente. Los
alelos 134 (locus Cec 45), 124 (locus Cec 46), 120, 128 y 184 (locus Cec 64) se encontraron en

todo el gradiente altitudinal (Figura 18).

Figura 18. Distribucion alélica de los tres loci de C. obtusifolia en relacidn a la altitud.
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Inhibicion de alfa glucosidasa de los extractos etandlicos de Cecropia obtusifolia

Los extractos etandlicos de C. obtusifolia provenientes de diferentes localidades,
mostraron un efecto significativo (P< 0.0001) entre los sitios de procedencia (localidades),
entre sexos y entre las interacciones, sexo-localidad; sexo-individuo-localidad, en el porcentaje

de inhibicidn de la actividad enzimatica de alfa glucosidasa (Tabla 18).

Tabla 18. ANOVA de los extractos de C. obtusifolia

Factor Nparam gl F P

Localidad 4 2 177.67 <0.0001
Sexo x individuo 27 5 27.78 <0.0001
Localidad x sexo x individuo 108 8 336.11 < 0.0000

Se encontrd que la concentracion de 200 pg/mL presenté una mayor inhibicion de la
actividad de alfa glucosidasa (75.40 £ 3.77 %) y la concentracién que menor porcentaje de
inhibicion de a-glucosidas, fue la de 40 pg/mL (45.34 + 7.04%), mientras que, acarbosa
presenté un 90.57 £ 0.28, 67.19 + 0.13% y 42.57 £ 0.69% de inhibicidn en las concentraciones
de 400, 200 y 40 pg/mL, respectivamente (Tabla 19).
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Tabla 19. Media y desviacidn estandar (Ds) del porcentaje de inhibicién de alfa glucosidasa de
los extractos de C. obtusifolia y acarbosa.

C. obtusifolia Acarbosa
Concentracion pg/mL Media £ DS Concentracion ug/mL  Media + DS
40 45.34 +7.04 40 42.57 £ 0.69
80 54.04 £ 7.66 80 43.25+0.26
120 59.16 + 7.66 120 44.06 +0.38
160 69.24+4.4 160 44.59 + 0.08
200 75.40 £ 3.77 200 67.19+0.13
240 71.12 £ 0.39
280 76.88 £ 0.41
320 83.93+0.33
360 87.65+£0.19
400 90.57 £ 0.28
ICso0 65.86 pg/mL 166.30 pg/mL

Efecto de la localidad en el porcentaje de inhibicion de alfa glucosidasa

Se encontraron diferencias significativas entre localidades de acuerdo al porcentaje de
inhibicién de alfa glucosidasa (P<0.0001). Donde se observd que San Antonio presentd un
mayor valor de inhibicidn de la enzima alfa glucosidasa en todas las concentraciones probadas

en este trabajo y el valor mas bajo de Clso= 10.59 pug/mL (Tabla 20).

Tabla 20. Media, desviacion estandar (Ds) del porcentaje de inhibicién de alfa glucosidasa y
CI50 de los extractos etandlicos de C. obtusifolia por localidad y para el control acarbosa.

Localidad media + DS Clso ug/mL
San Antonio 67.68 £ 9.46 10.59

El Camino 59.85 + 10.59 66.08
Cantarranas 54.38 +12.81 100.20
Acarbosa 61.87 +23.37 166.30
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La localidad que obtuvo el porcentaje mas bajo de inhibicion fue Cantarranas con 54.38
+ 12.81 (Clso= 100.20 pg/mL), mientras que acarbosa presenté una media 61.87 + 23.37% de
inhibicién y una Clso= 166.30 pg/mL (Figura 19).

Figura 19. Porcentaje de inhibicion de alfa glucosidasa por localidad de los extractos etanolicos
de C. obtusifolia.
Inhibiciéon de alfa glucosidasa de acuerdo al sexo de los individuos de C. obtusifolia
El porcentaje de inhibicidn de alfa glucosidasa fue variable entre individuos, los valores

se encontraron entre 12.94 + 0.59 a 90.55 + 0.11% (Figura 20).

Figura 20. Porcentaje de inhibicion por individuo en cada una de las localidades de C.
obtusifolia, F= femenino, M= masculino, *= individuos triploides.
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También, se encontré que existen diferencias significativas (P<0.0001) entre los sexos
de los individuos. Donde los arboles femeninos mostraron un mayor porcentaje de inhibicién

de a-glucosidasa (74.20%) con respecto a los arboles masculinos 47.09% (Figura 21).

Figura 21. Porcentaje de inhibicién de los extractos etandlicos de C. obtusifolia por sexos y los
referentes de acarbosa (Acar) en las concentraciones de 400 y 200 ug/mL.

La Clso para los arboles femeninos fue de 24 ug/mL, mientras que en los arboles
masculinos fuede 137.15 ug/mL, y el control acarbosa se registré una Clso= 157.15 pg/mL

(Figura 22).

Figura 22. Las diferentes Clso en los individuos femeninos, masculinos de C. obtusifolia y el
referente acarbosa.
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Con respecto a las Clsp entre localidades, se encontré que estos valores pueden cambiar
de acuerdo al sexo de los individuos, en donde los arboles femeninos de Cantarranas
registraron una Clsg- 39.39 pug/mL, sin embargo, en los individuos de El Camino y San Antonio
no fue posible determinar la Clso con las concentraciones probadas en este estudio, pero son

menores a lo estimado para Cantarranas.

En los individuos masculinos las Clsg, fueron 158.52 pg/mL para Cantarranas, 194.33
ug/mL en El Camino y la localidad que presenté el valor mas bajo de Clso fue San Antonio con

49.80 pg/mL (Figura 23).
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Figura 23. Inhibicidn de alfa glucosidasa por sexo en las tres localidades de C. obtusifolia.
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Correlacion entre fenotipo, genotipo con las variables geograficas en C. obtusifolia

Correlacion entre fenotipo vs genotipo

Con el Analisis de correspondencias candnicas (ACC) se obtuvo que las variables
fenotipicas (morfologia e inhibicion de alfa glucosidasa) se correlacionaron de manera
significativa (R?= 0.992, X%0,33= 160.37, P=<0.00001) con los datos genéticos de los tres loci
de los individuos masculinos de C. obtusifolia. Donde el locus Cec45 se correlaciond de
manera negativa con todas las variables morfoldgicas, el locus Cec46 se relaciond de manera
positiva con LP (r= 0.061), NVxlob (r= 0.459), Nlob (r= 0.044), y con el %inhibicién (r= 0.190) y
el locus Cec64 se correlaciond de manera positiva con todas las variables morfolégicas (

Tabla 21).

Tabla 21. ACC entre genotipos y fenotipos de C. obtusifolia

Variable Cec 45 Cec 46 Cec 64
LP -0,413 0,061 0,433
LL -0,321 -0,083 0,327
Anchmax -0,358 -0,154 0,386
DP -0,338 -0,041 0,401
DVM -0,206 -0,255 0,334
L1/38B 0,104 -0,667 0,027
L1/3A -0,311 -0,274 0,396
DPAlob 0,043 -0,508 0,067
NVxlob -0,516 0,439 0,463
Nlob -0,430 0,044 0,492
%inhibicion -0,061 0,192 0,072
valores propios 0,850 0,602 0,255
Rcandnica 0,922 0,776 0,505
X2 160,368 62,647 15,190
P 0,000000 0,000003 0,0858
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De esta manera, se obtuvo que diversos genotipos producen diferentes fenotipos, los
cuales presentaron una distribucién normal, donde se observaron dos extremos, uno a la
derecha que corresponde afenotipos de hojas con tamafios pequefios y con menor porcentaje
de inhibicién de alfa glucosidasa, en la parte media se ubican los genotipos que presentan
hojas con tamafo intermedio y valores entre 30-50% de inhibicién de a-glucosidasa y en la
parte derecha los genotipos (individuos que presentan tres alelos en los locus Cec 45 y Cec 46)

que exhiben hojas mas grandes y con mayor porcentaje de inhibicion enzimatica (Figura 24).

Figura 24. ACC a partir de los datos genéticos y morfoldgicos de los individuos masculinos de
C. obtusifolia.

De acuerdo al sexo de los individuos de C. obtusifolia, las variables geograficas tienen
efectos diferentes. Donde se obtuvo que, para los arboles femeninos, la mayoria de las
variables morfoldgicas se correlacionaron negativamente con la latitud, con la excepcién del

NVxlob (r=0.19), el Nlob (r= 0.06) y el % de inhibicion (r= 0.30). Con respecto a la longitud las
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variables que se correlacionaron de manera negativa fueron NVxlob (r= -0.16), el Nlob (r= -
0.43) y el % de inhibicion con r= -0.02. Las variables NVxlob y el % de inhibicién se
correlacionaron de manera negativa con la altitud (r=-0.04 y r=-0.209, respectivamente, Tabla
22).

En los individuos masculinos, la latitud se correlacioné de manera negativa con todas
las variables morfoldgicas, y una correlacidén positiva con el % inhibicion y con los datos
genéticos de los tres loci. La LP, NVxlob, Nlob y los datos genéticos se correlacionaron
positivamente con la longitud. Con respecto a la altitud, todas las variables morfoldgicas se
correlacionaron positivamente, y negativamente con los datos genéticos y con el porcentaje

de inhibicion (Tabla 22).
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Tabla 22. ACC entre las variables geograficas con los datos morfoldgicos, genéticos e
inhibicidn de a. glucosidasa de C. obtusifolia por sexo.

Femeninos Masculinos

Variable Latitud Longitud Altitud Variable Latitud Longitud Altitud
LP -0,36 0,15 0,45 LP -0,41 0,06 0,43
Llob -0,45 0,16 0,41 Llob -0,32 -0,08 0,33
Anchmax -0,55 0,25 0,43 Anchmax -0,36 -0,15 0,39
DP -0,37 0,00 0,52 DP -0,34 -0,04 0,40
DVM -0,37 0,05 0,51 DVM -0,21 -0,26 0,33
L1/3 B -0,44 0,34 0,26 L1/3 B 0,10 -0,67 0,03
L1/3A -0,53 0,27 0,43 L1/3A -0,31 -0,27 0,40
DPAlob -0,59 0,26 0,46 DPAlob 0,04 -0,51 0,07
NVxlob 0,19 -0,16 -0,04 NVxlob -0,52 0,44 0,46
Nlob 0,06 -043 0,12 Nlob -0,43 0,04 0,49
% de inhibicion 0,30 -0,02 -0,29 Cec45 0,33 0,22 -0,75

Cec4b6 0,38 0,03 -0,78

Cecb4 0,27 0,29 -0,57

% de inhibicion 0,29 -0,48 -0,15
V.propios V.propios 0.99 0.88 0.61
Rcandnica Rcandnica 0.89 0.74 0.39
X X 133.44  50.24 8.46
lambda lambda 0.076 0.39 0.85
Varianza Varianza 33% 60% 7%
P P <0.0000 0.0007 0.39

Aunado a lo anterior, en los individuos masculinos, se obtuvieron siete grupos que se
distribuyen de manera normal invertida, esto debido a que el nimero de alelos y las
caracteristicas morfoldgicas disminuyen en las latitudes, longitudes y altitudes intermedias,

mientras que en los extremos aumenta la diversidad genética y morfoldgica (Figura 25).



Figura 25. ACC entre variables geograficas con las variables fenotipicas y genéticas de los
individuos masculinos de C. obtusifolia.

De acuerdo con el ACC de los individuos masculinos con las variables genéticas vy el
porcentaje de inhibicion, se obtuvo que existe un condicionante genético de acuerdo con el
locus Cec46 (r=0.191), con lo que se observan dos extremos (el inferior donde se encuentran
los genotipos con un menor porcentaje de inhibicién y en el extremo superior, los alelos que
inhibieron en mayor cantidad a alfa glucosidasa) y en el centro se encontraron los genotipos
con niveles intermedios de inhibicién, lo que indica una seleccion direccional hacia los

genotipos con mayor porcentaje de inhibicion (Figura 26).
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Figura 26. Correlacion entre variables genéticas y porcentaje de inhibicidn de alfa glucosidasa
de los individuos masculinos de C. obtusifolia.

En los individuos femeninos, se observa una distribuciéon normal al correlacionar las
variables morfolégicas y geograficas, con una tendencia de seleccion disruptiva hacia los
morfotipos con mayor tamafio y un alto porcentaje de inhibicidn de alfa glucosidasa (Figura

27).
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Figura 27. ACC entre datos morfoldgicas de los individuos femeninos de C. obtusifolia y las

variables geograficas.

Relacidn del porcentaje de inhibicion de alfa glucosidasa con las variables geograficas

Con respecto al porcentaje de inhibicién de alfa glucosidasa y su relacion con las
variables geograficas se obtuvo diferentes formas de distribucion:

Altitud: se observa una distribuciéon al azar (Figura 28 A), donde los individuos
masculinos se conformaron cinco grupos, el primero se encontré a 850 m con 40-60% de
inhibicidn, el segundo grupo entre 800-850 m de altitud con un 70-80% de inhibicion de alfa
glucosidasa, el grupo 3 a una altitud de 725 m que presentd una inhibicion del 30%, el grupo
cuatro se localizé en un rango altitudinal de 700-750 m con inhibicion de 40-60% de inhibicién
enzimatica y el grupo cinco a una altitud de 500-600 m con valores mas bajos de inhibicién (10-

20%).
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En los arboles femeninos el grupo seis presentd un 70% de inhibicion y se ubicé en los
600 m., el grupo siete comprendié dos altitudes, la primera a 700-750 m con registros de
inhibicidn de 50-60%, el segundo de 750-800 m con 70-90% de inhibicién y el grupo nueve se
conformd por individuos que presentaron una inhibiciéon de 70-90% a 900 m de altitud.

Latitud: esta variable se correlacioné positivamente con el porcentaje de inhibicidn (r=
0.30) en ambos sexos. Donde se observa una distribucidn aglomerada. En los individuos
masculinos con mayor porcentaje de inhibicion (89%) se encontraron en las latitudes de 20°50’
(grupo uno), mientras que los individuos femeninos del grupo siete adquirieron valores de un
80-100% de inhibicidon. A una altitud de 20°44’-20°48’se ubicaron el grupo dos (arboles
masculinos) y el grupo seis (femeninos) que presentaron un 60-70% de inhibicion.

En la latitud de 20°42’ se ubicé el grupo tres que presentd el menor grado de inhibicidn
(10-20%) por parte de los individuos masculinos, a su vez los arboles femeninos presentaron
un 50-62 % de inhibicidn enzimatica (grupo 6) y a los 20°48’ se encontrd el grupo cuatro
(masculino) y grupo siete (femenino) que exhibieron un 90% de inhibicion de a-glucosidasa.
En las latitudes 20°58’ se localizé el grupo ocho que se integré por individuos femeninos con
mayores porcentajes (90-100%) de inhibicién de a-glucosidasa (Figura 28 B).

