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RESUMEN

Tecoma stans es una planta utilizada en México y América Central para el tratamiento tradicional de la
diabetes con un éxito variable dependiendo del origen, el entorno y otras fuentes de variacion
subyacentes. Para determinar la variacion morfoldgica y genética asociada con una mejor inhibicion de
la a —glucosidasa, se probaron extractos etanolicos de siete poblaciones, tres silvestres y cuatro cultivos.
La variacion morfoldgica y genética se encuentran correlacionadas y ambas difieren significativamente
entre poblaciones. La poblacion de EI Arenal obtuvo el maximo de actividad inhibitoria y presenté un
genotipo particular compartido con dos cultivos que tuvieron una actividad similar, aunque no existen
rasgos morfologicos asociados con el potencial antidiabético. Nuestros resultados sugieren un
componente genético de la actividad terapéutica asociada con una fuente particular, pero una plasticidad
morfoldgica independiente que podria no ser un indicador de la mejor respuesta terapéutica.
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ABSTRAC

Tecoma stans it is a plant used in Mexico and Central America to the traditional treatment of diabetes,
with variable success depending to the origin, environment and other subjacent variation sources. To
determine the morphological and genetic variation associated to a better a-glucosidase inhibition,
ethanolic extracts from seven population origins, three wild and four cultivars were tested. Morphological
and genetic variability are related and significantly different between populations. The population at El
Arenal has the maximum inhibition activity and show a particular genotype shared with two cultivars
that have a similar activity, but without morphological traits associated with antidiabetic potential. Our
results suggest a genetic component of the therapeutic activity associated with a particular wild source,
but an independent morphological plasticity that could be non indicative of a better therapeutic response.

Keywords: diabetes, medicinal plants, o -glucosidase, genetic diversity, morphometry.
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INTRODUCCION

La diabetes es considerada una epidemia global
que afecta a mas de 346 millones de personas.
En México existen aproximadamente 10.3
millones de diabéticos, siendo uno de los diez
paises con mayor cantidad de enfermos con
edades entre los 20 y 65 afios, actualmente, esta
enfermedad es una de las principales causas de
mortalidad y gasto publico (Scully, 2012). Los
tratamientos disponibles incluyen la
administracion de insulina y de otros agentes
antidiabéticos ~ como la  sulfonilureas,
biduanidinas e inhibidores de a-glucosidasa;
cuyos beneficios se conjugan con algunas
respuestas adversas como acidosis lactica, dolor
abdominal, nausea y diarrea (Garber et al., 1997;
Nasri y Rafieian-Kopaei, 2014). Por lo anterior,
existe un interés creciente por encontrar
tratamientos alternativos econémicos, efectivos
y con menor cantidad de respuestas adversas;
enfocandose en el uso de distintas plantas
medicinales (Giovannini et al., 2016; Singab et
al., 2014; Patel et al., 2012).

En México mas de 326 plantas son
utilizadas para el control de la diabetes
(Andrade-Cetto y Heinrich, 2005), siendo
Tecoma stans (L.) Juss. ex H. B. K.
(Bignoniaceae) la segunda con mayor aplicacion
para este fin (Hernandez-Galicia et al., 2002).
Tiene  efectos  hipolipidicos  actividad
antioxidante, citotoxica e inmunoestimulante;
sus raices tienen actividad vermifuga y diurética,
las estructuras florales han mostrado inhibicion
del crecimiento de tumores y actividad
antiinflamatoria (Roig, 1988; Suarez, 1996;
Marzouk et al., 2006; Govindappa, et al., 2011;
Shanmukha et al., 2012; Kameshwaran et al.,
2012; 2013). Sus propiedades antidiabéticas se

han probado in vivo en conejos (Roman-Ramos
et al., 1991) y en ratas mediante pruebas
intestinales de inhibicién de la a-glucosidasa
(Andrade-Cetto y Heinrich 2005; Aguilar-
Satamaria et al., 2009; Abdel-Hamid et al.,
2016), mostrando un decremento significativo
en los niveles de glucosa sanguineos (Dhaked et
al., 2011; Elosh et al., 2013). Los principios
activos responsables de su actividad son los
alcaloides tecomina y tecostamina (Aguilar-
Santamaria et al., 2009, Abdel-Hamid et al.,
2016).

