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PERFILES DE ACUMULACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN 3 ESPECIES
MEDICINALES DE SAN RAFAEL, COXCATLAN, PUEBLA, BAJO DIFERENTES
PRACTICAS DE CULTIVO

RESUMEN
El objetivo del presente trabajo fue determinardasdiciones para la propagacion en invernadero
de 3 plantas medicinales de San Rafael, Coxcafaabla:Gymnosperma glutinosum (Spreng.)
Less (Asteraceae)Castela tortuosa Liebm. (Simaroubaceae) Yippia graveolens Kunth
(Verbenaceae); y determinar el efecto de las cambs de cultivo, luminosidad y riego, sobre
parametros fisioldgicos: productividad fotosintati@similacion de C£), conductancia estomatica
y concentracion interna de GGQ sobre la acumulacion de los flavonoides coividetd medicinal
reportada. Los mayores porcentajes de germinaai@om de 76.5% y de 66.85% pa@
glutinosum y L. graveolens, respectivamente. E@. tortuosa, la maxima germinacion fue de 50%.
En los estadios iniciales de las plantulas, no hiifeyencias en los parametros fisiologicos. Una
vez sometidas las plantas a los tratamientos, ég®res tasas de asimilacion de 3@ registraron
en el mes de agosto pdragraveolens y en septiembre para las otras dos especies taghctones
de riego 6ptimo. Se observé una tendencia de égldaversa entre la asimilacion de £ la
conductancia estomatica al igual que con la conaeidn interna de COEste ultimo parametro fue
mayor en campo que en invernadero lengraveolens y G. glutinosum y en C. tortuosa la

asimilacion de C@fue superior en plantas silvestres y la conceidtnaaterna de Cg menor.

Las concentraciones mas altas de flavonoides semgeagon bajo la condicion luminica y en el mes
previo al que registro la maxima tasa fotosintétiees plantas con floiL( graveolens) no mostraron
diferencias ni en parametros fisiolégicos ni ennaalacion de flavonoides comparadas con las
plantas sin flor. Adicionalmente, en esta espedepéntahidroxiflavanona-glucésido fue el
metabolito con las concentraciones mas altas eastlag muestras, con un valor maximo de 91.83
mg/100g, mientras que la naringina no mostré uraackendencia de acumulacion, y sus
concentraciones fueron mucho menores, en el raagb(l a 0.2 mg/100g; valores similares a los
obtenidos para fisetina d€. tortuosa y la 5,7-dihidroxi-3,6,8,24',5'-hexametoxiflavona dé&.
glutinosum, con sus maximos de concentracién bajo la comtitidninica alta. En las muestras
obtenidas en campo de las tespecies, se observé una alta variabilidad enrfleerdracion de los

metabolitos, aun entre individuos de la misma ideal.



Por otro lado, plantas d8. glutinosum y L. graveolens con suministro permanente de agua y
nutrientes mediante un sistema de fertirrigaciénstraron un desarrollo vegetativo superior, sin
embargo, la acumulacion de los flavonoides fue ifiigivamente menor. Se concluye que los
tratamientos luminicos e hidricos, ademas de daowmres como el fotoperiodo, influyen en la
fijacion de carbono determinada en las tasas futetgias y concentraciones internas de didxido de
carbono. La condicién de mayor luminosidad se @sogch una mayor acumulacion de flavonoides
en estas especies y la variabilidad en el contedal@stos metabolitos en individuos silvestres
muestra la influencia de los factores ambientalescc determinantes en su produccion y
acumulacion, y justifica el hecho de tener las falsbajo condiciones controladas en sistemas de
invernadero para posibilitar una acumulaciéon ma®une del metabolito con propiedad medicinal,
al tiempo que se maneje su productividad. Finalmyes# resalta la independencia entre el desarrollo

vegetativo de las especies y la produccion de flaves.



INTRODUCCION

Existe un gran nimero de especies vegetales quesidanusadas durante siglos con fines
medicinales y que hoy por hoy, son de gran impoidaen la medicina popular. México tiene una
gran diversidad floristica, con cerca de 25000 @speaegistradas, y es a nivel mundial uno de los
paises con mayor riqueza bioldgica (Direccion Galnde Estadistica e Informacion Ambiental,
2002). La region del Valle de Tehuacan-Cuicatlanassiderada por la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza UICN como un cengramdgadiversidad y endemismo a nivel
mundial (Davilaet al., 1993), asi como una de las zonas de mayor dieersultural de México.
Estudios etnobotanicos indican que los habitantes edta region utilizan 1284 especies
pertenecientes a 142 familias de plantas vasculdeedas cuales cerca del 30% son endémicas
(Davila, 1993; Blanckaert, 2001). Toda esa riquiemddgica y cultural conforma un material de
gran potencial en el manejo de problemas de salblica poco explorado cientificamente; de modo
que su estudio, ademas de contribuir al conocimiditbfarmacoldgico, brinda un respaldo
cientifico para el uso tradicional de las plantas eiras a la aplicacién de estrategias de uso

sustentable en los sistemas de manejo de recluatosiles.

Actualmente entre 65-80% de la poblacion de losgsaén vias de desarrollo depende de las plantas
como herramienta de primera mano para resolvelgr@s de salud, debido a la carencia o pérdida
del acceso a la medicina moderna (Calixto, 2005n Aespués del advenimiento de la medicina
alopatica, las plantas medicinales siguen tenigmedominio en las areas rurales para satisfacer las
necesidades basicas de salud (Nice, 1990). El doreerla demanda de este tipo de plantas a nivel
mundial, asociado a los altos costos de los farmaouéticos y a la incidencia de enfermedades
infecciosas, ha llevado a la planeacion de una shyiestrategias para su cultivo (Feneehl.,
2004) considerando esta practica como Unica salubgdconservacioex situ (Van Staden, 1999).
Sin embargo, se ha discutido que las plantas panlaagbajo condiciones agricolas no tienen las
mismas caracteristicas medicinales o biolégicas lgeeque se desarrollan de forma silvestre
(Cunningham, 1993), ya que este potencial medieindas plantas esta dado por su metabolismo
secundario, el cual que puede variar, por cambip®leclima, las estaciones, las condiciones
ecoldgicas y de crecimiento, entre otros factoBeshan llevado a cabo muy pocos estudios para

evaluar la actividad bioldgica de plantas medi@san condiciones de cultivo.

Es por tal motivo que el estudio de la propagad@este tipo de plantas en conjunto con el analisis

de la productividad y acumulacidon de metabolitosusdarios, responsables de la actividad
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medicinal, es de gran importancia. Esto es masaete en una region como San Rafael, Coxcatlan
cuya comunidad presenta un amplio conocimientobetidmico lo que enmarca este proyecto como
un aporte para la aplicacion a mediano y cortogotizlas practicas de propagacion, conservacion y
manejo de las especies medicinales, sin que sagapser productividad pero tampoco la propiedad

medicinal por la que son usadas estas especies.



MARCO TEORICO

México y la medicina tradicional

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHQOg,distemas de medicina tradicional juegan un
papel importante en el cuidado de la salud. De d1eeh80% de la poblacion mundial trata sus
enfermedades con base en sistemas tradicionalegdieina, especialmente en paises en vias de
desarrollo (Calixto, 2005). La medicina herbolaiaMéxico se remonta a épocas prehispanicas y
con la llegada de los europeos se amplié con lagasuespecies introducidas. Actualmente, cerca
del 25% de la poblacion en el pais usa las plartaso fuente de tratamiento y prevencion de
enfermedades (Hernandezl. 2003).

Las especies vegetales usadas medicinalmente eindvabarcan el 10% de la riqueza floristica del
pais. Estudios realizados por Betancourt y Guié(t®99) reportan que de manera cotidiana se
comercializan cerca de 250 especies, entre frgsdashidratadas, provenientes principalmente de
las zonas centro y sur del pais. Esta practicee tiesracteristicas culturales, ambientales y
socioecondmicas como los patrones de consumo dedacgon la farmacoterapia dominante, el
consumo no industrial del recurso (principalmeme@emunidades rurales e indigenas), el aumento
importante de recolecta en época de estiaje y ehdhele que mas del 90% de las plantas
medicinales que se consumen provienen de poblacsivestres sin ningln manejo sustentable del
recurso, de modo que la recoleccion excesiva dmatgespecies que tienen alta demanda comercial
ha originado una fuerte disminucion de sus pobtesphasta el punto de llegar a ser consideradas
como amenazadas y en peligro de extincion. Pomatrte, se presenta adulteracion o sustitucion de
plantas completas, de sus partes y/o del proditofarinacéutico y, ademas, no existe un programa
nacional de plantas medicinales que integre de raafectiva aspectos como ecologia, fitoquimica,

etnobotanica, farmacologia, toxicologia y cultieeastas especies (Martinez y Betancourt, 2006).

Metabolitos secundarios y condiciones medioambier&s

Los metabolitos secundarios juegan una serie delgmruciales en las plantas pues son los
responsables del color, d@ariencia, earoma y el sabor, entre otras caracteristicasoitenido de
estos metabolitos se debe, principalmente, quesiascies vegetales sean consumidas por animales,
incluidos los humanos. Para la planta misma, estetabolitos cumplen funciones ecoldgicas
determinadas (por ejemplo, atraer o repeler cordunes), y para el humano brindan beneficios
alimenticios y medicinales, entre muchos otros dqusduyen usos industriales, artesanales y

culturales.



La produccion de metabolitos secundarios estd gads88 factores: la quimica de la especie, la
ontogenia y los factores ambientales, entre losesuse encuentran el suelo, la flora asociada, el
clima y los métodos de cultivo (NUfiez 2004). Sefamas-Barberan y Robins (1997) y Lambetrs

al. (1998), la produccion, @lmacenamiento y la degradacién de los metaba#oandarios se ven
afectadospor numerosos aspectos que abarcan desde lasecmtands del suelo (nutrientes,
contenido de calcio, sulfuros, etc.) hasta las wimues ambientales como estrés hidrico, luminico y

salino.

En el caso de algunos flavonoides, importantesaeefensa de la planta contra patdgenos,
herbivoros y estrés ambiental, se ha visto que redupcion aumenta con la temperatura
(Raghuwanshét al., 1994). En algunos casos, la acumulacion vargcderdo con la madurez de la
planta, como el caso deotus tenuis, que muestra la existencia de un ritmo de producdie
kaempferol-3-O-glucodsido (K-G), cuya ruta biosiid&tse inicia con el periodo reproductivo de la
planta (Strittmatteet al., 1991). La biosintesis de estos compuestos (k@eahy quercetina) se ha
descrito en semillas y en la parte aérea de laglgracias a la induccion de UV-B (Hegsal.,
2002; Markham y Ryan 1996).

Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less

» Taxonomia y distribucion
Esta especie pertenece a la Familia Asteraceaeegudgxico, cuenta con cerca de 361 géneros y
3021 especies (Villasefior, 2003) con multiples usedicinales en la poblacion indigena y mestiza
(Heinrichet al., 1998). La familia se caracteriza por presené&alps unidos en al menos un cuarto
de su longitud, hojas alternas o basales, floresadezuelas involucradas, calix sin modificar y
siempre presente. Los frutos no son aquenos. bassflson unisexuales, y si son perfectas, las

anteras son de 5 estambres unidos.

El nombreSdlloa Spreng. (Nov. Prov. Hal. 36. 1819) fue el primemibre del género publicado y
es homénimo dé&elloa H. B. K., el nombre conservado por acuerdo intgomeal. Nash y Williams
(1976) mencionan como sinénimosaloa glutinosa Spreng. Gymnosperma corymbosum DC.; G.
multifforum DC.; G. scoparium DC.; Selloa multiflora O. Ktze. y Xanthocephalum glutinosum
ShinnersShinners.

Gymnosperma es un género monotipico que crece en regionestabig semidesérticas; se

distribuye desde el sur de los Estados Unidosrgmata como endémica de México con base en la
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propuesta de Megaméxico de Rzendowski (1986). Obapéats muy diversos: extremadamente
secos, pendientes rocosas 0 montafas relativatm@émedas. Se halla hasta los 2500 m s.n.m., con
época de florecimiento entre agosto y noviembrBlggva Galicia. Aunque la actual distribucion se
reporta en México, el origen de esta especie ptebante se dio en Brasil (Mc Vaugh, 1909 ed.
1984).

La especie es conocida en San Rafael como “PofRtsas 2003). Otros nombres en la Republica
Mexicana son: “escobilla”, “jarilla” y “pegarros&h el estado de México; en Guerrero se denomina
“xoniquiletl”, “zacayauchi”, en Puebla “xinecuit& “zazal”’, en Coahuila “barda”, “escobilla” en
Oaxaca (Olivas Sanchez, 1999) y en Tepeji del(Ridalgo) se conoce como “tatalencho”. En
lengua Nahuatl eJezozotla (Canaleset al., 2006). Es muy comdn en las tierras de cultivo de
regiones de selva baja, de matorrales xerdfiloshvadaja caducifolia, ocasionalmente en la region
de pino-encino a alturas entre 1200-2850 m s.nm5d&h Rafael se encuentra de forma silvestre en

la Sierra (Rosas, 2003) y se cultiva en Zapotd@éthas Salinas (Hernandetzal., 2005).

Forma poblaciones grandes, sobre todo en parcedasullivo abandonadas o en descanso.
Villasefior y Espinosa (1998) la han reportado emasgalientes, Chiapas, Chihuahua, Coahuila,
Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Hidalgoalstde México, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca,

Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tapasulllaxcala, Veracruz y Zacatecas.

» Descripcion botanica

Planta perenne, herbacea o sufritice (herbacedacbase lefiosa), erecta, glabra o casi glabra,
pegajosa, de hasta 1 (raramente 2) metros dewfts hojas usualmente mueren en épocas secas.
Los tallos son mas o menos ramificados y estriaBosee hojas alternas, lineares-elipticas a
angostamente lanceoladas, de 1 a 8.5 cm de laagoad® mm de ancho, agudas o acuminadas en el
apice, con margen entero, trinervadas, densamentegdas en ambas caras, sésiles a casi sésiles y
generalmente con brotes estériles en las axilflerdacencia compuesta de cabezuelas numerosas,
sésiles 0 sobre peddnculos hasta de 3 mm de leagezas angostas y pequefas de 3 a 4 mm de
longitud, ovoides a fusiformes o angostamente camipdas, y dispuestas en densos conjuntos
corimbiformes terminales con cabezuelas redondasm@mbos de mas de 30 cm de largo con flores
radiales de 4 a 6 con corola amarilla, angostantebtdar de 2.5 mm de longitud, incluyendo una
ligula obtusa. Flores de disco de 4 a 6, tubulareselformes de 3 mm de longitud; anteras de 0.8-
1 mm de largo obtusas en la base. Aquenos de3 rarfi.de largo columnar-clavados a fusiformes

de color café palido con la superficie mas oscwa pgelos. La cabezuela no presenta paleas;
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involucro de 9 a 15 bracteas dispuestas en 4 aiésseilindrico-turbinado, sus bracteas son
elipticas a ovadas, verdes en el 4pice, las mgadate 4 a 5 mm de longitud, coriaceas y con los
margenes secos Y traslicidos, graduadas, las@etermas cortas. Son flores bisexuales (a menudo
no todas fértiles) con los estambres alternos osridbulos de la corola y ovario infero. El fruto
presenta un aguenio oblongo, algo comprimido, de115 mm de largo, con 4 a 5 costillas y con
pelillos. En el apice del fruto se puede, o nos@néar una estructura llamada vilano que consiste e

una corona inconspicua de diminutas escamas yreesaa sola semilla (Nash y Williams, 1976;

Figura 1.Gymnosperma glutinosum con flor en la regidon de Tehuacan, Puebla

e Usos

En los Estados de México, Durango y Guanajuatddatp es usada para tratar el reumatismo y el
dolor de pies (Arguetat al. 1994). Se ha reportado también el uso contra daredi y como
analgésico (Semarnat, 2001). En Puebla es usadeaceindolor de cabeza y los piquetes de
hormiga. Otros usos incluyen: tratamiento de fietnearilla, soldadura de huesos y limpias de
animales, este ultimo en el Estado de Guerreragd®er2004). Para la tos en Coahuila, en Puebla
las hojas fritas en aceite se usan localmente admérenfriamientos, mientras que en Tlaxcala las
hojas en emplasto se colocan sobre la cintura culasdnujeres no pueden dar a luz y en Oaxaca se
hace una coccion de hojas y ramas para ponerlariente en zonas de fracturas (Olivas Sanchez,
1999).

A comienzos del siglo XX, el Instituto Médico Nacal sefialaba esta especie como antipaltdica,
antiséptica, diurética y digitalica. Posteriormense le atribuyeron usos antidiarreicos,
antirreumaticos, cicatrizantes, regenerativos yacwasodilatador coronario. Para tratar la diareea s
usa la infusion de la parte aérea al 10%, sin excdd 100 mg/g por dia y, como analgeésico, se
aplica directamente sin exceder de 500 mg/2.5 gd&e 2004). Un estudio etnobotanico previo

mostré queGymnosperma glutinosum es reconocida como una de las 46 especies mastanias
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en la medicina tradicional de San Rafael, Coxcafl@analet al., 2005) donde se utiliza con fines

medicinales para tratar la diarrea, mediante iret&o con la parte aérea de la planta.

* Quimica de la especie
Martinez (1967) reportd presencia de aceites emlesciresina acida y neutra, acido organico no
determinado, &cido analogo al malico, materia eoltw, albumina, azucar, goma, principios
pécticos y sales minerales en tallos y flores. d?mstmente se aislaron dos flavonoides
pentametoxilados (Dominguez y Torre 1974). Miyaketda. (1974) aislaron un triol diterpeno: el
gymnospermin. Yuet al. (1988) realizaron un extenso trabajo en el quedescribieron 21
flavonoides de tallos y hojas; 14 ya conocidos; 2 ffihidroxi-3,6,8,4’,5'-pentametoxiflavona,
5,7,2’,4'-tetrahidroxi-3,6,8,5-tetrametoxiflavona, 5,3’-dihidroxi-3,6,7,8,4’5’-hexametoxiflavona,
5,7,3-trihidroxi-3,6,8,4’,5-pentametoxiflavona, ,/3’,5-tetrahidroxi-3,6,8,4’-tetrametoxiflavona,
5,7,3'4',5'-pentahidroxi-3,6,8-trimetoxi-flavona, , B3'5'-tetrahidroxi-3,6,4’-trimetoxiflavona,
5,7,4'-trihidroxi-3,6,8,3'-tetrametoxiflavona, 537,4'-tetra-hidroxi-3,6,8-trimetoxiflavona,
3,5,7,3,4’-pentahidroxi-6,8-dimetoxiflavona,  5,7#éhidroxi-3,6,8-trimetoxiflavona, 5,7,3'4’-
tetrahidroxiflavona, 8-C-glucosil-5,7,4'-trihidrdlavona y 5,7,3',4’-tetrahidroxiflavona 7-0-
glucésido. Los siete reportados como nuevos sahdifjdroxi-3,6,8,2',4’,5'-hexametoxiflavona,
5,4’,5'-trihidroxi-3,6,7,8,2’-pentametoxiflavona, ,AB4’-trihidroxi-3,6,8,2’,5-pentametoxiflavona,
5,7,4'5'-tetrahidroxi-3,6,8,2'-tetrametoxiflavona, 5,7,4’,5'-tetrahidroxi-3,6,2’-trimetoxiflavona,
5,7,4',5'- tetrahidroxi-3,2’-metoxiflavona y 3,5:4ihidroxi-6,7,8,3'-tetrametoxiflavona. Este grupo
de investigadores concluyd que debido a la comgwsiuimica, especificamente de flavonoides,
G. glutinosum es una especie estrechamente relacionada corspasies arbustivas del género
Gutierrezia, con una similitud quimica aun mayor que la quistexentre las especies arbustivas y
lefiosas dentro de este mismo género.

