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Resumen

Efecto del estrés abi6tico en especies mexicanas de Salvia

El género Salvia es el mas abundante de la familia Lamiaceae y cuenta con un alto endemismo
en México. Las especies mexicanas de Salvia han sido foco de atencion debido a la diversidad
quimica de sus metabolitos secundarios como flavonas y diterpenos, ademas de que al afo se
comercializan cerca de 5 millones y medio de toneladas de semillas de Salvia en nuestro pais.
Sin embargo, poco se sabe sobre su fisiologia y anatomia, asi como de su tolerancia a ciertos
tipos de estrés, siendo este ultimo de vital importancia dada la crisis climatica actual. El objetivo
del presente trabajo fue estudiar especies de Salvia desde diferentes aspectos: germinacion
bajo condiciones de estrés abidtico, fitoquimica (especie y poblaciones) y tolerancia al estrés
abidtico en plantas. Para el estudio de germinacion se utilizaron nuculas de S. pennellii, S.
chamedryoides y S. reflexa y se evalud la funcién del mucilago que rodea la semilla, las
estructuras anatomicas importantes en la germinacion y las variables de germinacion
(germinabilidad, tiempo medio de germinacion (TMG) y tiempo minimo de germinacion (Tmin))
con y sin estrés abidtico (aumento de temperatura y sequia simulada). Se encontré que las
nuculas de las especies estudiadas no poseen latencia fisica. Uno de los principales resultados
obtenidos fue que el mucilago en S. pennellii disminuye considerablemente la germinacién, en
S. chamaedryoides la aumenta significativamente y en S. reflexa no tiene ningun efecto. En las
nuculas de las tres especies se observaron traqueoides, los cuales funcionan como encargados
del paso y retencion del agua. En presencia de estrés hidrico y térmico disminuyé la
germinabilidad y aumentd el TMG y el Tmin €n las tres especies. Se aislaron e identificaron tres
compuestos nuevos de S. pennellii: wirikutina/15-epi-wirikutina y wixarikolida, asi como tres
compuestos ya conocidos: arbutina, hidroquinona y naringenina; de S. reflexa se identificaron
dos compuestos nuevos: reflexdiolida/16-epi-reflexdiolida, asi como nueve compuestos ya
conocidos salviandulina D, 8-hidroxisalviarina, estigmasterol, 6p-hidroxisalviarina, 6-3-
acetoxysalviarina, cirsiliol, 5°6-dihidroxi-7,3",4 timetilflavona y pedalitina. Se utilizaron tres
tratamientos de riego (riego una vez por semana, una vez cada quince dias y sin riego) para
evaluar el estrés hidrico en plantas de S. reflexa. Las plantas disminuyeron su eficiencia
cuantica efectiva del PSII, tasa de transporte de electrones, contenido de clorofilas, contenido
relativo de agua (hoja y tallo), biomasa y peso fresco y tuvieron alteraciones anatémicas como
variaciones en el diametro de ancho de mesodfilo, tallo y raiz, nimero de cloroplastos (hoja),
vasos y canales de mucilago por el estrés hidrico. La composicion de compuestos volatiles de
esta especie fue casi en su totalidad de alcanos, cada tratamiento de riego present6é metabolitos
especificos; control: hexadecano, 2,6,10,14-tetrametil, 2,2-dimethiloctadecano y estigmasteroll,
sequia moderada: ciclodeceno, 1 metil, tetracontano, 3,5,24-trimetil, tridecano-2 metil, 2-
pentadecanona, docosano, hexacosano y nanocosano y sequia severa: pentacosano,
heptacosano y octacosano. Ademas, se observd una disminucion en la concentracion de los
alcanos y un aumento de concentracion en la ay  amirina con el estrés, asi como una tendencia
en aumento de las flavonas. Se estudio la relacién filogenética de S. circinnata (10 poblaciones),
asi como la composicion de metabolitos secundarios (MS) y su relacién con variables
ambientales. Mediante el arbol filogenético se demostré que las poblaciones si pertenecen a la
misma especie y presentan cuatro quimiotipos (CT): CT amarisolida A, CT amarissinina, CT
oxido de cariofileno y CT teotihuacanina. Las variables ambientales altitud, latitud, temperatura
minima y precipitacién influyen en la concentracion de la amarsolidida, a-amirina, cariofileno,
oxido de cariofileno, dodecano; 2,2-dimetiloctaecano y espatulenol. Los resultados obtenidos
en este estudio contribuyen al conocimiento sobre la morfologia y anatomia de especies de
Salvia, asi como su respuesta ante el estrés abidtico. Ademas, se identificaron metabolitos
presentes en Salvia, encontrando diferencias entre especies e incluso entre poblaciones de la
misma especie y que la composicion de estos MS esta relacionada con la respuesta al estrés.

Palabras clave: cloroplastos, diterpenos, ETR, flavonas, metabolito secundario, mucilago,
quimiotipo. Wirikutina A/B, reflexiolida. RWC, traqueoides, wixarikolide,
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Abstract
Effect of abiotic stress on Mexican Salvia species

Salvia is the most abundant genus of the Lamiaceae family and has high endemism in Mexico.
Mexican Salvia species have been the focus of attention due to the chemical diversity of their
secondary metabolites, such as flavones and diterpenes, and about five and a half million tons
of Salvia seeds are sold each year in our country. However, little is known about their physiology
and anatomy, as well as their tolerance to certain types of stress, the latter being vital given the
current climate crisis. This work aimed to study Salvia species from different aspects: Its
germination under conditions of abiotic stress, Its phytochemistry (on species and populations
level), and plant tolerance to abiotic stress. For the germination study, nucules of S. pennellii, S.
chamedryoides, and S. reflexa were used, and the function of the mucilage surrounding the
seed, the anatomical structures important in germination, and the impact of hydric and thermal
stress on three germination variables (germinability, average germination time) were evaluated.
germination (TMG) and minimum germination time (Tmin). It was found that the nutlets of the
species studied do not have physical dormancy. One of the main results obtained was that
mucilage in S. pennellii considerably decreases germination; in S. chamaedryoides, it increases
it significantly, and in S. reflexa, it has no effect. Tracheoids were observed in the nulet of the
three species, which function as those responsible for the passage and retention of water.
Germinability decreased in the presence of water and thermal stress, and TMG and Tmin
increased in the three species. Three new compounds were isolated and identified from S.
pennellii: wirikutin/15-epi-wirikutin and wixarikolide, as well as three already known compounds:
arbutin, hydroquinone and naringenin; From S. reflexa, two new compounds were identified:
reflexdiolide/16-epi-reflexdiolide, as well as nine already known compounds salviandulin D, 8-
hydroxysalviarin, stigmasterol, 6B-hydroxysalviarin, 6-B-acetoxysalviarin, cirsiliol, 5'6-dihydroxy
-7,3",4 thymethylflavone and pedalitin. Three watering treatments were used (watering once a
week, once every 15 days, and no watering) to evaluate water stress in S. reflexa plants. The
plants decreased their effective quantum efficiency of PSII, electron transport rate, chlorophyll
content, relative water content (leaf and stem), biomass, and fresh weight. We registered also,
anatomical alterations such as variations in the diameter of the mesophyll, stem, and width root,
number of chloroplasts (leaf), vessels and mucilage channels due to water stress. The
composition of volatile compounds of this species was almost entirely alkanes; each irrigation
treatment presented specific metabolites; control: hexadecane, 2,6,10,14-tetramethyl, 2,2-
dimethyloctadecane and stigmasterol, moderate drought: cyclodecene, 1-methyl, tetracontane,
3,5,24-trimethyl, tridecane-2-methyl, 2-pentadecanone, docosane, hexacosane and
nanocosane, and severe drought: pentacosane, heptacosane and octacosane. In addition, a
decrease in the concentration of alkanes, an increase in concentration in a and B amyrin with
stress, and an increasing trend in flavones were observed. The phylogenetic relationship of S.
circinnata (10 populations), the composition of secondary metabolites (SM), and its relationship
with environmental variables were studied. Using the phylogenetic tree, it was demonstrated that
the populations do belong to the same species presenting four chemotypes (CT): CT amarisolida
A, CT amarissinin, CT caryophyllene oxide, and CT teotihuacanina. The environmental variables
altitude, latitude, minimum temperature, and precipitation influence the concentration of
amarsolid, a-amyrin, caryophyllene, caryophyllene oxide, dodecane, 2,2-dimethyloctaecane,
and spathulenol. The results obtained in this study contribute to the knowledge about the
morphology and anatomy of Salvia species, as well as their response to abiotic stress. In
addition, metabolites present in Salvia were identified, indicating that these differ between
species and even populations and that changes in the composition of these MS are related to
the stress response.

Keywords: chemotype, diterpenoids, ETR, flavonoids, reflexiolid, secondary metabolites,
tracheoids, Wirikutins A/B,wixarikolide
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INTRODUCCION

México ocupa una superficie de aproximadamente 2,000,000 km2 en los que
estan presente cerca de 29,000 especies vegetales (Villasefior, 2004). Una de las
principales familias vegetales es Lamiaceae, considerada una de las mas diversas
del mundo con 7,173 especies en 236 géneros, entre ellos Salvia (Harly y Pastore,
2012).

El género Salvia cuenta con cerca de 1,000 especies (Martinez-Gordillo at
al., 2017). México es uno de los paises con mayor riqueza de salvias en el mundo,
siendo el segundo género mas diverso del pais, con 292 especies y un alto
porcentaje de endemismo (77.1%) (Cornejo-Tenorio e Ibarra-Manriquez, 2011;
Gonzalez-Gallegos et al., 2020). Este género presenta problemas en su
clasificacion debido a circunscripciones taxondmicas sesgadas, homoénimos e
hibridacién, habiéndose propuesto diferentes subgéneros, como Sclarea (especies
de Asia y Europa), Leonia (especies de Europa, Asia y Africa), Audibertia (especies
de California y Baja California) y Calosphace (especies de México) (Epling, 1938;
Bentham, 1986). En esta ultima, se incluyen practicamente todas las especies
mexicanas (90%) (Gonzalez-Gallegos, 2020). Sin embargo, se ha sugerido que,
debido a la presencia de especies de los otros subgéneros en América, la
clasificacion de las especies mexicanas deberia ser dentro del subgénero Jungia
(Esquivel, 2008). Este género habita en diferentes ecosistemas, como zonas
montafosas, bosques tropicales caducifolios, zonas aridas y desérticas, y se
pueden encontrar especies anuales o perennes (Cornejo-Tenorio e Ibarra-
Manriquez, 2011).

Las salvias tienen importancia ecoldgica debido a la relacion mutualista con
polinizadores especificos, como abejorros, abejas y los colibries, dada la forma
zigomorfa de sus flores que poseen un estambre fijo y uno mévil. El estambre fijo
(parte estéril) funciona como una palanca que permite al polen adherirse al cuerpo
de los polinizadores (Wester y Clapen-Bockhoff, 2007). Algunas especies cuentan
con actividad alelopatica por su alto contenido de compuestos fendlicos, ejerciendo

un papel de herbicida natural, y otras mas han sido reportadas como repelentes a



diversas plagas de importancia agricola debido a su actividad insectistatica
(inhibicion del desarrollo normal de los insectos) e insecticida (Zavala-Sanchez,
2013; Erez, 2015). También cuenta con importancia econémica debido a que sus
nuculas (frutos) son consideradas un superalimento, siendo la fuente vegetal con
mayor contenido de acidos grasos esenciales (85.4%) y aportando muchos
beneficios a la salud humana (Xingu et al., 2017). En México al afio se comercializan
cerca de cinco millones y medio de toneladas de semillas de especies de Salvia.
Ademas, se han aislado metabolitos secundarios que cuentan con actividad
hepatotoxica, antidiarreica, antitumoral, hipoglucemiante, antiinflamatoria, entre
otras, obtenidos de distintas partes de las plantas (raices, hojas y flores) y que
pueden ser utilizados en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria (Bautista
et al., 2015, 2016; Bisio et al., 2017).

La producciéon de metabolitos secundarios (MS) en plantas esta involucrada
en diversos procesos fisiolégicos y bioquimicos. Los MS pueden estar asociados a
la defensa contra herbivoros, atraccion de polinizadores, comunicacion con otras
plantas e insectos, asi como conferirles olor, color o sabor a las plantas. Ademas,
algunos MS pueden ayudar a las plantas a su supervivencia ya que pueden estar
involucrados en su tolerancia al estrés abidtico como la sequia, el aumento de
temperatura, la radiacion solar alta, etc. (Akula et al., 2011; Jan et al., 2021; Yeshi
et al., 2022).

En el caso de las especies mexicanas, han sido utilizadas en la medicina
tradicional y recientemente se ha encontrado que esto es debido a su alto numero
de terpenoides bioactivos que cuentan con esqueletos de neo-clerodano y abietano,
ademas de que se han logrado aislar diterpenoides con esqueletos carbonados

inusuales como los tilifolanos (Bautista et al., 2016; Sepulveda-Cuellar et al., 2023).

Las salvias pueden estar presentes como arbustos, subarbustos o plantas
herbaceas y, por lo general, son plantas aromaticas que en su mayoria presentan
tricomas simples y glandulares, hojas opuestas o a veces verticiladas, flores
generalmente dispuestas en verticilos, con forma zigomorfa y con la presencia de

dos estambres (Ramamoorthy, 2001). Producen pequefios frutos llamados nuculas



(de aqui en adelante referidas como semillas, por simplicidad), que son frutos
simples y secos, que cuando llegan a la madurez no se abren ni se fragmentan. En
la mayoria de las especies, la semilla ocupa casi todo el volumen interior del fruto y
cuentan con células mucilaginosas en el epicarpio, las cuales secretan geles super
absorbentes al entrar en contacto con el agua que rodean todo el fruto, otorgando
funciones de anclaje, dispersion o hidratacion (Font Quer, 1953; Gutterman, 2012;
Di Sapio et al., 2012; Mascot-Gémez et al., 2020). Las semillas pueden ser ovaladas
o naviculares y de color amarillo, con el extremo hilar mas angosto (Di Sapio et al.,
2012). En este género se han reportado resultados contrastantes sobre la presencia
de la latencia en semillas debido a que puede estar o no presente, incluso entre
especies de diferentes poblaciones, pudiendo servir como estrategia adaptativa en

especies que habitan zonas aridas (Jurado y Flores, 2005; Baskin y Baskin, 2014).

La germinacion es uno de los procesos esenciales para el establecimiento
exitoso de las plantas, pero este proceso se puede ver afectado por variaciones de
la temperatura y sequia. Por ejemplo, se ha reportado que cuando aumenta la
temperatura y la sequia, el porcentaje de germinacion en especies de Salvia
disminuye y germinan mas lento (Weerakoon y Lovett, 1986; Abdollahi et al., 2012;
Zare et al., 2022), ademas de que el estrés térmico puede ocasionar dafios
irreversibles, como son afectaciones en el embridn, disminucidon de la sintesis de
proteinas y de la actividad enzimatica, y la inhibicién de la germinacion (Corbineau
et al., 2002; Essemine et al., 2010).

El estrés hidrico también puede afectar el adecuado desarrollo de las plantas
de Salvia. Se ha encontrado que en condiciones de sequia se da una disminucién
de la eficiencia cuantica efectiva del fotosistema |Il, la tasa de trasporte de
electrones, el contenido de clorofilas, el contenido relativo de agua, asi como el peso
seco y fresco de las plantas (Bettaieb et al., 2011; Razi et al., 2021). También se han
observado modificaciones anatdémicas en plantas en respuesta a estrés hidrico,
como disminucion en el ancho de la epidermis, el mesdfilo, el tallo y aumento en el

diametro de la raiz, pérdida de parénquima en empalizada y esponjoso en la hoja,



asi como aumento en el numero de vasos del tallo y de la raiz (Bosabalidis et al.,
2002; Burnett et al., 2005; Martinez et al., 2006).

En general, en las plantas se da una modificacion en la concentracién o
presencia de MS como respuesta al estrés abibtico, como son terpenos, alcaloides
y compuestos fendlicos en respuesta a sequia (Jan et al., 2021). También se ha
reportado un aumento de flavonoides y antocianinas en respuesta al estrés hidrico
y, actualmente, algunos MS como la prolina, la rafinosa y el galactinol son
considerados marcadores de sequia (Yeshi et al., 2022). Sin embargo, la presencia
de MS puede diferir entre especies y poblaciones, e incluso entre individuos de una

misma poblacién (Sepulveda-Cuellar et al., 2020).

Con la problematica de la crisis ambiental actual ocasionada por el cambio
climatico, en el cual esta pronosticado un aumento de temperatura que van de los
2 alos 5 °C y alteraciones en los ciclos de precipitacion (IPCC, 2021), es esencial
conocer las respuestas de las plantas ante escenarios futuros, especialmente las
que cuentan con importancia ecologica y economica. Mediante esta tesis se
pretende conocer las respuestas de especies de Salvia mexicanas mediante
evaluaciones en su morfologia, anatomia, fisiologia y composicion de metabolitos y
como éstas podrian lograr que las plantas resistan los escenarios adversos futuros.
Especificamente, nos enfocaremos en tres especies caracteristicas del pais que

son: S. pennellii, S. chamaedryoides, S. reflexay S. amarissima.
HIPOTESIS

Las plantas de las cuatro especies de Salvia en las que esta enfocado este estudio
presentan variaciones en sus estrategias de germinacion y desarrollo (anatomia,
fisiologia) asi como diferencias en la presencia y concentracion de metabolitos

secundarios en funcion del nivel de estrés al que se encuentran sometidas.
OBJETIVO GENERAL

Determinar cual es la respuesta de especies de Salvia mexicanas ante la presencia

de estrés abidtico.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer si las semillas de S. pennellii, S. chamaedryoides y S. reflexa
presentan estructuras que les confieran latencia fisica, si son tolerantes a
aumentos de sequia y temperatura, y si producen mucilago. En este ultimo
caso, también se busca determinar los efectos del mucilago sobre la
germinacioén de las semillas.

e Determinar si las especies de Salvia producen diferentes metabolitos
secundarios conforme aumenta el estrés ambiental, identificando su
estructura quimica y variaciones concentracién, como también establecer si
estos fendmenos se relacionan con las variables ambientales del habitat en
que residen las plantas.

o Establecer si aumentos en el nivel de estrés ambiental provocan cambios en
la eficiencia cuantica de los fotosistemas en plantas de Salvia y si esto
también conduce a variaciones anatomicas.

e Determinar la relacion filogenética entre diez poblaciones de S. circinnata
mediante métodos moleculares (PCR) a lo largo de un gradiente de altitud,

analizando la composicion de compuestos volatiles y de diterpenos.