Tecoma stans es un arbusto pionero
tolerante a la sequia y al disturbio, nativo del
continente americano, se distribuye
ampliamente desde el sureste de Estados Unidos
hasta Argentina. En México se encuentra en un
rango altitudinal desde el nivel del mar hasta los
2,700 metros en practicamente cualquier tipo de
vegetacion tropical. Esta planta se cultiva con
fines de comercializacion en Morelos,
Guanajuato, Hidalgo y el Valle de México
(Standley, 1926; Pelton, 1964; Rzedowski y
Calderdn, 1993; CONABIO, 2017). La amplia
distribucion de esta especie somete a sus
poblaciones a  condiciones ambientales
contrastantes que resulta en una amplia
variacion fenotipica y genotipica, con la
consecuente variacion en el metabolismo y en el
contenido de componentes secundarios (Vogel
et al., 2010; Szakiel et al., 2011; C'avar
Zeljkovic' y Maksimovic', 2015; Gnanasekaran
et al., 2017). Por lo anterior, el tratamiento
basado en los extractos de esta planta se enfrenta
a la imposibilidad de una estandarizacion
adecuada puesto que las fuentes de variacion
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subyacentes al ambiente y al genotipo implican
resultados variables en el tratamiento.

El evaluar la actividad biologica de los
extractos y la caracterizacion de la variabilidad
asociada permitira identificar fuentes de
germoplasma con mayor potencial para el
tratamiento de la diabetes (Ramanatha-Rao y
Hodgkin, 2002, Radusien¢, 2007).

Por tanto, el objetivo de este trabajo fue
determinar las fuentes de variacién morfol6gica
y genética en el estado de Hidalgo asociadas a la
mejor actividad inhibitoria de la a-glucosidasa,
a fin de establecer genotipos y fenotipos con
mayor potencial antidiabético.
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MATERIALES Y METODOS

Analisis morfoldgico

Se colectaron de manera aleatoria muestras
foliares de diez individuos procedentes de tres
poblaciones silvestres (Atempa, El Arenal y
Yahualica) asi como cuatro cultivares (tres de
Ixmiquilpan y uno de Tepeapulco) ubicados en
el estado de Hidalgo, México (Tabla 1).

Se evaluaron nueve atributos foliares (Figura 1a)
de un total de 700 hojas (10 por individuo).

La comparacion entre poblaciones fue realizada
mediante un analisis de funciones discriminantes
(AFD) utilizando el programa JMP v.7 (SAS,
2007).

Tabla 1. Caracteristicas generales de los sitios de muestreo. N: tamafio de muestra, Pma: precipitacion

media anual, Tm: temperatura media anual.

Localidad  Municipio N Lor(El)tud Latitud (N) (F:nn;?) Tm(°C) '?rlltslr?rjﬁ
MuLﬁa:aca Ixmiquilpan 10 99°13°36” 20°37°50” 638 8.5 2,240
Atempa Calnali 10 98°28°43.4” 20°53°27.6” 6000 9.0 400

El Arenal  Yahualica 10 98°24°349  20°55°9.4” 2000 0.0 400
Huerto I Ixmiquilpan 10 63.8 8.5 1,700
Huerto ii  Ixmiquilpan 10 63.8 8.5 1,700

Huerto iii  Ixmiquilpan 10 63.8 8.5 1,700

Huerto iv  Tepeapulco 10 40.3 3.9 2,200
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Analisis genético

Se extrajo ADN genomico de todos los
individuos muestreados utilizando el método
propuesto por Sénchez-Herndndez y Gaytan-
Oyarzin (2006). Para la amplificacion se
utilizaron tres microsatélies: Jacc2, Jacc22
(Jones y Hubbell, 2003) e IM7 (Hong-Lian et al.,
2009). La reaccion de PCR fue realizada en un
volumen de 25 ul (10-50 ng de ADN gendémico,
2.5 mM de dNTP's, 2.5 mM de MgCl 2, 20 mM
de Tris-HCI-pH 8.3, 100 mM de KCI, 1.2 U de
Taq polimerasa y 10 pl de agua bidestilada). Las
condiciones de amplificacion para los
marcadores  Jacc2 y Jacc22  fueron:
desnaturalizacion inicial a 94°C 3 min; 30 ciclos
a 94°C por 45 seg, 60 seg a 62°C, 60 seg a 72°C,;
finalmente una extension a 72°C por 10 min.
Para el marcador IM7 las condiciones fueron:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 min; 35
ciclos a 94°C por 30 seg, 53°C por 30 seg, 72°C
por 45 seg; y una extension final a 72°C por 8
min. Los productos de PCR fueron separados
por electroforesis en geles de poliacrilamida al
8%.