Por su parte, Arroyo (1992) aislé un diterpeno esgueleto labdano. Maldonadbal. (1994) y
Martinez, en el mismo afio, reportaron dos nueviespainos en las partes aéreas de la planta: (+)-
ent-labd-7-en-13S,14R,|5-triol y acido (-)-I7-hiciieneo-clerod-3-en-15-oico. Horiet al. (1998)
aislaron cinco flavonoides ya reportados poreral. (1988). Calderémt al. (2001) identificaron

por medio de RMN-C el cristal y la estructura malac del acido (-)-17-hidroxi-neo-clerod-3-en-
15-oico.

12



» 5,7-dihidroxi-3,6,8,24',5-hexametoxiflavona
Este compuesto fue aislado por primera vez enesgtacie por Yt al. (1988) a partir de la parte
aérea de la planta. Su peso molecular es de 59l g/el coeficiente de extincion usado para la
cuantificacion, obtenido como un promedio de losficeentes de extincion hallados para otras
metoxiflavonas (Amaradt al., 2001), fue de 1348.96 milimolar.

Figura 2. Estructura de la 5,7-dihidroxi-3,6,8125'-hexametoxiflavona

Ha sido aislado como compuesto bioactivo y mostti¥idad antimicrobiana conti@&aphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Sarcina lutea, Vibrio cholerae, Shigella boydii, Salmonella
typha y Enterobacter aerogenes (Canaleset al., 2007). También se ha establecido su efecto
inhibidor sobre el hong&hizoctonia solana en extracto metandlico de raiz; mientras que se ha
observado que los extractos etandlicos y hexamitolken el crecimiento tanto d@ solana como

de Fusarium sporotrichum y Candida albicans (Andrade Rodriguez, 2005). Es considerado como
un metabolito inducible debido a que este compuestesiempre es detectado y muestra alta
variabilidad en su concentracion de acuerdo c@pteca de colecta (temporada seca y lluviosa), de
modo que los autores lo consideran como un posiblieador de estrés (Informe anual Ubipro,
2006).

e Cultivo
Las condiciones para la germinacién incluyen meffiogerminaciéon (agar 1%) y temperatura de
25°C (RBG, 2006). Para su desarrollo necesitadlar sle forma directa la mayor cantidad de horas
posible. Puede soportar sin problemas las tempagatle algunos grados bajo cero. En condiciones
ideales es adecuado evitar las lluvias. Por otto, laxisten reportes de que en época de escasez las
hojas de esta especie son consumidas por cabrasnfBiargo, no se relaciona este fenomeno de

herbivoria con la produccién de metabolitos sectiosi@dRamirezt al., 2006).

Lippia graveolens Kunth
» Taxonomia y distribucion
Especie de la familia Verbenaceae que se caraxtpomue sus miembros son arbustos o hierbas

anuales o perennes, de hojas opuestas o0 altemasasea dentadas o disectadas, ex-estipuladas.
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Presentan flores perfectas, usualmente irregulBrésteas en espigas, racimosas, calix usualmente
con 4-5 sépalos unitarios, l6bulos a veces desiguabrola irregular mayoritariamente bilabiada y
tubular, 4 estambres didinamos, epipétalos y altecon los I6bulos de la corola. Ovario superior
con 2-4 celdas, un estilo apical y 2 estigmas.d=separado en su maduracion en 2 6 4 nueces 0 a

veces dropaceo (Martin y Hutchins, 1980).

La especid.ippia graveolens H. B. K. tiene los sindGnimogsoniostachyum graveolens (H. B. K.)
Smally Lippia berlandieri Schauer. Se la conoce cominmente como “oréganccameXi Es una
planta nativa del Sur de Norteamérica, México, Nigaa, Guatemala y Honduras. En México, se
encuentra de forma silvestre, en regiones aridasnjaridas de al menos 24 estados. Sus principales
hébitats estan en suelos generalmente pedregosmsrds, laderas y cafiadas entre los 400 y 2000
metros de altitud, aunque se le halla en mayorddngia entre los 1400 y 1800 metros de altitud.
Se distribuye desde Texas hasta Centroamérica.uemd\México se describe la especie en colinas
de roca seca, en una altura de 915.5 a 1676 m.srcan floracion de marzo a octubre (Martin y
Hutchins, 1980). En San Rafael, Coxcatlan, se emtca en huertos y barrancas de selva baja

caducifolia, pero también esta en Tetecheradedbuxbamia tetetzo (Rosas, 2003).
» Descripcion botanica

Arbustos aromaticos que alcanzan hasta 4 m deaaltdesarrollan en promedio 1.20 m de follaje.
Presenta tallo delgado, pubescente y densameimne-mmtado La planta tiene tallos ramificados,
cortamente pilosos y con gran cantidad de hojas,cguastituyen la parte aprovechable. Las hojas,
oblongas a elipticas de hasta 65 mm. de largoadesx) pubescentes y resino-glandulares. Peciolos
de 2-20 mm. de longitud, angostamente lanceolaamgados, pubescentes y resino-glandulares.
Tienen una textura rugosa y con ligeras vellosidatlas flores son pequefas, corola amarilla o
blanca con centro amarillo; tubo de 3 a 6 mm. dgolay pubescente en el exterior, y forman
inflorescencias en racimos. Los frutos son pequefpsulas que contienen las semillas de color
café, no mayores de 0.25 mm (Huerta, 1997; Martitutchins 1980).
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Figura 3.Lippia graveolens con flor, en San Rafael, Coxcatlan, Puebla

* Usos
Alimenticio: Es usado en México y Norteamérica éimantos, bebidas alcohdlicas, carnes y
productos céarnicos, condimentos, salsas, prodléttsos, verduras procesadas y pasabocas (Leung
y Foster, 1996). También se afade industrialmentalsas, aderezos y enlatados. La mayor
produccién de esta especie con fines comercialesoseentra en los estados de Durango,
Guanajuato, Jalisco, Querétaro, San Luis Potosacatécas. El orégano mexicano es un producto
muy importante en la economia del pais, ya qué psmeer exportador a nivel mundial con el 35-
40% del mercado internacional. La produccion aemaMéxico es cercana a las 40000 toneladas,
aunque con el nombre de orégano, en el pais sganacexca de 40 especies. Su alta demanda se
debe al gran contenido de aceites esenciales gaerga la hoja.

Medicinal: Las hojas se usan con fines analgésie@mgi-inflamatorios, anti-piréticos, anti-
espasmaodicos y abortivos (Pascetadl., 2001). También se ha descrito como expectorgntgue

el uso de los tallos y hojas en decoccién produrcefacto broncodilatador (Germosen-Robineau,
2003). En San Rafael y ZapotittAn de Salinas laepaérea se usa para tratar enfermedades
gastrointestinales, en especial la diarrea y ldsree de estobmago, asi mismo para colicos y como
abortivo (Hernandeet al., 2005). Se usan las ramas con hojas y floresgdsia coccién la manera
mas comun de prepararlas. La coccion tibia en &ygeaisa como té para la tos. Se toma una vez
para tratar la fiebre, mientras que como abortevaitliza como agua de tiempo. El cocimiento de
las hojas se usa como emenagogo para que bajentdroaeion; si se agregan mas hojas, agua y un
poco de alcohol se puede usar para bafios de asisolo hay comezdn en la vagina. La hoja
soasada es usada para heridas, pasmo o granogokdg estas hojas, en gotas o en aceite, sirve
para el dolor de oidos.

* Quimica de la especie
Para las hojas, raices y parte aérea se han desceites esenciales, cerca de 10 iridoides,

flavonoides y la naftoquinona lapachenol.

15



Por ser una especie aromatica es rica en aceiwiales. Verninet al. (2001) mediante
hidrodestilacion, espectrometria de masas y crarafia de gases obtuvieron 45 compuestos,
correspondientes al 93% del aceite, de los cuaksnayoritarios fueron el carvacrol (71%) vy el
timol (5%). Entre los monoterpenos del aceite sedescrito borneol, camfeno, carvacrol, cingel,

cimeno, mircenog y - pineno, terpinenok-terpinenog-terpineol,a-tuyeno y timol.

La especie se caracteriza por presentar flavonokesin estudio reciente y minucioso de estos
metabolitos se describieron 23, de ellos 20 pongra vez (Linet al., 2007). Estos 23 compuestos
fueron reunidos en 3 grupos:

1. Grupo de flavonas y flavonolegalangina, metilgalangina, apigenina, apigenir@glucoésido,
scutelarina, scutelarina@-hexosido, 6-metilscutelarina, 6,7-dimetilscutelariluteolina, luteolina
7-O-glucosido, quercetina, 6-hidroxiluteolina, 6-hiditateolina 70-hexdsido y 6-hidroxiluteolina
7-O-ramnosido.

2. Grupo de flavanonagiinocembrina, naringenina, sakuranetina, eriodjctiodictiol 7-O-
glucdsido, taxifolina, pentahidroxiflavanona-A, pamdroxiflavanona-A 7-O- hexosido,
pentahidroxiflavanona-B, pentahidroxiflavanona#BO- hexosido-1 y pentahidroxiflavanona-B
hexosido-2.

3. Grupo de hidrochalconas: floretina, floridzirkretina-6-O-glucésido), 3-hidroxifloretina y 3-

hidroxifloretina 6©-hexdsido.

Otros flavonoides aislados incluyen pilosina, onatitina, kaempferol, isokaempferido, un derivado
de catequiza y un hexdésido de quercetina no idesudié (Soto, 2007) con actividad antioxidante
evaluada a partir del extracto de acetato de gtide metanol por el método de radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH).

Entre los iridoides reportados para esta espe@a@sentran loganina, secologanina,
secoxiloganina, dimetilsecologandsido, acido loganiacido 8-epi-loganico y carioptésido. Sin
embargo, los constituyentes principales son el ca@drioptosidico y lippiésido | y I, que
corresponden al acido esterificado en la posicidle & glucosa con p-coumaroil o residuos cafeil,
respectivamente (Rastre#tial., 1998).

Se ha descrito que la composicion de estos a@stgwiales en esta especie depende de la madurez
de la planta y de su condicion cultivada o sihesEn el caso de 1-8 cineol y del carvacrol, la
concentracion es menor en las plantas silvestres aqu las cultivadas, a diferencia de la

concentracion de timol (Silva y Dunford 2005). Bhacrol se ha descrito como antihelmintico y
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fungicida (Harborne y Baxter, 1983), antibacteria(i®astide et al., 1987; Russell, 1986),
antidiurético y antiplaquetario (Lawrence, 1993)otéxico (Jiménezt al., 1993), carminativo y

expectorante (Leung y Foster, 1995).

* Naringenina
Esta flavanona (4',5,7-trihidroxiflavanona), es wmglicona que se encuentra como compuesto
principal de los citricos y en la uva, al igual q@e glucésido, la naringina (4',5,7-
trinidroxiflavanona-7-ramnoglucésido). Tiene un @esolecular de 272.257 g/mol y registro CAS

480-41-1 y un coeficiente de extincion de 10000malar.
OH

Figura 4. Estructura de la naringenina

Se le han descrito multiples actividades biologmpas se han estudiado mayoritariamente a mivel
vitro. La mas estudiada ha sido su actividad antioxidamtespecies comnlog/copersicon esculentum

cv. Naomi F1 (Raffoet al., 2006) y en la mismaippia graveolens (Gonzalezet al., 2007). El
mecanismo antioxidante de los flavonoides se delggieainhiben enzimas involucradas en la
generacion de radicales libres, como xantina ogideisloxigenasa, lipoxigenasa, monoxigenasa y
NADH oxidasa. Por otro lado, actian como queladtesetales (como hierro y cobre), elementos
importantes en el metabolismo del oxigeno y quebisn son esenciales en varias funciones
fisiologicas como hemoproteinas y cofactores deerdas enzimas (incluyendo algunas con
actividad antioxidante), pueden ser también gemeesdde radicales libres. Los flavonoides unen
estos radicales especialmente en el anillo B (nuttdcol), los grupos 3-hidroxil y 4-oxo en el
anillo heterociclico y en los grupos 5 hidroxil yogo entre el anillo heterociclico y el anillo A.
Debido a que presentan un potencial redox baj3(8.E7 < 0.75 V), son termodindmicamente
capaces de reducir algunos radicales libres, camsupmerédxido, peroxilo, alkoxilo y radicales
hidroxilo (Pietta, 2000).

La naringenina también ha sido descrita como idbibdel virus de la hepatitis C (Nahmeisal .,
2008), agente inhibidor de ulceras, inhibidor dprlaiferacion en células cancerigenas de cerebro y
de estdmago, por los mismos efectos moduladordssdenecanismos redox (Ekambaretnal.,

2008), citotoxico sobre el factor de necrosis tuaherevaluado en fibroblastos murinos de la linea
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L-929 (Habtemariam, 1997) y en otras lineas cedglafavoreciendo la apoptosis (Kanetoal.,
2006); anticancerigeno mediante mecanismos de agpar del DNA en células tumorales de
prostata (Gaet al., 2006). En otras lineas celulares cancerigenas tas cerebrales MCF-7, se ha
establecido que la disminucion de la proliferacgstd dada por la disminucién en la toma de
glucosa, y el fendbmeno de induccién a la apoptsiba asociado con la estructura del carbono 7
(Leeet al., 2008).

La naringenina ha mostrado propiedades antiinflanas (Hiraiet al., 2007), cuyo mecanismo se
basa exclusivamente en la inhibicién del factoderraB, un importante factor de transcripcion de
la sintasa de Oxido nitrico inducible (iNOS), protiwa de 6xido nitrico de la respuesta inflamatoria
(Hamalainenet al., 2007). También se ha visto efecto relajanteriatten arterias coronarias
porcinas mediante estudios de relacion estructureidn (SAR) (Xuet al., 2007), como agente que
disminuye los niveles de colesterol debido a labicion de la sintesis de ésteres de colesteril
(Borradaileet al., 1999; Jeomrt al., 2007) y como anti-estrogénico (Rethal., 1995).

Aunque la afinidad de los flavonoides por los réoegs de estrogeno (ER/ ERB) es de 1000 a
10000 veces mas baja que para sus ligandos nattabeestradiol o E2). En la década de los 40°s
del siglo pasado se empez6 a sospechar algin edatitestrogénico al observar, en Australia
occidental, que las ovejas que consumian clavelagn infértiles. La palmitoilacion del receptor
de estrégeno es un factor determinante en la iaxadin del receptor en la membrana plasmatica y
en su habilidad para activar la cascada de sedidlizaen vias de proliferacion. La naringenina
induce la palmitoilacion del receptor, mas rapide qu sustrato, de modo que el receptor se disocia
de la caveolina 1 en la membrana; ademas, la reaniing impide que se una a los adaptadores e
induce, de manera independiente a la palmitoilad@activacion de la cinasa P38, responsable de
los efectos antiproliferativos de la naringenina @¥ulas cancerigenas. De modo que este
flavonoide, al unirse al receptor del estrogenodu selectivamente las modificaciones post-
traduccionales lipidicas, lo que representa un msge que dirige las células cancerigenas hacia la
proliferacién o hacia la apoptosis (Galluzetoal., 2008). Por otro lado, la naringenina aumenta
significativamente la concentracion citosolica deteptora de estrégeno en Utero e induce la
activacion de éste en el nucleo de células hegaticalosis de 4-100 mg/Kg en ratas (Miéeal.,
2004).
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En relacion con la citotoxicidad adjudicada a laimgenina se han propuesto varios mecanismos
basados en la estructura quimica, siendo detertemaa presencia del 4-carbonilo, asociado a la
inhibicion de la sintesis de acidos grasos, y ésgmcia de la doble ligadura entre el carbonol2 y e
carbono 3, que le confiere a la molécula una dastra@lanar de anillo A y C. Esta ligadura se ha
asociado con la inhibicion de la actividad de leagroteina P, un transportador de membrana
responsable de la exportacion de agentes quimpgtetiaos, con dafios mitocondriales y muerte
celular (Plochmaset al., 2007).

Por otro lado, los procesos oxidativos han mosttader una asociacion con enfermedades cronicas
degenerativas. La naringenina se ha asociado doadtvacion parcial de la reacciéon de Fenton, y
la subsecuente quelacion de hierro (Cheng y Br2eA0); una restauracion de la proteccion
dependiente de glutation contra peroxidacion lggaéin microsomas de higado con deficiencia-de
tocoferol; ademéas de inhibir la produccion de maldehido inducido por acido ascorbico en
mitocondrias de cerebro de rata o por auto-oxiagaeid® homogenizados del mismo tejido. Otros
efectos neuroprotectores de la naringenina incluyeninhibicion de ciertos compuestos
neurotoxicos, como la proteifaamiloide, que media la produccién de radicala®gslen el sistema
nervioso, fendbmeno asociado a la enfermedad deei@r (Heoet al., 2004). Otras acciones de
esta flavanona incluyen una modulacion del citoadPr450 dependiente de monooxigenasa, la
primera enzima involucrada en el metabolismo desatenobidticos como farmacos, carcin6genos
y toxicos ambientales (Uergyal., 1999). Se ha descrito como agente atenuante rifriotoxicidad

en ratas (Badarst al., 2005), protector celular contra apoptosis gefeegor rayos UV, por lo que
se sugiere que previene el envejecimiento de laydee carcinogénesis (EI- Mahdy al., 2008) y
aun, se ha visto asociada con procesos de memoadargndizaje en ratas inyectadas con
streptozotocina, sustancia que causa trastornorosoivos Baluchnejadmojarad y Roghani,
2006).