Esta investigacion consta de cuatro capitulos: El capitulo | describe
anatémicamente las semillas de S. pennellii, S. chamaedryoides y S. reflexa, cual
es la ruta de agua del funiculo hacia el embrion, cudl la funcidon del mucilago en la
germinacion y cual es la respuesta de las semillas ante estrés abiotico, evaluando
el porcentaje de germinacion (%), la velocidad media de geminacion (MGT) y el
tiempo minimo de germinacion (Tmin). El capitulo |l se enfoca en la fitoquimica de S.
pennellii, especie endémica de México, y parte del capitulo fue publicado en la
revista Tetrahedron Letters (2023), 122, 154491.
https://doi.org/10.1016/].tetlet.2023.154491. También, se muestra el estudio de la

fitoquimica de la especie S. reflexa. El capitulo Il describe la tolerancia de plantas

adultas de S. reflexa ante el estrés hidrico mediante tres tratamientos de sequia

(baja, moderada y severa), evaluando variables fisioloégicas de los individuos,


https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2023.154491

variables anatémicas y variables metaboldémicas. Por ultimo, el capitulo IV muestra
los resultados de la cuantificacién de compuestos volatiles y tres diterpenos entre
diez poblaciones de la especie S. circinnata, asi como un analisis filogenético
mediante herramientas moleculares para constatar que pertenecen a la misma
especie. Este capitulo fue publicado en la Revista Brasileira de Farmacognosia
(2021), https://doi.org/10.1007/s43450-021-00168-z.
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1. CAPITULO I. Anatomia de nuculas y efecto del mucilago, potencial
hidrico y temperatura en la germinacion de semillas de tres especies
mexicanas de Salvia.

1.1INTRODUCCION

Dentro de las angiospermas, la familia Lamiaceae es la sexta mas grande a nivel
mundial y Salvia es el mas abundante de todos sus géneros (Martinez-Gordillo et
al., 2017). Este género contiene alrededor de 1,000 especies (Drew, 2020;
Gonzalez-Gallegos et al., 2020) y tiene mas de 150 especies de cultivadas con fines

culinarios, medicinales y/u ornamentales (Drew, 2020).

La germinacion de semillas es un proceso fisiolégico que comienza con la
absorcién de agua por parte de las semillas y finaliza con la emergencia de la
radicula (Baskin y Baskin, 2014). Las semillas han desarrollado mecanismos a lo
largo del tiempo para adaptarse a su entorno (Baskin y Baskin, 2014). Por ejemplo,
la ocurrencia de un sitio especifico de entrada de agua en semillas impermeables,
como la chalaza, el cristalino, el lent, el hilio y el micrépilo (Gama-Arachchige et al.,
2013). Las estructuras involucradas en la entrada de agua en las semillas de Salvia

son hasta el momento desconocidas.

La temperatura y el agua son los factores mas importantes que influyen en la
germinacion de semillas (Baskin & Baskin, 2014). Sin embargo, estudios sobre la
respuesta germinativa de Salvia spp. con la combinacion de temperatura y estrés
hidrico son escasos. Por ejemplo, las semillas de Salvia reflexa han logrado
germinar mas del 50 % con potenciales hidricos de 0, -0.3, -0.6 y -0.9 MPa a 27/18
y 33/24 °C dia/noche, pero no logran geminar a -0.6 y -0.9 MPa a 21/12 o 15/6°C
(Weerakoon y Lovett, 1986). En experimentos separados, las semillas de Salvia
hispanica han mostrado una reduccioén del 50 % en el porcentaje de su germinacion
con potenciales hidricos de -0.90 y -0.79 MPa y son capaces de germinar en el
rango de 10 a 40 °C (Zare et al., 2022). Otro ejemplo es la germinacion de semillas
de Salvia iodantha, la cual se ve favorecida cuando se da un choque térmico
(Zuloaga-Aguilar et al., 2011). Se ha encontrado también que las semillas de otras

especies de Salvia son tolerantes a potenciales hidricos de -0.3 y -0.6 MPa vy, bajo
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el tratamiento de potenciales hidricos de -0.9 MPa, especies como S. nemorosa, S.
verticillata, S. spinosa y S. sharifii fueron tolerantes, mientras que S. virgata, S.
eremophila, S. macrosiphon y S. chloroleuca disminuyeron el porcentaje de
germinacién (Abdollahi et al., 2012). Estos estudios son importantes porque si se
cumplen las predicciones del cambio climatico sobre la disminuciéon de la
precipitacion y el aumento de temperatura (IPCC, 2021), podria ocurrir una

reduccion de la germinacion de diversas especies de Salvia.

La latencia de semillas es la incapacidad de germinar en un periodo
especifico bajo cualquier combinacion de factores ambientales abiéticos normales
(agua, temperatura, luz/oscuridad, etc.), que de otro modo serian favorables para la
germinacién (Baskin y Baskin, 2014). Se considera que esta ha sido una estrategia
adaptativa muy comun en ambientes impredecibles, como los aridos, y semiaridos
(Jurado y Flores, 2005). Se ha encontrado que muchas lamiaceas tienen latencia
fisica de semillas, mostrando baja o nula germinaciéon y necesitando de la ruptura
de la testa para llevar a cabo su proceso de germinacién (Baskin y Baskin, 2004).
Sin embargo, para el género Salvia, se han encontrado resultados contrastantes

dado que algunas especies tienen semilla con latencia y otras no (Tabla 1).

Las macroesclereidas son otra adaptacion relacionada con la latencia que
han desarrollado las semillas a ambientes adversos. Son células lignificadas y
alargadas que confieren dureza y, en algunos casos, impermeabilidad a la semilla
al estar impregnadas de sustancias hidrofébicas como la cutina, la lignina o la
suberina, impidiendo el paso de agua al interior de la semilla y confiriéndole mayor
dureza a su cubierta (Baskin y Baskin, 2014). El engrosamiento del tegumento de
algunas semillas, su forma y la presencia de regiones especificas que permiten la
entrada de agua restringen el proceso de imbibicion (Robles-Diaz et al., 2016). Se
han encontrado macroesclereidas en semillas de Salvia hedgeana, S. huberiy S.
rosifolia (BuyuUkkartal et al., 2011), asi como en S. napifolia 'y S. russellii (Kahraman
et al., 2018). Sin embargo, queda por probar si las macroesclereidas estan

asociadas con la latencia de las semillas en las especies de Salvia.
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Tabla 1. Tipo de latencia en semillas de diversas especies de Salvia alrededor del
mundo (Baskin y Baskin, 2014).

Especies Tipo de latencia Autores
Salvia aegyptica LF Sen & Chatterji (1968)
Salvia apiana LF Keeley (1987)
Salvia argentea LF Blanco-Salas et al. (2009)
Salvia azurea var. grandiflora LF Coplen (2021)
Salvia canariensis NL Pita (1996)
Salvia coccinea NL Garcia-Albarado et al. (2013)
Salvia coccinea LF Jurado et al. (2000)
Salvia columbariae LF Capon & Van Asdall (1967)
Salvia farinacea NL Tipton (1992)
Salvia fruticosa LF Thanos & Doussi (1995)
Salvia hispanica ND Stefanello et al. (2015)
Salvia iodantha LF Zuloaga-Aguilar et al. (2011)
Salvia lavandulifolia LF Luna et al. (2007)
Salvia lavanduloides LF Zuloaga-Aguilar et al. (2011)
Salvia mellifera LF Keeley (1986)
Salvia nemorosa LF Nikolaeva et al. (1985)
Salvia nilotica NL Teketay (1998)
Salvia officinalis NL Blanco-Salas et al. (2009)
Salvia pomifera LF Thanos & Doussi (1995)
Salvia pratensis LF Luna et al. (2007)
Salvia przewalskii LF Liu et al. (2011)
Salvia reflexa LF Kegode et al. (2010)
Salvia robusta LF Liu et al. (2011)
Salvia sclarea LF Blanco-Salas et al. (2009)
Salvia sonomensis LF Chan & Lambers (1970)
Salvia splendens NL de la Vega and Alizaga (1987); Menezes et al. (2004)
Salvia stenophylla LF Musarurwa et al. (2010)
Salvia thyrsiflora LF Zuloaga-Aguilar et al. (2011)
Salvia verbenaca NL Blanco-Salas et al. (2009), Javaid et al. (2018)
Salvia verbenaca LF Luna et al. (2007)
Salvia verticillata LF Czarnecka (2004)

NL: no latentes, LF: latencia fisica
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La mixocarpia es la capacidad de gunas semillas para generar mucilago (gel
absorbente) que esta compuesto principalmente de pectinas y hemicelulosa (Gorai
et al.,, 2014; Geneve et al., 2017) y su presencia se ha reportado en distintas
especies de Salvia (Salgado-Cruz et al., 2013; Celep et al., 2014; Glzel et al., 2019).
Sin embargo, el papel del mucilago ha recibido nula atencién en estas especies.
Los estudios sobre el papel del mucilago en semillas de especies de otros géneros
sugieren que tienen multiples funciones ecoldgicas, como la adherencia al suelo
para el anclaje (Gutterman, 2012), la promocion de la dispersion de semillas por
adherencia a la piel o plumaje de los animales (Lobova et al. 2003), evitar la
depredacion (Barrios et al., 2015) e incluso mantener hidratadas las semillas cuando
el agua escasea (Yang et al., 2010) y con ello mejorar la germinacion (Mascot-
Gomez et al., 2020).

Dado los pocos los estudios que se tienen sobre descripciones anatdmicas
de las semillas de especies de Salvia mexicanas, asi como de su tolerancia al estrés
abidtico, es importante conocer las adaptaciones que han desarrollado estas
especies para su germinaciéon exitosa, ademas de investigar si seran capaces de
adaptarse a situaciones futuras adversas. Para la investigacion de este capitulo se
seleccionaron tres especies de importancia ecologica que se localizan en México,
en zonas aridas de San Luis Potosi: Salvia chamaedryoides Cav., Salvia pennellii
Epling y Salvia reflexa Hornem, siendo las dos primeras de importancia econémica

y la ultima importante en el sector ganadero debido a que es daiina para el ganado.
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1.2HIPOTESIS

Las semillas de Salvia chamaedryoides, S. reflexa y S. pennellii poseen
adaptaciones anatémicas estructurales que promueven su germinacion y que
les ayudan a tolerar condiciones adversas como sequia y aumento de la
temperatura.

Las semillas de las tres especies contaran con estructuras anatomicas como
macroesclereidas, micropilo y traqueoides para su proceso de imbibicion,
promoviendo la germinacion.

La remocion del mucilago ocasionara disminucion de la germinacion y
germinacion mas lenta.

Las semillas de las tres especies presentaran disminucion de la germinacién
y germinacion mas lenta bajo de estrés abidtico.

Al retirar el estrés abidtico de las semillas, mostraran una recuperacién en

capacidad germinativa.

1.3 OBJETIVO GENERAL

Determinar la tolerancia de semillas de Salvia (S. chamaedryoides, S.
pennellii y S. reflexa) ante dos tipos de estrés abidtico (temperatura alta y

disminucién de la precipitacién).

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar si las semillas presentan estructuras involucradas en el proceso de
latencia fisica.

Evaluar si las semillas producen mucilago y si su presencia incrementa el
porcentaje de germinacion y disminuye el tiempo medio de germinacién.
Determinar si las semillas son tolerantes al aumento de la sequia y la

temperatura.
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1.5 MATERIALES Y METODOS

1.5.1 Especies de estudio

Salvia chamaedryoides Cav. es una planta herbacea perenne localizada en México
y Estados Unidos (Gonzalez-Gallegos et al., 2020). Habita en pastizales, sabanas
y matorrales templados, asi como en desiertos y matorrales xéricos (Gonzalez-
Gallegos et al., 2020), a 2300 — 3000 m s.n.m. (Turner, 2013). Esta especie ha sido
recomendada para jardineria sostenible (Ablanque et al., 2015) y también tiene
importancia médica por su actividad hipoglucemiante, asi como potencial para el
desarrollo de herbicidas (Ablanque et al., 2015; Bisio et al., 2017).

Salvia reflexa Hornem. es una planta anual localizada en México y Estados
Unidos (Gonzalez-Gallegos et al., 2020). Habita en pastizales templados, sabanas
y matorrales, en desiertos y matorrales xéricos, asi como en pastizales, sabanas y
matorrales tropicales y subtropicales (Gonzalez-Gallegos et al., 2020). Esta especie
tiene una modesta capacidad invasora en los pastos (Weerakoon y Lovett, 1986).
El aceite esencial de S. reflexa se puede utilizar como un buen antioxidante, un
excelente antifungico para inhibir el crecimiento de hongos y un insecticida muy
eficaz para controlar los insectos (Goswami et al., 2019). Esta especie es
considerada como invasora en paises como Australia, China, Afganistan y
Argentina, se han reportado estudios de intoxicacion por nitritos y hepatotoxicidad
en ganado (Hussain et al., 2019; Panter et al., 2021).

Salvia pennellii Epling es una planta perenne endémica del centro y norte de
México (Martinez-Gordillo et al., 2017; Gonzalez-Gallegos et al., 2020). Habita en
pastizales, sabanas y matorrales templados, asi como en desiertos y matorrales
xéricos (Gonzalez-Gallegos et al., 2020), a una altura de 1600 a 2870 m (Martinez-
Gordillo et al., 2016). Esta especie es usada como ornamental por la belleza de sus
flores y su resistencia a los bajos niveles de humedad (Martinez-Gordillo et al.,
2016). No se han realizado estudios ecoldgicos ni fitoquimicos de esta especie.
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1.5.2 Recoleccion de las semillas

Las semillas de S. pennelliiy S. chamaedryoides se recolectaron en la Sierra de
Catorce, San Luis Potosi, México, y las semillas de S. reflexa se recolectaron en la
Sierra de Alvarez, San Luis Potosi, México, se recolectaron de al menos 10 plantas
por especie para asegurar la variabilidad genética. Para determinar la calidad de los
lotes de semillas se realizé una prueba de viabilidad (100 semillas por especie)
mediante una reaccion de tetrazolio al 0.5%, tomando como viables los embriones

pigmentados de color rojo (Baskin y Baskin, 2014).
1.5.3 Experimentos de germinacién
Experimento 1. Estructuras anatomicas relacionadas con la imbibicion

Para conocer cual es la estructura de entrada de agua a las nuculas, se colocaron
semillas de las tres especies en una solucion de toluidina, se realizaron pruebas
previas en las tres especies para encontrar el tiempo que tarda el embrion en tefirse
completamente, para el caso de S. chamaedryoides y S. reflexa este fue de tres
horas por lo que se realizaron cortes cada tres minutos durante tres horas. Para el
caso de S. pennellii, fue de 24 horas por lo que se realizaron cortes cada hora
durante 24 horas. Se observaron y fotografiaron secciones de las nuculas con un

microscopio optico (Leica EZ4D) para buscar las estructuras y vias involucradas.

Para conocer las estructuras anatdmicas relacionadas con la imbibicion de
las semillas de las tres especies (n=10) fueron deshidratadas y fijadas en soluciones
de etanol-metacrilato con intercambios de 24 horas y agitacién de tres horas, y
posteriormente incluidas en resina Technovit 7100. Se realizaron secciones
anatomicas de 5y con la ayuda de un microtomo (Leica RM215RT), se tifieron con
azul de cresilo y se observaron y fotografiaron en un microscopio 6ptico. Para
realizar las mediciones se utilizdé el programa Imaged. En conjunto, se tomaron
fotografias de cinco semillas de cada una de las especies con la ayuda de un
microscopio optico de barrido (SEM) para descubrir las estructuras esenciales en el

proceso de germinacion.
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Experimento 2. Latencia fisica de la semilla debido a la estructura del fruto.

Para corroborar si las nuculas de las tres especies de Salvia tienen latencia fisica
caracterizada por poseer una cama de macroesclereidas que impiden el paso del
agua, se utilizaron tres tratamientos: nuculas intactas, nuculas raspadas del
pericarpio con la ayuda de papel de lija y nuculas con un corte en el pericarpio para
permitir la hidratacion directa de las semillas. Para cada tratamiento se conté con
cinco cajas Petri con 20 nuculas para cada especie. Cada caja Petri incluy6 algodén
humedecido con 3 ml de agua desionizada. Posteriormente se pusieron a germinar
a 24 °C con fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad.

Experimento 3. Produccién de mucilago

Para determinar la presencia o ausencia de mixocarpia, se utilizé una nucula por
especie con soluciéon de toluidina, fotografiando el halo generado por cada nucula
(siguiendo a Duletiae-Lauseviae y Martin, 1999). También se clasifico la produccién
de mucilago como débil (0.05 - 0.1 mm), moderada (0.1 - 0.5 mm) o fuerte (> 0.5
mm), dependiendo del ancho del halo de mucilago producido (Duletiae-Lauseviae y
Martin, 1999). Se midié el halo que genera el mucilago, asi como la tasa de
produccion de mucilago en horas (tiempo que tarda la nucula en estar
completamente cubierta de mucilago). Las mediciones se realizaron utilizando el

programa Image J.
Experimento 4. Funcién del mucilago del fruto en la germinacion de la semilla.

Para entender la funcion del mucilago, se realizé una comparacion en nuculas con
y sin mucilago. Para eliminar el mucilago se utilizé6 acido sulfurico, se realizaron
pruebas previas para conocer la concentracion y el tiempo en el que se podria retirar
el pericarpio sin afectar la germinacion. Las nuculas se sonicaron durante un minuto
en acido sulfurico concentrado para S. chamaedryoides y S. pennellii, y durante 7
minutos al 70% en el caso de S. reflexa, posteriormente se enjuagaron con agua y

se elimind el pericarpio de toda la nucula. Para cada tratamiento se conté con cinco
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cajas de Petri con 20 nuculas de cada especie humedecidas con 3 ml de agua

desionizada a 24 °C.

