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RESUMEN: Se ha demostrado que la especie medicinal Salvia elegans Vahl, induce
efecto ansiolitico, antidepresivo, inmunomodulador, antihipertensivo, entre otros y se
propone como una planta con potencial farmacoldgico que pudiera llegar a la clinica.
La propagacion clonal, es una herramienta biotecnolégica que promueve la produccion
de biomasa genéticamente idéntica al progenitor en corto tiempo, lo que lleva a la
obtencion del material vegetal en condiciones controladas, para su posterior analisis
bioldgico. En este trabajo se cultivaron esquejes de S. elegans en sustratos solidos
activos, inertes y en solucion nutritiva, bajo dos condiciones de luminosidad: C1=13.91
y C2= 4.94 (umol.cm?.seg’!). Se evalué el crecimiento y desarrollo foliar (densidad
estomatica, area y color); con las plantas obtenidas de ambas condiciones, se obtuvieron
extractos hidroalcoholicos de partes aéreas y raices. Se analizaron quimicamente con
cromatografia de capa fina y se evalu¢ la actividad antiinflamatoria mediante el ensayo
de edema local-inducido con TPA (12-O-Tetradecanoilforbol 13-acetato). El mayor
crecimiento de esquejes y densidad estomatal de las hojas se observo en C1. El color
de las hojas, parametro sensible a la luminosidad, mostré diferencias entre C1 y C2. Por
otro lado, en todos los extractos de C1 y C2 se detectd acido oleanoico y ursolico
mientras que solo aquellos de C2 revelaron presencia de flavonoides. El mayor efecto
antiinflamatorio se observo en los extractos de las partes aéreas y de raices de C1. Las
variables establecidas en C1 para cultivar esquejes de S. elegans, promueven el
crecimiento, asi como los parametros morfométricos asociados al desarrollo foliar
(densidad estomatica, area foliar y color) y aumentan el efecto antiinflamatorio.
Palabras clave: Salvia elegans Vahl, inflamacion, propagacion vegetativa, intensidad
luminosa.

ABSTRACT: Salvia elegans Vahl has shown to induce anxiolytic, antidepressant,
immunomodulatory, and antihypertensive effects, with potential pharmacological
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properties that could be applied in clinic assays. Clonal propagation is a biotechnological tool
that promotes biomass production genetically identical to the progenitor in a short time, which
leads to obtaining plant material under controlled conditions for further biological analysis. In
this study, S. elegans cuttings were grown in solid substrates, which were chemically active or
inert as well as in a nutritive solution, under two light conditions: C1= 13.91 and C2= 4.94
(umol.cm?.seg!). Growth and leaf development (stomatal density, area and color) were
evaluated; hydroalcoholic extracts of aerial parts and roots were prepared with the plants obtained
from both conditions. They were chemically analyzed with thin layer chromatography and the
anti-inflammatory activity was assessed by local edema-induced with TPA (12-O-
Tetradecanoylphorbol 13-acetate). The highest cutting growth and leaf stomatal density were
observed in C1. Leaf color, a light-sensitive parameter, showed differences between C1 and C2.
In addition, Oleanoic and Ursolic acids were detected in all the extracts from C1 and C2, while
only those from C2 exhibited the presence of flavonoids. The greatest anti-inflammatory effect
was found in C1 aerial and root extracts. Established parameters in C1 to cultivate cuttings of S.
elegans, promote growth, enhance morphometric parameters associated with leaf development
(stomatal density, leaf area and color) and increase the anti-inflammatory effect.

Key words: Salvia elegans Vahl, inflammation, vegetative propagation, light intensity.

INTRODUCCION

La familia Lamiaceae esta ampliamente distribuida, sus especies poseen valor biotecnologico y
potencial farmacologico. Dentro de los géneros incluidos en esta familia se encuentra Sa/lvia, con
900 especies en la Reptiblica Mexicana (Martinez-Gordillo ef al., 2017), las cuales presentan gran
diversidad en sus formas de crecimiento, producen abundantes y diversos metabolitos
secundarios ademas de mostrar una morfologia floral llamativa por su belleza, se consideran
ornamentales (Ramirez-Zea et al., 2016). Algunas especies se desarrollan en zonas cuyas
temperaturas diarias exceden los 33°C en verano, promoviendo estrés por calor, suelos poco
apropiados para el cultivo, lo cual inhibe el crecimiento y altera el desarrollo de las plantas. En
la actualidad no se conoce algiin método util para fenotipificar la susceptibilidad de estas plantas
a las altas temperaturas y elevadas intensidades luminicas, que permitan medir la tolerancia
sostenible al calor y que sirva como base para evaluar el rendimiento y la adaptacion de las plantas
de Salvia en determinadas zonas de cultivo (Lin et al., 2021).

Aunque hay datos relacionados con el comportamiento del desarrollo de plantas del género Salvia
bajo algunas condiciones, como el estrés hidrico (Bayat & Moghadam, 2019), salino y oxidante
inducido con ozono (Lin et al., 2020); hay poca informacion sobre la morfologia, fisiologia y
bioquimica de plantas de Salvia cultivadas bajo estrés por altas temperaturas y modificaciones en
la intensidad luminica (Lin ef al., 2021).

Salvia elegans Vahl, es nativa de México y Centroamérica. Es una herbacea semilefiosa, perenne,
de 1 a 1.5m de altura. Es una especie que crece en climas templados entre los 2280 y 3100 msnm
asociada a los bosques de pino, encino y mixto. Se desarrolla en suelos bien drenados y hiimedos
todo el afio; preferentemente cubiertos por rocas igneas con pH &cido (5-7), con diferentes
texturas (arenosos o arcillosos), pedregosos y laderas de cerros. En la Republica Mexicana se
puede encontrar en los estados de Sonora, Chihuahua, Durango, Michoacan, Hidalgo, Estado de
México, Morelos, México D.F., Veracruz y Oaxaca (Argueta et al., 1994).