Este compuesto tiene actividades particulares laarglantas. Algunos flavonoides generan una
activacion en los gene®d, que inducen las funciones en las moléculas smiébs procesos de

interaccion de las leguminosas con bacterias nothgdaSin embargo, la naringenina, entre otras
flavanonas, exhibe un efecto inhibitorio sobre £gfenes, al menos en modelos de alfalfa (Peters y
Long, 1988). Por otro lado, este compuesto se éatiftcado después de un ataque fangico con

Cephal osporium gregatum tipo B enVigna angularis (Abeet al., 1987).
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* Cultivo
Es una especie que necesita luz solar directag rikgyio pero evitando el sobre-riego. No es
exigente en cuanto a humedad del suelo, pues tssex0s se desarrolla bien. La descripcion del
suelo incluye caracteristicas rocosas de piedraacaipo arenoso-arcilloso (Damude y Bender
1999).

Castela tortuosa Liebm.

» Taxonomia y distribucion
Especie de la familia Simaroubaceae, a la cuakpecen arboles y arbustos con flores regulares
cuyos estambres y pétalos son desiguales en nugiaro;lo son, entonces son alternos. Sépalos y
pétalos de 4 a 5, insertos o sobre un disco hipdgios estambres no son tetradinamos; los pétalos
se encuentran formando escalas en la base. Hojasdocidas a escalas, ni palatilobuladas, sin
estipulas largas coalescentes ni peciolos encerrdadyema axilar. Hojas glandulares y
exestipuladas. Presentan mas de un ovario sufelararpelado; cuando sélo hay uno, éste tiene 1
0 mas celdas. Hojas compuestas y fruto en sanangpa (Martin y Hutchins, 1980).

Es conocida comunmente como “chaparro amargo” oagatro amargoso”, “bisbirinda”

(Tamaulipas), “palo amargoso” (Oaxaca), “corona G@sto” (Nuevo Ledn), “palo copache”

(Durango), “hierba de perro” (San Luis Potosi) grienillo” o “xixontle” en la region de estudio,

Tehuacan, Puebla (Oliveros, 2000). Presenta grareraide sinonimias por lo que la informacién
no se encuentra del todo reunida y sistematizagta ura mismo nombre cientifico. Entre los
sinbnimos estak. erecta Turf. Substexana (T. et G.) Crong.C. tortuosa Liebm. yC. nicholsonii

beta texana T. et G.

Esta especie se distribuye desde Texas, Estadatd)rniasta el estado mexicano de Oaxaca,
aunque se ha reportado al norte de Colombia y zadgacentes en Venezuela. En México se
distribuye en los estados de Durango, Chihuahuayduedn, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, y

Tamaulipas (Aguilaet al., 1994).

» Descripcion botanica
Arbol o arbusto espinoso de 1 a 2 m de alto, corasaespinosas de corteza generalmente amarga,

con cavidades almacenadoras de aceite. Puederoseicos, dioicos o poligamos. Las ramas son
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jovenes densamente pubescentes. Hojas alternasigee de 0.8 a 1.5 cm de largo, rara vez

opuestas, pinnadas compuestas a unifoliadas, nfegmgeentemente simples, nunca glandulares;
estipulas generalmente ausentes; si estan, sapeéniolares. Inflorescencias axilares o terminales,
en racimos 0 mezcla de paniculas o cimas de d&dgioes bisexuales o unisexuales, generalmente
numerosas, pequefias actinomoérficas, hipoginas|oséa-)5(-7), connatos en la base, menos
frecuente libres, imbricados o valvados; pétalog &-7) o en ocasiones ausentes, libres,

imbricados o valvados. El estambre generalmentdoble que el nimero de sépalos 0 menos
frecuente, tanto como sépalos y alternos a ellesnéntos libres sobre el disco floral, a veces con
un apéndice ventral cerca de la base, anterasadiststrasporangiadas, dehiscencia longitudinal.
Las flores miden 2.5 mm de largo y presentan ucodiectarifero generalmente presente en forma
de copa, en ocasiones alargado en un ginoforo eadmgindforo. Ovario supero, carpelos 2-5(8),

parcial o totalmente unidos, rara vez carpelosramtente libres, placentacion axilar; en ocasiones
solamente un I6bulo es ovulifero, estigmas terramalvolutos, uno por I6bulo, rara vez pareados,
erectos y ascendientes, epitropos, algunas veoa®i@g, anatropos o hemitropos. Los frutos estan

en capsulas o samaras, rara vez drupas o bayases gsquizocaros, separandose en mericarpos

indehiscentes, secos o carnosos; semillas gener@melitarias (Medina y Chiang, 2001).

1‘»4 WL - ‘F
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* Usos
Esta especie ha sido ampliamente utilizada ena&niento de diversas enfermedades, como la
amibiasis, la diabetes, la diarrea, la disenteria yricomoniasis (Mendoza Orozco y Godinez
Alvarez, 2007). El tratamiento contra las ameba®akza mediante una infusion, en ayunas, de %
de taza de agua hervida con trozos de tallos (S&ni@95). Mientras que para gastroenteritis se
cuecen 50 gramos de hojas en 1 litro de aguadfiseyfise completan 2 litros, para consumir un vaso
de esto antes de cada comida.San Rafael, Coxcatlan, Puebla utilizan el tbardo con la parte
aérea para aliviar la diabetes (Canales, 2005psQis0s reportados incluyen tratamiento de dolores
abdominales y espasmddicos (Martinez, 1987).
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e Quimica de la especie
Se han descrito terpenos de tipo di, tri, tetraeog y los llamados nor-terpenos o quasinoides,
caracteristicos de la familia botanica a la qudepeceC. tortuosa (Diaz de Ledn, 2005). Estos
compuestos seriginan biosintéticamente de la degradacion owidaty reordenamiento de
triterpenos tetraciclicos siendo por tanto noetgéenos. La mayoria de los quasinoides, suelen ser
los de esqueleto pentaciclico que muestran un magaas amplio rango de actividades bioldgicas.
En C. tortuosa, el estudio de los quasinoides se llevo a cabota plarla década de los 60’s con el
aislamiento de la chaparrina (Geissman y Ellest882), primer compuesto caracterizado. Se han
aislado varios quasinoides de la corteza mediaueidas espectroscopicas, en particular NMR.
Entre ellos: chaparrinona, los glucésidos castétdsh (chaparrin-2-(8-D- glucopiranésido),
castelosido B (glaucarubol-28D-glucopiranésido) (Chaudhuet al. 1992) y castelalened-O-
D-glucopirandsido (Kubo y Chaudhuri, 1993); y lagaginoides castelanina, glaucarubolona (Kubo
et al., 1993) y chaparromarin (Kuleb al. 1992). Este ultimo como agente inhibidor del eréento

de insectos, puntualmente del lepiddptdstiothis virescens.

Posteriormente Dotet al. (1996) aislaron el 11-@ans-p-cumaroilamarélido en la fraccion
cloroférmica del extracto metandlico. Estos compagedan mostrado actividad antiparasitaria y
citotoxica en protozoarios comlasmodium con Ckp de 0.92 pg/ml para el Ultimo quasinoide
descrito. Por otro lado, se reportan compuestosocemoles y flavonoides y algunos alcaloides
como la alantoina (Mendoza Orozco y Godinez Alva2€07). Entre los flavonoides, el grupo de
Kubo (1993) aisl6 la prosopina y el fisetinidola lactividad antiamebiana del extracto de esta
especie se ha evaluado vitro (Calzado Flore®t al., 2000), asi como su actividad antimalarica
(Hotesttmaret al., 1995)

* Fisetina
La fisetina 8,3',4',7-tetrahidroxiflavona) es un flavonol atklamayoritariamente de las fresas, con
un peso molecular de 286.24 g/mol y registro CA8-%2-3. Su coeficiente de extincion es 20892
milimolar.

Figura 6. Estructura de la fisetina
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En cultivo de células cancerigenas humanas degpagsiste compuesto detiene el ciclo celular en la
fase G1 con una marcada disminucién en la expred®nlas ciclinas D1, D2 y E y el
desencadenamiento de apoptosis mediante la indribde proteinas inhibidoras de este proceso y
activacion de caspasas 3, 8 y 9 y de activadorexomdriales secundarios (Khenal., 2008). Asi
mismo, como en la mayoria de flavonoides, se hapoobado su actividad antioxidante. En
elegans la fisetina disminuy6 la concentracion de espeoéestivas de oxigeno intracelular bajo
condiciones de estrés térmico letal, por lo que emitn la sobrevivencia de estos organismos
mediante la translocacién del factor de transadipdroxO DAF-16 del citosol al nucleo, lo que
indica una modulacion de este flavonol en las cecae sefalizaciorkKémpkoétteret al., 2007).

En liposomas la actividad antioxidante se ha eadlicmediante el anclaje de la fisetina en la
region interfacial de liposomas, entre las cabém®filicas y las colas hidrofébicas, inhibiendo |

peroxidacion lipidica con una eficiencia del 50%r{§upteet al., 2004).

En células cancerigenas hepéticas humanas, lmdidet mostrado induccién de la apoptosis de las
mismas mediante la activacion de caspasas-3 yfdees®n de la proteina p21 —acompafnada de
fragmentacion del ADN- en forma dosis dependientela maxima concentracion de 80uM (Yen-
Chouet al., 2002). En otras lineas celulares ha mostradbigibn de la proliferacion celular, como
en las provenientes de colon: Caco-2, MCF-7 y HE@9 EGp de 60 uM (Kuntzt al., 1999); en
células de la préstata (Haddetdal., 2006) con el arresto de las mismas en la fag®lGeh células
leucémicas (Leet al., 2002) y, en la linea HL60 la adicion de fisetmastro altos niveles de
expresion de NEB, MAPK p38 e inhibicion de enzimas encargadasndahtenimiento del status
redox (Ruela de Soush al., 2007). En la linea U937 (células mieloides)isatfha compite en la
toma de glucosa, por lo que se la ha propuesto aommbloqueador alternativo de este proceso
(Park, 1999). Recientemente, se ha descrito uricefeiroprotector que permite la diferenciacion
neuronal e inhibe la agregacion de la protgfremiloide, causante de la pérdida neuronal en la
enfermedad de Alzheimer. Esta actividad se adjualicaupo 3'4’hidroxilo de la fisetina, mientras
qgue el grupo 3 6 7-hidroxilo parece no interveAkdishiet al., 2008).

La actividad mas conocida de la fisetina es lacreteada con la memoria, pues se sugiere que este
flavonoide, ademas de su actividad protectora hepwdria estar creando nuevas conexiones entre
neuronas mediante un proceso que han denominadentacion a largo término” (LTP), ya que
induce la fosforilacion de la proteina CREB en igobampo de rata, de modo que los autores
proponen a la fisetina como un compuesto que faddi memoria a largo término y podria ser de

gran utilidad en el tratamiento de pacientes caddknes de memoria (Malet@l., 2006).
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* Cultivo
Se recomienda la luz solar directa. Puede sopsirigaroblemas las temperaturas minimas también
muy rigidas, de muchos grados bajo cero. En clipaasicularmente ventosos, se aconseja asegurar
los arboles jovenes a palos altos y solidos, patareque el viento pueda quitar las jovenes raices
desarrolladas; puede suceder que los ejemplaresienen pocos afios sean susceptibles al frio
fuerte y el viento. Estas plantas no siempre sodegey pierden las hojas por algunos meses al afio.
es.gardening.eu/ar c/plantas/Arboladuras/Castel a-tortuosa-Liebnm/13011

Zona de estudio

El poblado de San Rafael se sitla en la parteaentrde México, en el municipio de Coxcatlan,
Puebla, al sudeste de la reserva de la biosfefBeteacan-Cuicatlan. Su abanico aluvial forma
parte de la sierra Mazateca, situada en la posuidieste del valle de Tehuacan: N18°12"- 18°14";
W 97°07 - 97°09°. Este valle, segun lo propuestoRzedowski (1988), se ubica dentro del reino
Neotropical, region xerofitica mexicana. Es un &edativamente pequefia en el sector sureste del
Estado de Puebla y en porciones adyacentes al gac@aasi como una superficie reducida de

Veracruz.
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Figura 7. Localizacion geogréfica de San Rafegbla.

La zona se caracteriza por presentar clima seco,ghgo aislada de la gran faja continua de zonas
aridas del altiplano. Su flora, sobre todo en ksgs mas cdlidas, presenta cierta relacion cotelas
la Provincia de la depresion de Balsas, que es unanregnplia de tierras bajas que se intercala

entre el eje volcanico transversal y la Sierra Madil Sur, ocupando porciones de los Estados de
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Michoacan, Guerrero, Morelos y Puebla. Las altisudeenores oscilan entre 300-500 m s.n.m.

(Miranda 1948). Los géneros restringidos €amacania, Pringlechloay Solicia.

El clima, segun la clasificacion de Kbéeppen modifia por Garcia (1988) para las condiciones de la
Republica Mexicana (Sote al., 1999), corresponde a seco semiarido, dentrsud&rupo menos
seco de los aridos con P/fio mayor a 22.9; con temperatura media anual ma@ga°C y el mes
mas frio sobre 18°C; con régimen de lluvia en w&raiima considerado como extremo, ya que la
oscilacion de la temperatura media mensual entreesl mas frio y el mas calido varia entre 7 y
14°C; y con una marcha de la temperatura tipo Gangeacterizada porque el mes mas célido se
presenta en junio, antes del solsticio de veranarterior se reduce con la expresion climatica Bs
(h)w’(w)eg (Fernandez 1999). La zona esta dremanieel rio Tehuacan ubicado al oeste del cerro
Colorado, que se convierte en el rio Salado y estiral nordeste por la sierra madre de Oaxaca
(Serrano, 2004).

El suelo es de origen cuaternario, Era Cenozoma,racas sedimentarias y volcano-sedimentarias
en conglomerados, formando calizas, areniscass ligceas y fragmentos de cuarzo en una matriz
arcillo-arenosa con sedimentos de lutita y aremisdal Paleozoico superior. El suelo es

predominantemente regosol, calcareo, eutripicagsot haplico (Serrano, 2004).

La zona registra una precipitacion total anual @& mm. En cuanto a la vegetacion, es un bosque
tropical caducifolio. Hay 57 especies de Angiosmendistribuidas heterogéneamente, que, por
nivel topografico y de acuerdo con la clasificaditenMiranda y Hernandez (1963), se reconocen los
siguientes tipos de vegetacion:

Cardonal dé”achycerus weberi (J. Caulter) Bakeb

Chiotillal deEscontria chiotilla (F:A:C) Webben Rose

Cuajiotal con especies dominantes coBupsera morelensis Ramirez,Mimosa polyantha Benth,
Fouquieria formosa Kunth y el arbust&anvitalia fruticosa.

Fouqueria con especies dominantes cdfoaquieria formosa Kunth, Bursera aptera Ramirez,
Mimosa polyantha Benth, Ceiba parvifolia, Manihotoides pauciflora (Bandegee) D. J Roger y
Appan, Senna widizenii (A: Gray) H. S Irwin y Barneby,Mimosa luissina Bandegee y el arbusto
Sanvitalia fruticosa (Aguilar 2006).

! indice de humedad de Lang. Cociente que resultavitéir la precipitacion total anual (mm) sobretéanperatura
media anual (°C).

25



El Valle de Tehuacan-Cuicatlan es una de las rasepidticas mas importantes de México. En
10000 Knf posee, probablemente, la mayor diversidad biokgite las zonas éaridas de
Norteamérica, con 2700 especies de plantas vassulde las cuales cerca del 25% son usadas por
diferentes comunidades humanas (Cangtleak 2006), que también tienen una alta diversidads pue
en esta area relativamente pequefa confluyen $leteuas, Popolocas, Mazatecos, Chinantecos-
Cuicatecos, Ixcatecos, y Mixteca#® los 52 grupos indigenas que actualmente exésteindo el
territorio de México (Davileet al., 2002). Aunque el grupo étnico predominante eNatua, no
todos los habitantes son nativos; de hecho habitéeproveniente de Oaxaca y el sur de Puebla.
Adicionalmente, esta region ha tenido gran impaitapara la reconstruccion de la prehistoria de la
regién cultural conocida como Mesoamérica, pueslganas de sus cuevas se ha encontrado la
evidencia mas antigua de domesticacion de plantagggn de la agricultura en el Nuevo Mundo
(Bye, 1998; Hernandez-Xolocotzi, 1993) y recientetadha sido decretada como una Reserva de la

Biosfera.

De un total de 374 especies pertenecientes a 24&aggey 87 familias descritas en San Rafael,
Coxcatlan, cerca de 368 son usadas por habitaatés @bmunidad para uno o varios fines (Rosas
2003); cifra similar al dato de 289 plantas utdeda regién reportado por Paredes (2001). Este gra
namero de plantas utiles en San Rafael tiene im¢iaeen el hecho de que existe un alto nimero de
especies introducidas en los jardines de las passda esta comunidad, esencialmente con usos

ornamentales, como lo muestran Blanckaert et al. (2004):

Tabla 1. Porcentaje de usos de las plantas Ut!/&ad Rafael, Coxcatlan, Puebla.

Condicién Uso %
Cultivadas ornamental 70
comestible 29,5
medicinal 6,5
otro 16
Protegidas ornamental 55,2
comestible 31
medicinal 17,2
otro 20,7
Tolerantes ornamental 47,6
comestible 36,5
medicinal 15,9
otro 58,1
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HIPOTESIS

Entre los factores que determinan la acumulaciormééabolitos secundarios se encuentran la
intensidad luminosa, el fotoperiodo, la temperatyréa disposicién de nutrientes y agua, por lo
tanto, su manejo en condiciones de cultivo en magero permitira controlar la acumulacion de
dichos metabolitos en plantas medicinales de lememexicana de San Rafael, Coxcatlan, Puebla:
Gymnosperma glutinosum (Spreng.) LesCastela tortuosa Liebm. yLippia graveolens Kunth.

27



OBJETIVOS

Objetivos generales

Determinar las condiciones para el cultiee situ de 3 plantas utiles de San Rafael,
Coxcatlan, PueblaGymnosperma glutinosum (Spreng.) LessCastela tortuosa Liebm. y
Lippia graveolens Kunth.

Analizar el contenido de los metabolitos secundari,7-dihidroxi-3,6,8,24',5'-
hexametoxiflavona erGymnosperma glutinosum (Spreng.) Less; naringenina émppia
graveolens Kunth y fisetina erCastela tortuosa Liebm. bajo condiciones de invernadero.