El potencial hidrico de las soluciones de PEG a diferentes temperaturas (23
y 40 °C) se determiné siguiendo a Michel (1983). EI PEG 8000 se disolvidé en agua
destilada y se colocé en un agitador durante 16 h a 20 °C. Los potenciales hidricos
de las soluciones de PEG 8000 de cada temperatura se verificaron utilizando un
microvoltimetro de punto de rocio (WP4). Todas las cajas Petri se sellaron con papel
transparente adherente para evitar la evaporacién. Las nuculas se pusieron a
germinar en un ambiente de 12 h de oscuridad/12 h de luz en una camara de
germinaciéon (Lumistel ICP-19 d-c/iv) para cada tratamiento de temperatura. Las
repeticiones se realizaron haciendo diferentes lotes de soluciones de PEG 8000 y
colocando cajas Petri (repeticiones) en diferentes lugares dentro de las camaras de
germinacioén. Los cuatro potenciales hidricos se eligieron para simular los diferentes
grados de estrés hidrico (0 MPa control, -0.2 MPa sequia baja, -0.6 MPa sequia
moderada y -1.0 MPa sequia severa) que enfrentarian las semillas en diferentes
escenarios de cambio climatico global y estan dentro del rango de valores descritos
para diferentes tipos de suelo en todo el mundo (Durr et al., 2015). Se eligio el
tratamiento de 23 °C para simular la temperatura 6ptima de la especie, y se eligid
el tratamiento de 40 °C para simular la temperatura reportada para la inhibicion de

la germinacién en otras especies de Salvia (Weerakoon, 1986a; Gorai et al., 2011).

Las semillas se consideraron germinadas si una porcion de la radicula estaba
expuesta. La falta de recuperacion de nuculas no germinadas después de la
exposicion al estrés hidrico y térmico indica que éstas perdieron viabilidad o
entraron en latencia secundaria (Baskin & Baskin, 2014). Se realizé una prueba de
recuperacion colocando las nuculas no germinadas en condiciones Optimas y
evaluando su porcentaje de germinacion. La recuperacion de nuculas se calculd
mediante la férmula: [(a - b)/(c - b)] x 100, donde a es el numero total de semillas
germinadas después de ser transferidas a agua destilada, b es el numero de
semillas germinadas después de los tratamientos de sequia y de temperatura y ¢
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es el numero total de semillas en la caja Petri al inicio del experimento (Gorai et al.,
2014).

Las variables de respuesta evaluadas fueron: (a) Tmin, que es el tiempo
minimo requerido para que germine la primera semilla; (b) tiempo medio de
germinaciéon (TMG) es el tiempo que tarda en aparecer la radicula en el proceso de
germinacién y c) germinabilidad (%) que se refiere al porcentaje de germinacién de
semillas al final del experimento (a los 30 dias). La TMG se calculé segun Ranal et
al. (2009) como:

TMG = (Snix ti)/Zni

donde ni es el numero de semillas germinadas en el tiempo i y ti es el tiempo desde
el inicio del experimento hasta la primera observacion. El porcentaje de germinacién
y el tiempo medio de germinacion (MGT) se obtuvieron con el programa

GerminaQuant (Lozano-Isla et al., 2019).
1.5.4 Analisis estadisticos

Se utiliz6 el programa GerminaQuant R para obtener las variables de
germinabilidad, tiempo medio de germinacién y Tmin €n los experimentos de latencia
fisica, funcién del mucilago y tolerancia al aumento de sequia y temperatura para
cada una de las especies. La germinabilidad y la recuperacién de semillas posterior
al estrés se analizaron con modelos lineales generalizados (LGM, por sus siglas en
inglés) asumiendo una distribucion de Poisson y utilizando la funcion de log link;
para explorar las diferencias entre tratamientos se realizé la prueba post-hoc de
Tukey. Se realizé un ANOVA de tres vias para las variables MGT y Tmin y un ANOVA
de una via por especie para el grosor de las macroesclereidas. Se realizaron
comparaciones multiples (prueba de Tukey) para distinguir diferencias (a = 0.05)
entre tratamientos combinados. Todos los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el programa R version 3.6.3.
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1.6 RESULTADOS

Experimento 1. Estructuras anatomicas relacionadas con la germinaciéon

Las especies de Salvia estudiadas desarrollan cuatro nuculas (fruto
indehiscente) incluidas en su caliz. En el caso de S. chamaedryoides su nucula mide
3.5+ 0.09 mm de largo, con forma navicular, de color café obscura, S. pennellii mide
2 + 0.08 mm de largo, con forma ovalada de color grisaceo y S. reflexa mide
aproximadamente 2.9 £ 0.08 mm de largo, con forma navicular de color marrén. Las
tres especies cuentan con una superficie brillante y escrobiculada (pequefias
depresiones planas y poco profundas) con surcos muy suaves, las células
epidérmicas son en su mayoria de forma poligonal. En la zona polar basal se

localiza la cicatriz del funiculo, la cual esta cubierta de cristales de oxalato de calcio.

Mediante un corte transversal en las nuculas de las tres especies se pueden
distinguir tres regiones: 1) exocarpio, donde estan presentes las células
mucilaginosas; b) mesocarpio, donde se puede observar en la parte basal la calaza
acompanada de traqueoides homomorfos, una capa de idioblastos cristaliferos con
cristales de oxalato de calcio seguida de una capa en empalizada formada de una
capa de macroesclereidas dispuestas perpendicularmente a la superficie de la
semilla. No se encontraron diferencias en el ancho de macroesclereidas entre S.
chamaedryoides y S. reflexa, pero si entre éstas y S. pennelli (F = 5.08, p = 0.02),
siendo esta ultima la mas delgada de las tres especies. E. Inmediatamente después
de esta capa de macroesclereidas se observé una fila de traqueoides alrededor de

la nucula y por ultimo se observo el ¢) endocarpio.

Las semillas tienen forma navicular para S. chamaedryoides y S. reflexa y
forma ovoide para S. pennellii, ocupa practicamente todo el volumen del fruto, la
testa es de color amarillo, brillantes y de superficie reticulada con un extremo mas
ancho (cotiledonal) y el otro mas angosto (radicular), mediante un corte longitudinal
se pueden observar residuos de endosperma, un par de cotiledones del mismo

tamano formados por tejidos parenquimaticos y un embrién lineal.

Al estudiar el paso del agua se observé que el agua ingreso por la cicatriz del
funiculo para llegar a la capa de los traqueoides (Fig. 1), los cuales tendran la
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funcién de retencion de agua y transporte y mediante los traqueoides que estan
inmediatamente por debajo de las macroesclereidas, se formara una “ruta” hasta

llegar al micropilo e ingresar a la zona radicular de la semilla atravesando la testa
para hidratar los tejidos del embrion.
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Figura 1. Fotomicrografias de la cubierta seminal de Salvia penellii (A), S. reflexa (B) y S. chamaedryoides (C), obtenidas con un

microscopio electrénico de barrido ambiental: 1 nucula, 2) semilla, 3) parte interna del pericarpio 4) presencia de traqueoide
homomorfico para almacenar agua en la zona hiliar, 5) de tipo macrotraqueoide (mas redonda y corta) y (C2 y C3) de tipo tubular
difuso (de forma alargada) y 6) Idioblastos cristaliferos con cristales de oxalato de calcio en la parte hiliar de la nucula. F: cicatriz del

funiculo, M: macroesclereidas, T: traqueoides, TS: testa, Exo: exocarpo, Mes: mesocarpo y OC: cristales de oxalato de calcio.
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Se encontrdé mayor viabilidad de semillas para S. pennelliiy S. reflexa que para S. chamaedryoides (Tabla 2).

Tabla 2. Variables evaluadas en semillas de tres especies de Salvia. Letras diferentes indican diferencias significativas p < 0.05 (post
hoc Tukey test).

Variables
Reaccion Tiempo de
Ancho Estructuras Tiempo de Viabilidad Latencia de reaccion de
macroesclereidas pasode pasodeagua dela de las mixocarpia mixocarpia
Especies (L agua (h) semilla semillas (W) (h)
S. pennellii 149.124 + 36.41a  Micrépilo 36 80+0.3 No 0.9 3
S. reflexa 224.92 +59.19P Micropilo 3 85+0.3 No 0.8 1/30
S. chamaedryoides 231.69+44° Micropilo 3 63 £ 0.3 No 0.5 1

Tabla 3. Efecto del raspado y corte en la germinacion de semillas (%) y tiempo medio de germinacion y Tiempo minimo de
germinacion de tres especies de Salvia, letras diferentes indican diferencias significativas p < 0.05 (post hoc Tukey test).

Especies
S. pennellii S. reflexa S. chamaedryoides
Tratamiento Germinabilidad (%) TMG Tmn | Germinabilidad (%) TMG Tmn | Germinabilidad (%) TMG Tmin
Semillas raspadas 66 +6.9° 42+032 2+02 78+6.22 24+0.12 2+02 84+18%2 33+0122+0¢2
Semillas cortadas 93+4.32 34+0.1% 2+02 83+4.8%2 28+0.122+0%2 83+252 3.2+0122+0¢2
Control 90+3.52 27+0.1° 2+0°2 91+1.82 3.2+0.1° 2+02 69 +1.8° 35+0232+0°

23



Experimento 2. Prueba de latencia fisica

Desde esta seccion se hara referencia a las nuculas como semillas para un mejor

entendimiento.
Germinacién de semillas (%) o germinabilidad

La germinabilidad se vio afectada por el tratamiento (F = 4.54, p = 0.01) y por la
interaccién especie x tratamiento (F = 6.29, p < 0.01), pero no por el factor especie
(F =6.295, p = 0.19). Las semillas control de las tres especies de Salvia mostraron

alta germinacion (> 69 %), lo que indica que no existe latencia (Tabla 3). Se encontré
una mayor germinacion (> 90%) en las semillas del tratamiento control para S.

pennelliiy S. reflexa que para S. chamaedryoides. La ultima especie tuvo una menor

germinacion (%) en las semillas control que en las semillas raspadas y cortadas.
Tiempo medio de germinacion (TMG)

El TMG difirié entre especies (F = 4.41, p = 0.019), tratamientos (F = 141.86, p <
0.01) y lainteraccién especie x tratamiento (F = 15.92, p=0.0016). EI TMG fue similar
entre tratamientos para S. reflexa, pero fue menor en las semillas control que en las
rayadas para S. pennellii, asi como menor en las semillas control que en las tratadas
para S. chamaedryoides (Tabla 3). Entre especies, S. pennellii tuvo la MGT mas

corta en las semillas del tratamiento control.
Tiempo minimo de germinacion (Tmin)

No se observaron diferencias entre especies (F= 0.98, p= 0.38), tratamientos (F =
0.96, p = 0.39) ni en la interaccion tratamiento x especie (F = 0.96, p = 0.43),

germinando todas las especies al segundo dia (Tabla 3).
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Experimento 3. Produccion de mucilago

Se observo una reaccion de mucilago (mixocarpia) en las semillas humedecidas de
las especies estudiadas. Las tres especies tuvieron una fuerte reaccion de
mixocarpia con un halo de 0.9 um para S. pennellii, 0.8 um para S. reflexay 0.5 um
para S. chamaedryodes (Tabla 2). EI mucilago de S. pennelliiy S. chamaedryoides
es cristalino, lo que crea una formacién en forma de estrella cuando se seca; El
mucilago de S. reflexa tiene un color blanco lechoso el cual forma "hilos" de
mucilago. La tasa de produccion de mucilago fue diferente para las tres especies;
S. pennellii tuvo la reaccién mas lenta (3 horas), seguida de S. reflexa con 1 hora 'y

media y S. chamaedryoides con 1 hora (Tabla 2).
Experimento 4. Funciéon del mucilago
Germinacién de semillas (%) o germinabilidad

La respuesta en el proceso de germinacion fue diferente dependiendo de la especie
(F = 12.69, p < 0.01), tratamiento (F = 10.80, p < 0.01) e interaccion especie x
tratamiento (F = 21.36, p < 0.01, Fig. 2). En el caso de S. pennellii se encontro
disminucion de la germinacién (%) en semillas sin mucilago. Por el contrario, las
semillas de S. chamaedryoides tuvieron mayor germinacion sin mucilago que con
él. Para S. reflexa no se encontraron diferencias significativas en la germinabilidad
entre tratamientos. De las tres especies S. reflexa fue la que tuvo una mayor
germinacién en semillas sin mucilago germinando el 60% seguido S.
chamaedryoides con el 40%, siendo S. pennellii la especie con menor germinacion

en semillas sin mucilago (20%).
Tiempo medio de germinacién (TMG)

El TMG fue afectado por la especie (F = 5.56, p = 0.01) y la interaccidén especie x
tratamiento (F = 8.19, p < 0.01, Fig. 2), pero no por el tratamiento (F = 0.37, p =
0.54). Las semillas de S. chamaedryoides mostraron un TMG mas corto en semillas
sin mucilago, fue de las tres especies la que logro una germinacién mas rapida en
semillas sin mucilago (3 dias) siento esta incluso mas rapida que su control (4 dias)

(Fig. 2). Las semillas de S. reflexa presentaron un TMG mas corto en semillas con
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mucilago. (2 dias) que sin mucilago (4 dias), mostrando influencia en la velocidad
de germinacion (Fig. 2). Para S. pennellii no se observaron diferencias en el TMG
entre semillas con y sin mucilago y de las tres especies es la que tiene un TMG mas
lento (Fig. 2).

Tiempo minimo de germinacion (Tmin)

Las semillas de las tres especies comenzaron a germinar en pocos dias, el Tmin
difirié por especie (F = 16.94, p < 0.01), por tratamientos (F = 10.71, p < 0.01) y la
interaccién tratamiento x especie (F=10.94, p < 0.01). Las semillas de S. pennellii
tuvieron un Tmin Similar con y sin mucilago. De manera contraria, las semillas de S.
chamaedryoidesy S. reflexa mostraron Tmin mas cortos sin mucilago que con él (Fig.
2). De las tres especies S. reflexa es la que muestra un Tmin mas bajo en el
tratamiento de semillas sin mucilago, no hay diferencias en el Tmin entre S.

chamaedryoidesy S. pennellii en las semillas sin mucilago, siendo este de dos dias.
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Experimento 2. Prueba de latencia fisica

Desde esta seccion se hara referencia a las nuculas como semillas para un mejor

entendimiento.
Germinacién de semillas (%) o germinabilidad

La germinabilidad se vio afectada por el tratamiento (F = 4.54, p = 0.01) y por la
interaccién especie x tratamiento (F = 6.29, p < 0.01), pero no por el factor especie
(F =6.295, p = 0.19). Las semillas control de las tres especies de Salvia mostraron
una alta germinacion (> 69 %), lo que indica que no existe latencia (Tabla 3). Se
encontré una mayor germinacion (> 90%) en las semillas del tratamiento control para
S. pennelliiy S. reflexa que para S. chamaedryoides. La ultima especie tuvo una
menor germinacion (%) en las semillas control que en las semillas raspadas y

cortadas.
Tiempo medio de germinacion (TMG)

El TMG difirié entre especies (F = 4.41, p = 0.019), tratamientos (F = 141.86, p <
0.01) y lainteraccién especie x tratamiento (F = 15.92, p=0.0016). EI TMG fue similar
entre tratamientos para S. reflexa, pero fue menor en las semillas control que en las
rayadas para S. pennellii, asi como menor en las semillas control que en las tratadas
para S. chamaedryoides (Tabla 3). Entre especies, S. pennellii tuvo la MGT mas

corta en las semillas del tratamiento control.
Tiempo minimo de germinacion (Tmin)

No se observaron diferencias entre especies (F= 0.98, p= 0.38), tratamientos (F =
0.96, p = 0.39) ni en la interaccion tratamiento x especie (F = 0.96, p = 0.43),

germinando todas las especies al segundo dia (Tabla 3).
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Experimento 3. Produccion de mucilago

Se observo una reaccion de mucilago (mixocarpia) en las semillas humedecidas de
las especies estudiadas. Las tres especies tuvieron una fuerte reaccion de
mixocarpia con un halo de 0.9 um para S. pennellii, 0.8 um para S. reflexay 0.5 um
para S. chamaedryodes (Tabla 2). EI mucilago de S. pennelliiy S. chamaedryoides
es cristalino, lo que crea una formacién en forma de estrella cuando se seca; El
mucilago de S. reflexa tiene un color blanco lechoso el cual forma "hilos" de
mucilago. La tasa de produccion de mucilago fue diferente para las tres especies;
S. pennellii tuvo la reaccién mas lenta (3 horas), seguida de S. reflexa con 1 hora 'y

media y S. chamaedryoides con 1 hora (Tabla 2).
Experimento 4. Funciéon del mucilago
Germinacién de semillas (%) o germinabilidad

La respuesta en el proceso de germinacion fue diferente dependiendo de la especie
(F = 12.69, p < 0.01), tratamiento (F = 10.80, p < 0.01) e interaccion especie x
tratamiento (F = 21.36, p < 0.01, Fig. 2). En el caso de S. pennellii se encontro
disminucion de la germinacién (%) en semillas sin mucilago. Por el contrario, las
semillas de S. chamaedryoides tuvieron mayor germinacion sin mucilago que con
él. Para S. reflexa no se encontraron diferencias significativas en la germinabilidad
entre tratamientos. De las tres especies S. reflexa fue la que tuvo una mayor
germinacién en semillas sin mucilago germinando el 60% seguido S.
chamaedryoides con el 40%, siendo S. pennellii la especie con menor germinacion

en semillas sin mucilago (20%).
Tiempo medio de germinacién (TMG)

El TMG fue afectado por la especie (F = 5.56, p = 0.01) y la interaccidén especie x
tratamiento (F = 8.19, p < 0.01, Fig. 2), pero no por el tratamiento (F = 0.37, p =
0.54). Las semillas de S. chamaedryoides mostraron un TMG mas corto en semillas
sin mucilago, fue de las tres especies la que logro una germinacién mas rapida en
semillas sin mucilago (3 dias) siento esta incluso mas rapida que su control (4 dias)

(Fig. 2). Las semillas de S. reflexa presentaron un TMG mas corto en semillas con
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mucilago. (2 dias) que sin mucilago (4 dias), mostrando influencia en la velocidad
de germinacion (Fig. 2). Para S. pennellii no se observaron diferencias en el TMG
entre semillas con y sin mucilago y de las tres especies es la que tiene un TMG mas
lento (Fig. 2).

