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ETNOBOTANICA, FENOLOGIA Y PERFIL FITOQUIMICO DE Bacopa procumbens

Ada Maria Rios Cortés, D. C.
Colegio de Postgraduados, 2023

RESUMEN

Bacopa procumbens es una planta ocupada en la medicina tradicional mexicana para
aliviar enfermedades infecciosas, cicatrizacién de heridas y como antiséptico. Muchas
de estas actividades han sido avaladas cientificamente, por lo anterior los objetivos de
este trabajo fueron identificar el conocimiento tradicional actual que poseen los
habitantes de Huasca de Ocampo, Hidalgo, generar conocimiento en torno fenologia,
relacionada con su perfil fitoquimico orientado hacia los compuestos de interés medicinal,
y su abundancia en las distintas fases de desarrollo de la planta. De esta manera, se
pretende contribuir al conocimiento del cultivo de B. procumbens y aportar para un buen
aprovechamiento de este recurso. Para el estudio se realizaron entrevistas estructuradas
a los habitantes de este municipio ocupando un muestro por conveniencia, se hizo un
analisis descriptivo de frecuencias y un analisis multivariado de correspondencias
multiples. Para el estudio fenologico se establecieron las metodologias para la
germinacion de las semillas y propagacion vegetativa. Por la uniformidad en cuanto al
crecimiento de las plantas y al inicio de vida de estas, se usaron las plantas obtenidas
por semillas para realizar el estudio fenolégico en donde se monitoreé la fase vegetativa,
floracion y fructificacion, en condiciones de invernadero. En el analisis fitoquimico se
realizaron extracciones para obtener los estandares y asi cuantificar los metabolitos
secundarios de interés, de acuerdo con su etapa fenologica. Se observdé que el
conocimiento tradicional en Huasca de Ocampo se concentra en las mujeres, el uso
tradicional de la especie es para aliviar el dolor de estbmago, aliviar heridas, dolor de
muelas, dolor de rindn, hinchazoén y fiebre. Las semillas tienen latencia, la floracién inicia
en primavera y culmina a finales de otofo, es necesario estudiar el manejo agronémico
para que la planta no pierda la sintesis de las procumgastrodinas.

Palabras clave: medicina tradicional, fenologia, cultivo, metabolitos secundarios.



ETHNOBOTANY, PHENOLOGY AND PHYTOCHEMICAL PROFILE
OF Bacopa procumbens

Ada Maria Rios Cortés, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

ABSTRACT

Bacopa procumbens (Mill.) is a plant used in traditional Mexican medicine to alleviate
infectious diseases, wound healing, and as an antiseptic. Many of these activities have
been scientifically confirmed, therefore the objectives of this work were to identify the
current traditional knowledge possessed by the inhabitants of Huasca de Ocampo,
Hidalgo, to generate knowledge about phenology, related to its phytochemical profile
oriented towards the compounds of medicinal interest, and their abundance in the
different phases of plant development. In this way, it is intended to contribute to the
knowledge of the cultivation of B. procumbens and to contribute to a good use of this
resource. For the study, structured interviews were carried out with the inhabitants of this
municipality, occupying a sampling for convenience, a descriptive analysis of frequencies
and a multivariate analysis of multiple correspondences were done. For the phenological
study, the methodologies for seed germination and vegetative propagation were
established. Due to the uniformity in terms of plant growth and the beginning of their life,
the plants obtained by seeds were used to carry out the phenological study where the
vegetative phase, flowering and fruiting were monitored, under greenhouse conditions. In
the phytochemical analysis, extractions were made to obtain the standards and thus to
quantify the secondary metabolites of interest, according to their phenological stage. It
was observed that the traditional knowledge in Huasca de Ocampo is concentrated in
women, the traditional use of the species is to relieve stomach pain, alleviate wounds,
toothache, kidney pain, swelling and fever. The seeds have dormancy, flowering begins
in spring and ends at the end of autumn, it is necessary to work on the agronomic
management so that the plant does not lose the synthesis of procumgastrodins.

Key words: traditional medicine, phenology, cultivation, analysis of secondary

metabolites.
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. INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales en México representa un valioso elemento cultural que
nos identifica como nacién y que ha sido resguardado durante siglos por los médicos
tradicionales y por los habitantes de los pueblos indigenas. La medicina tradicional ha
recopilado el conocimiento sobre estas plantas y ha logrado trasmitirlo de generacion en
generacion (Garcia de Alba, 2012). En los pueblos, los conocimientos tradicionales
representan la base de su identidad pues determinan el manejo y aprovechamiento de
su desarrollo econdmico, cultural, politico y social. Para las industrias o centros de
investigacion, los conocimientos tradicionales pueden ser la entrada para identificar
recursos susceptibles de utilizacién y comercializacion. Como ejemplo de esto se
encuentra Bacopa procumbens (Mill.) Small, comunmente llamada por los pobladores
como metatera, oreja de ratdn, hierba esperanza o golondrina, planta usada en la
medicina tradicional mexicana contra la malaria, desordenes biliares, anemia, fatiga,
manchas, erupciones de la piel, ademas de tener actividad antiséptica y de cicatrizacion,

actividades que se han corroborado cientificamente (Gonzalez, 2019).

Hidalgo (2010), realizé un analisis fitoquimico donde observé que la fraccidon acuosa del
extracto de B. procumbens estimula la adhesion de fibronectina en dosis bajas y tiempos
cortos, por lo que promueve la cicatrizacion de heridas; Martinez (2017) desarrollé un
fitofarmaco nanofuncionalizado para el tratamiento topico de heridas el cual acelero el
proceso de cicatrizacion en 48 h, regulando la expresion de los genes TGFB1, a-SMA y
colageno tipo 1y la activacion del receptor PAR1 responsable de inducir la proliferaciéon
de fibroblastos. Por su parte Gonzalez-Cortazar et al. (2019) aislaron siete compuestos
activos, tres de ellos se derivan de la gastrodina nombrados como Procumgastrodina A,
B y C, los cuatro restantes fueron arbutina, dos saponinas y una cumarina; a éstas se les
evalué el efecto antimicrobiano con concentracion minima inhibitoria, obteniendo efecto
en contra de bacterias y las gastrodinas cys y trans presentaron efecto en contra de la
levadura Candida albicans. Martinez-Cuatzil et al. (2022) identificaron los diecinueve

compuestos responsables de la cicatrizacion.

Debido a esto, se considera que B. procumbens puede tener demanda en el mercado de

los fitomedicamentos; sin embargo, para los estudios anteriores esta especie ha sido
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colectada en su ambito natural, desconociendo muchos aspectos relacionados con su
cultivo para una propagacion comercial de la especie y esto limita la disponibilidad de
este recurso fitogenético y pone en riesgo a las poblaciones naturales debido a la
recoleccion que puede llevar a la sobre explotacidn del recurso. Por lo que el objetivo de
este trabajo fue generar mayor conocimiento sobre esta especie, para ello es necesario
atender aspectos del conocimiento tradicional de la regién en relacién con la especie,
analizar su comportamiento en la sintesis de metabolitos secundarios en condiciones
controladas de cultivo, abordando los aspectos desde la germinacion, la relacion de la
fenologia con la cantidad y presencia de metabolitos secundarios producidos, los cuales
son responsables de las propiedades medicinales, con la finalidad de contribuir a un
mejor manejo de la especie que actualmente es aprovechada unicamente mediante la

recoleccion.



Il OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1 Objetivo general

Identificar el conocimiento tradicional sobre el uso y propiedades de la planta medicinal
B. procumbens en la poblacion de Huasca de Ocampo, Hidalgo y determinar los estadios
fenologicos de la especie y su relacidén con el contenido de metabolitos secundarios de

interés para la medicina tradicional.
2.1.10bjetivos especificos

1. Identificar el conocimiento sobre el uso tradicional y propiedades medicinales de B.

procumbens en Huasca de Ocampo, Hidalgo.

2. Determinar las condiciones para la germinacién de semillas y los estadios fenologicos

de B. procumbens en cultivo bajo cobertura.

3. Analizar los metabolitos secundarios que le confieren las propiedades medicinales a
dos poblaciones vegetales de B. procumbens colectadas en el estado Hidalgo y su

relacion con las etapas fenoldgicas de la planta.



2.2 Hipotesis general

En las regiones donde se desarrolla B. procumbens existe conocimiento tradicional sobre
sus usos y las propiedades cicatrizantes de esta especie y el contenido de los metabolitos

secundarios responsables de esta accion depende de la etapa fenolégica de la planta.
2.2.1 Hipotesis especificas:

1. Las familias de las comunidades rurales de Huasca de Ocampo, Hidalgo donde se
desarrolla B. procumbens, tienen conocimiento sobre el uso y las propiedades

medicinales de esta especie y su manejo.

2. La concentracion de los metabolitos secundarios responsables de la accion
cicatrizante de B. procumbens estan relacionados con los estadios fenoldgicos de la

planta.

3. En condiciones de cultivo, las diferentes poblaciones de B. procumbens provenientes

de Hidalgo, presentan diferencias en la concentracion de los metabolitos secundarios.



M. REVISION DE LITERATURA
3.1 Bacopa procumbens (Mill) Small

También conocida como Mercadonia procumbens. Esta planta rastrera se localiza en el
continente americano, se ha ubicado desde los 700 a los 2850 msnm, desde el sur de
Florida hasta Argentina (Standley y Williams, 1973). En Estados Unidos y Argentina se
ha reportado como planta ornamental (CONABIO, 2022); sin embargo, es unicamente
en México donde se registra su uso en la medicina tradicional. En el estado de Hidalgo
se le conoce como metatera; siendo este el nombre mas comunmente utilizado, en
Veracruz se le conoce como “chotecte” y “quina”, en Tabasco como “escabiosa” y
“flucion”, en San Luis Potosi como Huitzil a K’iicha, Tsakam wichab (tenek) y en Nayarit
como quitamanchas. También es conocida como Violetilla, Esperanza, Hierba te,
Trencilla y Hoja de quebranto; ademas, en maya es nombrada Xnocac, Xcanlum, Xakan-
lum, Xaaxkoch y X-mok’aak (Heike, 2012). Su descripcién morfolégica se muestra en el
Cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcion morfolégica basica de Bacopa procumbens

Organo Morfologia

Tallo e Procumbente o suberecto
¢ Ramificado desde la base

e De 4 a30cmdelargo

Hojas e Opuestas
e Sésiles, o brevemente pecioladas
e Ovadas a obovadas
e Apice agudo o redondeado
e Margenes aserrados o aserrulados

e De 5a 15 mm de largo




Organo Morfologia

Corola e Bilabiada
e Lo6bulos amarillos
e Venas de color obscuro

e De 6 a23 mmde largo

Frutos vy El fruto es una capsula oblonga de
semillas 1 cm de largo

e Semillas pequeinas y numerosas

En la Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana estan reportados diferentes
usos terapéuticos de esta especie: En Tabasco, se usa contra la fatiga del cuerpo, en
Veracruz como antimalarico, contra la anemia, como ayuda en desérdenes biliares y la
calentura; en Guanajuato como aplicacion oftalmica; en Nayarit: contra las manchas de
la piel y en otros lugares como antiséptico, tratamiento de erupciones y sabafiones y

como bafo para la cuarentena después del parto (Gonzalez-Cortazar, 2019).

Algunos de estos usos medicinales se han comprobado cientificamente. Hidalgo (2010)
evaluo el efecto cicatrizante del extracto acuetandlico de esta especie, avalando esta
propiedad en las fracciones hexanica, cloroférmica y acuosa en procesos involucrados
en la reparacion de heridas en la linea celular 3T3 de fibroblastos de ratén, demostrando
la capacidad de B. procumbens para incrementar la migracion, adhesion y proliferaciéon
de fibroblastos. Molina-Mendoza (2013) realizé una recopilacion de los usos terapéuticos
de las plantas de la comunidad de San Miguel Regla en el estado de Hidalgo,
entrevistando a un personaje clave de la region y encontrando principal interés en el uso
de B. procumbens como cicatrizante. Posteriormente, Martinez (2017) realizé un gel
nanoconjugado de oro, lo que potencializé el efecto de cicatrizacion de heridas hasta 100

veces mas.



Gonzalez-Cortazar et al. (2019) identificaron compuestos derivados de gastrodinas con
actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de B. procumbens, asi como, las
nanoparticulas de oro sintetizadas a partir de dicho extracto, demostrando el potencial
antimicrobiano de B. procumbens frente a bacterias Gram (-); especificamente, especies
del género Staphylococcus. Martinez-Cuatzitl et al. (2022) identificaron los compuestos
fendlicos responsables de la proliferacion, migracion, adhesion y diferenciacion de los
estudios hechos sobre fibroblastos NIH/3T3, logrando regular la proliferacion, adhesion
celular, mejorando la migracion y reduciendo el area dafiada, ademas de modular la

diferenciacion.
3.2 Conocimiento tradicional

El conocimiento tradicional /ato sensu, es la sabiduria, experiencia, aptitud y practica que
ha sido generado, resguardado, aplicado y utilizado por comunidades y pueblos
tradicionales, es trasmitido de generacién en generacién y a menudo forman parte
cultural o espiritual que caracterizan a las comunidades ya que constituyen el nucleo de
la identidad, la herencia cultural y los medios de subsistencia de los pueblos indigenas.
Estos conocimientos por lo regular son de propiedad colectiva y pueden trasmitirse de
forma oral o con expresiones artisticas. Lo que destaca a estos es que su aplicacion
siempre busca la administracion respetuosa de tierras, territorios y recursos con la
finalidad de no agotarlos (Valladares y Olivé, 2015; WIPO, 2022).

De acuerdo con Valladares y Olivé (2015) y CONABIO-GIZ (2017), por lo regular, el

conocimiento tradicional posee diez caracteristicas:

1. Comun: Es un patrimonio comun de la humanidad.

2. Origen histdrico: Se ha desarrollado desde hace miles de afios.
3. Comunitario: Derecho colectivo de la comunidad.

4. Dinamico: Se adapta a diversas situaciones y circunstancias.
5. Territorial: Se vincula con el territorio en sentido amplio.

6. Practico: Se utiliza para resolver necesidades cotidianas de la comunidad.
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7. Vital: Es esencial para el desarrollo de la vida.
8. Diverso: Es amplio y se expresa de distintas formas.
9. Cultural: Base de la identidad y su cultura.

10. Caracter oral y linguistico: Relacionado con las lenguas como medio de preservacion

y transmision intergeneracional.

Existe una interaccion dinamica entre las actividades que ocurren en un territorio y que
construyen los conocimientos tradicionales de cada cultura, diversos saberes
tradicionales que estan relacionados entre si y que el conjunto de todos estos hace

caracteristica a cada cultura o pueblo (Figura 1).

Biodiversidad y

manejo
forestal

Tratamiento
terapéutico

Agriculturay
manejo de

(medicina) ecosistemas

Conocimientos
tradicionaes

Sitios y
lugares
sagrados

Gastronomia

Artesania,
ceramica,
tejidos,
disefios

Sistema de
derecho
propio

Figura 1. Relaciones de conocimientos tradicionales (Rosas-Bustos, 2020).

La continua practica de muchos de estos conocimientos los valida, por lo que no debe
menospreciarse por la ciencia, ya que, en este caso, el conocimiento no se limita solo a
teoria, sino a la practica y en individuos reales que buscan solucion a ciertas
necesidades. Sin embargo, este conocimiento dentro de las comunidades se ha

analizado desde fuera, ocupando parametros cientificos diferentes, separando el



contexto cultural y de cosmovision de donde surgen, lo que muchas veces al no
comprender esto, los demeritan (Valladares y Olivé, 2015). Ademas, el conocimiento
tradicional esta bajo amenaza, esta disminuyendo rapidamente en todo el mundo como
resultado de fuerzas de represion, tergiversacion, apropiacion, asimilacion, desconexion
y destruccion, incluyendo cambios en el estilo de vida, educacion y sistemas de
creencias, globalizacion econdmica y cultural, urbanizacién, marginacion, pérdida de

derechos sobre la tierra y pobreza (Mistry et al., 2021)

No obstante, en los ultimos afos se ha prestado interés en los conocimientos
tradicionales, ya que, segun ecologistas y conservacionistas, son vitales para entender
la conservacion de la biodiversidad (Molnar y Babai, 2021). Ademas de que décadas
atras también han sido una guia para descubrir plantas con propiedades medicinales, ya
que, al tener el conocimiento de las poblaciones, se ha aprovechado el registro de
patentes sin retribuir o contemplar a esas culturas que han generado y preservado ese

conocimiento.
3.2.1 Conocimientos tradicionales asociados a los recursos bioldgicos

De acuerdo con el Convenio sobre la Diversidad Biologica, los recursos biologicos son
recursos genéticos, organismos o parte de ellos o cualquier componente biético de los
ecosistemas de valor o utilidad real o potencial para la humanidad (CBD-ONU, 2022).
Para las comunidades indigenas o locales, son recursos de donde obtienen alimentos,
medicinas, materiales para la construccion, necesidades espirituales o culturales para

realizar ceremonias o ritos y estos son en base a su relacién con el territorio.

Las comunidades han generado a través de generaciones saberes y practicas
relacionados a los recursos biolégicos que forman parte de la identidad de la comunidad.
Estos conocimientos representan la base de su identidad pues determinan el manejo y
aprovechamiento de su desarrollo econdmico, cultural, politico y social. Para las
industrias o centros de investigacion, los conocimientos tradicionales pueden ser la
entrada para identificar recursos susceptibles de utilizacion y comercializaciéon de
productos (CONABIO-GIZ, 2017).



Un propdsito importante es que las comunidades locales obtengan beneficios de forma
justa e igual y también incentivar a la conservacién y desarrollo comunitario. Es por esto
que la Organizaciéon Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI), toma acciones en la
proteccion del conocimiento tradicional, expresiones culturales, tradiciones y folcklore,
con el fin de generar un sistema especial de proteccion que integre las caracteristicas
del conocimiento tradicional (CONABIO-GIZ, 2017).

3.2.2 Conocimiento tradicional y propiedad intelectual

La propiedad intelectual son los derechos legales resultantes de la actividad intelectual
en los campos industriales, cientificos, literarios y artisticos. Protege las creaciones del
intelecto, como el secreto comercial, las obras literarias y artisticas, las invenciones, los
disefios y los simbolos, y los nombres e imagenes, entre otros, que son usados para la
comercializacién. Estas leyes impiden a terceros el ocupar las invenciones vy

comercializar sin autorizacion de los autores (WIPO, 2022).

El conocimiento tradicional es la fuente de muchos productos de los que toda la
humanidad se ha beneficiado, lamentablemente las comunidades rara vez han sido
reconocidas y beneficiadas. Los derechos de propiedad intelectual pueden proteger
diferentes creaciones intelectuales; sin embargo; no protegen directamente los
conocimientos tradicionales y las expresiones culturales, sino que son utiles para
proteger los productos y servicios que estan relacionado con los conocimientos
tradicionales y las expresiones artisticas de su pueblo o comunidad. Es por ello que la
OMPI recomienda que cada pais en sus normativas nacionales proteja estos
conocimientos (WIPO, 2022).

