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RESUMEN

EVALUACION DE LA TOXICIDAD Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE
HIERBA DE CHAN (Hyptis suaveolens L. Poit.) DEL ESTADO DE OAXACA!

La planta de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit.) se encuentra ampliamente
distribuida a nivel mundial, esto en gran parte debido a los diversos usos que
presenta. En nuestro pais esta planta se localiza en diversas regiones
agricolas; sin embargo, en muchas de estas regiones soélo es considerada como
una maleza. El objetivo de este trabajo fue evaluar la diversidad genética de
poblaciones de Hyptis suaveolens L. Poit. en tres municipios de la region Istmo
de Tehuantepec, Oaxaca, empleando 10 marcadores moleculares tipo ISSR a
fin de contribuir con informacion de utilidad para futuros programas de
mejoramiento genético en esta especie. Otro objetivo fue determinar la
capacidad citotoxica de los extractos etandlico, hexanico, cloruro de metileno,
acetato de etilo y acuoso de Hyptis suaveolens L. Poit., empleando el bioensayo
de Artemia salina a las concentraciones de 10,000, 1,000, 100, 10, 1, 0.1 y 0.01
ug-mlt.Se colecté material vegetativo en campo para la extraccion de ADN vy
para la preparacion de los diferentes extractos. EI ADN se extrajo con el método
CTAB y posteriormente se analizd con diez iniciadores ISSR. El andlisis
molecular de varianza mostré una mayor variabilidad genética dentro de las
poblaciones (76.37 %) que entre poblaciones (23.63 %). Los iniciadores que
proporcionaron mayor informacion polimoérfica en esta especie fueron ISSR4,
ISSR2, ISSR10, HY8 y HY6. Bajo el modelo indicado, el extracto etandlico fue
el que exhibié la mayor toxicidad con una CLso de 25 pg-mlt. Los marcadores
moleculares ISSR demostraron ser herramientas utiles en el estudio de la
variabilidad genética presente en poblaciones de la planta de Chan (Hyptis
suaveolens L. Poit.). Es necesario continuar con la evaluacion de los efectos
toxicos del extracto etandlico de esta especie medicinal para propiciar su
actividad anticancerigena potencial.

Palabras clave: Recurso vegetal, diversidad genética, especies medicinales,
marcadores moleculares, Artemia salina, toxicidad.

1Tesis de Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola, Universidad Autbnoma Chapingo
Autor: Bertin Aparicio Quiroz
Directora de Tesis: Dra. Margarita Gisela Pefia Ortega
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION AND TOXICITY OF CHAN HERB
(Hyptis suaveolens L. Poit.) FROM OAXACA PROVINCE:1

Chan herb (Hyptis suaveolens L. Poit.) is widely distributed worldwide, due to its
diverse uses. In Mexico this specie is distributed across many agricultural
regions, where it has been mostly considered as weed. The main objective of
this work was to evaluate the genetic variability of natural populations of Hyptis
suaveolens L. Poit. from three municipalities of Tehuantepec, Oaxaca, using
ISSR-type molecular markers, to contribute with useful information for future
genetic improvement programs in this specie. A second objective was to
determine the cytotoxic activity of this medicinal specie using the Artemia salina
bioassay associated to ethanol, hexane, methylene chloride, ethyl acetate and
aqueous extracts, at concentrations 10,000, 1,000, 100, 10, 1, 0.1, and 0.01
ug-mlt. For DNA extraction and extracts preparation vegetative material was
collected at the field. DNA was extracted using CTAB method; it was analyzed
using 10 ISSR primers. Molecular analysis of variance showed greater genetic
variability within populations (76.37 %), rather than between populations (23.63
%). ISSR4, ISSR2, ISSR10, HY8, and HY6 primers exposed high polymorphic
information content. Artemia salina model showed that ethanolic extract
exhibited higher toxicity LCso at 25 ug-ml*. ISSR molecular markers were useful
for studying genetic variability in natural populations of Chan herb (Hyptis
suaveolens L. Poit.). It is convenient to continue evaluating the toxic effects of
the ethanolic extract obtained from this medicinal specie to promote its use as
potential antitumor resource.

Key words: Plant resource, genetic diversity, medicinal species, molecular
markers, Artemia salina, toxicity.

1Thesis of Master of Science in Agricultural Biotechnology, Universidad Autbnoma Chapingo
Author: Bertin Aparicio Quiroz
Thesis director: Dra. Margarita Gisela Pefia Ortega
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1. INTRODUCCION

La familia Lamiaceae es una de las mas diversas del mundo con cerca de 236
géneros y 7,173 especies (Lara-Cabrera et al., 2016). Las especies
pertenecientes a esta familia han sido utilizadas como plantas ornamentales,
medicinales y aromaticas, muchas de las cuales producen aceites esenciales
que se utilizan en la medicina tradicional y moderna, y en la industria

alimentaria, cosmética y farmacéutica (Mamadalieva et al., 2017).

La familia Lamiaceae es una de las mas diversas en la Republica Mexicana,
s6lo después de Asteraceae, Fabaceae, Poaceae, Orchidaceae, Cactaceae,
Euphorbiaceae y Rubiaceae. En nuestro pais existen 13.55 % de los géneros y
8.23 % de las especies del mundo, lo cual representa un endemismo de 65.82
%. Los géneros mejor representados son Salvia, Scutellaria, Stachys e Hyptis,

con mas de 35 especies cada uno (Martinez-Gordillo et al., 2013).

De acuerdo a The plant List (2013), el género Hyptis se compone actualmente
de 296 especies que se distribuyen a nivel mundial, asi como algunas variantes
gue presentan varios miembros de este género, como es el caso de

Hyptis alata, Hyptis fasciculata e Hyptis emoryi (ver Anexo 1).

La planta de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit.) es una hierba perenne de rapido
crecimiento que alcanza portes de 180 a 210 cm. (Rios et al., 2015). Esta
especie se ha utilizado como planta medicinal debido a que posee propiedades
antifertilidad, antiinflamatorias y antiplasmodiales (Prince et al., 2013); también
se ha reportado que posee propiedades antioxidantes y antimicrobianas
(Nantitanon et al., 2007).Estudios en los que se ha evaluado la toxicidad que
presentan los extractos de los diferentes 6rganos de la planta de Chan
empleando el bioensayo de Artemia salina han demostrado que esta planta

presenta gran toxicidad para este organismo (Bezerra et al.,2017;Hasan et al.,



2018). Debido a la significativa correlacion que existe entre la prueba de
toxicidad de Artemia salina y la capacidad de inhibir el crecimiento in vitro de
lineas celulares tumorales (Silva et al., 2007) se considera que la planta de

Chan posee propiedades anticancerigenas.

El bioensayo que utiliza las larvas de Artemia salina contenidas en sal marina
es una herramienta muy util para el aislamiento de compuestos bioactivos de
extractos de plantas (Gadir, 2012). Dicho ensayo consiste en exponer las larvas
a la muestra de prueba en solucién salina y la letalidad se evalla después de
24 h. La disponibilidad comercial de huevecillos de Artemia salina eclosionados
en salmuera es econOmicamente confiable, el bajo costo y la facilidad de
realizar el ensayo hacen que este bioensayo de letalidad sea un método

practico y muy util (Krishnaraju et al., 2006).

A pesar de las diversas caracteristicas benéficas que posee Hyptis suaveolens,
en muchos lugares aun esta catalogada como una maleza (De la Cruz et al.,
2017; Esqueda et al., 2010), por lo que en la actualidad no se dispone de

informacion detallada sobre esta especie (Rios et al., 2015).

Los marcadores moleculares son una valiosa herramienta que permite explorar
la variabilidad genética presente en poblaciones naturales de plantas por lo que
pueden ser utilizados en la planta de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit.), para
contar con informacion que pudiera mejorar la eficiencia y precision de futuros

programas de fitomejoramiento (Collard y Mackill, 2008; Nadeem et al., 2018).



1.1 OBJETIVOS

Evaluar la variabilidad genética de poblaciones de Hyptis suaveolens L. Poit.
procedentes de tres municipios de la region Istmo de Tehuantepec, Oaxaca,
mediante marcadores moleculares tipo ISSR a fin de contribuir con informacién

de utilidad para futuros programas de mejoramiento genético en esta especie.

Determinar la citotoxidad de las hojas de Hyptis suaveolens L. Poit. mediante el
bioensayo de Artemia salina, con la finalidad de establecer el uso potencial de

sus extractos como anticancerigenos potenciales.

1.2 HIPOTESIS

Los marcadores moleculares tipo ISSR permitirdn cuantificar la variabilidad
genética existente en las poblaciones de Hyptis suaveolens que se estudiaran

en la region del Istmo de Tehuantepec, Oaxaca.

El bioensayo de Artemia salina posibilitara conocer la toxicidad de los diferentes
extractos de Hyptis suaveolens evaluados para identificar los niveles de
concentracion con mayor eficacia que podran relacionarse con su uso como

anticancerigenos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Diversidad de la familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae o Labiatae, también conocida como la familia de la menta,
pertenece al grupo de las angiospermas, por lo que presenta flores (Raja,
2012). Forma parte de las dicotiledoneas y comprende aproximadamente 236
géneros y hasta 7,200 especies clasificadas en 7 subfamilias (Maher et al.,
2019). Esta familia tiene importancia econdémica en varias partes del mundo, ya
gue muchas de sus especies se usan como condimentos (Origanum, Thymus,
Mentha), para obtener aceites esenciales (Lavandula, Pogostemon, Salvia) y/o
como ornamentales (Coleus, Salvia, Scutellaria) (Martinez-Gordillo et al., 2013)
mientras que algunas especies son alimenticias y medicinales (Khoury et al.,
2016). Las especies de la familia Lamiaceae tienen distribucion cosmopolita y
se encuentran en casi todos los ecosistemas terrestres, aunque son Mas
abundantes en bosques de clima templado y en zonas montafiosas (Martinez-
Gordillo et al., 2017).

2.2 Importancia de la familia Lamiaceae en México

La familia Lamiaceae es una de las mas diversas en México y se distribuye con
preferencia en zonas templadas, aunque es posible encontrar especies
pertenecientes a los géneros Hyptis y Asterohyptis en zonas secas y calientes
(Martinez-Gordillo et al., 2013). Algunos de sus linajes son endémicos del pais
o se han diversificado en éste, lo que explica su amplia distribucién, en
particular la especie de salvia subgénero Calosphace (Martinez-Gordillo et al.,
2017). Una de las especies del género Hyptis que puede encontrarse
ampliamente distribuida en algunos municipios de la regién del Istmo de
Tehuantepec es Hyptis suaveolens. Esta especie en particular abunda en el

municipio de Santo Domingo Zanatepec, ya que dicho municipio presenta un



clima calido subhimedo con lluvias en verano, con un rango de temperatura
gue va de los 20-28 °C y un rango de precipitacion que va 1200-2500 mm
(INEGI, 2015), lo cual favorece el desarrollo de esta especie vegetal. La familia
Lamiaceae tiene una representacion amplia en la medicina vernacula de
diferentes culturas. En México sus especies se utilizan sobre todo como
relajantes y digestivas. Los frutos de algunas plantas se usan como alimento,
como es el caso de los ahuilotes o uvalanes (varios miembros del género Vitex)
y la chia (Salvia hispanica y otras especies). Algunas especies tienen un
potencial ornamental elevado debido a lo vistoso de sus flores y/o follaje y sus
hojas aromaticas. Un caso particular es el de la teca (Tectona grandis),
originaria del sureste asiatico, la que se ha introducido en zonas calido-
hamedas del pais con fines de explotar su madera (Gonzalez-Gallegos et al.,
2014).