Objetivos particulares

Realizar la colecta de semillas de las 3 espeGganosper ma glutinosum, Castela tortuosa

y Lippia graveolens en San Rafael, Coxcatlan, Puebla.

Establecer las condiciones 6ptimas de germina@dasiespecies seleccionadas.
Establecer los valores de riego 6ptimo y estrésdoidie las especies en cultivo.

Evaluar el efecto del flujo foténico y del riegdose la productividad y sobre la acumulacion
de metabolitos secundarios de las especies estisdem invernadero.

Cuantificar el efecto de los tratamientos sobradamulacion de metabolitos secundarios
5,7-dihidroxi-3,6,8,24',5'-hexametoxiflavona e@ymnosperma glutinosum (Spreng.) Less;
naringenina erippia graveolens Kunth y fisetina erCastela tortuosa Liebm. en diferentes

etapas del desarrollo vegetativo de cada una desfesies seleccionadas.
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METODOLOGIA

Eleccién de especies

Los criterios de seleccion de las espe@gsnosperma glutinosum (Spreng.) LesCastela tortuosa
Liebm. yLippia graveolens Kunth incluyeron la importancia del uso mediciaalla comunidad de
San Rafael y la existencia de antecedentes quinsicbee las actividades biolégicas evaluadas
(Canale=t al., 2006; Yuet al., 1988; Soto, 2007; Liet al., 2007; Pascuat al., 2001; Kubcet al.,
1993; Kharet al., 2008; Maheet al., 2006).

Colecta de semillas
Para cada una de las especies se utilizaron dmsdetsemillas: uno de semillas almacenadas (1) y

otro de semillas colectadas inmediatamente antesaiar los experimentos (2):

Gymnosperma glutinosum (Spreng.) Less:

1. Fue colectada en Tepanco de Lopez, Puebla pmerebnal del Banco de Semillas de la FES-
IZTACALA, con numero de colecta Jic 23037, del 18 septiembre de 2001. Las semillas
provinieron de 199 individuos y se almacenaronaastubre de 2007 a -20°C. El total de semillas
utilizadas fue de 180.

2. Fue colectada en Tepeji del Rio (Hidalgo) N #9%% 99°21’a 2175 m s.n.m. en enero de 2008
por personal del Laboratorio de Fitoquimica de lépkb. Se mantuvo a temperatura ambiente hasta
Su uso.

Lippia graveolens

1. Semillas colectadas en San Rafael, Coxcatlaebl®WN 18°12y 18°14 W 97°07 y 97°09 a
957 m s.n.m. en 2005 por el personal del Labo@tde Fisiologia Vegetal de la Ubipro. Las
semillas se mantuvieron a temperatura ambienterg lpa experimentos se utilizaron en total 99
semillas.

2. Se realiz6 una colecta, en octubre de 2007 5desémillas de los individuos de 2 afios de edad
establecidos en el invernadero de la FES- IZTACAb#io las coordenadas N 19°31'17.7" W
99°11'19.5” a 2254 m s.n.m. Las semillas se maettani a temperatura ambiente, para los
experimentos se utilizo el nimero total de semdtalectadas.

Castela tortuosa

1. Fue colectada en mayo de 2002 por parte debmarslel Laboratorio de Fitoquimica de la
Ubipro en Zapotitldn de las Salinas, Puebla, bagpdoordenadas N 18°19'55" W 97°2828, las
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semillas se almacenaron a -20°C en el Banco dell@srde la Ubipro hasta el momento de los
experimentos. De esta colecta se trabajé con ahdet110 semillas.

2. Colectada por parte del personal del Banco dall@s de la FES-IZTACALA en abril de 2008,
en San Rafael, Coxcatlan, Puebla N 183128°14 W 97°07 y 97°09. EIl nimero de colecta es

HCM-041 y se utilizé un total de 320 semillas, ater@adas hasta su uso a temperatura ambiente.

Germinacion de semillas

Las semillas deGymnosperma glutinosum provenientes de Puebla y las semillas ldppia
graveolens fueron tratadas de la misma manera: desinfeccigrhipmclorito se sodio NaCIlO al 1%
durante 5 minutos, seguido de enjuague 3 vecesgoaa destilada. Posteriormente se dejaron una
noche en imbibicion en agua destilada y se sembemagar bacterioldgico al 1%. Se incubaron en
un cuarto disefiado para este propoésito bajo lagsesiggs condiciones: temperatura promedio de
30°C, con una maxima de 33.1°C y una minima de®@7 Humedad maxima de 82%, minima de
32% y un fotoperiodo de 12/12 horas. Beglutinosum se hicieron 6 réplicas y de cada lote de
semillas de.. graveolens, 3.

Las semillas de€€astela tortuosa ademas de la desinfeccion con NaClO al 2% por 2Qitos, se
escarificacion con 80, concentrado por 20 minutos, con agitacion consteatla cinco minutos
para lograr la penetracion del acido. Las sem#a$impiaron con agua corriente sobre un colador
para eliminar completamente los residuos del agide dejaron en imbibicion en agua durante una
noche. La siembra en este caso se hizo directaraerdgbnacigos de 36 pozos, llenos con la mezcla
de sustrato agrolita:tierra. Cada pozo fue de Bhxle ancho X 5.7 cm de alto. ElI material vegetal
de la colecta d&s. glutinosum proveniente de Tepeji del Rio fue separado encesnStandard
Testifrng Sieve Numeros 50 (300 um) y 60 (250 pimk semillas obtenidas se desinfectaron con
NaClO 1% y se sembraron sobre la mezcla de sustgatiita:tierra 1:2 humedecida con solucion
Hoagland (Anexo |) en cajas transparentes de ptade 11.5 x 10 x 2.5 cm, las cuales se llevaron
al cuarto de incubacién con las condiciones detkmperatura y humedad ya mencionadas. Debido
a que los almacigos ni las cajas se subdividieaya pontabilizar un subgrupo de semillas, no se
tuvieron réplicas en estas dos especies. Pareelagdpecies, la germinaciéon fue considerada como
emergencia de la radicula.

Propagacion en invernadero
Las plantas trasplantadas de cada especie seregpanados lotes de 80 individuos, cada uno. Un

lote se colocd en el invernadero bajo una mallabsari0% (30% de la luz total). El otro lote se
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colocod en otra nave del mismo invernadero, sin anatimbra. Las plantas colocadas en cada
condicién de luz se dividieron en dos y se expasiea dos condiciones de riego: bajo (estrés
hidrico) y alto (riego 6ptimo). El disefio factorfak 2X2 con 40 plantas por tratamiento.

En una nave independiente del invernadero, se seambdirectamente sobre tezontle semillaGde
glutinosum provenientes de Tepeji del Rio y ldegraveolens provenientes de la colecta de semillas
de individuos de 2 afios de edad, establecidosternm@smo invernadero. En esta nave el riego se
suministré permanentemente mediante un sistemaede por aspersion de agua con nutrientes
(Anexo II) por lo que se denomino fertirrigacion.

El invernadero se encuentra ubicado en la FacdkaHstudios Profesionales Iztacala, UNAM, en
Tlalnepantla, Estado de México, bajo las coorden&tld9°31'17.7” W 99°11'19.5” a 2254 m s.n.m.

Tabla 2. Tratamientos aplicados a las plantas\@rmadero

Riego A Riego B
Riego 6ptimo Estrés hidrico
Luz (Nave 1) Tratamiento 1 Tratamiento 2
Sombra (Nave 2) Tratamiento 3 Tratamiento 4

La sobrevivencia de las plantas se determiné ceresido el total de semillas germinadas como el
100% y tiempo cero, y se registro la sobrevivepoia5 meses e6. glutinosumy L. graveolens y
por 7 meses e@. tortuosa.

Para establecer el volumen requerido de agua gaexa@ las condiciones de estrés hidrico y riego
optimo en las plantas se realizdé la prueba de adgmhode campo en la mezcla de sustrato
agrolita:tierra 1:2. Adicionalmente, una muestra slastrato fue analizada por parte del

Departamento de Suelos de la Universidad Auténoen@tehpingo mediante el método de curva de

constantes de humedad (Van Genuchten, 1980).

e Temperatura y luminosidad en el invernadero
Los datos de temperatura y de intensidad de luegstraron mediante los dispositivos HOBO UA
002-64 Pendant templ/light, Serial 986598, Versidhi6l con toma de datos cada 30 minutos,
diariamente en cada una de las naves. Los datpsosesaron en Excel para obtener las medias

diarias y mensuales en cada una de las naves.
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Los datos de luminosidad, dados en pies-candela®fff) se convirtieron a unidades PAR (umol
m?s?) convirtiendo los pies candelas a unidades Iwpiétcandela equivale a 10.74 luxes) y
multiplicando este producto por el factor correspente a luz natural (6000K) que es de 0.018
(Nestor, 2006). Debido a que los dispositivos noehalos registros de luminosidad en unidades

PAR, cabe resaltar que la conversion de unidadesrgein error del 53%.

Parametros fisiologicos

Durante las etapas iniciales del experimento, tantel cuarto de incubacion, como en semilleros y
en las macetas con las plantulas establecidasdie ws de las naves se registraron parametros
fisioldégicos en el tiempo cero y, posteriorment@bas tratamientos hidricos, una vez al mes en al
menos 3 plantas de cada tratamiento. Estos pasnéicluyeron asimilacion de GQOla
concentracion interna de GQ@ conductancia estomatica. Los datos se registrarediante un
Analizador Infrarrojo de Gases Portétil (IRGA), eiLi-COR modelo Li-6400, el cual presenta un
sistema de intercambio de gas abierto, es de@rtigaoe un flujo neto de aire a través del sistema.
Se manejo una temperatura del bloque de la canehi®&BA a 25° C y un flujo fotonico de 1500

umol m?s™ paraL. graveolens y G. glutinosumy 900 pmol rif s* paraC. tortuosa.

Colecta de muestras de individuos silvestres

Setomaron en el campo muestras de la parte aéreaddeuna de las especies (3-6 individuos) para
evaluar la acumulacion de los flavonoides sele@dos. Asi mismo, se tom0 una muestra para el
ejemplar de herbario. Se muestrearon plantas adahael area de ZapotitlAn de las Salinas N
18°16’10.1” W 97°32'17.7” y en San Rafael, CoxcatlRuebla. En esta ultima también se
registraron los parametros fotosintéticos y laaeidin fotosintéticamente activa de la zona mediante
el Analizador Infrarrojo de Gases IRGRos datos de las colectas en el area de estudidoson
siguientes:

- Gymnosper ma glutinosum

1. Muestras colectadas en Agosto de 2008 en SaeR&oxcatlan, Puebla.

2. Colectada en la Via a Tehuacan, Estado de Parldaptiembre de 2008 bajo las coordenadas N
18°27°'36.6"- 18°27'27.6" W 97°26'27.6"- 97°26'38.6"’a 1751 m s.n.m. Radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) de la zona, en @dim508.8 pmol fis*. Especimenes con flor.

- Castela tortuosa

Muestras colectadas en Agosto 7 de 2008 y septeerh®rde 2008 en San Rafael, Coxcatlan,

Puebla.
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Individuo 1: N 18°11'33.6” W 97°08'36.1” a 883 nnan.
Individuo 2: N 18°11'42.4” W 97°08'36.6” a 898 nman.
Individuo 3, 4 y 5: N 18°12’33.9” W 97°08’31.1” 20 m s.n.m.
PAR, en promedio 125.3 umolfs*

- Lippia graveolens

Muestreo de Mayo de 2008 en San Rafael, Coxcadaebla N 18°12°07.9” W 97°08°15.8” a 951
m s.n.m. Plantas sin flores y pocas hojas.

Muestreo de plantas florecidas, Septiembre de 2008:
Individuo 1: N 18°11'31.6” W 97°08’36.6” a 883 nman.
Individuo 2: N 18°11'29.4” W 97°08'35.5” a 883 nman.
Individuo 3: N 18°11'29.5” W 97°08'35.4” a 903 nman.
Individuo 4 y 5: N 18°11'29.7” W 97°08°35.4” a 894 s.n.m.
PAR, en promedio 435 pmol s

Identificacion y cuantificacion de metabolitos seaudarios

Al igual que con el registro de parametros fot@ginbs, el andlisis de metabolitos secundarios se
realizé en el tiempo cero y cada mes desde querfummetidas con los tratamientos en al menos 3
plantas. Las muestras de hojas de cada espectnfaelectadas manualmente. Se pesaron y se
realizd un extracto metandlico mediante maceracifug se centrifugd a 3000 rpm durante 3
minutos. Se tomaron 30 pL para inyectar en el HEd&borne, 1998; Seeraehal., 2005; Huang

et al.,, 2007), el cual se us6 con un médulo de separakiB serie 1100 (Hewlett-Packard,
Wilmington, DE, USA), equipado con un detector deeglo de diodos (DAD) 1100, operado con
ChemsStation AO903 (1417). Las separacionedlessron a cabo en una columna Allsphere
(4.6 mm x 250 mm, fm) y el detector ajustado a 260 nm. Se usé unarfesél de agua: acido
acético: metanol 60:5:35 y un gradiente de predéimido por un flujo:

Minuto O0- Minuto 5:1ml/min.; Minuto 5.1- Minuto 2@.5 ml/min.

Se inyect0 el estandar auténtico naringenina Sigldaeh® con pureza de 95% y naringina
Sigma-Aldrich® pureza 90% los cuales fueron diluidos en metanol conaameentracion final de

5 uM. Con el estandar de naringenina se llevo a gabensayo de estandar interno. A partir de las
referencias bibliograficas (Canalesal., 2006; Yuet al., 1988; Linet al., 2007; Justesed al.,
1998; Wang vy Li, 2007) se identificaron los demasavdnoides cuantificados:
pentahidroxiflavanona-glucosido éngraveolens, 5,7-dihidroxi-3,6,8,24',5'-hexametoxiflavona en

G. glutinosum y fisetina enC. tortuosa, con base en sus maximos de absorbancia y la caoja
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de espectros de ultravioleta. La mayoria de traatos tuvieron 3 réplicas, excepto algunos casos

gue se muestran a continuacion en la tabla 3:

Tabla 3. Nimero de replicas por tratamiento enigindle metabolitos secundarios

Especie Mes Tratamiento No. Réplicag
L. graveolens Abril Todos 1
Julio Sombra con riego 6ptimo 5
Agosto Sombra con riego 6ptimo 4
Sombra con estrés hidrico 4
Septiembre Luz con estrés hidrico 5
Octubre Luz con riego 6ptimo 4
Sombra con estrés hidrico 4
Noviembre Luz con riego 6ptimo 4
Sombra con estrés hidrico 5
Mayo Campo: San Rafael 4
Septiembre Campo: San Rafael 10
Septiembre Campo: San Martin 4
G. glutinosum Abril Todos 1
Mayo Todos 1
Julio Todos 2
Octubre Sombra con riego 6ptimo 2
Sombra con estrés hidrico 2
Luz con riego 6ptimo 2
Septiembre Campo: San Rafael 10
Septiembre Nave fertirrigacion 18
C. tortuosa Septiembre Campo: San Rafael 10

Analisis estadistico

Se aplico un andlisis de varianza (ANOVA) de 3 \daga comparar entre tratamientos y entre los
meses de muestreo en cada una de las especie®.05 para cada uno de los parametros
fotosintéticos y para la acumulacién del metabalbarespondiente. En caso de existir diferencias
significativas se aplico también la prugdast hoc de diferencia minima significativa LSi>> 0.05.
Para la comparacion de metabolitos entre las nagesiivestres y las de nave de fertirrigacion con
las muestras de invernadero, asi como para conmpara@ametros de plantas con y sin flor, se realizé
una prueba t student, significancia det 0.05. En el caso de los parametros fisiologicasales se
aplic6 una prueba de Duncam >0.05. Todas las pruebas se realizaron con el pragra
STATISTICA/Win StatSoft (1998) version 6.0.

En el andlisis estadistico de la germinacioén, etgrtaje acumulado de cada réplica de cada una de
las especies se transformd al arcoseno y se austd modelo exponencial sigmoide (Y=a/{1+b

exp[-cx]}) para obtener la tasa maxima de germiagiTMG) con la primera derivada maxima
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(Olvera Carrillo, 2001). La primera derivada declarva exponencial sigmoide se ajustd a un

modelo Gausiano (Y=a+b exp(-0.5[{x-c}R] para obtener el tiempo promedio de germinacion

(TPG) y la sincronia (S) en el programa TCWIN 3 [&aBurve 2D, version 3.0. Estos parametros

fueron comparados mediante un analisis de ANOVAuisi® por una prueba de diferencia minima

significativa LSDa > 0.05 en el programa STATISTICA/Win StatSoft (1998)si6n 6.0.

El panorama general de los experimentos, los putgosiuestreo y las variables de respuesta se
pueden observar en el disefio experimental de lad& &y

SELECCION DE ESPECIES
[
| COLECTA I_ ....................................... - SI|VeStreS

| T
GERMINACION

| Riego A Riego B
Riego éptimo Estrés hidrico

Luz

DESARROLLO EN INVERNADERO L | Nawe Tratamiento 1 Tratamiento 2 E

Sombra

(Nave 2) Tratamiento 3 Tratamiento 4

ANALISIS DE METABOLITOS[ "~ =" ~" PRODUCTIVIDAD [~ == === ===~
| |
L | Naringenina -Fotosintesis
- Qraveolens  naringina -Conductancia estomética
Pentahidroxiflavanona- glucésido -Concentracion interna de

G. glutinosum  5,7-dihidrox-3,6,8,2',4', 5hexametoxiflavona| | ~q
2
C.tortuosa  Fisetina

|
MUESTREO MENSUAL

| p ANOVA de 3 factores- LSD/Duncan a 0.05
ESTADISTICA t Student (Invernadero Vs. Silvestres)
Modelo sigmoideo exponencial y gaussiano

Figura 8. Esquema general de la metodologia rekiza
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RESULTADOS

Germinacion

El promedio del porcentaje de germinacionGleglutinosum proveniente de Puebla fue de 76.5%.
Las semillas dé&. graveolens de San Rafael tuvieron un porcentaje mayor adaslles colectadas
en Zapotitlan de las Salinas (con 2 afios de alnaagiemto), sin diferencias significativas entre
ellas. Los menores porcentajes de germinacion s&viebon en ambos lotes de semillas @e
tortuosa con 43 y 50% de germinacion (Figura 9), con elonaglor para las semillas almacenadas

por 5 afos.

G. glutinosum
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Figura 9. Porcentaje de germinacion acumuladamélasL. graveolens, G. glutinosumy C. tortuosa almacenadas
) y sin almacenamienta.( ). Incubacidemperatura de 30°C, 12/12 horas fotoperiodo. Elerdrde réplicas de
L. graveolens fue de 3, y deG. glutinosum de 6.