Se registraron las frecuencias genotipicas
para cada marcador y se calcul6: nimero de
alelos observados (Na), numero efectivo de
alelos por locus (Ne), heterocigosidad promedio
de Nei (H), promedio de heterocigotos
observados (Ho) y esperados (He), diversidad
genética (Dg ), riqueza alélica (Ra), indice de
endogamia (Fis), indice de diferenciacion (Fst) y
el indice informativo de Shannon (I). Estos
calculos se realizaron con el programa FSTAT
v. 2.9.3.2 (Goudet, 2001). La estructura genética
fue determinada mediante un andlisis de
asignacion Bayesiana usando el programa
STRUCTURE v. 2.3.4 (Falush et al., 2003).
Considerando de 2 a 7 grupos genéticos,
mediante un modelo de 100,000 iteraciones y 10
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pruebas para establecer la varianza dentro de
cada grupo.

Analisis de la inhibicién de la a-gluosidasa

Los extractos etanolicos fueron obtenidos a
partir del tejido foliar colectado, se maceraron
10 gr del material seco y pulverizado en 100 ml
de etanol durante 20 dias y filtrados con papel
Watman No. 1 eliminando el exceso de solvente
con un rotovapor. La actividad inhibitoria de los
extractos fue evaluada con el método propuesto
por Elya et al. (2011) usando una concentracion
de 40-200 pg/ml para el ensayo de dosis
respuesta. La reaccion enzimaética fue medida
por espectrofotometria a 405 nm. Se empled
acarbosa (inhibidor conocido de la glucosidasa)
como control positivo preparado bajo el mismo
método, cada experimento fue repetido por
triplicado.

La comparacion entre sitios se realizd mediante
una ANOVA factorial (previa normalizacion de
los datos mediante la transformacion del arco-
seno), considerando la procedencia y la
concentracion del extracto como variables
independientes; el porcentaje de inhibicion de la
a-glucosidasa se tomdé como variable de
respuesta. Se calculd la concentracion media de
inhibicion para cada extracto (IC 50, ug/mL), en
funcion del tiempo. Finalmente, se realizaron
pruebas de Mantel entre la variacion
morfoldgica, genética y en el porcentaje de
inhibicion para establecer la mayor fuente de
variacién subyacente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Variacion morfolégica

El modelo de asignacion obtenido por el AFD
mostré diferencias significativas entre las
poblaciones, explicadas por dos factores
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discriminantes (FD). El atributo correlacionado
con la variacion del primer eje fue el ancho del
primer tercio apical (r = 2.2) explicando hasta el
52.12 % del modelo. ElI segundo eje se
correlaciona negativamente con el didmetro del
peciolo (r = -3.6) y el ancho del primer tercio
apical (r = -1.2), contribuyendo con un 36.12%
de la varianza (Figura 1b), ambos factores
determinan el 94.37% de la variacion entre
sitios. Los cultivos presentan hojas méas anchas
al primer tercio apical y un mayor didmetro del
peciolo.
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Figura 1. Variacion morfologica de siete
poblaciones de Tecoma stans, provenientes del
estado de Hidalgo. A) Atributos foliares
evaluados; LP: longitud del peciolo; DP3fol:
distancia del peciolo al tercer foliolo, Lfol:
longitud del foliolo, Anchmax: ancho maximo
de la 1dmina foliar, DVM: diametro de la vena
media, NV: nimero de venas por foliolo, Nas:
numero de mucrones (aserraciones), Anchl1/3A:
ancho del primer tercio apical, Anch1/3B: ancho
del primer tercio basal. B) Anélisis de funciones
discriminantes con los atributos foliares; FD1:
funcién discriminante 1 (58.25%), FD2: funcion
discriminante 2 (36.12%).