2.3 La hierba de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit)

La hierba de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit.) es una hierba suave,
sufrutescente y ruderal que normalmente crece a lo largo de los bordes de las
carreteras y los margenes humedos de los estanques (Islam et al., 2014). Las
plantas tienen un porte de 0.5 a 1.5 m o mas, presentan un tallo que lleva las
hojas opuestas, en bordes finamente dentados, al cual se le injerta una
extremidad ovalada y una inflorescencia en cimas axilares (Noudogbessi et al.,
2013) (Figura 1). La planta emite un olor a menta caracteristico cuando se
aplasta (Pessoa et al., 2010). Casi todas las partes de esta planta se utilizan en
medicina tradicional para tratar diversas enfermedades (Mishra et al., 2011).

§

oit)

*

suaveolens L. P

Figura 1. Ejemplares de Hierba de Chan (Hytis
observadas en campo.



2.3.1 Nombres comunes

La especie Hyptis suaveolens recibe una gran cantidad de nombres comunes.
En México se puede conocer como Confitura, Confiturilla (Sonora y Sinaloa),
Conivaria, Chan (Sonora), Chana (Colima), Chia de Colima (Jalisco y Colima),
Chia Gorda (Colima), La-pil (lengua chontal, Oaxaca) (Martinez, 1979), asi
como Chia, Chia cimarrona, Chian, Hierba del burro, Salvia cimarrona (UNAM,
2009). En el extranjero también presenta una gran variedad de nombres
comunes como son: Wilayati tulsi (India) (Mishra et al., 2011), Alfazema,
Bamburral (Brasil) (Pessoa et al., 2010; Bezerra et al., 2017), Mastranto o
Macusa (Venezuela) (Rios et al., 2015). Esta gran diversidad de nombres
comunes tiene importancia etnobotanica, ya que evidencia la relevancia

antropocéntrica de esta especie.

2.3.2 Origen y distribucién

Esta dicotiledonea es nativa de América tropical, es una hierba anual que se
establece en bordes de carreteras, vias férreas, tierras baldias, cursos de agua,
pastos y bosques abiertos donde el suelo esta bien drenado. Hyptis esta muy
extendida en Australia (territorio del norte y Queensland), China, Indonesia,
Papua Nueva Guinea, Islas Salomén, Polinesia Francesa, Estados Federados
de Micronesia (Islas Chuuk y Yap), Islas Niue y Guam y las Islas Hawaianas en
los Estados Unidos. También esta presente en Africa occidental y central,
donde se considera una especie maliciosa en algunos paises (Prince et al.,
2013). Se le puede encontrar también en la Guayana Francesa, Brasil,
Venezuela, Ecuador en América del Sur; Estados Unidos en América del norte;
Bangladesh, China e India en Asia; Benin, Kenia, Nigeria, Sudan y Camerun en
Africa (Ngozi et al., 2014). En nuestro pais esta presente en Baja California Sur,
Campeche, Chiapas, Chihuahua, Colima, Durango, Estado de Meéxico,
Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatadn. Habita



sobre todo en selva baja caducifolia, selva alta o mediana subcaducifolia,
vegetacion secundaria, matorral subtropical, vegetacion sabanoide y como
arvense en cultivos de maiz, mango y sorgo; también se encuentra
ocasionalmente en encinares, bosque de pino-encino y palmar (Gonzalez-
Gallegos et al., 2014).

2.3.3 Composicion quimica de Hyptis suaveolens

Se ha reportado que Hyptis suaveolens contiene nutrientes alimenticios
basicos: proteinas, carbohidratos, grasas, fibra y fitonutrientes como alcaloides,
taninos, saponinas, flavonoides y terpenoides. La planta también es rica en
algunos elementos minerales como potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg),
nitrogeno (N), sodio (Na) y fésforo (P) (Ngozi et al., 2014). Hyptis suaveolens
representa una fuente importante de aceites esenciales, alcaloides, flavonoides,

fenoles, saponinas, terpenos y esteroles (Rios et al., 2015).

Por otro lado, el estudio de los metabolitos secundarios contenidos en el
extracto etandlico de semillas de Hyptis suaveolens, permitié el aislamiento y
caracterizacion de derivados de los acidos cafeico, ferulico y p-coumarico (1-15)
(Figura 2). Estos metabolitos secundarios son muy importantes, desde el punto
de vista farmacologico, ya que desarrollan actividad antihiperuricémica

disminuyendo las ganas frecuentes de orinar (Fu-Chun et al., 2019).
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Figura 2. Metabolitos secundarios aislados del extracto etandlico de las
semillas de Hyptis suaveolens.

Un estudio biodirigido de la actividad insecticida del extracto de éter de petréleo
de las hojas de Hyptis suaveolens permitié el aislamiento de un diterpeno de
tipo abietano como un endoperoxido mostrado en la estructura 16 (Figura 3),
responsable de la actividad contra el plasmodio asociado a un mosquito
(Chukwujekwu et al., 2005). En tanto que de las raices de Hyptis suaveolens se
aislé un acido triterpénico (17) (Figura 3), cuya particularidad radica en la
posicion poco usual de un grupo carboxilo en el carbono C-27 en un anillo de
lupano (Misra et al., 1983). Otro aspecto extraordinario en el dmbito de la
elucidaciéon de estructuras moleculares de metabolitos secundarios en plantas,
lo constituye el aislamiento y caracterizacion de otro &cido triterpénico (18)
(Figura 3), procedente del extracto metandlico de la parte aérea de Hyptis
suaveolens (Raja-Rao et al.,, 1990), mismo que posee la estructura de un
ursano que muestra un anillo contraido de seis a cinco miembros (de

ciclohexano a ciclopentano).



16 17 18
Figura 3. Metabolitos secundarios extraidos de diversas estructuras vegetales
de Hyptis suaveolens.

2.3.4 Usos principales

La hierba de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit.) se ha utilizado tradicionalmente
como una planta medicinal en el tratamiento de infecciones respiratorias y
gastrointestinales, indigestién, resfriados, dolor, fiebre, calambres vy
enfermedades de la piel (Pessoa et al., 2010). Hyptis suaveolens es
comunmente utilizada por la poblacion tradicional en varias partes del mundo
para tratar la inflamacién, la Ulcera gastrica y la infeccion, y se usa como un
medicamento en crudo para aliviar los sintomas relacionados con la Ulcera
gastrica o la gastritis en la regién noreste y central de Brasil. En la India, las
hojas de H. suaveolens se han utilizado como estimulantes, carminativos,
sudorificos, galactégenos y como cura para enfermedades cutaneas
parasitarias (Sumitha y Thoppil, 2016). Esta planta también puede ser
empleada como agente alelopéatico (Maiti et al., 2015) y agente antifingico
(Pessoa et al., 2010).

2.4 Marcadores moleculares

El término marcador molecular de ADN se refiere a una variacion especifica del
ADN entre individuos que se ha asociado con ciertas caracteristicas. Estas
variaciones incluyen inserciones, deleciones, translocaciones, duplicaciones y

mutaciones puntuales. Tienen propiedades biolégicas -caracteristicas que
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pueden detectarse y medirse en cualquier parte de la planta, en cualquier etapa
fenoldgica de desarrollo y no se ven confundidos por el efecto ambiental,
pleiotropico o epistatico (Singh et al., 2014). Un marcador molecular ideal debe
tener algunas propiedades deseables: 1) naturaleza altamente polimorfica para
gue permita realizar estudios de diversidad genética, 2) herencia codominante
gue posibilite la determinacion de estados homocigotos y heterocigotos de
organismos diploides, 3) ocurrencia uniforme y frecuente en todo el genoma, 4)
conducta neutral a las condiciones ambientales o practicas de manejo, 5) de
facil acceso, rapido y econémico de detectar, 6) alta reproducibilidad y 7) debe
posibilitar el sencillo intercambio de datos entre laboratorios (Kumar et al.,
2009).

2.4.1. Uso de los marcadores moleculares

Los marcadores moleculares basados en ADN son una herramienta versatil en
los campos de taxonomia, fisiologia, embriologia, ingenieria genética, etc.
(Singh y Kumar, 2009). Debido a su estabilidad, rentabilidad y facilidad de uso
presentan una variedad de aplicaciones que incluyen mapeo gendmico,
marcado genético, diversidad genética, andlisis filogenético e investigaciones
forenses (Grover y Sharma, 2016). Los marcadores de ADN se han utilizado en
plantas para estudios de relaciones genéticas entre individuos, identificacion
hibrida y varietal, relacion filogenética entre especies, mapeo de genes y
rastreo de loci de rasgos cuantitativos (Amom y Nongdam, 2017).

2.4.2 Principales marcadores moleculares

En las ultimas tres décadas se han desarrollado y aplicado varias técnicas de
marcadores moleculares en todo el mundo en diferentes sistemas. Sin
embargo, s6lo un pufiado de estas técnicas: RFLP (fragmentos polimorficos de
restriccion de diferente longitud), RAPD (ADN polimérfico amplificado al azar),

AFLP (polimorfismos en longitud de fragmentos amplificados), SSR (secuencias
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simples repetidas o microsatélite), ISSR (inter secuencias simples repetidas) y
SNP (polimorfismos de un solo nucleétido) han recibido aceptacion mundial
(Grover y Sharma, 2016). Estos marcadores basados en ADN se diferencian en
dos tipos: el primero no basado en PCR (técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa, como es el caso de los RFLP) y el segundo formado por
marcadores basados en PCR (RAPD, AFLP, SSR, SNP, etc.) (Kumar et al.,
2009). Los marcadores no basados en PCR son informativos, pero el uso de
isétopos radiactivos, el alto costo, el requisito absoluto de contar con
informacion de secuencia y la configuracidn sofisticada de laboratorio limitan su
uso. Los marcadores basados en PCR se han utilizado ampliamente debido a
su simplicidad técnica y a la facilidad de deteccion en gran cantidad de
muestras en un corto periodo de tiempo y a que solo requieren de un

laboratorio moderadamente equipado (Bhagyawant, 2016).

2.4.2.1ISSR

Los marcadores moleculares tipo ISSR son fragmentos de ADN de
aproximadamente 100-3,000 pb ubicados entre regiones de microsatélites
adyacentes, orientadas en sentido opuesto. En esta técnica, reportada por
Zietkiewicz et al (1994) se utilizan iniciadores basados en microsatélites para
amplificar secuencias de ADN localizadas entre estos SSR. Los ISSR se
amplifican por PCR utilizando como iniciadores unos pocos nucleotidos
selectivos como anclajes en las regiones adyacentes no repetidas (16-18 pb).
Se pueden generar simultaneamente de 10 a 60 fragmentos de multiples loci,
los cuales son separados por electroforesis en geles de agarosa y calificados
como presencia o0 ausencia de fragmentos de tamafo particular (Kumar et al.,
2009). La técnica es util en areas de diversidad genética, estudios filogenéticos,
marcado de genes, mapeo gendmico y biologia evolutiva en una amplia gama

de especies de cultivos (Reddy et al., 2002).
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite la sintesis de
fragmentos de ADN especificos utilizando una enzima ADN-polimerasa, que
participa en la replicacion del material genético celular. Esta enzima sintetiza
una secuencia complementaria de ADN, ya que un pequefio fragmento
(iniciador) esta conectado a una de las cadenas de ADN en el sitio especifico
elegido para comenzar la sintesis (Alves et al., 2009). La PCR se realiza en un
termociclador e implica tres pasos principales: 1) desnaturalizacion de la
plantilla de ADN a 92-95 °C, 2) alineamiento de iniciadores a 50-70 °C, y 3)
extension de moléculas de ADN a aprox. 72 °C. Estos pasos se repiten durante
30 a 40 ciclos (Gupta, 2019). A pesar de la amplia aplicacion de esta técnica en
las dltimas dos décadas, los inhibidores de PCR siguen siendo un impedimento
importante para la amplificacion exitosa del ADN de la planta. Varios
compuestos, incluidos los polisacaridos y los compuestos fendlicos en los
tejidos vegetales, pueden inhibir la amplificacion por PCR (Samarakoon et al.,
2013).