México se encuentra en una situacion especial ya que forma parte del listado de los
diecisiete paises megadiversos ocupando el quinto lugar, teniendo 71 pueblos indigenas
contando estos con un acervo de conocimientos y expresiones artisticas. Por lo que es
importante que el gobierno voltee a ver esta riqueza y la proteja. Sin embargo, en 2020
se publico la Ley Federal de Proteccion a la Propiedad Industrial la cual abrogé la Ley de
Propiedad Industrial, pero no hubo modificaciones para la protecciéon del conocimiento
tradicional (SIC, 2022).
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Si bien la definicion de la propiedad intelectual que tiene el OMPI excluye los
conocimientos tradicionales y quizas su sistema no es apropiado para proteger estos
conocimientos, algunos pueblos indigenas y comunidades locales han recurrido a éste
para protegerlos, basandose en el articulo 31 de la Declaracion de las Naciones Unidas

(2007) sobre los derechos de los pueblos indigenas, que menciona lo siguiente:

“1. Los pueblos indigenas tienen derecho a mantener, controlar, proteger y desarrollar
su patrimonio cultural, sus conocimientos tradicionales, sus expresiones culturales
tradicionales y las manifestaciones de sus ciencias, tecnologias y culturas, comprendidos
los recursos humanos y genéticos, las semillas, las medicinas, el conocimiento de las
propiedades de la fauna y la flora, las tradiciones orales, las literaturas, los disefios, los
deportes y juegos tradicionales, y las artes visuales e interpretativas. También tienen
derecho a mantener, controlar, proteger y desarrollar su propiedad intelectual de dicho
patrimonio cultural, sus conocimientos tradicionales y sus expresiones culturales

tradicionales” (p. 10).

“2. Juntamente con los pueblos indigenas, los Estados adoptaran medidas eficaces para

reconocer y proteger el ejercicio de estos derechos” (p. 11).

Si bien el OMPI no es claro en la forma de proteger los conocimientos tradicionales y las
expresiones artisticas, ha generado guias para que con sus formas de proteccién los
pueblos los salvaguarden ya sea como: derechos de autor, patente, disefio industrial,
indicaciones geograficas, secreto comercial, marca, proteccion contra la competencia

desleal. Un ejemplo se dio en una comunidad de Australia.

‘La comunidad aborigen de los Jarimadangah Burru habita en la region de Kimberley
(Australia Noroccidental) y conoce bien las propiedades medicinales de la marjala
(nombre cientifico: Barringtonia acutangula), planta que se emplea para aliviar el dolor
(Figura 2). Esa planta es nombrada en el mito de la creacion del Rio Fitzroy. John Watson
es un anciano de la comunidad Jarlmadangah Burru y cazador de cocodrilos y, en una
oportunidad, uno de esos animales le arrancé un dedo. Para aliviar el dolor, mascé un

trozo de corteza de marjala y lo aplicé en la herida; el dolor cesé y asi pudo acudir al
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hospital. La comunidad local se dio cuenta de que podrian sacar un beneficio econdmico

de esa planta.

Figura 2. Barringtonia acutangula

Entonces, la comunidad se puso a estudiar cdmo explotar comercialmente la marjala y
firmé un convenio con la Universidad de Griffith. En 2004 la Universidad y la Sociedad
Aborigen Jarimadangah Burru presentaron en Australia una solicitud de patente para una
invencion denominada “Compuestos analgésicos novedosos, extractos de estos y
metodos de preparacion”. Segun se indica en la solicitud de patente, la invencién
consiste en unos compuestos con propiedades analgésicas y en los extractos que los
contienen. Dichos compuestos se obtienen de plantas del género Barringtonia. La
patente de invencion fue concedida a la Universidad de Griffith y a la Sociedad Aborigen

Jarlmadangah Burru” (p. 36).

Como este existen diferentes ejemplos de como algunos pueblos han logrado proteger
productos derivados de su conocimiento tradicional, bajo las diferentes figuras de
proteccion que otorga el OMPI (OMPI, 2017).

3.3 Fenologia vegetal

La fenologia se deriva del griego phaino que significa mostrar o aparecer, es el estudio

de las etapas recurrentes del ciclo de vida de plantas y animales, especialmente su
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tiempo y relaciones con el tiempo y clima. Se ha usado a lo largo de la historia humana,
seguramente poco tiempo después de que surgié la agricultura, las personas empezaron
a relacionar el desarrollo de las plantas y los cambios en el clima (Schwartz, 2013). Se
considera una ciencia integradora que ha cobrado mayor interés debido al cambio
climatico ya que esta ciencia, monitorea, analiza y predice eventos bioldgicos recurrentes
relacionados con el clima, como la formacion de hojas, floracion y fructificacion de
poblaciones de plantas, de igual forma se esta ocupando para usar modelos predictivos

del cambio climatico (Cerdeira et al., 2016).

La fenologia vegetal hace referencia a la manera en que la fisiologia de la planta opera
a través del tiempo. En condiciones adecuadas, el crecimiento y desarrollo de estas es
continuo en el tiempo, por lo que es posible discernir una serie de fases o etapas, muchas
veces en respuesta a las condiciones climaticas en que las mismas se desarrollan
(Fuentes et al.,, 2000). Una fase fenologica es el periodo en donde aparecen o
desaparecen o6rganos de las plantas o puede definirse como el tiempo de una
manifestacion bioldgica. Una etapa fenoldgica es el intervalo de tiempo transcurrido entre
dos fases (Diaz, 2020)

El registro fenolégico de una especie durante un periodo de tiempo mas o menos
considerable permite conocer las fechas probables en que se produciran las fases de
crecimiento y desarrollo, asi como las fechas limites (tempranas y tardias) y la frecuencia
de estas; es util distinguir dos categorias para las fenofases del ciclo de vida de las
plantas: vegetativas y reproductivas. Las primeras incluyen basicamente la produccién
de hojas nuevas y la caida de hojas, las fenofases reproductivas son la floracion y la
fructificacion (Diaz, 2020).

Al analizar plantas medicinales es importante considerar este tipo de estudios para
conocer la relacion existente entre los ciclos de vida de las plantas y el contenido de
metabolitos secundarios presentes en las mismas, asi como la necesidad de conocer en
qué fechas pueden colectarse los diferentes 6érganos de cada especie, y en particular,
las semillas (Fuentes et al., 2000). Es importante contar con esta informacion para un
mejor aprovechamiento de la planta y también este tipo de estudios son muy importantes

para el anadlisis y manejo de sistemas ecoldgicos. También pueden ser utiles para
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desarrollar programas de manejo, recuperacién y para explicar la adaptacién de las

especies al ambiente (Fresnillo-Fedorenko et al., 1996).
3.3.1 Floracion

La floracién también llamada antesis, es una etapa fenoldgica que determina el final de
la fase vegetativa y el inicio de la fase reproductiva en el ciclo de vida de las plantas, es
decisiva en la reproduccion (Diaz, 2020). La floracién involucra el crecimiento vy
separacién de los sépalos y pétalos de las flores que deja expuestos a los estigmas y
estambres. Puede presentarse en masa con individuos produciendo un gran numero de
flores en un periodo de tiempo corto o puede ser presentada de forma gradual y
constante, con individuos presentando flores en forma continua y prolongada (Rivera-

Huntiel y Acevedo-Orellana, 2017).

Tuvieron que pasar varias décadas para lograr dilucidar como sucede la floracion, si bien
ayudaron las nuevas técnicas genéticas y moleculares, los estudios clasicos de fisiologia
ayudaron a esclarecerla (Amasino, 2010). La floracion esta controlada por sefales
ambientales como longitud de onda y temperatura y por factores endogenos como el
estado nutricional de la planta y fitohormonas. Cada uno de estos factores activa canales
de sefializacién donde participan genes clave y se han dilucidado tres rutas que son
responsables para que esta etapa ocurra (Figura 3). A continuacién, se reproduce la
explicacion de la figura mencionada, segun plantean Blazquez, Pifeiro y Valverde
(2011).
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Figura 3. Rutas que intervienen en la floracién de las plantas. Las lineas que terminan
en flecha tienen efecto promotor, las lineas que terminan en barra tiene efecto inhibidor
(Tomado de: Blazquez et al., 2011). CO= proteina Constans; FT y SOC1= genes dianas;
VRN= gen silenciador; FLC= gen represor de la floracién; FCA= gen inhibidor; FT= gen
integrador; AP1 y LFY= genes para el desarrollo floral; FLY= gen integrador de factores

endogenos de la planta (Tomado de; Blazquez, Pifieiro y Valverde, 2011).

La ruta marcada con el color rojo es la ruta dependiente del fotoperiodo, las plantas
ocupan un mecanismo en donde participan los fotorreceptores y el reloj circadiano;
participando la proteina CONSTANS (CO) para que se activen sus genes dianas FTy
SOCT1, cuando los dias se alargan. La longitud del dia tiene un papel fundamental en la
floracién, plantas de dia corto florecen cuando la longitud de la noche excede el promedio
critico, es decir, la duracion de la noche es mayor y el dia es relativamente corto. Las
plantas de dia largo florecen cuando la luz del dia es superior a cierto umbral (Garner y
Allard, 1920). También existen plantas de dia neutro, es decir que su floraciéon no esta

influenciada por el fotoperiodo.

La ruta de color azul corresponde a la temperatura, la exposicion a bajas temperaturas

(periodo de invierno), es necesaria para que los genes VRN silencien al gen FLC, el cual
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es un represor de la floracion, impidiendo que se active el gen FT. El aumento paulatino
de la temperatura es percibido como una sefal para que FCA inhiba FLC y se facilite asi
la activacion de FT por parte de CO. FT se comporta como un integrador que se activa
unicamente cuando las condiciones de luz y temperatura son propicias, consiguiendo
que los genes APETALA 1 (AP1) y LEAFY (LFY) se expresen y se inicie el desarrollo
floral. Este fendmeno se puede observar con las plantas de climas templados, las cuales
tienen la capacidad de percibir las bajas temperaturas, por lo que florecen cuando ha
pasado la estacion invernal, este fendmeno en donde las plantas inician o aceleran su
floracién tras una exposicion prolongada a bajas temperaturas se conoce como

vernalizacion (Blazquez et al., 2011).

La ruta marcada con color verde corresponde a los factores enddégenos en donde
participan las fitohormonas y los nutrientes. En este caso el gen LEAFY, actua como
integrador de factores endégenos, como los que determinan el estado nutricional (como
el caso de la sacarosa) y otros factores endoégenos de la planta (mediados por el

contenido de giberelinas).
3.3.2 Madurez fisioldgica de semillas

Existe un momento durante el ciclo de vida de todas las plantas donde el equilibrio de
los procesos fisiolégicos cambia de crecimiento a la reproduccion. En los 6rganos
femeninos y masculinos se forman las células sexuales o haploides, la union del gameto
masculino con el gameto femenino que se encuentra en el ovario de la flor, dara origen
a un embrion diploide (Fuentes et al., 2005). La embriogénesis dara lugar a la semilla,
teniendo varios cambios morfolégicos, estructurales y de expresion génica desde la
maduracion del cigoto hasta el final del desarrollo y maduracion del embrién. De esto
dependera el éxito de la germinacion y, por tanto, el desarrollo del nuevo individuo
(Matilla, 2008). El embrién de una semilla por lo regular es capaz de permanecer vivo
durante un largo periodo de tiempo, lo que se conoce como viabilidad de semilla y la
facultad de germinar se llama poder germinativo, el cual también puede permanecer
durante un periodo prolongado, estos dos aspectos pueden variar de acuerdo con la

especie y a la forma de conservar la semilla.

16



Una semilla esta madura cuando se separa de la planta, pero en realidad a esto solo se
le denomina madurez morfolégica. En el caso del término madurez fisioldgica, este se
refiere al momento cuando en el desarrollo de la semilla ésta alcanza su maximo peso
seco, lo que representa el fin del periodo de llenado y es alli donde se da la maxima
germinacién y vigor de la semilla, continuando con el deterioro de ésta (Zavala-
Hernandez et al., 2015). En algunas especies se ha observado este proceso; sin
embargo, en otras se ha observado que las semillas primero alcanzan el peso seco y
luego la viabilidad y vigor denominando a este como madurez de masa (Ruiz, Pérez,
Arguello y Balbinec, 2003). Por lo que se pueden presentar tres casos, como se muestra

en la Figura 4.

[
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I'(

Semilla

Figura 4. Germinacién de una semilla en funcion de su madurez fisiologica y

morfolégica (Tomado de: De la Cuadra, 1993).

En el inciso a) se presenta la madurez fisiolégica antes de la morfolégica por lo que la
semilla germina en la planta. b) En el segundo caso se presentan ambos tipos de
madurez y la semilla puede germinar cuando se desprende de la planta. c) En el ultimo
caso, las semillas se desprenden de las plantas antes de desarrollarse por completo,
teniendo dormancia (De la Cuadra, 1993). El conocer la madurez fisiolégica de las
semillas aporta conocimiento sobre la fenologia y fisiologia de las plantas, y su aplicacién
puede verse reflejada en la produccion y conservacién de semillas de dicha especie
(Criollo et al., 1999).
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3.4 Medicina tradicional

De acuerdo con la OMS (2013), la medicina tradicional es la suma de conocimientos
técnicas y practicas fundamentadas en las teorias, creencias y experiencias propias de
diferentes culturas y que se utilizan para mantener la salud, tanto fisica como mental. Es
reconocida hoy como un recurso para la atencion de la salud de muchas poblaciones,
siendo una parte importante de la cosmovision de los pueblos indigenas y representa el
conocimiento milenario sobre la madre tierra y el uso de plantas medicinales que los
pueblos indigenas han resguardado (Jiménez, 1994). Se ha estimado que el 80% de la
poblacién del mundo usa remedios herbolarios tradicionales y que al menos 35,000

especies vegetales presentan potencial para uso medicinal (Garcia de Alba et al., 2012).

En México existen 71 pueblos indigenas que representan un 10% aproximado de la
poblacién total, por lo que se considera un pais multiétnico y pluricultural, siendo la
medicina tradicional un valioso elemento cultural que nos identifica como nacién y que
ha sido resguardado durante siglos por los meédicos tradicionales y por los habitantes de
nuestros pueblos indigenas (Jiménez, 1994). Por esto y por la diversidad floristica
presente en su territorio, México es considerado un pais megadiverso, ocupando el
segundo lugar en el mundo con mas plantas medicinales registradas, después de China
(Gobierno de México, 2022).

Esta practica se inici¢ antes de la invasion de los espaioles y desde entonces ha jugado
un papel notable en el combate de muchas enfermedades (Villareal et al., 2014). De los
vestigios mas antiguos se encuentra el Cédice de la Cruz Badiano, cuyo titulo en latin es
Libellus de medicinalibus indorum herbis que significa “Libro de las Hierbas Medicinales
de los indios”. Cuya autoria es del médico xochimilca Martin de la Cruz, quien lo escribio
en 1552 y fue traducido al latin por Juan Badiano, también xochimilca y estudiante del
Colegio de Santa Cruz, este documento se puede considerar como el primer
Vademécum, en donde se ilustran las plantas medicinales de esa época, proporciona
féormulas de aplicacion, ingredientes y dosis para el tratamiento de diferentes

enfermedades (Villareal et al., 2014).
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También menciona las diferentes formas farmacéuticas que se usaban y que
actualmente también se usan, siendo las siguientes: balsamo, cataplasma, cocimiento,
emplasto, emulsion, fomento, infusion, jabon, jarabe, jalea, jugo, linimiento, pasta, polvo,
pomada, sahumerio, solucién, ténico, unguento, vino medicinal, zumo. En cuanto a las
formas de administracion que manejaban y que aun se sabe que se siguen aplicando
son: cutanea, meato, nasal, oral, 6tica, oftalmica y rectal (Sanchez y Tejeda, 2011).
Muchas de estas formas farmacéuticas y de administracion son usadas actualmente en
la medicina tradicional y alépata. En el pais esto se ve reflejado en terapeutas
especializados, por ejemplo: parteras, hueseros, curanderos; de igual manera, en las
formas que existen de curacién: tratamiento, sanaciones, rituales, masajes, sobadas
(Alamilla y Neyra, 2020).

Es evidente que el uso de las plantas medicinales, desde el México prehispanico hasta
nuestros dias, es una practica que ha tenido gran relevancia en los esquemas de salud
publica de nuestro pais. Actualmente, de acuerdo con los reportes del Herbario de
Plantas Medicinales del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), existen mas de
6,000 especies de plantas medicinales que son utilizadas por la poblacion (Aguilar y
Martinez, 1993). EI IMSS, consciente de la trascendencia de la medicina tradicional, cre6
un centro de investigacién biomédica en medicina tradicional y herbolaria con el fin de

disefiar y poner en practica estos métodos.

Esta institucion realizé una investigacion sobre la morbilidad en las zonas indigenas a
partir del uso de plantas medicinales, obteniendo los siguientes resultados en cuanto a
los usos de las plantas medicinales: uso de plantas para trastornos digestivos 38%, en
el caso de padecimientos de tipo respiratorio un 13.6%; 13.5% para curar lesiones de la
piel, infecciones cutaneas, traumatismo, dolor muscular o reumatico y picaduras de
animal. Un 13% para tratamientos de fiebre, dolor de cabeza y articulaciones y un 5%

para tratar sintomas relacionados con el aparato reproductor femenino (Jiménez, 1994).

Actualmente el IMSS, con el programa Bienestar, vincula acciones mediante la
participacion de la comunidad, esto a través de la colaboracion de 6,664 parteras. 754
médicos tradicionales y 15,775 voluntarios rurales de salud (IMSS, 2022). No obstante,

a pesar de los esfuerzos que se realizan para la aceptacion formal de la medicina
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tradicional, se deben formular politicas y estrategias para la reglamentacion, asi como

desarrollar investigacidn al respecto y asi publicitar sus beneficios.
3.4.1 Plantas medicinales en México

A través de la historia, la humanidad ha empleado las plantas para satisfacer sus
necesidades de alimentacion, vestido, casa y para recuperar la salud. Por lo que en
muchas culturas dieron culto a dioses de quien supuestamente recibieron el
conocimiento para el uso de éstas, como el dios Baco quien proporciono el conocimiento
para el cultivo y uso de la vid (Velasco, Tapia y Vega, 2004). La Ayurveda en la India es
la coleccion de tradiciones médicas desde hace mas de cuatro milenios y comprende el
empleo de plantas, nutricion, purificacion y una forma de vida positiva para mantener la
armonia y el equilibrio de la mente y cuerpo (Alcalde, 2006). En el caso de la medicina
en China existen figuras legendarias como Sheng Nong “el divino agricultor” quien
identific6 numerosas plantas medicinales, adjudicandole también el descubrimiento del
té (Velasco et al., 2004).

En el caso de México habia al menos 40 especialistas como cirujanos, parteros,
hueseros y existian escuelas relacionadas al tema de las plantas medicinales.
Desafortunadamente los conquistadores destruyeron mucha informacién y mataron a
sacerdotes que poseian este conocimiento. Sin embargo, se sabe que desde la época
prehispanica se fundaron jardines botanicos en México, uno fue creado en la época de
Netzahualcoyotl, entre 1420 y 1470, en el cerro de Tetzcotzingo (Gomez-Pompa, 2022)
y otro fundado por Moctezuma llhuicamina, en Huaxtepetl, entre 1440 y 1468; en este
ultimo estaban clasificadas las plantas por su fragancia y uso medicinal, por lo que es
considerado como el primer Jardin Botanico medicinal en el mundo, incluso antes que el
primer jardin europeo, establecido en Italia en 1512 (Lozoya, 1998). Por todo esto, llamo
la atencion a los conquistadores el cuidado y conocimiento que se tenia sobre las plantas
medicinales, por lo que fundaron colegios como el de Santa Cruz en Tlatelolco en 1536.
Otro trabajo importante fue el realizado por Fray Bernardino de Sahagun, con el cédice
Florentino donde se registraban 225 especies vegetales, principalmente del estado de
Hidalgo y Tlaltelolco (Gémez-Pompa, 2022).
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De los registros que actualmente se tienen, se sabe que México cuenta
aproximadamente con 21,703 a 23,424 plantas vasculares y, de acuerdo con los reportes
del Herbario de Plantas Medicinales del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
existen mas de 6,000 especies de plantas medicinales que son utilizadas por la poblacion
(Aguilar y Martinez, 1993); por lo que no es dificil imaginar que, dada la amplia
biodiversidad del pais, la poblacion haya ocupado las plantas como remedio para
combatir diversas enfermedades, representando la unica alternativa médica en algunos
sectores del pais por no tener un facil acceso a los servicios de salud, por lo que ponen

su salud en manos de médicos tradicionales (Rhada et al., 2021).