Es utilizada en la medicina tradicional mexicana en forma de cataplasma para tratar trastornos
asociados a la inflamacién como, por ejemplo, edemas, heridas y golpes (Argueta et al., 1994).
Es endémica de nuestro pais, donde esta ampliamente distribuida (Martinez-Gordillo et al., 2017),
lo cual promueve que la composicion y concentracion de sus metabolitos secundarios varien
segiin su habitat (Ricciardi & Ricciardi, 2000). Con base en los reportes etnomédicos y
farmacolégicos mencionados mas adelante, esta especie resulta de interés medicinal, por esta
razon es indispensable que la composicion de sus compuestos activos sea homogénea y para ello
se requieren condiciones controladas de cultivo.

Al ser S. elegans una especie ampliamente distribuida, es muy probable que la composicion y
cantidad de principios activos (metabolitos secundarios) varie de acuerdo con su habitat
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(Ricciardi & Ricciardi, 2000). De aqui que su propagacion bajo condiciones controladas, resulte
ser una buena alternativa para asegurar la concentracion constante y homogénea de sus principios
activos.

Una opcion es la propagacion vegetativa o clonal, que consiste en generar nuevos individuos a
partir de tejidos vegetales diferenciados (Gautam et al., 2021). Es utilizada cuando la probabilidad
de germinacion de las semillas es muy baja la cual, en el caso de las plantas medicinales y
aromaticas, a veces es inferior al 50%. Lo anterior fue comprobado en esquejes de la especie S.
officinalis L. que promovieron el enraizamiento por esqueje, aunque este proceso se Vio
favorecido significativamente por la aplicacién de productos de enraizamiento Cytokin® y
Radix® (Nicola et al., 2005). De hecho, se ha reportado que esta técnica de propagacion favorece
el enraizado de esquejes de S. wuliginosa silvestre, comparada con esquejes de esta especie
sometidos a 10, 20, 30, 40 6 50 Gy de rayos gamma procedentes de una fuente de ®°Co (Maynard
& Ruter, 2024).

Se ha reportado que las especies del género Salvia, entre ellas S. elegans, S. officinalis o S.
miltiorrhiza, tienen la capacidad de producir monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos,
cumarinas, sacaridos y flavonoides en las partes aéreas, y en la raiz acidos fenolicos y diterpenos
(Karpinski, 2020); (Martinez-Hernandez et al., 2021); (Martinez-Hernandez et al., 2024).
Farmacologicamente, se ha demostrado desde el 2006 que el extracto hidroalcohdlico de hojas
de S. elegans a diferentes dosis en ratas a 3.12, 12.5, 25 y 50 mg/kg (Mora et al., 2006) y en
ratones ICR a 125, 250, 500, 1000 y 2000 mg/kg (Herrera-Ruiz et al., 2006), ejerce efecto
antidepresivo, ansiolitico y sedante. Posteriormente en el 2010, se mostrd que el extracto
hidroalcohodlico de partes aéreas (flores, hojas y tallos) y dos fracciones obtenidas de este
(butandlica, asi como la fraccion nombrada SeF8-22) contienen flavonoides y fenilpropanoides,
ademas de poseer efecto antihipertensivo al actuar como inhibidor de la enzima convertidora de
la angiotensina (ECA) (Jiménez-Ferrer et al., 2010). Para el 2020 se identific6 que la mezcla de
dos terpenos rosignol y agarospirol administrados a las dosis de 0.01, 0.1, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg
via oral a ratones ICR, fueron capaces de provocar efecto antidepresivo, cuando los animales
fueron expuestos a la prueba de Natacion forzada (NF) (Martinez-Hernandez et al., 2021). En un
estudio quimico-biodirigido se aislaron de esta especie, 17 compuestos que fueron evaluados en
el ensayo in vitro de inhibicion de la ECA, siendo los mas activos el acido rosmarinico, los
flavonoides isosakuranetina-5-O-rutindsido y neoeriocitrina (Gutiérrez-Roman et al., 2021). En
el 2018 se registro que la decoccion de partes aéreas (hojas, flores y tallo) de S. elegans, posee
efecto antioxidante por actuar como “scavenger” de radicales libres como el DPPHe, NO+ y O»*7;
ademas de mostrar la capacidad de reducir Fe3+ y evidenciaron un efecto inhibidor de las enzimas
a-glucosidasa y xantina oxidasa (Pereira ef al., 2018).

Recientemente, se publicé que el extracto hidroalcohdlico de partes aéreas (100 mg/kg), la
fraccion de acetato de etilo SeFAc (50 mg/kg) y una sub-fraccion nombrada SeF3 (10 mg/kg),
pueden actuar sobre una parte de la fisiopatologia asociada al sindrome metabdlico en ratones
que ingirieron una dieta hipercalérica. Por ejemplo, redujeron los niveles séricos de glucosa,
triglicéridos y colesterol, el indice de adiposidad y la resistencia a la insulina. Ademads, actud
como inmunomodulador en diferentes 6rganos al disminuir citocinas inflamatorias, ademas de
ejercer un efecto antidepresivo y disminuir los niveles de corticosterona en sangre. Asimismo, se
reportd la presencia del acido rosmarinico, acido cafeico a través de gases masas, glicerol y
algunos esteroles como el Stigmastano-3,5-dieno y acetato de campesterol (Martinez-Hernandez
etal.,2024).