2.4.3 Métodos de limpieza de ADN

Los inhibidores de la PCR pueden afectar la amplificacion al disminuir o incluso
bloquear la actividad de la ADN polimerasa o al interactuar con los acidos
nucleicos (ADN molde o iniciadores) (Sidstedt et al., 2018). En consecuencia, se
han desarrollado numerosos procedimientos para reducir los niveles de los
compuestos inhibidores, por ejemplo, la adicion de polivinilpirrolidona para
reducir la cantidad de polifenoles, fenol para proteinas, RNasa para ARN y NaCl
para polisacaridos (Lancikova et al., 2014), asi como columnas a base de silice
gue se encuentran entre los sistemas de purificacion de ADN y ARN mas
utilizados, y que permiten la recuperacion de acidos nucleicos de alta calidad
sin ninguna extraccion organica (Nicosia et al., 2009).
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2.4.3.1 Purificacion de ADN con columnas de silice

Las columnas de silice y fibra de vidrio se encuentran entre los sistemas de
purificacion de ADN mas utilizados, lo que garantiza la recuperacion de ADN de
alta calidad sin ninguna extraccion orgénica. Dichas columnas estan disponibles
comercialmente para la purificacibn de moléculas pequefias (por ejemplo,
fragmentos de PCR, plasmidos) o ADN genomico adecuado para diferentes
aplicaciones (Tagliavia et al., 2009). Esta técnica se basa en el principio de la
unién selectiva del ADN cargado negativamente con la superficie de silice que
esta cubierta con iones cargados positivamente. Con el ADN firmemente unido
a la matriz de silice, el resto de los contaminantes celulares se pueden lavar
antes de que el ADN extraido de las particulas de silice se eluya con agua

destilada o un tampdén como Tris-EDTA (Shetty y Dairawan, 2020).

2.5 Uso de plantas medicinales

Las plantas que poseen propiedades terapéuticas o ejercen efectos
farmacoldgicos beneficiosos sobre un organismo se conocen generalmente
como "plantas medicinales" (Saranraj et al., 2016). Las plantas medicinales
contienen algunos compuestos organicos que promueven una accion fisioldégica
en el cuerpo humano y estas sustancias bioactivas incluyen taninos, alcaloides,
carbohidratos, terpenoides, esteroides y flavonoides (Soni y Sosa, 2013). Las
partes de las plantas medicinales que se pueden usar son diferentes tipos de
semillas, raices, hojas, frutos, céscaras, flores o incluso toda la planta
(Jamshidi-Kia et al., 2018).

2.5.1 Extractos de plantas medicinales

Un extracto de hierbas podria definirse como los compuestos y / 0 mezclas de
compuestos obtenidos de plantas frescas o secas, o partes de plantas: hojas,

flores, semillas, raices y cortezas, mediante diferentes procedimientos de
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extraccion. Caracteristicamente, los componentes activos se obtienen junto con
otros materiales presentes en la masa vegetal (Vinatoru, 2001). Los extractos
de plantas se han utilizado durante miles de afios en la conservacion de
alimentos, medicina alternativa farmaceéutica y terapias naturales. Estos pueden
ser una muy buena fuente de antibiéticos contra diversos patégenos fungicos y
bacterianos (Uma et al., 2013). Recientemente se ha prestado mucha atencién
a los extractos y compuestos bioldégicamente activos aislados de especies de

plantas para analizar sus actividades farmacolégicas (Tlili et al., 2019).

2.5.2 Métodos de extraccion de componentes bioactivos de plantas

La extraccion es el primer paso crucial en el analisis de plantas medicinales,
porque es necesario extraer los componentes quimicos deseados de los
materiales vegetales para su separacion y caracterizacion (Sasidharan et al.,
2011). Las técnicas generales de extraccion de plantas medicinales incluyen
maceracion, infusion, percolacion, digestion, decoccidn, extraccidon continua en
caliente (mediante un extractor Soxhlet), extraccidbn acuosa-alcohdlica por
fermentacion, extraccion a contracorriente, extraccion asistida por microondas,
extraccién por ultrasonido (sonicacion), extraccion de fluido supercritico y
técnicas de destilacion (destilacion de agua, destilacion al vapor, extraccion
fitonica con disolventes de hidrocarburos fluorados). Para plantas aromaticas se
puede emplear maceracién hidrolitica seguida de destilacion, expresion y
efleurage (extraccion de grasa fria) (Pandey y Tripathi, 2014).

2.5.2.1 Extraccion de compuestos empleando disolventes

Uno de los factores mas importantes que afectan la eficiencia de extraccion de
compuestos bioactivos de materiales vegetales y sus consecuentes beneficios
para la salud es el disolvente de extraccion (Ngo et al., 2017). La seleccion del
sistema de solventes depende en gran medida de la naturaleza especifica del

compuesto bioactivo que se busca. Existen diferentes sistemas de solventes
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disponibles para extraer el compuesto bioactivo de los productos naturales. La
extraccion de compuestos hidrofilicos utiliza solventes polares como metanol,
etanol o acetato de etilo. Para la extraccion de compuestos lipofilicos, se utilizan
diclorometano o una mezcla de diclorometano/metanol en una proporcion de 1:
1. (Sasidharan et al., 2011). Los alcoholes (EtOH y MeOH) son disolventes
universales en la extraccidon con disolventes para la investigacion fitoquimica
(Zhang et al., 2018). Elegir el tipo de disolvente para el proceso de extraccion es
esencial para las pruebas posteriores de toxicidad, ya que los diferentes
disolventes muestran un potencial de extraccion diferente. Si es posible, la
extraccion debe llevarse a cabo en condiciones suaves, utilizando disolventes
de baja reactividad (Hamidi et al., 2014).

2.5.3 Toxicidad en plantas medicinales

La toxicidad se define como cualquier efecto nocivo de una sustancia quimica o
una droga en un organismo objetivo (Sharan et al., 2011). Desde tiempos muy
antiguos las plantas han sido utilizadas como medicinas. Varias especies de
plantas han demostrado su potencial para proveer drogas efectivas contra
enfermedades parasitarias, por lo que muchos grupos de investigacion se
dedican a evaluar extractos vegetales como estrategia para hallar nuevas
alternativas terapéuticas frente a estas afecciones. Sin embargo, es bien
conocido que muchas plantas pueden ocasionar reacciones toxicas a quienes
las utilizan. Por esta razon, se llevan a cabo investigaciones con el propdsito de
determinar, ademas de la accién farmacoldgica, la toxicidad que pueden tener
las plantas medicinales (Fernandez-Calienes et al.,, 2009). Los estudios
toxicoldgicos permiten tomar la decisién de si un nuevo medicamento debe ser

adoptado para uso clinico o no (Subha y Geetha, 2017).
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2.5.3.1 Pruebas de toxicidad

Gran parte de la informaciéon sobre hierbas medicinales puesta a disposicion de
los consumidores no esta respaldada por datos cientificos creibles. Por esta
razon, se llevan a cabo estudios para determinar la toxicidad de las plantas
medicinales. Segun la recomendacion de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), para reducir los efectos adversos del consumo de medicamentos a base
de hierbas es necesaria una validacion cientifica exhaustiva sobre la toxicidad
de estas plantas (Uangbaoje et al., 2016).

Se han utilizado diferentes tipos de ensayos para la determinaciéon de la
toxicidad potencial de extractos de hierbas basados en diferentes modelos
bioldgicos, como los ensayos in vivo en animales de laboratorio. Sin embargo,
estudios recientes han desarrollado ensayos bioldgicos alternativos que
incluyen especies de crustaceos braquiopodos como Artemia salina, Artemia
franciscana, Artemia urmiana y Thamnocephalus platyurus (Hamidi et al., 2014).
El ensayo de letalidad de Artemia salina se basa en la posibilidad de causar la
muerte de larvas de este crustaceo cultivadas en el laboratorio. Este método fue
propuesto por Michael y colaboradores en 1956, y posteriormente desarrollado
por Vanhaecke y colaboradores, asi como Sleet y Brendel, con el propésito de
contar con una herramienta util y sencilla para la determinacion de la toxicidad

(Fernandez-Calienes et al., 2009).

2.5.3.2 Concentracioén letal 50 CLso

En toxicologia, la dosis letal media DLso (abreviatura de "dosis letal, 50 %"),
CLso (concentracion letal, 50 %) o CLtso (concentracion letal y tiempo) de una
toxina, radiacion o patdgeno es la concentracion requerida para matar a la
mitad de los miembros de una poblacion probada después de una exposicion
de prueba especificada (Teke y Kuete, 2014). La evaluacién de la concentraciéon
letal media (CLso) se ha utilizado como un parametro importante para medir la
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toxicidad aguda y también como un procedimiento inicial para detectar la
toxicidad de algun compuesto. El término CLso fue introducido por Trevan
(1927) para estimar la concentracion de una sustancia que produce 50 % de

muerte en animales de prueba (Pandit y Kumari, 2019).

2.5.3.3 Pruebade Artemia salina

Artemia salina Leach. (Artemiidae) es un crustaceo de ambientes de agua
salada. Este organismo desempefia un papel importante en el flujo de energia
de la cadena alimentaria en este entorno. Debido a que es barato y no requiere
la aprobacion del comité de ética, se usa ampliamente en estudios toxicologicos
para determinar la concentracion letal (CL) (Bezerra et al., 2017). El Instituto
Nacional del Cancer (NCI por sus siglas en ingles) de Estados Unidos ha
demostrado que existe una correlacion significativa entre el ensayo en larvas de
Artemia salina y la inhibicion del crecimiento in vitro de lineas celulares
tumorales sélidas humanas. Esta correlacion significativa permite emplear este
bioensayo como una herramienta util en la deteccién de farmacos antitumorales
(Arcanjo et al., 2012). Las principales ventajas de utilizar larvas de Artemia en
las pruebas de toxicidad han sido reportadas por el grupo de Libralatoa et al.,
(2016) como: rapidez (solo se requiere de 28-72 h desde la eclosién hasta el
primer punto final), rentabilidad y la disponibilidad de nauplios nacidos de
quistes (huevos) comerciales duraderos (es decir, homogeneidad de la

poblacidn, disponibilidad durante todo el afio sin necesidad de cultivo)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Identificacion taxondmica

Debido a que al inicio del presente trabajo solo se conocia el nombre comun de
la especie, se colectaron algunos ejemplares para herbario en el municipio de
Reforma de Pineda, perteneciente a la regién Istmo de Tehuantepec, en el
estado de Oaxaca, durante el mes de octubre del 2018. Estos se trasladaron al
Herbario-Hortorio “Bidlogo Jorge Espinoza Salas”, con sede en el Departamento
de Preparatoria Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo, ubicada en el
km 38.5 de la carretera federal México-Texcoco, en el municipio de Texcoco,
Estado de México. Los botanicos del herbario determinaron que los ejemplares
colectados correspondian a la especie Hyptis suaveolens L. Poit. Se depositd
un ejemplar para resguardo, asignandosele el nimero de registro 25987 (Figura
2).