Analisis genético

Los tres microsatelites evaluados fueron 100%
polimorficos obteniéndose 29 alelos totales en
un rango de 7 a 13 por marcador; cinco de los
cuales fueron exclusivos para dos poblaciones
(El Arenal y Huerto iii). La mayor diversidad
genética (Dg) se encontrd en la poblacion
silvestre de EIl Arenal (0.89), sequida de Atempa
(0.82) y el Huerto iii (0.81).

En general las poblaciones silvestres son mas
diversas que los cultivos por lo que divergen
significativamente (Fst = 0.118), lo que
concuerda con la alta endogamia en los huertos
(Fis = 0.24) (Tabla 2).

El anélisis de asignacion mostrd tres genotipos
(K=3, p<0.001) con mayor representatividad
en El Arenal y un genotipo (azul) compartido
preferentemente con los huertos. La poblacion
con mayor divergencia fue Atempa (Figura 2).
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Tabla 2. Caracterizacion genética e inhibitoria de las poblaciones de Tecoma stans, evaluadas en el
estado de Hidalgo. Na: nimero de alelos observados, Ne: nimero efectivo de alelos, H: heterocigosidad
promedio de Nei, Ho: promedio de heterocigotos observados, He: promedio de heterocigosis esperados,
Dg: diversidad genética, Ra: riqueza alélica, Fis: indice de endogamia, I: indice informativo, % in + DS:
porcentaje de inhibicion £ desviacion estandar, Clso: concentracion inhibitoria media.

A

Poblacibon Na Ne H Ho He Dg Ra Fis I %in+tDS  Clso

La Mufieca 6.33 4.83 0.71 0.60 0.75 0.76 5.02 0.21 157 66.2+19.6 45.7
Atempa 6.33 480 0.78 087 0.75 082 5.04 0.05 166 545+204 105.6
El Arenal 7.67 6.12 083 083 0.88 089 6.04 001 194 78.1+57 27.5
Huerto i 3. 227 067 067 074 075 433 020 127 51.7+25.2 121

Huerto ii 467 312 067 073 074 074 467 0.01 143 66.5+16.7 56.3
Huertoiii 4.67 359 070 053 0.78 081 467 034 137 71.6+53 32
Hueto iv 3.00 280 058 033 0.64 068 3.00 051 1.06 76x7.7 30.7
Acarbosa 62.8£11.4  331.8
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Figura 2. Andlisis asignacion bayesiana donde se muestran tres genotipos (K = 3) distribuidos de manera

diferencial entre las siete poblaciones de Tecoma stans, en el estado de Hidalgo.
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Analisis de inhibicién de a-glucosidasa

El ANOVA factorial mostré que la actividad
inhibitoria difiere significativamente entre las
poblaciones de Tecoma stans (F,e40) = 3227.92,
p < 0.001) en una relacion positiva respecto al
tiempo y la concentracion de los extractos (F-
intsea0) = 4265.7, p<0.001). La méxima
actividad inhibitoria (78.1 £ 5.7%) se alcanza
con una concentracion de 200 pg/mL por
extracto a los 30 minutos, lo que resulta
significativamente superior que el control de

Alvarez-Delgadillo et al., 2018

acarbosa (62.8 + 11.4% de inhibicion) en una
concentracion de 400 pg/mL. Por ello, la ICso de
los extractos es menor que la del control (ICso
media = 51.95 pg/mL respecto a 331.8 pg/mL),
siendo la localidad de EI Arenal la que presento
el mayor porcentaje de inhibicion seguido de los
cultivos iii y iv (Tabla 2, Figura 3). Finalmente,
la prueba de Mantel mostré una correlacion
positiva y significativa entre los atributos
morfoldgicos y genéticos (r = 0.324, p = 0.0008),
pero no con respecto al porcentaje de inhibicion.
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Flgura 3. Porcentaje de inhibicién de a-glucosidasa de los extractos etandlicos procedentes de siete

poblaciones de Tecoma stans, del estado de Hidalgo.

DISCUSION

Los resultados mostraron que a mayor
divergencia genética corresponde una mayor
diferenciacion morfologica. Sin embargo, ambas
fuentes de wvariacion subyacentes resultan
independientes de la actividad antidiabética de
Tecoma stans.