No obstante, a pesar del amplio uso de las plantas medicinales, es importante contemplar
el estudio de las plantas y su aplicacion de manera cientifica, por lo que es necesario
sistematizar el conocimiento tradicional de los recursos vegetales del pais, realizar
identificacion taxondmica para evitar confusiones, establecer un plan de propagacion
para evitar la extincion de las especies, realizar estudios fenolégicos de las plantas
usadas, poner cuidado en la época de colecta, transporte, almacenamiento vy
dosificacion. Ademas, hacen falta mas estudios fitoquimicos, farmacoldgicos,
toxicologicos y biotecnoldgicos para corroborar el efecto que tienen estas plantas sobre

la salud humana.
3.4.2 Domesticacién de plantas medicinales

Domesticar deriva de la palabra latina “domus”, que significa llevar a casa o incorporar a
la casa, la domesticacion de las plantas y animales realizada por la humanidad se
considera uno de los desarrollos mas importantes en la historia de la humanidad; desde
hace unos 11,000 afos, en el inicio del Holoceno, muchas civilizaciones tuvieron la
transicion de caza y recoleccion a la agricultura, marcando el inicio de la domesticacion

de las especies (Purugganan, 2022).

La domesticacion se basa en el proceso de seleccion artificial realizado por la humanidad
y el ambiente sobre los animales, plantas y microorganismos (Bautista et al.,2012;
Chavez, 2017). Es un proceso evolutivo que se encuentra relacionado al uso diferencial

de la variabilidad morfologica, genética y funcional en las poblaciones de las especies,
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por lo que estan relacionados con las culturas en donde se establecen los usos y manejo

de recursos, debido al entorno socio ecoldgico. Se considera un proceso dindamico que

va cambiando de manera paralela a los cambios de las culturas. También es considerado

como un proceso diversificador de los sistemas biologicos ya que la domesticacién en

plantas causa cambios en las frecuencias de caracteres, tanto fenotipicos como

genotipicos, generando divergencia respecto a sus ancestros, actuando en plantas bajo

domesticacion incipiente, semidomesticadas y plantas completamente domesticadas

(Cuadro 2).

Cuadro 2. Estadios de domesticacién segun niveles de cambio que sufren las

poblaciones de plantas por manipulacién humana y domesticacion.

Estadio de domesticacion

Cambios poblacionales

Silvestres

Evolucién en sistemas bajo

manejo humano intensivo

Domesticacion incipiente

Semi-domesticacion

Domesticacion

Poblacion natural cuyos fenotipos y genotipos no han sido

modificados por manipulacion humana

Especies que crecen en ambientes perturbados por el hombre con
posibles cambios a nivel genético, pero no son producto de la

seleccion artificial.

Intervenciéon humana por propagacién o tolerancia en el sistema,
pero con el fenotipo promedio del caracter seleccionado aun
dentro del rango de variaciébn encontrado en condiciones

silvestres.

Se presentan diferencias con respecto a las poblaciones silvestres
por manipulacién humana. Hay reduccion de diversidad genética
por efecto de cuello de botella. La planta posee adaptabilidad

ecologica para reproducirse y sobrevivir sin cuidados humanos

La planta depende de los ambientes (campos de cultivo) y
cuidados humanos para sobrevivir y reproducirse. La diversidad
genética generalmente se reduce significativamente y se pierde la

capacidad de adaptacion.

Tomado de Bautista, Parra y Espinoza (2012).
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Al seleccionar artificialmente, las especies vegetales sufren modificaciones como son la
pérdida natural de dispersion de semillas, gigantismo en partes usadas por el ser
humano, pérdida de dormancia en semillas y pérdida de mecanismos quimicos contra
herbivoros; a este conjunto de factores se le denomina, sindrome de domesticacion
(Chavez, 2017). En cuanto a los cambios en los metabolitos secundarios, probablemente
se deba al incremento de la productividad; es decir, a que el hombre dirige la seleccién
al tamafio de hojas, flores y semillas, menguando asi la sintesis de los metabolitos
secundarios. Esto se ve reflejado en que las plantas domesticadas se vuelven mas
vulnerables a los herbivoros, patégenos y competidores, en contraste a las plantas en

estado silvestre (Corona y Hernandez, 2019).

De igual forma, la manera de propagar la planta puede influir en la concentracién de los
metabolitos secundarios, ya que favorece la reproduccion sexual sobre la vegetativa,
genera una disyuntiva en la asignacion del recurso dentro de la planta pues ésta dirige
su energia a la productividad o a la reproduccién sexual, ocurriendo esterilidad en las
flores. Sin embargo, la reproduccién sexual aporta diversidad en la concentracion de los
metabolitos secundarios. Cuando existe autopolinizacion y por resultado endogamia, se
reduce la resistencia contra herbivoros. En el caso de la propagacion vegetativa
soluciona el problema de depresiéon endogamica; sin embargo, al reducir la variabilidad
se incrementa el riesgo de ataques de biotipos de plagas y patdgenos. No obstante, en
sistemas tradicionales donde se reproducen clonalmente los cultivos, se seleccionan
varios genotipos, por lo que la diversidad genética no se ve reducida y se pueden generar

entrecruzas entre parientes cultivados y silvestres (Bautista, et al., 2012).

La variabilidad y la plasticidad fenotipica son aspectos morfolégicos o quimicos que
también marcan el inicio de la domesticacion, ya que la variabilidad resulta de las
caracteristicas genéticas de la especie y de su interaccion con el entorno. En el caso de
la plasticidad, esta se entiende como la capacidad de un organismo para producir
fenotipos diferentes en respuesta a cambios en el ambiente (Gianoli, 2004). Finalmente,
las variaciones en la concentracion de los metabolitos secundarios estan dadas por la

influencia de factores bidticos y abiéticos, siendo que en un proceso de domesticacién
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pueden resultar cambios en el metabolismo secundario al variar estos factores (Bautista
et al., 2012).

En el caso de las plantas medicinales en México, se sabe que las principales familias
usadas para este fin son Astereraceae, Lamiaceae y Solanaceae, donde muchas
especies son aromaticas. En diversos estudios etnofarmacoldgicos realizados en
Veracruz, Oaxaca, Chiapas y Yucatan, las propiedades organolépticas son un
determinante para el consumo de plantas medicinales, confirmando que el olor y el sabor
estan inmersos en la cultura mexicana, al igual que la morfologia, como el caso del
epazote (Dysphani ambrosoides) donde el tamano de la hoja, color y forma son las
caracteristicas seleccionadas por los habitantes de Santa Maria Tecomavaca, Oaxaca;
de igual manera ocurre con el Toronjil (Agastache mexicana). Por lo que la genética, el
ambiente y la fenologia de la planta influyen en las caracteristicas organolépticas de ésta
y esta relacionada con el contenido y constitucion del aceite esencial, contribuyendo a la
variacion fenotipica entre las poblaciones, por lo que se hace necesaria la selecciéon
genética para distinguir las consecuencias de la plasticidad fenotipica en respuesta al

ambiente (Carrillo-Galvan et al., 2020).

Una estrategia para la domesticacion de plantas silvestres medicinales deberia tener los

siguientes pasos segun Franz (1993):

a) Estudio del habitat natural que incluyan el conocimiento botanico, suelo, clima,

caracterizacion, distribucién y propagacion.

b) Coleccion de propagulos para el establecimiento de colecciones en bancos de semilla

o de campo.
c) Estudios de propagacion vegetativa o por semilla y establecimiento de siembras.

d) Mejoramiento genético como estudios de variabilidad, seleccién, cruzamiento,

fitoquimica y técnicas biotecnoldgicas.
e) Probar las mejores localidades fertilizacion, manejo y técnicas de cultivo.

f) Estudios de problemas sanitarios como enfermedades y plagas.
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g) Duracion del cultivo: cosecha, postcosecha, control de materia médica.
h) Evaluacion economica y calculo de rentabilidad.

Ademas de la domesticacion, este tipo de actividades son importantes para el cultivo de
plantas medicinales para asi evitar diversos problemas como la extincién de plantas que
se colectan de manera silvestre, ademas de evitar confusiones entre especies y asi
brindar con certeza la especie medicinal y el contenido de metabolitos secundarios que

poseera, todo esto dando pauta a una produccién regulada de plantas medicinales.
3.4.3 Produccion de plantas medicinales en México

Dada la amplia diversidad que existe en México, se sabe que, de las 23,000 especies
vegetales reconocidas, se ha descubierto que aproximadamente 6,000 especies de estas
son medicinales; sin embargo, no existe cultivo de la mayoria de estas especies, por lo
que las pone en riesgo. Por lo regular en México las plantas medicinales se cultivan a
pequefia escala, en traspatios, jardines y terrazas. Se ha documentado que el 85% de
las especies que se comercializan en los mercados locales y tiendas naturistas, son
recolectadas de manera silvestre por lo que carecen de control, se desconoce muchas
veces el origen, condiciones, entorno, manejo, etc., y esto, definitivamente, representa
un riesgo para la conservacion de este recurso fitogenético (Rosete-Juarez, 2013) e

incluso para la salud misma.

Todos estos factores hacen necesario reglamentar y sistematizar el cultivo de estas
plantas que en su mayoria son silvestres, contribuyendo a evitar la sobreexplotacion de
estos recursos y evitando la extincion de estos, de igual manera se puede disponer de
las plantas de manera continua, controlada y estandarizando la materia prima para
laboratorios de esa rama, siempre y cuando se establezcan los lineamientos mas

apropiados para su cultivo, sin que pierdan sus propiedades curativas.

En México, no se habia documentado el cultivo de plantas medicinales y aromaticas
hasta el 2011, cuando se tuvo el registro sobre superficies destinadas a la siembra de
plantas medicinales y aromaticas en México, reportandose 8,351 hectareas destinadas

a la produccion comercial de hierbas aromaticas, siendo el cilantro la hierba aromatica
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mas importante, ocupando un 71% de la superficie cultivada con este tipo de especies,
la manzanilla representé un 10% y la albahaca, un 5%; en cuanto a rendimientos, en
orden de importancia se reportaron al cultivo de perejil, con 14.65 t ha™', el zacate limon

con 9.8 t ha' y el cilantro con 9.21 t ha™! de peso en seco (Rosete-Juarez, 2014).

Las especies mencionadas no corresponden ni con el 10% de las plantas medicinales
que se usan tradicionalmente en México, por lo que es necesario implementar el cultivo
de las plantas silvestres medicinales, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) y World Wide Fund
for Nature (WWF) (OMS-UICN-WWF,1993) sugieren que para llevar una especie

silvestre a cultivo se debe tomar en cuenta lo siguiente:

-Seleccionar para propagacion el material genético mas apropiado y realizar

mejoramiento genético, analizando la mejor forma de propagacion.

-Determinar las condiciones 6ptimas de cultivo, como suelo, clima, sombra y régimen de
riego, definiendo los medios para proteger a las plantas contra plagas y enfermedades,

desarrollar técnicas para eliminar las malezas.
-Elegir la época mas apropiada de recoleccion.
-Examinar las posibilidades de mecanizacion.
-Elegir el mejor sistema para almacenar la cosecha.
3.5 Metabolismo secundario

Las plantas tienen estrategias de defensa contras factores bidticos y abidticos con la
finalidad de cumplir con sus etapas fenolégicas y con la finalidad de defenderse del dafo
ocasionado por patdogenos o insectos. Una de las estrategias es la sintesis de
metabolitos secundarios, estos compuestos son de bajo peso molecular y también
participan en los procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente (Sepulveda-
Jiménez et al., 2003).

En las plantas estos metabolitos secundarios se sintetizan en vias metabdlicas

particulares por las cuales se pueden producir grandes cantidades de estos, la mayoria
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de las cuales no tienen un rol especifico conocido hasta la fecha. Al conjunto de estas
vias metabdlicas se les conoce como metabolismo secundario. El metabolismo
secundario es mucho mas heterogéneo entre las diferentes especies, las diferentes
etapas de crecimiento y los diferentes tejidos, algunas de sus rutas pueden ser
imprescindibles en ciertas situaciones ecofisioldgicas (Suarez — Medina y Coy- Barrera,
2016).

Las funciones de los productos del metabolismo secundario son muy diversas,
fundamentalmente relacionadas con la comunicacion entre distintas partes de la planta
y de ésta con otros seres vivos. En general, los productos del metabolismo secundario
tienen las siguientes caracteristicas y funciones: se acumulan en grandes cantidades sin
efectos negativos en las células o en las plantas y tienen una distribucién restringida,
atraen a insectos polinizadores, inhiben el crecimiento de plantas vecinas, se protegen
de insectos devoradores o infecciones, asi mismo dan resistencia fisica a la planta o
ejercen la transmision de sefiales entre diferentes tejidos de la planta. Ademas, tienen la
propiedad de formar glicésidos y de esta forma encontrarse de forma soluble para dar

resistencia fisica a la planta (Egbuna et al., 2019).

Quimicamente, los compuestos generados por el metabolismo secundario se clasifican
en tres grupos: los terpenos, los fenoles y los compuestos que contienen nitrégeno
(Egbuna et al., 2019).

Terpenos: son el grupo de metabolitos secundarios mas abundantes y generalmente
tienen su origen sintético en la ruta del acido maveldnico, teniendo como unidad
monomeérica una cadena de cinco carbonos (Cs), el isopreno. El grupo ademas incluye a
las saponinas, aceites esenciales, cardiotdnicos y otros isoprenoides de origen mixto

(Verpoorte y Alfermann, 2000).

Fenoles: son compuestos que contienen por minimo un anillo bencénico unido a un grupo
hidroxilo, este nucleo aromatico procede principalmente del metabolismo del acido
shikimico y se clasifican en fenoles sencillos, acidos fendlicos, flavonoides, taninos y

quinonas (Gordo y Alonso, 2017).
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Compuestos nitrogenados: estos metabolitos son de estructura compleja, teniendo un
atomo de nitrégeno que generalmente es parte de un heterociclo y que procede, en la

mayoria de los casos, de un aminoacido (Verpoorte y Alfermann, 2000).
3.5.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos estan representados por un grupo muy amplio de estructuras
quimicas (mas de 8,000). Todos ellos poseen un anillo aromatico el cual es el benceno
con un grupo hidroxilo como minimo unido a él. Los fenoles se clasifican en funcion al
numero de carbonos de la cadena alifatica que se encuentra unida al benceno (Cuadro
3).

Cuadro 3. Clasificacion de compuestos fendlicos en plantas.

Numero de Esqueleto Clase Ejemplo
carbono basico
6 Cs Fenoles simples Catecol.
Benzoquinonas Hidroquinona,

2,6-dimethoxibenzoquinona
7 Ce-C1 Acidos fendlicos p-hidoxybenzoico, salicilico
8 Ce-C2 Acetofenonas 3-acetyl-6-methoxibenzaldehido

Acidos fenilacéticos p-hydroxifenilacético

10 Ce-Cs Naphthoquinonas Juglona, plumbagina

13 Ce-C1-Cs Xantonas Mangiferina

14 Ce-C2-Cs  Estilbenos Acido lunularico
Antraquinonas Emodina
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Numero de Carbonos  Esqueleto basico Clase Ejemplos

15 Ce-C3-Cs Flavonoides Quercetina,
malvin
Isoflavonoides
Genisteina
18 (Ce-Cs)2 Lignanos Podofilotoxina
30 (Ce-C3-Cs)2 Biflavonoides = Amentoflavona
n (Ce-C3)n Ligninas -
(Ce)n Catecol -
melaninas
(C6-C3-Cs)n -
Flavolanos
(taninos
condensados)

Fuente: Baan y Nazmul (2022).

Los compuestos fendlicos pueden ser formados desde metabolitos primarios de la célula
por dos rutas: la via Policétido y la via Shikimica (Figura 5). La primera es una importante
fuente de productos fendlicos secundarios en hongos y bacterias y es de menor
significancia en plantas superiores (Taiz y Zeiger, 2006). Esta via necesita una molécula
de arranque que, en la mayoria de los casos, es acetil CoA que se va adicionando a
unidades de malonil CoA, con pérdida de un atomo de carbono, de modo que por cada
malonil utilizado se integran dos atomos de carbono (Figura 5). A través de esta via se

originan quinonas, xantona, orcinoles, etc. (Taiz y Zeiger, 20006).
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La ruta Shikimica (Figura 5) participa en la mayoria de los compuestos fendlicos en las

plantas, hongos y bacterias, esta via se inicia a partir de carbohidratos como la eritrosa-

De larutadelas Eritrosa 4 < Fosfoenolpiruvato Glicodlisis
pentosas fosfato
\ 4
Ruta del acido Shikimico
l Acetil CoA
Fenilalanina o tyrosina (Ce-C3) Ruta del écido'malénico
Acido galico l
l Acido cinaminico o &cido
Taninos l l l
hidrolizable Fenoles simnles Flavonoides( Diversos fenoles
Ce-C3-Ce)
(CG-CB) n
(C6-C3-Cé)n
Ligninas
Taninos

Figura 5. Rutas de biosintesis de compuestos fendlicos (Taiz y Zeiger, 2006).

4-P y el fosfoenolpiruvato, y conduce a la sintesis de aminoacidos aromaticos,
precursores de diversos compuestos fendlicos secundarios; por esta via se generan los
acidos cinaminicos como fenoles sencillos, acidos fendlicos, fenilpropanoides, etc. (Baan
y Nazmul, 2022). Muchos compuestos con dos o mas nucleos fendlicos son producto de
la mezcla de origen biosintético, como por ejemplo en la biosintesis de los bioflavonoides

un anillo es originado en la ruta del shikimato y la otra derivada de la ruta de policétido.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Estudio del conocimiento tradicional de Bacopa procumbens en Huasca de Ocampo,
Hidalgo

4.1.1 Localidad

La investigacion se llevé a cabo en Huasca de Ocampo, municipio de Hidalgo, la cual
cuenta con 66 localidades, cada una con poblacién menor a 2,500 habitantes, de las que
se considera que 65 son rurales y una urbana, con un total de 17,607 habitantes hasta
el 2020 (Plan Municipal de Desarrollo, 2020; Data México). El municipio cuenta con una
superficie de 305.80 km?; se ubica en las coordenadas 20°12°10” LN; 98°35°55” LO, con
una altitud de 1800 a 2800 msnm. El municipio colinda al norte con Veracruz, al sur con
los municipios de Tulancingo y Omitlan de Juarez; al este con el municipio de Acatlan y
al oeste con Atotonilco el grande y Omitlan de Juarez (Figura 6). Por sus condiciones
climaticas y geograficas se pueden encontrar diversas especies vegetales como: oyamel,
pino, encino, sabino, arboles frutales, ocote, tule, madrofo, flores aromaticas. Su
principal actividad es el turismo; se continua desarrollando la agricultura, sembrando

maiz, frijol y cebada, principalmente (PMD, 2020).