Los primeros ensayos de establecimiento se llevar@abo con las semillas almacenadas. Sin
embargo, las plantulas germinadas tuvieron valdeesobrevivencia de 15.62% p&aglutinosum

y 30% paral. graveolens. Por esta razon se pusieron a germinar semil@émreolectadas (lote
2008) de ambas especies, con el mismo protocolodeknfeccion y algunas novedades
metodoldgicas con el fin de aumentar la sobreviean invernadero. Estas novedades incluyeron

la adicion de solucion Hoagland (Anexo 1), mayentpo de crecimiento en el cuarto de incubacion,
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trasplante y establecimiento en el invernaderoléntyglas de mayor tamafio y en un mes con una

mayor temperatura. Se obtuvo una mayor sobreviaatambas especies (Figura 10).

G. glutinosum L. graveolens

120 120
100 4 100 -
80 80 -
60 60 -
40 4 40 ~
20 4 20 A

0

% Sobrevivencia
% sobrevivencia

1 33 101 125 138 154 1 26 93 117 147 157

[<-A(2007) -8 (2008)]  pia postsiembra |=—A (2007) =B (2008)|  Dia post-siembra

Figura 10. Sobrevivencia d& glutinosum (cuadrados) Y. graveolens (triangulos) sembradas en octubre de 2007
(figura rellena), sin riego con solucidon Hoaglangmprano trasplante a macetas; y sembradas enfx@d@&s vacias)
con estas novedades metodolégicas.

La sobrevivencia d€. tortuosa al cabo de 210 dias fue de 66.7% (Figura 11)

120 -
100

80 - \\
60 -
40 -

20 ~
0

% Sobrevivencia

1 32 66 163 210
Dia post-siembra

Figura 11. Porcentaje de sobrevivencia&Cdortuosa

Cerca de mil semillas d&. glutinosum de Tepeji del Rio germinaron en menos de un meisido a
gue no se conocia el numero de semillas existemted material vegetal colectado de los tamices
fue imposible determinar el porcentaje de germiracEstas se trasplantaron a semilleros para

seguir el mismo procedimiento de las demas pléastudata su establecimiento en el invernadero.

Los modelos sigmoideos y gausianos (Tabla 4) apdgaal acumulado de porcentaje de
germinacion en cada una de las especies permitraostrar que la tasa maxima de germinaciéon
(TMG) es mayor ert. glutinosum, estadisticamente diferente al valor obtenido garrtuosa t

student £0.005), especie con el mayor valor de TPG.
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Tabla 4. Tasa maxima de germinaciéon (TMG), tiemmoedio de germinacion (TPG) y sincronia (S&de
glutinosum, L. graveolensy C. tortuosa.

G. L. graveolens C. tortuosa
glutinosum Zapotitlan | San Rafael
TMG (No. semillasdias) g4 401 40.925 22.356 2.59
TPG (dias) 2.427 dias 3.103 dias 4.001dig  15.246 dips
S 0.122 0.107 2.296 0.04

Propagacioén en invernadero

» Estudios de sustrato
Se establecié arbitrariamente manejar un porcedjgumedad entre 100-80% para el tratamiento
de riego Optimo, que para la mezcla de sustratlitgtierra 1:2 corresponde a un potencial hidrico
entre 0.3 y 0.5 atmésferas (-0.033 y -0.055 MPsapeaetivamente); y el estrés hidrico con un
porcentaje de humedad del suelo entre 60 y 40%esmondiente a 13 y 15 atmoésferas (-1.43 y
-1.65 MPa) de potencial hidrico para este tipousdos

» Condiciones ambientales del invernadero: tempexatluminosidad
En general, la nave de luz presentdé mayor tempeargtduminosidad en relacién con la nave de
sombra (Figura 12). La luminosidad obtenida en agmggistrada en dias nublados, fue de 435 y
508.8 pmol rifs’, en San Rafael y Tehuacéan, respectivamente; és giex los valores de flujo
fotonico en campo durante los dias de colecta fusrenores que el valor promedio de luminosidad

de la nave de luz, pero mayor que el de la nasoadra.
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Figura 12. Promedios mensuales de temperaturagigellenas) y luminosidad (figuras vacias) emalee de sombra
70% (tridngulos) y nave sin malla (cuadrados) aebinadero durante los meses del experimento, @F®, Pegistrados
por dispositivos HOBO UA 002-64 1.0.6 cada 30 nisut
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Los maximos de luminosidad y temperatura se obsmmvan la nave de luz; mientras que las

temperaturas nocturnas fueron mas altas en ladesembra (Figuras 13 y 14).
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Figura 13. Maximos de luminosidad en la nave detsarfi0% (barras oscuras) y de temperatura (lireafigura
rellena) y en la nave sin sombra: barras clarésea$ con figura vacia, respectivamente. Datostragos en el
invernadero durante 2008 mediante dispositivos HQB02-64 1.0.6 cada 30 minutos.
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Figura 14. Minimos de temperatura registrados émvelnadero en la nave de sombra 70% (barrasascyen la

nave sin sombra (barras claras) durante 2008.

En la figura 15 se aprecia el aumento de las ltgatia a mitad del afio, con casi 14 horas luz y 10
de oscuridad.
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Figura 15. Fotoperiodo registrado en el invernadieirante 2008. Las barras indican el nimero deshdieapromedio
en cada mes.
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Parametros fisiologicos
« Condiciones iniciales

Se determinaron los parametros fisiologicos endestaniciales, esto es, en cuartos de incubacion,
semilleros y condiciones Optimas y tempranas eariradero; todos ellos anteriores a la aplicacion
de tratamientosL. graveolens mostré diferencias en la asimilacion de ;C&htre las plantas de
semilleros y las de sombra en condiciones saturféilas= 2.751P= 0.67; post hoc Duncan
0>0.05), pero no en la conductancia estomatica ma @oncentracion interna de €0ajo ninguna
condicién (Figura 16). Los parametros@eglutinosum no presentaron diferencias entre ninguna de
las condiciones, mientras qQ@etortuosa presentd una mayor conductancia estomatica etufan
bajo condiciones de sombra 70% con suelo satuf@didaré 16) en comparacion con las plantulas
establecidas en semillerogy(k= 8.006P= 0.0202;post hoc Duncanc>0.05).
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Figura 16. Parametros fisiol6gicos iniciales.dgraveolens (a), G. glutinosum (b) y C. tortuosa (c). Asimilacién de
COJ] conductancia estomatith y concentraciterna de CgH registradas en plantulas antes de someterse a
tratamientos hidricos. 3 réplicas en cada condj@goepto ei. graveolens de semillero, luz saturada y sombra
saturada con 7 réplicas c/u. Los nimeros indicimedicias significativas: 1y 2,7 2.751p= 0.67, iy? Fe &
8.006P=0.0202

» Parametros fisiol0gicos post-tratamientos
Lippia graveolens
La asimilacion de C®mostré una tendencia a disminuir los primeros sl afio, con un
aumento a partir de julio. Los valores mayoreseggstraron en agosto. A partir de septiembre se

observé de nuevo un descenso, aunque en este meseadbservaron valores altos de este
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parametro, especialmente en la condicion luminigufa 17). En octubre se observé una
disminucion notable en todos los tratamientos. dist@amente (&, ssi= 5.6303P= 0.0000) hubo
diferencias significativas entre los meses conniagores tasas (abril, mayo y junio) y los de las
mayores tasas como fueron agosto y septiembreal&l promedio mas alto, mostré diferencias con
todos los tratamientos en todos los meses, exceptda condicion de luz estrés en ese mismo mes

(agosto) y luz 6ptimo de septiembre, el segundoatiéen todos los muestreos.
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Figura 17. Tasas de asimilaciéon de @®L. graveolens bajo condiciones de invernadero en nave con soii¥@con
riego 6ptimo® y estrés hidrilll  y en navessimbra con riego 6ptiddy  y estrés hidKco
Los numeros indican diferencias significativag ks 5.6303P= 0.0000. De cada tratamiento se hicieron 3 réplica
mensualmente, excepto en agosto y octubre en &asiasombra con estrés hidrico y riego 6ptimqeetivamente,
donde hubo 4 réplicas.

La conductancia estomatica con frecuencia fue miagjar condiciones de sombra, al igual que bajo
la condicion de riego 6ptimo (Figura 18), sin défiecias significativas. En cuanto a la concentracion
interna de C@ en la mayoria de los tratamientos se obtuvierdores positivos mientras que en los
meses de agosto y septiembre, se presentarons/akgativos, especialmente en septiembre fueron
significativamente menores (Figura 1sFo- 6.5450P=.0000
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Figura 18. Promedios mensuales de conductancimasta erl. graveolens bajo condiciones de cultivo: en nave con
sombra 70% con riego c')ptinQ y estrés h|'c.3<y en nave sin sombra con riego épt‘no )éesmfdricé<
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Figura 19. Promedios mensuales de concentraciémentde C@enL. graveolens bajo condiciones de cultivo en
invernadero: con sombra 70% y riego 6ptimo (a),ls@an70% y estrés hidrico (b), sin sombra con riggono (c) y sin
sombra y estrés hidrico (d). Los nimeros corresporddiferencias significativag¢ so5= 6.5450P=.0000 De cada
tratamiento se hicieron 3 réplicas, mensualment®@o en agosto y octubre en la nave sin sombrasiwes hidrico y
riego 6ptimo, respectivamente, donde hubo 4 régplica

A partir del mes de junio y hasta octubre, huboaftdn de esta especie. Las primeras plantas en
florecer fueron las de condiciones optimas: sonyblaz, en ese orden; de las cuales los mayores
valores de fotosintesis se registraron en luz @goréptimo y en sombra bajo estrés hidrico. La
tasa de fotosintesis no se vio relacionada codrekeno de flores por individuo y tampoco se vieron

diferencias en la comparacion de plantas con flairfes), como se observa en la figura 20b.
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Asimilacién de CO
(umol m 2sh)

a b
Figura 20 a. Planta de. graveolens de 5 meses de edad, con flor y sometida a sormf¥@ con riego Optimo. b.
Promedio de la asimilacion de €@n plantas dé&. graveolens con presencia (barras con color) y ausencia aesflo
(barra en blanco) en invernadero con sombra 70Bgp ptimo (A), sombra 70% y estrés hidrico (B),sombra con
riego éptimo (C) y sin sombra y estrés hidrico E)indica el nimero de flores en cada tratamiento

Las plantas establecidas en el invernadero mostralta variabilidad morfolégica ain bajo el

mismo tratamiento (Figura 2l1a). Asi mismo, las faanque florecieron también mostraron

a b
Figura 21. a. Plantas degraveolens bajo estrés hidrico (1 y 2) y riego 6ptimo (3Pkantas con flor en estrés hidrico
(1) y riego 6ptimo (2 y 3).

La comparacion de los parametros fisiologicos amtpk silvestres con las de invernadero durante
el mismo mes de colecta (septiembre) no mostréatfitéas en la asimilacion de €@i en la
conductancia estomatica (Figura 22), pero si eotaentracion interna de G{figura 23), la cual
result6 mayor en campo que en invernadero. Estendiliparametro, en invernadero bajo
condiciones oOptimas de riego tuvo valores positivaientras que en condiciones de estrés hidrico
fueron negativos (t student0.005).
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Figura 22. Asimilacién de CAA conductancia estomatlch

Gymnosperma glutinosum

Al igual que enL. graveolens, la asimilacion de COfue mayor en septiembre, y en octubre se
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y concentragiterma de COEH en campo (E) e

invernadero en nave de sombra 70% con riego 6oy estrés hidrico (B) y en nave sin sombra igego 6ptimo

(C) y estrés hidrico (D) eln graveolens. La numeracién hace referencia a diferencias estealinente significativas t
student> 0.005 entre las muestras de campo (5 réplicas gie invernadero (3 réplicas en cada tratamiento).

observé una disminucion notable (Figura 23). Ldsrencias significativas (&, s 5.598 P=

0.000) se encontraron entre los mayores valoremquim (agosto, septiembre, sombra optimo de

abril) con respecto a los menores, registradooemieses de mayo Y junio, julio sombra estrés y

luz Optimo, agosto sombra estrés y octubre somptand. Los tratamientos con los mayores

registros de asimilacion de G@ostraron diferencias significativas con todosttasamientos en

mayo, junio, julio luz éptimo y sombra estrés, dgasombra estrés y octubre sombra éptimo (las

altas fotosintéticas mas bajas).

Asimilaciéon de CO , (pgmolm 2s)
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Figura 23. Promedios mensuales de la acumulaci&@dele G. glutinosum bajo condiciones de cultivo: en nave con

sombra 70% con riego Optir® vy estrés hidiity en nave sin sombra con riego 6ptno

yéagtifdrico

Los numeros indican diferencias significativag ks 5.598 P=0.000. Todos los tratamientos tuviero@éplicas.
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Las tasas de conductancia estomatica, contrasg@similacion de C§ mostraron un aumento en el
mes de octubre. Los mayores valores se obtuviargalie bajo la condicién de sombra con riego
Optimo, agosto en luz con estrés hidrico —tratatogeque mostraron diferencias significativas con
las menores tasas de conductancia- y, en el mestdbre, en la nave de luz con riego 6ptimo
(Figura 24), grupo que se diferencio significatiesme del resto de tratamientos en todos los meses
y aun con los demas tratamientos del mismo mes 4§ 3.895P= 0.000009).
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Figura 24. Promedios mensuales de la conductastmandtica dé€s. glutinosum bajo condiciones de cultivo: en nave
con sombra 70% con riego Optkpo y estrés hiillcy en nave sin sombra con riego 6pino estyés hidricg
Los nameros indican diferencias significativas Bs= 3.895P= 0.000009. Todos los tratamientos tuvieron 3 cégli

La concentracion interna de @@n esta especie fue mayor en los meses de abid, (excepto en

luz bajo estrés hidrico) y en octubre luz con riggamimo. Este Ultimo tratamiento mostré
diferencias significativas con casi todos los traémtos a través del tiempoF s 4.113P=
0.000004), excepto con aquellos con tasas positwadtas. Durante los meses de mayo y
septiembre, las concentraciones internas de f0&on negativas (Figura 25), especialmente en
nave de sombra con bajo estrés hidrico en el mesagle, mientras que en septiembre fue la misma
nave pero con riego Optimo el que mostré una cdre@dn significativamente menor -también

negativa- que el resto.
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Figura 25. Promedios mensuales de la concentrati®ma de C@deG. glutinosum bajo condiciones de cultivo: en

nave con sombra 70% con riego Optigeo 'y estidiscof] y en nave sin sombra con riego optjgy estrés hidricg

Los numeros indican diferencias significatitgs, ss; 4.113P= 0.000004. Todos los tratamientos tuvieron 3
réplicas.

Las mediciones hechas en campo mostraron quentdlason de CQvy la conductancia estomatica
son similares a las tasas registradas en inverodago todos los tratamientos (figura 26), sin
diferencias significativas entre ellas. Sin embard® concentracion interna de gCdue

significativamente mayor en las plantas silvesfies en invernadero (t studest 0.005).
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Figura 26. Asimilacion de C‘(Z conductancia estomatlch y concentraciterna de C@EE en campo (E) e
invernadero en nave de sombra 70% con riego 6oy estrés hidrico (B) y en nave sin sombra igego 6ptimo
(C) y estrés hidrico (D) eB. glutinosum. La lineg) muestra la humedad relativa en caddicién. La numeracion
hace referencia a diferencias estadisticamentdisagivas t student 0.005 entre las muestras de campo (5 réplicas) y
las de invernadero (3 réplicas en cada tratamiento)

Castela tortuosa

Al igual que en las otras dos especies, las tasagstmilacion de COfueron mayores en
septiembre, previo a un declive en el mes de oet@bigura 27). Este mes mostro diferencias
significativas con el resto de tratamientos en $dde meses, al igual que la condicion luminica baj
riego Optimo del mes de agosto. Por su parte, dmes mas bajos (octubre) tuvieron también una
marcada diferencia con el resto de valores, exasmtoel de agosto en la nave de sombra y riego
optimo (R1s, 327 31.699P= 0.0000).
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Figura 27. Promedios mensuales de la acumulaci@de&le C. tortuosa bajo condiciones de cultivo: en nave con
sombra 70% con riego Opti® vy estrés hidlity en nave sin sombra con riego optno  yésstidricoX
Los numeros indican diferencias significativag k.= 31.699P= 0.0000. Todos los tratamientos tuvieron 3 réplica

La conductancia estomatica no mostré diferencigsifgiativas entre tratamientos con la prueba
ANOVA, pero al aplicar la pruebpost hoc LSD 0>0.005, se observaron diferencias entre los
valores obtenidos para la condicion de riego optenda nave de luz del mes de octubre y los
registrados en el mes de agosto y el valor deesapte en la nave de sombra con riego Optimo
(figura 28).

En cuanto a la concentracion interna de, @@ esta especie, (figura 29) durante septiembre se
registraron siempre valores negativos y en el neeggsto -Unicamente en la condicién de sombra
con riego Optimo-. Estos valores mostraron difeig@ncon los positivos mas altos como lo fueron
los datos de los meses de julio y octubggs (b= 2.6183P= 0.01091).
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Figura 28. Promedios mensuales de la conductastmaética de. tortuosa bajo condiciones de cultivo: en nave
con sombra 70% con riego 6ptkpro vy estrés odlllcy en nave sin sombra con riego 6pjno estyés hidriog
Los ndameros indican diferencias significativas LSD005. Todos los tratamientos tuvieron 3 réplicas.
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Figura 29. Promedios mensuales de la concentrati@ma de C@deC. tortuosa bajo condiciones de cultivo: en
nave con sombra 70% con riego Optigeo  y estidiscof] y en nave sin sombra con riego optjgy estrés hidricg
Los numeros indican diferencias significatitfias, ;o= 2.6183P= 0.0109. Todos los tratamientos tuvieron 3 réplica

La comparacion de los parametros fotosintéticomsl@lantas en estado silvestre y en invernadero
(t-studento> 0.005) mostré que la asimilacion de Cide significativamente mayor en invernadero

gue en campo Y la concentracion interna de @énor (figura 30).
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Figura 30. Asimilacion de C] conductancia estomatifd y concentraciterna de CQH{ en campo (E) e
invernadero en nave de sombra 70% con riego o6ftno/ estrés hidrico (B) y en nave sin sombragego 6ptimo
(C) y estrés hidrico (D) e@. tortuosa. La lineagy muestra la humedad relativa en caddicion. La numeracion hace

referencia a diferencias estadisticamente sigtifst student 0.005 entre las muestras de campo (5 réplicas gie
invernadero (3 réplicas en cada tratamiento).