Tiempo minimo de germinacion (Tmin)

Las semillas de las tres especies comenzaron a germinar en pocos dias, el Tmin
difirié por especie (F = 16.94, p < 0.01), por tratamientos (F = 10.71, p < 0.01) y la
interaccién tratamiento x especie (F=10.94, p < 0.01). Las semillas de S. pennellii
tuvieron un Tmin Similar con y sin mucilago. De manera contraria, las semillas de S.
chamaedryoidesy S. reflexa mostraron Tmin mas cortos sin mucilago que con él (Fig.
2). De las tres especies S. reflexa es la que muestra un Tmin mas bajo en el
tratamiento de semillas sin mucilago, no hay diferencias en el Tmin entre S.

chamaedryoidesy S. pennellii en las semillas sin mucilago, siendo este de dos dias.
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Experimento 5b. Recuperacion de la germinacion después de estrés

combinado por sequia y alta temperatura.

Los tratamientos de 0 MPa y -0.2 MPa no fueron considerados en el analisis de
recuperacion de semillas debido al alto porcentaje de germinacion de semillas
obtenido en estos tratamientos de potencial hidrico. La recuperacién de semillas fue
afectada por la temperatura (F = 7.08, p = 0.001) y la especie (F = 5.61, p = 0.006),
pero no por el potencial hidrico (F = 1.03, p = 0.300). Tampoco fue afectada por la
interaccidn potencial hidrico x temperatura (F = 0.38, p = 0.53), potencial hidrico x
especie (F = 1.54, p = 0.230), temperatura x especie (F = 0.5, p = 0.940) y potencial
hidrico x temperatura x especie (F = 0.07, p = 0.090). Las semillas de S. pennellii
tuvieron la mayor recuperacion, especialmente después de la sequia severa (-1.0
MPa) alcanzando el 80% de germinacién a 23 °Cy 36% a 40 °C. S. reflexa también
tuvo una mejor recuperacion después del tratamiento de sequia severa (-1.0 MPa)
(55 % a 23 °Cy 13 % a 40 °C) que con sequia moderada (-0.6 MPa) (27 % a 23 °C
y 8 % a 40 °C). S. chamaedryoides tuvo la menor recuperacién de semillas,
especialmente a 40 °C, donde solo germiné el 9% de las semillas inhibidas (Tabla
4).

Tabla 4. Recuperacion de la germinacion después de tratamientos combinados de
potencial hidrico y temperatura en tres especies de Salvia. Letras diferentes indican

diferencias significativas (p < 0.5) (post hoc Tukey test

Recuperacién en la germinacion en las tres especies de Salvia
recuperacion (%)

Tratamiento S. penellii S.reflexa S. chamaedryoides
0 MPa-24 °C 0+0° 0+ 0° 0+0°
-0.2 MPa-24°C 0+ 0° 0.56 + 9.3a 15+ 1a
-0.6 MPa-24°C 54 +16h 27.8+ 5.3d 20.96 + 2.7d
-0.1 MPa-24°C 80 +5.3c 55+ 17.9b 30.15+9.1d
0 MPa- 40°C 0 +0a 0+ Oa 5+ 1.5a
-0.2 MPa-40°C 1+ 0.6a 0.56 + 0.5a 7+3.7a
-0.6 MPa-40°C 34 +19.9c 8.05+ 6.8a 1+1a
-1.0 MPa-40°C 36 +18.6¢C 13+ 13e 9+6.7a
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1.7 DISCUSION

La hipotesis sobre que hay estructuras involucradas en el proceso de germinacion
fue apoyada. Se encontraron estructuras importantes en el proceso de imbibicién
de las tres especies, como los traqueoides, que son células que morfolégicamente
son similares a las traqueidas y que exhiben diversas ornamentaciones en su pared
secundaria (Burelo-Ramos et al., 2012), ademas de otras estructuras como el
micropilo, el cual es una abertura u orificio a modo de conducto para terminar de
hidratar al embrion. Los traqueoides suelen ser extensibles después de mojarlos
con agua y funcionan como mecanismos de acoplamiento (Barthlott, 1981).
Ademas, Burelo-Ramos et al. (2002) sugirieron que los traqueoides tienen funciones
como canalizar el flujo de agua, brindar resistencia contra la presion negativa, dar
soporte estructural y proporcionar flexibilidad a las células. Hasta ahora no se
habian realizado estudios para determinar el papel de los traqueoides en el paso
del agua en las semillas de Salvia. En las especies de Salvia estudiadas, los
traqueoides confieren una ruta de agua mas eficiente para esperar condiciones

favorables para la germinacion de semillas.

En la cicatriz del funiculo de las semillas de las tres especies de Salvia se
encontraron cristales de oxalato de calcio redondeados y cubicos cubiertos de
mucilago. Este tipo de cristales ha sido reportado en otras especies de la familia
Lamiaceae en el pericarpio y mesocarpio, y se ha sugerido que su funcion es
proteger de larvas de insectos ademas de prevenir la germinacién prematura
(Ryding, 1992). Estos cristales cubiertos de mucilago se reportan aqui por primera

vez para semillas de Salvia.

En las tres especies de Salvia se observé que las macroescleridas fungen
como una pared de control de imbibicion de agua y que no provocanlatencia. Se
encontré una alta germinabilidad en semillas de S. pennellii y S. reflexa y una
germinabilidad media en S. chamaedryoides en semillas sin tratamiento,
germinando las tres especies por encima del 68%. Por lo tanto, no se consideran
con latencia. No hay informes previos sobre la latencia de las semillas de S. pennellii

y S. chamaedryoides, a diferencia de S. reflexa, en el que un lote de semillas de
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Australia mostré semillas latentes, lo que sugiere diferencias en la adaptacion al
medio ambiente entre especies e incluso entre poblaciones (Weerakoon y Lovett,
1986a).

Se observé la presencia de mucilago en las tres especies, el cual influyé en
el proceso de germinacion. La produccion de mucilago es un rasgo que se ha
encontrado previamente en varias especies de Salvia (Hedge, 1970; Buyukkartal et
al., 2011). Las tres especies de Salvia estudiadas presentaron una alta reaccion de
mixocarpia pero con caracteristicas diferentes. Para las plantas perennes S.
pennellii y S. chamaedryoides el mucilago es cristalino y para la planta anual S.
reflexa el mucilago tiene un color blanco lechoso. Altas reacciones de mixocarpia
han sido reportadas en especies de la misma familia, como Zhumeria majdae
(Ryding, 1995), pero en Salvia spp. hay pocos estudios sobre esta reaccion. En el
estudio realizado por Ifrim (2012), S. viridis mostrd una reaccién rapida (2 minutos)
casi diez veces mas rapida que las especies en este estudio. Se ha sugerido que la
velocidad y produccion de mucilago puede estar relacionada con la diversidad del
habitat, existiendo una mayor produccion de mucilago en especies de zonas aridas
o semiaridas (Yang et al., 2012a). Ademas, una rapida reaccion genera una rapida
adherencia al ubicar las semillas debajo de la planta madre, confiriendo condiciones
mas favorables para la germinacion (Yang et al., 2012a). Las semillas de las tres
especies de Salvia estudiadas presentan células mucilaginosas en toda su
epidermis, a diferencia de semillas de especies de la tribu Ocimeae, que presentan
una combinacion de células mucilaginosas y no mucilaginosas en la epidermis
(Ryding, 1995).

La segunda parte de la hipdtesis, que las semillas con mucilago germinaran
mas rapido que las que no tienen mucilago, se confirmo en parte porque el papel
del mucilago fue diferente para cada especie. Para las semillas de S. pennellii, la
eliminacién del mucilago disminuyo la retencién de agua y redujo el porcentaje de
germinaciéon de las semillas, indicando que el mucilago puede ayudar al
establecimiento de esta especie. Para las semillas de S. chamaedryoides, se

encontré el efecto contrario, por lo que es probable que el mucilago sea una barrera
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que inhibe la germinacidn en ausencia de condiciones optimas. Para semillas de la
planta anual S. reflexa no se observaron diferencias con y sin mucilago, por lo que
su funcioén principal no seria la germinacion, pero podria ser de anclaje al suelo. De
las tres especies, S. reflexa es la que presenta un mucilago mas espeso formado
ademas hilos de celulosa y en todas las especies con estos rasgos suele tener el
rol central de fortalecer el anclaje de las semillas (Yang et al., 2012). Del mismo
modo, Geneve et al. (2017) no observaron diferencias ni en el porcentaje ni en la
velocidad de germinacién de semillas de Salvia hispanica con o sin mucilago. En
esta investigacion, a diferencia de trabajos anteriores, se eliminé el pericarpio de la
nucula en su totalidad ya que se observo que el tratamiento solamente con acido no
fue suficiente para detener la produccion de mucilago en las células epidérmicas,
que pudiera ser una de las razones por las que se observaron diferencias en estas

especies.

La hipotesis de que las semillas no son tolerantes al aumento de la
temperatura y la sequia también se confirmd, dado que la germinabilidad, el TMG y
el Tmin de las tres especies se vieron afectados por el estrés por alta temperatura y
sequia, aunque hubo diferencias entre las especies de Salvia. Se ha observado que
cuando la germinacion disminuye con el aumento de la temperatura, los embriones
pueden verse afectados por ser la parte mas sensible de las semillas, induciendo
disminucién de la actividad enzimatica o reduccion de la sintesis de proteinas,
alteracién del metabolismo energético e inhibicion (Riley, 1981; Corbineau et al.,
2002; Essemine et al., 2010). Sin embargo, se deben realizar mas estudios para
comprender mejor la inhibicibn de la germinacion. Ademas, también se ha
encontrado que algunas especies de Salvia disminuyen la germinacion de semillas
en condiciones de sequia y otras especies son tolerantes a la sequia (Abdollahi et
al., 2012). Las tres especies de estudio tampoco toleraron la sequia severa y S.

chamaedryoides fue la especie menos tolerante a las altas temperaturas.

Finalmente, la hipdtesis de que las semillas no germinadas después de
tratamientos combinados de sequia y aumento de la temperatura recuperaran la

capacidad de germinacion en condiciones O6ptimas solo fue parcialmente
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respaldada. De las tres especies, S. pennellii mostr6 mayor recuperacion de
semillas que S. reflexa y esta especie a su vez, tiene mayor recuperacion de
semillas que S. chamaedryoides. En semillas de Henophyton deserti encontraron al
igual que en estas especies de Slavia que la recuperacién es menor cuando se
combina estrés hidrico y térmico y en presencia de estrés hidrico a una temperatura
optima las semillas tienen una buena recuperacion (Gorai et al., 2014). Asi, la
especie de S. chamaedryoides es la mas vulnerables dada su baja viabilidad,
germinacién y recuperacion y la mas tolerante de las tres especies es S. reflexa

debido a su alta viabilidad, germinacion y media recuperacion.
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1.8 CONCLUSIONES

El endocarpio de las nuculas de las tres especies cuenta con traqueoides que les
confieren una ruta mas eficiente de agua al embridn, ademas de que tienen
macroesclereidas en el mesocarpio que no causan latencia en las semillas, un
resultado inesperado, asi como mucilago con una alta reaccion de mixocarpia. El
efecto del mucilago en la germinacion de las semillas fue especifico para cada
especie, la consistencia y apariencia son diferentes por lo que quizas su
composicidn es lo que designa su funcion. Ademas, las respuestas de germinacion
también fueron especificas de la especie, siendo S. chamaedryoides la menos
tolerante y con menor recuperacion, S. pennellii con baja tolerancia, pero con una
buena recuperacion y S. reflexa la mas tolerante de las tres especies. Aunque las
especies estudiadas pueden compartir distribucidon y habitat similares, no existe un

patron de respuesta de germinacion.
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2. CAPITULO Il Fitoquimica de dos especies mexicanas de Salvia: Salvia

pennelliiy Salvia reflexa.

2.1 INTRODUCCION

Las plantas terrestres cuentan con tres rutas metabdlicas conocidas como C3
(producto inicial, molécula de tres atomos carbonos), C4 (producto inicial, molécula
de cuatro atomos de carbonos) y CAM (metabolismo acido de las crasulaceas). Las
plantas estudiadas en esta investigacion presentan una ruta metabodlica C4, esta
ruta es una modificacion bioquimica y morfolégica de la ruta C3 donde reduce al
minimo la fotorrespiracion separando el proceso de fijacion inicial del CO2 y el ciclo
de Calvin en células diferentes, el proceso de carboxilaciéon en el mesdfilo y

descarboxilacion en la vaina (Ehleringer y Cerling, 2002).

Los compuestos que son producidos por las plantas estan clasificados como
metabolitos primarios (MP) y secundarios (MS). Los MP son esenciales para el
funcionamiento y desarrollo de las plantas (carbohidratos, lipidos y proteinas) (Jan
et al., 2021). En cambio, los MS que son derivados de los MP, realizan funciones
que, si bien no son vitales para las plantas, son importantes porque pueden influir
en su crecimiento, les otorgan color, sabor y olor, ayudan a la atraccion de
polinizadores, como también otorgan tolerancia a ambientes adversos
(temperaturas altas, sequia, concentraciones elevadas de COg2, salinidad entre
otras) (Ashraf, 2018; Ramakrishna et al., 2011). Se han descrito aproximadamente
200 mil metabolitos secundarios en las plantas superiores la mayoria perteneces a
tres grandes grupos: terpenoides, alcaloides y compuestos fendlicos (Yeshi et al.,
2022; Kabera et al., 2014). Sin embargo, también se pueden encontrar betalainas,
glucosinolatos, glucosidos cianogénicos, aminoacidos no proteicos, poliacetilenos y

policétidos, entre otros (Gershenson y Mabry, 1983).

Los compuestos fendlicos se encuentran en casi todas las plantas y son uno
de los grupos mas abundantes de MS, aproximadamente se conocen 8,000
compuestos fendlicos. Se pueden producir por la ruta del acido shikimico y/o del
acetato-malonato (Ashraf et al.,, 2018; Kabera et al., 2014). Los compuestos

fendlicos pueden contar con estructuras muy simples hasta estructuras muy
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complejas como la lignina (Yeshi et al., 2022). Entre los compuestos fendlicos se
incluye las arilpironas, stirilpironas, estibenos, taninos, coumarinas, flavonoides,
lingninas y liganos. Los flavonoides son los compuestos mas abundantes de este
grupo, siendo pigmentos parcialmente solubles en agua que se localizan en las
vacuolas y estan ampliamente presentes en las plantas, que a su vez se dividen en:
flavonas, flavonoles, flavonones, isoflavonas, catequinas y antocianinas (Ashraf et
al., 2018). Los flavonoides son los encargados de conferirles un color a las flores y
con ello poder atraer polinizadores y frugivoros, promoviendo asi la dispersion de
las semillas, son atenuadores de rayos UV, evitando que estos sean menos dafinos
para las plantas y pueden ayudar a ajustar el calor y frio extremo incrementando su
concentracion (Yeshi et al., 2022; Ashraf et al., 2018; Kabera et al., 2014).

Los alcaloides son un grupo de metabolitos secundarios que contienen en su
estructura atomos de nitrégeno, derivados de la descarboxilacion de aminoacidos
de las plantas, se conocen mas de 20,000 alcaloides y cerca de 600 son bioactivos.
Se encuentran en el 20% de las plantas, particularmente en angiospermas y son
considerados uno de los grupos principales encargados en la defensa de las plantas
(Yeshi et al., 2022). A diferencia de otros grupos de MS, los alcaloides cuentan con
una gran diversidad estructural por lo que no existe una clasificacion uniforme de
ella (Kabera et al., 2014). Sin embargo, una manera para clasificarlos es a partir de
sus aminoacidos precursores y pueden ser de tipo tropano, pirrolidina y pirrolizidina
(precursor: ornitina); bencilsoquinolina (precursor: tirosina); indol y quinolina
(precursor: tipéfano); y quinolizidina (precursor: lisina) (Yeshi et al., 2022). Por lo
general, cada familia producira un tipo de alcaloide, aunque pueden existir
excepciones como las plantas de la familia Solanaceae. Se ha reportado actividad
contra herbivoros (nomocrotalina), actividad antimicrobiana (mimosina), proteccion

contra los rayos UV (vinblastina) y sequia (codeina) (Jan et al., 2021).

En México, se encuentran distribuidas cerca de 30,000 especies de plantas
vasculares, de las cuales 23,314 son nativas y 11,578 endémicas. La familia
Lamiaceae se posiciona como la octava familia mas diversa del pais, con 601

especies, y aproximadamente la mitad pertenecen al género Salvia, el cual cuenta
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con un alto porcentaje de endemismo (Villasefior, 2016; Martinez-Gordillo et al.,
2013 y 2017). Las especies del género Salvia son una fuente rica de MS,
especialmente monoterpenos, diterpenos, acidos fendlicos y flavonoides; vy
desempefian un papel fundamental en el desarrollo y en las interacciones biolégicas

de estas plantas (Bisio et al., 2019).