Debido a que en los ultimos afios S. elegans ha sido reportada con efectos farmacoldgicos
relevantes, la convierten en una especie con posibilidades de continuar con su estudio y de ser
posible, llegar a la clinica, y generar la necesidad de realizar estudios sobre la obtencion de
material vegetal bajo condiciones controladas. En este sentido, el objetivo de este trabajo fue, por
un lado, evaluar el crecimiento y el desarrollo foliar (densidad estomatica, area y color) de
esquejes de S. elegans, introducidos en sustratos sélidos quimicamente activos, inertes y en
solucion nutritiva, cultivados bajo dos intensidades de luz diferentes y, ademas, evaluar el efecto
antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas y raices de las plantas
cosechadas.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se colectaron las plantas silvestres de S. elegans en la localidad de Ozumba, Estado de México
(19°2'21" N, 98°47'37" W) y posteriormente fueron adaptadas en el Laboratorio de Biotecnologia
del Centro de Desarrollo de Productos Bioticos del Instituto Politécnico Nacional (CEPROBI-
IPN). A partir del material cultivado bajo diferentes condiciones de cultivo (partes aéreas y
raices), se prepararon extractos hidroalcoholicos en el Laboratorio de Quimica del Centro de
Investigacion Biomédica del Sur del Instituto Mexicano del Seguro Social (CIBIS-IMSS). Un
ejemplar fue enviado al Herbario del IMSS (IMSSM), para ser identificado como IMSSM-14588,
por la M.Sc. Abigail Aguilar Contreras.

Cultivo de S. elegans en diferentes sustratos bajo dos condiciones de luz

Con el objetivo de evaluar si el sustrato y la intensidad luminica ejercen algiin efecto sobre el
crecimiento y/o el desarrollo foliar de S. elegans, se planted el siguiente disefio experimental:
Inicialmente, se obtuvieron esquejes a partir de yemas apicales de una planta madre sana, se
recortaron en segmentos de 10 cm de longitud y se eliminaron las hojas de la parte inferior de
cada esqueje. Posteriormente, se lavaron con agua destilada y se sumergieron en una solucion de
Agrimicyn® (1 mg/ml) durante 1 min. Se establecio un lote experimental con 17 estacas, para
promover el enraizado se removieron las hojas situadas cerca del corte inferior, cada estaca se
impregno con Radix® a una concentracion de 1500 ppm y fueron introducidas en un orificio de
3 cm de profundidad (Maynard & Ruter, 2024).

Posteriormente, se eligieron al azar esquejes enraizados, para introducirlos en macetas para vivero
de plastico (4 in), empleando sustratos s6lidos quimicamente activos ¢ inertes de la siguiente
manera: a) Mezcla de vermiculita/agrolita/peat moss; en proporcion 1:1:1 (agrolita; n=10); b)
Cultivos hidroponicos sélidos quimicamente inertes, con arena (n=10) y con tierra (n=10) y otros
en solucion de Hoagland & Arnon (Hoagland & Arnon, 1950) al 100% de nutrientes (Hidroponia;
n=10). Los sistemas de cultivo previamente mencionados (solidos y solucion nutritiva), se
establecieron por triplicado y evaluaron bajo dos diferentes condiciones de cultivo entre los meses
de septiembre y octubre del afio 2006. Para tal efecto, el sistema de cultivo se reprodujo. La
condicion uno (C1), de alta intensidad luminica registrada como cantidad de fotones por unidad
de 4rea y unidad de tiempo (15.08 pmol.cm?.seg™!), situada dentro de los invernaderos del Centro
de Desarrollo de Productos Bidticos, en el municipio de Yautepec, Morelos (18°49'29.4"N
99°05'46.0"W), en un ambiente que registré promedios de humedad relativa (HR) de 26.0%,
temperatura (T) minima de 22.3°C y maxima de 33.8°C. La condicion 2 (C2), de baja intensidad
luminica (7.22 pmol.cm?.seg!), HR de 32.9%, T media minima y maxima de 30.8 °C y 39.4 °C
respectivamente, situada en el exterior, a un costado de los invernaderos y cubierta por una malla
de sombra al 50 %. Durante ocho semanas, se mantuvo la humedad de los sustratos solidos activos
e inactivos, administrando 200 ml de agua cada dos dias y se registrd el crecimiento de la parte
aérea de los especimenes (cm), cada dos semanas (Diagrama 1).

185



POLIBETANICA

Num. 59: 181-198 Enero 2025 ISSN electronico: 2395-9525

con diferentes sustratos y bajo dos condiciones de
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4

(  Propagacién clonal |

4

Esquejes de yemas apicales
lavadas con Agrimicyn® (1.0mg/mL)

Cultive de S. elegans J

enraizados con Radix® (1500 ppm)

Condicién 1 Condicién 2
(15.05 pmol.cm?.s) (7.22 pmol.cm?.s)
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(n=40)

ermiculita/agrolita/peat moss en proporcion 1:1:1), n=10
2. Cultivo hidropénico sélido, quimicamente inerte
(Arena con n=10 y Tierra con n=10).
3. Solucién nutritiva de Hoagland & Arnon, al 100% de
nutrientes (Hidroponia; n=10)

.

[Registro del crecimiento en cm, cada 2 ]

[. Sustratos quimicamente activos e inertes (mezcla de
Vi

semanas, durante 2 meses

para la evaluacion de los parametros morfométricos: DENSIDAD
ESTOMATICA, COLOR Y AREA FOLIAR.

Diagrama 1. Disefio experimental empleado para evaluar el crecimiento de esquejes y del desarrollo foliar de S.
elegans.
Diagram 1. Design of the experimental setup employed to evaluate S. elegans cuttings growth and leaf development.