Figura 4.Ejemplar de herbario de la
planta de Chan (Hyptis suaveolens
L. Poit.) depositado en el herbario
Bidlogo Jorge Espinoza Salas de la
Universidad Autbnoma Chapingo.
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3.2 Colecta de materiales

Las plantas de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit.) utilizadas en el presente
trabajo para llevar acabo la caracterizacion molecular fueron colectadas en los
municipios de Santiago Niltepec, Reforma de Pineda y Santo Domingo
Zanatepec, ubicados en la regién Istmo de Tehuantepec, Oaxaca, durante el
mes de junio del 2019, eligiendo tres comunidades por municipio (Cuadro 1), en
las cuales se colectaron 10 ejemplares por comunidad dando un total de 90
plantas colectadas. Para la realizacion del analisis toxico el material vegetativo
se colecté en el municipio de Santo Domingo Zanatepec, durante el mes de
octubre del 2018. La caracterizacion molecular de la planta de Chan (Hyptis
suaveolens L. Poit.) se llevé a cabo en el Laboratorio de Mejoramiento Genético
Asistido del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autbnoma Chapingo.
El andlisis toxico se desarrolld en el Laboratorio de Productos Naturales del
area de Quimica del Departamento de Preparatoria Agricola de la Universidad

Autonoma Chapingo.
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Cuadro 1. Sitios de colecta de hierba de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit.).

Municipio Localidad N° de Localizacién Altitud Rango de Precipitaciéon  Tipo de clima
colecta Geogréfica (msnm) Temperatura
Piedras Negras  1-10 LN 16°26'27.15" 61 Aw; (54.62 %)
Santo LO 94°20'10.03" Aw, (40.05 %)
Domingo El Jicaro 11-20 LN 16°26'30.61" 106 20 — 28°C 1200-2500 (A)C(w) (5.33 %)
Zanatepec LO 94°15'49.85" mm

El Encuentro 21-30 LN 16°29'26.31" 67
LO 94°20'32.44"

La Blanca 31-40 LN 16°34'10.71" 48 Aw;(65.46%)
Santiago LO 94°41'55.78" 1000-2000 Aw>(26.70%)
Niltepec Niltepec 41-50 LN 16°33'08.95" 64 mm Awp (7.84%)
LO 94°36'36.13" 22 - 28°C
Guamol 51-60 LN 16°30'06.81" 45
LO 94°28'33.25"
El Crucero 61-70 LN 16°25'01.25" 51 24 — 28°C 1200-1500 Aw (100%)
Reforma de LO 94°26'23.82" mm
Pineda La Esperanza 71-79 LN 16°23'15.87" 21
LO 94°27'31.89"
Reforma 80-88 LN 16°2354.59" 19

LO 94°28'02.22"

Tipo de Clima:

Aw =calido subhumedo con lluvias en verano

Aw:z =célido subhimedo con lluvias en verano, mas himedo

Aw: =cdlido subhimedo con lluvias en verano, de humedad media
Awpo =cdlido subhiimedo con lluvias en verano, menos himedo

(A)C(w) = semicalido subhumedo con lluvias en verano



3.3 Caracterizacion molecular

3.3.1 Limpieza y almacenamiento del material vegetativo

Para llevar a cabo la caracterizacion molecular de los materiales colectados se
tomaron algunas hojas de cada una de las plantas colectadas y se lavaron con
hipoclorito de sodio y agua destilada para eliminar las impurezas que pudieran
traer del campo. En este paso se evito utilizar etanol al 70 %, ya que se observo
que las hojas se oxidaban muy rapido, lo cual generaba un ADN de baja
pureza. Posteriormente las hojas se secaron con toallas sanitas y se pes6 0.9 g
de hoja de cada planta, ya que la extraccion de ADN se realiz6 por triplicado.
Una vez pesado el material vegetativo se deposité en bolsas de plastico y se

almacen6 en un ultracongelador a -50°C para su posterior analisis.

3.3.2 Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se llevd a cabo mediante el método de bromuro de
cetiltrimetil amonio (CTAB por sus siglas en inglés) (Doyle y Doyle, 1987), al

cual se le realizaron algunas modificaciones.

La cantidad de amortiguador de extraccion CTAB (Tris HClI 100 mM, EDTA 50
mM, NaCl 50 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, SDS 1.3%, pH 8.0) requerida para
extraer el ADN de las 90 colectas, cada una de ellas por triplicado, se depositd
en un matraz, al cual se le adicioné 20 uL de 2-mercaptoetanol por cada 10 mL
de amortiguador. Se agité la solucion y con una micropipeta se tomé6 700 uL y
se depositaron en cada uno de los tres tubos Eppendorf de 1.5 mL
correspondientes a cada colecta, luego los tubos se colocaron en un termoblock
(Thomas Scientific, E.U.A.) a 65 °C durante 10 minutos.

Para realizar la extraccion de ADN el material vegetativo de las diferentes

colectas se depositdé en morteros de porcelana, se les agregé nitrégeno liquido
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y se procedié a macerarlas hasta obtener un polvo fino, el cual se distribuy6
entre los tres tubos de cada colecta. Luego los tubos se colocaron en un
termoblock (Thomas Scientific, E.U.A.) a 65 °C durante 20 minutos, tras lo cual
se retiraron del termoblock y se depositaron en una centriftuga FRONTIER™
5515(0OHAUS, E.U.A.), donde se centrifugaron a 21,000 xg durante 10 minutos.
Transcurrido este tiempo el sobrenadante de cada tubo se transfirio a un tubo
nuevo, al cual se le adiciono 4 pL de ARNasa y se puso en el termoblock a 37
°C durante 20 minutos. A continuacion, los tubos fueron retirados del termoblock
y se les agregaron 600 uL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se agitaron
por inversion durante 2 minutos y se centrifugaron a 15,000 xg durante 5
minutos. Posteriormente se extrajo el sobrenadante de cada muestra y se
transfirid a un nuevo tubo, al cual se le adicionaron 600 uL de isopropanol frio y
se agitd por inversion para precipitar los acidos nucleicos. Finalmente, los tubos
se colocaron en el congelador a -20 °C durante 30 minutos.

Después de transcurrido este tiempo los tubos se sacaron del congelador y se
centrifugaron a 15,000 xg durante 5 minutos, el sobrenadante de cada tubo se
desechd dejando soélo la pastilla de ADN. A continuacién, los tubos se
escurrieron en sanitas y se pusieron a secar en el termoblock a una
temperatura de 37°C durante 15 minutos. Posteriormente a cada tubo se le
agregaron 50 pyL de TE pH 8.0 (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM) y se guardaron
en el refrigerador a 4 °C durante 24 horas. Después de transcurrido este tiempo
los tubos se agitaron suavemente para disolver la pastilla de ADN, y el
contenido de los tres tubos que correspondian a una misma colecta se combiné

en un solo tubo y se guardoé en el refrigerador a 4°C.

Con la finalidad de aumentar la cantidad y mejorar la pureza del ADN extraido,
inicialmente al amortiguador de extraccién se le adicion6 PVP al 0.1 % y 3 L
de proteinasa K y se probd con algunas muestras. Sin embargo, esta
modificacion no mejord las condiciones de extraccién, por lo que ya no fue

utilizada al trabajar el resto de las muestras.
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3.3.3 Medicion de la cantidad y pureza del ADN

La cuantificacion del ADN se llevo a cabo empleando un Nanodrop™ LITE
(Thermo Scientific, U.S.A), para lo cual primero se calibr6 el equipo y
posteriormente se depositaron 4 uL del ADN de cada muestra en el lector del

Nanodrop y éste proporciono la concentracion presente.

Antes de realizar la prueba de calidad, se tomé parte del ADN de cada colecta y
se diluyé a una concentracion uniforme de 10 ng/pL. Luego se prepard un gel
de agarosa al 1.8 %, para lo cual se pes6 2.16 g de agarosa y se depositd en
un matraz Erlenmeyer, posteriormente al matraz se le adicionaron 120 mL de
TAE 1x y se agitdé suavemente. Posteriormente se calentd en un horno de
microondas para disolver completamente la agarosa, luego la solucion se enfrié
mediante agitacion y se depositd en un portagel, inmediatamente se colocaron
los peines en el portagel y una vez que la agarosa hubo gelificado, el portagel
se depositd en una camara de electroforesis OWL D3-14 (Thermo Scientific,
U.S.A)) y se le agregd TAE 0.25 x hasta cubrir completamente el gel, tras lo

cual se retiraron los peines.

Posteriormente se cargd 5 pL de marcador de peso molecular (Invitrogen de 1
kb Cat. N0.10787018) en cada una de las esquinas del gel, luego se midié 2 uL
de amortiguador de carga para cada una de las muestras y se depositd sobre
cinta Parafilm. Después la solucion de ADN de cada muestra se mezcl6 con los
2 pL de amortiguador de carga y se cargo el gel. La electroforesis se realizé a
120 voltios durante 1 hora y media aproximadamente. A continuacion, el gel se
retird de la cAmara de electroforesis y se tifié en bromuro de etidio durante 15
minutos, tras lo cual se fotodocument6 en un transiluminador DigiDoc-it (UVP,
U.S.A).
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3.3.4 Amplificacién del gen 16s

Debido a que en el gel de calidad existieron muestras que no presentaron una

banda de ADN bien definida, posiblemente debido a la presencia de inhibidores

en la solucién, se decidié realizar una prueba de amplificacion del gen

cloroplastico 16S. Los componentes de la mezcla de reaccion se presentan en

el Cuadro 2. Con una micropipeta se tomaron 22.5 pyL de la mezcla y se

colocaron en microtubos de 0.2 mL, los cuales habian sido previamente

marcados y posteriormente se agregaron 2.5 yL de la solucién de ADN de cada

colecta.

Cuadro 2. Reactivos empleados en la mezcla de reaccion para amplificar el gen

cloroplastico 16S.

Reactivos Concentracion 1x (uL) 90x (ML)
Final

H20 grado biologia molecular 6.2 558

dNTP’s 200 mM 10 900

Amortiguador 1x 2.5 225

MgCl2 3 mMm? 15 135

Iniciador 16S1 10 pmol/reaccion 1 90

Iniciador 16S2 10 pmol/reaccion 1 90

Tag ADN polimerasa 1.5 U/reaccion 0.3 27

ADN de las muestras 25 ng/reaccion 2.5

Los microtubos se colocaron en un termociclador Techne TC-412 (Bibby

Scientific, U.S.A.), el cual se programé con las temperaturas y los tiempos que

se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Temperaturas y tiempos para la amplificacion del gen cloroplastico

16S.

Fase Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
Predesnaturalizaciéon 94 3 minutos 1
Desnaturalizacion 94 20 segundos 35
Alineamiento 55 1 minuto 35
Extension 72 1 minuto 35
Extension final 72 6 minutos 1
Enfriamiento 10 a
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Para poder observar los productos amplificados se prepard un gel de agarosa al
1.8 %, el cual se cargd con un marcador de peso molecular, asi como con los
productos amplificados y se realiz0 la electroforesis a 120 voltios durante 1 hora
y media. Luego el gel se retir6 de la camara y se tiid con bromuro de etidio
durante 15 minutos. Finalmente, se fotodocumentdo en un transiluminador
DigiDoc-it (UVP, U.S.A.)