Los diterpenos constituyen uno de los grupos mas diversos de los MS y en
la familia Lamiaceae pueden llegar a presentar alrededor de 50 esqueletos y en
especies de Salvia estos se pueden presentar, principalmente, con esqueleto de
tipo abietano o neo-clerodano. Recientemente, de este género se han caracterizado
nuevos diterpenoides que se presentan como mezclas epimericas vy
diastereoisomericas que cuentan con esqueleto de neo-clerodano (Toscano et al.,
2020; Bautista et al., 2017). También se pueden encontrar di y tirterpenoides con
esqueletos carbonados inusuales, pero estos generalmente estan restringidos a
unas cuantas especies de Salvia, por lo que pueden servir de marcadores
quimiotaxonémicos. Aun no se han realizado estudios sobre cuales son las
funciones ecoldgicas de estos MS, ni en qué condiciones estas pocas especies de
Salvia producen compuestos con esqueletos carbonados inusuales. Algunos
ejemplos son los amarisanos aislados de Salvia amarissima (Bautista et al., 2015),
los hidrangenanos de Salvia hydragea (Farimani et al., 2012), los microfilanos
aislados de Salvia microphyla (Bautista et al., 2013) y Salvia hirsuta (Toscano et al.,
2020), entre otros.

Los flavonoides son los principales constituyentes de tipo fendlico en el
género Salvia, su produccion estd altamente relacionada con los factores
ambientales como la temperatura, la luz o la disponibilidad de agua (Tavakoli et al.,
2022). Los flavonoides pueden servir también como marcadores quimio
taxonémicos ya que hay una correlacion entre el tipo de flavonoide presente en la
planta y el habitat donde la planta crece (Kharazian, 2014). Los MS pueden tener
diferentes funciones en las especies de Salvia, por ejemplo, el canfeno y borneol
pueden ayudar contra las infecciones por hongos e insectos; los acidos carnosico,
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romarinico y salvionico, y las tanshinonas | y IA pueden ayudar a la planta a tolerar

la sequia por tener actividad antioxidante.

En México, Salvia pennelli Eppling. es una planta herbacea perenne
distribuida en el noreste del pais, en los estados de Nuevo Ledn, San Luis Potosi,
Coahuila y Tamaulipas (Epling, 1939; Martinez-Gordillo et al., 2016). Esta especie
se agrupa en la seccion Pennelliia-Farinaceae junto con S. richarsonii, S.
Jjaimehintoniana y S. farinacea. Hasta la fecha no tiene nombres comunes, usos
tradicionales descritos o estudios sobre su fitoquimica. Otra especie originaria de
México y Estados Unidos es Salvia reflexa Hornem., una planta herbacea anual que
pertenece a la seccion Glareosae que actualmente esta distribuida en Australia,
Nueva Zelanda, Afganistan, Pakistan, China y Africa del Sur y Argentina (Hussain
et al., 2019; Shao et al., 2019). Es reportada como una especie de importancia en
el gremio ganadero debido a la toxicidad asociada con altos niveles de nitrato y alta
hepatoxicidad en ganado (Gardner et al.,2021; Hussain et al., 2019; Nieto et al.,
1996). El estudio sobre su fitoquimica tomo importancia, debido a un caso de
intoxicacion y muerte de ganado en Utah, Estados Unidos, causado por la
contaminacion del alimento con esta planta; ocasionando en los animales dafio
hepatico y muerte, inducida por los compuestos salviarina, rhyacophylina,
salviandulina D (11) y 8-hidroxisalviarina (12) (Fig. 1) (Gardner et al.,2021; Panter
et al., 2021; Nieto et al., 1996). se seleccionaron estas dos especies para
incrementar el conocimiento sobre los metabolitos secundarios que se expresan en
especies de Salvia mexicanas, las poblaciones de ambas especies se encuentran
ubicadas en el estado de San Luis Potosi, el realizar el aislamiento y caracterizacion
de sus componentes, ampliara el conocimiento de la fitoquimica en especies de

Salvia mexicanas de zonas aridas.
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2.2 HIPOTESIS

Las especies S. reflexa y S. pennellii contienen metabolitos especializados con
potencial uso como marcadores quimiotaxonédmicos, y que pueden estar
involucrados en funciones ecoldégicas y muy probablemente el estudio de los
extractos de ambas plantas permita el aislamiento y la elucidacion estructural de

entidades quimicas novedosas.

2.3 OBJETIVO GENERAL

Aislar, purificar y caracterizar metabolitos secundarios presentes en extractos

solubles en acetona de las especies S. pennelliiy S. reflexa.

2.4 OBJETIVO ESPECIFICO

Aislar y purificar compuestos presentes en los extractos de S. pennelliiy S. reflexa

mediante cromatografia en columna.

Determinar las estructuras de los metabolitos secundarios aislados de ambas

especies mediante métodos espectroscopicos y espectomeétricos.
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2.5 MATERIALES Y METODOS
2.5.1 Métodos de separacion

El aislamiento de los metabolitos secundarios se realizé mediante cromatografia en
columna (CC) de gel de silice (Merck 60G), cromatografia en columna rapida del
gel de silice (Macherey-Nagel). El proceso de monitoreo de fracciones fue realizado
mediante cromatografia de capa fina (CCF) de gel de silice G/UV254 (Macherey-
Nagel) con observacion por exposicion a la luz UV (254 nm) y un posterior revelado

con sulfato cérico 2N y H2SOa.
2.5.2 Determinacion de las constantes fisicas y espectroscopicas

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns. Las rotaciones
Opticas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 343. Los espectros de UV se
registraron en un espectrofotometro Shimadzu UV 160U. Los espectros IR se
obtuvieron en un espectrometro Bruker Tensor 27. Los espectros de resonancia
magnética nuclear (RNM) se realizaron en un Bruker Avance Il 400 MHz o en un
Bruker Avance Il HD 700 MHz. Los desplazamientos quimicos fueron relativos a
TMS vy los valores de J se dan en Hz. Los analisis de difraccién de rayos X fueron
obtenidos con un difractdmetro de x—geometria, Bruker D8 Venture con una fuente
de radiacion de Mo Ka A= 0.71073 A o una fuente de radiacion de Cu (A= 1.54178
A). Los datos HR-DART-MS se adquirieron en un espectrometro de masas Jeol
AccuTOF JMS-T100LC y en un espectrometro Waters Xevo G2 XS.

2.5.3 Material vegetal

Las hojas y flores de S. pennelliiy S. reflexa fueron colectadas en Real de Catorce,
San Luis Potosi, México en agosto de 2017 e identificadas por la Dra. Brenda Yudith
Bedolla Garcia. Un ejemplar de S. pennellii fue depositado (IEB-258981) en el

Herbario del Centro Regional Bajio, Instituto de Ecologia A.C.
2.5.4 Aislamiento de los metabolitos secundarios de S. pennellii

Las partes aéreas secas y molidas (500 g) fueron extraidas por maceracion con
acetona (4 L, 24 h x 3), para obtener un extracto (46.4 g). El extracto total de acetona
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se sometio a particion con una mezcla MeOH/H20 4:1 (250 mL) y hexanos (3 x 250
mL). Se colecté la fase hidroalcohdlica y se evaporé el metanol por destilacion a
presiéon reducida (~ca. un tercio de su volumen), se adicioné agua a la mezcla
resultante (250 mL) y se extrajo con AcOEt (3 x 500 mL). La fase organica se separo
y el AcOEt se recuperd por destilacién a presion reducida para dar un residuo de
35.2 g. La fraccion de AcOEt dejé un sdlido insoluble en acetona, mismo que fue

retirado por filtracion, para obtener 1.27 g de arbutina (5).

La fraccion de EtOAc se sometio a CC de gel de silice (5.0 x 8.0 cm, frs. 125
mL) utilizando mezclas de hexanos-EtOAc en polaridad creciente. Las fracciones
obtenidas de esta columna fueron analizadas por TLC y reunidas acorde a su
similitud en 14 fracciones: fraccion B (frs. 1-9, 0.16 g), fraccion C (frs. 13-16, 0.50
g), Fraccién D (frs. 17-20, 0.52 g), fraccion E (frs. 21-25, 0.84 g), fraccion G (frs. 34-
37, 1.03 g), fraccién H (frs. 38-45, 0.71 g), fraccion | (frs. 46-47, 2.48 g) y fraccion J
(frs. 48-51, 1.17 g).

La fraccién B (166.9 mg) se sometié a CC de gel de silice (1.5 x 10 cm, frs.
15 mL) eluyendo con mezclas hexano-AcOEt 80:20 (frs. 1-10) y hexano-AcOEt
75:25 (frs. 11-18). De las fracciones 9-14 se aislaron 32.9 mg de hidroquinona (4).

La fraccion C (0.54 g) se sometié a CC (1.8 x 9.5 cm, frs. 25 mL) eluyendo
con una mezcla de hexano-acetona 75:25 (frs. 1-11) y hexano-acetona 70:30 (frs.

12-20). De las fracciones 7-10 se obtuvieron 80 mg de naringenina (6).

De la fraccion D (0.5274 g) se sometié a CC de silice (2.8 x 9.0 cm, frs. 25
mL) eluyendo con mezclas de cloroformo-AcOEt 97:3 (frs. 1-10), cloroformo- AcOEt
95:5 (frs. 11-17) y cloroformo- AcOEt 90:10 (frs. 18-25). De las fracciones 11-15 se

aislaron 4.1 mg de naringenina (6).

La fraccién E (0.841 g) se sometio a CC (2.6 x 8 cm, frs. 25 mL) y se eluyd
de la siguiente manera: cloroformo-AcOEt 95:5 (frs. 1-11), cloroformo-AcOEt 90:10
(frs. 12-22), cloroformo-AcOEt 80:20 (frs. 23-30) y cloroformo-AcOEt 70:30 (frs. 31-
40).
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La fraccion E-(31-36) (108.4 mg) se sometié a CC (2.2 x 7.5, frs. 25 mL) y se
eluy6 con mezclas de hexano-AcOEt 70:30 (frs. 1-8), hexano-AcOEt 60:40 (frs. 9-
14), hexano-AcOEt 50:50 (frs. 15-19), y hexano-AcOEt 30:70 (frs. 20-27). De las
fracciones 22-27 se obtuvieron 11.1 mg de la mezcla epimerica de wirikutina/15-epi-
wirikutina (1/2).

De la fraccion G (1.03 g) se sometio a CC de silica gel (2.8 x 7.0 cm, frs. 25
mL) eluyendo de la siguiente manera: hexano-AcOEt 70:30 (frs. 1-7), hexano-AcOEt
60:40 (frs. 8-14) y hexano-AcOEt 50:50 (frs. 15-26). De las fracciones 22-25 se
obtuvieron 9.2 mg de una mezcla compleja de tilifolanos que condujo a la obtencién

de material cristalino de wixarikolida (3).

wirikutina/15-epi-wirikutina (1/2): polvo amorfo blanco, [a]?®p + 10 (¢ 0.14,
MeOH); UV (MeOH) Amax (log &) 213 (3.73); IR (ATR) vmax 1750 cm™'; datos de RMN
de 'Hy '3C (CDCI3) (Tabla 5); HRESIMS m/z 389.12468 [M + H]* (calculada para
C20H210s, 389.12364).

Wixarikolide (3): polvo amorfo de color marron rojizo; HRESIMS m/z
335.09122 [M + H]* (calculada para C20H150s5, 335.09195).

2.5.5 Determinacién de la estructura monocristalina por rayos X de la

wixarikolida (3).

Férmula molecular: C20H1405, MW = 334,31, ortorrémbico, grupo espacial
P21 21 21, dimensiones de celda unitaria a= 7.4715(8) A, b= 11.8459(13) A, c=
17.391(2) A, o= B =y = 90°, V= 1539.2(3) A3, Z= 4, Dc= 1.443 g/cm?, F (000) = 696.
Se recolectd un total de 4,505 reflejos unicos, con 2220 reflejos mayores que | > 2¢
(/') (Rint = 0,0514). La estructura se resolvio mediante métodos directos y se refino
mediante minimos cuadrados de matriz completa en F2, con parametros de
desplazamiento anisotrépico para atomos que no son de hidrogeno en indices R
finales [| > 206(/)], R1 = 0,0952, wR2 = 0,2230; indices R (todos los datos), R1 =
0,0938, wR2 = 0,1819. Centro de datos cristalograficos de Cambridge (numero de
depdsito: CCDC 2240711).). Los datos se pueden obtener de forma gratuita a través

de http://www.ccdc.ac.uk./data request/cif.
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2.5.6 Aislamiento de los metabolitos secundarios de Salvia reflexa Hornem.

Las hojas y flores secas y molidas (427 g), se sometieron a extraccion por
maceracion con acetona (2 x 3 L) durante dos dias. Para obtener un extracto (49.02
g); posteriormente se sometié a extraccién con MeOH (3 L x 1) por 24 h. El extracto
de acetona se sometié a CC (5.5 x 12 cm, frs. 125 mL) y se eluyé de la siguiente
manera: hexanos (frs. 1-7), hexanos-AcOEt 90:10 (frs. 15-21), hexanos-AcOEt
80:20 (frs. 22-30), hexanos-AcOEt 70:30 (frs. 31-36), hexanos-AcOEt 60:40 (frs. 37-
48), hexanos-AcOEt 30:70 (frs. 44-50), y AcOEt (frs. 51-57). Las frs. obtenidas se
reunieron por su similitud en TLC: fraccion A (frs. 1-8), fraccion B (frs 9-12), fraccién
C (13-19), fraccion D (frs. 20-25), fraccion E (frs. 26-29), fraccion F (frs. 30-35),
fraccion G (frs. 36-37), fraccion H (frs. 38-40), fraccion | (frs. 42-46), fraccion J (frs.
47-50), fraccion K (51-60) y fraccidén L (frs. AcOEt).

De la fraccion 27 se obtuvieron por cristalizacion de AcOEt-hexanos, 22 mg

de salviandulina D (11).

De la fraccidon 47 se obtuvo un sélido cristalino incoloro, el cual fue lavado

con AcOEt y se obtuvieron 122 mg de 8-hydroxysalviarina (12).

La fraccion B (950 mg) se sometio a CC de gel de silice (2.7 x 7 cm, frs. 25
mL) eluyendo con mezclas de hexanos-AcOEt 90:10 (frs. 1-7), hexanos-AcOEt
80:20 (frs. 8-14) y hexanos-AcOEt 70:30 (frs. 15-28). De las fracciones 5-11 de

obtuvieron 97 mg de estigmasterol (13).

La fraccion G (1.065 g) se sometié a CC de gel de silice (3.0 x 9.8 cm, frs. 25
mL), eluyendo con una mezcla de cloroformo-acetona 99:1 (frs. 1-6), cloroformo-
acetona 97:3 (frs. 7-14), cloroformo-acetona 95:5 (frs. 15-21), cloroformo-acetona
90:10 (frs. 22-27) y cloroformo-acetona 80:20 (frs. 28-32). De las fracciones 23-25

se obtuvieron 59 mg de 6 f-acetiloxi-salviarina (9).

La fraccion | (3.153 g) se sometio a CC de gel de silice (4.0 x 9.5 cm, frs. 50
mL), eluyendo de la siguiente manera: cloroformo-AcOEt 99:1 (frs. 1-5), cloroformo-
AcOEt 97:3 (frs. 7-13), cloroformo-AcOEt 95:5 (frs. 14-18) y cloroformo-AcOEt 90:10
(frs. 19-25). De las fracciones 11-17 se aislaron 198 mg de 6-B-hydroxisalviarina (9).
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La fraccion L se sometio a CC de gel de silice (4.7 x 9.5 cm, frs. 50 mL),
eluyendo de la siguiente manera: cloroformo-MeOH 97:3 (frs. 1-6), cloroformo-
MeOH 95:5 (frs. 7-16), cloroformo-MeOH90:10 (frs. 17-26), cloroformo-MeOH 80:20
(frs.27-34) y cloroformo-MeOH 70:30 (frs. 35-39). De las fracciones 13-20 de

obtuvieron por filtraciéon 190 mg de cirsiliol (14).

La fraccion L-(3-8) (1.0 g) se sometio a CC de gel de silice (4.0 x 9.5 cm, frs.
50 mL) y se eluyd con CH2Cl2 (frs. 1-5), CH2Cl2-acetona 99:1 (frs. 6-12), CH2Clz2-
acetona 97:3 (frs. 13-20), CH2Clz-acetona 95:5 (frs. 21-25) y CH2Clz-acetona 90:10

(frs. 26-32). De las fracciones 13-24, se aislaron 253 mg de 6 f-acetiloxi-salviarina
(9)-

La fraccion L-(9-12) (1.828 g) se sometio a CC de silica gel (3.0 x 9.5 cm, frs.
25 mL) y se eluyé con mezclas de cloroformo-AcOEt 97:3 (frs. 1-5), cloroformo-
AcOEt 95:5 (frs. 6-12), cloroformo-AcOEt 90:10 (frs. 13-23), y cloroformo-AcOEt
80:20 (frs. 24-34). De las fracciones 12-18 se asilaron 25 mg de 5,6-dihidroxy-7,3",4-

trimetilflavona (15)

De la fraccion L-(21-22) (0.926 g) se sometié a CC de silica gel (3.0 x 9.5 cm,
frs. 25 mL), eluyendo de la siguiente manera: CH2Clz-acetona 97:3 (frs. 1-5),
CH2Cl2-acetona 95:5 (frs. 6-13), CH2Clz2-acetona 90:10 (frs. 14-24), CH2Cl2-acetona
80:20 (frs. 25-30) y CH2Clz-acetona 70:30 (frs. 31-37). De las frs. 28-33 se
obtuvieron 70 mg de reflexiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8).

De la fraccion L-(23-27) se obtuvieron por filtracién 102 mg de pedalitina (16)

De la fraccion 28-30 L se obtuvo un solido cristalino. Este sélido se lavd con

AcOEt y filtr6 para obtener 14 mg de pedalitina (16).

2.5.7 Determinacion de la estructura monocristalina por difraccion de rayos X

de 6-p-acetiloxi-salviarina (9).