Republica Mexicana

egion de estudio

B

# Huasca de Ocampol]
N
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Ey I~

Figura 6. Ubicacién de Huasca de Ocampo, Hidalgo (negro).
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4.1.2 Técnica de investigacion

La investigacién inicié en el afo 2019, informando a las autoridades municipales de
Huasca de Ocampo, Hidalgo acerca del proyecto, solicitando el permiso para la
aplicacidon de cuestionarios y asi obtener informacion con los pobladores; debido a que
pocas personas reconocian a la planta B. procumbens se elaboré un triptico (Anexo 1)
con informacién e imagenes de esta planta para que fueran distribuidos con las personas
que visitaban el palacio municipal debido a que iniciaba la pandemia COVID 19. Al no
recibir respuesta se optd por realizar visitas periddicas en los afos 2020 y 2021. El
estudio se baso en una encuesta con un cuestionario estructurado, con la aplicacion de
preguntas cerradas de opcion multiple y preguntas abiertas (Anexo 2), con un total de 26
preguntas con las que se recolectaron datos cuantitativos y cualitativos. Las preguntas
se enfocaron a documentar el conocimiento y el uso que los pobladores le dan a la planta.
Los cuestionarios se aplicaron en diferentes meses a lo largo de estos afos y los datos
de los entrevistados se mantienen en confidencialidad. La aplicacion del cuestionario fue

mediante un muestreo oportunista por conveniencia, obteniendo 26 entrevistas en total.
4.1.3 Analisis estadistico

La informacion recabada se sistematizé y se codificd. Los datos se capturaron en una
hoja de calculo de Excel y se exportd al paquete estadistico SAS® On Demand for
Academics (SAS, 2012-2022; Duger, 2021) para realizar el analisis descriptivo sobre el
uso de B. procumbens. También se realizd un analisis de correspondencias multiple, esta
técnica ademas de analizar la relacién existente entre las variables permite conocer
coémo se estructura la relacién entre un conjunto de variables, permiti€ndonos conocer si
hay independencia entre diferentes variables, este analisis se llevd a cabo con el
procedimiento PROC CORRESP de SAS On Demand for Academics (SAS, 2012-2022;
Durner 2021). Los resultados del analisis se representaron mediante cuadros de

frecuencias y mediante una grafica, en el caso del analisis de correspondencias.
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4.2 Propagacion de plantas
4.2.1 Material vegetal

El material vegetal fue colectado en dos regiones del estado de Hidalgo, la poblacién uno
fue colectada en San Miguel Regla, perteneciente al municipio de Huasca de Ocampo,
Hidalgo ubicado en las coordenadas 20°13'9.091” N y 98°33’39.06” O, con una altitud de
2060 msnm y la segunda poblacion se colectd en la orilla de la presa El Tejocotal que
pertenece al municipio de Acaxochitlan, Hidalgo, ubicado en 20°823.255" N
y 98°7'33.557" O a 2132 msnm.

Los ejemplares se extrajeron de estos sitios con cepelldon, con la finalidad de facilitar su
propagacion, para lo cual las plantas se ubicaron en el invernadero No. 2 del Centro de
Investigacion en Biotecnologia Aplicada (CIBA-IPN), ubicado en Tepetitla de Lardizabal,
Tlaxcala cuyas coordenadas son 19°16°'N y 98°22°0 a 2260 msnm. Con el fin de
confirmar la especie taxondmica con la que se trabajo, se herborizaron tres ejemplares
de las plantas recolectadas y se enviaron al Herbario del Jardin Botanico Universitario

de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, para la identificacion de la especie.

En el invernadero, las macetas (aproximadamente 10 de cada poblacion) se regaron
diariamente con agua corriente, una vez por mes se fertilizdo con Nitrocel-45 (1 mg/L),
nutriente foliar con 45% de Nitrégeno total y Biuret, no mas del 5%, como prevencion de

plagas se utilizo el plaguicida comercial Critiking (1ml/L) cada tercer dia.
4.2.2 Reproduccién de B. procumbens

Estos experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio de la Unidad CIBA-IPN, ubicada
en Tepetitla de Lardizabal, Tlaxcala, donde el clima es templado subhumedo con lluvias

en verano.

Con la finalidad de obtener plantas para el estudio fenolégico se realizaron diversos
experimentos para la propagacion de éstas, evaluando ambos tipos de reproduccion de

la especie: la propagacién vegetativa y propagacion por semilla.
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4.2.2.1 Propagacion vegetativa con diferente numero de nudos

Las plantas pueden reproducirse asexualmente, esto consiste en la produccién de una
planta a partir de una célula somatica, un tejido, 6rgano o parte de una planta madre,
existen diferentes maneras como es el esqueje y el acodo. El esqueje se considera rama
o tallo joven, o incluso hojas que se plantan originando nuevos individuos completos y el
estoldn son tallos verdes que surgen del principal y que crecen por debajo del suelo, o
en la superficie como el caso de B. procumbens. Por lo que se realizd el primer
experimento con las dos poblaciones procedentes de San Miguel Regla y El Tejocotal;
este experimento consistid en cortar esquejes con dos nudos a partir de la yema apical,
los esquejes se colocaron con el tallo de manera horizontal en macetas de polietileno
con peat moss: tierra negra: agrolita en una proporcion de 1:1:0.5; se realizaron 30
repeticiones por poblacion (Figura 7). En el segundo experimento se tomaron esquejes
con cinco nudos y se sembraron en las mismas condiciones y en el tercer experimento,
algunas ramas de la planta madre fueron marcadas con un hilo y a partir del quinto nudo
se hundié un poco la rama en el sustrato, sin cortarse, de manera que cuando surgio la
raiz se separo de la planta madre (Figura 8). Se realizaron 30 repeticiones por poblacion

en un disefio completamente al azar.

Figura 7. Propagacion por esquejes de B. procumbens a) Esquejes con dos nudos

b) Esquejes con cinco nudos.
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Figura 8. Esquejes marcados puestos a enraizar en sustrato.
4.2.2.2 Propagacion vegetativa con diferentes sustratos y etapa fenoldgica

Observando los resultados del experimento anterior, el segundo experimento
unicamente se realiz6 con la poblacion de San Miguel Regla, ya que es la que presento
mejor desarrollo foliar para obtener los esquejes, en contraste con la poblacion de El
Tejocotal. Se evalué la propagacion ocupando diferentes sustratos. Se probaron
esquejes con tres y cinco nudos, también con flor y sin flor (Cuadro 4). Los sustratos
empleados fueron una mezcla de peat moss: agrolita (2:1) y cubos de espuma fendlica
(Oasis®, de la empresa Smithers Oasis Engineered products). Quedando ocho
tratamientos con 25 repeticiones cada uno y se colocaron en una charola de unicel, se
les aplico riego diariamente y una solucion de rootex® 1g/l (de la empresa Cosmocel)

aplicandose cada tercer dia (Figura 9).

Cuadro 4. Tratamientos para la propagacion vegetativa de la planta.

Sustratos Tratamiento Esquejes con numero de nudos
T1 3 nudos sin flor
Espuma fendlica T2 5 nudos sin flor
T3 3 nudos con flor
T4 5 nudos con flor
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Sustrato Tratamiento Esquejes con numero de nudos

T5 3 nudos sin flor
Peatmoss: agrolita T6 5 nudos sin flor
T7 3 nudos con flor
T8 5 nudos con flor

Sustrato: oy .:
Peat all ]
Moss vy g ! B s WL ¢
agrolita e .n“ G
“Blllﬂiﬂll lﬁﬂ"
Sislis ﬂlllllﬂlﬂllﬁﬂ ﬂﬂlﬁﬁﬂ

e | BOSABDDUR .ﬂﬂlﬂlﬂﬁ?ﬂ
i, | DDGERNOAGDCGAERRECERDAN
ERNNSNORANARAAARE AR

1| J\ N A J

v VW W v

3 nudos sinflor 3 nudos con flor 5 nudos sin flor 5 nudos con flor

Figura 9. Tratamientos para evaluar la propagacién vegetativa con diferente numero de

nudos en etapas fenoldgicas y sustratos diferentes.
4.2.3 Germinacion de semillas

De igual forma, se realizaron diversos experimentos sobre germinacion con la finalidad

de obtener plantulas para el estudio fenologico.

El primer experimento fue bajo condiciones asépticas, colocando 25 semillas en cajas
Petri, manteniéndolas por un mes en una camara de crecimiento, controlando humedad
(70%) y temperatura (35°C), bajo obscuridad. En el segundo experimento se colocaron

25 semillas de ambas poblaciones en cajas Petri, en condiciones no asépticas, bajo
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temperatura, humedad y fotoperiodo ambiental. Para el tercer experimento se colocaron
25 semillas en tarros con medio Murashige y Skoog, desinfectando las semillas con una
solucioén de hipoclorito de sodio y etanol durante 5 minutos. El experimento se desarrollo
en un cuarto de cultivo in vitro, con una temperatura de 23°C y fotoperiodo de 16 h luz/8
h, obscuridad a 3500 luxes. Cada uno de estos experimentos se realiz6é bajo un disefio
experimental completamente al azar con 10 repeticiones por poblacién. El indice de
germinacion y velocidad de germinacion se calcularon de acuerdo con Gonzalez-

Zertuche y Orozco-Segovia (1996) mediante las siguientes ecuaciones:

IG= Z0 D)

N
ni
M = Z( )
t
Donde IG= indice de germinacion; ni= numero de semillas germinadas por dia i; ti=
numero de dias después de la siembra; N= total de semillas sembradas; M= velocidad

de germinacion; t= tiempo de germinacién desde la siembra hasta la germinacion de la

ultima semilla.
4.2.3.1 Aclimatacion de plantas obtenidas In vitro

Para la aclimatacion de las plantas, el método se basé en un sistema hidropdnico con
una reduccion gradual en la humedad relativa, se realizé segun el método reportado por
Ventura et al. (2003) con algunas modificaciones, como se especifica a continuacion:
diez frascos de vidrio (con capacidad de 80 mL), se llenaron con una solucion hidropdnica
(Anexo Ill) y en cada contenedor se coloco una planta, en fase vegetativa, a la cual se
midio raiz y parte aérea. La raiz quedd sumergida en la solucion, para sostener la planta
se cubrid con una tapa de aluminio y la parte aérea se cubrié con una bolsa de polietileno
transparente (11 x 21 cm) previamente asperjada con agua. Para lograr la aclimatacion,
cada tercer dia se le realizé un orificio con un diametro de alrededor de 0.8 mm en la
bolsa de polietileno con la finalidad que la planta iniciara el contacto con el ambiente
externo y sus estomas fueran desarrollandose (Gogoi et al., 2017). De manera paralela
se colocaron 10 plantulas mantenidas in vitro, pero se colocaron directamente en sustrato

en el invernadero por 15 dias y posteriormente se coloraron en una mezcla se sustrato,
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peat moss: agrolita en una proporcién 1:1, con la finalidad de observar si era necesario

el proceso de aclimatacion para esta especie (Figura 10).

4.2.3.2 Germinacién de semillas con diferente fotoperiodo y temperatura. a) medicion

de plantas, b) cultivo en solucion hidropoénica, c) cubierta para mantener humedad.

Con la finalidad de corroborar las condiciones idéneas para la germinacion de las
semillas de B. procumbens se realizé un experimento para corroborar los resultados
obtenidos anteriormente, y también se evaluaron semillas de un afo de edad y semillas
recién colectadas. Los factores estudiados fueron: temperatura, a dos niveles (23 °C y
35°C) e iluminacién (fotoperiodo y obscuridad), ademas de longevidad de la semilla
(semillas nuevas y con edad de un ano), resultando ocho tratamientos con 5 repeticiones

con 10 semillas por unidad experimental, la cual consistié de una caja Petri.
4.3 Analisis en semillas de B. procumbens

Debido a los resultados obtenidos en los experimentos de germinacion, se realizaron
diferentes pruebas para determinar lo que ocurria en las semillas, asi como la viabilidad

y la latencia de estas.
4.3.1 Prueba de tetrazolio

Se realizaron diferentes pruebas para la tincion de las semillas; éstas se dejaron
embebidas en una solucién de tetrazolio al 1y 2 % durante12 y 24 h en obscuridad, de
igual manera se realizo la tincién a semillas perforando la testa y dejandolas 12y 24 h

en la solucion. Estas semillas se tomaron en diferentes etapas de maduracion del fruto
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(ISTA, 1985). Araoz y Del Longo (2006) sugieren que, para romper la latencia producida
por las cubiertas seminales, se puede hacer mediante la escarificacion, la perforacion,
raspado o ablandamiento de la cubierta del embrién. Basado en ello, se realizaron las

siguientes pruebas:
4.3.2. Escarificacion mecanica (lijado).

Las semillas de B. procumbens son de tamafio pequefo, lo que dificulta su manipulacion,
por lo que la escarificacion se llevd a cabo con lijas de agua de grado 400, en una mesa
se coloco una parte de lija, sobre ella fueron puestas las semillas, con otra lija del mismo
calibre se frotaron realizando movimientos circulares ejerciendo ligera presion, hasta
notar la liberacion de la testa y un color blanquecino en la semilla. Posteriormente las
semillas fueron puestas en cajas Petri con 10 semillas en cada una, con 5 repeticiones;
para mantener hidratado el embrién se colocaron circulos de papel filtro humectados con
agua destilada, proporcionando periédicamente agua, segun su consumo. Las semillas

se sometieron a 8 h diarias con fotoperiodo de luz blanca y luz roja.
4.3.3 Escarificacion mecanica (incisién)

Se hizo una pequena incision en la testa de la semilla después de hidratarlas previamente
durante cuatro dias. Se realizaron 2 repeticiones en cajas Petri, cada repeticion con 20
semillas; para mantener hidratado el embridon se colocaron circulos de papel filtro
humectados con agua destilada, proporcionando periédicamente agua, segun el
consumo de cada caja. Las semillas se sometieron a 8 h diarias con fotoperiodo de luz

roja. Se mantuvieron expuestas a humedad y temperatura ambiente.
4.4 Fenologia

Para la identificacion de etapas fenologicas de esta especie silvestre fue necesario
adaptar diferentes metodologias, como la escala BBCH (Meier et al., 2009), tomando en
cuenta los estadios principales de crecimiento y el método de monitoreo de fenologia
estandarizada que maneja la Red de Fenologia de Estados Unidos, la cual especifica las
feno-fases para grupos de plantas (Denny et al., 2014), en este caso se considero para

planta perenne; quedando las etapas fenoldgicas que aparecen en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Estadios fenoldgicos considerados (Tomado de Denny et al., 2014).

Estadio Descripcién

00 Germinacion, brotacion

01 Desarrollo de hojas

02 Formacion de brotes laterales
03 Elongacién de tallos

04 Aparicion de flores

05 Formacion de frutos

06 Maduracién de frutos y

semillas o coloracion

Al no tener informacion acerca de la multiplicacién de la especie, se realizaron diversos
experimentos, observando que la poblacion de San Miguel Regla se propagaba por
estolon, se optd por realizar este tipo de propagacion, sin embargo, en el caso de la
poblacién de El Tejocotal se observo formaciéon de frutos en cada nudo de la planta. Por
lo que para el estudio fenologico se requirio de plantas jovenes procediendo a

propagarlas vegetativamente y por semillas, realizando los siguientes experimentos.
4.4.1 Analisis de la antesis de B. procumbens

Con la finalidad de estudiar la antesis de B. procumbens, se observaron 22 flores de
plantas de la poblacion de San Miguel Regla. Se clasificaron diferentes periodos de
floracién, desde la aparicidon del boton, apertura, cierre floral y formacién de fruto, para lo
cual los brotes florales o flores se marcaron con hilos de colores, una vez marcadas las
diferentes etapas de antesis se comenzd a monitorear para tener una medicion del
tiempo que le toma a una flor pasar por esas etapas, fecundarse y producir un fruto, asi

también se podria tener un porcentaje de cuantos frutos se generan en relacién con el
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numero de plantas marcadas. Los frutos fueron medidos con un Vernier digital (Digital
caliper INSIZE 0-6).

4.4.2 Madurez fisiologica del fruto de B. procumbens.

Este experimento se establecié para estudiar la madurez fisiolégica del fruto mediante la
medicion del tiempo transcurrido desde la antesis hasta el fruto. Se marcaron 50 flores
con hilos de colores y se observé cuales formaron fruto, las plantas se mantuvieron en
macetas en invernadero y en el exterior, se consideraron tres etapas, la primera a los 15
dias de verse el fruto, la segunda etapa fue en 30 dias y la tercera a los 40 dias (Figura
11).

“b)

Figura 11. Diferentes etapas fenoldgicas de frutos de B. procumbens hasta la madurez

fisiolégica. a) fruto a los 15 dias, b) fruto a los 30 dias, c) fruto a los 40 dias

Se regqistro el tamafio, peso fresco y peso seco. Posteriormente se cultivaron In vitro las
semillas de estos frutos para evaluar el grado de madurez y su relacién con la

germinacién de las semillas.
4.5 Fitoquimica
4.5.1 Colecta de material vegetal

Para realizar la extraccion de los compuestos y asi cuantificar la composicion de
metabolitos secundarios en diferentes etapas fenoldgicas, se colecto material vegetal de
plantas desarrolladas en invernadero en un area de 1.5 x 2 m? (Figura 12), el cual fue

puesto a secar en sombra en un cuarto cerrado y se molié con un molino de martillos.
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Figura 12. Plantas de Bacopa procumbens en la etapa de floracion,

cultivadas en invernadero.
4 5.2 Extraccion

El material vegetal de B. procumbens se macerd en solucion agua:etanol (60:40)
previamente secado. Se dejo reposar por 12 horas y posteriormente se filtr6. El extracto
obtenido se concentré mediante el proceso de destilacion a presion reducida, en el
rotavapor rotatorio Buchi®-490; (Buchi, Suiza) a 50 — 55 °C con 90 RPM.

4.5.3 Fraccionamiento y purificacion de compuestos para la obtencidon de estandares

Para el fraccionamiento se emplearon técnicas cromatograficas convencionales como
cromatografia en columna gravitacional abierta (CCA) fase normal; el extracto evaporado
se absorbid con silice 60 y se llevo a sequedad, se prepard una columna empacada con
silica gel de fase normal y se adiciono la fase mévil en las proporciones sefaladas en el
Cuadro 6.
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Cuadro 6. Fracciones obtenidas de la cromatografia de columna fase normal.

Fraccion Hexano-Acetato de Etilo
1-4 100
5-9 90-10
10-14 80 -20
15-18 70-30
19 -22 60 — 40
23 -26 50 - 50
27 - 31 40 - 60
32-35 30-70

Estas fracciones tuvieron seguimiento con cromatografia en capa fina (CCF) ocupando
placas de aluminio recubiertas de silica gel F2s4 (fase normal, cat. 1.05554.0001, Merck)
usando para este caso una fase movil de hexano:acetato de etilo y al llegar a las
fracciones que corresponden a la 19 - 20 se cambié la fase mavil por H20: Acetonitrilo.

Se usaron estandares de arbutina y gastrodina.

Al observar las fracciones que presumiblemente tenian los compuestos de interés, se
reunieron las fracciones similares y se monté una cromatografia gravitacional abierta
fase reversa silica gel 60 RP-18 dada a la polaridad de los compuestos y para obtener
una mayor purificacién de ellos, el sistema ocupado para este caso se presenta en el
Cuadro 7.
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Cuadro 7. Fracciones obtenidas por cromatografia de columna fase reversa.

Fraccion Fase movil

H20 (%) -ACN (%)

1-5 100
6-10 90-5
11-15 90 - 10
16 — 20 85 - 15
21-25 80 - 20
26 — 30 75— 25
31-35 70 - 30
36 - 40 65 — 35
41 - 45 60 — 40
46 - 50 55 - 45

4.5.4 Cromatografia por HPLC

El HPLC empleado consta de un sistema cromatografico de Mddulo de Separacion
(Waters 2695), un Detector de serie de fotodiodos (Waters 2996) y una Columna
Licrosphere 100 RP-I8 de 250 x 4 mm (5 um de tamafo de particula). El sistema de

gradientes empleado en el equipo HPLC se presenta en el Cuadro 8.
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Cuadro 8. Sistema de gradiente de equipo HPLC.

Tiempo  Flujo %A %D
(min) (ml/min)
1 0.00 0.90 100 0.0
2 1.00 0.90 100 0.0
3 200 0.90 95 5.0
4 3.00 0.90 95 5.0
5 4.00 0.90 70  30.0
6 20.00 0.90 70  30.0
7 21.00 0.90 50 50.0
8 22.00 0.90 50 50.0
9 23.00 0.90 50 5.0
10 24.00 0.90 20 80.0
11 25.00 0.90 20 80.0
12 26.00 0.90 0.0 100.0
13 27.00 0.90 0.0 100.0
14 28.00 0.90 100 0.0
15 30.00 0.90 100 0.0
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4.5.5 Extraccién y cuantificacion de compuestos a partir de érganos de B. procumbens.