Evaluacion del desarrollo foliar, a través de parametros morfométricos

Para los parametros morfométricos se cortaron, al azar, para cada experimento cuarenta hojas de
las plantas de S. elegans cultivadas en cada condicion luminica y al azar se eligieron veinte de
cada una (n=20). Los experimentos se efectuaron por triplicado. Para analizar los parametros
morfométricos relativos al area foliar y el color, se tomaron imagenes de las hojas empleando una
camara digital (Sony, MVC-CD500) y se almacenaron en formato jpg (color RGB, 24 bits; 640
x 480 pixeles).

a) Densidad estomatica

La densidad estomatica se midid utilizando 20 hojas, en la region adaxial y la abaxial se aplicd
esmalte de ufias transparente de marca comercial Renova® en la parte media, se dejo secar por 5
min y posteriormente, con ayuda de una pinza de diseccion, se retir6 la pelicula de esmalte
(Barrera & Mesa, 1992).

La pelicula se establecié como una preparacion fija, que fue observada en un microscopio dptico
(Nikon, Eclipse i80) a 20X, con una camara adaptada (Dage Mita, DC300) con la cual se
obtuvieron imagenes de la region adaxial y abaxial de las hojas procesadas de ambas condiciones
de cultivo. Las imagenes colectadas fueron procesadas usando el software MetaMorph (V.7.0).
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Para calcular densidad estomatica, se siguié la metodologia reportada por Barrera y Mesa (1992)
en la cual establecen un area de muestra de 0,5 x 0, 4 mm, al considerar que 0,4 mm corresponde
al ancho de la banda estomatica, region donde se cuantifican las estomas y se sitlia en la zona
central del envés de la hoja. Se realizaron tres mediciones por area de muestra para cada
preparacion y se registré el promedio (niimero de estomas/pm?).

b) Area foliar

Las imagenes en formato jpg, se procesaron utilizando el programa Corel Photo Paint (V1L1.5).
Para transformarlas a escala de grises de 8 bits, se realizé un contraste y se imprimieron en una
impresora digital a 600 dpi. El area foliar (cm?) se obtuvo colocando en un medidor de 4rea foliar
(marca LICOR modelo 3100) las impresiones de las hojas (Husin et al., 2012).

¢) Color

Se empled el software Image J (V.1.52) para la evaluar el color de las hojas en las imagenes
digitales (RGB, 24 bits) capturadas previamente. Los valores digitales, fueron transformados a
un sistema de notacion descrito en la carta de colores Munsell para tejidos vegetales (Pérez et al.,
2008) y la interpretacion se realizd6 tomando en cuenta lo que sugiera el sistema CIE de
colorimetria, segtin Schanda (Shanda J., 2007).

Los valores RGB se transformaron a unidades de luminosidad (L*), tono rojo-azul (a*) y tono
verde-amarillo (b*) utilizando el software EasyRGB-PC (V.1.53). La diferencia de color (AE)
entre ambas condiciones de intensidad luminosa se determind segun Schanda (Shanda J., 2007),
con la ecuacion:

AE=V((ALM )A\2+(Aa™* Y\ 2+(AbM )12

Donde:

AE: diferencia de color entre las muestras foliares colectadas de C1 y C2.

AL¥*: Diferencia de luminosidad entre las muestras foliares colectadas de C1 y C2.

Aa*: Diferencia de tonalidad rojo-azul entre las muestras foliares colectadas de C1 y C2.
Ab*: Diferencia de tonalidad verde-amarillo entre las muestras foliares colectadas de C1 y C2.

Utilizando el programa Prism@, V1.10 (Quintanilla-Carvajal ef al., 2015) se transformaron los
datos RGB y L*a*b* a datos Munsell digitalizados, se reportaron como RGB y CIELab y se
compararon con el croma (C, saturacion), matiz (H) y valor (V, luminosidad u oscuridad) del
sistema de notacion Munsell (HV/C) segin (Mathias-Rettig & Ah-Hen, 2014).

Extracto hidroalcohdlico

Se obtuvieron extractos hidroalcoholicos de las partes aéreas (tallos, hojas y flores) y de raices
de S. elegans (C1 y C2); para ello, las muestras se secaron a temperatura ambiente en condiciones
de oscuridad durante 2 semanas, posteriormente el material vegetal seco, se molid y macer6 en
una solucion de etanol y agua (60:40) durante 24 h. Después, cada extracto se filtrd con papel
Whatman #1; el material sélido filtrado, se macero, filtré y concentrd en dos ocasiones mas, las
cuales se reunieron y se calcularon los porcentajes de rendimiento. Finalmente, se liofilizaron
(Heto Drywinner Brand, Modelo DW3, USA) y mantuvieron en refrigeracion (4°C) hasta su
posterior uso.

Cada extracto hidroalcohdlico fue etiquetado como:

SeClr: Raices de plantas cultivadas en C1.

SeCla: Partes aéreas de plantas cultivadas en C1.

SeC2r: Raices de plantas cultivadas en C2.

SeC2a: Partes aéreas de plantas cultivadas en C2.

SeHa: Partes aéreas de plantas en solucion hidroponica en C2.
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Los esquejes cultivados en solucion hidropdnica en la condicion 1, fueron descartados debido a
que la produccion de biomasa en dicho cultivo fue escasa para la obtencion de extractos. Lo
mismo ocurrid con las raices de los esquejes cultivados en solucion nutritiva de ambas
condiciones.

Animales de experimentaciéon

Ratones macho ICR (x =30 g), del bioterio de Centro Medico Nacional Siglo-XXI. Se alojaron
en condiciones estandar (temperatura de 22+2°C, 70+ 5% de humedad, ciclos de luz/oscuridad
de 12 h, con alimento y agua ad libitum). Los experimentos se llevaron a cabo siguiendo los
lineamientos establecidos en las Normas Internacionales y Oficiales Mexicanas para el Cuidado
y Sanidad Animal (NOM-062-Z00-1999). El protocolo fue registrado ante el Comité local de
Etica e investigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social (CLIES) con el niimero de registro
R-2019-1702-041.