Longitud: la longitud se correlacioné negativamente con el porcentaje de inhibicién de
a-glucosidasa (r=-0.48), es decir se presentd una distribucién dispersa de los individuos con
esta variable. En los rangos de los 98°056-98°062 se encontraron individuos que inhiben 40-
50% la actividad enzimatica esto es en el grupo uno de los individuos masculinos y los grupos
seis y nueve de los arboles femeninos (Figura 28 C).

En el segundo gradiente (98°062-98°064) se encontraron individuos que inhiben cerca
de 60-90% la actividad en alfa glucosidasa (grupo 2 y 7, de los individuos masculinos y
femeninos, respectivamente). En un gradiente intermedio (98°066) se encontraron individuos
masculinos con 10% de inhibicién (grupo 3).

Entre los 98°068-98°070 se encontraron individuos masculinos con valores de 50-60%
de inhibiciéon de alfa glucosidasa (grupo 4). El gradiente mds heterogéneo fue el 98°072, ya que
comprende individuos femeninos con valores de 50-100% de inhibicidon enzimatica y (grupo 8

y 9) arboles masculinos con 60-70% en la reduccion de la actividad enzimatica (grupo 5).
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Figura 28. Correlacion entre variables geograficas y el porcentaje de inhibicion entre los sexos

de C. obtusifolia, A) altitud, B) longitud y C) latitud.
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Discusién
Diferencias morfoldgicas a nivel local

En el AFD se evidencié una clara diferenciacién entre poblaciones como una adaptacion
a escala local, donde las caracteristicas morfoldgicas de las hojas permitieron la agrupacion de
los sitios. Este grado de diferenciacidon probablemente se deba a las variables ambientales,
geograficas, caracteristicas edaficas, interacciones intra e interespecificas, la cantidad de luz
incidente en cada una de las localidades (Corneslissen y Stirling, 2005°%; Cavallero et al., 2011%;

Brus et al., 2011%%; Van et al., 2012%77; Kabir et al., 2014123),

Dimorfismo sexual

En este estudio, se obtuvo que los individuos femeninos de C. obtusifolia presentaron
hojas mdas grandes comparadas con los arboles masculinos, lo que demuestra una alta
plasticidad fenotipica de esta planta. Al mismo tiempo muestra un marcado dimorfismo sexual
entre los individuos masculinos y femeninos. Este grado de variacion es comunmente
encontrado en otros estudios, como resultado de varios factores, incluyendo la plasticidad
fenotipica y la edad de los individuos (Gonzélez-Rodriguez y Oyama, 2005)°*. Asi también, este
alto grado de diferenciacién a este nivel, puede deberse al efecto de la adaptacion fenotipica
a diferentes condiciones micro ambientales que experimenta cada individuo (Sultan y Spencer,
2002%7; Midgley, 2010%%7; Brus et al., 2011%'; Wheelwrigth et al., 2012%%°). Estos resultados son
similares a los encontrados en Ocotea tenera (Wheelwrigth et al., 2012)?°, Juniperus
oxycedrus (Brus et al., 2011)*, Silene latifolia (Steven et al., 2007)?*° y en algunas especies del
género Leucadendron (L. rubrum, L. tererifolium, L. ericifolium, Bond y Midgley, 1988)3°, donde
se encontrd una alta variacion morfolégica dentro de los individuos en la mayoria de los

caracteres analizados.

Diferencias morfoldgicas entre los sexos dentro de las poblaciones

En el analisis jerdarquico ANOVA, se evidencié un efecto de la localidad en ocho
caracteres foliares de los arboles masculinos, mientras que en los arboles femeninos se
observé un efecto significativo del factor individuo en todos los caracteres de la hoja (Tabla 9).
Este marcado dimorfismo sexual refleja diferentes papeles funcionales para los sexos (Barret

y Hough, 2013)32,
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El efecto de la localidad sobre la morfologia es diferente entre individuos femeninos y
masculinos. Las hojas de los individuos femeninos de las poblaciones de El Camino y
Cantarranas presentaron tallas mas grandes en todos los caracteres analizados con respecto a
los masculinos, mientras que, en San Antonio los valores mas altos para las hojas femeninas
fueron el Nlob, NVsecxlob y LP. Las hojas masculinas fueron mas grandes en L1/3B y el DPAlob.
Este grado de diferenciacién, puede deberse a diferentes presiones de seleccién en las
caracteristicas de las hojas entre arboles femeninos y masculinos al presentar un mayor
tamafio de hoja pueden incrementar la fotosintesis como respuesta a los niveles de luz
incidente y, por lo tanto, aumentar la capacidad de la hoja para la captura de fotones en los
sitios sombreados (Scarano et al., 2002%3%; Cavallero et al., 2011%).

En el AFD se observé una mejor agrupacion de los drboles masculinos mientras que los
arboles femeninos presentaron una agrupacién mas heterogénea, lo que sugiere una alta
plasticidad fenotipica foliar. Los caracteres que mds se correlacionaron con las FD 1y 2, son
caracteres que estan asociados con el soporte de la hoja (DVM y DP), los cuales le ayudan a
mantener su estructura tridimensional, orientacion en el espacio y soporte contra las
corrientes de aire (Nardini et al., 2005)%!, Otro caracter que fue importante para la
discriminacidn entre poblaciones fue el Nlob, los cuales determinan la forma de la hoja, este
atributo se ha visto que en C. obtusifolia cambia de acuerdo con la edad de los individuos
(Alvarez-Buylla y Martinez-Ramos, 1992)'7 y en este estudio se observd que este atributo
cambia entre individuos femeninos y masculinos como sucede en la localidad de San Antonio.
Pero que, a su vez, se ve afectado por la altitud, la cual tiende a modificar el nUmero de lI6bulos
conforme aumenta o disminuye dicha variable geografica, como se ha demostrado en Quercus
rugosa (Uribe-Salas et al., 2008)?’%, Hippophae rhamnoides (Li et al., 2007)**” y como lo
sugieren los resultados ACC.

De acuerdo con las hipdtesis propuestas para la evolucion del dimorfismo sexual, los
individuos femeninos y masculinos tendran diferentes requerimientos ecoldgicos, por lo tanto,
ocuparan diferentes habitats (hipdtesis ecoldgica). La competencia intrasexual entre
individuos masculinos puede favorecer los patrones de dispersion de polen y de manera
indirecta, diferentes tamafios de hojas en las plantas femeninas (hipdtesis de seleccion sexual).

Las correlaciones genéticas entre las caracteristicas foliares o entre la historia de vida, puede
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influir diferencialmente en la morfologia de la hoja en arboles femeninos y masculinos
(hipdtesis de la correlacidn genética).

La hipdtesis ecoldgica, se puede descartar para C. obtusifolia, esto debido a que los
arboles femeninos y masculinos se encuentran en el mismo habitat, cominmente como
vecinos mas cercanos, por lo que las diferencias sexuales en las dimensiones de la hoja no se
debieron a la segregacion espacial de los sexos en habitats distintos, como ocurre también en
Ocotea tenera (Wheelwrigth et al., 2012)2%°,

Los arboles femeninos de C. obtusifolia al presentar hojas mas grandes, puede
representar un mayor costo reproductivo que puede favorecer diferentes atributos
relacionados con la adquisicion de los recursos, historia de vida y en las relaciones ecoldgicas
inter-especificas con herbivoros y competidores (Geber, 1999)%. Este alto costo reproductivo
puede ser compensado por un aumento en el tamafio de la semilla y la tasa de crecimiento
(Obeso, 2002188; Cipollini, 2013°%; Berjano et al., 201434; Nakagawa et al., 2015'7°). En estudios
previos sobre las relaciones entre el tamano del tallo y el tamaino de las hojas de plantas
femeninas puede estar relacionado con un incremento de biomasa para proporcionar un
mayor soporte mecanico a la semilla (Kavanagh et al., 2011)'%®. Por lo que los individuos
femeninos de C. obtusifolia al tener hojas mas grandes y espaciadas, pueden aumentar la
exposicidn de sus frutos y al mismo tiempo hacerlos visibles a los dispersores de semillas
(Wheelwrigth et al., 2012)?%°. También, se ha determinado que las plantas femeninas son mas
susceptibles a cambios ambientales (Berjano et al., 2014)**. De esta manera, la seleccion
natural puede favorecer el dimorfismo sexual para reducir la competicién entre los sexos por
los recursos, o elevar la fecundidad de los drboles femeninos (Kavanagh et al., 2011%%%; Gao et
al., 2012%?).

La diversidad genética en C. obtusifolia ha sido investigada anteriormente con
isoenzimas (Alvarez-Buylla y Garay, 1994; Alvarez-Buylla et al., 19968), donde se detectaron
altos niveles de variacién genética y una baja diferenciacién entre poblaciones. En este estudio
se evidencido nuevamente que C. obtusifolia presenta una alta diversidad genética, pero con
niveles moderados de diferenciacién genética entre poblaciones (Fst= 0.093). El nimero de
alelos por locus (4.45) es comparable con los valores obtenidos por Alvarez-Buylla y Garay,

1994, La He en C. obtusifolia (0.710) fue mayor que lo observado. La variacidn genética en C.
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obtusifolia se registrd dentro de las poblaciones como ocurre en otras especies. Estos
resultados muestran la existencia de altos niveles de flujo genético mediado por los individuos
masculinos via polen, ya que el polen puede dispersarse a distancias de hasta 100 km y Ia
semilla entre rangos de 0.3-0.5 km (Alvarez-Buylla y Garay, 1994, Alvarez-Buylla et al.,
19968). Lo que hace suponer que el flujo genético es mayor via polen (sexo masculino) que
por semilla (individuos femeninos).

Efecto del dimorfismo sexual en el porcentaje de Inhibicion de alfa glucosidasa

Se encontrd que los individuos femeninos presentaron un mayor porcentaje de
inhibicién de alfa glucosidasa que los individuos masculinos, este grado de inhibicidn, puede
deberse a un alto contenido de metabolitos secundarios que poseen los arboles femeninos.
Donde uno o mas de sus constituyentes presentes en los extractos de Cecropia obtusifolia,
juegan un papel importante en la inhibicion de a-glucosidasa (Andrade-Cetto et al., 2008%2).

De acuerdo con las Clsg los valores son comparables a los obtenidos por Andrade-Cetto
y colaboradores (2008)?%, Clso= 14 pg/mL y en este trabajo se obtuvo una concentracion de
28.66 pg/mL, sin embargo, los bajos valores obtenidos de Clso en este trabajo se deben a que
los extractos se obtuvieron con solventes diferentes, lo que reduce su efecto en la inhibicion
de alfa glucosidasa. A demads, al obtener las concentraciones en los individuos femeninos, se
obtuvo que las localidades de San Antonio y El Camino se requiere una Clso= < 20 pug/mL.

En diversos trabajos se ha reportado que los extractos de C. obtusifolia presentan un
alto contenido de acido clorogénico (ACl), el cual ha resultado tener una significativa reduccion
en los niveles de glucosa en sangre (Herrera-Arellano et al., 2004)1%,

La actividad del ACI puede estar relacionada con el metabolismo de la glucosa, debido
principalmente a que retarda la absorcién de glucosa en el intestino a través de la inhibicidn
de a-glucosidasa y la reduccion en el gradiente de sodio. También ayuda a disminuir los niveles
de glucosa hepatica, al inhibir la actividad de glucosa-6-fosfatasa. El ACl puede inhibir la
formacién de compuestos N-nitroso en el tracto gastrointestinal (Van Dam, 2006)276.

Correlacion entre variables morfoldgicas, genética e inhibicion de alfa glucosidasa

Se encontré una alta variaciéon genética, donde los individuos muestran diferentes
grados de adaptacién a diversos ambientes, lo que refleja una supervivencia y reproduccion

diferencial de algunos genotipos sobre otros. De esta manera, la seleccién natural representa
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una desviacidn de los supuestos de Hardy-Weinberg de que todos los genotipos tienen igual
viabilidad y fecundidad (Klug y Cummings, 1999)4°,

Debido a que la seleccidén natural es una consecuencia de las combinaciones genotipo,
fenotipo del organismo y ambiente, los caracteres poligénicos o cuantitativos (aquellos
controlados por cierto numeros de genes y que pueden ser susceptibles de influencias
ambientales) también responden a la seleccion (Freeman y Herron, 20028°),

En el caso del efecto de las variables geogréficas (latitud, longitud y altitud) sobre las
caracteristicas morfoldgicas foliares, porcentaje de inhibicidn y en los datos genéticos de los
individuos masculinos de C. obtusifolia se evidencid una seleccidn estabilizadora, puesto que
favorece a los tipos intermedios, siendo seleccionados en contra de los fenotipos extremos.
De tal forma que la seleccién estabilizadora actia manteniendo a las poblaciones bien
adaptadas a su ambiente, mientras que los individuos mas préximos a la media de un caracter
dado presentan una mayor eficacia bioldgica (Klug y Cummings, 19994, Freeman y Herron,
2002%).

La variable geografica que afecta la actividad bioldgica de los individuos masculinos y
femeninos fue la latitud, ya que al aumentar esta variable geografica se incrementa el
porcentaje de inhibicién de alfa glucosidasa, lo que hace suponer que sus constituyentes
guimicos suelen cambiar con esta variable.

El patrén de variacidon en la mutacidn neutral selectiva puede estar determinada por
deriva genética, por el tamano de la poblacién y los rangos de mutacion. Donde las mutaciones
favorables pueden aumentar en frecuencia, pero todavia no se han fijado, en este caso la
poblacidon presentard variacion genética para la eficacia (Freeman y Herron, 2002)%, tal es el
caso de las poblaciones de San Antonio y El Camino, donde algunos de los individuos
presentaron tres alelos en los loci Cec 45 y Cec 46 (organismos triploides), los cuales
presentaron hojas mas grandes y altos valores en el porcentaje de inhibicion de alfa
glucosidasa, similares a los que presentaron los arboles femeninos (100% de inhibicidn).

La poliploidia es un modo de variacion genética muy comun en poblaciones naturales
de especies vegetales, estos cambios pueden tener importancia desde el punto de vista

fenotipico y ecolégico tales como, incremento en la variacién de las caracteristicas
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morfoldgicas, capacidad para adaptarse a nuevos ambientes (Liu et al., 2015)'#¢, tamafio de
las células, cambios en el habito de crecimiento y tiempo de floracidn (Rosellini et al., 2013)?%’.