Con la finalidad de conocer en que 6rgano de la planta se concentran los metabolitos
secundarios de interés, se separaron flor, hoja, tallo y raiz, de la planta y planta entera,

se maceraron por dos dias por separado, con acetato de etilo y por ultimo con metanol.
4.5.6 Extraccién y cuantificacion de compuestos en diferente etapa fenoldgica

Las plantas obtenidas por germinacion de semilla se conservaron en invernadero y a
partir de ellas se tomaron muestras de la fase vegetativa, floracion y reproductiva. Dichas
muestras se maceraron con metanol en fresco, para su posterior analisis en HPLC,

también se analizaron mediante UPLC masas.
4.6 Analisis en UPLC-Masas

Con la finalidad de identificar los metabolitos secundarios: arbutina, procumgastrodinas
verificando su presencia con espectros UV y su peso molecular, se analizaron las
muestras de 6rganos y fases fenoldégicas. También se tomo en cuenta unicamente por el
peso molecular otros metabolitos identificados en la fraccion organica de B. procumbens
por Martinez-Cuazitl et al. (2022). Los pesos moleculares de los compuestos fueron
identificados mediante analisis cromatografico liquido usando un Acquity UPLC (Waters,
Milford MA, EE. UU.). Se ocupd una columna Acquity UPLC BEH C18 de 1.7 um de
tamano 2.1 x 50 mm. El sistema de gradientes ocupado en la cromatografia UPLC fue
en la linea A agua al 0.5% de acido trifluoroacético y en la linea B acetonitrilo (Cuadro
9). Este sistema de separacion incluia una bomba cuaternaria, un horno de columna con
muestreador automatico y un detector de matriz de fotodiodos acoplado a un
espectrometro de masas triple cuadruple "Xevo" (Waters) equipado con una fuente de
ionizacion por electroaspersion (ESI) (Waters) calentada a 150 °C. La temperatura de
desolvatacion 220 se ajusté a 500°C vy el flujo de gas de desolvatacion fue de 7001/ h
de nitroégeno. Se utilizé argdbn como gas de colisién a un caudal de 0,10 ml/ min. (Thermo

Fisher Scientific, Bremen, Alemania).
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Cuadro 9. Sistema de gradientes del equipo UPLC

Tiempo  Flujo %A %B
Inicio 0.300 100 0.0
2.00 0.300 70 30
7.00 0.300 70 30
10.00 0.300 70 30
15.00 0.300 30 70
16.00 0.300 0.0 100
17.00 0.300 100 0
20.00 0.300 100 0
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Estudio del conocimiento tradicional de Bacopa procumbens en Huasca de

Ocampo, Hidalgo
5.1.1 Caracteristicas de los entrevistados

La mayoria de las personas entrevistadas que conocian la planta fueron mujeres (69 %),
la mayor parte en edad adulta, entre 40 y 60 afios, cuya ocupacion principal es la de ama
de casa. En menor proporcion se presentaron mujeres jovenes y adultas mayores
(Cuadro 10). Estos resultados demuestran, como en otros estudios, que la participacion
de las mujeres en el conocimiento tradicional sobre el uso de las plantas es relevante,
ya que a lo largo de la historia se considera que la seleccion, recoleccion y cultivo de

plantas ha estado a su cargo (Alberti-Manzanares, 2006).

Entre los diferentes roles asignados a la mujer en la sociedad, uno de los mas relevantes
es la atencién primaria de la salud dentro y fuera de la familia, aplicando su conocimiento
sobre plantas medicinales para aliviar los malestares de su familia, generando con esto
la conservacion de recursos naturales, participando de esta forma en el avance del
conocimiento cientifico médico (Alberti-Manzanares, 2006; Vazquez et al., 2011;
Velazquez et al.,, 2019) y en la preservacion de este conocimiento, el cual lo van
heredando a su descendencia, principalmente de madre a hijos, tal como lo comentaron

los entrevistados en este estudio.

De igual forma Jiménez et al. (2015), quienes realizaron un estudio sobre el proceso de
trasmision e intercambio de saberes en medicina tradicional en la region Totonaca del
estado de Veracruz, mencionan que el 100% de las mujeres entrevistadas admitian su
interés en conservar y trasmitir estos saberes tradicionales para su aplicacion dentro de
la familia, debido al rol que tienen en el cuidado general del hogar, incluyendo la salud

de los miembros de su familia.
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Cuadro 10. Perfil de las personas entrevistadas en Huasca de Ocampo, Hidalgo

Caracteristicas =~ Numero de entrevistados Numero
Masculino Femenino total
Género 8 (31%) 18 (69%) 26 (100%)
Edad
(Categoria)
20-30 (Joven) 3 (11%) 1(4 %) 4 (15%)
41-50 (Adulto) 2 (8 %) 4 (15 %) 6 (23 %)
51-60 (Adulto) 1(4 %) 10 (38 %) 11 (42 %)
61-70 (Mayor) 0 1(4 %) 1(4 %)
71-80 (Mayor) 2 (8 %) 1(4 %) 3 (12 %)
81-90 (Mayor) 0 1(4 %) 1(4 %)
Ocupacion 8 (31 %) 18 (69 %) 26 (100 %)
Ama de casa 0 10 (38 %) 10 (38 %)
Agricultor 2 (8 %) 1(4%) 3 (12 %)
Brigadista 2 (8 %) 0 2 (8 %)
Comerciante 3 (11 %) 6 (23 %) 9 (34 %)
Servidor publico 0 14 %) 1(4 %)
Jubilado 1(4 %) 0 1 (4%)

La edad de las y los informantes oscilé desde 23 hasta 83 afios, mostrando una amplitud

de 60 afos, lo cual resalta que, aunque hay pocas personas que identifican a la especie
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B. procumbens, el conocimiento en torno a esta planta se distribuye ampliamente entre
joévenes y adultos mayores; sin embargo, los informantes que identifican y hacen uso de
esta planta son de las categorias de adultos y adultos mayores; es decir, de mas de 40
afnos, predominando el grupo de mas de 50 afos (Cuadro 9). De manera similar Molina-
Mendoza (2013) sefiala que el conocimiento sobre las plantas medicinales en San Miguel

Regla, municipio de Huasca de Ocampo, se conserva en personas de mas de 50 afios.

Este aspecto es relevante porque permite establecer que, aunque la identificacion de la
planta puede darse entre informantes menores de 40 afios, el conocimiento sobre sus
propiedades medicinales se reduce a un grupo de adultos y adultos mayores con edad
superior a 50 afios. Resultados similares obtuvo Garzén (2016) quien hizo un estudio
sobre el conocimiento medicinal en Macedonia, Amazonas, encontrando que el
conocimiento radica en los adultos y adultos mayores principalmente y en un estudio
realizado por Canales et al. (2006), quienes realizaron un analisis cuantitativo del
conocimiento tradicional de plantas medicinales del valle de Tehuacan, revelando que
existe una tendencia a que las personas de mayor edad y con mayor antigiiedad en el

poblado, son quienes conocen mas plantas de uso medicinal.
5.1.2 Caracteristicas de las especies

Las especies vegetales comunmente son conocidas por los habitantes de las distintas
regiones de acuerdo con sus propiedades o caracteristicas fisicas, ya sea por tamafio,
forma, color, uso medicinal, ornamental o alimenticio. Estos nombres comunes o
vulgares dependen de la lengua nativa, de la comunidad en donde se ubican y de cémo
aprecian los grupos humanos a esas especies. En este sentido las y los entrevistados
conocen a B. procumbens con el nombre popular de: metatera, oreja de ratéon y un
entrevistado menciond el nombre de trencilla; los nombres anteriores ya han sido
reportados por otros autores (Standley y Williams, 1973; Gonzalez-Cortazar et al., 2019).
Al parecer existe confusion en los nombres comunes con que se identifica a B.
procumbens, pues en otros estudios se le ha referido como hierba golondrina; sin
embargo, en el presente estudio la mayoria de los informantes coincidié en que no se
trata de la hierba golondrina, pues ésta tiene tallos rojos y es mas pequefia que B.

procumbens. Directamente en campo algunos entrevistados ubicaron para mostrar a la
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otra especie vegetal, lo que sugiere que esta siendo confundida, con otra planta, la cual
fue identificada como: Acalypha phleoides Cav. (ID: 85811). Si bien esta ultima no es
una planta rastrera, en invierno se encuentra a ras del piso e inicia su crecimiento meses

después.

Los informantes coincidieron en su mayoria (90 %) que B. procumbens es una planta
que se encuentra abundantemente en la region y refirieron encontrarla en los llanos, en
época de lluvias (primavera-verano); también sefialaron que principalmente son las
mujeres las encargadas de colectarla. Este resultado permite corroborar el papel que
tiene la mujer en el cuidado de la salud de su familia y la labor milenaria que ha tenido a
través de la historia, como recolectora y manejadora de las plantas medicinales
(Rodriguez et al., 2008). Lo anterior permite relacionar a esta especie vegetal en una
estrecha relacién con las mujeres, quienes son las encargadas de identificar y conocer
el ciclo de las plantas utiles, mediante la ubicacion de este recurso, la recoleccion del

mismo Y la preparacién para su consumo (Alberti-Manzanares, 2006) o aplicacion.

Para Algethami et al. (2020) el conocimiento acerca de las especies vegetales es
diferente en el aspecto de género, pues las mujeres poseen el conocimiento tradicional
de las plantas medicinales y los hombres al tener el papel de proveedor de recursos,
usan a las especies con otros propositos como lo comentaron los entrevistados en este
estudio, al sefialar que ellos observaban que el ganado consumia esta planta cuando se
les pastoreaba; lo anterior refleja el sentir del enfoque ecofeminismo socialista en el cual
se considera que el origen de las diferencias de relacibn que hombres y mujeres
mantienen con el entorno estan dadas por las actividades que han sido asignadas
socialmente, siendo las mujeres las que tienen un contacto mas directo con los recursos

naturales (Carcaro, 2008).
5.1.3 Uso tradicional

En este estudio se indagd acerca de los usos medicinales tradicionales de B.
procumbens en el municipio de Huasca de Ocampo, encontrando que se usa para
disminuir o aliviar el dolor de estdbmago, para sanar heridas, para calmar el dolor de

muelas, dolor de rifidn, hinchazén y fiebre; la mayoria de los entrevistados mencioné que

51



usan la planta para aliviar dolores de estdmago (Figura 13); en otro estudio sobre esta
especie Argueta et al. (1994) reportan el uso de esta planta para el tratamiento de
enfermedades infecciosas como diarrea, malaria, desordenes biliares y tosferina. El uso
de esta especie para el tratamiento de heridas coincide con lo mencionado por Molina-
Mendoza (2013), quien realiz6 un estudio etnomédico en San Miguel Regla,
entrevistando a una persona recomendada por los habitantes del municipio y concluye
que en esta comunidad se utiliza a B. procumbens para el tratamiento de heridas. Este
dato fue corroborado por Hidalgo (2010), quien determiné el efecto cicatrizante del
extracto acuoetandlico de B. procumbens en fibroblastos de raton. Al igual que la especie
Bacopa monnieri, planta usada en la medicina tradicional hindu y cuya actividad
cicatrizante se confirmo al usar un extracto etandlico de las partes aéreas de la planta en

modelos murinos, siendo las saponinas las responsables de tal efecto (Gosh et al., 2007).

Otro de los usos mencionados fue el de remedio para aliviar la fiebre; este uso ya ha sido
reportado previamente por Gheno et al. (2011) en su estudio realizado en Veracruz. Otra
aplicacion reportada por los informantes fue el tratamiento para el dolor de muelas; este
uso no habia sido reportado previamente para esta especie; sin embargo, este uso puede
relacionarse con los efectos como desinflamante y antimicrobiano reportados por

Argueta et al. (1994) y Gonzalez-Cortazar et al. (2019) en sus respectivos estudios.
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Figura 13. Usos medicinales de B. procumbens en Huasca de Ocampo, Hidalgo.
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El conocimiento acerca de las plantas utiles a la humanidad data de muchos siglos,
nuestros ancestros colectaron una gran cantidad de especies, aprendieron sobre el ciclo
de las plantas (Evans, 1996) y el aprovechamiento de las mismas mediante un proceso
empirico descrito por Webb (1973), el cual consistié en “comer, morir y aprender”;
mediante este proceso se considera que adquirieron el conocimiento de diferenciar qué
plantas eran comestibles y cuales no, asi como las que tenian algun efecto en su
organismo (Webb, 1973, citado en Evans, 1996).

De esta manera lograron seleccionar a las plantas medicinales (Santillan, 2012) y a otras
especies que satisfacian otras necesidades inherentes al ser humano. Muchas de estas
plantas usadas de manera empirica han sido fuente importante de los farmacos en uso
en la medicina contemporanea. Tal es el caso de la sedante escopolamina extraida de
Datura metel, L-Dopa, un antiparkisoniano obtenido de Mucuna deeringana; Colchicinia
antitumoral, antigotoso obtenido de Conchicum autumnale L., entre otros (Fransworth et
al. 1989).

El conocimiento sobre el uso empirico de las plantas medicinales reviste importancia
para el proceso de investigacion cientifica en torno a una planta con estas propiedades,
pues este conocimiento inicia con las investigaciones etnobotanicas, mediante las cuales
se disefian y aplican metodologias que han de ser complementadas con otras disciplinas
de la ciencia como fitoquimica, farmacologia, toxicologia y biotecnologia, a fin de
corroborar las propiedades medicinales de dichas especies y sus efectos en los
organismos vivos. Lo anterior resalta la necesidad de valoracién del conocimiento

tradicional hacia las plantas medicinales (Bermudez et al., 2005).

La combinacion de diversas plantas medicinales para atender algun problema de salud
es una practica muy popular, reconociéndose que la eficacia terapéutica de ciertas
mezclas de plantas es conocida y ha sido documentada, ya que existen enfermedades
multifactoriales que pueden tratarse mejor con la combinacién de diversas plantas (Gras,
et al., 2018); sin embargo, en algunos casos las plantas utilizadas en las mezclas se
seleccionan con actividades similares, con la finalidad de potencializar el efecto
terapéutico (Almeida et al., 2021) o simplemente para mejorar el sabor de la preparacion
(Gras et al., 2018).
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Con base en lo anterior se preguntd si combinaban a B. procumbens con otras plantas.
Dos entrevistados mencionaron que al presentarse una enfermedad gastrica mezclaban
con Bacopa diversas plantas para aliviar el malestar, con la finalidad de potencializar el
efecto y quitar el dolor mas rapido y también combinaban con otras plantas para suprimir

el vomito o diarrea.

La eficacia de un remedio tradicional se relaciona estrechamente con la forma de
prepararlo y administrarlo para obtener el efecto deseado (Lopez, 2002). Las formas
tradicionales de preparacion de los remedios han sido, infusiones, zumos, decoccion,
maceracion, tinturas, vinos principalmente y los tipos de administracion en la medicina
tradicional son de forma oral, tépica y en bafos (Garzén, 2016). Al respecto, los
informantes mencionaron que la manera mas comun de preparar a B. procumbens para
su aplicacion es hervida; es conocido que esta forma de preparacion y la administracion
oral son las mas comunes en la medicina tradicional, ya que este procedimiento permite
extraer las sustancias activas y las infusiones se utilizan, tanto para via interna, como
externa (Lopez, 2002). Uno de los entrevistados comentd que él realizaba una tintura, la

cual empleaba para el dolor de muelas.

La mayoria de los entrevistados menciond que ocupan unicamente tallos y hojas, como
se ha reportado en otros trabajos (Alberti-Manzanares, 2006; Rios et al., 2017) lo que
permite la conservacion de este recurso vegetal. Esto es caracteristico del conocimiento
tradicional, que ademas de incluir creencias, valores, respeto y cuidado del medio
ambiente, también incluye el conocimiento del manejo de las plantas medicinales con la
finalidad de la conservacion (Cortés y Venegas, 2011). Este punto es importante porque
cuando la planta es recolectada en su totalidad, en ocasiones no se toma en cuenta la
abundancia o disponibilidad del mismo y existe la posibilidad de contribuir a la reduccién
de la disponibilidad de la especie, poniendo en riesgo la conservacion de ésta en su
habitat.

La combinacién de diferentes especies, asi como la forma de su preparacién son factores
importantes a tomar en cuenta en la atencién a ciertos problemas de salud, ya que las
plantas crudas, hervidas o extractos de éstas, incluyen diversos metabolitos secundarios

como son fenoles, flavonoides, saponinas, taninos, terpenos, etc., los cuales tienen
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actividad biolégica en el metabolismo de los humanos; ademas, la manera de prepararlos
puede modificar el efecto de su uso, alterando los compuestos organicos suministrados,

pudiendo afectar la concentracién de los mismos al ser ingeridos (Carrillo et al., 2010).

Todos los entrevistados coincidieron en que esta especie no esta relacionada con algun
ritual o leyenda local que ellos conozcan, lo que puede sugerir que a pesar de la
importancia local que dan a esta planta como parte de la atencion de su salud, esta
importancia no trasciende a otros ambitos propios de la cultura de la poblacion; en
contraste, Bacopa monnieri en la India, es usada en la medicina aryuvédica, siendo este
un sistema médico tradicional practicado en la India que considera al ser humano en su
totalidad (cuerpo, mente y espiritu) combinando el empleo de plantas, una nutricién
apropiada, purificacion y una forma positiva de vivir para mantener armonia y equilibrio
(Alcalde, 2006; Kumar et al., 2016; Mishra et al., 2018).

5.1.4 Analisis de correspondencias multiple

Por la importancia de las respuestas a las preguntas individuales, se considerd
importante buscar si existe relacion entre la edad, en las categorias de joven, adulto y
mayor, el género de los informantes (masculino y femenino), quién le enseid a utilizar la
planta, la forma de almacenamiento o conservacién y si se cultivaba o no a la misma;
para lo anterior se realizé un analisis de correspondencias. Con este analisis se encontrd
qgue con las dos primeras dimensiones se explicé el 37.7 % de la inercia total, la cual es
el equivalente a la varianza (SAS, 2012-2018), con un valor de Chi-cuadrada total de
342.5, el cual resulté altamente significativo estadisticamente (p<0.0001), denotando que

las variables tienen cierta correspondencia entre ellas.

Con base en estos resultados, se elabor6 una grafica de dispersidén para las primeras
dos dimensiones (Figura 14) resultando que los adultos del género femenino estan mas
relacionados con el aprendizaje del uso de esta especie a través de sus amistades v,
generalmente no almacenan a la planta, lo que significa que cuando se requiere de la
misma, se colecta directamente en el campo. En la Figura 14 también se observa que no
es comun cultivar a la planta, por lo que seguramente el nivel de domesticacion de esta

es incipiente y el uso se limita a través de la recoleccion. De igual manera, se observa
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que el uso de esta planta mediante la preparacién y conservacién en alcohol es poco
frecuente. También se observa que la categoria de personas mayores y del género
femenino estan mas relacionados con el aprendizaje del uso de esta planta a través de
la familia y, que también estan mas relacionados con la conservacion de la misma
mediante el desecado de la planta; sin embargo, a la categoria de jovenes se les

relaciona menos con las variables antes mencionadas.

Lo anterior es importante de resaltar porque deja apreciar las diferencias generacionales
en el conocimiento tradicional y la adquisicion de este sobre el uso de B. procumbens.
Resultados similares presentaron Pasquini, et al. (2014) en un estudio acerca del
conocimiento de plantas comestibles en tres comunidades afrodescendientes en
Colombia, en donde la generacion de jovenes evidencid niveles mas bajos de
conocimiento de algunas plantas bajo estudio. También se observé que los hombres
(55.1 %) proporcionaban mas informacion de algunas plantas respecto a las mujeres
(51.4 %). Estos resultados segun los autores se deben a que los hombres juegan un
papel importante en el reconocimiento de las plantas comestibles y semi-silvestres, en
contraste con las mujeres donde su conocimiento se ubica en habitats mas intervenidos

como huertos familiares, campos de cultivo, etc.