Ensayo de Edema local inducido por un éster de forbol (actividad antiinflamatoria)

Cada extracto fue administrado (disuelto en acetona), en la oreja izquierda (OI) y en la oreja
derecha (OD) se administrd el vehiculo (control con acetona) en un volumen total de 10 pL en la
parte interna y en externa del pabellon auricular. Los ratones se dividieron en control negativo
[(VEH; 2.5 pg/oreja de 12-O-Tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA)], control positivo, con
dexametasona (DEX, 1.0 mg/oreja), los tratamientos de S. elegans (SeClr, SeCla, SeC2r, SeC2a,
SeHa) a 1.0 mg/oreja (Paya et al., 1993). Quince minutos posteriores a la aplicacion de cada
tratamiento, se colocd el TPA en la Ol y 4 h después, los animales fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital sodico (NOM-062-ZO0-1999). Se tomaron secciones circulares de
6 mm de didmetro tanto de las orejas tratadas (t; OI) como de las no tratadas (nt; OD), las cuales
se pesaron para determinar la inflamacién y el porcentaje de inhibicion empleando la siguiente
formula:

Inhibicion del edema (%) = [Ap control - Ap tratamiento] x 100

Donde: Ap = pt — pnt
Apt= peso de la seccion de la oreja tratada.
pnt=es el peso de la seccion de la oreja no tratada.

Cromatografia en capa fina (CCF)

Se utilizaron placas de gel de silice 60-F254, con 2 pL de cada extracto y se marcé la posicion
inicial del desplazamiento del solvente en la placa. La fase mdvil utilizada fue cloroformo:
metanol (9:1). Una vez transcurrida la cromatografia, las placas fueron observadas con una
lampara de luz UV a 254 nm de longitud de onda y con luz visible. Ademas, las placas fueron
reveladas aplicando una disolucion de sulfato cérico amoniacal disuelto en acido sulfurico
concentrado, para obtener una solucion final del revelador con valor de concentracion de 2N,
posteriormente se calentaron en una parrilla a 100 °C por 3 min, para visualizar la presencia de
terpenos en color marrén (Carratu et al., 2010).

Otro sistema utilizado fue una solucion metandlica de difenilboriloxietilamina (c) al 1% en una
solucion etandlica de polietilenglicol-4000 al 5%, para mostrar la presencia de flavonoides que
pueden revelar en color amarillo hasta naranja (Carratu et al., 2010). Se capturaron imagenes de
cada placa (antes y después de revelar) y se identificaron los diferentes compuestos con base en
la migracion de los estindares de referencia para terpenos: Acido Oleandico (AO), Acido
Ursolico (AU) y para flavonoides quercetina (Q). Finalmente, se midi6 el factor de retencion
(Rf), de los estandares y de los extractos analizados en la CCF. Los Rf se determinaron aplicando
la ecuacion:

Rf= distancia que recorre la muestra desde el punto de aplicacién/distancia que recorre el
solvente hasta el frente del eluyente.
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Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos durante las dos fases experimentales (crecimiento,
densidad estomatica, area foliar, color y pruebas bioldgicas) y para la prueba de inflamacion, se
realizé con ANOVA de una via con una post-prueba de Bonferroni, con un valor de significancia
de p<0.05, en el programa estadistico SPSS V.17. La medida de distribucion normal de cada
ensayo se hizo con Shapiro-wilk, con un valor de p > que 0.05, para considerarlo como
distribucion normal.

RESULTADOS

Cultivo de S. elegans

En la Figura 1A, se muestran los resultados del crecimiento de esquejes de S. elegans cultivados
en la condiciéon C1 (barras grises), se puede observar que las plantas colocadas en solucion
nutritiva (Hidroponia), crecieron 66.3+4.15 cm, valor estadisticamente mayor al obtenido en los
sustratos solidos de Agrolita (vermiculita/agrolita/peat moss; 32.02+2.79 cm), de Arena
(27.8244.2 cm) y de Tierra (41.93£4.55 cm) (p <0.05). Con un crecimiento de las plantas de
mayor a menor de la siguiente manera: hidroponia>tierra>agrolita>arena, no hubo diferencia
entre arena y agrolita (p >0.05, Figura 1A).

En la condicion C2, se observd un crecimiento de 44.68+3.42 cm en el tratamiento con
hidroponia, significativamente mayor al del grupo con arena (29.01£2.89) o con tierra
(33.89+0.30) (p <0,05, Figura 1B). El cultivo en agrolita con un crecimiento de 36£5.5 cm, no
induce cambios estadisticamente significativos cuando se compara con los grupos con
hidroponia, o con tierra o con arena (p >0.05, Figura 1B).
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Figura 1. Crecimiento de los esquejes de S. elegans (cm) en diferentes tipos de sustratos y condiciones de luz C1 (A)
0 C2 (B). n=10; ANOV A = desviacion estandar; post prueba de Bonferroni, p <0,05. Los simbolos a, b, ¢ y d, indican
diferencias con el tratamiento con arena, con tierra, con hidroponia y con agrolita, respectivamente (n=10; x + DE).
Figure 1. S. elegans vertical growth in different substrate types and light conditions C1 (A) or C2 (B). n=10; ANOVA
+ standard deviation; post hoc Bonferroni, p < 0,05. Symbols a, b, ¢ and d indicate differences with the treatment with
sand, with soil, with hydroponics, and with agrolite, respectively (n=10; x£SD).