Con respecto a los individuos femeninos, presentaron una seleccién direccional hacia
los fenotipos con mayor tamafo y mayor porcentaje de inhibicién. A su vez, es necesario
obtener datos genéticos que corroboren este patrén, ya que al existir alelos que determinen
el alto contenido de metabolitos secundarios deberan presentarse con mayor frecuencia (Klug
y Cummings, 1999)%49,

Este hecho es importante pues nos hace referencia sobre los diferentes mecanismos
evolutivos entre los sexos sobre la morfologia de la hoja, sin embargo, es necesario llevar a
cabo estudios en C. obtusifolia sobre la morfologia de las estructuras florales, ya que esto
puede ayudar a entender los mecanismos evolutivos entre los sexos en las estructuras
reproductivas, ya que al presentarse antes los periodos de floracién por parte de los arboles
masculinos, la seleccién actuara sobre este morfotipo, con lo cual se vera favorecido por la
presencia de los polinizadores y tener un mayor acceso a los eventos reproductivos (Forrest,

2014)78.
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Resultados morfoldgicos de Costus scaber

Analisis de funciones discriminantes (AFD)
En el AFDde C. scaber se obtuvo un valor de WA=0.202, F (14,334) =29.22 con P<0.0001.
Las variables que se correlacionaron positivamente con la FD1 fueron el DP (r=0.320), DVM (r=
0.739), NVT (r= 0.161). En la FD 2 los caracteres foliares mas correlacionados positivamente

eran L1/3A (0.141) y negativamente con DVM r=- 1.008 (Tabla 23).

Tabla 23. Andlisis de funciones discriminantes de las tres poblaciones de C. scaber. Donde se
indican: la media (MD), desviacidn estandar (DS), el coeficiente de variacion (CV), los valores
propios (V. Prop.), correlacién candnica (Rcandnica), Lamba de Wilks (WA), estadistico chi-
cuadrada (X?), P=significancia para cada funcidn discriminante, %Var. = porcentaje de varianza

explicada.

Variable MD DS Ccv FD 1 FD 2
LP 1.87 0.33 17.65 -0.066 0.057
DP 1.75 0.31 17.71 0.320 -0.045
LL 5.39 0.29 5.38 -0.004 0.013
AnChmax. 4.45 0.22 4.94 -0.002 -0.103
L1/38B 3.97 0.24 6.05 0.044 -0.014
L1/3 A 4.03 0.27 6.70 -0.048 0.141
DVM 0.9 0.35 38.89 0.739 -1.008
NVT 3.68 0.19 5.16 0.161 0.036
V.Prop 2.630 0.325
Rcandnica 0.851 0.518
WA 0.207 0.731
X2 271.870 0.731
P <0.0001 <0.0001
%Var 89.00 11.00
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El AFD con los ocho caracteres foliares, se pudo obtener tres grupos bien definidos
(Figura 29). La FD 1 explicé el 89% de la variacién acumulada y FD 2 un 11 % de la variacion de
los datos. Los porcentajes de asignacion correcta para los grupos fue alta 82.38%. El grupo que
obtuvo un mayor porcentaje de asignacion fue Cantarranas con un valor de 86.06%, precedida

por la poblacién de La Calavera con 85.94% y el valor menor de asignacion 68.75% en El Rio.

Figura 29. Andlisis discriminante de las tres poblaciones de C. scaber. La FD 1 explicé el 87.66%
yla FD 2 12.34%, con lo que se explicé el 100% de la variacion acumulada.

Con respecto a las distancias de Mahalanobis entre pares de poblaciones, se registrd
que entre las poblaciones de La Calaveray El Rio presentaron la distancia mas grande (3.59) y
las poblaciones mas distantes fueron La Calavera y Cantarranas (13.78) y una distancia de 7.62

entre el Rio y Cantarranas.

Andlisis de varianza anidada (ANOVA)
En el andlisis de varianza anidada se obtuvo un efecto significativo con P<0.001 de la

localidad en siete caracteres foliares de C. scaber (LL, DP, AnchMax, L1/3B, L1/3A, DVM y
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NVxlob) y el efecto del individuo sobre la LP con un 27.64% de la varianza total y un menor

efecto (12.33%) para la localidad (Tabla 24).

Tabla 24. ANOVA anidada de las tres poblaciones de C. scaber. Donde se indican el efecto para
cada unode los factores. Individuo dentro de la localidad (Ind. [Loc.]) y el factor localidad (Loc.).
El estadistico F con P<0.0001 (***).

Loc (F2,175) Ind[Loc] (F19,175)
Variable

(%Var) (%Var)
LP 15.81 (12.33) *** 3.73(27.64) ***
LL 48.98 (29.53) *** 4.19(24.00) ***
DP 171.61(55.06) *** 6.67(20.30) ***
AnchMax 86.29(36.82) *** 7.45(30.20) ***
L1/3B 97.20(42.20) *** 5.93(24.46) ***
L1/3A 79.21(34.63) *** 7.64(31.74) ***
DVM 85.77(41.39) *** 4.67(21.42) ***
NVxlob 193.09(60.90) *** 4.97(14.88) ***

Resultados genéticos de Costus scaber
Riqueza alélica

La amplificacidon de los 24 individuos que representan a las tres poblaciones de C. scaber
se probaron con los tres oligonucleétidos (Tabla 25 ). Con lo cual se identificaron un total de
27 alelos, distribuidos de la siguiente manera: ocho alelos en los loci cdi4dg6 y cetri2d9, 11 en

ncdi8a.
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Tabla 25. Promedios de diversidad genética por loci para todas las poblaciones de C. scaber.
Donde Th= Tamafio de la banda en pares de bases, Na= Nimero de alelos, Au= alelos Unicos,
He= heterocigosidad esperada, Ho= heterocigosidad observada, FST=indice de fijaciéon o de
diferenciacidn, FIS= coeficiente de endogamia.

Locus  Secuencia Tb (kb) Na Au He Ho Fst Fis
cdidg6 F:tagcccgagtcaagcagatt  210-290 8 1 0.868 0.758 0.160 0.454
R: gttcgcccgtgatacaact
F: ggggtttcttctccgagtct 150-210 11 4 0.892 0.852 0.018 0.698
ncdi8a

R: ggataacacacacgcctcc

F: ggagagcgagcagagaacac 124-184 8 1 0.870 0.819 0.062 0.234
cetri2d9
R: attgaacagggcgtcgatag

En cuanto al nimero de alelos Unicos (Au) se registraron seis alelos, lo que representa
el 22.22% del total. El alelo seis de los loci ncdi8a, cetri2d9 y el alelo tres de cetri2d9 se
encuentran en las tres poblaciones. Los alelos que presentaron una mayor frecuencia en el
locus cdi4g6 fueron: el alelo uno (fr= 0.50), siete (fr=0.438) y el dos (fr=0.375). En el locus
ncdi8a el alelo tres con fr= 0.375 y final mente en el locus cetri2d9 los alelos uno y cuatro
presentaron frecuencias de 0.29 y 0.313 respectivamente (Anexo 2). Los tres microsatélites

fueron 100% polimorficos.

Diversidad genética

Los niveles de diversidad genética fueron diferentes entre poblaciones para cada /locus
analizado. La poblacién que presenté una mayor diversidad genética (Dg) y riqueza alélica (Ra)
fue Cantarranas 0.914 y 6.511 respectivamente. La poblaciéon que mostré una menor Dg fue
La Calavera con 0.776. El valor mas alto de (Ho) se encontré en la poblacién de El Rio con un

valor de 0.666 y una baja o= 0.279 en la poblacién de La Calavera (Tabla 26).

89



Tabla 26. Sumario de diversidad genética en las tres poblaciones de C. scaber. Na= el nUmero

de alelos observados, Ne= niimero efectivo de alelos, A= heterocigosidad promedio de Ne;,

Ho= promedio de heterocigotos observados, He= heterocigosidad esperada, Dg= diversidad

genética y Ra=riqueza alélica.

Estadistico El Rio La Calavera Cantarranas
Na 6.667 4.333 6.666
Ne 4.855 3.333 5.653
H 0.771 0.6938 0.820
Ho 0.666 0.279 0.333
e 0.8123 0.7425 0.875
Dg 0.821 0.776 0.914
Ra 5.887 4.286 6.511

Estructura genética

El analisis de varianza molecular (AMOVA) indica que la mayor parte de la variacion

genética de C. scaber se encontré dentro de los individuos de las poblaciones (49.25%),

mientras que entre poblaciones es de 7.99% (

Tabla 27).

Tabla 27. AMOVA, donde gl= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, Comvar=
componente de la varianza.

Fuente de variacion gl SC Comvar %Variacion
Entre poblaciones 2 7.235 0.106 7.99

Entre Ind. [Pob] 23 41.150 0.568 42.76
Dentro de los individuos 26 17.000 0.659 49.25

El indice de diferenciacion (Fst) entre poblaciones es 0.106, lo que indica que existe

cierto grado de subdivision entre las tres poblaciones. Sin embargo, se detectéd que Ia

estructura genética suele estar dada por las diferencias dentro de los individuos de las

poblaciones (Fi1=0.507) y por los niveles de consanguinidad o de fijacion (Fis= 0.465, Figura 30).
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Estadisticos F

FIT

FIS

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Figura 30. Estadisticos F de Wright de las tres poblaciones de C. scaber.

Los indices de migracién o de flujo genético entre pares de poblaciones fue mayor el
intercambio de genes entre El Rio y Cantarranas (Nm= 7.01), precedida por las poblaciones de
La Calavera y Cantarranas con 5.67 migrantes por generacidon y la menor estimacion de
intercambio genético se presentd entre las poblaciones de El Rio y La Calavera (Nm=2.53, Tabla

28).

Tabla 28. Matriz del nimero de migrantes por generacién entre pares de poblaciones.

Poblacion El Rio La Calavera
El Rio

La Calavera 2.53

Cantarranas 7.01 5.67

Con el analisis bayesiano, se determiné K=2 como el nimero de grupos genéticos mas
probables para C. scaber, donde se observd que la poblacion de El Rio presenta una mayor
proporcién del grupo verde. En la poblacidn de La Calavera presenta una mayor proporcion
del grupo genético rojo y una incorporacion intermedia del grupo verde. La poblacién que
presentd una incorporacién intermedia entre ambos grupos genéticos fue la poblacién de

Cantarranas (Figura 31).
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Figura 31. Analisis de asignacién bayesiana para dos grupos genéticos (K=2), la frecuencia de
cada color es la proporcién de ancestria derivada de cada uno de los tres grupos genéticos.

Relaciones genéticas y de parentesco
Se calcularon las distancias genéticas de Nei (1978a)'8* entre pares de poblaciones, en las
cuales las poblaciones de Cantarranas y La Calavera presentaron el valor mas pequefio de
distancia genética (Dig=0.698) y una identidad genética mayor (Ig=0.497). Las poblaciones que
presentaron una mayor distancia genética fue El Rio y La Calavera Dig= 1.386 y a su vez un
valor bajo de 1g=0.249. De esta manera se generé un dendrograma UPGMA con el programa
TFPGA, que utiliza las distancias genéticas entre poblaciones, donde se agruparon la Calavera

y Cantarranas y posteriormente la poblacién de El Rio (Figura 32).

1.100 0.825 0.550 0275 0.000

La Calavera

Cantarramas

El Rio

Figura 32. Dendrograma UPGMA de las tres poblaciones de C. scaber.
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Se determind que las relaciones genéticas de la poblacién de El Rio se mantiene como
un grupo bien diferenciado de las otras dos poblaciones. Sin embargo, los individuos 1,2y 5
de La Calavera se agruparon con la poblacién de Cantarranas. Los individuos 3 y 4 de la
poblacion de Cantarranas se relacionaron con el grupo de La Calavera. En la poblacién de El
Rio se identificaron dos posibles alelos ancestrales que pertenecen a los individuos 1y 2 (Figura

33).

El Rio

Cantarranas
La Calavera

Figura 33. Relaciones genotipicas entre los individuos de las poblaciones de C. scaber.

Con el analisis de parentesco entre poblaciones de C. scaber, se identificaron 16
posibles relaciones (nueve para El Rio, cinco para La Calavera y dos en Cantarranas, Tabla 29).
Las poblaciones de El Rio y La Calavera presentaron todos los posibles grados de parentesco,
mientras que la poblacién de Cantarranas solo presenté la relacion de medios hermanos (hss=

2).

Tabla 29. Andlisis de parentesco en las tres poblaciones de C. scaber.

Parentesco El Rio La Calavera Cantarranas

Full-siblings (Fs.) 9 5 2
Parent off spring (Pfs) 1 1 0
Half sublings (Hss) 5 2 2

3 2 0

Cousins, Nephew-uncle (Cnu)
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Historia demografica de las poblaciones de C. scaber

Prueba de neutralidad de Tajimay Fu
En la prueba de neutralidad de Tajima no fue significativa. Sin embargo, la prueba de
Fu (1997) presentd valores negativos pero significativos en las tres poblaciones de C. scaber,
lo que indica la existencia de reciente expansién poblacional. Los estadisticos Fs de Fu fueron
significativamente diferentes de cero en todas las poblaciones, sugiriendo una reciente
expansion en C. scaber. Valores no significativos en la prueba de Tajima (D) y valores
significativos de Fu (Fs), han sido interpretados por Fu (1997), como ausencia esencial de la

seleccion (Tabla 30). Ademas, soporta la idea a cerca de una expansion demografica.

Tabla 30. Prueba de neutralidad Fu por poblacion. Donde, Na= nimero de alelos, ©m= nimero
promedio de diferencias pareadas, Naes= nimero de alelos esperados y el estadistico (Fs.) que
determina la probabilidad de observar el nimero diferente de alelos en una poblacién. PFs=

significancia.
Estadistico El Rio La Calavera Cantarranas
Fu's
Na 18 13 15
on 4.915 5.073 5.052
Naes 8.396 8.521 8.504
Fs -13.013 -10.295 -10.170
P 0.0000 0.0017 0.0000

Distribucion mismatch

Los resultados de la prueba de neutralidad fueron corroborados con la distribucién
mismatch, con lo cual se utilizd para detectar expansiones poblacionales (Tabla 31). Asi
también se registré un tiempo de expansion para las poblaciones que fue de 3,414.978 afos
con una tasa de mutacién (t) de 4.6 sitios. Con tamafios poblacionales iniciales (©o) de 5.937
para la poblacion de El Rio, Cantarranas (5.25) y ©9 =4.516 para La Calavera. Asi también se
determind el crecimiento poblacional después de la expansidon (1) para cada una de las
poblaciones. Donde se determind que la poblacién de Cantarranas presenté 61-913.758 y el

valor mas bajo fue para la poblacién de El Rio con ©1=534.365 (Tabla 31).
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Tabla 31. Valores de los parametros estimados y el tiempo de expansion poblacional, mediante

el andlisis de distribucién mismatch. Los parametros 6o y ©1 son el tamafio poblacional antes

y después de la expansion respectivamente, t (Tau)= media de crecimiento y declinacién en

unidades de tiempo mutacional.