3.3.5 Fenolizacion de la solucion de ADN

La prueba de amplificacion del gen cloroplasticol6S demostré que el protocolo
de extraccion de ADN aplicado habia sido exitoso, sin embargo, su calidad no
era la necesaria para llevar a cabo su amplificacion, por lo que a fin de eliminar
de la solucidn los inhibidores aun presentes se llevo a cabo la fenolizacion de
las muestras de la siguiente manera. En un tubo Eppendorf se coloco la
solucion de ADN correspondiente a cada muestra y se le agregdé agua grado
biologia molecular hasta alcanzar un volumen de 400 pL. Posteriormente se
agrego un volumen de fenol (400 pL) y se agitd por inversion. Luego los tubos
se centrifugaron a 21,000 xg durante 5 minutos. Transcurridos los 5 minutos se
retiraron de la centrifuga y el sobrenadante se transfirié a otro microtubo y se
agregd un volumen de cloroformo igual al que se habia agregado de
sobrenadante. Los tubos se agitaron por inversion y fueron centrifugados a
21,000 xg durante 5 minutos. A continuacion, la fase acuosa se transfirié a un
nuevo tubo, al cual se le adicionaron 500 pL de isopropanol. Luego los
microtubos se agitaron por inversién y se depositaron en el congelador a 4°C
durante 20 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 21,000 xg durante 5
minutos, se decantd el sobrenadante y se dejo sélo la pastilla de ADN. Luego
los tubos se pusieron sobre toallas sanitas para escurrir el exceso de
sobrenadante y a continuacion se colocaron en el termoblock a 37°C durante
aproximadamente 15 minutos para eliminar los restos de sobrenadante y secar

la pastilla de ADN. Finalmente, se les agregaron 50 uL de TE, tras lo cual se

23



depositaron en el refrigerador a 4 °C durante un periodo de 24 horas.
Transcurrido este tiempo los tubos se agitaron para disolver la pastilla de ADN y
se procedi6 a cuantificar nuevamente la cantidad de ADN obtenida por muestra.
Posteriormente se procedié a correr de nuevo el gel de calidad y a realizar la

amplificacion del gen 16S.

3.3.6 Purificacion de ADN mediante columnas

Debido a que a pesar de haber llevado a cabo el proceso de fenolizacion
algunas muestras siguieron presentando baja calidad de ADN, se decidio
utilizar el kit de purificacién de ADN genémico PureLink™ Genomic Plant DNA
Purification Kit con numero de catadlogo K183001 (Invitrogen, U.S.A.), el cual
consiste en un sistema de columnas de centrifugacién en fase sélida que
purifica el ADN en 40 minutos. Una vez aplicado este procedimiento fue posible
obtener ADN de alta calidad necesario para llevar a cabo la caracterizacion

molecular de las muestras colectadas.

3.3.7 Obtencion de patrones ISSR

Con el ADN de alta calidad obtenido se procedi6 a realizar las diluciones
necesarias para homogeneizar todas las muestras a una concentracién de 10
ng/uL. Se prepard una mezcla de reaccion a 90x para cada iniciador colocando

en un tubo Eppendorf de 1.5 mL los reactivos presentados en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Reactivos empleados para realizar la mezcla de reaccion de PCR.

Reactivos Concentracion Final  1x (uL) 90x (pL)
H20 grado biologia 5.2 468
molecular

dNTP’s 200 Mm 10 900
Amortiguador 1x 2.5 225
MgCl: 3 Mm-* 15 135
Iniciador 30 ng/reaccion 3 270

Tag ADN polimerasa 1.5 U/reaccion 0.3 27

ADN de las muestras 25 ngl/reaccion 2.5
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Una vez preparada la mezcla de reaccion, ésta se agitd para mezclar todos los
componentes y se depositaron 22.5 pL en tubos de 0.2 mL que previamente
habian sido marcados con el correspondiente numero de colecta. A
continuacion, a cada microtubo se le adicionaron 2.5 pL del ADN
correspondiente a cada colecta. Para la obtencion de los patrones de bandeo
se utilizaron 10 iniciadores ISSR cuya secuencia y temperaturas de
alineamiento se presentan en el Cuadro 6. Los microtubos conteniendo un
volumen final de 25 yL se colocaron en un termociclador, el cual se programé

con las temperaturas y los tiempos que se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Condiciones de temperatura de los ciclos de amplificacion de la PCR
para la obtencion de patrones ISSR.

Fase Temperatura Tiempo N° de ciclos
@®)
Predesnaturalizacion 93 1 minuto 1
Desnaturalizacion 93 20 segundos 40
Alineamiento + 1 minuto 40
Extension 72 20 segundos 40
Extension final 72 6 minutos 1
Enfriamiento 10 a

*La (Tm °C) varié dependiendo de cada iniciador (ver Cuadro 6).

Los productos de amplificacion fueron separados en un gel de agarosa al 1.8 %,
mediante electroforesis a 120 voltios durante una hora y media
aproximadamente, después el gel se retird de la cAmara de electroforesis y se
tind en bromuro de etidio durante 15 minutos, tras lo cual se fotodocumento en
un transiluminador DigiDoc-it (UVP, U.S.A)).
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Cuadro 6. Iniciadores ISSR utilizados para la obtencion de patrones de bandeo
de Hyptis suaveolens.

N° Iniciador Secuencia Tm °C
5-3
1 ISSR-02 (CA)sAAGCT 62
2 ISSR-03 (GA)CTC 58
3 ISSR-04 (AG)sCTC 58
4 ISSR-07 (AG)sCTG 56
5 ISSR-09 (AG)sC 52
6 ISSR-10 (GA)sT 50
7 UBC 811 (GA)sC 52
8 UBC 823 (TC)sC 52
9 HY6 (TC)eG 49
10 HY8 (AG)sTC 46

3.4 Evaluaciéon de la toxicidad de extractos

La evaluacion de la citotoxicidad de los diferentes extractos obtenidos de la
planta de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit.) se realizé empleando el modelo

propuesto por Meyer et al., 1982 y Michael et al., 1956.

3.4.1 Colecta 'y secado de material vegetativo

La colecta del material vegetativo empleado en la preparacion de los extractos
se efectué en campo para lo cual se colectaron solamente hojas, las cuales se
trasladaron al laboratorio en donde se pusieron a secar a la sombra sobre papel
periddico durante un lapso de 5 dias, tras lo cual se guardaron en bolsas de

plastico.
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3.4.2. Preparacion de extractos

Las hojas que previamente se habian puesto a secar a la sombra se molieron
con la ayuda de un procesador Nutribullet©, posteriormente se peso 1.5 kg de
hojas molidas y se colocaron en un botellon de cristal, al cual se le adicion6
etanol hasta cubrir dos centimetros por arriba del nivel de las hojas.
Posteriormente el material vegetativo se dejé reposar en el etanol por un
periodo de tres dias, al cabo de dicho periodo el liquido se hizo pasar por un
embudo que contenia papel filtro a fin de separar el extracto etandlico de las
hojas molidas y este se traspaso a otro recipiente.

El extracto etandlico se destild en un rotavapor a fin de recuperar el etanol
empleado y concentrar los compuestos extraidos por dicho disolvente. El etanol
recuperado se regresd al recipiente que contenia las hojas molidas a fin de
dejarlo reposar nuevamente por un segundo periodo de tres dias. El extracto
etandlico obtenido se depositd en un refractario. El procedimiento de extraccion
se llevo a cabo tres veces y todo el extracto etandlico obtenido se deposito en
una campana de extraccion durante 5 dias a fin de eliminar el disolvente que
aun pudiera tener. Una vez evaporado y con la ayuda de una espatula se raspé
el extracto etandlico, se pesO y se guardd en un frasco ambar, el cual se

mantuvo bajo refrigeracion hasta que se utilizé en ensayos posteriores.

3.4.3 Particion de extractos

Para llevar a cabo la particion de los extractos, en un vaso de precipitado se
depositdé extracto etandlico y se le adiciono hexano en una proporcion 1:20
(p/v), y se agito vigorosamente hasta formar una fase homogénea. Luego se
adicion6 agua destilada en una proporcion 1:1 (v/v) y la mezcla se coloco en un
embudo de separacion, el cual se agitdo suavemente por algunos segundos a fin
de extraer los metabolitos solubles en hexano y se dejo reposar esta mezcla

hasta que se separaron la fase hexanica (superior) y la fase acuosa(inferior).
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La fase acuosa se regres6 al embudo de separacion, mientras que la fase
hexanica se depositd en un rotavapor a fin de separar por un lado el hexano y
por otro el extracto hexanico. El hexano recuperado se regreso al embudo de
separacion volviéndose a mezclar con la fase acuosa, mientras que el extracto
hexanico se depositdé en un refractario. Este proceso se repitio tres veces y al
final el refractario conteniendo el extracto hexanico total se depositdé en una
campana de extraccion a fin de extraer el disolvente aun presente. El extracto
hexanico se rasp6 con una espatula, se pesoé y se deposité en un frasco ambar
el cual se guardo en el refrigerador. La fase acuosa se mantuvo en el embudo
de separacion. A la fase acuosa anterior se le adiciono cloruro de metileno en
una proporcion 1:1 (v/v) y se efectuaron las extracciones correspondientes bajo
la misma metodologia empleada en la extraccidbn del extracto hexanico.
Finalmente, a la fase acuosa residual se le efectuaron tres extracciones
empleando acetato de etilo, mismo que fue colocado en un plato refractario y
evaporado en una campana de extraccion, para posteriormente raspar el
residuo y guardarlo en un frasco ambar. Por ultimo, la fase acuosa se retiré del
embudo de separacién y se vacio en un refractario, el cual se depositd en una
campana de extraccion a fin de eliminar toda el agua aprovechando su presion
de vapor normal. Luego el extracto acuoso se pesO y se almaceno en e
refrigerador. La metodologia de extraccion descrita anteriormente se ilustra en

la Figura 5.
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Material vegetal seco y molido de
hojas de Chan

Maceracion con etamol 3 dias (3 veces)
Filtracian

Residuo wvegetal | Filtrado

Evaporacion al vacio
CH.CL :Cloruro de metileno .

. Extracto etanoli
AcOFEt -Acetato de etilo | racto etanofico |
lﬁdid&n de agua

Exfraccion ligdig con hexano (3 veces)

| Fase acuocsa | Fase organica |

Extraccién lig-lig con CH.CL, (3 veces) Evaporacion al vacio
¥ k.

| E:dra.ctohexémim |

| Fase acuosa | Fase organica |
Extraccion ligig con AcOEt (3 veces) Evaporacion al vacio

| Extracto de CH.CL |

Fase acuosa | | Fase organica |

Evaporacion en . Evaporacion al vacio
| campana de extraccion

| Exfracto de Acuoso | | Exiracto de &cOEtL |

Figura 5. Procedimiento para la obtencidén de extractos de diferente polaridad
de hojas de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit.).

3.4.4 Eclosion de Artemia salina

Artemia salina es una especie de crustaceo braquiépodo que se reproduce por
quistes y que es empleado en bioensayos para la deteccién de toxicidad de
compuestos. Los quistes de Artemia salina empleados en el presente trabajo se
compraron en un acuario. Para la eclosion de los quistes primero se prepar6 el
agua salina en donde se depositarian estos, para lo cual se pes6 228 g de sal
de mar y se disolvio en 6 L de agua destilada, obteniendo una concentracion de
28 g/L. Luego el agua salina se coloco en una pecera y se le hizo pasar aire a
fin de oxigenarla. A continuacion se pesaron 150 mg de quistes de Artemia

salina y se depositaron en la pecera. A fin de mantenerla iluminada se coloco
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en la parte superior un foco de 60 watts. Los quistes se mantuvieron en la
pecera por un periodo de 24 horas, luego de lo cual se obtuvieron las larvas de

Artemia salina.