Parametros morfométricos y de color durante crecimiento y desarrollo foliar
a) Densidad estomatica y area foliar

La densidad de estomas en las regiones adaxiales de las hojas provenientes de C1 (8.95+1.95),
fue significativamente mayor que lo observado de las de C2, con un promedio de 5.51+1.42
estomas por um? (*°p <0.05, Figura 2A); este pardmetro fue mas alto para la zona abaxial en
comparacion con la adaxial en ambas condiciones, siendo significativamente mayor en C2
(41.034+4.60) que en C1, que promedi6 26.56+3.77 estomas por pm? (Figura 2B). La evaluacion
del parametro morfométrico correspondiente al area foliar, mostré diferencias estadisticas
significativas entre ambas condiciones de cultivo, siendo mayor el de las hojas cultivadas en C2
(25.15+2.08 cm?), que el de aquellas de C1 (1842.08 cm?) (*°p <0.05, Figura 2C).
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Figura 2. Densidad estomatica (A) de plantas de S. elegans que crecen en diferentes condiciones de luz, C1 (1) y C2
(m). (B) microfotografias de los estomas en las regiones adaxiales y abaxiales; el area foliar C se representa como el
tamafio del follaje en cm?. ANOVA post prueba Bonferroni; p< 0,05 (n=20; X + DE).

Figure 2. Stomatic density (A) of S. elegans plants grown in different light conditions, C1 (7)) y C2 (m). (B)
microscopic photographs of stomata on adaxial and abaxial regions; leaf area C is represented as foliar size in cm?.
ANOVA post hoc. Bonferroni; p< 0,05 (n=20; x + DE).

b) Color
En la Tabla 1, se muestran los datos obtenidos del analisis por colorimetria realizado en hojas de
S. elegans cultivadas bajo las condiciones C1 y C2.
Como sugiere el sistema CIE de colorimetria expuesto por Schanda (2007), para los valores de
color normalizados con un iluminante D65 (luz diurna) y una posicioén del observador de 10°, se
encontrd que el color de las hojas entre ambas condiciones es ligeramente diferente, como se
indica con un AE=2.65.

Tabla 1. Resultados de colorimetria de hojas de S. elegans cultivadas en dos condiciones de luz (n= 40).
Table 1. Colorimetric results of S. elegans leaves grown in two light conditions (n= 40)

Condicion de cultivo R G B L* a® b*
Cl1 47.87 78.13 27.48 29.79 21.4€ 26.39
C2 56.18 82.60 31.21 32.07 -20.2¢ 27.01

AE (C1, C2)=2.65
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La diferencia antes mencionada también se observa en el diagrama de cromaticidad tomado
del CIE (Figura 3), el cual sita los valores medios de ambas condiciones (Shanda J., 2007).
De acuerdo con lo anterior, el tono dominante en el sistema RGB fue G, ya que las hojas eran
verdes. Sin embargo, a pesar de que el analisis mostraba que ambas condiciones coincidieron
en G, se observd que el dato correspondiente al color de hojas cultivadas en C2 mostrd una
mayor contribuciéon en R y B en comparacion con aquellas provenientes de C1 (Tabla 1)
(Mathias-Rettig & Ah-Hen, 2014). La variabilidad instrumental de RGB y CIEL*a*b* fueron
traducidas al sistema Munsell digitalizado (Jiménez-Aparicio & Gutiérrez, 2000); (Mathias-
Rettig & Ah-Hen, 2014) y se observo que ambas muestras eran verde-amarillentas (5GY) y
las diferencias se relacionaban con las contribuciones de V (luminosidad u oscuridad) y C
(saturacion). Por lo tanto, el color de las hojas cultivadas en C1 era menos claro, mientras que
aquel de C2 tiene una mayor contribucion del croma amarillo (Figura 3).
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Figura. 3. CIE, diagrama de cromaticidad que muestra la diferencia de color de las hojas de plantas de S. elegans,
cultivadas en las condiciones C1 y C2.
Figure 3. CIE, chromaticity diagram displaying S. elegans leaves color difference grown under conditions C1 and C2.

En este sentido, el color de las hojas de Cl presentaron mayor intensidad en el verde en
comparacion con las de C2, que fueron verde-amarillentas; este aspecto se destaca con el valor
de L* (luminosidad), donde los valores que tienden a 100 corresponden al blanco y los cercanos
a 0, al negro. El valor de C1 fue menor que C2 en términos de L* y su apariencia es mas oscura.
En la Figura 3, se muestran las diferencias, posicionando el color para ambas condiciones.

Edema local inducido por TPA

El TPA provocéd un edema significativo en la oreja (control negativo VEH, Tabla 2), que fue
significativamente disminuido en un 85.2% por la DEX (control positivo, *p <0.05). Todos los
tratamientos experimentales fueron activos, y presentaron diferencias estadisticas significativas
en comparacion con el VEH (*p <0.05), con excepcion de SeC2r (p >0.05). El tratamiento SeCla
indujo el mayor porcentaje de inhibicion del edema (81.82%), por lo que fue seleccionado para
una curva dosis-respuesta (0.25, 0.5, 2.0, 4.0 mg/oreja). En la Tabla 2, se observa que las dosis
bajas no inducen cambios significativos respecto al grupo de control negativo VEH (p >0.05),
pero las dosis altas disminuyen el edema por encima del 80%, valores significativamente menores
al grupo VEH (*p <0.05). Los valores farmacodindmicos fueron Emax= 68.49 % y DEsy=2.42
mg/oreja.
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Tabla 2. Efecto de la administracion local del extracto hidroalcohdlico de plantas de S. elegans cultivadas a
diferentes condiciones, sobre la inflamacion inducida con TPA en oreja de raton.
Table 2. Local administration effect of S. elegans hydroalcoholic extract from plants grown at different conditions

on TPA-induced inflammation in mouse ear.