Estadistico El Rio La Calavera Cantarranas
Modelo de expansion

T (Tau) 4.000 5.000 5.000

Tqt 95% 6.884 7.060 7.961

60 5.937 4.516 5.250

60 95% 5.937 4.130 7.264

o1 3414.978 3414.978 3414.978
61 95% 534.365 752.495 913.758
DSS 0.261 0.191 0.362

p 0.002 0.000001 0.00007

De acuerdo con la prueba de mis match, todas las poblaciones presentaron una curva

con distribucién unimodal, como es de esperarse en poblaciones en expansién. De igual

manera todas las sumas de desviacién estandar al cuadrado (DSS) fueron significativos, lo que

corrobora que las curvas de la prueba testifican el modelo en expansién (Figura 34).
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Figura 34. Distribucion mismatch por cada una de las poblaciones de Costus scaber, para las
frecuencias observadas y los intervalos de confianza del 95%.
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Inhibicion de alfa glucosidasa de C. scaber

En el andlisis de varianza (ANOVA) se encontrd que existe un efecto significativo del
factor localidad (P <0.0001), del individuo (P 0.0000), de la concentracion (P 0.0000), de la
interaccion localidad-concentracion, asi como de la interaccion localidad-individuo-
concentraciéon (P<0.0001) en la inhibicion de alfa glucosidasa. Sin embargo, no existen

diferencias significativas con el factor tiempo (Tabla 32).

Tabla 32. ANOVA de inhibicion de alfa glucosidasa de los extractos de C. scaber.

Factor gl SC F P

Localidad 2 16783.22 125.74 <0.0001
Individuo 7 162895.41 348.68 0.0000
Concentracion 4 381951.4 1430.76 0.0000
Localidad x Concentracion 8 8821.15 16.52 <0.0001
Localidad x Individuo x Concentracion 56 42265.31 11.31 <0.0001
Individuo x Concentracidn 28 50733.63 27.15 <0.0001
Localidad x Individuo 14 621043.54 664.68 0.0000

De igual manera, se enconraron diferencias entre localidades sobre el porcentaje de
inhibicidon de a-glucosidasa. La poblacidon de Cantarranas presenté el valor mas alto con un
63.23 + 10.96%, con una Clsp= 55.93 pug/mL y la localidad inhibié en menor proporcién fue La
Calavera con 58.21 + 9.83%. y las localidades que requirieron una mayor Clso fueron el Rio y La
Calavera. Sin embargo, estos valores fueron menores a los del control acarbosa Clsp= 161.98

pug/mL (Tabla 33).

Tabla 33. Media, desviacién estandar (DS) del porcentaje de inhibicién (%Inh.) y Ciso por
poblacién de C. scaber.

Localidad Media * DS (%Inh.) Clso (pg/mL)
El Rio 59.26 + 10.96 63.74
La Calavera 58.21+9.83 67.43
Cantarranas 63.23 +13.79 55.93

Acarbosa 52.37 £ 25.45 161.98




Los porcentajes de inhibicién de alfa glucosidasa fueron muy similares en las

concentraciones de 40, 80 y 120 pug/mL en las tres poblaciones (40-50%). Sin embargo, en las

concentraciones de 160y 200 pg/mL la localidad de Cantarranas presento los valores mas altos

en el porcentaje (60-75%, respectivamente) de inhibicion de alfa glucosidasa (Figura 35).

Figura 35. Porcentaje de inhibicidn de alfa glucosidasa en las tres localidades de C. scaber.

De igual manera, se evidencid un efecto significativo en la inhibicién de alfa glucosidasa
entre individuos con valores que van de 15.69 a un 83.39% de inhibicion. La mayoria de los
individuos inhiben mas del 50% la actividad de alfa glucosidasa y Unicamente el individuo 5 de
la localidad de La Calavera fue el que presentd el porcentaje mas bajo de inhibicion(15%).

Los individuos que presentaron un porcentaje de inhibicidon de a-glucosidasa superiores
al 60% fueron el individuo 1, 2 y 5 de la localidad de El Rio. En la Calavera fueron los individuos

2, 3y 4, mientras que en Cantarranas fueron los individuos 4, 5y 8 (Figura 36).

98



Figura 36. Porcentaje de inhibicién de alfa glucosidasa por individuo en las diferentes
localidades de C. scaber.

Correlacion entre fenotipo, genotipo con las variables geograficas de C. scaber

En el ACC, entre las variables morfolédgicas y genéticas se encontré que todas las
variables morfoldgicas se correlacionaron positivamente con los tres loci, con la excepcion del
porcentaje de inhibicidn (%Inhib.), las variables que mds se correlacionaron con el locus cdi4gb
fueron L1/3 Ay NVxlob.

El porcentaje de inhibicion se correlaciond negativamente con los loci ncdi8al0 y
cetri2d9 (r=-0.012 y r=-0.025, respectivamente; Tabla 34). Donde se determind que la mayoria
de los alelos se encuentran presentes a través del gradiente latitudinal, longitudinal y
altitudinal, por lo que tienen el potencial de responder de manera similar a variaciones
microclimaticas donde regularmente las condiciones ambientales son homogéneas (Figura 37,

Anexo 3A).
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Tabla 34. Andlisis de correlaciones candnicas entre variables fenotipicas (morfologia e

inhibicidn de alfa glucosidasa en las tres poblaciones de C. scaber.

Variable Loc-cdidgb loc-ncdi8all loc-cetri2d9
LP 0,263 0,307 0,220
DP 0,480 0,325 0,229
LL 0,424 0,264 0,218
Anchmax 0,475 0,235 0,192
L1/3 B 0,487 0,242 0,186
L1/3 A 0,539 0,352 0,246
DVM 0,250 0,071 0,023
NVxlob 0,574 0,393 0,390
%inhibicién 0,031 -0,012 -0,025
Val. Propios 0,449 0,150 0,051
P <0,00001 0,0001 0,1401

Figura 37. Andlisis de correlaciones candnicas entre las variables genéticas y morfoldgicas de

las poblaciones de C. scaber.

100



El ACC entre los datos fenotipicos y geograficos se obtuvo que la latitud se correlaciono

negativamente con todas las caracteristicas fenotipicas, mientras que, la altitud y longitud se

correlacionaron positivamente tanto con las variables morfolégicas como con el porcentaje de

inhibicién. La longitud se correlaciond de manera negativa (r= -0.809) con la CC 1 y un alto

valor propio (0.645, P<0.0000001).

Las variables que mas se correlacionaron con la longitud fueron el DP (r= 0.637),

Anchmax (r= 0.548), L1/3 B (r= 0.579) y NVxlob (0.555). En el CC 2 se integré por las variables

geograficas altitud y latitud en relacion con LP y % de inhibicion (Tabla 35, Anexo 3. ACC factor

de estructura entre variables morfoldgicas y genéticas (A), entre variables geograficas y

morfoldgicas (B) de C. scaber.

Tabla 35. ACC entre variables fenotipicas y geograficas en C. scaber.

Variable latitud longitud Altitud
LP -0.241 0.373 0.222
DP -0.310 0.637 0.268
LL -0.140 0.457 0.228
AnchMax -0.217 0.548 0.239
L1/3 B -0.220 0.579 0.259
L1/3A -0.201 0.539 0.254
DVM -0.148 0.415 0.111
NVxlob -0.145 0.555 0.226
%inhibicidn -0.090 0.168 0.207
Val. Propios 0.645 0.170 0.029
R 0.803 0.412 0.170
x2 259.414 44.636 6.073
Lambda 0.286 0.806 0.971
P <0.0000001 0.00016 0.53128
Varianza 0.536 0.068 0.067
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Lo que permitié diferenciar entre grupos morfoldgicos a diferentes escalas geograficas,
en donde se obtuvieron cinco grupos, el primero conformado por fenotipos que presentan
reduccion en el tamafio de la hoja y un menor porcentaje de inhibicidon de a-glucosidasa, este
fenotipo se encuentra entre los 20°43’ longitud, 98°06’ de latitud y entre los rangos de 677-
692 m de altitud.

Los grupos ii y iii, se integraron por individuos que disminuyen en el DVM y el nimero
de venas, pero con un incremento en LP, DP, LLy Anchmax, L1/3B y L1/3A. En el caso del grupo
i, los fenotipos se presentaron en altitudes de 75y 196 m. El grupo iii, se encontrd en altitudes
intermedias 365-500 m y que presentaron valores intermedios (49-58%) de inhibicion de alfa
glucosidasa.

El grupo iv se conformd por fenotipos que se localizan en un rango de 674-701 m de
altitud con un 60-72% de inhibicion. El grupo v se integré por los fenotipos con un mayor
tamafio en los caracteres morfoldgicos, y que se encontraron a mayores altitudes (692-838 m)

y con un 73-83.39% de inhibicidn de alfa glucosidasa (Figura 38).

Figura 38. ACC entre variables fenotipicas (morfologia e inhibiciéon de a-glucosidasa) y
geograficas de C. scaber.
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El ACC entre los datos fenotipicos y genotipos con las variables geograficas se obtuvo
que la latitud se correlacioné negativamente con todas las caracteristicas fenotipicas y con el
locus ncdi8al0, mientras que, la altitud y longitud se correlacionaron positivamente con las
variables fenotipicas como con los genotipos.

En el CC1 se correlacioné positivamente con la longitud y la altitud (r= 0.908 y r= 0.496,
respectivamente) y obtuvo un alto valor propio (0.778, P<0.0000001). Las variables
morfolégicas que mas se correlacionaron con la variable geografica longitud fueron: el DP (r=
0.637), Anchmax (r= 0.548), L1/3 B (r= 0.579), NVxlob (0.555), los loci cdi4g6 (r= 0.639) y
ncdi8al0 (r=0.562).

En el CC 2 se integrd por la latitud en relacion con LP (r=-0.367), DP (r= 0.206), % de
inhibicién (r=0.318), los loci cetri2d9 (r=-0.465) y cdi4g6 (r=-0.449) y presentd un valor propio
de 0.240 (P <0.00001). El CC 3 se estructurd por la altitud (r= -0.866), longitud y latitud (r= -
0.419, r=-0.426, respectivamente), y un significativo valor propio (0.180 con P 0.00001).

Las variables que se correlacionaron con este coordinado fueron DP (r= 0.320), DVM
(r=0.416), datos genéticos de los tres loci cdi4g6 (r=-0.333) ncedi8al0 (r=-0.483), cetri2d9 (r=

-0.359) y r=-0.390 con el porcentaje de inhibicién de alfa glucosidasa (Tabla 36).

Tabla 36. ACC entre variables fenotipicas, genotipicas y geograficas de C. scaber.

Variable Latitud Longitud Altitud
LP -0.241 0.373 0.222
DP -0.310 0.637 0.268
LL -0.140 0.457 0.228
Anchmax -0.217 0.548 0.239
L1/38B -0.220 0.579 0.259
L1/3 A -0.201 0.539 0.254
DVM -0.148 0.415 0.111
NVxlob -0.145 0.555 0.226
cdidgb 0.118 0.639 0.424
ncdi8al0 -0.052 0.562 0.440
cetri2d9 0.198 0.347 0.270
%inhibicion -0.090 0.168 0.207
Val. Propios 0.778 0.240 0.180
R 0.882 0.490 0.424
P <0.00001 <0.00001 0.00001
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Figura 39. ACC entre fenotipos, genotipo y variables geograficas en C. scaber.

104



Discusiones

Morfologia de Costus scaber

Los resultados morfologicos foliares descritos por los analisis de funciones
discriminantes y ANOVA anidado demuestran la existencia de tres diferentes formas de hojas
en C. scaber. Los cambios en la forma y el tamaiio de la hoja pueden atribuirse a cambios
ontogénicos (diferentes edades y desarrollo de las plantas). Previos estudios realizados han
registrado cambios en el tallo y la longitud de la hoja en otras especies del género Costus
(Smith, 1941%%7; Kirchoff y Rutishauser, 199037; Cooley et al., 2004°>; Guzman, 2015%04),

De acuerdo con el AFD, las variables que permitieron la discriminacion entre grupos
(DP, NVT, DVM), son caracteres asociados con propiedades biomecdnicas, de transporte de
nutrientes y de agua. Costus scaber se caracteriza por presentar hojas con poca flexibilidad,
crece principalmente en zonas sombrias y humedas, ante estas condiciones ambientales,
presentan un bajo crecimiento (Cooley et al., 2004)>°. Por lo que, la plasticidad morfoldgica
puede ser interpretada como una estrategia para incrementar la captura de luz en ambientes
mds sombrios y con ello realizar sus funciones vitales como la fotosintesis (Givnish, 19878
Valladares et al., 2002274; Gratani et al., 2014%; puglielli et al., 2015%3).

Genéticos

Diversidad genética

En este estudio se encontrd una alta diversidad genética (Dg= 0.914-0.776) y riqueza
alélica (Ra= 5.55). Los niveles de heterocigosidad observada fueron altos en la poblacién de El
Rio (Ho= 0.666), sin embargo, la Ho fue baja en las poblaciones de La Calavera y Cantarranas
(Ho= 0.279, Ho= 0.333) respectivamente. El nimero de alelos (Na) por locus fue de 4.61 por
poblacién. Estos resultados son similares a los reportados en Costus pulverulentus y C. scaber,
donde los rangos de Ho fueron de 0.29-0.55 y Na= 3.04 por poblacién (Surget-Groba y Kay,
2013)2°8, Ademds, difieren a lo reportado en Costus pictus, donde la diversidad genética con
ISSR y RAPD, fueron relativamente bajos, y todas las poblaciones pertenecen al mismo acervo

genético (Naik et al., 2017)*78,

Estructura genética
Las poblaciones de C. scaber presentaron una moderada diferenciacién genética, de

acuerdo con los valores de Fst de C. scaber, por lo que al compararlos con los resultados
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obtenidos por Kay et al., 2005%3° en C. pulverulentus y C. scaber son bajos en algunos casos, sin
embargo, son similares tomando los resultados Unicamente de C. scaber donde los valores
oscilan entre 0.165-0.923 (Wright, 19782°6; Balloux y Lugon-Moulin, 2002%°; Oleas et al.,
2012)¥%n el AMOVA, el 89.38% de la variacion genética se encuentré dentro de las
poblaciones, donde el flujo genético entre poblaciones es alto (Nm= 2- 7 migrantes por
generacion), el cual tiende a homogenizar las diferencias entre poblaciones y este efecto
puede atribuirse al tipo de polinizadores que presenta (colibries) (Kay et al., 20053%; Kay y
Schemske, 200828).

En el andlisis bayesiano se identificaron dos grupos genéticos. El primero conformado
por la Poblacién de El Rio y el otro por las poblaciones de La Calavera y Cantarranas. La
poblacion de El Rio presentd el mayor nimero de alelos Unicos (Au=4) y la poblacién de
Cantarranas 2 alelos privados. Los individuos de la poblacion de El Rio se mantuvieron como

un grupo bien definido, donde se detectaron alelos ancestrales en los individuos 1y 2.