En particular, la variacion morfoldgica
podria asociarse con el ambiente, las hojas mas
anchas al primer tercio apical fueron

encontradas en El Arenal y Atempa, ambas
poblaciones situadas en regiones hiumedas. Este
patron es comun en plantas donde el alto nivel
de estrés hidrico asi como la mayor incidencia
solar resultan en un decremento del area
fotosintética y una disminucion en el diametro
de las estructuras de soporte (Akinci y Losel,
2012; De Micco y Aronne, 2012; Huttunen et al.,
2013). Los cultivos en general tienen atributos
morfoldgicos constantes y asociados a un riego
artificial (mayor diametro del peciolo y ancho
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del primer tercio apical), lo que confirma una
plasticidad foliar subyacente al ambiente.

Las poblaciones mencionadas, ambas
silvestres; también fueron las que presentaron la
mayor diversidad genética, tal como se ha
reportado para la familia Bignoniaceae
(Collevati et al., 2014). Sin embargo, la alta
divergencia encontrada no corresponde a lo
esperado, ya que esta planta es polinizada por
abejas del géenero Xylocopa y colibries, ambos
considerados polinizadores efectivos (Steentoft,
1988; Silva et al., 2007), ademas de que las
semillas de esta especie son aladas, lo que
contribuye a una alta tasa de intercambio a
grandes distancias por accion del viento (Ferrer
et al., 2004). Una causa probable de esta
diferenciacion puede ser la depuracién de alelos
menos aptos en ambientes secos (Rainey et al.,
1987, Nevo y Beiles, 1989; Mopper et al., 1991),
lo que puede observase en la disminucion en H,
Ho y He; ademas de una menor cantidad de
genotipos (k = 2) en La Mufieca, poblacion
silvestre con la menor precipitacion. La menor
diversidad genética en los cultivos con respecto
a las poblaciones silvestres es resultado de un
proceso fundador causado por un decremento en
el tamafio efectivo poblacional (Moreira et al.,
2009). La relacion genotipica mostrada por el
andlisis de asignacion, sugiere que los cultivos i,
iii e iv fueron fundados a partir de germoplasma
de El Arenal.

Los extractos de T. stans obtenidos de las
poblaciones silvestres resultan ser mas efectivos
que la acarbosa, y solo los huertos iii y iv tienen
una actividad inhibitoria significativamente
mayor, por lo que se infiere que la base genética
resulta ser importante para establecer un
germoplasma con potencial antidiabético. No
obstante, los siete extractos requieren dosis
inferiores que el control para alcanzar un
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porcentaje de inhibicion media eficiente en un
periodo de 30 minutos, confirmandose el
potencial antidiabético de esta planta, que es el
resultado del efecto sinérgico de los
constituyentes quimicos no fraccionados, méas
alla de un principio activo aislado (Elya et al.,
2012).

La correlacion morfoldgica-genética
encontrada sugiere que estos niveles de
variacion responden de manera similar ante las
presiones ambientales, aunque la plasticidad
fenotipica  parece  tener  patrones de
heredabilidad independientes de la actividad
inhibitoria, mas asociados con factores
geogréficos y ecoldgicos (Zhang et al., 2015).
Por el contrario, la presencia de uno de los
genotipos sugeridos por el anlisis de asignacion
bayesiana (azul) podria ser un indicador preciso
de la eficiencia de los extractos para el
tratamiento al ser exclusivo de las regiones con
mayor capacidad; por lo que la inhibicion de la
a-glucosidasa tendria un fuerte componente
heredable presente en El Arenal y en los Huertos
obtenidos de esta region.

CONCLUSION

La variacion ambiental promueve una mayor
plasticidad fenotipica y posibles respuestas
adaptativas ante la sequia, por lo que ambos
factores subyacentes (genético-morfoldgico)
responden de manera similar. Los genotipos
identificados presentan variacién en la actividad
inhibitoria de la o-glucosidasa, lo que nos
permite identificar fuentes de uso potencial para
una mejor aplicacion terapéutica, que se
conserva en condiciones de manejo (cultivos) al
tener un fuerte componente heredable. Por lo
anterior, Tecoma stans es una especie
susceptible de manejo ex situ potenciando su
importancia agronémica.
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