Formula de fraccion C22H2407, MW= 400.41, grupo espacial P21 21 21, dimensiones
de celdas unitaria a= 11.6030 (3) A, b=12.1275 (3) A, c=14.0299 3) A, a=B=y =
90°, V= 1974.22 (8) A3, Z= 4, Dc= 1.347 g/cm3, F (000) = 848. Se recolecto un total
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de 3742 reflejos unicos. La estructura se resolvié mediante métodos directos y se
refind mediante minimos cuadrados de matriz completa en F?, con parametros de
desplazamiento antisotropico para atomos que no son de hidrogeno enindices R
finales [| > 25(/)], R1 = 0,0244; indices R (todos los datos), wR2 = 0.1792. Los datos
se pueden obtener de forma gratuita a través de

http://www.ccdc.ac.uk./data request/cif.
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2.6 RESULTADOS
Salvia pennellii

La mezcla wirikutina/15-epi-wirikutina (1/2) se aislé como un polvo amorfo incoloro.
Su espectro HRMS (DART-TOF+) mostro un iéon pseudomolecular a m/z 389.12468
[M + H]* (calculada para 389.12364), indicando la férmula molecular C20H200s. El
espectro de RMN de 3C mostro un par de 20 sefiales, lo que sugiere una relacion
epimeérica entre ellas y una estructura diterpenoide. Estas sefales se resolvieron en
el espectro DEPT como un par de metilos, tres pares de metilenos, 10 pares de
metinos y seis pares de carbonos no protonados (Tabla 5). Los espectros de RMN
de 'H y '3C mostraron sefiales de una jy-lactona (& 169.43, C-18; 79.77/79.72, C-
19; 64 4.88, dd, J =7.9, 5.2 Hz, H-19r0-r; 4.01, d, J = 7.9 Hz, H-19p10-s), un acetal
biciclico (- 110.77/110.60, C-20; 87.61/87.54, C-7; 75.07, C-12; 5:5.38 s/5.41, s, H-
20; 5.11,dd, J = 8.4, 7.6 Hz, H-12; 449, d, J = 4.0 Hz, H-7) y una 5-hidroxifuran-
2(5H)-ona ((&c 169.30/169.39, C-16; 137.71/137.65, C-13; 96.70, C-15; 6:7.02, d, J
=4.6 Hz/7.13,brd, J=3.8 Hz, H-14; 6.16, d, J=4.6 Hz/6.12, br s, H-15). Se pueden
encontrar similitudes entre diversas estructuras de diterpenos presentando
diferencias distintivas como la presencia o ausencia de dobles enlaces, grupos
metilos o hidroxilos. Tal es el caso de la wirikutina/15-epi-wirikutina, que estan
relacionadas con la polistaquina G y la 15-epi-polistaquina G, dos epimeros en C-
15 con esqueleto carbonado de neo-clerodano que difieren de los compuestos 1/2
por la presencia de un doble enlace en C-3 ((6c137.67, C-4; 130.13, C-3, 6, 7.08, d,
J =7.5 Hz, H-3). Esta informacion fue respaldada por las correlaciones observadas
en el espectro COSY de H-3 con H-2 (6,3.54, brdd, J=7.5, 3.8 Hz), y en el espectro
HMBC del protéon H-3 con C-2 (& 46.26) y C-18 (& 169.43) (Fig. 4). Como es
habitual en los diterpenoides de tipo neo-clerodano derivados de especies de Salvia,
la configuracion relativa de los compuestos 1/2 se establecié considerando las
orientaciones de los grupos metilo en C-17 y metileno en C-19 como a, y mediante
un analisis detallado del espectro NOESY (Fig. 6). Los contornos NOE de Hs-17
con H-12 (én 5,11, dd, J = 8,4, 7,6 Hz) y H-11 (o1 2,83, dd, J = 13,3, 8,4 Hz)
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indicaron que la 5-hidroxifuran-2(5H)-ona tiene una orientacion a. Las correlaciones
NOE de H-19p0.s (64 4.01, d, J = 7,9 Hz) con H-10 (&4 2,24, d, J = 7,1 Hz)
establecieron un anillo de decalina cis-fusionado, y las correlaciones de H2-19 y H-
10 con H-20 (o4 5,38 s/5,41 s) establecieron un dioximetino con disposicion a. Por
ultimo, el pico cruzado de H-10 con H-1 (o1 3.51, br dd, J = 5.0, 4.2 Hz) indic6 que

la orientacién del anillo de oxirano es B (Fig. 7).

Figura 4. Compuestos aislados de la especie S. penneelii: wirikutina/15-epi-

wirikutina (1/2), wixarikolide (3), hidroquinona (4), arbutina (5) y naringenina (6).
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Tabla 5. Datos de RMN de 'H (400 MHz) y '3C (100 MHz) de los compuestos 1/2

en CDCls.
1/2
Posicion
o+ mult. (J in Hz) oc
1 3.51 brdd (5.0, 4.2) 58.65/58.60, CH
2 3.54 brdd (7.5, 3.8) 46.26, CH
3 7.08 d (7.5) 130.13, CH
4 137.67,C
5 440, C
60 2.14 dd (13.8, 4.3) 40.63, CH2
6P 1.44 br d (13.8)
7 4.49d (4.0) 87.61/87.54, CH
8 2.66 m/2.64 m 39.05, CH
9 53.74,C
10 2.24d(7.1) 44.78, CH
lla 2.06 dd (13.3, 7.6) 35.58, CH2
11 2.83dd (13.3, 8.4)
12 5.11 dd (8.4, 7.6) 75.07, CH
13 137.71/137.65, C
14 7.02d (4.6)/7.13brd (3.8) 144.5/144.3, CH
15 6.16 d (4.6)/6.12br s 96.70, CH
16 169.30/169.39, C
17 1.32d (7.2)/[1.26 br s 14.52, CHs
18 169.43, C
19%m0r  4.88d(7.8)/4.87 d (7.9) 79.77 CH2
19r0-s  4.01d(7.9)
20 5.38s/5.41s 110.77/110.60, CH

57



= COSY
—> HMBC

Figura 6. Principales correlaciones NOESY observadas para los compuestos 1/2.

La wixaricolida (3) (0,5 mg) se aislé en forma de cristales café pardo, a partir
de una mezcla compleja de diterpenoides de tipo tilifolano (9,2 mg) (Fig. 9), de la
cual no fue posible obtener todos los constituyentes individuales. La asignacion de

las sefiales de RMN "H y 3C tampoco fue posible debido a: 1) la superposicién de

58



varias sefales en ambos espectros; 2) la presencia de al menos cuatro carbonos
no protonados en cada compuesto, de un total de tres compuestos distintos con
esqueleto de tilifolano en la mezcla; y 3) a pesar de que se adquirieron los espectros
de RMN de 2D de esta mezcla, los contornos mostrados en el espectro HMBC eran
demasiado anchos para realizar una asignacion inequivoca de los carbonos no

protonados.

Por lo tanto, la estructura de 3 se establecid directamente mediante difraccion

de rayos X de monocristal como el derivado A3 de la tilifodiolida (Fig. 7).

Figura 7. Diagrama ORTEP del compuesto 3.

Los compuestos conocidos 4-6 se identificaron mediante la comparacién de
sus espectros de RMN de 'H y 3C con los previamente reportados en la literatura
para hidroquinona (4) (Jeyanthi et al., 2016), p-arbutina (5) (Avonto et al., 2016) y
naringenina (6) (Zhou et al., 2019).
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Salvia reflexa

El diterpenoide 6-B-acetoxisalviarina se obtuvo como cristales incoloros. Su
estructura se dedujo por medio del analisis de sus datos de RMN de 1D y 2D; y por
comparacion de sus datos de RMN con los de otros neo-clerodanos obtenidos de
especies de Salvia con distribucion en México. Después de este andlisis y
comparacion, se determiné su estructura como la ilustratada para el compuesto 9
(Fig. 8). Este compuesto, previamente se aislé y caracterizé como una mezcla de
neo-clerodanos aislados de las partes aéreas de S. rhyacophila (Fernandez et al.
1988), por lo que carece de una asignacién completa de sus sefiales de RMN de 'H
y 13C, y falta informacion acerca de su esteroquimica. En el presente estudio se
cubrieron ambos aspectos. Su espectro de HRMS (TOF-MS) mostro un pico de
iones en m/z 423.13952 [M + Na]* (calculada para 423.14142), indicando su formula
molecular como C22H2407. El espectro de RNM de '3C mostro 22 sefiales y mediante
el espectro HSQC, las sefales se resolvieron como dos metilos, cuatro metilenos,
diez metinos y seis carbonos no protonados (Tabla 6, Apéndice 8). Los espectros
de RMN de 'H y '3C muestran sefiales de una j-lactona (& 174.38, C-18; 68.98, C-
19; :4.22,d, J = 9.8 Hz, H-19pr0-r, 4.33, d J = 9.8 Hz, H-19-p0-s), una &-lactona (o
169.88, C-17; 70.10, C-12; &1 5.46, dd, J = 12.7, 3.2 Hz, H-12), un anillo de furano
(c124.57, C-13,108.13, C-14, 143.76, C-15, 139.65, C-16; 5.6.42,dd, J=1.8,0.8
Hz, H-14; 7.42,t, J=1.8 Hz. H-15;7.49, t, J = 0.8 Hz, H-16) un grupo acetiloxi en
el C-6 (6c69.15, C-6, 60:4.85,dd, J=2.7,2.7 Hz, H-6; OAc 61 2.03, s, -CH3, 6:170.84,
C-1’, 20.97, C-2’); y un doble enlace en C-2 (6:6.02, dddd, J =10.1, 5.1, 2.3, 2.3 Hz,
H-2; 5.73, dddd, J = 10.1, 2.9, 2.9, 1.4 Hz, H-3; &128.27, C-2;121.22,C-3). Esta
informacion fue respaldada por las correlaciones del espectro COSY de H-2 con H-
3,y en el espectro HMBC la correlacion H-3 con C-2 y C-18 (Fig. 9). La configuracion
relativa del compuesto 9 se establecié considerando las orientaciones de los grupos
Hs-17 y H2-19 como a, con base en la biosintesis y la estereoquimica previamente
reportada para neo-clerodanos obtenidos de especies mexicanas de Salvia. Asi, la
orientaciéon del grupo acetato en C-6 se establecid como B, por las correlaciones

observadas en el espectro NOESY de H-6 con H-19.0.r (Fig. 10). El pico del
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espectro NOESY, de H-8 (5,2.40, dd, J = 6.0, 2.1 Hz) con H3-20 (5, 1.03, s) indican
una orientacion B para la é-lactona y una fusion cis. El pico del diagrama NOESY de
H2-19 con H3-20, y de H-10 (8:2.57, dd, J = 12.2, 5.4 Hz) con H-4 (4323, M) indico
que tanto el anillo de decalina, como la y-lactona tienen una fusion trans, con una
estereoquimica como se indica para la estructura del compuesto 9 (Fig. 10). Debido
a que se obtuvo material cristalino de buena calidad y tamafio; la configuracion
absoluta del compuesto 9 se determiné por medio de un estudio de difraccion de
rayos X de monocristal, seguido de la determinacion del parametro de Flack (0.19
(4)) (Fig. 11), lo que permitié confirmar la estructura y esteroquimica propuesta para

el compuesto 9 con base en el analisis de los datos de RMN de 1D/2D.

Las reflexdiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8) se aislaron como un polvo
blanquecino. Su espectro HRMS (ESI-Q-TOF+) mostro un pico con m/z 471.10414
[M + K]* (calculada para 471.10519), indicando una férmula molecular C22H2409K
(Fig. 8). El espectro de RMN de '3C mostro 22 sefiales, lo que sugiere que los dos
compuestos tienen una estructura diterpenoide muy similar. Mediante los espectros
DEPT y HSQC estas sefales se resolvieron como dos metilos, cuatro metilenos,
siete metinos y siete carbonos no protonados (tabla 6 y Apéndice). Los espectros
de RMN de 'Hy '3C mostraron sefiales para una jy-lactona (& 174.69, C-18; & 68.64,
C-19;614.52,d J=10.1 Hz, H-19-pr0-r; 4.31,d J=10.1 Hz, H-19-p10-5), una d-lactona
(0c170.84, C-17; 71.31, C-12, &4 5.33, br d, J = 10.3 Hz, H-12), una hidroxifuranona
(6c169.69, C-15; 117.52, C-14, 169.72, C-13; 98.05, C-16; 61 6.16, br s, H-14; 6.24,
brs; o1 8.29-8.08, OH-16); un grupo acetiloxi en C-6 (& 69.26, C-6, o1 4.61, br s, H-
6; OAc o1 1.92, s, & 169.69, C-1’; 20.64, C-2’). La comparacion de los espectros de
RMN de 1D entre los compuestos 7/8 con el compuesto 9, mostro que sus
estructuras son muy similares, difiriendo por la presencia de una hidroxifuranona
unida al C-12 en lugar de un anillo de furano. Se ha descrito que las hidroxifuranonas
en los neo-clerodanos, puede ser de dos tipos: 16,15y 15,16; y se suelen encontrar
como mezclas epiméricas en C-15y C-16, respectivamente. En el espectro HSQC
de los compuestos 7/8, las senales con o4 6.25 (br s, H-16) y 6.18 (br s, H-14)
mostraron correlacion con sefiales de '3C en & 117.52 (CH, C-14) y 98.05 (CH, C-
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16), y son distintivas de una 15,16-hidroxifuranona. Esta inferencia, se apoy6 por
medio de la correlacion HMBC de H-14 con C-13 (&c 169.71, C). Considerando la
ocurrencia concomitante de los compuestos 7-9, y que la mezcla de 7/8 se produce
en la planta por medio de la oxidacion del anillo de furano en el compuesto 9, la

configuracion absoluta en 7/8 es la misma que la establecida para 9.

Las estructuras de los compuestos salviandulina D (10) (Gardner et al., 2021),
8-hidroxisalviarina (11) (Nieto et al. 1996), 63-hidroxisalviarina (12) (Fernandez et
al., 1991), estigmasterol (13) (Yinusa et al., 2012), cirsiliol (14) (Bautista et al.,
2020), 5°6-dihidroxi-7,3",4 trimetilflavona (15) (Calzada et al., 2020) y pedalitina (16)
(Moreno-Pérez et al., 2019) se determinaron comparando sus datos de RNM de 'H
y 13C con espectros y descripciones previamente reportadas para estos compuestos
(Fig. 10).
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Figura 8. Compuestos asilados de la especie S. reflexa: reflexdiolida/16-epi-
reflexdiolida (7/8), 6-B-acetoxysalviarina (9), 63-hidroxisalviarina (10), salviandulina
D (11), 8-hidroxisalviarina (12), estigmasterol (13), cirsiliol (14), 5°6-dihidroxi-7,3",4

timetilflavona (15) y pedalitina (16).
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Tabla 6. Datos de RMN de 'H (500 MHz) y '3C (125 MHz) de reflexdiolida/16-epi-
reflexdiolida (7/8) y 6-B-acetiloxisalviarina (9) en CDCls.

reflexdiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8)

6-B-acetiloxisalviarina (9)

PosIcion 4 mult. (3 in Hz) de dw mult. (3 in Hz) de
la 2.32mP 21.35, CH," 2.20 m 21.58, CH.
1b 2.14brs 2.14 ddd (15.7, 6.2, 2.4)°
) 128.27,
6.03 br d (6.7) 130.12, CH 6.02 dddd (10.1, 5.1, 2.3, 2.3) CH
: 121.22,
5.54 brd (9.7) 120.51, CH 5.71 dddd (10.1, 2.9, 2.9, 1.4) CH
4 3.17brs 46.02, CH 3.23m 45.88, CH
5 44.84, C 44.68, C
6 4.61brs 69.73, CH 4.85dd (2.7, 2.7) 69.15, CH
7a 2.39 dd (15.4, 6.0) 22.57, CH, 2.13mP 22.29, CH;
7b 2.56 mP 3.00 ddd (20.9, 11.7, 5.0)
8 2.55mP 44.71, CH 2.40 dd (6.0, 2.1) 45.34, CH
9 34.28, C 34.20, C
10 2.32m° 32.89, CH 2.57 dd (12.2, 5.4) 32.07, CH
11a 1.69 br s 37.77, CH, 1.73 dd (14.9, 12.7) 40.91, CH;
11b 2.22m 2.25dd (14.9, 3.2)
12 5.36 br s 72.44, CH 5.46 dd (12.7, 3.2) 70.10, CH
13 170.05, C 124.57, C
1 108.13,
6.18 br s 117.52, CH¢ 6.42 dd (1.8, 0.8) CH
15 143.76,
170.17, C*® 7.421(1.8) CH
16 139.65,
6.25brs 98.05, CH¢ 7.491(0.8) CH
17 171.02, C 170.84, C
18 175.19, C 174.38, C
19r  4.54d (10.0) 69.11, CH, 4.22 d (9.8) 68.98, CH.
19r-s  4.33d (10.0) 4.33d(9.8)
20 0.95s 22.95, CHs 1.03 s 23.61, CHs

a OAc seflal dH 1.92, s, CH3 21.35, C170.17, sefal del OH 16 dH 8.29-8.08, br s; b senial
superpuesta, ¢ OAc sefial dH 2.03, s, CH3 170.84, C 20.97, C; d asignado mediante sefiales de

HSQC, e sefales asignadas mediante picos de HMBC
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Figura 9. Correlaciones COSY y HMBC de las reflexdiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8) y

la 6B-acetiloxysalviarina (9)..

Figura 10. Correlaciones NOESY observadas para las reflexdiolidal16-epi-reflexdiolida

y la 6B-acetiloxysalviarina (9).
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Figura 11. Diagrama ORTEP de la 63-acetiloxysalviarina (9).
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2.7 DISCUSION

A partir del extracto de Salvia pennellii se asilaron tres compuestos previamente
descritos: arbutina (4), hidroquinona (5) y naringenina (6), y se aislaron e
identificaron tres compuestos novedosos a los que se les dio el nombre de
wirikutina/15-epi-wirikutina (1/2) y wixarikolida (3). El nombre asignado a estos
metabolitos especializados hace alusion a la cultura wixarika (huichol), que
considera que wirikuta es el extremo oriente de su territorio, y corresponde al lugar
de colecta de la planta. El valle wirikuta, es un lugar sagrado para los wixarikas y

representa el lugar donde inicio la vida.