Historia demografica

Los resultados de la prueba de mismatch, indica que las poblaciones de Costus scaber
experimentaron un rdpido crecimiento poblacional después de la fragmentacion de las
poblaciones (60=). La actual fragmentacién del bosque templados en los diferentes sistemas
montafiosos aparentemente experimentd repetidos procesos de expansidon y contraccion
durante el Pleistoceno con al menos una expansion que resulté en una biota templada
continua y efimera (Sullivan et al. 19972%°6, Kay et al., 2005'3%; Ortiz-Medrano et al., 2008%°%;
Surget-Groba y Kay, 20132%8),

El género Costus ha presentado una rapida diversificacion y en este estudio se observa
que las poblaciones de C. scaber presentan una rapida expansiéon poblacional, lo cual es
congruente con otros estudios realizados para el género Costus y para esta especie en
particular (Specht et al., 20012%8; Kay et al., 20053, Surget-Groba y Kay, 20132°8). Ademas,
coincide con eventos que surgieron en el Continente Americano (vulcanismo), lo que ha
propiciado una radiacién en los neotropicos, y cambios en los sistemas de polinizacion

(Gentry, 1982%7; Kay et al., 20053°).
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Inhibicion de alfa glucosidasa

Se encontré un efecto dependiente de la localidad, del individuo y de la concentracién
en la inhibicidn de alfa glucosidasa. La ICsode las hojas de C. scaber fue de 62.37 pg/mL, los
cuales fueron similares a los encontrados en Costus speciosus con una ICso= 67.50 ug/mL
(Perera et al., 2016)?%% y los rizomas de C. speciosus no inhbieron a a-glucosidasa (Alagesan et
al., 2012)%3, estos valores fueron superiores que los de acarbosa (ICso= 162.37 pg/mL). Asi
como a los encontrados en Costus afer con extractos metandlicos con ICso= 590 pg/mL en
hojas, ICso= 630 pg/mL en tallos y 1Cs0=480 pg/mL en rizomas (Tchamgoue et al., 2015)262,

Estos resultados hacen suponer que C. scaber, al presentar un alto flujo genético, asi
como la cercania que existe entre las poblaciones, es suficiente para homogeneizar la variacion
en sus constituyentes quimicos, lo cual se ve reflejado en su actividad inhibitoria de a-
glucosidasa.

En este estudio se encontré que C. scaber las caracteristicas morfolégicas foliares son
altamente variables, pero su actividad inhibitoria de alfa glucosidasa se mantiene estable en
las tres poblaciones, pero ambos caracteres son altamente heredables. Este trabajo es similar
a lo obtenido por Ami et al., 2017%°, quienes observaron una estable y alta heredabilidad
morfoldgica en Costus pictus, asi como también en las caracteristicas fitoquimicas en todas las
poblaciones.

Por otra parte, el potencial de inhibicién de a-glucosidasa de los individuos de C. scaber
presentd una distribucién espacial con la altitud, los cuales difieren tanto en morfologia y
estructura genética (Figura 43).

De acuerdo con un estudio realizado por Annadurai et al., 201223, encontraron que
bixina, norobixina, geraniol, pueden ser algunos de los constituyentes activos involucrados en
la actividad antidiabética de las plantas medicinales. Con respecto a esto, las hojas del género
Costus, contienen el compuesto bixina, por lo tanto, pueden ser utilizadas como una fuente
alternativa de bixina, compuesto que suele activar los receptores de liberacion de a-
peroxisoma (Annadurai et al., 201223; Subramoniam, 20162°%).

Por otra parte, se ha reportado que los constituyentes antidiabéticos tienen un
determinante genético. En Costus speciosus se encontré que el gen CsOSCl actua sobre la

biosintesis de terpenos (Kawano et al., 2002)?7.
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Resultados Morfolégicos de Tecoma stans

Analisis discriminante

En el AFD se obtuvo un valor de WA= 0.0054 Feo,183=5.197 P= 0.00001 vy las variables

que mas se correlacionaron con la FD 1 fueron: LL (r= 0.690) y L1/3 B (r= 0.610). En la FD 2,

fueron: DP (r=-1.604), DP (r=-1.604), DP2Fol. (r=-1.269) y la L1/3 B (r=0.778). Los coeficientes

de variacion mas altos se encontraron en el L1/3B y L1/3A con valores de 30.01 y 29.53,

respectivamente (Tabla 37).

Tabla 37. Andlisis de funciones discriminantes de las siete poblaciones de T. stans. Donde se

indican: la media, desviacion estdandar (DS), el coeficiente de variacién (CV), los valores propios

(V. Prop.), Lamba de Wilks (WA), estadistico chi-cuadrada (X?), P= significancia para cada

funcion discriminante, %Var. = porcentaje de varianza explicada.

Variable Media (mm) DS Ccv FD 1 FD 2

LP 40.35 9.97 24.70 -0.264 0.568
DP 1.11 0.25 22.52 -0.245 -1.604
DP2Fol. 28.69 6.10 21.26 -0.080 -1.269
LL 59.79 16.24 27.16 0.690 0.578
AnchMax. 20.41 5.62 27.54 -0.334 0.655
L1/3B 16.09 4.83 30.01 0.610 0.778
L1/3A 11.75 3.47 29.53 0.373 -0.156
DVM 22.87 5.44 23.78 0.382 0.111
NAT 16.74 3.16 18.88 -0.214 -0.179
NVT 0.486 0.215
Constante -8.825 13.506
V.Prop 7.842 4.611
WA 0.005 0.048
X2 210.953 122.683
P <0.0001 <0.0001
%Varianza 55.80 32.81
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En el AD utilizando las diez variables morfoldgicas, se obtuvieron cuatro grupos. El
primero formado por El C. Mufieca, el segundo por las poblaciones de los cuatro huertos y el
grupo tres conformado por El Arenal y el grupo cuatro se integré Atempa. La FD 1 explicé el

52.12% de la variacidon morfoldgica, mientras que la FD 2 explicé el 29.14% (Figura 40).

Figura 40. Analisis discriminante de T. stans agrupacion de las tres poblaciones utilizando las

diez variables morfoldgicas.

La distancia mas grande se encontrd entre las poblaciones de El Cerro de La Mufieca
(CMufieca) con 22.45 y la distancia mads corta fue de 1.86 para las poblaciones del huerto ii y
el Huerto iv. Se encontré que las poblaciones naturales difieren morfolégicamente de las
cultivadas, ya que las distancias fueron mas grandes 13.19 y 22.45 (Tabla 38). El porcentaje de

asignacion correcta de los individuos fue alta (80-90%) respecto a su grupo (Tabla 39).
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Tabla 38. Distancias de Mahalanobis entre pares de poblaciones de T. stans (debajo de la

diagonal), por arriba de la diagonal se representan los valores de (P) ns= no significativo y

**%*=<0.0001.

Poblacion Atempa El Arenal C. Muiieca Huei Hue ii Hue iii Hue iv
Atempa - kK oxk 0.002 kK 0.002 0.1247
El Arenal 15.848 - * ko * Kk * Kk * Kk * Kk

C. Muifeca 30.526 64.056 - kK ok ok oAk
Huei 13.532 39.758 21.331 - 0.004 0.033 ns
Hue ii 21.684 49.146  53.693 16.669 - ns 0.015
Hue iii 13.932 39.272  37.224 11.738  5.927 - ns
Hue iv 6.39635 24.77001 31.84520 6.79767 13.52235 6.95216 -

Tabla 39. Matriz de asignacién correcta de los individuos en los diferentes grupos

morfoldgicos.

Localidad %Asignacion Atempa El Arenal C. Mufieca Huei Hueii Hueiii Hueiv
Atempa 90 9 0 0 0 0 0 1
El Arenal 90 0 9 0 0 0 0 1
C. Mufieca 100 0 0 10 0 0 0 0
Hue i 80 0 0 0 4 0 1 0
Hue ii 80 0 0 0 0 4 1 0
Hue iii 80 0 0 0 0 0 4 1
Hue iv 100 0 0 0 0 0 0 5
Total 90 9 9 10 4 4 6 8
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Andlisis de varianza anidada (ANOVA)

El andlisis de varianza anidada (ANOVA), muestra que la localidad tiene el mayor

porcentaje de la varianza en ocho caracteres morfoldgicos analizados. El caracter que presentd

mayor porcentaje de varianza explicada para el factor Ind. [Loc.] fue el nUmero de aserraciones

totales (NAT) con el 27.84% de la varianza acumulada(Tabla 40).

Tabla 40. ANOVA de las nueve variables morfolégicas de T. stans, donde se muestra el efecto
para cada uno de los factores. Individuo dentro de la localidad (Ind. [Loc.]) y el factor localidad
(Loc.). El estadistico F con P<0.0001 (***) y P<0.001 (**) y porcentaje de varianza explicada

(%Var).

Variable Loc (Fe,524) (%Var) Ind [Loc] (F2s,524) (%Var)
LP 49.69 (27.80) *** 10.15 (26.51) ***
DP 62.95 (36.96) *** 5.50 (15.08) ***
DP2Fol 51.34 (29.39) *** 8.93 (23.86) ***
LL 147.54 (51.79) *** 11.93 (19.54) ***
AnchMax 99.18 (41.66) *** 12.26 (24.03) ***
L1/3B 115.94 (45.23) ** 12.58 (22.91) ***
L1/3A 104.83 (43.18) *** 12.06 (23.18) ***
NAT 23.07 (15.90) *** 8.65 (27.84) ***
NVxlob 58.74 (34.44) *** 6.45 (17.65) ***
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Resultados genéticos de Tecoma stans

Riqueza alélica

Los tres microsatélites fueron 100% polimdrficos en T. stans, se registré un total de 29
alelos, de los cuales 5 alelos fueron exclusivos para una poblacién lo que representa el 15.15%
de la diversidad total y 8 (24.24%) alelos exclusivos en dos poblaciones (Anexo 4).
El alelo seis del locus Jacc2 fue el mas frecuente con 0.700 en la poblacién del Cerro de la
Mufieca (CMufieca). La riqueza alélica fue mayor en las poblaciones silvestres con 5.369 por
poblacién, mientras que en los cultivados fue de 4.167 alelos.

Los alelos comunes se encuentran distribuidos de la siguiente manera: 2 alelos (6.06%)
son compartidos en siete poblaciones, 4 alelos (12.12%) se encuentran en seis poblaciones, 3
alelos (9.09%) se comparten en cinco poblaciones, 4 alelos (12.12%) se distribuyen en al menos
cuatro poblaciones, 7 alelos (21.21%) se presentaron en tres poblaciones y 8 alelos (33.33%)
son compartidos en dos poblaciones.

Diversidad genética

La diversidad genética cambia ente poblaciones silvestres vs cultivadas, siendo mayor
en las silvestres con Dg= 0.823 y en los cultivos Dg=0.746. Las poblaciones que presentaron
una mayor Dg fueron: El Arenal (0.890), Atempa (0.820) y un cultivo (Hue iii con Dg= 0.810) y
la menor diversidad genética se registr6 en el cultivo del Hue iv. Los valores de la
heterocigosidad promedio de Nei y la riqueza alélica fueron mayores en las poblaciones

silvestres con respecto a los cultivos (Tabla 41).

Con respecto al tamano efectivo, las tres poblaciones requieren de tres a cuatro veces

el tamanio real de sus poblaciones.
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Tabla 41. Sumario de diversidad genética por poblacidn para las siete poblaciones de T. stans.

Donde se indica el nimero de alelos observados (Na), Ne= nimero efectivo de alelos, A=

heterocigosidad promedio de

heterocigosidad esperada, Dg=
efectivo de la poblacidn.

Nei, Ao= promedio de heterocigotos observados, He=

diversidad genética y Ra= riqueza alélica y Tef= Tamafio

Parametro CMuieca Atempa El Arenal Huei Hue ii Hue iii Hue iv
Na 6.333 6.333 7.667 3.00 4.666 4.666 3.000
Ne 4.829 4.783 6.120 2.272 3.117 3.591 2.797
A 0.7133 0.783 0.834 0.666 0.666 0.700 0.580
Ho 0.600 0.866  0.825 0.666 0.733 0.533 0.333
He 0.750 0.750 0.881 0.740 0.741 0.778 0.644
Dg 0.760 0.820 0.890 0.750 0.740 0.810 0.680
Ra 5.019 5.044  6.043 4.333 4.667 4.667 3.000
Fis 0.209 -0.054 0.132 0.111 0.011 0.340 0.512
Tef 1255.64 601.84 976.30 - - - -

Silvestres vs cultivados

Para ver las diferencias en los parametros genéticos entre silvestres vs cultivados, con

FSTAT, se definio al grupo de poblaciones silvestres (CMufieca, Atempa y El Arenal) y el grupo

cultivo (Hue i, Hue ii, Hue iii y Hue iv). Con lo que se determiné que la Dg, Ra y la

heterocigosidad observada (Ho) fueron mayores en las poblaciones silvestres (Dg=0.823, Ra=

5.369, Ho=0.760). Sin embargo, las variaciones genéticas en las poblaciones cultivadas suelen

estar determinadas por los parametros Fis y Fst (0.240 y 0.118) respetivamente (Tabla 42).
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Tabla 42. indices de diversidad genética por grupo, silvestres y cultivos. Donde se indica la
diversidad genética (Dg), riqueza alélica (Ra), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad
esperada (He), indice de balance entre deriva y seleccion (Fis) y el indice de fijacion o de

diferenciacién entre poblaciones (Fst).

Parametro genético Silvestres Cultivos
Dg 0.823 0.745
Ra 5.369 4.167
Ho 0.760 0.567
He 0.819 0.746
Fis 0.072 0.240
Fst 0.072 0.118

Estructura genética

Para este andlisis solo se realizd para las poblaciones silvestres. En el anadlisis de
varianza molecular (AMOVA), se registrd que el 83.59% de la diversidad se encuentra dentro
de los individuos, posteriormente entre individuos dentro de las poblaciones 9.08% de la
variacion y finalmente con un 7.33% de la diversidad entre poblaciones. El estadistico Fsr global

indica una baja diferenciacidn entre poblaciones con Fs=0.0732.

De acuerdo con las distancias genéticas de Nei (1978a)8%, se observa que el Hue ii se
agrupd con la poblacion de ElI Arenal, precedida por la poblacion de EI CMufeca,
posteriormente se encuentra el huerto tres (Hue iii), un cuarto grupo lo conformaron los

huertos Hue i, Hue iv y la poblacién mas distante fue la de Atempa (Dg=1.5, Figura 41).
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Figura 41. Dendrograma de UPGMA de las poblaciones silvestres y de los cultivos de T. stans.