Tratamiento | Dosis (mg/oreja) | Edema de oreja (mg) | Inhibicion del edema (%)
VEH 8.8 £1.15 ---
DEX | 0.5 1.3 +0.18* 85.23
SeHA 2.46 £0.75* 72.05
SeClr 2.28 £0.41* 74.09
SeCla 1.6 £0.47* 81.82
SeC2r 6.36 £0.86* 27.73
SeC2a 1.0 3.16 £0.32* 64.09
Curva dosis-respuesta
0.25 8.8 £1.15 7.77
0.5 6.44 +£1.07 18.18
SeCla 1.0 1.6 £0.47* 81.82
2.0 0.93 £ 0.54* 89.39
4.0 0.4 £0.38* 95.45

Grupo vehiculo (VEH); dexametasona (DEX), Raiz C1 (SeClr), Aérea C1 (SeCla), Raiz C2
(SeC2r), Aérea C2 (SeC2a), extracto de cultivo hidroponico partes aéreas (SeHa). ANOVA post
hoc Bonferroni, *p < 0.05 (n=6; x + DE).

Vehicle group (VEH); dexamethasone (DEX), C1 Root (SeClr), C1 Aerial (SeCla), C2 Root
(SeC2r), C2 Aerial (SeC2a), hydroponic culture aerial parts extract (SeHa). ANOVA post hoc
Bonferroni, *p < 0.05 (n=6; X+ DE).

Perfil quimico cualitativo

El andlisis quimico preliminar realizado con CCF, permitié6 analizar los extractos tipo
hidroalcoholico provenientes de partes aéreas (SeCla, SeC2a y SeHa) y raices (SeClr y SeC2r)
de S. elegans cultivados en C1 y C2, asi como del extracto hidroalcoholico de especimenes que
crecieron de forma silvestre (SeS). Para ello, las muestras fueron comparadas contra estandares
de terpenos, en este caso el acido oleandico (AO) y el acido ursélico (AU) asi como del flavonoide
Quercetina (Q).

La deteccion de compuestos fue realizada al comparar los valores de Rf obtenidos de las bandas
observadas de cada muestra, con aquellos registrados para cada estandar (Tabla 3).

De acuerdo con la metodologia empleada en el presente trabajo, el material vegetal cosechado de
S. elegans C1 y C2, el rendimiento de algunos extractos fue menor al 20 % y sélo SeCla, SeHa
y el de la planta silvestre SeS, rebasan dicho valor (Tabla 3). De acuerdo con lo anterior, se
decidi¢ utilizarlos principalmente para las pruebas farmacoldgicas. Al término de la evaluacion
farmacoldgica, los residuos de cada extracto se emplearon para la identificacion preliminar de
compuestos presentes en ellos a través de CCF y evaluar las diferencias y semejanzas quimicas
entre estos.

Los tratamientos de S. elegans, al ser comparados con los estandares de los terpenos AU y AO y
del flavonoide Q, empleando un sistema de elucion de CHCI3: acetonitrilo: MeOH (1:2:1) y
revelando con difenilborato de aminoetanol no se detectd alguna mancha amarillo-anaranjado
que revelaria la presencia de flavonoides. Sin embargo, al revelar con Sulfato cérico, se logréd
detectar la banda que correspondia para Q en la muestra SeC2a. Por otro lado, la comparacion de
los extractos con actividad antiinflamatoria con los estandares AU y AO, en un sistema de elucién
CHCI3: Acetona (9:1) que fue revelado con sulfato cérico, se pudo confirmar que AU esta
presente en SeCla y SeS; mientras que en el extracto SeC2a al parecer solo tiene AO al ser
analizado por esta técnica cualitativa (Tabla 3).
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Tabla 3. Analisis del rendimiento de extraccion y del perfil quimico cualitativo realizado a través de cromatografia
en capa fina de los extractos hidroalcohodlicos de partes aéreas y de raices de plantas de S. elegans cultivadas en dos
condiciones de luz y de plantas silvestres.

Table 3. Extraction yield and qualitative chemical profile analysis performed by thin layer chromatography of
hydroalcoholic extracts from aerial parts and roots of S. elegans plants grown under two light conditions and from

wild plants.
Extracto Estandares (Rf) Reng)}(:‘;;“to
AO AU Q
(0.34) (0.32) (0.72)
SeCla + + _ 2055
SeC2a + - T 678
SeHa - - - 44.89
SeClr - - - 11.41
SeC2r - R - 512
SeS * + - 39.87
DISCUSION

A la fecha no se han reportado datos de un estudio sobre métodos de cultivo para obtener material
vegetal estandarizado de S. elegans. En este trabajo se propone que esta especie medicinal puede
lograr ser cultivada de una forma controlada en condiciones de hidroponia, ya que como se sabe
es una excelente técnica de propagacion, que proporciona un alto rendimiento de biomasa y de
metabolitos secundarios con actividades farmacoldégicas (Dayani & Sabzalian, 2017), permite
controlar el volumen de agua de riego y la eliminacién de contaminantes, disminuyendo el
impacto negativo al medio ambiente (Maggini et al, 2022). El cultivo bajo condiciones
controladas, por ejemplo, de luz y temperatura, es una alternativa para producir plantas
medicinales, asegurando la obtencion constante y homogénea de sus principios activos debido a
que la fotosintesis y la acumulacion de masa es constante (Aggarwal y Mathur, 2020).
Observamos que, para esta planta mexicana, las condiciones de luz en cultivo hidropoénico fueron
determinantes para el mejor crecimiento y desarrollo. Se mostrd que la superficie adaxial de las
hojas de S. elegans cultivadas bajo altas intensidades de luz, desarrolld6 mayor densidad
estomatica, resultados similares se han reportado en tomate (Gay & Hurd, 1975), tabaco (Thomas
et al., 2004) y Arabidopsis (Wang et al., 2007). Se ha observado que el movimiento, tamafo,
distribucion y densidad de las estomas son factores que determinan el intercambio de agua y CO»,
por tanto, la fotosintesis y la transpiracion son indispensables para el crecimiento y desarrollo de
las plantas. La intensidad de la luz ambiental es uno de los factores que afectan la densidad
estomatica (Lake et al., 2002). Asi que, al controlar la intensidad de esta variable en el cultivo
hidropénico de mirto rojo, como se indica en la literatura también se incide sobre la presencia de
los estomas.