Unicamente dos entrevistados mencionaron que tenian la planta en su patio, con la
finalidad de abastecerse cuando fuera necesario, esto demuestra el incipiente proceso
de domesticacion al que esta sometida esta especie; esta manera de conservar a la
especie es importante debido a que no merma las poblaciones silvestres y se evita poner
en amenaza o peligro de extincion cuando un recurso vegetal es explotado en exceso,
ademas conlleva otras ventajas en cuanto al uso medicinal, al tener a la planta bajo
cultivo se obtiene una colecta homogénea de las plantas sin correr el riesgo de una
identificacion errénea, contaminacién de plagas o enfermedades. No obstante, se debe
tomar en cuenta que en el establecimiento como cultivo, se deben considerar
condiciones especificas en el manejo, evaluando siempre el efecto terapéutico o la
produccion de los compuestos activos (Martinez, 2017), pues se corre el riesgo de
generar una variacion (o disminucioén) de la produccion de los metabolitos secundarios,

los cuales se sintetizan debido a los factores bidticos y abi6ticos que rodean a las plantas
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en su ambiente natural, los cuales son los responsables del efecto terapéutico (Bautista
et al., 2012).
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Figura 14. Analisis de correspondencias en base a las respuestas de los informantes

del municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo.

5.2 Propagacioén de plantas
5.2.1 Material vegetal e identificacion taxondémica de la especie

Las plantas colectadas se propagaron en el invernadero de CIBA-IPN, donde se han
mantenido y propagado (Figura 15). Las plantas procedentes de la poblacién de San
Miguel Regla fueron identificadas taxonomicamente por la bidloga Maria Edith Lépez
Villafranco con fichas depositadas en el herbario IZTA-FLORA UTIL DE MEXICO de la
Facultad de Estudios Superiores de Iztacala, UNAM, con numero de registro 1792 y en

la BUAP teniendo el numero de registro 85813 para el caso de la poblacion de El
Tejocotal.
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Figura 15. a) Plantas colectadas en presa El Tejocotal a 2,149 msnm con Coordenadas

20°07°45” N 98°07°'51”W. b) Plantas colectadas en San Miguel Regla a 2,086 msnm
con coordenadas: 20°12°55” N 98°33°22"W.

Las caracteristicas morfolégicas de las plantas desarrolladas en invernadero se han
mantenido, en relacién con sus caracteristicas mostradas en su lugar de recoleccion; la
poblacion de San Miguel Regla colectada en un ecosistema boscoso presenta nudos
mas largos, flores y frutos escasos; tamafio de hoja mayor (0.5 cm mas); en contraste
con la poblacion de El Tejocotal (orilla de una presa), la cual presenta una coloracion
verde intensa y en cada nudo forma flor o fruto, tiene un menor tamafio en hojas y su
velocidad de crecimiento es menor a la observada en la poblacion de San Miguel Regla
(Figura 16).
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Figura 16. Modificaciones en las caracteristicas fenotipicas de Bacopa procumbens

a) poblaciéon de San Miguel Regla, b) poblacion de El Tejocotal.

Estas caracteristicas han sido descritas por varios autores, quienes sefalan que los
alargamientos de los entrenudos y la reduccion de ramas constituyen un sindrome de
respuesta a situaciones de sombra (Crawley, 1997; Gurevitch at al, 1986). Tal como
sucede con la planta Convolvulus anensis, la cual al estar en sombra presenta
alargamiento de entrenudos, peciolos, menor ramificacién, alargamiento vy
adelgazamiento del tallo principal; hojas mas grandes, redondeadas y menos gruesas,
estas caracteristicas las presenta la poblacion de San Miguel Regla. En el caso de la
poblacién de El Tejocotal, la cual se ubica a la orilla de una presa donde existe un
suministro de humedad constante, se observa acortamiento de entrenudos y peciolos,
acortamiento de tallo principal, hojas pequefias y de menor peso, tal como lo menciona
Gianoli (2001) que ocurre en otras especies; por lo anterior se puede concluir que B.
procumbens presenta plasticidad fenotipica en la expresion de sus caracteristicas, ya
que tiene la capacidad de generar diferentes fenotipos en respuesta a cambios en el
ambiente (Valladares et al., 2006).

Al observar las caracteristicas de ambas poblaciones en campo y en invernadero, se
puede inferir que la propagacion de la poblacion de San Miguel Regla tiene la tendencia
a propagarse mayormente de manera asexual, en contraste con la poblaciéon de El
Tejocotal, ya que esta ultima presenta abundantes frutos o flores en sus ramas (Figura

17); al respecto, muchas poblaciones pueden mantenerse por reproduccion sexual o
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propagacion clonal, esto varia por los diferentes habitats en los que se encuentren éstas,

tal como sucede en estas dos poblaciones que fueron la base para el presente estudio.

Estas variantes reproductivas surgen por adaptaciones en la interaccién con el ambiente,
en el caso de la propagacion clonal, ésta ocurre cuando las plantas se deben adaptar a
habitats severos con recursos limitados, como agua, luz y nutrientes, como ocurre con la
poblacién de San Miguel Regla (Gonzalez y Gianoli, 2004). Las ventajas de la
reproduccion asexual incluyen la habilidad para colonizar rapidamente en habitats
abiertos para formar parches densos y tener asi mayores tasas de crecimiento y
sobrevivencia. En el caso de la reproduccion sexual, ésta incluye el incremento de
diversidad, reduce la competencia intraespecifica local, aumenta la dispersién potencial
para iniciar nuevas poblaciones lejos de las plantas parentales (Liu et al., 2017), esta
forma de reproduccion puede generarse por la necesidad de una recombinacion genética

para acelerar la adaptacion a un nuevo habitat (Qing-Yu et al., 2014).

Figura 17. Flor y fruto de poblaciones de Bacopa procumbens mantenidas en
invernadero: a) Plantas en floracion de la poblacion de San Miguel Regla, b) Frutos de

la poblacion de El Tejocotal.
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5.2.2 Reproduccion de B. procumbens
5.2.2.1 Propagacion vegetativa con diferente numero de nudos

Los esquejes con dos nudos formaron raiz, pero no hubo sobrevivencia pues se presentd
pudricion en las plantas obtenidas, probablemente debido al tamafio del esqueje y a que
estuvo en contacto directo con la humedad del sustrato por la manera de colocarlos. En
el caso de los esquejes con cinco nudos, se presento la formacién de dos a cuatro nudos
nuevos, en el caso de la poblacion de San Miguel Regla, fue en donde se encontré la
presencia de raiz por cada nudo de los esquejes y mayor crecimiento, en contraste con
la poblacién de El Tejocotal, donde también se registré un crecimiento menor y si bien
todos los esquejes presentaban raiz, el numero de nudos enraizados de cada uno de
ellos fue menor respecto a la poblacion de San Miguel Regla; sin embargo, en la

poblacion de El Tejocotal se observo floracion vy fruto.

Esto podria deberse al esfuerzo productivo de la planta, ya que la reproduccion sexual y
clonal paralelamente puede generar una disyuntiva en el destino de los recursos por cada
estrategia de reproduccion, repercutiendo en el crecimiento de la planta, como en el caso

de la poblacién de El Tejocotal (Avendafio, 2016).

Respecto a la propagaciéon por estoldn se observo la aparicidn de raiz a los 10 dias en

cada nudo, teniendo una sobrevivencia del 100%.
5.2.2.2 Propagacioén vegetativa con diferentes sustratos

Para los sustratos (peat moss y la espuma fendlica) en los que se colocaron los esquejes
se observaron las primeras raices después de 4 a 5 dias de haber realizado el trasplante
(Figura 18), esto ocurrioé con todos los esquejes colocados, es decir los de 3 y 5 nudos,
con flor y sin flor, aunque se observo que después de dos semanas (15 dias) de haber
realizado el trasplante y después del registro de datos de los esquejes, los que se
colocaron en espuma fendlica con 3 y 5 nudos con y sin flor, fueron los que generaron

mayor crecimiento radicular (Figura 19).
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Figura 18. Crecimiento de primeras raices adventicias.

Agrolitaklpeatmoss I%spuma fendlica
[ \f \

- 5 nudos con flor

= 5 nudos sin flor

3 nudos con flor

— 3 nudos sin flor

Figura 19. Comparacion del crecimiento con los ocho tratamientos.

Del analisis de varianza tomando los ocho tratamientos se encontré que hubo diferencias

estadisticas significativas (p < 0.0001) para las longitudes (cm) alcanzadas en la parte
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aérea y la raiz, entre tratamientos, es decir, en las combinaciones del tipo de sustrato
con los diferentes esquejes, con la presencia de flor o sin flor y con diferente numero de
nudos. Al observar los resultados de la comparacion de medias de Tukey (p = 0.05), en
el crecimiento de la parte aérea no se observa una tendencia clara, aunque en el
crecimiento de raiz, los valores superiores en crecimiento de raiz coinciden con el

sustrato de espuma fenolica (Cuadro 11).

La propagacion de la planta B. procumbens en espuma fendlica es mas efectiva que en
la mezcla de peat moss con agrolita, pues hubo mayor crecimiento radicular en el mismo
numero de dias, estos datos nos indican que la porosidad y aireacion son un factor
importante para que la raiz pueda expresar su maximo potencial, pues la espuma
fendlica tiene una porosidad del 96 %, superior a la de la mezcla peat moss:agrolita, la
cual presenta una porosidad del 87 %, de acuerdo con Ansorena (1994). Lo anterior
influye en la aportacion de espacio al sistema radicular para poder penetrar facilimente y
expandirse; ademas del material sélido que conforma al sustrato, pues la espuma
fendlica es mucho menor en su cantidad de materia sélida, generando menos resistencia

al crecimiento de las raices (Cuadro 12).

Cuadro 11. Comparacion de medias en longitud (cm) de parte aérea y raiz en la prueba

de propagacion de esquejes, en base al efecto de tratamientos.

Tratamiento Longitud de parte aérea (cm) Longitud de raiz (cm) Sobrevivencia (%)

T6pss 5.364+0.576a 2.144 £ 0.380c 92
T4est 5.256+0.613a 6.008+0.653a 96
T8pst 5.236+0.596a 2.500+0.536¢ 92
T2e5s 5.008+0.494a 5.164+0.515b 96
T3esr 2.224+0.265b 6.052+0.650a 100
T7pss 2.192+0.368b 2.500+0.500c 96
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Tratamiento Longitud de parte aérea (cm) Longitud de raiz (cm) Sobrevivencia (%)

TSpss 2.108+0.336b 2.100+0.341c 96
T1ess 2.084+0.303b 5.064+0.610b 100
DMSH 0.402 0.464

Medias con las mismas letras en columnas son estadisticamente iguales (Tukey,
p=0.05). T=Tratamiento. DMSH= Diferencia minima significativa de Tukey. Las siglas en
subindices significan las condiciones de cada tratamiento: p: peat moss; e: espuma

fendlica; 5: cinco nudos, 3: tres nudos; f: con flor; s: sin flor.

Al analizar la informacién en base a los factores sustrato, presencia o ausencia de flor
en el esqueje y 3 0 5 nudos en cada esqueje, encontramos que para la longitud de parte
aérea no existieron efectos para sustrato ni para presencia o ausencia de flor en el
esqueje de propagacion; sin embargo, hubo diferencias estadisticas significativas
(p<0.0001) para el efecto del numero de nudos presentes en el esqueje de propagacion,
lo cual indica que este factor es importante para el crecimiento de la parte aérea de la
planta en la propagacion de esta especie, aunque es evidente ya que los tratamientos
(Te, T4, T8 y T2) con esquejes de 5 nudos fueron los que presentaron mayor altura,

teniendo mayor ventaja que los de 3 nudos.

Este comportamiento fue diferente al crecimiento de la raiz, pues para esta variable si
hubo diferencias estadisticas (p<0.0001) en el efecto de sustrato y de la presencia o no
de flor en los esquejes de propagacion; las diferencias fueron a favor del uso de espuma
fendlica como sustrato y al emplear esquejes con flor (Cuadro 12); al contrario de lo
ocurrido en la parte aérea, no hubo diferencias significativas en el crecimiento de la raiz

para el numero de nudos presentes en los esquejes de propagacion.

Debe sefialarse que la interaccion sustrato x presencia o ausencia de flor fue altamente
significativa (p<0.0001). Lo anterior puede explicarse por el hecho de que el efecto del
sustrato es mas directo en el crecimiento de la raiz, pues debe existir cierta porosidad
que permita el crecimiento de este o6rgano subterraneo. El efecto del crecimiento
radicular y los esquejes con flor puede deberse a los niveles de giberelinas, las cuales
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son hormonas vegetales que actuan en la elongacion de raices, hojas jovenes y floracién,
participando estrechamente en los procesos de iniciacion floral, las principales etapas en
donde se genera esta fitohormona se dan durante el desarrollo apical en las plantas
(Alcantara et al., 2019). Es de destacarse que tanto para el crecimiento de la parte aérea
como para el crecimiento de la raiz los valores del coeficiente de determinacion (r

cuadrada) fueron bastante altos (0.92 y 0.91, respectivamente) (Cuadro 12).

Cuadro 12. Comparacion de medias en longitud (cm) de parte aérea y raiz en la prueba

de propagacion de esquejes, en base al efecto de cada factor.

Variable Sustrato Presencia de flores en Numero de nudos en
esquejes esquejes
Espuma Peat Con flores Sin 3 nudos 5 nudos
fendlica moss:Agrolita flores
Longitud 3.725a 3.643a 3.727a 3.641a 2.152b 5.216a
de parte
) DMSH=0.129 DMSH=0.129 DMSH=0.129
aérea
(cm)
Longitud  5.572a 2.311b 4.265a 3.618b 3.929a 3.954a
de raiz
(cm) DMSH=0.149 DMSH=0.149 DMSH=0.149

Medias con la misma letra en hileras y para cada factor, son estadisticamente iguales

(Tukey, p=0.05). DMSH= Diferencia minima significativa de Tukey.

La asignacion de los recursos energéticos que requieren las plantas para su
reproduccion se conoce como esfuerzo reproductivo, el cual dependera del tipo de
reproduccion, sexual o clonal. En el caso de las plantas perennes como B. procumbens,
proporcionan mas recursos al crecimiento, mientras que algunas especies anuales o
bianuales invierten mas recursos en la reproduccion sexual, dado que este evento ocurre
una sola vez durante su vida (Avendafio, 2016). Mandujano (2007) menciona que para
las plantas el asignar mas o menos recursos a la reproduccion depende de las

caracteristicas de cada especie, pues destinar mas energia a la reproduccion puede
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generar limitaciones en el crecimiento de otras estructuras, que aunque tenga semilllas
pequefias, la planta las va a generar ya que la reproduccion esta en la genética de las

especies para producir semillas y asi perpetuar la especie.
5.2.3 Germinacion de semillas

Respecto a los experimentos de las semillas bajo diferentes condiciones: cuarto de
cultivo, camara de crecimiento y condiciones in vivo; las semillas que fueron mantenidas
por un mes en la camara de incubacion bajo obscuridad no presentaron germinacion. En
el caso de las semillas en el cuarto de cultivo con temperatura y fotoperiodo controlados,
éstas germinaron a los 15 dias, se observo que durante el cultivo aséptico que se realizo,
las semillas perdieron color, ya que de ser semillas negras pasaron a color beige, estas
semillas presentaron un 88 % de germinacién, con un indice de germinacion de 21.6 y
una velocidad de germinacion de 3.58. En el caso de las condiciones in vivo, las semillas
iniciaron su germinacién al dia 30 después de la siembra con un 74.6 % de su

germinacion, con un indice de germinacion de 22.28 y una velocidad de 4.3.

Como se puede observar en este ultimo caso, la velocidad de germinacion fue mayor a
la del experimento dos, debido a que la velocidad de germinacion aumenta en forma
directa con la temperatura, respondiendo a fluctuaciones estacionales (Taylor et al.,
1999) ya que en el cuarto de cultivo se mantiene una temperatura constante de 23°C, en
contraste con el tratamiento tres, cuya temperatura ambiente fluctué de 30 a 26°C como

maximas y de 16 a 18°C como minimas.

Las semillas de B. procumbens son fotoblasticas positivas, ya que no germinan en la
oscuridad, sino que necesitan de luz para su germinacién, como se pudo observar en el
experimento uno, donde no hubo germinacién al mantener las semillas en obscuridad
(Figura 20). El tratamiento para el cultivo aséptico quizas funcioné6 como un tratamiento
de estratificacion, ya que las semillas del experimento dos, germinaron a los 15 dias, en

contraste con las semillas del experimento tres, las cuales germinaron hasta los 30 dias.

Las mejores condiciones para la germinacion de semillas y el desarrollo de plantas se
obtuvieron en el experimento dos, con las semillas sembradas en cultivo in vitro, por lo

que se dio el seguimiento correspondiente del crecimiento en el cuarto de cultivo. No
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obstante, este experimento se repitié ocupando las poblaciones de San Miguel Regla y
El Tejocotal, sin obtener los mismos resultados, ya que al tratarse de una especie
silvestre los periodos de latencia variaron de 8, 15, 30 y hasta 45 dias en los diferentes

experimentos montados.
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Figura 20. 7a) Plantulas germinadas in vitro, b) plantulas germinadas in vivo
5.2.4 Aclimatacion

A los 30 dias de la aclimatacion, las plantulas presentaron buen desarrollo, duplicando
su tamano, teniendo una altura de 7.83 + 3.202, con una longitud de raiz de 38.708 +
15.020 con un 100 % de sobrevivencia, por lo que se pasaron a charolas con sustrato y
se colocaron bajo condiciones de invernadero para su observacion. Las plantulas
sembradas directamente a sustrato no presentaron un buen crecimiento y se observaron
dafos debido al cambio drastico de ambiente al pasar de la camara de cultivo al
invernadero (Figura 21). Por lo anterior, se puede sefalar que es necesaria la
aclimatacion de las plantulas de B. procumbens obtenidas in vitro, siendo la reduccion

gradual de humedad un método eficiente para este caso.
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Figura 21. a) Plantas en proceso de aclimatacién en cuarto de cultivo; b) plantas recién

pasadas a sustrato en invernadero
5.2.5 Germinacion de semillas con diferente fotoperiodo y temperatura

En este experimento hubo un bajo porcentaje de germinacion, las primeras semillas que
germinaron lo hicieron a los 30 dias y esto se present6 unicamente en las semillas recién
cosechadas; las condiciones fueron fotoperiodo y temperatura de 23°C. Los resultados
en este caso ayudaron a corroborar que las semillas de B. procumbens requieren luz con
fotoperiodo para lograr su germinacion; sin embargo, la temperatura a 35°C no influyé
en la germinacion como los resultados que se obtuvieron en el experimento anterior.
Dado el bajo indice de germinaciéon no se pudo realizar el andlisis estadistico. Los
resultados anteriores dieron lugar a la necesidad de estudiar con mas detalle el proceso
de germinacion de las semillas y de los factores que estan influyendo sobre este proceso.
A continuacién, se mencionan los resultados mas relevantes obtenidos con los

experimentos relacionados con la estructura y fisiologia de las semillas.
5.3 Andlisis en semillas de B. procumbens
5.3.1 Prueba de tetrazolio

Pese a las diferentes pruebas que se realizaron con diferentes semillas de distintos
frutos, diferentes concentraciones de tetrazolio manejadas vy los diferentes tiempos de
tincion de las 90 semillas de B. procumbens expuestas al tratamiento de tetrazolio,
unicamente se logro observar que una sola semilla se tiid de color violeta en algunas
zonas, como se observa en la Figura 22, donde se encuentra visible bajo microscopio

optico a 100x, después del tratamiento de 48 h. Las semillas de B. procumbens control
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a las cuales se les retiro la testa fueron observadas también a las 48 h en microscopio
(Figura 22).