Se determind K=3 (p=0.001) es el numero de grupos genéticos mds probable de
acuerdo con los datos, ambos grupos genéticos se encuentran presentes en la mayoria de las
poblaciones. Donde se destaca que las poblaciones CMuneca y El Arenal presentaron los tres
grupos genéticos (el color rojo, el verde y el azul) con una mayor frecuencia. La poblacion de
Atempa presentd solo dos grupos (el verde con una alta proporcién y el grupo rojo). Los
huertos i y iii (Hue i y Hue iii) presentaron los tres grupos genéticos, pero con bajas
proporciones y el Huerto iv (Hue iv) presenté dos grupos genéticos, el primer grupo fue el de
color azul que se observé con mayor proporcién y el grupo rojo con una baja frecuencia (Figura

42).
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Figura 42. Analisis de asignacion bayesiana para tres grupos genéticos (K=3), la frecuencia de

cada color es la proporcién de ancestria derivada de cada uno de los tres grupos genéticos.

El flujo genético entre poblaciones es alto, donde la poblacién de El Arenal y Atempa
presentaron un mayor nimero de migrantes (Nm=11.299 individuos por generacidn) y el valor
mas bajo se encuentra entra entre las poblaciones de Atempa y C. Mufieca con Nm= 2.784.

Relaciones genéticas y de parentesco

Se determind las relaciones genéticas entre los individuos de las poblaciones silvestres,
se obtuvo que la mayoria de los individuos de la poblacion de Atempa y el Arenal se mantienen
como entidades bien diferenciadas. Sin embargo, el individuo 9 de Atempa y los individuos 2,
4 de la poblacion de El Arenal no se agruparon con su poblacidn correspondiente. Mientras
que los individuos de EI CMufieca no se encuentran conformando un grupo, sino mas bien
puede tratarse como la poblacién que intercambia genes con las otras dos poblaciones y la

gue a su vez, permite el intercambio de genes de una poblacion a otra (Figura 43).
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Figura 43. Relaciones genotipicas entre los individuos de las poblaciones de Tecoma stans.

En el andlisis de parentesco entre poblaciones de T. stans, con el programa Kingroup,
se identificaron 53 posibles relaciones (18 para C. Mufieca, 21 en Atempa y 14 para el Arenal).
Las poblaciones EI CMufieca y Atempa fueron las que presentaron todos los grados de
parentesco, mientras que la poblacion de Atempa presento 4 individuos como posibles
hermanos gemelos y la que presenté el mayor numero de medios hermanos fue la poblacion

de El Arenal (hss=2) Tabla 43.
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Tabla 43. Anadlisis de parentesco en las tres poblaciones de T. stans.

Parentesco C. Muiieca Atempa El Arenal
Full-siblings (Fs) 21 14
Parent off spring (ps) 8 0

Half sublings (hss) 8 12
Cousins, Nephew-uncle (cnu) 1 1
Self-identical twin 4 1

Historia demografica de las poblaciones

Prueba de Neutralidad de Tajima y Fu

En la prueba de neutralidad de Tajima (1989)%%%, no fue significativa en ninguna de las

localidades. Con la prueba de Fu (1997), fue significativa para las tres poblaciones. El nimero

de alelos fue alto con respecto a lo esperado Na= 16 y 17, Naes= 7 y 8.05 (Tabla 44).

Tabla 44. Prueba de neutralidad de Tajima y de Fu por poblacién. Donde N=numero de

muestra, S= sitios segregados en la poblaciéon, m= ndmero de diferencias pareadas, D=

diferencias, p= significancia, Na= numero de alelos, ©n= nimero promedio de diferencias

pareadas, Naes= numero de alelos esperados y el estadistico (Fs) que determina la

probabilidad de observar el nUumero diferente de alelos en una poblacion.

Estadistico CMufeca Atempa El Arenal
Tajima

N 20 20 20

S 16 17 17

I 0.021 0.157 0.018
Naes 7.753 8.521 8.504
pDj 0.776 0.746 0.746
Fu's

Na 16 17 17

on 4,131 5.073 5.052
Naes 7.725 8.521 8.504
Fs -9.884 -10.295 -10.331
pFs 0.0001 0.0002 0.000
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Distribucion mismatch

Los resultados de la prueba de neutralidad fueron corroborados con la distribuciéon
mismatch, la cual se utilizd para detectar eventos de expansion poblacionales. El tiempo de
expansion para las poblaciones aproximadamente 3, 414.978 afios con una tasa mutacional (t)
de 4.6 sitios. Con tamafios poblacionales iniciales (60) de 5.937 para la poblacién de El Rio,
Cantarranas (5.25) y ©9 =4.516 para La Calavera. Asi también se determind el crecimiento
poblacional después de la expansion (©1) para cada una de las poblaciones. Donde se
determind que la poblacion de Cantarranas presentd ©1-913.758 y el valor mas bajo fue para
la poblaciéon de El Rio con ©1=534.365 (Tabla 45). Donde obtuvo una distribucién bimodal para
las tres poblaciones. La poblacion de CMufieca fue la Unica poblacidn que se ajustd al modelo

de distribucion espacial de contraccidn y expansion (Figura 44).
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Tabla 45. Valores de los parametros estimados y el tiempo de expansion poblacional, mediante
el andlisis de distribucién mismatch. Los parametros 6o y ©1 son el tamafio poblacional antes
y después de la expansion respectivamente, t (Tau)= media de crecimiento y declinacién en
unidades de tiempo mutacional.

Estadistico CMuieca Atempa El Arenal

Modelo de expansion demografico

T (Tau) 5.000 5.00 5.00
Tqt 95% 5.853 7.42 7.39
o 0.000 1.90 1.90
8095% 2.32 6.58 6.84
01 3414.98 3414.98 3414.98
©195% 586.24 1002.51 1016.26
DSS 0.13 0.30 0.30
p 0.000000 0.00001 0.00001

Modelo de expansion espacial

T (Tau) 4.759 5.629 5.212

Tqt 95% 5.234 6.123 6.084

6o 0.010 0.506 0.804
0095% 2.546 3.954 4.452

M 8,144.128 10, 865.579 10, 891.833
M 95% 1, 148.921 988.996 1, 104.758
DSS 0.124 0.284 0.279

pDSS 0.001 0.00000 0.00000
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Figura 44. Distribucién mismatch por cada una de las poblaciones de Tecoma stans, para las
frecuencias observadas entre las bases pareadas y los intervalos de confianza del 95%.
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Inhibicion de alfa glucosidasa a partir de los extractos etandlicos de T. stans

La actividad de inhibicién de alfa glucosidasa de los extractos etandlicos de Tecoma
stans muestran que a una concentracion de 200 pg/ml tiene un valor de 83.44 + 25.03% y una
menor actividad a una concentracion de 40 ug/ml, mientras que el control (Acarbosa) adquirid
un 62.8 + 11.4% de inhibicion a una concentracién de 400 pg/ml y 31.8 + 10.1 en la
concentraciéon de 200 pg/ml (Tabla 46). Ademas, los extractos presentaron una concentracion

de inhibicidn del 50% (Clso) a 51.95 pg/ml contra 317.8 ug/ml del control (Figura 45).

Tabla 46. Media y desviacion estandar (Ds) del porcentaje de Inhibicidn de alfa glucosidasa de
los extractos etandlicos de T. stans a diferentes concentraciones y el control (Acarbosa).

Concentracion pg/ml % Inhibicidn + Ds
40 46.5+ 13.4

80 58.3+15.5

120 67.1+17.8

160 75.31+20.6

200 83.4+25.0

Clso 51.95 pg/ml
Acarbosa 400 pg/ml 62.8+11.4
Acarbosa 200 pg/ml 31.8+10.1

Clso 317.8
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Figura 45. Porcentaje de inhibicion de los extractos de T. stans a diferentes concentraciones.

En el ANOVA indica que la actividad de inhibicién de T. stans difiere significativamente

entre localidades (P=0.0000). A su vez, por los individuos dentro y entre localidades (P=

0.0000), y por la interaccidn con el factor tiempo en el que se lleva la reaccién P< 0.0001 y por

la concentraciéon con P= 0.0000 (Tabla 47). Donde el efecto de ihhibicion de a-glucosidasa

aumento en relacion a estos factores (Tabla 48).

Tabla 47. ANOVA factorial a partir de los extractos etandlicos de los 50 individuos de T. stans.

Factor gl SCM F P

Loc. 6 459090.9 3227.92 0.0000
Conct. 4 1079168.9 11381.64 0.0000
Tpo. 4 3817.4 40.26 <0.0001
Ind*Loc 43 447837.3 439.36 0.0000
Ind*Tpo 44 248.5 6.19 <0.0001
Ind. *Conct. *Loc 172 38594.4 94.62 0.0000
Conct*Tpo 16 150.6 0.397 0.983
Conct*Loc 24 346411.6 608.92 0.0000
Tpo. *Loc. 24 10846.6 19.06 <0.0001
Conct*Tpo*Ind*Loc 640 4265.7 0.048 <0.0001
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Tabla 48. Media y desviacion estandar (Ds) del porcentaje de inhibicion de alfa glucosidasa a

diferentes concentraciones y el tiempo en el que se llevd a cabo la reaccién.

Concentracion pg/mL

Localidad/Tpo 40 80 120 160 200

5 minutos

CMufieca 35.3+23.8 58.1+15.8 65.9+11.8 78.2+14.2 83.8+15.4
Atempa 28.1+17.1 39.9+19.5 54.3+20.9 64.6+22.3 80.9+19.2
El Arenal 66.9+19.9 71.9+15.7 77.7+11.2 79.0+10.9 79.8+10.9
Hue i 15.3+15.8 30.9+9.9 43.0+18.4 62.9+14.0 81.7+9.9
Hue ii 42.1+15.6 55.2+18.6 649+154 74.5+7.4 86.5+7.7
Hue iii 63.5+12.4 67.3+11.4 70.1+9.4 729+9.3 76.9+9.7
Hue iv 63.4+6.5 72.23+4.6 75.7+4.7 789+49 83.6+5.1
10 minutos

CMufeca 36.1+23.9 59.7+15.1 68.4+11.9 80.9+14.5 85.2+15.3
Atempa 28.8+16.6 40.6 £ 18.9 54.3+20.9 65.8+22.2 81.0+19.2
El Arenal 67.2+21.1 72.3+16.3 78.8+11.2 79.9+10.9 80.6+10.8
Hue i 17.5+14.9 31.9+9.89 459+ 18.1 64.7+14.4 83.4+10.0
Hue ii 439+ 15.3 56.2 +18.9 66.5+15.1 75.5+7.2 87.6+7.8
Hue iii 64.6+12.3 68.1+11.2 71.3+9.3 74.4 + 8.8 78.0+9.1
Hue iv 65.316.74 739+5.2 77.8+5.2 80.7+4.9 85.6+5.3
15 minutos

CMuiieca 36.3+239 60.3+15.1 689+11.4 81.1+139 86.1+15.1
Atempa 29.5+16.6 41.1+18.8 54.2+21.1 66.0+22.2 81.4+19.0
El Arenal 67.4+21.0 72.9+16.5 79.1+11.3 80.0+11.0 80.9+10.9
Hue i 18.4+14.3 32.0+9.8 46.5+18.0 65.0+14.7 83.6+10.2
Hue ii 45.1+14.8 57.0+18.9 67.5+14.7 76.1+7.1 88.2+79
Hue iii 65.2+12.3 68.8+11.0 71.2+10.9 75.2+8.5 78.8+8.8
Hue iv 66.9+6.1 75.1+5.1 79.2+5.0 82.1+4.6 87.5+5.8
20 minutos

CMufeca 36.4+23.9 60.5+14.9 69.0+10.9 81.5+13.8 86.5+14.8
Atempa 30.7+16.7 41.6+18.7 54.7 +20.9 66.5+22.4 82.0+19.0
El Arenal 67.8+21.0 733+16.45 79.5+113 80.2+11.0 81.2+11.0
Hue i 26.2+16.3 40.1+12.6 54.8 +19.8 70.1+18.4 86.2+12.4
Hue ii 46.1+14.2 57.7£18.9 68.4+14.4 76.7+7.1 88.8+8.1
Hue iii 65.3+12.3 68.8+10.88 72.3+8.8 75.4+8.3 78.9+8.6
Hue iv 68.5+5.7 76354 80.7+5.3 83.7+5.0 89.5+6.9
30 minutos

CMuhfeca 36.5+24.0 60.6 + 14.9 69.9+12.21 81.8+13.8 86.6+14.7
Atempa 31.1+16.8 41.6+18.8 54.9 +20.7 66.5+22.4 82.0+19.0
El Arenal 68.2+20.9 73.7+16.5 79.6+11.3 80.5+10.9 81.5+10.9
Hue i 28.7+16.5 42.6 +10.9 57.4+19.0 74.8 +15.7 88.6+10.3
Hue ii 47.2+13.6 58.4+19.0 69.2+14.1 773+7.0 89.4+8.4
Hue iii 65.4+12.4 68.9 + 10.9 72.5+8.8 75.6+6.3 79.1+8.6
Hue iv 70.3+5.3 77.5+5.8 82.1+5.7 84.8+6.1 91.5+8.3
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La Localidad de El Arenal presentd de manera general una mayor inhibicién de a-
glucosidasa, con un 76.0115.67% y una menor Clsp de 27.54 pg/mL. Las localidades que
produjeron un menor efecto de inhibicidon enzimatica fueron Atempa y el Hue i, debido a que

requirieron una mayor Clsp =105.60 y 121.02 ug/mL, respectivamente (Tabla 49, Figura 46).

Tabla 49. Media, desviacion estandar (Ds) por poblacién del porcentaje de inhibicidn de alfa
glucosidasa de los extractos etandlicos de T. stans y la concentracidn de inhibicidon del 50% de
actividad enzimatica (Clso)

Localidad media +Ds (ug/mL) Clso (ug/mL)
CMufieca 66.16 £ 19.59 45.72
Atempa 54.48 + 20.36 105.60

El Arenal 76.01 £ 5.67 27.54

Hue i 51.69 £ 25.16 121.02

Hue ii 66.64 £16.70 56.27

Hue iii 71.55+5.27 32.02

Hue iv 78.12+7.74 30.73
Acarbosa 62.81+11.44 317.77

Figura 46. Graficas del porcentaje de inhibicidn de alfa glucosidasa para las siete poblaciones
de T. stans.
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Con respecto al lugar de procedencia, se obtuvo que El Arenal presentd ocho individuos
que inhiben la actividad de alfa glucosidasa en las concentraciones de 40 ug/mL, en los tiempos
desde 5 a los 15 minutos y la que menos ejemplares presenté fue Atempa con un individuo
(Figura 47). Sin embargo, cabe destacar que el 70% de los individuos mostraron inhibicién de

alfa glucosidasa mayores al 50% en la concentracion de 200 pg/mL desde los 5-30 minutos.