Las wirikutina (1) y 15-epi-wirikutina (2) se obtuvieron como una mezcla de
epimeros en C-15 del esqueleto carbonado de neo-clerodano, uno de los principales
tipos de diterpenos aislados de especies Americanas de Salvia. Los compuestos 1/2
contienen en su estructura un residuo de 2,8-dioxabicyclo [3.3.0]octano y una
unidad de 5-hidroxifuran-2(5H)-ona en la cadena lateral en C-12 del esqueleto de
neo-clerodano (Bautista et al., 2017; Maldonado et al., 2016). Recientemente, se ha
reportado que los neo-clerodanos que contienen en su estructura este tipo de
furanonas, se aislan como mezclas epiméricas en C-15 y/o en C-16, y son
irresolubles por métodos cromatograficos debido a la apertura en disolucion de la
hidroxifuranona. Algunos epimeros aislados en forma enantioméricamente pura,
s6lo se han obtenido como éteres metilicos y son considerados como artefactos
generados durante el proceso de extraccion y/o purificacion cuando se emplea
metanol (Peng et al., 2023; Maldonado et al., 2016). Este comportamiento también
se ha observado en diterpenoides de tipo labdano (Li et al., 2012), microfilano
(Toscano et al., 2020) y glucésidos de neo-clerodano (Flores-Bocanegra et al., 2017;
Salinas-Arellano et al., 2020; Garcia-Nava et al, 2022), entre otros, obtenidos a partir
de plantas de la familia Lamiaceae. Los epimeros 1/2 estan estructuralmente
relacionados con la polistaquina G y la 15-epi-polistaquina G, aisladas previamente
de S. polystachya (Bautista et al., 2017), la diferencia de 1/2 con estas polistaquinas
radica en que los primeros poseen un doble enlace en C-3 conjugado con la 18,19-

y-lactona (Fig. 8).
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El género Salvia ha destacado por la diversidad de esqueletos diterpenicos
presentes en sus partes aéreas de los cuales la mayoria tienen como precursores
esqueletos de tipo abietano y neo-clerodano, sin embargo, en especies presentes
en América se han descrito esqueletos inusuales como son los de tipo tilifolano
(Esquivel, 2008). Se ha sugerido que la salvigenolida A es el precursor biogenético
de este tipo de andamiaje (Rodriguez-Hahn et al., 1990). Los tilifolanos presentan
un anillo de seis miembros compuesto por los carbonos C-1, C-2, C-3 C-20, C-9y
C-10, el cual esta trisustituido con una y-lactona «,B-insaturada, una
hidrobenzofuranona y un furano mostrando un arreglo de media silla, este ultimo
esta perpendicular al anillo aromatico (Rodriguez-Hahn et al., 1990). La wixarikolida
(3) es el cuatro reporte de un diterpenoide con esqueleto tilifolano descrito hasta el
momento, este tipo de esqueleto solo se han asilado en especies como S. filiifolia
(Rodriguez- Hahn et al., 1990), Salvia dugesii (Xu et al., 2004; Gang et al., 2011) y
S. leucantha (Jiang et al., 2016). A pesar de que estas especies, junto con S.
pennellii, no pertenecen a la misma seccion taxonoémica, estudios filogenéticos
recientes utilizando marcadores moleculares de ADN no codificante de nucleos y
cloroplastos sugieren que estan estrechamente relacionadas (Fragoso-Martinez et
al., 2018; Gonzalez-Gallegos et al., 2020; Lara-Cabrera et al., 2021; Sepulveda et
al., 2021), por los que las estructuras de diterpenos que presenten un esqueleto de
este tipo podrian considerarse como marcadores quimiotaxondmicos, ayudando a
resolver la problematica en las clasificaciones taxondmicas y filogenéticas de este

subgénero a través de enfoques metabolémicos.

La hidroquinona (4) (1-4 dihidroxibenceno) es un compuesto aromatico del
grupo de los fenoles, se compone de dos grupos hidroxilos que estan unidos a un
anillo de benceno (Fig. 8). Se puede encontrar en las hojas de algunas especies en
su forma libre y también en su forma glucosilada (arbutina). Se ha reportado su
actividad alelopatica ya que puede inhibir la germinacion y provocar alteraciones en
las relaciones hidricas de las plantas generando un menor crecimiento, asi como el
cierre de estomas y reducir la fotosintesis (Keller et al., 2008; Jurica et al., 2015;

Barkosky et al., 1999). En el caso de S. pennellii se aisl6 hidroquinona en su forma
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libre y en su forma glucosilada (arbutina), estos compuestos podrian servir como
indicadores de competencia en su medio natural contra otras especies o contra

condiciones adversas.

La arbutina (5) (4-hidroxifenol B-D-glucopiranésido) es un derivado de la
hidroquinona y pertenece al grupo de los fenoles simples (Fig. 8) (Xu et al., 2022).
Se aislo por primera vez en hojas de gayuba (Arctostaphylos una-ucaceae) y se ha
aislado en grandes cantidades en plantas de las familias Lamiaceae, Ericaceae,
Saxifragaceae y Rosaceae (Xu et al., 2015). La arbutina se ha encontrado en
diversas partes de las plantas como son las hojas, los tallos y las raices, y siempre
en mayores concentraciones, en especies que habitan condiciones desfavorables
como bajas temperaturas o sequia. Se ha reportado la acumulacion de distintos MS
para tolerar el estrés por sequia como la prolina, trehalosa o galactinol. Sin
embargo, la arbutina se encuentra en concentraciones superiores en plantas
consideradas tolerantes a la sequia (Sprenger et al., 2016). La arbutina es
considerada como una fuente de hidroquinona y gracias a su estructura hidroxilada
de dos anillos podria conferir proteccion a la planta bajo condiciones de estrés, ya
que se ha propuesto que puede reducir la tasa de peroxidacion de los lipidos
insaturados de la membrana vegetal que muchas veces son los causantes del
deterioro de las células durante la exposicion al estrés (Suau et al., 1991; Argumedo-
Delira et al., 2003). En el caso de S. pennellii la arbutina fue el compuesto
mayoritario de esta poblacién (1.27 g), a diferencia de otras especies reportadas
como S. mexicana (563 mg) y S. rhyacophila (200 mg) (Argumedo-Delira et al.,
2003). La arbutina es ampliamente utilizada en la industria cosmética debido a su

actividad aclarante.

La naringenina (6) es un flavonoide perteneciente a las flavononas que
comunmente se encuentra en las frutas citricas. Sin embargo, se ha reportado su
presencia en otras especies de Salvia como S. argentea, S. aegyptiaca y S.
verbenaca (Ben Farhat et al., 2013). Se ha reportado que los flavonoides tienen
actividad antioxidante, ya que pueden inhibir enzimas generadoras de ROS.

Ademas, este tipo de compuestos pueden acumularse en las vacuolas o
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cloroplastos estabilizando la membrana de los cloroplastos ante la presencia de
estrés (Yildiztugay et al., 2020). La naringenina (6) tiene diversos efectos bioactivos
beneficiosos en la salud humana como actividad antinflamatoria, antidiabética y

antitumoral, entre otras (Venkateswara et al., 2017).

El estudio de la composicion fitoquimica de S. pennellii ayudo a comprender
cuales son los MS presentes en la planta que pueden contribuir a adaptarse a las
condiciones ambientales adversas presentes en las zonas aridas donde habita. Este
analisis también contribuyo al entendimiento de la fitoquimica del género Salvia, y

permitié continuar con el descubrimiento de MS con esqueletos poco usuales.

La especie S. reflexa ha llamado la atencién por diversos reportes sobre su
alta toxicidad. En el afio de 1932 se dio el primer reporte de la muerte de 324 bueyes
en Queensland, Australia por el consumo de S. reflexa debido al contenido de nitrato
de potasio, provocando la muerte del ganado por metahemoglobinemia (Williams y
Hines, 1940). En Venezuela, se han reportado intoxicacién por sus altos niveles de
nitritos al consumirla las vacas, caballos y ovejas (Hussain et al., 2018) y en Estados
Unidos un caso de intoxicacion en 500 vacas, de las cuales 165 murieron por
necrosis en el higado en menos de 72 h (Panter et al., 2021). De la poblacién del
presente estudio, colectada en la Sierra de Catorce, se aislaron ocho compuestos
conocidos: 6-B-acetoxysalviarina (9), hidroxisalviarina (10), salviandulina D (11), 8-
hydroxisalviarina (12), estigmasterol (13), cirsiliol (14), 5,6-dihidroxi-7,3",4"-
trimetilflavona (15), y pedalitina (16), asi como un compuesto no descrito

previamente el cual fue nombrado como reflexdiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8).

La 6-B-acetiloxisalviarina (9) es un diterepeno de tipo neo-clerodano, aislado
por primera vez de Salvia rhyacophila como una mezcla (6-3- acetiloxisalviarina y
10B-acetiloxisalviarina) que los autores no lograron purificar (Fernandez et al.,
1991). En la poblacion estudiada de S. reflexa, se logré asilar como un compuesto
puro ademas de ser un compuesto mayoritario, hasta ahora no se tenian reportes
de la presencia de este metabolito en esta especie. Este compuesto genera una
alta toxicidad y mortalidad provocando zonas focales de necrosis en higado (datos

no publicados).
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El 6-B-hidroxisalviarina (10) es un diterpeno con esqueleto neo-clerodano, y
también fue aislado por primera vez en Salvia rhyacophila (Fernandez et al., 1991).
Sin embargo, se ha reportado su presencia en bajas cantidades (43 mg) en una
poblacién de S. reflexa (Nieto et al., 1999), a diferencia de la poblacion de San Luis
Potosi, en donde es el segundo componente mayoritario (110 mg). Este compuesto
genera una alta toxicidad y mortalidad, generando areas extensas de necrosis en

higado (datos no publicados).

La salviandulina D (11) es un diterpenoide de tipo neo-clerodano, aislado por
primera vez de Salvia lavanduloides como un compuesto minoritario (Maldonado et
al., 1994). También se ha encontrado su presencia en otras poblaciones de S.
reflexa y se ha reportado como un compuesto con actividad hepatotdéxica moderada
(Gardner et al., 2021). En la poblacion de San Luis Potosi se aisl6 como un

compuesto minoritario (16 mg).

La 8-hydroxisalviarina (12) es un diterpeno de tipo neo-clerodano, aislado por
primera vez en la especie de S. reflexa, de una poblacion de Argentina (Nieto et al.,
1996) y se ha encontrado en otras especies como S. shannoni. Se ha reportado su
actividad antiprotozoaria contra Entamoeba histolitica y Giardia lamblia (Bautista et
al., 2013). Este compuesto presenta una alta toxicidad y mortalidad provocando

zonas focales de necrosis en higado (datos no publicados).

El estigmasterol (13) es un esterol insaturado que cuenta con un doble enlace
en la estructura del anillo del esterol y un doble enlace en la cadena lateral, es el
segundo esterol mas comun identificados en plantas (Ashraf y Bhatti, 2021;
Moazzami Farida y Radjabian, 2019). Se produce mediante la via del mevalonato,
produciendo el 2-3-oxidoscualeno (Ashraf y Bhatti, 2021). Se ha aislado de partes
aéreas de plantas, tallos lefiosos, raices y semillas, y su presencia se ha reportado
en diversas especies de Salvia (Moazzami Farida y Radjabian, 2019). Los esteroles
son esenciales en el desarrollo y crecimiento de las plantas ya que estan
involucrados en los procesos de division celular, la morfogénesis o la permeabilidad
de las membranas ademas de ser precursores de otros tipos de esteroles como los

brasinoesteroles (Moazzami Farida y Radjabian, 2019; Kaur et al., 2011).
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El cirsiliol (14) es una flavona que fue asilada por primera vez de Achillea
fragrantissima y se ha reportado en diversas especies de la familia Lamiaceae tales
como Salvia connivens, S. officinalis y S. x jamensis. Al igual que la naringenina (6),
esta flavona también tiene actividad antioxidante y su acumulacién esta relacionada
con la defensa de las plantas ante el estrés abidtico como la intensidad de la luz o
la fertilidad de los suelos. Debido a su potencial farmacoldgico se han realizado
diversos estudios, reportando actividad antiprotozoaria, sedante, antinflamatoria,
antitumoral, hipnotica y citotoxica (de Oliviera et al., 2018; Bautista et al., 2020;
Carlini et al., 2022). De las tres flavonas asiladas de S. reflexa, esta fue la mas

abundante (167 mg).

La 5,6-dihydroxy-7°3 4-trimetoxi flavona (15) pertenece al grupo de las
flavonas metiladas, este tipo de flavonas son caracteristicas de la familia Lamiaceae
y se ha sugerido que su presencia puede ser util en la clasificacion taxonémica de
los géneros y especies dependiendo la presencia de estas (Tomas-Barberan et al.,
1988), también se ha reportado su presencia en S. amarissima (Garcia et al., 2022;
Calzada et al., 2020). Este compuesto tiene importancia farmacoldgica debido a su
alta actividad antiprotozoaria (Calzada et al., 2020). De las tres flavonas asiladas en
S. reflexa, esta fue la menos abundante (25 mg) y hasta ahora no se habia reportado

Su presencia en esta especie.

La pedalitina (16) es una flavona que se ha aislado de diversas especies de
plantas incluidas las Salvias. Se ha reportado en especies como S. amarissima
(Maldonado et al., 1996; Moreno-Perez et al., 2019) y S. splendens (Moharran et
al., 2012). Los flavonoides como la pedalitina tienen actividad antioxidante que
pueden actuar extinguiendo los ROS, inhibiendo enzimas como la xantinaoxidasa o
quelando iones metalicos (Fe y Cu). Ademas, puede ayudar en la regeneracion de
otros antioxidantes unidos a las membranas como es el a-tocoferol (Masuoka et al.,
2016). Se ha reportado que esta flavona tiene actividad antinociceptiva (Moreno-
Perez et al.,, 2019), ademas de ser inhibidora contra de la tirosinasa y la o-
glucosidasa (Lin et al., 2011). No se habia reportado la presencia de esta flavona

en la especie de S. reflexa.
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2.8 CONCLUSIONES

En el presente estudio se aislaron seis compuestos a partir del extracto de S.
pennellii, tres conocidos (hidroquinona (4), arbutina (5) y naringenina (6)) y tres
compuestos no descritos previamente [wirikutina/15-epi-wirikutina (1/2) vy
wixarikolida (3)]. Este ultimo es la cuarta descripcidén de un diterpenos con esqueleto
de tilifolano. Al ser un compuesto con un esqueleto inusual, puede ayudar en la

quimiotaxonomia de salvias mexicanas.

De la especie S. reflexa se aislaron 10 compuestos, ocho compuestos
conocidos (6B-acetiloxisalviarina (9), 68-hidroxisalviarina (10), salviandulina D (11),
8-hidroxisalviarina (12), estigmasterol (13), cirsiliol (14), 5°6-dihidroxi-7,3",4
timetilflavona (15) y pedalitina (16)) y dos compuestos no descritos anteriormente
(reflexiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8)). De los compuestos aislados de esta
poblacién, la salviandulina D (11) es el unico que ha sido reportado con actividad
hepatotoxica. Hasta ahora, la 6-B-acetoxysalviarina (9) solo habia sido asilada como
una mezcla. En el presente trabajo se logro aislar como un compuesto puro ademas
de ser el compuesto aislado mayoritario de esta poblacién, se completd su
caracterizacion espectroscopica, espectrométrica y se determind su configuracion

absoluta por difraccion de rayos-X de monocristal.

Conocer cuales son los MS presentes en especies de Salvia, ayuda a
entender cuales podrian ser los MS involucrados en su adaptacion y tolerancia a
distintos factores adversos, caracteristicos de las zonas aridas. El estudio de la
hepatotoxicidad de los MS presentes en S. reflexa puede ayudar a comprender si
todas las poblaciones de esta especie cuentan con la misma toxicidad o difiere
debido a su composicién, y con ello aumentar el conocimiento sobre la toxicidad de

esta planta y sus afectaciones al gremio ganadero.
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3. CAPITULDO IIl. Estudio fisiolégico, anatémico y metabdlico en respuesta

a sequia en Salvia reflexa
3.1 INTRODUCCION

En diferentes partes del mundo incluido México se ha encontrado una tendencia al
calentamiento, especialmente en zonas aridas, mostrando un aumento en el
numero de dias calidos y reduciendo el numero de dias frios, disminuyendo ademas
la magnitud e intensidad de las olas de frio. En el periodo de 1948-2010, las
precipitaciones en México se vieron afectadas con disminuciones significativas, y
entre 1910 y 2010 la duracién de los periodos extremadamente secos aumento.
Diversos modelos en los proximos 100 afios proyectan aumentos de temperatura
de 1.5 hasta 5 °C y, a pesar de que las proyecciones sobre las precipitaciones en
México aun son inciertas, es posible que continuen con su disminucion aumentando
la sequia en las zonas aridas del pais (IPCC, 2021). La sequia es considerada como
uno de los tipos de estrés abiotico mas severos para las plantas, ya que puede
reducir su supervivencia provocando cambios o alteraciones morfoldgicas,
fisiolégicas y bioquimicas, afectando su crecimiento y productividad (Caser et al.,
2019).

Se considera que las plantas presentan estrés cuando no estan en sus
condiciones optimas de temperatura, luz, agua y nutrientes, y su susceptibilidad
puede ser diferente, dependiendo del género, de la especie e incluso de la
poblacion. El estrés puede ser provocado por factores ambientales que inducen una
deformacion o alteracién en los organismos vy, si el estrés es severo y persistente,
podria provocar un dafo permanente en la planta, comprometiendo su

supervivencia (Valladares et al., 2004).

El estrés en plantas se clasifica de dos maneras: reversible e irreversible
(Valladares et al., 2004; Feller et al., 2016). El estrés reversible puede presentarse
como una respuesta de modulacion, esto es que puede mostrarse como una
modificacion a corto plazo (cierre en las estomas, variaciones en la eficiencia
cuantica efectiva del PSII o como un enrollamiento de hojas), recuperando su forma

inicial cuando el estrés desaparece (Benavides et al., 2002; Valladares et al., 2004).
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El estrés irreversible se presenta cuando la planta exhibe una modificacion plastica
que persistira aun cuando el estrés ya no esté presente (cambios morfoldgicos,
senescencia, cambios osmaticos), generando una respuesta de aclimatacién y
endurecimiento para condiciones adversas futuras (Benavides, 2002; Valladares et
al., 2004, Feller et al., 2016).