En la figura 31 se puede observar una relaciére éatasimilacion de C{en las 3 especies con la
luminosidad en el invernadero y en algunos casms)atemperatura, sin embargo no fue clara una
asociacion entre la conductancia estomética y mapéeatura en ninguna de las naves del

invernadero (Figura 32).

48



900 - 4 40
800 + r 35

+ 30

4
o)
o - 425 = <
§ 500 - § g
I 4 =3
£ 5 400 - 20 3 5
55 a0 T 4g
X N2
200 / X +10 &
100 K ANt ls 8
1 X x\x/i? =X .
0 ; ; e ; 0
o o IS ° .0 o o & @
& & &S @ Y R
S N YN NN O G >
< <<""<> N N ¥ & Mes

Figura 31. Promedios de temperat&a y lumirae€.d en la nave de luz del invernadero en corgjaraon la
asimilacion de C@L. graveolens (— ),G. glutinosum (- ) yC. tortuosa ( = == ) en la nave del invernadero sin
sombra 70%.
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Figura 32. Promedios de luminosidd  en la savsombra (a) y con sombra 70% (b) del inverrader
comparacion con la conductancia estomatich. deaveolens(— ),G. glutinosum (- ) yC. tortuosa (- - - )

« Cuantificacion de flavonoides
L. graveolens
La naringenina presentd maximos de absorbancia38e 288 y 332 nm y bajo el método de

extraccion definido y fue identificado en el tiemg®retencion (tR) = £17.2 minutos (Anexo 1V).

Las plantulas de los semilleros no presentaron restabolito. Una vez tratadas, se observo una
acumulacién relativamente baja de abril a mayoodng los tratamientos, excepto en la condicion
de sombra con estrés hidrico en el mes de junioelEmes de agosto declinan los niveles de
naringenina, de manera similar a lo obtenido enon{ayenos notorio en la nave de luz con riego
Optimo) para un posterior aumento, estadisticameaigaificativo en el mes de septiembre,

especialmente bajo la condicidén luminica y de sdtfdrico que mostré el mayor valor a través del

tiempo; mientras que la misma condicion luminiceopn riego 6ptimo fue mucho menor, con un
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aumento significativo en el mes de octubresi(FoF 4.132 P= 0.0000). La acumulacion de
naringenina en el mes de noviembre tendié a digmmuevamente en cada uno de los tratamientos
(figura 33).

—e— Sombra Optimo
—8— Sonbra Estrés
—a— Luz Optimo
—>— Luz Estrés

mg/100g
w

SN

Figura 33. Promedios mensuales de la acumulacidradiegenina (mg en 100g de planta)l.egraveolens bajo
condiciones de cultivo: en nave con sombra 70%riemo ptimad y estrés hidrill  y en navessimbra con riego
éptimo‘ y estrés hidried . Los nimerosdadidiferencias significativagslc eor 4.132P= 0.0000

La acumulacién de naringenina en plantas con ftormostré diferencias entre ellas ni con las
plantas sin flor. Los datos obtenidos en campo, Bafiael y San Martin, mostraron una elevada
variabilidad en la concentracion del metabolita) aatre individuos de la misma localidad (figura
34), aunque sin diferencias significativas entteselLa comparacion con los datos de invernadero
durante el mismo mes tampoco resultd diferentladax la prueba t-studendX0.05) entre los dos
grupos, sin embargo, al discriminar los lugares gses de colecta, y todos los tratamientos en
invernadero se obtuvieron diferencias importanis primer lugar, los datos provenientes de las
muestras de San Martin no mostraron diferenciaslaode San Rafael ni con las de invernadero
durante el mes de septiembre. La acumulacion degesrina fue mayor en San Rafael durante el
mes de mayo, con diferencias significativas en @apdn con lo obtenido en invernadero en
mayo y septiembre (431~ 3.1689P= 0.007916), y las muestras de San Rafael correlgpates al
mes de septiembre no mostraron diferencias conctaxentraciones bajo condiciones de

invernadero durante el mismo mes (Figura 35).
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Figura 34. Acumulacién de naringeninalemgraveolens en estado silvestre en los poblados de San Rafah Wartin.
Cada barra representa un individuo. Afio 2008.
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Figura 35. Promedios de las concentraciones degarina er. graveolens en estado silvestre, colectas muestras en
San Rafael y San Martin, en comparacion con laserdraciones en invernadero bajo cada uno dedtairentos de
luminosidad (con/sin sombra 70%) y riego éptimastyés hidrico. La numeracion hace referencia difasencias
significativas kg, 3;5= 3.1689P= 0.007916

En todos los cromatogramas se observé de maneateng®iun pico con un tR d&.1 minutos que,
por comparacién con otros estudios en la mismacesgein et al., 2007) y sus maximos de
absorcion (238, 288, 360 nm) se logré identificamo una pentahidroxiflavanona-glucosido
(Anexo V). La mayor acumulacion de esta flavananaresentd en los ultimos meses (septiembre,
octubre y noviembre) con un maximo de 91.83 mg/18Ada condicibn de sombra con estrés
hidrico en octubre (Figura 36). Estos valores @rmmente mencionados tuvieron diferencias
significativas (k7, ss= 7.026 P= 0.0000) con el resto de tratamientos. A difer@nde la

naringenina, en plantulas de semilleros hubo, emedio, una concentracion de 2.27 mg/100g de

pentahidroxiflavanona-glucosido.
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Figura 36. Promedios mensuales de la acumulacigeat@hidroxiflavanona-glucésido engraveolens bajo
condiciones de cultivo: en naveécgzon sombra 70%riego 6ptimad y estrés hidrill]l  y en navessimbra con riego
c’thimoA y estrés hidri . Los nimerosdadidiferencias significativas,k, ¢si= 7.026P= 0.0000

De manera similar a la naringenina, su glucosido,néringina, se cuantificO mediante la
comparacion del cromatograma obtenido del estamdééntico de este metabolito SIGMA-
ALDRICH®, con iguales maximos de absorcion queddngenina pero con un tiempo de retencién
dex 7.3 minutos (Anexo V). El comportamiento de asttabolito no mostré una tendencia clara a
través del tiempo (Figura 37), y las concentracgdneron mucho menores que las obtenidas para la

naringenina y la pentahidroxiflavanona-glucoésido.
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Figura 37. Promedios de acumulacién de naringinia graveolens bajo condiciones de cultivo: en nave con sombra
70% con riego Optim@  y estrés hidlo  ynawme sin sombra con riego Opto vy estrésday

La comparacion con los valores obtenidos para lasstras colectadas en campo mostraron
variabilidad entre localidades y dentro de éstasmnlayor concentracion en San Rafael fue 60.3
mg/100g y el menor de 11.6 mg/100g; no hubo difgesn significativas entre las muestras

colectadas en mayo y las de septiembre de estigdkextaEn comparacion con los datos obtenidos
en invernadero bajo condiciones luminicas de &sttas/onoides, se observé que la naringenina fue

mayor en las plantas silvestres, a diferencia deatagina; y la pentahidroxiflavanona-glucosido
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presento valores altos en invernadero, mayoresequdan Rafael (§ 7= 22.497 P= 0.0000) y

menores (no significativamente) con San Martin {Fag38).
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Figura 38. Comparacion de la acumulacién de lamflaides naringenintd | naringirtd y peitt@xiflavanona-
glucésid eh. graveolens en campo e invernadero en la nave sin sombra g&wés hidrico en septiembre de
2008. La numeracion hace referencia a diferendimsfigativas Rg, 7o 22.497 P= 0.0000

En la nave con el sistema de fertirrigacion serdelaron individuos vigorosos y mas desarrollados
gue las plantas tratadas (Figura 39), pero sudesivke pentahidroxiflavanona-glucésido (t-student
o> 0.005) y de naringenina fueron estadisticamentems como puede observarse en la figura 40.

Estas plantas no presentaron naringina.

Figura 39. Planta y hoja de graveolens con riego enriquecido con nutrientes suministrdeléorma permanente
mediante sistema de fertirrigacion(a) y en tratamoiele sombra 70% con riego optimo (b) y sin s@on estrés

hidrico (c).
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Figura 40. Acumulacion de naringeniga  y peidt@ixiflavanona-glucosiq—]  en plantaslderaveolens
desarrolladas con sistema de fertirrigacion y lraamientos en invernadero (con/sin sombra y réggiono y estrés
hidrico). La numeracién indica diferencias sigrificas t-studeni> 0.005
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G. glutinosum

El flavonoide 5,7-dihidroxi-3,6,8,2"4"5"-hexametitavona present6 absorbancias maximas de 252,
268 y 346 nm con un tR de 8.8 minutos.

En las plantas provenientes de Puebla, la mayana@egion de este compuesto se obtuvo en la
condicion sin sombra con estrés hidrico, con uon@é 106.53 mg/100g (figura 41). Las plantulas
de semilleros (de aproximadamente un mes de edas@miaron 22.48 mg/100g, en contraste con

las plantulas de igual edad y provenientes de TdpERio, con 0.52 mg/100g del flavonoide.
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Figura 41. Acumulacion de 5,7-dihidroxi-3,6,8,2"4hexametoxiflavona e. glutinosum proveniente de Puebla
durante el primer (barras vacias) y segundo mueébaaras con color), y de plantulas establecidaseenilleros antes
de la aplicacién de tratamients

Una vez sometidas a los tratamientos luminicosddacos, las plantas provenientes de Tepeji del
Rio mostraron las mayores concentraciones de ftages en la nave sin malla sombra en casi todos
los meses, excepto en julio. Septiembre (exceptccardicion de luz con estrés hidrico) y

noviembre fueron los meses con los menores vatlee@sumulacion de este flavonoide como puede
verse en la figura 42 (&, 41~ 9.620P= 0.00102).
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Figura 42. Promedios mensuales de la acumulaci@n7ddihidroxi-3,6,8,2°4"5"-hexametoxiflavona &nglutinosum
bajo condiciones de cultivo en nave con sombra @6ftiego Optim& y estrés hidrllld  y enenain sombra con
riego OptimgA y estrés hidrjgd  La numeradidica diferencias significativas,k 4= 9.620P= 0.00102
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Con respecto a lo observado en campo, las plaat&sud Rafael en el mes de septiembre mostraron
la mayor acumulacion de este flavonoide con 24im@AL00g sin ser estadisticamente mayor que lo
obtenido en invernadero bajo condiciones de lugtyés hidrico a pesar de las diferencias evidentes
en porte, edad y estado fisioldgico. Ninguna dentagstras colectadas en San Martin presento el
metabolito (Figura 43). Las plantas desarrolladaslae nave de fertirrigacion, con suministro
permanente de agua con nutrientes, mostraron un agsarrollo vegetativo con respecto a las
tratadas (figura 44), sin embargo la acumulacionfldgonoide fue significativamente menor t-

student .
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Figura 43. Acumulacién de 5,7-dihidroxi-3,6,8,2"4hexametoxiflavona e@. glutinosum en campo (San Rafael y San
Martin), en invernadero en nave de fertirrigaci@nylave sin sombra bajo estrés hidrico. La nuntardwace
referencia a diferencias estadisticamente sigtifast-student> 0.005

Figura 44. Comparacion del desarrollo vegetativ&dgl utinosum con
estrés hidrico (a) y bajo riego por fertirrigacion(

C. tortuosa
La fisetina, con méximos de absorbancia de 256580868 presentd las mayores concentraciones

en condiciones de alta luminosidad (nave sin nm&diabra), con su valor mas alto en el mes de
agosto bajo riego 6ptimo, con 0.0424 mg/100g, Baativamente mayor (LSED.05) a los valores

mas bajos como fueron los resultados en condicideesombra en julio, agosto (con riego 6ptimo)
y septiembre (con estrés hidrico). Durante lossotn@ses de muestreo la condicion luminica con

estrés hidrico presento las mayores acumulacianestd metabolito (Figura 45).
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Figura 45. Promedios mensuales de la acumulacidisetana erC. tortuosa bajo condiciones de cultivo: en nave con
sombra 70% con riego 6ptin  y estrés hidlly en nave sin sombra con riego 6pti&o  yésstidricoX La
numeracién indica diferencias significativas L&D0.005

Estos datos en comparacion con lo obtenido en camygstran que las plantas del poblado de San
Rafael acumulan significativamente mas fisetinalgaglantas bajo condiciones de invernadero en
el mes de septiembre y las provenientes de SanrVi@studento> 0.005), pero entre éstas dos

ultimas no se encontraron diferencias significati(fayura 46).
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Figura 46. Acumulacion de fisetina €ntortuosa silvestre (San Rafael y San Martin), donde cadelwarresponde a

un individuo; y bajo condiciones de cultivo en esmde septiembre de 2008, donde cada barra refresetratamiento

diferente, en su orden: sombra70% con riego optsombra 70% con estrés hidrico, sin sombra cow Begmo y sin
sombra con estrés hidrico. La numeracion muedieeedicias significativas t-studemt 0.005.

Se realizé un ensayo con las plantas establecid@asvernadero provenientes de San Rafael en el
altimo mes de muestreo. La mayor de concentracgdfisdtina se dio en la condicién luminica con
estrés hidrico (Figura 47). Estadisticamente nobservaron diferencias significativas entre las dos

localidades (t-studené> 0.05); sin embargo una pruelpast-hoc de comparacion de medias
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(LSD>0.05) establecio diferencias entre los grupos derlayores concentraciones con los grupos

de menores concentraciones del compuesto.
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Figura 47. Acumulacion de fisetina E€ntortuosa establecida en invernadero a partir de semillaggmientes de
Zapotitlan de las Salinf]  y San Rgjjjel elanes de octubre de 2008. Los nimeros hacereneiara diferencias
significativas LSD> 0.05
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DISCUSION DE RESULTADOS

Germinacion y propagacion en invernadero

Los porcentajes de germinacion@etortuosa fueron mayores en los lotes de semillas almacesnada
por 5 afios. Mendoza Orozco (2006) en sus estuldieasdios a cabo en Tehuacan con semillas del
géneroCastela, obtuvo resultados de hasta 70% en semillas remiéectadas versus 23% en
semillas con 12 meses de almacenamiento, lo qieredd nuestros resultados, en el que el lote de
semillas almacenadas presentdé una mayor tasa mégigerminacion y menor tiempo promedio de
germinacion. Este hecho muestra que, probableméase,semillas recién colectadas no se
encontraban viables, mientras que el tiempo deadn@amiento pudo permitir su maduracion. Las
semillas pertenecientes a la familia Simaroubapeasentan cotiledones axilares gruesos y curvos,
lo que las ubica en el grupo de semillas con lasnde tipo fisiologica, fisica o combinada
(fisiologica y fisica), segun Finch- Savage y LeebriMetzger (2006). Este tipo de latencias pueden
ser causadas por las capas impermeables de ldasemoié dificultan el paso del agua para su
germinacion (Baskin y Baskin, 2004) y esto explgaus bajas tasas germinativas y los largos
periodos de germinacion. No se descarta que tanm@gsemillas requieran un evento de post-
maduracion para completar el desarrollo, lo qualgunas especies se relaciona con una deficiencia
de acido giberélico endégeno o con la falta de memmorfoanatémica del embrion (Baskin y
Baskin, 1998). Las semillas @& tortuosa fueron almacenadas a -20°C deteniendo su metatmlis
sin embargo, es posible afirmar que tuvieron laslmones adecuadas de almacenamiento ya que
evitd la deterioracion temprana y se mantuvo lal@ad durante mas tiempo ya que la temperatura
de almacenamiento y la humedad relativa del andbigmm los factores mas importantes que afectan

el mantenimiento de la calidad de la semilla (CargeOliveros, 1983).

En el caso de las semillas degraveolens no hubo diferencia significativa entre los poregeg de
germinacion de semillas almacenadas por 2 afics golactadas previamente a los experimentos; a
pesar de que su almacenamiento se llevé a cabopetatura ambiente, las semillas no perdieron
viabilidad. Esto es relevante en términos practi@sue las comunidades de esta zona estarian en

capacidad de almacenar semillas de esta espeaisyparopagacion sin que pierdan viabilidad.

Por su parte, con las semillas @e glutinosum se obtuvo un alto porcentaje de germinacion en
semillas almacenadas por 6 afios y un alto numesemélas germinadas con el material colectado
poco antes de los experimentos. Esto indica quediillas se encontraban viables al momento de

la siembra. Lo anterior podria estar relacionado @atipo y la morfologia del embridn, que en la
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mayoria de especies de la familia Asteraceae tiendrion axilar y por lo tanto se agrupan sus
semillas en el grupo de semillas sin latencia o labencia de tipo fisiolégica (Finch- Savage y
Leubner- Metzger, 2006). De manera similar, Baskial. (1998) clasifican esta especie como no

latente.

Las diferencias en la germinacién de los lotesycain almacenamiento puede deberse también a
los efectos maternos fenotipicos, los cuales oscwuwando el ambiente ejerce una influencia sobre
la madre de manera que es expresada posteriorragnkas caracteristicas de su descendencia
(Valencia-Diaz y Montafia, 2005). En semillas estfiestos son el resultado de las diferencias en el
ambiente durante su maduracion, la disponibilidadretursos o por diferencias, en una misma
planta, en las tasas de desarrollo en la estruderégas semillas o del fruto (Wulff, 1995 y

Silvertown, 1984). De modo que variaciones amblestaomo temperatura o precipitacion, puede

ejercer una influencia en las caracteristicas sledanillas, como su tamafio y calidad.

El establecimiento y sobrevivencia en invernadexodsicultd debido a un amplio nimero de
variables, entre ellas: la ausencia de suminiseonpnente de nutrientes, la aplicacion de los
tratamientos de estrés en plantas inmaduras yngréao trasplante de las plantulas. Parsons (1978)
asegura que el transito de la fase de plantuléaaa@s de crecimiento mas avanzados es critico, ya
que las caracteristicas de los sitios de estahileticmson determinantes de las oportunidades de su
crecimiento. El desarrollo radical limitado en esttado probablemente sea el principal obstaculo
para su permanencia, esto sumado a la alta rétedei agua que presenta el sustrato utilizado en
los experimentos, que lo hacen muy compacto yutificel desarrollo radical. La importancia del
sustrato para el establecimiento y germinacioQaktela en la zona de Tehuacan ha sido analizada
por autores como Osorig al. (1996) y Sanders (1998) quienes han mostradoequesta zona
predominan los suelos de textura arenosa y noasdlior su parte, Mendoza Orozco (2006) supone,
de acuerdo con sus resultados, que los suelosxtigratefranco-arcillosa podrian favorecer la
germinacion y el desarrollo en las primeras etajgmdas plantas, pero posteriormente un suelo

arenoso seria mas favorable para su crecimiento.
Una vez establecidas las plantas en invernaderonwyores porcentajes de sobrevivencia, se

observo que el desarrollo vegetativo fue mas ewden condiciones con riego 6ptimo y, en el caso

delL. graveolens, también en época de floracion. En cuanto a eStealaspecto, se ha descrito para
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plantios de la especle palmeri en el Estado de Sonora que el mejor momento @eteotle follaje
es justamente durante la floracion, que se prodoncesrano (Orteget al., 2008).