Figura 47. Porcentaje de inhibicién de alfa glucosidasa por individuo de las siete poblaciones

de T. stans.

Correlacion datos morfoldgicos, genéticos e inhibicion de alfa glucosidasa

De acuerdo con los analisis de distancias genéticas y las distancias euclidianas para los
datos morfolégicos no se observa una correspondencia entre los dendrogramas (Figura 48),
sin embargo, con la prueba de mantel entre las distancias genéticas y las distancias

morfoldgicas, se obtuvo una correlacidn positiva r= 0.324, P=0.0008 (Figura 49).
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Figura 48. Dendrograma de distancias genéticas versus morfoldgicas en las siete poblaciones

de T. stans.

Figura 49. Correlacidn entre las variables morfoldgicas y genéticas de T. stans con la prueba de

Mantel.

Utilizando el conjunto de datos, morfoldgicos, genéticos y de inhibicion de alfa

glucosidasa, el AFD, se obtuvo que las variables que permiten la agrupacién de las localidades

fueron principalmente las variables morfoldgicas DP, L1/3A y DVM para las tres funciones

discriminantes, con lo que se explicé el 92.12% de la varianza acumulada (Tabla 50)
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Tabla 50. AFD de T. stans con las variables morfoldgicas, genéticas y porcentaje de inhibicidon

de alfa glucosidasa (%Inhagluc.), donde R= correlacién, %var= el porcentaje de varianza

explicada y P= la significancia para cada funcién discriminante (FD).

Variable FD 1 FD 2 FD3
LocusJacc22 -0.032 -0.008 -0.142
LocusJacc2 0.026 0.027 -0.072
LocusIM7 0.220 -0.009 0.080
%Inha-gluc. 0.006 0.018 0.023
LP -0.083 -0.084 0.126
DP -14.290 30.132 -42.308
DP2FOL -0.242 0.034 0.050
LL -0.011 0.004 0.001
AnCh. Max. 0.241 -0.111 -0.053
L1/38B 0.932 0.204 -0.013
L1/3A -36.450 20.138 0.122
DVM 14.341 20.807 0.230
NAT -0.063 0.021 -0.034
NVXLOB 0.136 0.193 -0.037
V.Prop 16.262 10.91 4.35

R 0.970 0.957 0.902
%Varianza 47.02 31.53 13.57

P <0.0001 <0.0001 <0.0001

En el AFD se obtuvieron cuatro grupos bien diferenciados. el primero donde se agrupan

a todos los cultivos y las poblaciones silvestres conformaron un grupo cada una. Donde la

poblacién de el Arenal se encuentra en el extremo superior debido a que presenta una mayor

diversidad genética y de inhibicidon de alfa glucosidasa, seguida por Atempa que fue la que

morfoldgica y genéticamente fue mads cercana, sin embargo, presenta bajos porcentajes de

inhibicion enzimdatica, mientras que la poblacién de CMufieca se encuentra mas distante

morfoldgicamente, pero con una actividad de inhibicidén intermedia (Figura 50).
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Figura 50. Andlisis discriminante de T. stans con los datos morfoldgicos, genéticos y de
inhibicidn de alfa glucosidasa.

En el ACC se encontré que existe una correlacion negativa en nueve caracteres
morfoldgicos de T. stans con la altitud, sin embargo, el DVM, los datos genéticos y el porcentaje
de inhibicién se correlacionaron de manera positiva con esta variable. La latitud se
correlaciond de manera positiva con nueve caracteres morfoldgicos, con los datos genéticos y
los de inhibicion, solo el DP se correlacioné de manera negativa (r=-0.64), mientras que Lfol (r=
-0.001), Anchmax (r=-0.053) y DVM (r=-0.049) se correlacionaron de manera negativa con la

longitud (Tabla 51).

129



Tabla 51. Analisis de correlaciones candnicas (ACC) entre las variables geograficas con los datos
genéticos, morfoldgicos e inhibicion de alfa glucosidasa de T. stans.

Correlaciones entre matrices

Variable Altitud Latitud Longitud
Jacc22 0.51 0.46 0.24
Jacc2 0.61 0.44 0.38
M7 0.69 0.43 0.06
%Inh 0.09 0.39 0.22
LP -0.08 0.27 0.004
DP -0.57 -0.06 0.095
DP2fol -0.19 0.20 0.067
LL -0.75 0.07 -0.001
Anchmax -0.71 0.08 -0.05
L1/38B -0.69 0.08 0.09
L1/3A -0.67 0.10 0.03
DVM 0.05 0.17 -0.05
NAT -0.19 0.36 0.16
NVxlob -0.58 0.04 0.11
V.Prop 0.92 0.65 0.43
R 0.96 0.81 0.65
Var 0.33 0.32 0.35
P <0.00001 <0.0001 0.03

A partir de la correlacidén entre las variables geograficas con los datos morfoldgicos,
genéticos e inhibicidn de alfa glucosidasa, en el ACC se obtuvieron cuatro grupos, los cuales se
diferencian por los tamanos de hojas, la diversidad genética y por su actividad de inhibicién de
alfa glucosidasa. El primer grupo se presentaron hojas pequefias con una baja diversidad
genética y con niveles intermedios de inhibicion de alfa glucosidasa, el segundo grupo con
hojas grandes altos niveles de diversidad genética y mayores porcentajes de inhibicion

enzimatica (Figura 51).
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Figura 51. ACC de T. stans entre las variables geograficas con las variables morfolégicas,
genéticas y porcentaje de inhibicién de alfa glucosidasa.

Determinacion de la especie con mayor inhibicién de alfa glucosidasa

De acuerdo con la prueba de ANOVA anidada, se obtuvo que existen diferencias entre
especies en el porcentaje de inhibicion de a-glucosidasa, asi como también de las interacciones
de los factores localidad(especie)-concentracién-tiempo (Tabla 52). La especie que obtuvo una
mayor actividad de inhibicion de alfa glucosidasa (66.41%) fue T. stans, el cual fue semejante
al de acarbosa en la concentracion de 200 pg/mL (67.58%), por lo que no hubo diferencias
significativas entre ellas. Sin embargo, si hubo diferencias significativas con C. obtusifolia

(60.63%) y C. scaber (60.23%).
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Tabla 52. ANOVA anidado de las tres especies de plantas antidiabéticas de acuerdo al

porcentaje de inhibicién de alfa glucosidasa

Factor Nparm DF SCM F P
Especie (Esp.) 4 1 429,4 5,3382 0,0209
Especie*concentracion 4 2 267,8 1,6646 0,1893
Especie*Tiempo 4 4 3810,7 11,8427 <0,0001
Poblacién (Pob.) [Esp.] 10 0 0,0 - -
Poblacién[Especie] *concentracion 10 5 301621,2 749,8893 0,0000
poblacion[Especie]*Tiempo 10 10 9631,4 11,9727 <,0001
Individuo [Pob., Esp.] 87 76  3273455,1  535,4244 0,0000
Individuo [Pob., Esp.]*concentracion 87 84 408304,9 60,4242 0,0000
Individuo [Pob., Esp.]*Tiempo 87 87 8836,0 1,2625 0,0501
Concentracién 1 0 0,0 - -
Tiempo 1 1 1487,6 18,4925 <0,0001
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DISCUSION

Morfologia

En el AFD la variacion morfolédgica cambia entre localidades y entre cultivos donde se
observa una estrecha relacion morfolégica de los individuos cultivados con las poblaciones
naturales, principalmente con las que se encuentran en las regiones mas hiumedas (Atempa y
El Arenal), donde se observan hojas mds grandes con respecto a los individuos de la poblacidn
de El CMufieca que exhibieron hojas mas pequefas y que se encuentran en un ambiente seco
de tipo xerdfilo, donde la precipitacion pluvial anual se encuentra entre los 300-400 mm
(Granados-Sanchez et al., 2012)%°.

Aunado a lo anterior, la planta debe crear ciertas modificaciones, de tal manera que le
representen un menor costo energético para soportar altos niveles de estrés hidrico y una
mayor incidencia de luz solar (Akinci y Lésel, 2012%%; De Micco y Aronne, 2012%).

Genética

Diversidad genética

Los resultados de diversidad genética de las poblaciones naturales de T. stans sugieren
gue esta planta presenta altos niveles de variacién genética (Ra=5.369, Dg=0.823 y Ho=0.760,
H Nei= 0.706), comparada con otras especies de angiospermas, por ejemplo, Retama raetam
(H Nei= 0.25-0.45, (Abdellaoui et al., 2014% Zhang et al., 20153%), y en Chondrus crispus (H
Nei=0.250, (Provan et al., 2012)?*2,

Una posible explicacidon para una alta diversidad genética y una baja diferenciacién
genética en las poblaciones de T. stans es un alto flujo genético entre poblaciones. En
particular, la polinizacidn por abejas, aves y los mecanismos de dispersién de la semilla por
viento, pueden ser los factores que posiblemente homogenizan el efecto de la distribucién de
la variacion genética (Ferrer et al., 2004)’°.

La heterocigosidad juega un papel importante en especies que se encuentran en
ambientes extremadamente heterogéneos (Rainey et al., 1987%'%; Mopper et al., 1991'73;
Ferrer et al., 20047%). De acuerdo con Ferrer y coolaboradores (2004)7, y lo propuesto por
Nevo y Beiles (1989)'%, las plantas que crecen en zonas dridas presentan temporalmente una
gran heterogeneidad ambiental, lo cual estd relacionada con la variacidon en la precipitacién.

Por esta razdn, una alta variabilidad genética puede ser favorecida (Nevo y Beiles, 1989)86, Sin
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embargo, en este estudio, no se observa que la poblacién de El CMufieca presente una mayor
diversidad genética comparada con las poblaciones de clima tropical (Atempa y El Arenal) que
fueron las que presentaron los valores mas altos de heterocigosidad y de Dg 0.82 y 0.89
respectivamente.

Estructura genética

La estructura genética de las poblaciones de T. stans es altamente influenciada por el
movimiento de genes. En el caso de la poblacién de El CMufieca presenta una mayor
diferenciacidon genética con respecto a la de El Arenal y Atempa. Esto debido quizds a una baja
diversidad genética, producto de una inestabilidad demogréfica por la disminucién en el
tamafio efectivo de las poblaciones con repetidos cuellos de botella o eventos de efecto
fundador. Lo que, a su vez, provoca una reduccion en la variabilidad genética y un aumento en
la estructuracion genética de la poblacidn a través del efecto de la deriva genética (Moreira et
al., 2009)74 o por disturbios histéricos (Moreira y Fernandes, 2013)7>,

Las poblaciones de T. stans presentaron moderados niveles de diferenciacion (Fst=
0.07), lo cual se encuentra dentro de los rangos observados en especies lefiosas con
polinizacién por viento, como la familia Fagaceae y Pinaceae (Hamrick y Godt, 1996)1% y
similares a los de Filipendula vulgaris con valores de Fst= 0.07 (Weidema et al., 2000)%°,

Historia demografica

Los factores histéricos y ecoldgicos, las caracteristicas reproductivas y el flujo genético
entre las poblaciones puede tener una mayor incidencia sobre la diversidad genética de T.
stans donde las poblaciones del matorral xeréfilo (CMuneca) experimentaron repetidos
eventos de contraccidn y expansién, como resultado de los periodos climaticos durante el
plioceno y el cuaternario, donde hubo eventos volcanicos, lo cual induce la destruccién y
regeneracion de los bosques. Estos episodios ocurrieron recientemente (aproximadamente
1,000 AP). Ademas, cabe destacar que diversos autores mencionan que la vegetacion del Valle
del Mezquital, que es donde se encuentra la poblacién del CMuiieca, se le considera trozos o
vestigios del desierto chihuahuense y al mismo tiempo un refugio del pleistoceno (Rzedowski,
1973)%0,

La zona drida chihuahuense alcanza sus limites de extension en los estados de San Luis

Potosi, Querétaro, Hidalgo, Puebla y Oaxaca formando tres “islotes” de aridez que se
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encuentran ligados entre si y con la zona chihuahuense formando un corredor continuo de
clima semiseco. La composicion floristica de estas regiones (Larrea tridentata y Fouquieria
splendes) refleja la situacidn reciproca del relativo aislamiento. Ademas de que las floras de las
regiones aridas de México reflejan relaciones de parentesco entre si (Gonzalez-Quintero,
1968°3; Rzedowski, 1973)23°,

Lo que hace necesario realizar estudios en toda la zona de distribucion utilizando otro
tipo de marcador como el de cloroplasto, ya que es una regién mas conservadora y, por lo
tanto, permite hacer una mejor aproximacion sobre la historia demografica de las poblaciones.
ya que este estudio se realizd con microsatélites nucleares como una primera aproximacién
sobre la inferencia demografica de las poblaciones, sin embargo, este tipo de informacion se
encuentra en recombinacién con una tasa de mutacién mas alta.

Inhibicion de alfa glucosidasa

Se obtuvo que los extractos de T. stans inhiben por arriba del 50% la actividad de la
enzima de alfa glucosidasa en las concentraciones de 40-200 pg/mL, mientras que en Acarbosa
en la concentracion de 400 pg/mL inhibe un 62.82 %. Los extractos de las cincuenta muestras
difieren entre individuos, dentro y entre localidades, y del tiempo en el que se lleva a cabo la
reaccion.

E donde el 70% de los extractos etandlicos inhiben la actividad de alfa glucosidasa,
mientras que la Clso de la Acarbosa fue de 489.25+38.5 pug/mL para inhibir la actividad de la
enzima bajo las mismas condiciones de tratamiento (Liu et al., 2013'%°).Los extractos que
inhiben mejor la actividad de a-glucosidasa, fueron El Arenal, Hue iv, Hue iii, Hue ii y CMufieca
con Clsp que oscilan de 27.54-56.27 pg/mL., mientras que la Acarbosa fue de 317.77 pug/mL.
Los valores de Clso de las muestras difiere con respecto a los de Acarbosa porque sus
constituyentes quimicos, como flavonoides, no fueron fraccionados y pueden tener un efecto
sinérgico en la inhibicion de a-glucosidasa (Elya et al., 2012)%8.

Correlacion entre variables morfoldgicas, genéticas y de inhibicion de alfa glucosidasa

Se encontré una correlacién entre las variables morfoldgicas y genéticas (r= 0.324,
P=0.0008), lo que indica una existencia de un condicionante genético en la determinacion de
la variacién morfoldgica en la mayoria de las poblaciones de T. stans, donde algunos caracteres

pueden ser o no heredables. Sin embargo, no se observé una relacién entre los diferentes
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dendrogramas obtenidos (Figura 48). En el caso del cluster morfolédgico se diferencian entre
grupos cultivados y silvestres. En tanto que el cluster con los datos genéticos no se observa
esta tendencia. Estos resultados pueden ser explicados desde el punto de vista geogréfico o
ecoldgico (Zhang et al., 2015)3%, donde la plasticidad fenotipica se encuentra sometida a

diferentes presiones de seleccion (Gonzélez-Rodriguez y Oyama, 2005)%%.