El area foliar se vio afectada por la intensidad de luz a la que fue sometida, con valores bajos se
desarrollaron hojas mas grandes. En la literatura se menciona que cuando las plantas crecen en
intensidades de luz bajas, muestran tasas mas altas de fotosintesis, lo que se relaciona con la
conductancia del CO;dentro de la hoja, afectando el area foliar (Francisco-Nava et al., 2011).
Aunque los resultados obtenidos en Munsell pueden ser subjetivos, en el caso de los tejidos
vegetales es Util, ya que se pueden intuir posibles deficiencias nutricionales como K, Fe, Cu o
algunas enfermedades como la clorosis (Mendoza et al., 2006). El desarrollo de las plantas puede
atribuirse a los niveles de luminosidad (C1 y C2), debido a que la variable fue modificada.

Se sabe que la luz afecta la concentracion y presencia de pigmentos accesorios (Shanda J., 2007),
por ello se esperaba que ambas condiciones presentaran diferencias en los valores del tri-estimulo
(L*, a*, b*). El valor de a* indica la contribucion del rojo (valores positivos) y del verde (valores
negativos) al color total; C1 fue superior a C2. Mientras que b*, indica el componente amarillo
(positivo) y azul (negativo); en ambos casos el componente se observd amarillo, el valor para C1
fue menor que en C2. Los resultados obtenidos coinciden con la literatura, debido a que la
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composicion quimica de la planta se altera en funcion de la luminosidad aplicada al cultivo
(Jiménez-Aparicio & Gutiérrez, 2000).

Para sobrevivir a las condiciones ambientales adversas, las plantas han desarrollado mecanismos
utiles para defenderse y utilizar de manera 6ptima los recursos circundantes para su crecimiento
y desarrollo (Camacho-Escobar, 2020). Segtn los resultados de la CCF, en el extracto SeCla
estan presentes los triterpenos AU y AO. Estos compuestos se distribuyen ampliamente por todo
el reino Plantae como parte del metabolismo secundario y se ha reportado que tienen actividades
farmacoldgicas como la anticancerigena y antiinflamatoria (Gudoityte et al., 2021).

Se ha demostrado que al menos 88 especies de la familia Lamiaceae son capaces de sintetizar AU
y AO (Kalaycioglu et al., 2018). Algunos ejemplos son S. officinalis (Rodrigues et al., 2021), S.
microphylla (Aydogmus et al., 2006), S. hydrangea (Abdollahi-Ghehi et al.,2019)y S. glutinosa
(Bajalan et al., 2016), cuyas propiedades farmacologicas han sido demostradas en diferentes
modelos biologicos. EI AO y su isdmero AU, son potentes antiinflamatorios y eficaces en
diferentes ensayos antiinflamatorios (Gonzalez-Chavez et al., 2017). Se ha publicado que el AU
ocasionalmente es capaz de inducir la liberacion de mediadores proinflamatorios en células y
tejidos normales, de modo que se le puede asignar un doble papel biologico (Ikeda et al., 2008).
El AO es un compuesto principal de las plantas medicinales e igualmente induce una variedad de
actividades bioldgicas, por ejemplo, como antioxidante, anticancerigeno (Gudoityte et al., 2021)
e inhibe la sintesis de leucotrienos (mediadores inflamatorios) reduciendo la accién inflamatoria
local de sustancias como TPA (Gonzalez-Chavez et al., 2017); (Paje et al., 2022). Es probable
entonces, que la accion antiinflamatoria del extracto SeCla en la prueba de edema por TPA, se
debiera a la presencia de esos acidos terpénicos, sin descartar la participacion de otros
compuestos, como los flavonoides.

Los extractos SeC2a, SeHa y SeClr redujeron significativamente el edema local en la oreja de
raton. SeC2a también contiene AO, aunque no reveld para AU, por lo que en este caso el efecto
antiinflamatorio se puede atribuir, en parte, al contenido del primero. En SeHa y SeClr, no fue
posible detectar AU ni AO, se infiere que otros son los compuestos activos.

A la fecha, no existen datos de cultivos tecnoldgicos de la especie S. elegans, que muestren que
la intensidad de luz en condiciones de hidroponia modifique el desarrollo de la planta. Aunque,
existe un estudio con otra especie, S. yangii (B. T. Drew), en el que se evalu6 la influencia de 3
diferentes intensidades luminicas (70, 130 y 220 pmol.cm?.s™'), en cultivos in vitro y sobre el
perfil metabolico de las plantas estudiadas. Encontrando que las condiciones de luz aplicadas al
cultivo en su disefio experimental modifican la longitud y la masa de los brotes axilares, ademas
de una variacion en el perfil de metabolitos secundarios asociados a la intensidad luminosa
aplicada (Koztowska et al., 2022).

CONCLUSIONES

Las condiciones luminicas sobre las cuales se estableci6 el cultivo de S. elegans, permitieron
determinar el impacto de este factor sobre las plantas, ya que se observo que incide de manera
importante sobre su crecimiento y sobre los parametros morfométricos asociados al desarrollo
foliar, influyendo en la produccion de metabolitos secundarios, lo cual le confiere la calidad como
antiinflamatoria a dicha especie medicinal.

Recomendaciones. Se propone continuar con el establecimiento de técnicas que permitan la
obtencion del material vegetal en condiciones controladas, que conduzcan a mejorar la calidad
de S. elegans, tanto en la abundancia, crecimiento del material vegetal y aumentar también la
produccion homogénea de metabolitos secundarios que puedan ser utiles farmacologicamente.
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