En algunas especies ha sido estudiado el efectbéfielt de agua sobre el desarrollo y morfologia
vegetal, en aspectos como el peso seco, el arag, fel incremento en la relacién de la longitud
radicular/ parte aérea y altura (Sanchez-Blanc®8R0alun ante altas concentraciones de, CO
(Bhattacharyeet al., 1990). Bajo un déficit hidrico, asi sea levegeficto mas importante es la
reduccion de crecimiento, especialmente la expansfular — mas vulnerable ain que la division
celular- ya que la turgencia de las células enirmiento brinda la fuerza motriz para la expansion,
la tasa real de la extension esta dada por el gatdmidrico y la extensibilidad (Sanchez- Diaz y
Aguirreola, 1997); ademas, la fotosintesis y lagparacion se afectan debido a la reduccion de
turgencia, al cierre estomatico y al bloqueo ddifasion de CQ hacia el meséfilo (Kumaet al.
1994).

Es de esperar, también, que cuando hay suministrogmente de nutrientes el desarrollo vegetativo
y la sobrevivencia es aun mayor que cuando no g begidenciado en las plantulas &
glutinosum y L. graveolens con un sistema de fertirrigacion de manera corstgrguplementado
con nutrientes. Las mayores concentraciones enolacidn suministrada a estas plantas
permanentemente fueron de nitrégeno y calcio. Ebgeno es esencial, es requerido en grandes
cantidades por la planta y es uno de los factam@tahtes en su crecimiento (Garnetaal., 2009);

por su parte, del calcio actualmente se sabe adezeesu papel importante como regulador en el
crecimiento y desarrollo en las plantas, intervidie en procesos como la divisién celular, el
crecimiento celular polarizado, el movimiento deragplastos y la homeostasis de la planta

mediante bombas y canales de este ion, entre (bteqder, 2005).

Por otro lado, desde junio y hasta octubre hulbradion en plantas de graveolens establecidas en

el invernadero, iniciando en la condicion de somif}# y posteriormente en la nave de luz. Martin
y Hutchins (1980) reportan los meses de floracidiNaevo México para esta especie desde marzo
y hasta octubre; sin embargo, en el mes de maszudatas eran ain muy inmaduras, con tan solo 2
meses desde su germinacion; solo hasta después af@olse observo este proceso en las plantas
establecidas bajo riego continuo mediante fertigign. Se sabe que el fotoperiodo determina en
muchas especies vegetales el numero de dias destgencia a la floracion (Villarroet al., 1996)

y la formacion de las flores, por lo general emgdarperiodos de luz (Hartmann, 1947; Mustilli y

Bowler, 1997; Szmidt- Jaworsket al., 2004), ya que la planta cuenta con mecanismesleu
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permiten percibir las condiciones luminicas parantipar los procesos fotosintéticos y asi regular
su crecimiento y desarrollo mediante transducci@n seéfiales que involucran fitocromos y
citocromos que originan la activacién de genes @Bpas (Cashmore, 1997). Otros estudios han
documentado la influencia del fotoperiodo, puntwaite en la floracion y fructificacion de plantas
de desierto (Turner y Randall, 1987; Friegekl., 1994; Abd El-Ghani, 1997). Esto explica el
tiempo de floracion con el aumento del fotoperi@toel mes de junio, en el invernadero, donde
aumentaron las horas de luz a casi 14 diarias 1@&i$&). El hecho de la floracién, en términos
aplicables, es de gran importancia porque provee herramienta de reproduccién sexual en

términos de una estrategia de propagacion de gs¢&ie silvestre.

Parametros fisiologicos

Los parametros fisiolégicos en condiciones inigalen las 3 especies, no mostraron mayores
diferencias, lo cual era de esperarse ya que estaficiones eran homogéneas. Sin embargo, se
observaron diferencias éngraveolens con mayores tasas de asimilacion de €®las plantas bajo
condicién de sombra que en los semilleros, lo guexgplica por el aumento en el tamafio de la hoja
y en el nimero de éstas, de manera similar a Enada por Otet al. (2009) con plantas de lechuga

bajo condiciones “protectoras” y en camara de oriegito.

Una vez sometidas las plantas a los tratamientasede y luz, la asimilacion de GQue por lo
general mayor en la condicion de riego 6ptimo Yyaemave con mayor luminosidad. @raveolens),
excepto en los meses de junio y julio que registraen promedio, los menores valores de
luminosidad y temperatura, opuesto a lo ocurrid@agwsto y septiembre con los mayores registros
de ambos parametros ambientales. Por otro ladop evende esperarse la conductancia estomatica
fue mayor en condiciones de sombra y bajo un ri@gtimo, excepto en octubre cuando cayo
drasticamente la tasa fotosintética. Se establecia relacion inversa entre fotosintesis y
concentracion interna de GOnas evidente en condiciones de estrés hidriapyégpuede deberse a
que el carbono asimilado es rapidamente utilizadelg@roceso de la fotosintesis por la planta, en

vez de acumularlo.

Contrario a la generalidad tedrica de la relacigsitfjva entre conductancia estomatica y fotosiatesi

(Chaves, 1991; Zhod al., 2007), debida a que la conductancia estoméatigala tanto la pérdida

de vapor de agua como el ingreso de,Qtr lo que su funcion es no solamente minimizar |

transpiracion, sino también maximizar la fotosist¢Sanchez-Blanco, 2008; Tartachnyk y Blanke,
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2008), en nuestros resultados, no coinciden teriperde los mayores valores de asimilacion de
CO, con las mayores conductancias estomaticas. Este lmuede estar directamente asociado a
que las 3 especies presentan un metabolismo tip(véa3e cortes histolégicos de cada una en el
anexo VIII) en el cual la regulacion estomaticaescextremadamente fina, el cierre de los estomas
no es rapido ni eficaz frente a cambios de lumdexbio concentraciones de £@kita y Moss,
1972).

El conteo de estomas realizado en preparacioneadi#euna de las especies, mostré que la densidad
estomatica dd.. graveolens y G. glutinosum concuerda con lo reportado para especies C3, con
valores entre 40 y 300 estomas/friiceegod, 1993) aunque a diferencia de lo reporfzata la
mayoria de especies (Sanchez-Diaz y Aguirreolad)2@desentaron mayor nimero de estomas en
el haz. EnL. graveolens se observaron estomas grandes y en su mayor@meate abiertos,
mientras queG. glutinosum presentd estomas mas pequefios y numerosos (Vew ARg En
ambas especies hubo en promedio, mayor densidach&gta en las plantas establecidas en
sombra, lo cual es de esperarse, ya que esta nesenf® una menor temperatura y luminosidad y
mayor humedad relativa; ademas se ha establecaltaglisminucion en la cantidad de estomas por
mn? aumenta la resistencia estomatica y asi se evitaceso de transpiracién (Cafizagesl.,
2003). Las preparaciones @etortuosa, debido a la morfologia misma de la hoja y a &spncia de
ceras, no fueron Utiles para estimar la densidéoim@dica por lo que se requiere aplicar una

metodologia con la que se pueda obtener la epiddotiar Gnicamente.

A pesar de que se ha descrito (Sanchez-Diaz y vegli@a, 2000a) que la apertura estomatica es
estimulada por la irradiacion (PAR), los resultadbsenidos no muestran una clara relacién entre
estos estas dos variables (figura 32), exceptdgem@s casos eh. graveolens. de mayo a octubre

en la nave de luz y de junio a octubre en la n@asotnbra. Esto puede deberse sustancialmente a la
heterogeneidad de la conductancia estoméatica, epende de diversos factores: la especie, la forma
de imponer el estrés hidrico, las fluctuacionesiaade temperatura y humedad, el nimero de
estomas y su disposicion espacial en la hoja,dd éaliar, la nutricion, entre otros. De otro lado,
pesar de la relacion existente entre la temperatul@ apertura estomatica, la magnitud de la
respuesta depende de la presion de vapor. Estedio® el de Lauer y Boyer (1992) han
demostrado que el cierre de estomas impide la lagidin de agua entre xilema y floema,
bloqueando el transporte de asimilados hacia Igan@is de consumo antes de que ocurra una

limitacion en el aporte de CQ la tasa fotosintética, o que permitiria explizabaja conductancia
estomatica simultdnea a altas tasas fotosintétwasjas al descenso de esta ultima en el mes de
62



octubre. Es relevante sefialar que los menoregnegde conductancia estomatica se presentaron en
agosto, mes en gue se registr6 un aumento en la@etatara dentro del invernadero, asi que es
probable que como un mecanismo para evitar la ¢raEpiracion frente a las altas temperaturas,
las plantas cerraron sus estomas y asi evitar lolany la cavitacion, fendmenos comunes en

plantas bajo déficit hidrico y con hojas muy pe@sefSanchez-Diaz y Aguirreola, 2000).

Es interesante el hecho de queGmglutinosum y C. tortuosa durante los meses de mayor flujo
fotonico y temperatura no mostraron una alta aagiih de CQ ésta se presenté cuando ambos
parametros ambientales disminuyeron. Una hipotesiseste hecho puede basarse en la
fotoinhibicién, que segun Broettd al. (2007) se genera en plantas expuestas a unaai@u
excesiva y es un proceso asociado a la inducciccamsmos protectores en la disipacion de
energia, generados por dafos en el centro de deadei fotosistema Il (PSII) causados por la luz,.
En nuestros registros, la disminucion en la asoitla de CQ de estas especies en el mes de
octubre estuvo acompafiada de un aumento conspidaccenductancia estoméatica, probablemente
debido al nivel de humedad relativa en este masgda mostrados), que coincidido que con el fin
de la época de lluvias.

El mecanismo que podria explicar los fenOmenosianteente sefialados podria estar asociado los
llamados efectos no estomaticos, que se han reljpopra explicar las bajas tasas fotosintéticas, e
incluyen la disminucién de en la tasa de transpelgetronico (Kaiser, 1987) con efectos en la
funcionalidad del PS II (Bilgeet al., 1995) o en la eficiencia efectiva fotoquimicaide a la
aparicion de una fuente alternativa de electrormsoclas especies reactivas, particularmente
superoxidos, que gracias a las superéxido-dismai@smucen peroxido de hidrogeno el cual retira
electrones del transporte fotosintético lo que ieapla bajas tasas fotosintéticas a pesar de elevad
conductancia estomatica (Tartachnyk y Blanke, 2008} ha sugerido que las respuestas
metabdlicas bajo condiciones de estrés hidricotgs dtradiancias ocurren indirectamente como
consecuencia del estrés oxidativo, mas que comoespaesta directa debida a la sequia (Fleixas
al., 2006).

La controversia sobre las causas de la disminut#ola fotosintesis en condiciones de sequia, por
cierre estomatico o disfuncionalidad metabdlicdasnplantas C3 ha llevado a numerosos estudios
en el tema, concluyendo que la limitacion estora&i la responsable al inicio del estrés y mientras
éste se acentla, se produce gradualmente el desauefabolico (Zhoiwet al., 2007; Flexas y

Medrano, 2002). Esto puede resultar evidente emkxses de mayores tasas fotosintéticas en las 3
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especies (agosto-septiembre) y concentracionesiveegyde CQ intracelular y la subsecuente caida
de la asimilacién de CQen el mes de octubre, con un aumento en la caacaén de CQ(Ci). Se

ha sugerido que cuando Ci disminuye indica qudin@taciones estomaticas son las dominantes, y
cuando el estrés hidrico se hace aun mas fuertée€ientemente aumenta como reflejo de la
predominancia de limitaciones no estomaticas diottzsintesis (Flexas y Medrano, 2002). Estos
sefialamientos corroboran la hipétesis de la disoionufotosintética debida a comportamiento en el
PSII, a nivel bioquimico como la actividad de ldg®osa 1,5 carboxilasa-oxigenasa (RUBISCO), la
regeneracion de la Ribulosa 1, 5 Bifosfato (RuBRa gintesis de ATP (Griffiths y Parrg002;
Medranoet al, 2002; Parryet al., 2002; Ramachandra Reddy al, 2004) o a nivel electrdnico,
debido a que con las bajas tasas de fotosintegi@der reductor del NADPH no esta siendo
utilizado para la asimilacion de carbono, y comocégpacidad de captura de energia fotdnica
primaria en las plantas es insensible al estréss esntindan con el transporte de electrones lecia
NADP*, cada vez mas escaso. De esta manera, el flufjp k@@ electrones en la cadena
transportadora del cloroplasto y el desbalancexredsultantes pueden ocasionar dafio fotonico a
los centros de reaccion del fotosistema I, inhdsicde la via oxidativa pentosa fosfato y el uso
preferente de ©en vez del NADP como Ultimo aceptor de electrones en la cademsifuttica,
generando especies reactivas de oxigeno (Naattak., 2002) lo que se relaciona directamente con

la mayor acumulacion de flavonoides (como agentéexadantes) bajo condiciones de estrés.

Lo anteriormente explicado se observo bajo todsstdatamientos, excepto bajo la condicion de
sombra con riego Optimo dn graveolens y G. glutinosum lo que demuestra que efectivamente,

eran condiciones menos estresantes para las plantas

La comparacion de los parametros fisioldgicos elaseplantas establecidas en invernadero y en
estado silvestre mostré que no hubo diferencida tatosintesis (excepto &h tortuosa), pero si en

la conductancia que fue mayor en campo, lo quelseiona directamente con la mayor humedad
registrada: 37.016 £7.34% en San Rafael y 87.08824.en Tehuacan frente a 16.54 +1.4% en
invernadero en el mismo mes, lo cual permite latape estomatica y de ese modo se explica
también la mayor concentracion interna de, @@ las plantas silvestres. La menor tasa fotdagiate
en C. tortuosa en campo, a pesar de la alta concentracién dg @Qestra que los procesos
metabdlicos en campo son diferentes a las plamasampo que, se sugiere, utilizan de manera

inmediata el carbono fijado; mientras que en lasgnas éste si se concentra en la célula.
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La ausencia de diferencias estadisticamente gigtifas entre parametros fotosintéticos, en

algunos meses, de plantas sometidas a riego éptiamnestrés hidrico muestra que, probablemente,
ambos tratamientos indujeron la caracteristicastie® teniendo en cuenta las altas temperaturas
registradas que promueven una rapida evaporacidagde, sumado a la alta retencion de agua
disponible por el sustrato. Una evidencia de estque con el tiempo, aun las plantas sometidas a
un riego optimo, tendian a perder sus hojas, que@ estrategia de estas plantas para reducir la

pérdida de agua durante la época de sequia ercooreti naturales (Pavon y Briones, 2001).

Cuantificacion de metabolitos secundarios

Las concentraciones de naringenina fueron similewado reportado en especies reconocidas por su
alto contenido de este compuesto como la naraaja,1¢.3 mg/100g (Justesenal., 1998) vy el
tomate de 1.8 a 9.04 mg/100g (Ra#bal., 2006). Con respecto a los datos descritos para
graveolens por Lin et al. (2007), coincidieron con nuestros resultados parsaringenina (reporte
de 3.3 a 4.18 mg/100g) pero la pentahidroxiflavargiucésido fue mucho mayor en el presente
estudio que lo reportado, con valores hasta der@{10g y de 9.37 mg/100g, respectivamente.

En el caso de la 5,7-dihidroxi-3,6,825-hexametoxiflavona dé&. glutinosum la concentracion
obtenida en nuestros resultados, con un maximo4@e7 2ng/100g fue mayor a lo reportado por

Canalest al. (2006) en plantas silvestres de esta especiepegjildel Rio (0.005%).

Las mayores concentraciones de flavonoides se iebtuv en la condicion de luz; para la
naringenina y 5,7-dihidroxi-3,6,8,2,5-hexametoxiflavona bajo el tratamiento de estrékidd
(Figuras 33 y 42), la fisetina en luz 6ptimo (Feyyb) y la pentahidroxiflavanona-glucésido bajo
estrés hidrico en la nave de sombra (Figura 36)elEcaso de la naringenina, por ejemplo, el
aumento en la acumulacion entre la condicién deyluego Optimo con las plantas en la misma
nave pero sometidas a estrés hidrico aument6 edend30%.

Ha sido ampliamente reportada la relacion entrpréaluccion de compuestos flavonoides y la
radiacion luminica. Recientemente se ha enfocadeseldio a la activacion del metabolismo
secundario, particularmente con las vias que penntéit acumulacion de antioxidantes, incluyendo
los fenilpropanoides (Olet al., 2009) como parte integral de la adaptacion deplantas y en
asociacion con diferentes tipos de estrés comedaig, alta luminosidad, UV y bajas temperaturas
(Chappell y Halbrock, 1984; Dixon y Paiva, 1995naket al., 2002; Sofoet al., 2005;

Rudikovskayeet al., 2008). La asociacion entre luz y metabolitosisdarios se ha establecido ain
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en especies comerciales, por ejemplo, los vifiedws jpoca luminosidad tienen menores

concentraciones de compuestos terpénicos (Catakiagnina 2007; Langenheim, 1994).

La produccion de flavonoides en relacion a la a@ph de las plantas a condiciones de estrés,
como la luz, se ha descrito bajo el fundamentow@apel como antioxidantes (Dixon y Paiva,
1995; Hernandezt al., 2004; Keles y Oncel, 2002; Yaginunsaal., 2002). La hipétesis de
fotoinhibicién (Close y McArthur, 2002) predice quealquier factor que aumente la presion
oxidativa genera el incremento de compuestos fergllide manera que una de las principales
funciones de estos compuestos se enfoca a pratég@ianta de las altas radiaciones.

La mayor acumulacion de flavonoides bajo la coddicde estrés hidrico en la mayoria de
muestreos (excepto en el mes de agostb. gmaveolens y de septiembre e@. glutinosum y C.
tortuosa en la nave de sombra) muestra que ademas de k& kegtrés inducido por la limitacion de
agua es también determinante en este tipo de catogyecontrario a lo obtenido para aceites
esenciales en la espedieberlandieri con un tratamiento de estrés hidrico similar adasan el
presente estudio (Turgut Dunford y Vazquez, 2005).