El conocer la dinamica poblacional de T. stans ayuda a poder desarrollar estrategias de

conservaciéon y manejo de los recursos genéticos.
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Discusion general

En este trabajo se encontrd una gran variacién en las caracteristicas morfoldgicas
foliares de Bidens odorata, Cecropia obtusifolia, Costus scaber y Tecoma stans, que, a su vez,
presentaron una alta diversidad genética entre los diferentes sitios de muestreo.

En diversas especies, se ha encontrado patrones en la variacion fenotipica dentro y
entre poblaciones (Valencia y Delgado, 2003272, Quercus crassifolia x Q. crassipes, Tovar-
Sanchez y Oyama, 20042%7; Quercus laurina-Quercus affinis, Gonzalez-Rodriguez y Oyama,
2005%%); Juniperus oxycedrus, Brus et al., 2011%'), donde se observaron diferencias
significativas entre localidades, entre poblaciones e individuos, y que a su vez todos los
caracteres foliares cambiaron a lo largo de su area de distribucion.

Un gradiente altitudinal se caracteriza por cambios abruptos en las condiciones fisicas
ambientales tales como, temperatura, presiéon atmosférica, humedad, horas de sombra,
radiacion de luz ultravioleta, viento, periodo estacional y geologia, asi como también con los
factores bidticos como el nimero y tipo de polinizadores, competidores y herbivoria (Abbott
y Brennan, 2014)2.

En este trabajo se encontré que, en Cecropia obtusifolia, Costus scaber y Tecoma stans,
gue todas las variables morfoldgicas se correlacionaron negativamente con la altitud, lo que
indica que existe una reduccién en la superficie foliar cuando incrementa esta variable
geografica, con lo cual disminuyen los dafios por una mayor incidencia de luz y por bajas
temperaturas, al mismo tiempo pueden almacenar una mayor cantidad de nutrientes, pierden
menos agua, tienen una mayor resistencia mecanica al doblamiento y a fracturas que se
pueden ocasionar por los vientos intensos (Kremer et al., 2002'42; Wang y Gao, 2004%%°),

Una alta diversidad genética observada en C. obtusifolia, C. scaber y T. stans, puede ser
el resultado del comportamiento reproductivo y la presencia de alelos raros (frecuencia con
p<0.05) y alelos con baja frecuencia (0.25 > P> 0.01). Una alta variacion genética encontrada
dentro de las poblaciones puede ser atribuible a los diferentes niveles de flujo genético, out-
crossing, bajos valores de Fst y mutaciones de novo (Tyagi et al., 2015)?7°, Por lo que también,
la diversidad genética puede estar determinada por la adaptaciéon a cambios ambientales o

microclimaticos que existen en el drea de distribucién de estas especies.
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En C. obtusifolia, C. scaber y T. stans existe un determinante genético sobre los
constituyentes quimicos con propiedades antidiabéticas, si como en la morfologia de las hojas,
gue a su vez se ven afectadas por las condiciones micro geograficas, lo que permite tener una
estructuracion de las poblaciones con la capacidad de sobrevivir a intensas presiones de
seleccidn y a cambios ambientales (Bakoumé, 2016)%.

En el caso de C. obtusifolia y T. stans, se colectaron en el mismo estado fenoldgico
(todos los individuos presentaron flores) y estacidon del afio, por lo que su actividad de
inhibicidn no se debid a estas variables. Sin embargo, el presentar estructuras reproductivas,
sus constituyentes quimicos pueden encontrarse en mayor cantidad como sucede en Pruneta
vulgaris, donde el contenido de los acidos rosmarino, ursélico y linoleico, se encontraron en
mayores cantidades durante la época de floracidn (Chen et al., 2012b)>°.

En los individuos masculinos de C. obtusifolia, las presiones de selecciéon sobre las
caracteristicas morfoldgicas, y posiblemente en la composicién quimica, suelen estar
determinadas genéticamente, donde los individuos presentan una diferenciacién en la
composicion genética (tres alelos en los loci Cec 45 y Cec 46), con la presencia de hojas mas
grandes y con una mayor actividad en alfa glucosidasa. De igual manera, esto debe de suceder
en las caracteristicas fenotipicas de los individuos femeninos. Estas diferencias marcadas, se
pueden deber principalmente a que los sexos tienen diferentes requerimientos para su
desarrollo y para la reproduccioén.

La especie con mayor actividad de inhibiciéon de a-glucosidasa fue T. stans (65%), sin
embargo esto pude cambiar si se considera los factores localidad, individuo (genotipos), la
concentracién y el factor tiempo. Asi como, la biologia de las especies (sexo, eventos
reproductivos, edad, etc.), ya que los mecanismos micro evolutivos pueden influir sobre la
actividad y cantidad de metabolitos secundarios de las plantas medicinales (Guo et al., 2010%°%;
Chen et al., 20123*).

De esta manera el realizar estudios integrales (morfologia, diversidad genética y
actividad y fitoquimicos) en las plantas medicinales con potencial antidiabético, permiten
establecer las condiciones para su estandarizacion, seguridad y eficacia antes de promover su
cultivo, ya que la mayoria de las plantas medicinales son utilizadas y comercializadas sin que

se pruebe su eficacia y seguridad clinica (Canuto et al., 2012)*.
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CONCLUSION

- Cecropia obtusifolia, Costus scaber y T. stans presentan una alta plasticidad fenotipica
a escala local y que esta variabilidad se debe a las diferencias genotipicas en los diversos
ambientes en los que se desarrollan, lo que refleja una alta adaptacion a las condiciones
ambientales. Ademas de que genotipos disimiles muestran distintos grados de
inhibicién de alfa glucosidasa, con lo cual puede ayudar a tener una mejor aplicacién
terapéutica en el tratamiento de la diabetes.

- La estructura genética de las tres especies de plantas antidiabéticas se encuentra
dentro de las poblaciones, con niveles moderados de diferenciacién genética y altos
niveles de flujo genético.

- La historia demogréfica de las poblaciones de C. scaber se encuentran actualmente en
expansién y las poblaciones de T. stans han pasado por procesos de expansién y
contraccion en sus tamafos poblacionales por posibles cuellos de botella.

- Las variables geograficas (latitud, longitud y altitud) modifican diferencialmente la
distribucién de la variacion morfoldgica, genética e inhibicion de alfa glucosidasa.

- Aunado a la problematica de salud de DM, combinado con el conocimiento del uso
tradicional a cerca de C. obtusifolia, C. scaber y T. stans para tratar diabetes y por tener
una eficaz inhibicién de alfa glucosidasa, pueden convertirse en especies susceptibles
de extraccién inmoderada, por lo que es necesario, la implementacién de estrategias
de conservacidn ex situ e in situ, asi como programas de uso y manejo de las plantas

medicinales.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de DNA gendmico a partir de muestras vegetales.
Las muestras fueron pretratadas con 2 ml de NaCl; 500mM por una hora y se dejé secar a

temperatura ambiente. La extraccién de DNA se realizé de la siguiente manera:

1. En un mortero colocar 200 mg de tejido vegetal y macerar con nitrégeno liquido,
adicionar 900 pl de buffer de Carlson (precalentado a 65°C), agregar 50 ul de B-
mercaptoetanol, adicionar 10 pl de RNAasa y homogeneizar la muestra durante dos o tres
minutos, pasar la muestra a un tubo de 2.0 ml y dejar las muestras en hielo hasta finalizar la
extraccion.

2. Mezclar la muestra antes de incubar.

3. incubar las muestras a 65°C durante 20 minutos (agitando constantemente) y dejar
enfriar a temperatura ambiente por ocho minutos.

4. Extraer la muestra con 900 ul de solucién cloroformo-octanol proporcién (24:1) y
centrifugar a 9,000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante (fase de arriba que contiene el
DNA) se transfiere a un tubo nuevo de 2 mly se repite este paso.

5. La fase acuosa (arriba) se transfiere a un tubo estéril de 2 ml y se adicionan 500 pl de
agua estéril y se ajusta el pH a 7 con HCl al 20% (con tiras de papel tornasol).

6. Transferir la muestra a una columna de DNasy (columna blanca) pipeteando 650 pl
cada vez y centrifugar por un minuto a 9,000 rpm y desechar la fase liquida cuidando que la
columna esté libre de liquido. Repetir este procedimiento hasta que sea transferida toda la
muestra por la columna.

7. Cambiar la columna DNasy a un tubo de coleccién y adicionar 500 ul del buffer AW y
centrifugar por dos minutos a 9, 000 rpm, verificando que la muestra esté libre de alcohol (se
recomienda tirar la fase liquida cada vez que se lave la muestra). Repetir el lavado con 500 pl
de buffer AW y centrifugar durante dos minutos a 14,000 rpm.

8. Transferir la columna DNasy a un tubo estéril de 1.5 ml y adicionar 50 ul de buffer AE
precalentado a 65°C directamente en la membrana de DNasy. Encubar durante cinco minutos
a temperatura ambiente, posteriormente centrifugar un minuto a 8,000 rpm. Repetir la
elucién con 50 ul de buffer AE.

9. Adicionar 200 pl de agua estéril.

168



10. Extraer la muestra con 300 pl de solucién cloroformo-octanol proporcion (24:1) y
centrifugar a 9,000 rpom durante 10 minutos, el sobrenadante (fase de arriba que
contiene el DNA) se transfiere a un tubo estéril de 2 ml y se repite este paso.

11. Transferir la fase acuosa a un tubo estéril de 1.5 ml, se adiciona 65 ul de acetato de
sodio 3M y 600 ul de isopropanol, mezclar gentilmente e incubar a-20°C por toda la
noche.

12. Centrifugar a 14,000 rpm por 15 minutos, se tira toda la fase liquida y se adiciona 1.2
ml de etanol absoluto, centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos.

13. Lavar el botén de DNA con 1.2 ml de etanol al 70% y centrifugar por un minuto a 5,000
rpm.

14. Dejar secar el botén en la campana por 15 minutos, adicionar 85 ul de agua destilada
estéril para PCR, y mezclar gentilmente, congelar la muestra para su posterior uso a -

20°C.
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Anexo 2. Frecuencias alélicas por locus en las tres poblaciones de Costus scaber.

Locus Alelo El Rio La Calavera Cantarranas
1 0.500 *xx 0.063
2 *xx 0.375 0.188
. 4 0.150 *xx 0.125
cdidg6
5 0.150 0.125 *kk
6 *kk 0.063 0.063
7 *xx 0.438 0.125
8 0.200 *xx 0.188
2 0.150 0.250 0.125
3 0.050 0.375 0.125
5 0.100 0.125 HAk
ncdi8a 6 0.100 0.250 0.125
7 0.050 *xx 0.25
10 0.200 *xx 0.125
11 0.050 *xx ol
1 0.050 0.429 0.063
3 0.250 0.071 0.125
. 4 *xx 0.214 0.313
cetri2d9
5 0.250 *xx 0.250
6 0.200 0.071 0.125
7 0.150 0.214 *xk
8 0.050 *xx 0.125
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Anexo 3. ACC factor de estructura entre variables morfoldgicas y genéticas (A), entre

variables geograficas y morfolégicas (B) de C. scaber.

A

Factor de estructura matriz izquierda

Locus

cdi4g6 0,928
ncdi8al0 0,775
cetri2d9 0,643
Varianza 0,625

Redundancia 0,280

-0,308
0,537
0,446
0,194
0,029

CCl1 CC2 cCC3

0,208
-0,334
0,622
0,181
0,009

Factor de estructura matriz derecha

Variable
LP 0,478
DP 0,726
LL 0,626
AnCh. Max 0,664
L1/3 B 0,682
L1/3 A 0,807
DVM 0,317
NVxlob 0,868
%inhibiciébn 0,027
Varianza extr 0,446

Redundancia 0,200

0,222
-0,323
-0,295
-0,531
-0,561
-0,402
-0,514
-0,164
-0,153

0,161

0,024

CCl1 CC2 cCC3

-0,173
-0,201
-0,007
-0,018
-0,074
-0,226
-0,176

0,315
-0,074

0,032

0,002

Factor de estructura matriz

Variable izquierda

CCl1 CC2 CC3
Latitud 0,347 -0,515 -0,784
Longitud -0,809 0,266 -0,524
Altitud -0,324 0,548 -0,771
Varianza 0,293 0,212 0,494
Redundancia 0,189 0,036 0,014

Factor de estructura matriz derecha

LP -0,510
DP -0,973
LL -0,644
AnCh. Max -0,818
L1/3B -0,856
L1/3 A -0,782
DVM -0,694
NVxlob -0,832
%inhibicion  -0,107
Varianza 0,536

Redundancia 0,346

0,429
0,120
0,051
0,037
0,041
0,078
-0,263
-0,173
0,549
0,068
0,012

0,057
0,098
-0,376
-0,137
-0,205
-0,250
0,077
-0,373
-0,424
0,067
0,002
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Anexo 4. Frecuencias alélicas por locus en las poblaciones silvestres (CMufieca, Atempa y El

Arenal) y cultivadas o huertos (Hue) (Hue i, Hue ii, Hue iii y Hue iv) de T. stans.

Locus Alelo C. Muileca Atempa El Arenal Huei Hue ii Hue iii Hue iv
1 0.150 0.050 0.150 ook ok ook ok
2 0.050 0.100  *** A 0.100  *** oA
5 0.050 0.050 0.200 ook ok ook ok
6 ok ok 0.050 0.200 0.200 0.300 ok
Jacc22 7 *Ax *oAx 0.150 A *oAx 0.100 0.400
8 0.150 0.050 0.050 0.600 0.100  *** 0.600
10 0.100 0.100 0.050 ok 0.600 0.200 ok
11 0.100 0.150 0.150 ok ok 0.200 ok
12 0.100 0.150 0.050 ok ok 0.200 ok
4 0.050 ok 0.313 0.500 0.100 0.400 ok
5 ok ok ok 0.063 0.100 0.400 0.100 kK
6 0.700 0.250 0.188 0.100  *** 0.200 kK
Jacc2 7 0.100 0.350 0.063 ok ok ok ok
10 ok ok ok 0.125 0.100 0.100  *** kK
11 0.050 0.050  *** ok ok 0.200  *** kK
1 0.300 Ak 0.200 0.300 0.500 0.600 0.200
2 0.250 ok 0.050 0.300 0.200 0.100 0.300
3 0.150 0.200 0.100 0.100 0.100  *** 0.100
Im7 4 0.150 0.150 0.100 0.100 0.100 0.200 0.200
5 0.150 0.100 0.250 0.200 0.100 0.100 0.200
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Anexo 5. Porcentaje de inhibicién de alfa glucosidasa en las siete poblaciones de T. stans.
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