3.4.5 Concentraciones de extractos evaluados

Con la finalidad de establecer la toxicidad de las hojas de Hyptis suaveolens L.
Poit. se evaluaron los extractos etandlico, hexanico, cloruro de metileno, acetato
de etilo y acuoso a las concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 10, 100, 1,000, 10,000
ug-mlt, para lo cual primero se prepar6 una solucibn madre a una
concentracion de 10,000 pg-mlt de cada uno de los extractos, disolviendo 50
mg de extracto en 5 mL de acetona. Posteriormente se realizaron las diluciones
necesarias para obtener el resto de las concentraciones evaluadas. De cada
tratamiento se tomaron 0.5 mL y se depositaron en un vial de cristal,
considerando tres repeticiones por cada concentracion. El disolvente se
evaporé a temperatura ambiente durante un periodo de 24 horas. Como

tratamiento testigo se us6 0.5 mL de acetona.

3.4.6 Evaluaciones de toxicidad

Una vez que las larvas de Artemia salina tenian 24 horas de haber eclosionado
y gque el disolvente se habia evaporado completamente de los extractos
depositados en los viales, con la ayuda de una pipeta Pasteur de cristal se
tomaron 10 larvas y se depositaron en cada uno de los viales que contenian
cada concentracion de prueba. Se aforé a un volumen de 5 mL con agua salada
gue se hallaba a una concentracion de 28 g/L. Posteriormente los viales se
colocaron en una incubadora donde se control6 la temperatura y la aireacion y
se coloc6 un foco de 60 watts. Al cabo de 24 horas se contabilizé el nimero de

larvas muertas en cada vial.
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3.5 Analisis estadistico

Las bandas que se obtuvieron como producto de la amplificacion de cada
iniciador evaluado se registraron para crear una Matriz Basica de Datos (MBD)
asignando el valor de 1 a la presencia y O a la ausencia de las bandas en cada
uno de los geles obtenidos. La MBD se usoé para calcular diferentes similitudes
y distancias genéticas entre las cuales se selecciond la distancia de Dice (1 — S)
para calcular las distancias entre pares de muestras. Con las distancias
obtenidas se realiz6 un analisis de agrupamiento empleando el método de
varianza minima de Ward. Con el objetivo de corroborar el agrupamiento
obtenido mediante la observacion de la distribucién espacial de las muestras se

llevo a cabo un Andlisis de Coordenadas Principales.

A fin de particionar la variabilidad genética entre y dentro de poblaciones se
realizé un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA). Adicionalmente, se llevo a
cabo un analisis descriptivo de marcadores a fin de definir aquéllos més utiles
en el estudio de la variacion genética de hierba de Chan. Por ultimo, se realizé
un analisis de diversidad de las poblaciones muestreadas usando el indice de
Diversidad de Shannon-Weaver. Los analisis descritos anteriormente se
realizaron con el programa estadistico InfoGen® de la Universidad de Cérdoba,
Argentina. Los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de la toxicidad de
los diferentes extractos de la planta de Chan empleando larvas de Artemia
salina permitieron estimar la Concentracion Letal 50 (CLso), la cual se calculo

empleando la funcién Probit del programa estadistico SAS® Ver.9.0
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Andlisis de agrupamiento

La Matriz Basica de Datos (MBD) se uso para calcular las distancias genéticas
de Dice (1 — S) entre las diferentes accesiones y con ellas se realizo un analisis
de agrupamiento mediante el método de varianza minima de Ward y se obtuvo
el dendograma que se presenta en la Figura 4. En esta figura se aprecia que las
nueve localidades donde se realizaron las colectas de material vegetativo se
conglomeraron en dos grupos claramente definidos a una altura de corte de
0.58. El grupo | estuvo conformado por las tres localidades correspondientes al
municipio de Santo Domingo Zanatepec mas dos localidades pertenecientes al
municipio de Santiago Niltepec, La Blanca y Niltepec. A partir de la informacién
presentada en el Cuadro 1 de la seccion de materiales y métodos se puede
apreciar que estas cinco localidades son las que presentan la mayor altitud
sobre el nivel del mar (45 — 106 m). Por lo que los ambientes climéaticos
asociados a esta condicion geografica son de mayor peso en la determinacion
de la similitud genética que los criterios antropogeograficos de division
municipal. Esto sugiere que es conveniente una mayor precision en la
caracterizacion del medio ecoldgicos de los sitios de colecta. El grupo Il estuvo
conformado por las tres localidades del municipio de Reforma de Pineda y
Guamol, una localidad del municipio de Santiago Niltepec, las cuales tienen en

comun el presentar las menores altitudes sobre el nivel del mar (19 — 51 m).
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2 GUAMOL

REFORMA

LA ESPERANZA

EL CRUCERO

PIEDRAS NEGRAS

EL JICARD

EL ENCUENTRO

NILTEPEC

C LA BLANCA
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Figura 6. Dendograma construido a partir de la distancia de Dice (1 — S) y el
método de agrupamiento de varianza minima de Ward de 9 poblaciones de
Hyptis suaveolens colectadas en el Istmo de Tehuantepec, Oaxaca.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con lo establecido
por Sharma y Raghubanshi (2009) y Saha et al. (2017), quienes encontraron
que la hierba de Chan es una especie altamente adaptativa en la naturaleza y
ampliamente distribuida geogréaficamente debido a su alta plasticidad fenotipica

que le permite tener éxito en la colonizacion de areas ambientalmente diversas.

4.2 Andlisis Coordenadas Principales

A fin de observar la distribucion espacial de las poblaciones de Hyptis
suaveolens colectadas se realizé un analisis de coordenadas principales
usando la distancia de Dice (1-S) mediante el programa InfoGen®. El diagrama
obtenido se presenta en la Figura 5. En ella se puede apreciar que las
coordenadas | y Il explicaron el 72.8 % de la variabilidad genética existente y
separan claramente en dos grupos las nueve poblaciones muestreadas. El

ordenamiento de muestras basado en la caracterizacion molecular coincide con
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el analisis de agrupamiento realizado previamente. La variabilidad genética
presente en ambos grupos podria aprovecharse para comenzar un programa de
mejoramiento genético a fin de obtener hibridos en esta especie vegetal, ya que
como mencionan Groszmann et al. (2010) la magnitud de la heterosis esperada

estard en funcion directa de la distancia genética entre los padres del hibrido.

Analisis de Coordenadas principales
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Figura 7. Diagrama de dispersion obtenido a partir del analisis de coordenadas
principales de 9 poblaciones de Hyptis suaveolens a partir de las distancias de
Dice (1 — S) utilizando 10 marcadores moleculares tipo ISSR.

4.3 Analisis Molecular de Varianza (AMOVA)

La evaluacion de la distribucién de la variabilidad molecular existente entre y
dentro de las poblaciones mediante el Analisis Molecular de Varianza (AMOVA)
(Cuadro 7) muestra que la mayor variabilidad genética se localiza dentro de las
poblaciones (76.37 %), mientras que el 23.63 % restante se presentd entre las
poblaciones. Los resultados descritos permiten ver que, en caso de comenzar
un programa de mejoramiento genético en esta especie, la extensa variabilidad
existente dentro de las poblaciones puede ser un punto de partida para elegir
las caracteristicas que se deseen mejorar.

El poder conocer como se distribuye la variabilidad genética de esta especie

vegetal en las poblaciones evaluadas permite tomar decisiones acerca de la
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conservacion de esta variabilidad genética, ya que como mencionan
Szczecinska et al. (2016) la diversidad genética dentro y entre las poblaciones
debe identificarse para seleccionar las poblaciones responsables de la mayoria
de la variacion existente. Si la variacion genética se encuentra principalmente
dentro de una poblacién, entonces se requieren menos poblaciones para
proteger y mantener la variacion general en el rango geografico de una especie

determinada.

Cuadro 7. Analisis molecular de varianza de 88 colectas de hierba de Chan
(Hyptis suaveolens L. Poit.).

F.V. Gl | SC CM p-valor | Iter. | Componentes | Porcentaje
# de varianza de variacion

Entre 8 |510.88 63.86 | <0.0001 | 400 |4.91 23.63

Poblaciones

Dentro de 79 | 1253.26 | 15.86 | <0.0001 | 400 | 15.86 76.37

poblaciones

Total 87 | 1764.14 | 20.28 20.77 100.00

FV=Fuente de variacion, Gl=grados de libertad, SC=Suma de cuadrados, CM=cuadrados
medios

La extensa variacion genética existente en las poblaciones analizadas de la
planta de Chan se debe en gran medida a que dichas poblaciones son
completamente silvestres, por lo cual, al no haber sido mejoradas
genéticamente, aln conservan una extensa variabilidad. Otro de los factores
gue sin duda influye en la variabilidad genética son las mutaciones espontaneas
gue se producen dentro de las poblaciones (Gadidasu et al., 2011), asi como el
sistema alégamo de reproduccién que presenta esta especie (Saha et al.,

2017).

4.4 Descriptiva de marcadores
En el Cuadro 8 se presenta la descriptiva de los diez iniciadores ISSR utilizados
para la obtencion de los perfiles moleculares de las nueve poblaciones

analizadas de la planta Chan (Hyptis suaveolens L. Poit). Este andlisis se
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obtuvo con el programa InfoGen® a partir de la MBD. Los resultados obtenidos

muestran que ninguna de las 88 colectas analizadas se encuentra duplicada.

Cuadro 8. Analisis descriptivo de 10 iniciadores ISSR usados en el analisis de
9 poblaciones de Hyptis suaveolens L. Poit.

Iniciador BP BM BT PMF (95) PIC E.E. AMP PDICMA

ISSR2 12 O 12 1.00 0.26 0.03 36.84 3.7E-12
ISSR3 18 O 18 0.83 0.23 0.03 2235 15E-11
ISSR4 10 O 10 0.90 0.28 0.02 37.50 1.9E-13
ISSR7 18 O 18 0.89 0.23 0.03 20.64 7.5E-12
ISSR9 12 O 12 1.00 0.25 0.02 3741 1.0E-10
ISSR1I0 11 O 11 0.82 0.26 0.02 46.28 5.9E-11
UBC811 14 O 14 0.86 0.23 0.02 3125 8.7E-11
UBC823 13 O 13 0.77 0.24 0.02 3147 1.2E-10
HY6 10 O 10 0.70 0.26 0.02 3227 9.1E-14
HY8 12 0 12 0.83 0.27 0.03 37.12 2.7E-13
Total 130 O 130 32.03 1.3E-112

BP=Numero de bandas polimérficas; BM=Numero de bandas monomorficas; BT=Numero de
bandas totales; PMF=Proporcion de loci polimoérficos; PIC=Contenido de informacion
polimérfica; E.E.=Error estandar del PIC; AMP=Porcentaje de amplificacion;
PDICMA=Probabilidad de que dos individuos compartan el mismo alelo por azar.

Los 10 iniciadores evaluados presentaron 100 % de polimorfismo. Los
iniciadores que mas bandas amplificaron fueron el iniciador ISSR3 (18 bandas)
con 22.35 % de amplificacién a través de las 88 muestras, asi como el ISSR7
(18 bandas) con 20.64 % de amplificacion. Los mayores valores de informacion
polimorfica (PIC) fueron obtenidos con los iniciadores ISSR4, HYS8, ISSR2,
ISSR10 (Figura 6) y HY6, lo cual indica que estos iniciadores son los mas
informativos y pueden considerarse de gran utilidad en estudios posteriores de
caracterizacion en esta especie vegetal. Los resultados obtenidos en el
presente estudio concuerdan con los obtenidos por Gadidasu et al. (2011),
quienes encontraron que los marcadores HY8, ISSR10 y HY6 fueron los que
presentaron los mayores valores de PIC en poblaciones de hierba de Chan de

la India.