EnG. glutinosumy C. tortuosa, la mayor acumulacion de flavonoides se dio el pregio al mes en

el que se registraron las mayores tasas fotogsiaggtlos maximos registros de ambas variables no
coincidieron. La naringenina de graveolens tuvo su mayor acumulacion un mes después a las
mayores tasas fotosintéticas, mientras que la pieintxiflavanona registro la mayor concentracion
simultdneamente a un descenso en la tasa fotasintEn el caso de la naringenina este fendmeno
podria explicarse con base en la produccion deueres y de intermediarios de los compuestos
gracias a la fotosintesis, que incluyen la eritrddasfato, fosfoenolpiruvato y el acetil-CoA,
ademas la generacion de ATP y NADPH como fuenteemrgia utilizada en la sintesis de
compuestos fendlicos (Zagoskietzal., 2005).

Los casos dé&. glutinosum y C. tortuosa y la pentahidroxiflavanona de. graveolens pueden
resolverse a la luz de la llamada hipotesis denbal@recimiento- diferenciacion, GDBH por sus
siglas en inglés, la cual divide el desarrollo gor@esos: crecimiento, que incluye division celula
y alargamiento; y la diferenciacion que incluye oradion celular, especializacion y la produccion
de compuestos de defensa. Ambos procesos se mdragfael mismopool de recursos y estan
negativamente correlacionados con el crecimientedgminante bajo condiciones ambientales
desfavorables, y con la diferenciacion cuando &sunsos son limitados. Ya que la fotosintesis

continta bajo condiciones desfavorables los compseke defensa se sintetizan cuando las reservas
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de carbono no estan siendo utilizadas para elnoiecio. Esta hipdtesis en un contexto ilimitado de
nutrientes sugeriria que la sintesis de compuegtasndarios no seria costosa, ya que no compite
directamente por recursos para el crecimiento ylgsieeambios en los suplementos del sustrato
estan altamente vinculados con la regulacién éorfaacion de dichos compuestos; y por otro lado,
no explicaria la acumulaciéon de los flavonoides,este caso, en las plantas que si bien no se
desarrollan vegetativamente de manera abrupta aesmnan en etapas de crecimiento. Por estas
razones se generd un modelo basado en la demapaargconoce la importancia de luz, nutrientes
y otros recursos en la determinacion de los pasrdeadefensa de las plantas. Esta hipotesis plantea
que especies que crecen en habitats pobres tigeanente tasas lentas de crecimiento y vidas
medias largas en las hojas, las cuales tienen ggaodntenidos de compuestos defensivos,

generalmente inmoviles, 1o que les permite prosg@Bershenzon, 1994).

La mayoria de flavonoides estudiados, exceptodaltidroxi-3,6,8,24',5-hexametoxiflavona de

G. glutinosum cuyas plantulas establecidas en los semillercseptaron el compuesto (hasta 22.48
mg/100g) y la fisetina d€. tortuosa, tendieron a aumentar su concentracion a traviesetdepo,

con poca 0 ninguna concentracion de estos metabadit plantulas establecidas en semilleros.
Estudios en otras especies han mostrado acumuldi&nencial de metabolitos tanto en 6rganos
como en etapas de crecimiento, lo cual se reladimegtamente con la etapa de desarrollo en la
cual se usa una planta para su fin medicinal. Hmsnge ellos sor8Sphonochilus aethiopicus
(Zingiberaceae) con la disminucion de actividad edéracto de las hojas después de la senescencia,
mientras que en la raiz aumentycomis autumalis la cual mostré los valores mas altos de
actividad hacia el final de la estacién de creanttigpoco antes del inicio de la latencia (Taylor y
Van Staden 2001 y 2002) y los bulbos maduros nrostraayor actividad en comparacion con los
jovenes. EnL. graveolens la acumulacién de aceites esenciales -timol yagaol- también aumenta
con la madurez de la planta (Silva y Dunford, 20Q%s diferencias en la acumulacién espacial y
temporal se deben al tipo de metabolito, la espgdentro de ella, la bioquimica tiene una gran

influencia: las rutas biosintéticas y fendmenos @deryglicosilacion.

Los flavonoides se derivan de la ruta de los feoppnoides, los aminoacidos fenilalanina y tirosina
(que provienen de la via del shikimato) juegan apepimportante como precursores de una amplia
gama de compuestos fendlicos. El anillo B y paeleadillo heterociclico del esqueleto flavonoide
es dado por la esterificacion del conjugado acidtrokicindmico-CoA, ordinariamente el 4

cumaroil-CoA, mientras que el anillo A se origirauhidades de acetato via malonil-CoA. Ambos
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precursores son derivados de carbohidratos (Haegbd®04), punto en el cual vuelve a jugar un
papel importante la regulacion entre el metabolispnonario y el secundario frente a las
condiciones medioambientales en las cuales se mineua planta. En muchos casos, la produccién
de metabolitos secundarios esta indirectamentdaasoa la luz, que de acuerdo a su cantidad y
calidad pueden inducir o no tener un efecto espsalae el desarrollo de la planta, favorable para
la biosintesis 0 acumulacion de estos compuestoejigitalis lanata acumula digoxina en sus
hojas durante su estadio vegetativo, con un maxiomante su estado maduro, mientras que en el
invierno (flujo fotdnico menor, de 100 pmol“s1) la acumulacién se ve limitada (Linley al.,
1985). De este modo, se discute que bajo condigiesesantes puede presentarse catabolismo de
metabolitos primarios 0 una nueva distribuciéon do® para compensar el bajo metabolismo
primario (Brugidouet al., 1988, Flesctet al., 1992), exponiendo el conocido dilema de crecer o

defenderse para las plantas (Herms y Mattson, 1992)

Un punto interesante por recalcar es la glicositaaile sustancias bioactivas, la cual genera
compuestos de mayor polaridad que son fisiologicdéenmas rapidamente disponibles (Tumanova
et al., 2002). Debido ha que se ha sugerido que lagijlazndn puede influir en la estabilizacion de
metabolitos secundarios (Harborne, 1980), se edparae en el caso de graveolens el glucésido

de la naringenina (naringina) fuera mas abundémige no ocurrid. Sin embargo se ha descrito en
flavonoides que la acilaciébn permite absorcion dgos UV-B mientras que los compuestos
salicilatos son menos efectivos para este fin (lBiachet al. 1999; Turuneret al., 1999) lo que
muestra una clara ventaja de las agliconas bajdicones de estrés, que puede ser el caso de la

naringenina frente a la escasa concentracion degirea acumulada (Figura 38).

Las plantas dé. graveolens con flor no presentaron diferencias en cuanto eotaentracion de
naringenina ni pentahidroxiflavanona-glucosido, ry entraste con algunos reportes sobre la
disminucion de flavonoides después de la épocalatacion (Karlova, 2006), los compuestos

cuantificados en esta especie tendieron a aumsntancentracion.

Las plantas desarrolladas en la nave con fertoidga mostraron gran desarrollo vegetativo pero la
concentracion de las flavonoides correspondienties significativamente menor a las tratadas
(Figuras 40 y 43). Esto puede deberse a que losom#centes del suelo son transformados
mediante el metabolismo primario de la planta, gerdo asi las macromoléculas que permiten el

crecimiento de la mismay por lo tanto el metalnotissecundario queda suspendido y mas aun, si la
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planta no se encuentra bajo ninguna condicion de&seen la cual la sintesis de metabolitos
secundarios actiua como una defensa ante los mi&steshecho contrasta con la gran cantidad de
metabolito en las plantas tratadas y especialmmnda concentracién en plantas secas, c@no
glutinosum en el mes de noviembre c@d.261 mg/100gNo se ha visto una correlacion entre la
produccién de biomasa por planta y el contenidaadites esenciales &felissa officinalis aunque

si una correlacion negativa entre el contenido weaxeites esenciales y parametros fenotipicos
espaciales: ramas de plantas durante un periodondeses mostraron menores valores de aceites
que ramificaciones menores o de crecimiento méase IgAdzetet al., 1992). Nuestros resultados
son consistentes con la llamada hipotesis de balamcimiento- diferenciacion, que establece que
la disponibilidad de nutrientes en el suelo puedenemtar o disminuir la concentracion de
metabolitos secundarios: el crecimiento de la plagh relacion directa con los nutrientes e
inversamente asociado con la acumulacion de congsuénolicos (Halest al., 2005) y ademas
con el modelo de competicion por proteina (PCM)psesto por Jones y Hartley (1999) el cual
sugiere que la sintesis de proteinas y la sinfesidlica compiten por el uso del precursor de
fenilalanina. Ambos propuestos muestran una clegalacion entre el metabolismo primario y el

secundario.

Aunque la generalidad observada en campo fue ungmrma@oncentracion de metabolitos en
comparacion con las plantas de invernadero, exisi@dalta variabilidad en estas muestras, lo que
concuerda con las observaciones fluctuantes y ediéésles, segun época y sitio de colecta,
realizadas por otros investigadores (Martinez, 20G@rmacion personal); ademas se debe tener en
cuenta que en el invernadero las condiciones attatbésnson relativamente constantes mientras que
las variaciones en zonas aridas son drasticagismdas diarias, a lo que se suma la presencia de
depredadores como se observé en San Rafdelgraveolens en el mes de septiembre (Anexo X).
Sin embargo, no hay reportes de flavonoides en g&tero que involucren alguna asociacion
ecoldgica con depredadores, contrario a lo quer@@an los aceites vegetales (Gleiser y Zygadlo,
2007; Kembrcet al., 2009), lo cual explicaria la ausencia de difel@nen campo entre plantas con
marcas de depredacion y sin éstas. En las otrasspesies no se evidencié depredacion, como ya
habia sido reportado pafa tortuosa en la region de Zapotitlan Salinaslgndoza Orozco y
Godinez Alvarez, 2007). Otros factores que probablge se suman a la alta variabilidad en la
acumulacion de flavonoides en campo es la edadigiglantas, mayor que las establecidas en
invernadero de tan s6lo un afo, las condicioneso@cbientales y la mayor radiacion PAR en

campo. Se ha reportado que bajas irradiacionesiRé&Bmentan la sensibilidad a la radiacion UV-
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B (Caldwellet al,. 1998; Warreret al., 2003) con base en las observaciones de mayomng&cion
de compuestos que absorben estas radiacionesmeasptstablecidas en espacios abiertos que en las

de espacios cerrados, lo que sugiere que las @snestan mas protegidas que las segundas.

Estudios similares sobre la evaluacion de compsefndlicos bajo diversas condiciones de
radiaciones y estrés hidrico en otras especiesd[@u2005) han mostrado igualmente variaciones
amplias, aun dentro de la misma especie y bajoicongs homogéneas, esto es, sin comparar
invernadero y campo, con resultados de incremel@scenso o invariabilidad de la concentracion
de fenoles bajo estas condiciones.LEgraveolens, estudios en aceites esenciales (Silva y Dunford,
2005) mostraron mayores concentraciones de 1.8leiyecarvacrol en plantas de invernadero, pero

menor acumulacion de timol frente a plantas sitesst

De modo general, aunque la cantidad de metabaéosndarios esta claramente influenciada por
disponibilidad de recursos abiéticos e influendié&ticas, la variacion en la composicion de la
mezcla esta, fuertemente determinada por contr@tg®; y ambos (cantidad total y composicion)
pueden estar afectados por presiones bioticas ndetrdo la sobrevivencia de la planta.
Actualmente hay gran cantidad de estudios que ulcvah estos parametros (Vincemtal., 2005;
Peltet al., 2003) de modo que la variabilidad genética iiddial, y mas al tratarse de especies
silvestres, influyen en los resultados variablegemidos. Y finalmente en el presente estudio se
analizaron entre 1 y 3 metabolitos de cada espgci@no se sabe, la distribucion del carbono en el
metabolismo secundario se divide en varias viasrrdtivas y ramificadas por lo que el
comportamiento de otras flavonas podria estar mdwiade una manera independiente a las
contempladas aqui. De hecho, la naringenina es wmopcentral para estas ramificaciones,
generando flavonoles, flavonas, isoflavonas, ddfidvanoles, etc. (Pedt al., 2003).

Considerando los resultados del presente estublie sb efecto de las condiciones de cultivo sobre
la acumulacion de compuestos flavonoides, es posifitmar que éstos contribuyen de manera
importante a una nueva linea de investigacion geteipde manejar la concentracion de metabolitos
secundarios en especies de uso medicinal bajo @onds controladas, de modo que sea posible
obtener plantas con su actividad medicinal al tiempe se conserveax situ estas especies de gran
demanda. Aunque no son suficientes los datos aluiense espera que aporten a otros estudios
similares y puedan tener una aplicacion practiicieate y Gtil frente a las probleméaticas humanas

sin dejar de lado el uso sustentable de los resurso
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CONCLUSIONES

Para las semillas de las espedssnnosperma glutinosum y Lippia graveolens la desinfeccion es
suficiente para lograr la germinacion. En el casQaktela tortuosa es necesaria una escarificacion

con acido sulfdrico concentrado.

Los porcentajes de germinacionldegraveolens muestran que las semillas pueden ser alndaena
a temperatura ambiente hasta por 2 afos sin quiersia la viabilidad. En el caso e glutinosum

el almacenamiento a -20°C mantuvo la viabilidadedesemillas hasta por 6 afios.

La sobrevivencia y establecimiento de las plantagogré con la adiciéon de solucién nutritiva
Hoagland y el trasplante de plantulas mayores dm 2le la cAmara de incubacién a macetas en
invernadero. En el caso @ tortuosa la siembra directa sobre los alméacigos en el madgro, sin

pasar por el cuarto de incubacién, logra un altegrdaje de sobrevivencia.

El riego 6ptimo del sustrato utilizado (mezcla deodita y tierra en proporcion 1:2) fue 100-80% de
humedad, correspondiente a un potencial hidric®.8ea 0.5 atmdsferas (-0.033 a -0.055 MPa,
respectivamente) y el estrés hidrico con un poagende humedad del suelo entre 60 y 40%,

correspondiente a 13 y 15 atmosferas (-1.43 Yp-Ba, respectivamente).

Los tratamientos luminicos e hidricos, ademas dis dactores como el fotoperiodo, influyen en la
fijacion de carbono, reflejada en las tasas fotésoas y concentraciones internas de didxido de
carbono. La conductancia estomatica se vio asocladaetamente con la humedad ambiental y en
algunos casos, inversamente con la fotosintesis, Ilgpague se sugiere que estan en juego
mecanismos no estomaticos que expliquen las bajaslaciones de C&en los Ultimos meses de
muestreo, y a al metabolismo C3 que presentarsfsesces estudiadas.

La mayor acumulacion de flavonoides se presentbediciones luminicas altas; este parametro no
coincidioé con las mayores tasas fotosintéticas..Egnaveolens se acumulé en mayor concentracion
y bajo todos los tratamientos la pentahidroxiflawaglucésido con valores de hasta 91.83
mg/100g y la naringina fue la de menor concentradi@ mayor acumulacion de naringenina fue de
4575 mg/100g, mientras que el maximo obtenido de 9,7-dihidroxi-3,6,8,24',5'-
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hexametoxiflavona des. glutinosum fue de 246.7 mg/100g y la fisetina €h tortuosa con

concentraciones muy bajas, fue de 0.0424 mg/100g.

Las concentraciones de flavonoides en las treciespestudiadas fueron mayores en condiciones
silvestres, no obstante, esta condicion fue muiabler a pesar de que los individuos muestreados se

encontraban cercanos.

Se resalta la independencia entre el desarrolletatgo de las especies y la produccion de

metabolitos secundarios, en los caso&dglutinosumy L. graveolens.

PROPUESTAS

Como consecuencia de los resultados obtenidostergsidio se proponen alternativas que podrian
mejorar a éstos y por ende en las aplicacioneesmondientes. Ellas incluyen otros manejos en la
propagacion, como un tipo de sustrato con menescigin de agua, por ejemplo con la adicion de
tezontle o mayor proporcion de agrolita; la adicggrmanente de solucion nutritiva y realizar el
trasplante en plantas con mayor tamafio. Seria n@nte, asi mismo iniciar la aplicacion de

tratamientos a las plantas con un mayor desawetjetativo.
Con base en los resultados de los parametros ritdtisbs de estas 3 especies silvestres, se

considera que la época idonea para la siembrasdeehaillas podria estar en los meses de junio o

julio, de modo que se eviten los meses mas fribafae
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ANEXOS

l. Composicion de solucion Hoagland
Para 20 litros:

Macronutrientes
KH.POy 2.72¢9
KNO3 10.119
Ca(NGy), 16.419g
MgSOy 4.81569
Micronutrientes
H3BO3 1.43¢g
ZnSQy 0.11g
CusSQ 0.04g
H>Mo0QO, 0019
Il. Composicién de solucion nutritiva suministrada feotirrigacion
K 200 ppm
Ca 150 ppm
N 190 ppm
S 70 ppm
Mg 45 ppm
P 35 ppm
Fe 1.0 ppm
Mn 0.5 ppm
B 0.5 ppm
Zn 0.15 ppm
Cu 0.10 ppm
Mo 0.05 ppm

Il. Promedios diarios de luminosidad y temperaturasmieses del experimento en cada

nave del invernadero.
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IV. Cromatograma de liquidos y espectro ultraveblé¢ la naringenina y naringina
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V. Cromatograma de liquidos y espectro ultraviolettageentahidroxiflavanona-glucésido

DAD1 A, Sig=260,4 Ref=off (SERVI\LIPPI194.D)
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VI. Cromatograma de liquidos y espectro ultravioletiade7-dihidroxi-3,6,8,2°4°5"-

DADI A, Sig=260,4 Ref=off (SERVI\LIPI0035.D)
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VII.  Cromatograma de liquidos y espectro ultraviolettadisetina
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VIIl. Fotografias de cortes de las espetiagaveolens (a), C. tortuosa (b) y G. glutinosum (c
d).

IX. Montaje de las hojas de cada especie bajo watiamiento, en lamina portaobjetos con
barniz para observar densidad estomatica. Obsérvacl0X en Microscopio Nikon Labophot-2.
Se muestra el promedio de estomas observados mppoca

Especie Cara foliar SOMBRA LUz ASPERSION
Riego 6ptimo  Estrés hidrico  Riego 6ptimo  Eshriélsico

L. graveolens Envés 55 6,12 2,7 2,6 4
Haz 11,71 16,3 7,18 4.4 7

G. glutinosum Envés 3 4 6 2 4.8
Haz 13 6 14,6 3,3 3,6

C. tortuosa Envés 2,5 3 2 25

Haz 1 0 3 0




L t ‘.‘
L. graveolens sombra éptimo (envés)

X. Fotografias dé. graveolens con evidencia de herbivoria en San Rafael, CataRuebla.
Septiembe de 2008.
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