Figura 22. a) Semilla de Bacopa procumbens sin tefir con cloruro de tetrazolio,

observada a 100x. b) Semilla con testa tefiida.

Probablemente se debe establecer con otras variantes el protocolo para tefiir las semillas
de esta planta, de forma que las tinciones sean lo suficientemente homogéneas para
asegurar una buena interpretacion de los resultados. Estos resultados en ocasiones se
ven afectados por la cantidad de lipidos, tiempo de tincién, condiciones de temperatura
en las que se lleva a cabo la reaccion, o incluso experiencia del analizador en dicha

especie y en el método (Barone et al., 2016).
5.3.1.1 Escarificacion mecanica (lijado)

De las cinco repeticiones con lijado, pasados 60 dias no se presentd ninguna plantula de
B. procumbens, a pesar de que se selecciond uno de los métodos que han tenido buenos
resultados en semillas con latencia por factores fisicos. En el caso de semillas de B.
procumbens no se consiguio una exitosa germinacion, puesto que las semillas son de un
tamano considerablemente pequeno y existe la posibilidad de haber causado algun dafio,

de manera involuntaria, al embridon durante la escarificacion.
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5.3.1.2 Escarificacion mecanica (incision)

En la experimentacion con semillas a las que se les realizd incision, de las dos
repeticiones realizadas con este método se observaron las semillas durante 20 dias,
encontrando en la primera repeticion que 11 de 20 semillas lograron su germinacion,
obteniendo un 5 5% de germinacion; en algunos casos solo se observd una pequefia
radicula, apenas visible, como en la Figura 23. Estos resultados se pueden explicar en
el hecho de que al realizar una abertura en las cubiertas seminales se favorecio la
absorcion de agua por la semilla, proceso de importancia para la respiracion, sintesis
proteica y movilizacion de reservas, a la division y alargamiento celular y teniendo como

resultado la emergencia de la radicula (Doria, 2010).

\.

Figura 23. Serr{illa de Bacopa procumbens con incision.

Con las semillas germinadas se observé que B. procumbens tiene una germinacion de
tipo epigea, es decir que los cotiledones emergen del sustrato debido a un considerable
crecimiento del hipocotilo. Después de esto inicia el desarrollo de epicétilo en cuyo
extremo se formaran las primeras hojas u hojas verdaderas (Figura 24). En el caso de
este tipo de germinacion, las hojas cotiledonales tienen comunmente color verde y
realizan funciones fotosintéticas durante el crecimiento temprano de la plantula (Rosabal
et al., 2014).
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Figura 24. Primeras hojas en plantulas de Bacopa procumbens

5.4 Fenologia

La fenologia de esta especie se monitored bajo condiciones in vitro desde la germinacion.
Para lo anterior, se realizo el cultivo de las semillas en repetidas ocasiones y los dias en
donde inicio la germinacion fue variable, desde los 8, 15, 30 y 35 dias después de la
siembra in vitro, se pudo observar el despliegue de la radicula claramente y el desarrollo

de estas, lo que seria dificil de conseguir en una siembra directa en sustrato (Figura 25).

Figura 25. Cultivo in vitro de B. procumbens donde se puede observar la germinacion

epigea y las raices.
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Figura 26. Estadios de Bacopa procumbens con plantas obtenidas desde semillas

germinadas in vitro.

Después de la germinacion, al transcurrir un dia, se observaron las hojas cotiledonales
y a los 12-15 dias mas, la formacion de las hojas verdaderas. Después de 20 a 25 dias
mas, las plantulas in vitro contaban con 5 o 6 nudos, por lo que se procedié a aclimatarlas
a los 70 dias después de su germinacion, y al mes de estar aclimatadas se pasaron a
invernadero, en las cuales, al tener 30 dias de estar ahi, se observaron las primeras

flores (Figura 26).
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5.4 1 Antesis

En la Figura 27 se observan las distintas etapas de la floracion, asi como su duracion en
dias. El alargamiento del botdn floral duré aproximadamente 2.8 dias, antes de la antesis
sobresalio el estigma y para cuando éste alcanzé su longitud definitiva se abrieron los
pétalos, dejando expuestos los estambres con anteras ya cubiertas con polen. La antesis
tuvo una duracion de 3.5 dias. El polen se mantuvo en las anteras hasta antes del
amanecer. La senescencia inici6 cuando las estructuras florales perdieron color y
turgencia (6 dias) momento en el cual comenzaron a perder partes florales (pétalos y
anteras), fase reconocida en este estudié como “sin flor”. Posteriormente a la antesis,
generalmente el estigma y algunos estambres ya opacos son las unicas estructuras
florales que prevalecen en el caliz, el cual se encuentra ya cerrado; esta fase dur6é 10

dias.

; »ﬁa‘/‘ =l
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Figura 27. Antesis de Bacopa procumbens en invernadero.

Dentro del periodo de monitoreo de las variables de temperatura, humedad y luz, se
detectaron cambios en los promedios registrados por dia. El dia 5 aumenté la intensidad
de luz promedio, como se muestra en la Figura 28 y la temperatura empez6 a ascender
2 dias antes, en ese dia se observo la apertura de mas del 75% de flores (antesis), como
sucede con varias especies vegetales, las plantas identifican el momento para florecer,
las condiciones ambientales propicias como lo son el fotoperiodo y la temperatura (Rey
de las Moras, 2008).
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Figura 28. Registro de temperatura, humedad e intensidad luminica, durante el periodo

de floracion.

En el caso del dia 6 se registro la temperatura promedio mas alta y humedad promedio
mas baja (Figura 27), al mismo tiempo mas del 50 % de los botones ya se encontraban
en antesis, posteriormente el dia 8 la temperatura promedio registrada fue menor
respecto a la anterior y hasta ese momento se apreciaba la caida de la corola de mas
del 50 % de las flores, los siguientes dos dias (9 y10) se observé un aumento en la
temperatura y luminosidad y se registraron los primeros tres frutos. El fruto se observé
durante un promedio de 10.6 +1.6 dias, del total de botones marcados (21), cuatro
botones murieron, los que siguieron con el proceso fueron 17, el 52 % de ellos produjo
fruto dentro de los dias monitoreados, se concluyd el experimento después de este
periodo debido a que después de la fase de botdn, aun después de 20 dias, ya era visible

el ovario no fecundado (0.8 +0.14) o el crecimiento de frutos (2.14 + 0.28).

Blazquez et al. (2011) mencionan que las plantas han desarrollado una sefalizacion
compleja para encontrar el tiempo mas idéneo para florecer, no obstante, actualmente

se conoce que responden a periodos de invierno y la duracion del dia, por consiguiente,
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a los cambios de temperatura y luz media diaria, se sugiere la posibilidad de que la
actividad bioquimica de las proteinas sea sensible a estos cambios. La floracion esta
controlada por factores ambientales y endégenos, estos se encargan de mandar sefales
particulares a ciertos genes de diferente naturaleza que ponen en accion a los genes
ABC responsables de la floraciéon. “Las plantas son, pues, enormemente plasticas a la
hora de determinar el momento exacto de florecer, y de ello depende su éxito como

especies” (Blazquez et al., 2011. p. 36).

Respecto a esta etapa fenologica, la cual es importante, pues las plantas del estado
juvenil pasan a la etapa de la adultez, se realizé6 una comparacion con otras
investigaciones conforme a los meses en donde se ha observado el comportamiento de
esta especie. El herbario del Centro de Investigacion de Yucatan CICY realizé un
catalogo de la flora en la peninsula de Yucatan, este lugar tiene elevaciones menores de
350 m, hidrografia superficial escasa, con temperaturas medias anuales de 25y 28°C y
precipitaciones que no exceden de 2,200 msnm, es en este sitio donde también se ha

ubicado a B. procumbens mencionando los meses de floracion (Cuadro 13).

Cuadro 13. Fenologia de Bacopa procumbens en Yucatan

Ene Feb Mar Abrii May Jun Jul Agos Sep Oct Nov Dic

Flor X X X

Fruto

En Nicaragua, Aleman et al. (2012) reportan a B. procumbens, a la cual ubican cerca de
charcas o en areas abiertas, requiere de sitios humedos, mencionan que es anual o
perenne de corta duracion, por la altitud y relieve el clima de Nicaragua es tropical; sin
embargo, en zonas bajas el clima es calido y en las zonas altas predomina un clima

fresco a templado y los siguientes meses para floracion y fructificacion (Cuadro 14)
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Cuadro 14. Fenologia de Bacopa procumbens en Nicaragua (Aleman et al., 2012).

Ene Feb Mar Abrii May Jun Jul Agos Sep Oct Nov Dic

Flor X X X X X X X X X X X X

Fruto X X X X X X X X X X X X

En el caso de las plantas localizadas en los invernaderos de Tepetitla de Lardizabal,
Tlaxcala, cuya altitud es a 2260 msnm con clima templado subhumedo con lluvias en
verano se observo que B. procumbens florece en los meses mencionados en el Cuadro
15.

Cuadro 15. Fenologia de Bacopa procumbens en Tepetitla de Lardizabal, Tlaxcala bajo

condiciones de invernadero.

Ene Feb Mar Abrii May Jun Jul Agos Sep Oct Nov Dic

Flor X X X X X X X X X

Fruto X X X X X X X X X

Como se observa en el Cuadro 15, las plantas de B. procumbens florecen a partir de
primavera, cuando las temperaturas se empiezan a elevar y esta floracion se extiende
hasta otofio, en invierno no se observa floracidén y, por ende, no hay fructificacion. Con
estos resultados se puede decir que B. procumbens es una planta de dia largo, pues

requiere de dias largos para que las etapas de floracion y fructificacion se lleven a cabo.
5.4.2 Madurez fisioldgica del fruto de B. procumbens.

Como parte de la fenologia y para conocer el momento correcto para cosechar el fruto y

asi tener un mayor porcentaje de germinacion, se realizé un estudio sobre la madurez

fisiologica, el cual es el momento en el desarrollo de la semilla en el que alcanza su

maximo peso seco, dando lugar al fin del periodo de llenado, y es alli donde se da la

maxima germinacion y vigor, comenzando el deterioro de las semillas (Ruiz, et al., 2003).
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Se marcaron 50 flores de plantas que se mantuvieron en macetas en invernadero, las
cuales se monitorearon hasta la caida de pétalos y formacion de fruto, donde se observé
una baja polinizacién, menos del 10 %, por lo que se colocaron otras plantas en la parte
exterior del invernadero, con menor respuesta. Se tomaron frutos en tres etapas: la
primera fue a los 15 dias de observarse el fruto, la segunda etapa fue en 30 dias y la

tercera a los 45 dias.

Se realizaron pruebas de germinacion de las semillas provenientes de los frutos de estas
plantas a diferentes edades, observando que las semillas provenientes de frutos con
edad de 8 dias presentaron mayor porcentaje de germinacion. Es importante sefialar
que, pese a que el fruto no se desprende de la planta, permanece adherido a la misma;
sin embargo, los frutos son dehiscentes y al abrir, aun adherido a la planta, las semillas

se desprenden (Figura 29).

De 40 a 50 dias
madura y se
marchita el fruto

|

12 dias después Momento de corte Madurez Se lleva acabo la De 45 a 50 dias
de antesis se optin?o s fisiolégica dehiscencia del fruto después de

genera el fruto germinacion (semillas no/poco viables ) antesis se

marchita el fruto

alcanzada

4

15 dias 303 35dias

\ \

7 dias 8 dias 7 dias 7 dias 5 dias 5 dias Del0al5 dias
1 1 A

e (I p— )

- @

Figura 29. Proceso de madurez fisiolégica de frutos de Bacopa procumbens.

Fuente: elaboracién propia.
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5.5 Fitoquimica
5.5.1 Colecta de material vegetal

Del material fresco colectado se obtuvieron 3,145 g de material vegetal, este se llevd a
secar y moler obteniendo un peso de: 1,345.7 g, este proceso se llevdé a cabo en

repetidas ocasiones con el fin de obtener los compuestos arbutina y procumgastrodinas.

5.5.2 Extraccion

El extracto obtenido fue de 187 g, a este se le anadid silica gel para llevar a cabo la

cromatografia por columna abierta gravitacional, fase normal.

Se compararon los estandares de arbutina y de procumgastrodinas obtenidos por Beteta
(2017) (Figura 30) con los extractos de plantas silvestres y plantas mantenidas en

invernadero (Figura 31).
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Figura 30. Cromatogramas de HPLC y espectros de UV de a) Arbutina con espectros y

b) mezcla de procumgastrodinas.

0.190
Procumgastrodin A
0.180 Linea azul = Invernadero

0170 Linea negra=silvestre

Arbutin
0.160

0.150 No identificado
0.140
0.130
0.120
0110
0.100

2 00w
0.080
0.070
0.060

0.050

0.040 Procumgastron B
0.030 Procumgastrodin C

0.020

0.010

0.000

-0.010

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.50 4.00 450 5.00 5.50 6.00 6.50 700 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 1200 1250 13.00 13.50
Hinutes

Figura 31. Cromatograma de HPLC de planta silvestre y planta cultivada en

invernadero. Linea negra: planta silvestre y linea azul: planta de invernadero.

Como se puede observar los compuestos arbutina y procumgastrodinas del extracto,

tienen el mismo tiempo de retencion que los estandares. En el caso del compuesto
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arbutina se observa una mayor concentracion en el extracto de las plantas provenientes
del invernadero que la planta silvestre, probablemente se debe a que la arbutina es un
compuesto derivado del aminoacido tirosina el cual esta estrechamente relacionado con
las fitoanticipinas, las cuales son inhibidores de hongos patdgenos, por lo que quizas
sintetizaron mas este compuesto al contar ya con un riego continuo, en contraste con las
plantas silvestres. En el caso de las procumgastrodinas disminuyeron mas del 70 %
respecto a la planta silvestre, quizas estos metabolitos secundarios son usados como

defensa al estar expuesta la planta.

Existen diversos trabajos sobre el estrés hidrico de plantas medicinales y su efecto en la
concentracion de los metabolitos secundarios respecto al riego, como lo describen Eman
et al. (2008) al analizar el efecto del tipo de suelo y los intervalos de riego sobre los
metabolitos secundarios de Thymus vulgaris, comunmente llamado tomillo. El
experimento consistio en regar con agua (natural) a plantas de tomillo cultivadas en suelo
calcareo en intervalos de 3 dias y en otro experimento el riego se efectud en intervalos
de 10 dias. Las plantas con riego continuo (cada 3 dias) presentaron altos valores en
parametros de crecimiento; sin embargo, presentaron menor contenido de p-cimeno, en
contraste con las plantas regadas cada 10 dias, en donde se encontré mayor contenido
de este metabolito secundario. Esto se debe a que se ve comprometido el crecimiento

vegetal por la sintesis de los mecanismos de defensa, los metabolitos secundarios.

No obstante, esto no se cumple en todas las especies, como lo demuestran Netshiluvhi
y Eloff (2016) al probar diferentes volumenes de agua de riego en intervalos de 3, 14 y
21 dias y también con diferentes volumenes de agua de riego cada 2 dias por 240 dias,
esto sobre diferentes cultivos de plantas medicinales, Thulbaghia violacea, Hypoxis
hemerocallidea, Leonotis dysophylla y Bulbine frustescens, todas con actividad
antimicrobiana. Ellos observaron que los tratamientos de riego no causan efectos
significativos sobre la actividad antimicrobiana de los extractos. Sin embargo, los autores
comentan que la percepcion que se tiene sobre el efecto del cultivo de plantas

medicinales podria ocurrir para otros compuestos que no posean esta actividad.

Para realizar curvas de calibracion y asi obtener los estandares arbutina y

procumgastrodinas se utilizé mas de un kilo de planta seca cultivada en invernadero de
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la poblacién de San Miguel Regla (SMR) por ser la mas abundante. Se realizd primero
una CCA fase normal y fase reversa, esta ultima con la finalidad de purificarlos y se fue

monitoreando con CCF.
5.5.3 Fraccionamiento y purificacién de compuestos para obtencién
de estandares

Se obtuvieron 30 fracciones de la cromatografia gravitacional fase normal, de las cuales
se realizaron CCF normal de la fraccion 1 ala 21. En la capa fina se aplico la referencia,
la cual es el extracto de la planta, amirina, gastrodina y las fracciones; fue a partir de la
fraccidn 22 cuando se cambié a fase reversa, dada a la polaridad que tiene la gastrodina

precursor de las procumgastrodinas, compuestos de interés (Figura 32).

Figura 32. Cromatografia de placa fina con revelador Kowmarosky. Carril 1 referencia,

carril 2 amirina, carril 3 gastrodina carriles restantes con fracciones de la 22 a la 30.

De las 30 fracciones obtenidas en la CCA se reunieron en cuatro grupos por tener
factores de retencion o compuestos con Rf (factor de retencion) similar (Cuadro 16)

quedando de la siguiente manera:

81



Cuadro 16. Fracciones obtenidas en cromatografia de columna fase normal

Bloque Fracciones obtenidas

de CCA fase
1 12-15
2 16 — 20
3 21-25
4 27 - 30

Con la finalidad de verificar el bloque en donde se encontraban las procumgastrodinas
se realizé una cromatografia de placa fina de estas fracciones en fase reversa, ocupando
estandar procumgastrodina y como revelador Komarowsky, con el que se puede
observar que los bloques 2 y 3 tienen un Rf similar al de las procumgastrodinas (Figura
33).

Figura 33. Cromatografia en capa fina en gel silice 60 fase reversa visto en luz UVA=

254 nm, ocupando un sistema H20: ACN, 5:5. G: Gastrodina, bloques 1, 2, 3y 4.

Con los bloques 2 y 3 se hizo una cromatografia en columna gravitacional abierta fase
reversa, iniciando con un sistema H20:ACN 100:0 modificando de 10 en 10 la
concentracion de los disolventes hasta llegar a un sistema 50:50, obteniendo 38

fracciones, las cuales se evaporaron y se realizé CCF de cada fraccion.
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5.5.4 Cromatografia por HPLC de fracciones

Se tomaron las siguientes fracciones para analizarlas por HPLC: 3C2, 4C2, 5C2, 7C2,
10C2,11C2, 14C2, 43C2, también el extracto de la planta en fresco y extracto metandlico
de la planta extraida previamente con acetato de etilo. De estas fracciones se seleccion6
la 4C2 para realizar la curva de la arbutina. Para el caso de las procumgastrodinas, se

analizaron las fracciones 11C2 y 14 C2 (Anexo V).

Sin embargo, se observa que ninguno de los espectros UV corresponden a la arbutina y
las procumgastrodinas como lo refiere Beteta (2017), estas extracciones se realizaron
en repetidas ocasiones con la finalidad de obtener los compuestos puros para manejarlos

como estandares; sin embargo, no se lograron obtener.
5.5.5 Extraccién y cuantificacion de compuestos desde érganos de B. procumbens

Se realizaron extracciones de los diferentes érganos de la planta y se analizaron
mediante HPLC y UPLC- masas.

En las hojas de B. procumbens, se puede observar que el espectro del pico 1 con tiempo
de retencion de 6.78 corresponde a arbutina. El pico 4 con tiempos de retencion 9.317,

corresponde a procumgastrodina A (Figura 36).
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Figura 36. Cromatograma de HPLC y espectros de UV obtenido de la extraccion de la
hoja de Bacopa procumbens obtenida con espectro de absorcién en el UV-visible
260nm.

En el caso del tallo, unicamente se observo arbutina con un tiempo de retencién de 7.276

y procumgastrodina A con un tiempo de retencion de 9.133 (Figura 37).
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tallo de Bacopa procumbens obtenida con espectro de absorcion en el UV-visible
260nm.