La menor probabilidad de que dos individuos compartan el mismo alelo por azar
(PDICMA) fue obtenida por los iniciadores ISSR9, UBC823, ISSR3 e ISSR10, lo
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cual indica que estos iniciadores presentan un alto grado de confiablidad para la
seleccién de individuos que pudieran ser empleados en el mejoramiento
genético de esta especie. Los resultados también muestran que el iniciador
UBCB823 fue el que presentd la menor capacidad discriminatoria, asi como el
menor contenido de informacién polimérfica. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo demuestran que, tal como habia sido reportado previamente
por Feitosa-Alcantara et al. en 2017 para Hyptis pectinata, los marcadores ISSR
son de gran utilidad cuando se desea obtener los perfiles moleculares de la

hierba de Chan (Hyptis suaveolens).
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Figura 8. Patron de bandeo obtenido mediante el iniciador ISSR10 en 88
colectas de hierba de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit.).

4.5 indice de diversidad de Shannon-Weaver

El andlisis de la diversidad genética de las nueve poblaciones de hierba de
Chan estudiadas mediante el indice de Shannon-Weaver se muestra en el
Cuadro 9.

En él se puede apreciar que las poblaciones de hierba de Chan procedentes del

municipio 2 (Santiago Niltepec) fueron las que mostraron la mayor variabilidad

genética (4.53). Por lo que en caso de desear mejorar esta especie vegetal
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pueden considerarse este municipio como lugar de colecta para elegir a los

individuos con las caracteristicas que se deseen mejorar.

Por otra parte, la menor variabilidad genética que presentan las poblaciones de
la planta de Chan procedentes del municipio 3 (Reforma de Pineda) puede
deberse en parte a las practicas agricolas, especificamente el combate de
malezas, ya que la planta de Chan en muchas partes del pais aun es
considerada como una maleza (Ortega-Acosta et al., 2020), por lo que es
comun gue se le elimine en las primeras etapas de desarrollo, interrumpiendo
asi el flujo de informacion genética y disminuyendo con ello la variabilidad

presente en las poblaciones.

Cuadro 9. indice de diversidad de Shannon-Weaver en nueve poblaciones de
Hyptis suaveolens L. Poit. colectadas en el Istmo de Tehuantepec, Oaxaca.

Municipio n I Li Ls lgoot EEgoot
1 3 4.45 441 4.45 250 0.03
2 3 4.53 4.47 4.53 250 0.08
3 3 4.24 4.19 4.24 250 0.04
Total 9 4.55 451 4.57 250 0.03

Li: limite inferior, Ls: limite superior, Isoot: 250 ciclos de remuestreo (bootstrap) con intervalo de
confianza de 0.95, EEgoot: error estandar del remuestreo.

4.6 Evaluacion de toxicidad de extractos

La determinacion de la concentracion letal media (CLso) de los diferentes
extractos que se obtuvieron de la planta de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit)
mediante el bioensayo de Artemia salina se muestra en el cuadro 10. En él
puede observarse que los extractos que presentaron la mayor toxicidad a las 24
horas fueron los extractos etandlico y de acetato de etilo con una ClLso de 25y
35 pg-ml?, respectivamente. De manera que, de acuerdo con los resultados
obtenidos en el presente estudio, el extracto etandlico de hojas de Hyptis
suaveolens seria el mas recomendable a utilizar como agente antimicrobial o
antitumoral de acuerdo a los criterios establecidos por el Instituto Nacional del

Cancer de Estados Unidos, el cual establece que para que un extracto sea
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considerado efectivo en el tratamiento de células cancerigenas debe tener una
CLso inferior a 30 pg-mli(Khalighi-Sigaroodi, et al., 2012; Mashjoor y
Yousefzadi, 2019; Sukito et al., 2020).

Cuadro 10. Evaluacion de la toxicidad (CLso) de extractos de Hyptis suaveolens
mediante el modelo de Artemia salina.

Extractos Porcentaje de muertes en 24 horas Limites al
95%*
Concentraciones evaluadas en pg/ml

10,000 1,000 100 10 1 0.1 0.01 CL50 LI LS
pg/ml

Etandlico 100 70 63 20 20 20 17 25 9 80
Hexanico 83 63 53 23 20 17 17 87 24 414
Clorurode 67 67 50 17 10 10 10 334 96 1750
metileno
Acetato de 93 78 63 27 17 10 10 35 14 97
etilo
Acu0so 100 40 20 17 17 10 10 415 120 2276

CLso=Concentracion letal 50; *Intervalos de confianza al 95 %. Ll=Limite inferior; LS=Limite
superior

Otros investigadores que realizaron ensayos para evaluar la actividad
insecticida de extractos de hojas de Chan contra el gorgojo castafio de la harina
(Tribolium castaneum) encontraron que el extracto de éter de petréleo de hojas
presentd una DLso de 2.647 mg cm? a las 48 horas y éste fue tres veces mas
efectivo que el extracto cloroférmico de raices (Hasan et al., 2018). Por su parte
Bezerra y colaboradores (2017) también reportaron la toxicidad del aceite
esencial de hierba de Chan en Drosophyla melanogaster con una CLso de 15.5

pg/ml.

Las pruebas para medir la toxicidad de distintos extractos y aceites esenciales
de plantas usando el modelo de Artemia salina se han llevado a cabo desde
hace mucho tiempo (Budaraga et al.,, 2016) y han contribuido de forma
importante en la determinacion de la toxicidad de un gran namero de especies
vegetales a nivel mundial (Fernandez-Calienes et al., 2009; Hamidi et al., 2014,
Aranda-Ventura et al., 2018). En este sentido, queda por investigar la estructura
de los metabolitos secundarios presentes en los extractos de mayor toxicidad

de Hyptis suaveolens, etandlico y de acetato de etilo, mediante su analisis por
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cromatografia en columna y en capa delgada preparativa principalmente para
establecer al menos un perfil de metabolitos empleando técnicas como la

espectroscopia de infrarrojo y la resonancia magnética nuclear.

Las diferentes propiedades benéficas que poseen las plantas medicinales las
convierte en importantes recursos para la investigacion. Meéxico tiene un
estimado de 30,000 especies de plantas, donde aproximadamente 3,000 a
5,000 son de uso medicinal. La mayoria de las plantas medicinales se
recolectan de la naturaleza y solo el 15% se cultiva (Palma-Tenango et al.,
2017). Muchos de los trabajos de mejoramiento genético realizados en México
han involucrado el uso de especies silvestres; sin embargo, éstos se han
enfocado en mayor medida en especies silvestres con parientes cultivados
(Flores-Hernandez et al., 2017). Los marcadores moleculares basados en ADN
ademas de contribuir al mejoramiento de las plantas cultivadas, también pueden
ayudar a mejorar las especies de plantas medicinales. Estos marcadores se
pueden usar para evaluar la diversidad genética, autenticar el material vegetal
utilizado para los medicamentos y para la reproduccion asistida por marcadores
(Kumar y Kumar, 2008). Por lo que el mejoramiento genético de la extensa
cantidad de plantas medicinales que existen en nuestro pais representa en la
actualidad un amplio campo de estudio, lo cual permitiria aumentar el
subconjunto vegetal util que se tiene actualmente entorno a las plantas

medicinales.
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V. CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares tipo ISSR fueron efectivos para el estudio de la
variabilidad genética presente en poblaciones naturales de la planta de Chan

(Hyptis suaveolens L. Poit.).

Las poblaciones de hierba de Chan de la zona del Istmo de Tehuantepec en el
estado de Oaxaca muestran una gran variabilidad genética que podria ser de
utilidad en futuros programas de mejoramiento de esta especie medicinal. No
obstante, para ello es necesario determinar las moléculas o substancias
responsables del efecto medicinal indicado, asi como los efectos de la

interaccidn genotipo x ambiente involucradas en su expresion.

Los iniciadores con mayor capacidad discriminante fueron ISSR4, HY8, ISSR2,
ISSR10 y HY®6, por lo que serian los mas recomendados a utilizar para estudios

moleculares posteriores en esta especie vegetal.

Todos los extractos de etanol y acetato de etilo obtenidos de hojas de la planta
de Chan (Hyptis suaveolens L. Poit.). mostraron un alto grado de toxicidad en
larvas de Artemia salina; esto es indicativo de que la naturaleza de los

metabolitos secundarios presentes en estos extractos es de polaridad alta.
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VIILANEXO

Anexo 1. Especies y variantes intraespecificas aceptadas del género Hyptis.

Fuente: http://www.theplantlist.org

1. Hyptis actinocephala Griseb.

2. Hyptis adamantium A.St.-Hil. ex Benth.

3. Hyptis adpressa A.St.-Hil. ex Benth.

4. Hyptis alata (Raf.) Shinners

4.1 Hyptis alata subsp. rugosula (Briq.) Harley

4.2 Hyptis alata subsp. rugulosa (Briq.) Harley

5. Hyptis albida Kunth

6. Hyptis alpestris A.St.-Hil. ex Benth.

7. Hyptis althaeifolia Pohl ex Benth.

8. Hyptis alutacea Pohl ex Benth.

9. Hyptis amaurocaulis Brig.

10. Hyptis americana (Poir.) Briqg.

11. Hyptis ammotropha Griseb.

12. Hyptis ampelophylla Epling

13. Hyptis angulosa Schott ex Benth.

14. Hyptis angustifolia Pohl ex Benth.

15. Hyptis anitae Epling & Jativa

16. Hyptis apertiflora Epling

17. Hyptis arborescens Epling

18. Hyptis arenaria Benth.

19. Hyptis argentea Epling & Mathias

20. Hyptis argutifolia Epling

21. Hyptis argyrophylla Harley

22. Hyptis armillata Epling

23. Hyptis asperifolia Standl.

24. Hyptis asteroides A.St.-Hil. ex Benth.

25. Hyptis atrorubens Poit.

26. Hyptis australis Epling
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27.

Hyptis bahiensis Harley

28.

Hyptis balansae Brig.

29.

Hyptis bicolor Epling

30.

Hyptis bombycina Epling

31.

Hyptis brachiata Brig.

32.

Hyptis brachypoda Epling

33.

Hyptis brevipes Poit.

34.

Hyptis caduca Epling

35.

Hyptis caespitosa A.St.-Hil. ex Benth.

36.

Hyptis calida Mart. ex Benth.

37.

Hyptis capitata Jacq.

38.

Hyptis caprariifolia Pohl ex Benth.

39.

Hyptis cardiophylla Pohl ex Benth.

40.

Hyptis carpinifolia Benth.

41.

Hyptis carvalhoi Harley

42.

Hyptis chacapoyensis Briq.

43.

Hyptis chyliantha Urb. & Ekman

44,

Hyptis coccinea Mart. ex Benth.

45.

Hyptis colligata Epling & Jativa

46.

Hyptis collina Brandegee

47.

Hyptis colombiana Epling

48.

Hyptis colubrimontis Epling & Jétiva

49.

Hyptis compacta Rusby

50.

Hyptis complicata A.St.-Hil. ex Benth.

51.

Hyptis conferta Pohl ex Benth.

52.

Hyptis coriacea Benth.

53.

Hyptis corymbosa Benth.

54,

Hyptis crassifolia Mart. ex Benth.

55.

Hyptis crassipes Epling

56.

Hyptis crenata Pohl ex Benth.

S7.

Hyptis cretata Epling

58.

Hyptis crinita Benth.
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59.

Hyptis cruciformis Epling

60.

Hyptis cubensis Urb.

61.

Hyptis cuneata Pohl ex Benth.

62.

Hyptis cuniloides Epling

63.

Hyptis cymulosa Benth.

64.

Hyptis decipiens M.E. Jones

65.

Hyptis delicatula Harley

66.

Hyptis deminuta (Epling) Epling

67.

Hyptis desertorum Pohl ex Benth.

68.

Hyptis dictyodea Pohl ex Benth.

69.

Hyptis diffusa Epling

70.

Hyptis digitata Harley

71.

Hyptis dilatata Benth.

72.

Hyptis ditassoides Mart.ex Benth.

73.

Hyptis divaricata Pohl ex Benth.

74.

Hyptis diversifolia Benth.

75.

Hyptis domingensis Urb.

76.

Hyptis dubia Pohl ex Benth.

77.

Hyptis dumetorum Morong

78.

Hyptis duplicatodentata Pohl ex Benth.

79.

Hyptis elegans Brig. ex Micheli

80.

Hyptis elongata Benth.

81.

Hyptis emoryi Torr.

81.1 Hyptis emoryi var. palmeri (S. Watson) .M. Johnst.

82.

Hyptis eriocauloides A. Rich.

83.

Hyptis eriocephala Benth.

84.

Hyptis eriophylla Pohl ex Benth.

85.

Hyptis erythrostachys Epling

86.

Hyptis escobilla Urb.

87.

Hyptis eximia Epling

88.

Hyptis fallax Harley

89.

Hyptis fasciculata Benth.
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89.1 Hyptis fasciculata subsp. fastigiata (Benth.) Harley

90.

Hyptis ferruginosa Pohl ex Benth.

91.

Hyptis floribunda Brig.

92.

Hyptis florida Benth.

93.

Hyptis foliosa A.St.-Hil. ex Benth.

94.

Hyptis frondosa S. Moore

95.

Hyptis fruticosa Salzm. ex Benth.

96.

Hyptis gardneri Briq.

97.

Hyptis glomerata Mart.ex Schrank

98.

Hyptis goyazensis A.St.-Hil. ex Benth.

99.

Hyptis guanchezii Harley

100.

Hyptis gymnocaulos Epling

101.

Hyptis hagei Harley

102.

Hyptis halimifolia Mart.ex Benth.

103.

Hyptis hamatidens Epling & Jativa

104.

Hyptis hassleri Briqg.

105.

Hyptis havanensis Britton ex Epling

106.

Hyptis heterodon Epling

107.

Hyptis heterophylla Benth.

108.

Hyptis hilarii Benth.

109.
110.

Hyptis hirsuta Kunth
Hyptis hispida Benth.

111.

Hyptis homalophylla Pohl ex Benth.

112.

Hyptis huberi Harley

113.

Hyptis humilis Benth.

114.

Hyptis hygrobia Brig.

115.

Hyptis imbricata Pohl ex Benth.

116.

Hyptis imbricatiformis Harley

117.

Hyptis imitans Epling

118.

Hyptis impar Epling

119.

Hyptis incana Brig.

120.

Hyptis indivisa Pilg.
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121.

Hyptis inodora Schrank

122.

Hyptis intermedia Epling

123.

Hyptis interrupta Pohl ex Benth.

124.

Hyptis involucrata Benth.

125.

Hyptis iodantha Epling

126.

Hyptis irwinii Harley

127.

Hyptis jacobi Fern.Alonso

128.

Hyptis kramerioides Harley & J.F.B.Pastore

129.

Hyptis kuntzeana Briq.

130.

Hyptis laciniata Benth.

131.

Hyptis lacunosa Pohl ex Benth.

132.

Hyptis lacustris A.St.-Hil. ex Benth.

133.

Hyptis lagenaria A.St.-Hil. ex Benth.

134.

Hyptis lanata Pohl ex Benth.

135.

Hyptis lanceolata Poir.

136.

Hyptis langlassei Fernald

137.

Hyptis laniflora Benth.

138.

Hyptis lantanifolia Poit.

139.

Hyptis lanuginosa Glaz. ex Epling

140.

Hyptis lappacea Benth.

141.

Hyptis lappulacea Mart. ex Benth.

142.

Hyptis laurifolia A.St.-Hil. ex Benth.

143.

Hyptis lavandulacea Pohl ex Benth.

144,

Hyptis leptoclada Benth.

145.

Hyptis leptostachys Epling

146.

Hyptis leucocephala Mart. ex Benth.

147.

Hyptis linarioides Pohl ex Benth.

148.

Hyptis lippioides Pohl ex Benth.

149.

Hyptis lobata A.St.-Hil. ex Benth.

150.

Hyptis loeseneriana Pilg.

151.

Hyptis longifolia Pohl ex Benth.

152.

Hyptis lorentziana O.Hoffm.
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153.

Hyptis lucida Pohl ex Benth.

154.

Hyptis lutescens Pohl ex Benth.

155.

Hyptis luticola Epling

156.

Hyptis lythroides Pohl ex Benth.

157.

Hyptis macrocephala M.Martens & Galeotti

158.

Hyptis macrostachys Benth.

159.

Hyptis macrotera Brig.

160.

Hyptis madrensis Fernald

161.

Hyptis malacophylla Benth.

162.

Hyptis marrubiifolia Epling & Mathias

163.

Hyptis marrubioides Epling

164.

Hyptis martiusii Benth.

165.

Hyptis maya Harley

166.

Hyptis melissoides Kunth

167.

Hyptis microphylla Pohl ex Benth.

168.

Hyptis microsphaera Epling

169.

Hyptis minutifolia Griseb.

170.

Hyptis mixta Epling

171.

Hyptis mollis Pohl ex Benth.

172.

Hyptis mollissima Benth.

173.

Hyptis monticola Mart. ex Benth.

174.

Hyptis muelleri Briq.

175.

Hyptis multibracteata Benth.

176.

Hyptis multifiora Pohl ex Benth.

177.

Hyptis multiseta Benth.

178.

Hyptis muricata Schott ex Benth.

179.

Hyptis mutabilis (Rich.) Briqg.

180.

Hyptis nepetifolia R. Br.

181.

Hyptis nigrescens Pohl ex Benth.

182.

Hyptis nitidula Benth.

183.

Hyptis nivea Epling

184.

Hyptis nubicola Harley
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185. Hyptis nudicaulis Benth.

186. Hyptis oblongifolia Benth.

187. Hyptis obtecta Benth.

188. Hyptis obtusata Benth.

189. Hyptis obtusiflora C.Presl ex Benth.

190. Hyptis odorata Benth.

191. Hyptis orbiculata Pohl ex Benth.

192. Hyptis origanoides Pohl ex Benth.

193. Hyptis ovalifolia Benth.

194. Hyptis ovata Pohl ex Benth.

195. Hyptis pachyarthra Briq.

196. Hyptis pachycephala Epling

197. Hyptis pachyphylla Epling

198. Hyptis paludosa A.St.-Hil. ex Benth.

199. Hyptis parkeri Benth.

200. Hyptis passerina Mart. ex Benth.

201. Hyptis paupercula Epling

202. Hyptis pectinata (L.) Poit.

203. Hyptis pedalipes Griseb.

205. Hyptis peduncularis Benth.

206. Hyptis penaeoides Taub. ex Ule

207. Hyptis perbullata Fern.Alonso

208. Hyptis personata Epling

209. Hyptis petiolaris Pohl ex Benth.

210. Hyptis petraea A.St.-Hil. ex Benth.

211. Hyptis pilosa Benth.

212. Hyptis pinetorum Epling

213. Hyptis pinheiroi Harley

214. Hyptis piranii Harley

215. Hyptis pittieri Brig.

216. Hyptis platanifolia Mart. ex Benth.

217. Hyptis plectranthoides Benth.




218.

Hyptis plumosa Benth.

219.

Hyptis poliodes Brig. ex Micheli

220.

Hyptis propinqua Epling

221.

Hyptis proteoides A.St.-Hil. ex Benth.

222.

Hyptis pseudoglauca Epling

223.

Hyptis pseudolantana Epling

224,

Hyptis pseudosinuata Epling

225.

Hyptis pulchella Brig.

226.

Hyptis pulegioides Pohl ex Benth.

227.

Hyptis purdiei Benth.

228.

Hyptis pycnocephala Benth.

229.

Hyptis pyriformis Epling & Jativa

230.

Hyptis racemulosa Mart. ex Benth.

231.

Hyptis ramosa Pohl ex Benth.

232.

Hyptis recurvata Poit.

233.

Hyptis remota Pohl ex Benth.

234.

Hyptis rhypidiophylla Briq.

235.

Hyptis rhytidea Benth.

236.

Hyptis riparia Harley

237.

Hyptis rivularis Britton

238.

Hyptis rondonii Epling

239.

Hyptis rotundifolia Benth.

240.

Hyptis rubicunda Pohl ex Benth.

241.

Hyptis rubiginosa Benth.

242.

Hyptis rugosa Benth.

243.

Hyptis salicina J.A. Schmidt

244,

Hyptis sancti-gabrielii Harley

245.

Hyptis saxatilis A.St.-Hil. ex Benth.

246.

Hyptis scandens Epling

247.

Hyptis scoparioides Urb.

248.

Hyptis selaginifolia Mart. ex Benth.

249.

Hyptis selloi Benth.

60



250.

Hyptis septentrionalis Epling

251.

Hyptis sericea Benth.

252.

Hyptis shaferi Britton

253.

Hyptis sidifolia (L'Hér.) Briq.

254,

Hyptis silvestris Epling

255.

Hyptis silvinae Harley

256.

Hyptis similis Epling

257.

Hyptis simulans Epling

258.

Hyptis sinuata Pohl ex Benth.

259.

Hyptis siphonantha Harley

260.

Hyptis spicata Poit.

261.

Hyptis spicigera Lam.

262.

Hyptis stachydifolia Epling

263.

Hyptis stricta Benth.

264.

Hyptis suaveolens (L.) Poit.

265.

Hyptis subrotunda Pohl ex Benth.

266.

Hyptis subtilis Epling

267.

Hyptis subviolacea Briq.

268.

Hyptis x sylvularum A.St.-Hil. ex Benth.

269.

Hyptis tacianae Harley

270.

Hyptis tafallae Benth.

271.

Hyptis tagetifolia Harley

272.

Hyptis tenuifolia Epling

273.

Hyptis tephrodes A.Gray

274.

Hyptis tetracephala Bordignon

275.

Hyptis tetragona Pohl ex Benth.

276.

Hyptis thyrsiflora Epling

277.

Hyptis tomentosa Poit.

278.

Hyptis tricephala A.St.-Hil. ex Benth.

279.

Hyptis trichopes (Epling) Harley

280.

Hyptis tripartita Briq.

281.

Hyptis tumidicalyx Epling & Jétiva
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282. Hyptis turnerifolia Mart. ex Benth.
283. Hyptis tweediei Benth.

284. Hyptis uliginosa A.St.-Hil. ex Benth.
285. Hyptis uncinata Benth.

286. Hyptis urticoides Kunth

287. Hyptis velutina Pohl ex Benth.

288. Hyptis verticillata Jacq.

289. Hyptis viatica Harley

290. Hyptis vilis K.Koch & C.D.Bouché
291. Hyptis villicaulis Epling

292. Hyptis villosa Pohl ex Benth.

293. Hyptis viminea Epling

294. Hyptis violacea Pohl ex Benth.

295. Hyptis virgata Benth.

296. Hyptis xanthiocephala Mart. ex Benth.
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