En el caso de la flor de B. procumbens se pueden observar mas compuestos que los que
se presentan en hoja, tallo y raiz (Figura 38). En el pico 3 se puede observar el espectro

arbutina y el pico 4 procumgastrodina C.
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Figura 38. Cromatograma de HPLC y espectros de UV obtenido de la extraccion de flor

de Bacopa procumbens obtenida con espectro de absorcion en el UV-visible 260nm
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El siguiente cromatograma corresponde a la raiz, donde se observan al compuesto

arbutina en el pico 3 y a la procumgastrodina A en el pico 6 (Figura 39).
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Figura 39. Cromatograma de HPLC y espectros de UV obtenido de la extraccion de la
raiz de Bacopa procumbens obtenida con espectro de absorcion en el UV-visible
260nm.

Ya que no se lograron analizar o identificar mas compuestos, se procedio a realizar el

analisis mediante UPLC-Masas.
5.5.6 Analisis UPLC — masas

El siguiente espectrograma corresponde al extracto de hojas de B. procumbens (Figura

40), aqui se identificaron los siguientes compuestos: Arbutina: 272 [M+Na],
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procumgastrodina A: 585 [M]*, procumgastrodina B: 611 [M]* y los compuestos de la

fraccion cicatrizante: acido florético:166 [M+Na], alcohol homovanillil: 168 [M+Nal],
orobol: 309 [M]*, Narigenin -C-hexoside: 457 [M+Na], Paeoniflorin: 480.5 [M]*.
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Figura 40. Espectro de masas (IE) de compuestos extraidos de hojas de la poblacién

de San Miguel Regla (m/z).

En el caso del extracto de tallo se identificaron los siguientes compuestos (Figura 41):

procumgastrodina A: 585 [M]*, procumgastrodina B: 611 [M]*, en el caso de arbutina solo

trazas, resultado que se asemeja a lo obtenido por HPLC en donde se observa una

pequefia concentracién de este metabolito secundario (Figura 37), de los metabolitos

reportados por Martinez et al. (2022) se ubicaron los siguientes unicamente por el peso

molecular: Acido p-coumarico: 164 [M]*, Acido florético:166 [M+Na], alcohol homovanillil:
168 [M+Na], Equol 7-O- glucoronide: 441 [M+Na], Narigenin-C-hexoside: 457 [M+Na].
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Figura 41. Espectro de masas de compuestos extraidos de tallos de la poblacion de

San Miguel Regla (m/z).

Respecto al extracto de flores (Figura 42), se identificaron los compuestos: arbutina: 295
[M+Na], procumgastrodina A: 585 [M]*, procumgastrodina B: 611 [M]* y los compuestos:
acido p-coumarico: 164 [M]*, acido florético:166 [M+Na], alcohol homovanillil: 168
[M+Na], orobol: 286.2 [M+Na], Z- astringin: 406 [M+Na], Equol 7-O- glucoronide: 441
[M+Na], narigenin-C- hexoside: 434.12 [M+Na].
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Figura 42. Espectro de masas de compuestos extraidos de flores de la poblacién de

San Miguel Regla (m/z).
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Respecto a la raiz el espectrograma mostroé los siguientes compuestos (Figura 43):
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Figura 43. Espectro de masas (amplificado) de compuestos extraidos de raices de la

poblacién de San Miguel Regla (m/z).

Arbutina: 295 [M+Na], procumgastrodina A: 585 [M]*, procumgastrodina B: 611 [M]*,
acido florético: 166 [M+Na], alcohol homovanillil: 168 [M+Na], koparin: 300 [M+Na],
narigenin-C- hexoside: 434.12 [M+Na].Ya que los compuestos se identificaron por el
peso molecular pero no se cuantificaron se tomé en cuenta las concentraciones relativas
que estan en los cromatogramas de los 6rganos de B. procumbens y se muestran en el

siguiente cuadro:

Cuadro 17. Compuestos identificados en 6rganos de la planta de Bacopa procumbens

Compuestos Hoja Tallo Flor Raiz
Arbutina 12 5% 2% 5%
Procumgastrodina A 3% 3% 2% 3%
Procumgastrodina B 1% 1% 1% 1%
Acido p-coumarico? _ 2% 5% -

Alcohol Homovanillyl 2 28% 36% 38% 20%
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Compuestos Hoja Tallo Flor Raiz

Naringenin-C-hexoside 2 1% 1% 0.5% 0.3%
7-O- Equol glucuronide 2 — 0.5% 1% -
Z-Astringin — — 1% —
Paeoniflorin 2 1% - - -
Orobol 2 3% - 1% -
Acido florético 2 35% 35% 40% 23%
Koparin 2 — — — 5%

'Compuestos que participan en la fraccion antimicrobiana. 2Compuestos que participan
en la fraccion cicatrizante.

De igual manera que Martinez-Cuazilt et al. (2022) en la fraccion acuosa que ellos
analizaron, los compuestos que se presentaron en mayor abundancia fueron:
Naringenin-C- hexoside, equol 7-O-glucoronide entre otros. Sin embargo, no reportan el
acido florético ni al alcohol homovanillilico ni las procumgastrodinas A y B, estas ultimas
reportadas por Gonzalez et al. (2019) en la fraccion hidroalcohdlica. De los 28
compuestos reportados por Martinez no se identificaron los siguientes: acido
hidroxybenzéico, feruloyl glucosa, esculetina, catalposide, genisteina, syringaresinol-
glucoside, 4 'methoxipigenina rutinosido, prunetin, urolithin C, stevenin. Esto podria
deberse también a las condiciones ambientales bajo las cuales se cultivo a la planta ya
que la sintesis de los metabolitos secundarios responde a las condiciones del ambiente

(Sharma, 2011) y también por el tipo de extraccion.
5.5.6 Extraccion y analisis en diferente etapa fenoldgica por UPLC-Masas

En la Figura 44 se presenta el espectrograma que corresponde a la fase vegetativa de
la poblacion de San Miguel Regla donde se identificaron los siguientes compuestos:
Arbutina: 272 [M+Nal], acido florético:166 [M+Na], alcohol homovanillil: 168 [M+Na], acido
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3-0 caffeoil shikimico: 335 [M+Na], daidzen 7-O-glucuronide: 430 [M+Na], astilbina: 450
[M+Na] y procumgastrodina A: 585 [M]+.
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Figura 44. Espectro de masas de compuestos extraidos de la fase vegetativa de la

poblacion de San Miguel Regla (m/z).

El espectrograma de la poblacién del El Tejocotal en fase vegetativa a simple vista se
ven mayor numero de compuestos, asi como mayor abundancia relativa de estos en
contraste a la poblacion de San Miguel Regla; sin embargo, solo se pudieron identificar

los siguientes (Figura 45) compuestos esperados:

Acido florétical |
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Figura 45. Espectrograma de masas de los compuestos extraidos de la fase vegetativa

de la poblacién El Tejocotal.
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Arbutina: 272 [M+Na], procumgastrodina A: 585 [M]+, Acido florético: 166 [M+Na],
alcohol homovanillilico: 168 [M+Na], astilbina: 450, stevenin 284 [M]+, orobol: 286
[M+Na], koparin: 300 [M+Na].

El metabolito arbutina se observa en una concentracion relativamente similar en ambas
poblaciones; se identificd también a procumgastrodina A; sin embargo, es en la poblacién
El Tejocotal donde se observa una mayor concentracion relativa (8%). Respecto a los
metabolitos secundarios que se reportaron en la fraccion que promueve la cicatrizacion,
éstos difieren en ambas poblaciones, el acido florético (85%) y el acido homovanillilico
(70%) se encuentran en mayor concentracidon en la poblacion El Tejocotal, no siendo asi
en la poblacion de San Miguel Regla: acido florético 28% y alcohol homovanillil 23%. De

los compuestos stevenin, orobol y koparin sélo se identificaron en El Tejocotal.

El siguiente espectrograma corresponde a la fase de floracién de San Miguel Regla
(Figura 46) donde se identificaron los siguientes compuestos: arbutina= 272 [M+Na],
procumgastrodina A: 558 [M]+, procumgastrodina B: 611 [M]+, acido florético: 166
[M+Na], alcohol homovainillil: 168 [M+Na], acido 3-O-cafeoil shikimico: 335 [M+Na], 7-O
Equol glucuronide: 441 [M+Na], paeoniflorin: 480.5 [M+Na].
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Figura 46. Espectro de masas de compuestos extraidos de la fase floracion de la

poblacién de San Miguel Regla.
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En la poblaciéon de El Tejocotal en la fase de floracion se lograron identificar los siguientes
compuestos (Figura 47): arbutina= 272 [M+Na], procumgastrodina B: 611 [M]+, acido
florético: 166 [M+Na], alcohol homovanillil: 168 [M+Na], naringenin-C-hexoside: 456
[M+Nal].
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| Acidofiorético 190 B4 § j i : i Pt ! H £ E 2 3
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Figura 47. Espectro de masas de compuestos extraidos de la fase floracion de la

poblacion de El Tejocotal.

En el caso de la floracién se logré observar que el metabolito arbutina se encuentra en
una concentracion relativa mayor en la poblacion de San Miguel Regla (10%) y en menor
porcentaje en la poblacion de El Tejocotal (8%). En ambas poblaciones aparece
procumgastrodina B, que a diferencia de la fase vegetativa no se encontraba, respecto
a los compuestos de la fraccidon cicatrizante se puede observar que en el caso de la
poblacién originaria de San Miguel Regla la mayoria elevd su concentracion y se
identificaron otros que no aparecian en la fase vegetativa. En la poblacién de El Tejocotal,
si bien se identifico a procumgastrodina B, no ocurrié lo mismo para procumgastrodina
A, en el caso de la poblacion de San Miguel Regla este metabolito se ve en mayor
concentracion que en la fase vegetativa (30%). Los metabolitos: stevenin, orobol, koparin

y astilbin no aparecieron en esta fase en ambas poblaciones.

El espectrograma que se muestra a continuacion corresponde a la fase de reproduccion

de la poblacion de San Miguel Regla (Figura 48).
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Figura 48. Espectro de masas de compuestos extraidos de la fase reproducmon de la

poblacién de San Miguel Regla.

En este caso se ubicaron los compuestos: Arbutina: 272 [M+Na], procumgastrodina A:
585 [M]+, procumgastrodina B: 611 [M]+, acido florético: 166 [M+Na], alcohol
homovanillil: 168 [M+Na], acido 3-O- cafeoil shikimico: 335 [M+Nal].

El espectrograma de la Figura 49, corresponde a la poblacién El Tejocotal, en la etapa
de reproduccién.
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Figura 49. Espectro de masas de compuestos extraidos de la fase reproduccion de la

poblacion de El Tejocotal.
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La poblacion de El Tejocotal mostrd los siguientes compuestos: Arbutina: 272 [M+Nal],
procumgastrodina A: 585 [M]+, procumgastrodina B: 611 [M]+, acido florético: 166
[M+Na], alcohol homovanillil: 168 [M+Nal].

Los compuestos encontrados en la poblacién de San Miguel Regla fueron similares a los
encontrados en la fase de floracion, con la excepcion de dos compuestos: Equol
glucoronide y paeoniflorin. De igual forma ocurrié en la poblacién de El Tejocotal solo

que en esta fase si se ubicé a procumgastrodina A, en contraste con la fase de floracion.

En el Cuadro 18 se realiza una comparacion de los compuestos que se sintetizan en las
diferentes fases fenoldégicas conforme a cada poblacion y el porcentaje de abundancia

relativa de los compuestos.

Cuadro 18. Compuestos aislados de Bacopa procumbens en cada etapa fenoldgica

Fase vegetativa Fase de
Compuestos floracion
SMR Tj SMR Tj
Arbutina 12 9% 12% 9% 4%
Procumgastrodina A ' 0.5% | 0.5% 29%
Procumgastrodina B ' 3% 2%
Acido 3-O-caffeoyl shikimico 2 | 2% 1%
Alcohol Homovanillyl 2 23% 68% 44% | 68%
Naringenin-C-hexoside ? 1%
Astilbin 2 0.5% 1%
7-O- Equol glucuronide 2 8%
7-O-glucuronide Daidzein 2 2%
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Paeoniflorin 2 1%

Orobol ? 1.9%

Acido florético 2 27% 86% 38% 50% 40% 72%
Koparin 2 1.2%

Stevenin 2 1%

SMR: poblaciéon de San Miguel Regla, Tj: poblacion de El Tejocotal. Compuestos con
superindice 1 participan en la fraccion antimicrobiana (Gonzalez, 2019).
Compuestos con superindice 2 participan en la fraccién cicatrizante (Martinez, 2022).

Se puede observar que los compuestos con actividad antimicrobiana como son arbutina
y las pocumgastrodinas se encuentran presentes en ambas poblaciones, en el caso de
la sintesis de arbutina, esta prevalece en las tres etapas fenolégicas, en contraste con la
procumgastrodina A la cual no se encontré en la fase de floracion de la poblacién El
Tejocotal. En el caso de la procumgastrodina B esta se presentd a partir de las fases de
floracién y reproduccion, en la fase vegetativa no se presentdé en ninguna de las

poblaciones.

Respecto a los compuestos que pertenecen a la fraccion cicatrizante de B. procumbens
se observd que los compuestos: acido florético el cual es un compuesto derivado del
acido p-coumarico, (Filannino, et al., 2014; Lyu e Ishida., 2019) y el alcohol homovanillil,
compuesto cuya actividad es cardio protector y evita la oxidacion eritrocitaria (De la Torre
et al., 2017; Paiva-Martins et al., 2013) se mantienen en las tres fases fenologicas en
ambas poblaciones. En el caso del metabolito Astilbin cuya actividad es promover la
cicatrizacion en las quemaduras y tener efecto antibacteriano (Kimura et al., 2007)
unicamente se presento en la fase vegetativa. Los compuestos orobol, koparin, stevenin
se pudieron identificar unicamente en la fase vegetativa de la poblacion de El Tejocotal.
Los compuestos 7-O- Equol glucuronide y 7-O-glucuronide Daidzein unicamente se
presentaron en la poblacion de San Miguel Regla, en la fase vegetativa y floracion,

respectivamente.
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VI. CONCLUSIONES

Los resultados muestran que, en Huasca de Ocampo, Hidalgo son pocas las personas
que tienen conocimiento de B. procumbens y de sus propiedades. Sin embargo, el
conocimiento tradicional sobre el uso medicinal de esta especie se concentra en las
mujeres, quienes demostraron conservar este conocimiento en torno a la especie. Los
pobladores han encontrado diferentes usos para B. procumbens, principalmente para
disminuir o aliviar el dolor de estbmago, sanar heridas, calmar el dolor de muelas, calmar
el dolor de rifidn, eliminar la hinchazodn y fiebre, utilizando principalmente las hojas y los

tallos hervidos en agua, la planta no la siembran, sino que la obtienen por recoleccion.

La propagacién de la planta se puede realizar de forma sexual y asexual. De manera
sexual, ocupando las semillas B. procumbens, la germinacidon puede tardar de 30 a 40
dias, las semillas de B. procumbens al parecer sufren de latencia, requieren de luz para
germinar, por lo que son fotoblasticas positivas y su germinacién es epigea; el tamafo
de la semilla complica su manipulacion, por lo que su germinacién se facilita bajo
condiciones de cultivo in vitro. En cuanto a la propagacion vegetativa, la raiz se presenta
maximo a los 10 dias después del trasplante, ocupando estolén y a los 15 dias ocupando
esquejes. En cuanto a la fenologia de las plantas en cultivo bajo cobertura, se observé
que las fases reproductivas floracion y fructificacion disminuyen sus periodos en invierno,

por lo que se consideraria a B. procumbens como una planta de dias largos.

Se encontré que la fase de floracion es la éptima para obtener los compuestos
responsables del efecto terapéutico de igual manera es en la flor donde se encuentran

las mayores concentraciones de los metabolitos buscados.

Se requiere un mayor conocimiento sobre el manejo agronomico en el cultivo de B.
procumbens bajo invernadero para orientar las labores culturales a las fases y érganos

en donde se encuentran estos compuestos mayoritariamente.
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RECOMENDACIONES

Debido a la escasez de material vegetal, la etapa del analisis bioquimico se enfoco a la
separacioén de los metabolitos secundarios arbutina y procumgastrodinas; por lo anterior,

se recomienda continuar con el estudio, enfocandose al perfil fitoquimico de la especie.
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Necesitamos de su apoyo para
conocer mas de sus usos y
ubicacion de esta planta

ANEXO |

SI LA HA VISTO FAVOR DE
COMUNICARSE AL SIGUIENTE
NUMERD
TEL: 222 464 4412

Colegio de
Postgraduados

@
¢CONOCE ESTA
PLANTA?

BACOPA

Esta planta se encuentra

distribuida en el estado de
Hidalgo, algunos la conocen
como metatera; también como
esperanza, hierba té, hoja de
quebranto, violetilla, trencilla,
hierba de la golondrina, oreja
de ratén y cientificamente se
conoce come Bacopa
procumbens.

i¢Con qué otro nombre
la conoce?

Posee diferentes usos
medicinales que incluye
cicatrizacién, problemas de
infecciones, diarrea,
desérdenes biliares,
antifatiga.

¢Conoce otro uso
medicinal de esta planta?

Triptico
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USO TRADICIONAL

Se conoce que se aplica en
formentos con agua y alcohol
para las heridas, también se
ha usade en té y en lavados

iConoce alguna otra
forma de usarla ?




Cuestionario aplicado a los habitantes de Huasca de Ocampo, Hidalgo.

ANEXO Il
Nombre: | | Ocupacién/profesion:
Localidad: | | Edad: | | Tel:
DATOS DE LA ESPECIE
Nombre popular: | | |
Abundancia: Muy rara Rara Comun Abundante
¢Es medicinal? Si no
¢ Qué uso le En heridas Para la piel Dolor estomacal Dolor de otros
da? cabeza
¢Doénde se | Silvestre cultivada Ala orilla de | En monte En Llanos En el
recolecta? los lagos lindero bosq
S ue
Parte de | Tallos Hojas Frutos Flores Raiz Flores | Plant
la planta a
utilizada enter
a
Epoca de Primavera Verano Otofio Invierno
recoleccién
¢Existe alguna preferencia en el calendario o santoral para su recolecta? SI NO
¢ Quién colecta? Informante Adquirida por Nifios Mujeres
otra persona
Hombres Ambos Ancianos Comprada
¢Coémo se Se toman hojas de las plantas Se toma toda la planta
recolecta?
¢Cuando se puede Marzo - Junio | Julio- Octubre-Diciembre Enero-
conseguir? Septiembre Marzo
Forma de Fresco Con alcohol | Hervida Asada Compresas Otro
uso
¢ Lo combina con otros Si no
elementos o plantas?
¢ Qué otros elementos o
plantas?
¢Se conoce alguna leyenda o ritual de esta planta? | Si | No
¢Cual? ;Podria
comentarla?
¢Se emplea | Medicina Veterinaria Forrajes para Artesanias Otros
para otros animales
usos?
¢Coémo Familiares Amistades Curanderos/Chamanes Naturistas | Médi
aprendié a cos
usarla?
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Almacenamiento y Desecado

conservacion

Extracto

Alcohol

Cultivo

¢ Como la cultiva?
Primero: ¢ Usted la
cultiva? ;Desde
cuando?

Maceta

Suelo

éLo hizo con semilla o por

planta?

Si

No

SEn Qué fecha sembré?
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ANEXO Il

Formulacién de solucion hidropodnica

Nutriente Ppm o mg/L
Nitrogeno (N) 180
Calcio (C) 158
Fésforo (P) 41
Potasio (K) 172
Magnesio (Mg) 25
Manganeso (Mn) 0.70
Hierro (Fe) 1.50
Boro (B) 0.13
Zinc (Zn) 0.14
Cobre (Cu) 0.06
Molibdeno (Mo) 0.05
Azufre (S) 55
Total ppm 633
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ANEXO IV

Cromatogramas de fracciones obtenidas
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Figura 34. Cromatograma obtenido de la fraccién 11C2, mediante espectro de

absorcion en el UV-visible
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Figura 35. Cromatograma de HPLC obtenido de la fracciéon 14C2, mediante espectro de

E 0.504

absorcion en el UV-visible.
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