En general, las plantan pueden presentar una de tres estrategias para lograr
adaptarse a medios con restricciones hidricas: a) “escapar’ de la sequia
completando su ciclo productivo antes de que las condiciones sean mas severas;
b) “evitar” la sequia modificando algunos de sus procesos, como reducir la
transpiracion o aumentar la absorcion de agua; y c) “tolerancia” a la sequia
(tolerancia protoplasmatica: resistencia de la membrana, limitacion de las
hidrolasas, efectos sobre la sintesis de proteinas) (Cavate et al., 2012). Ademas,
han desarrollado mecanismos para su adaptacion y aclimatacion en respuesta al
estrés hidrico a nivel anatémico y morfolégico, como son el aumento de grosor de
la cuticula, parénquima perivascular o presencia de tricomas (Bosabalidis et al.,
2002; Moreno, 2009), con hojas mas pequenas, raices mas largas, asi como
también adaptaciones a nivel metabdlico (plantas C4 y CAM) (Ehleringer y Cerling,
2002).

Con el aumento de sequias severas se ha comenzado a estudiar cual sera
la respuesta y tolerancia de especies vegetales ante escenarios futuros. Una
manera de poder estudiar estas respuestas es a través de variables fisioldgicas,
como la evaluacion de la fluorescencia de la clorofila, la cual se ha convertido en
una de las técnicas principales para evaluar aspectos fisioldgicos en plantas (Bilger
y Schreiber, 1990; Maxwell y Johnson, 2000). El principio de este analisis se basa
en la ruta que tomara la energia absorbida: 1) fotosintesis, 2) disipacion de calor o
3) emitirlo como fluorescencia de la clorofila. Estos procesos estan en continua
competencia, por lo que el aumento en alguno de ellos resulta en la disminucién de
los otros dos, por lo que al medir la fluorescencia de la clorofila se puede obtener
informacion sobre cambios en la eficiencia fotosintética y, entre los parametros que

se pueden utilizar para evaluarla, estan la eficiencia cuantica efectiva del PSII (¢psii),
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la tasa de trasporte de electrones (ETR, por sus siglas en inglés) y la disipacion no
fotoquimica de energia (NPQ, por sus siglas en inglés) (Bilger y Schreiber, 1990;
Maxwell y Johnson, 2000; Bussotti et al., 2020). La sequia, al afectar el proceso de
fotosintesis, también puede afectar a los cloroplastos y, con ello, la concentracion
de las clorofilas (Razi y Muner, 2021). Las clorofilas son los pigmentos
caracteristicos de las plantas y su concentracion se puede ver influenciada por
factores abidticos. La cantidad de clorofila por unidad de superficie es un indicador
de la capacidad fotosintética de la planta, por lo que cuantificarla puede servir como
un marcador de estrés, algunos parametros para evaluarlo son la cuantificacion de

las clorofilas a y b, la relacion clorofila a/b o las clorofilas totales (Palta, 1990).

Existen otras variables fisiologicas para estudiar el estrés como son el peso
seco, peso fresco y el contenido relativo de agua (RWC, por sus siglas en inglés),
que indican el equilibrio hidrico de las plantas (Gonzales y Gonzales-Vilar, 2001). El
RWC expresa cual es la cantidad absoluta de agua que necesita la planta para
alcanzar su saturacion total y la diferencia de su porcentaje puede estar relacionado
con otras variables. Cuando se tienen porcentajes de 90 a 100% puede estar
relacionado con el cierre de estomas, mientras que una disminucion a 90-80% se
relaciona con cambios en los tejidos de la planta y alteraciones en las tasas de la
fotosintesis, y a niveles inferiores al 80% se relaciona con inhibicidn de la
fotosintesis y cambios en el metabolismo de la planta (Gonzales y Gonzales-Vilar,
2001).

La anatomia de los diferentes tejidos de plantas, tales como hojas, tallos y
raices, pueden servir también como una herramienta para evaluar alteraciones en
las plantas por la sequia. Por ejemplo, en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) y de
olivo (Olea europaea) se ha encontrado una disminucion en el parénquima de
empalizada y esponjoso del mesofilo en presencia de sequia (Bosabalidis et al.,
2002; Martinez et al., 2006), mientras que en plantas de Salvia spendens se ha
observado una disminucion en el grosor de los tallos, asi como disminucién de su

floema y raices mas largas (Burnett et al., 2005).
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Con el aumento de instrumentos para la cuantificacion de metabolitos
secundarios (MS) mediante técnicas de separacion con dispositivos de deteccion,
como son la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), se ha dado un crecimiento en las investigaciones enfocadas en
la respuesta de las plantas ante diferentes tipos de estrés abidtico con el
comportamiento de sus MS (Arbona et al., 2013; Razi et al, 2021). La concentracién
de metabolitos secundarios puede variar dependiendo de la especie, la poblacion e
incluso puede variar entre individuos, ademas de que pueden estar presentes como
mezclas complejas (Sepulveda-Cuellar et al., 2020). En algunos estudios de estrés
por sequia en plantas se ha reportado un aumento en la concentracion de arbutina,
betaina y prolina, pero en el caso de terpenos se ha encontrado que su

concentracion diferira dependiendo de la especie (Niinemets, 2016).

El género Salvia tiene importancia ecoldgica debido a la relacién mutualista
especifica entre sus flores y sus polinizadores, como colibries y abejorros, debido a
su forma zigomorfa (un solo plano de simetria) (Wester y ClaBen-Bockhoff, 2007;
Benites-Vieyra et al., 2014). Ademas, este género es de alta importancia econémica
porque posee una gran cantidad de metabolitos secundarios que cuentan con
actividad benéfica para los seres humanos (farmacolégica, cosmética y alimentaria)
y, en México, varias especies del género han sido ampliamente utilizados desde

tiempos precolombinos en la medicina tradicional (Bautista et al., 2016).

Salvia reflexa Hornem es una planta herbacea nativa de México y del sureste
de Estados Unidos, y ha sido introducida al estar mezclada con productos
alimenticios, actualmente esta presente en Argentina, Australia, Canada, Japén,
Europa y Nueva Zelanda. Cuenta con actividad alelopatica y es capaz de colonizar
suelos infértiles. Esta especie cuenta con un alto contenido de compuestos toxicos
para los animales (Nieto et al., 1996; Shao et al., 2019; Gardner et al., 2021). En
este capitulo se utilizaran las flavonas pedalitina y cirsiliol debido a que son las
flavonas aisladas mas abundantes de esta poblacion. Se eligié una poblacion de S.
reflexa ubicada en el estado de San Luis Potosi para realizar una simulacion de

estrés por sequia y evaluar su respuesta mediante variables anatomicas,
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fisiolégicas y metabolomicas y, con ello, conocer su grado de tolerancia ante

escenarios venideros futuros.
3.2 HIPOTESIS

Plantas de S. reflexa estresadas por déficit hidrico presentaran alteraciones
fisiologicas, asi como modificaciones anatdomicas y metaboldmicas, algunas de las

cuales ayudaran a tolerar el estrés.
3.3 OBJETIVO GENERAL

Determinar la tolerancia de S. reflexa ante estrés hidrico a niveles ecofisiolégico,

anatéomico y metabolémico.

3.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de la condicion de humedad del suelo en la respuesta
fisiologica (tasa de transporte de electrones, eficiencia cuantica efectiva del
PSII, clorofilas totales, biomasa y peso fresco, contenido relativo de agua) de
S. reflexa.

e Determinar si existen diferencias anatomicas (ancho de hoja, tallo y raiz,
numero de vasos, numero de canales de mucilago, numero de cloroplastos,
ancho de células colapsadas) entre las plantas de S. reflexa con diferentes
condiciones de humedad.

e Evaluar el efecto de diferentes condiciones de humedad en la composicion
de metabolitos secundarios volatiles y en la concentracién de las flavonas

cirsiliol (14) y pedalitina (16) aisladas de las hojas de S. reflexa.
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3.5 MATERIALES Y METODOS
3.5.1 Diseno experimental

Se germinaron semillas de S. reflexa en el invernadero de la Division de Ciencias
Ambientales del IPICYT. Se seleccionaron 45 plantas de un mes y medio de edad
de aproximadamente 30 cm de altura. Se eligieron tres tratamientos para simular
estrés hidrico: a) control (n = 15) con riego una vez por semana, b) sequia moderada
(n =15) con riego una vez cada 15 dias y c) sequia severa (n = 15) con riego a los
30 dias.

3.5.2 Evaluacidn del efecto del estrés hidrico en la fisiologia de S. reflexa

Se evalud la eficiencia cuantica efectiva del PSIlI (¢psi), la cual representa la
eficiencia alcanzada por el PSIl en condiciones de iluminacion fotosintética (Genty
1989). Se realizaron mediciones semanales durante un mes utilizando un
fluordmetro modulado (opti-sciences) en 15 plantas por tratamiento, tomando tres
hojas de cada una de las plantas y promediando los valores. La eficiencia cuantica
efectiva del PSII se estim6 como (¢psi)= (Fmw — Fs) / Frv, donde Fm es el rendimiento
maximo de la fluorescencia y Fs es el rendimiento de fluorescencia en estado
estacionario. Esta variable es indicadora de pérdida de funcién a nivel del aparato
fotosintético y sus valores 6ptimos suelen oscilar entre 0.80 y 0.83 (Maxwell y
Johnson, 2000). La tasa de trasporte de electrones (ETR, por sus siglas en inglés)
también fue medida semanalmente y fue calculada mediante la ecuaciéon ETR = ¢psii
x PAR x (0.84) x (0.5), en donde ¢psii es el rendimiento de PSII, PAR es la radiacion
fotosintética activa de la hoja, 0.84 es la proporcién media estimada de la luz
incidente absorbida por los fotosistemas y 0.5 considera la distribucion de los
fotones absorbidos por los dos fotosistemas (Ehleringer, 1981). EI ETR esta
directamente relacionado con la generacién de energia quimica (ATP y NADPH/H+),
por lo que la disminucion de sus valores sirve como un indicador de afectaciones de

la eficiencia fotosintética (Ehleringer, 1981).

También se realizaron evaluaciones semanales del contenido de clorofilas

totales con un medidor de clorofilas SPAD-502. Debido a que los datos
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proporcionados por el equipo son unidades relativas de clorofilas, los datos fueron
convertidos a valores de clorofilas netas (mg/cm?) utilizando la ecuacion propuesta
por Coste et al. (2010) chl = (117.10 X SPAD) /(148.84 — SPAD) donde SPAD son
las lecturas tomadas del equipo,. se toma como clorofilas totales a la suma de la
clorofila a (pigmento que transforma energia luminica en quimica) y de la clorofila b

(pigmento accesorio de captacion de energia) (Reol, 2003).

Para obtener el contenido relativo de agua (RWC, por sus siglas en inglés), al
final de experimento se tomaron hojas de aproximadamente el mismo tamafo y 3
cm de tallo de todos los tratamientos, a las cuales se les tomo el peso fresco, el
peso seco Y el peso turgente (rehidratacion de hojas y tallos después de 24 h de
agitacion en agua destilada). EI RWC fue calculado mediante la formula RWC = (FW
— DW) / (SW — DW) x 100, donde FW es el peso fresco, DW es el peso seco y SW

es el peso turgente (Gonzalez-Salvatierra y Flores, 2019).
3.5.3 Evaluacion del efecto del estrés hidrico en la anatomia de S. reflexa

Se recolectaron muestras de hojas, tallos y raices de siete plantas por tratamiento,
las cuales fueron fijadas en una solucion de FAA para posteriormente ser
deshidratadas en una serie etanolica 30-100 % con recambios de 24 horas,
posteriormente se infiltraron en una serie de etanol-metacrilato 30-100% en
periodos de 24 horas a vacio. Las muestras fueron incluidas en resina Technovit
7100 y cortadas mediante un microtomo rotatorio (Leica RM2125RT) a 5 ym de
grosor y tefiidas con azul de cresilo brillante para posteriormente ser observadas en
un microscopio optico (Leica EZ4D). Se realizaron mediciones de ancho de
mesdfilo, de epidermis en hoja, de tallo, de raiz y de floema secundario, asi como
conteos de numero de cloroplastos, de canales del tallo y de vasos del tallo y de la

raiz mediante el programa de ImageJ.
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3.5.4 Evaluacion del efecto del estrés hidrico en la presencia de metabolitos

secundarios cirsiliol y pedalitina
Sustancias quimicas y reactivos

Para los analisis de HPLC los disolventes fueron de grado HPLC (JT Baker) y se
utilizé agua desionizada (MilliQ). Los compuestos de referencia para los analisis en
este estudio fueron las flavonas cirsiliol (14) y pedalitina (16), previamente aisladas,
de acuerdo con la metodologia del Capitulo Il. La pureza de las flavonas se
determiné por HPLC-PDA y RMN de 'H. En todos los casos la pureza estaba por

encima del 95%.
Anélisis GC-MS

Se colectaron hojas de S. reflexa de cada tratamiento al final del experimento, se
dejaron secar a temperatura ambiente para posteriormente ser molidas y
maceradas en acetona (3 x 50 mL) durante 48 h para obtener un residuo. Muestras
independientes de 10 mg de cada extracto fueron disueltas en 2 mL de una mezcla
de hexano-acetona-MeOH (1:2:1). Volumenes de 0.2 ul de esta disolucion del
extracto fueron inyectados en un cromatégrafo de gases Agilent GC-7890Db,
acoplado a un espectrometro de masas Agilent EM-5877A utilizando una columna
capilar GC DB 5ht (30 m x 0,320 mm d.i. x 0,1 ym, Agilent). La temperatura del
puerto de inyeccion se mantuvo a 220 °C y la temperatura del horno se mantuvo a
80 °C durante 2 min y luego se aumentd en una proporcion de 3, 5y 10 °C/min hasta
llegar a 100, 150 y 330 °C, respectivamente. La temperatura final se mantuvo
durante 9 min. El analisis de cada extracto se realizé por triplicado y los compuestos
volatiles fueron identificados por desconvolucion utilizando la base de datos
W10N11 (Wiley10Nist11).

Analisis por HPLC-PDA

Las curvas de calibracion de cirsiliol (330 nm) y pedalitina (330 nm) se realizaron
utilizando concentraciones que oscilaban entre 0.0039 mg/mL (0,0390 pg) y 0.1250
mg/mL (1.25 pg). Las muestras de cada extracto de acetona se disolvieron en MeOH

a una concentracion de 10 mg/mL y se analizaron con un cromatografo Agilent 1200
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HPLC equipado con detector PDA Agilent G1315D y detector de fluorescencia
Agilent G1321A. La separaciéon por HPLC se realizé en una columna Synergi Polar
RP (Phenomenex, 5 um, 4,6 x 250 mm) con un gradiente de elucién de acido acético
al 1 % (A) y acetonitrilo (B) en los siguientes tiempos: 0 min, 80 % A; 1 min, 80% A;
31 min, 40% A, 33 min, 20% A; 43 min, 20% A, siempre utilizando un caudal de 0.8
mL/min con un volumen de inyeccion de 5 uL para los estandares y 10 uL para los
extractos. Los cromatogramas se midieron a 240 y 330 nm utilizando el detector

PDA. Cada extracto se analizé por triplicado.
4.5.5 Andlisis estadisticos

Se realizo un analisis de regresion lineal de modelos mixtos para evaluar el impacto
de los tratamientos de riego sobre las variables eficiencia cuantica efectiva del PSlI,
tasa de trasporte de electrones y clorofilas totales. Las variables ecofisiolégicas
restantes (peso fresco, pesos seco y RWC), las variables anatémicas y la
cuantificacion de flavonas se realizaron mediante ANOVAs de una via. En los casos
en que se encontraron efectos significativos, se realizaron pruebas de Tukey para
encontrar diferencias entre los tratamientos. Debido al alto numero de compuestos
volatiles, se realizé un PCA de los MS de los tres tratamientos de riego y mediante
la contribucién de variables se eligieron los de mayor contribucion. Para encontrar
la relacién entre las variables fisiologicas, anatdmicas y metabolémicas evaluadas,
se realiz6 otro analisis de componentes principales (PCA). Todos los analisis

estadisticos se realizaron utilizando el programa R version 3.6.3.
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3.6 RESULTADOS

3.6.1 Evaluacion del efecto del estrés hidrico en la fisiologia de S. reflexa.

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en la eficiencia cuantica
efectiva del PSII (¢prsi) (p < 0.01), se dio una disminucién del 10% de la eficiencia
en el tratamiento de sequia severa respecto al control. El efecto negativo de la
sequia, tanto moderada como severa, se mostré a partir de la tercera semana
después de inducir estrés en la cual disminuy6 el ¢psi en ambos tratamientos. En la

cuarta semana la disminucién del ¢rsi fue mayor en el tratamiento de sequia severa

(Fig. 12).
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Figura 12. Eficiencia cuantica efectiva del PSIl en plantas de S. reflexa bajo

tratamientos de sequia a lo largo de un mes.
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También se encontraron diferencias en la tasa de trasporte de electrones entre
tratamientos (p < 0.01), en el caso de la sequia moderada esta disminuye en un
25% y en el caso de la sequia severa esta disminuye un 29% respecto al control. El
efecto negativo de la sequia, tanto moderada como severa, se mostro a partir de la
segunda semana, en la cual disminuyé de manera similar en ambos tratamientos.
En la cuarta semana se da una mejoria en el tratamiento de sequia moderada

(después del riego) sin embargo, la sequia severa continuo disminuyendo (Fig. 13).
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Figura 13. Tasa de trasporte de electrones en plantas de S. reflexa bajo

tratamientos de sequia a lo largo de un mes.
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En el caso de la cuantificacion de clorofilas totales, se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (p < 0.01), se da una disminucién de 10 mg cm?
en el tratamiento de sequia moderada y de 12 mg cm? en la sequia severa respecto
al control. El efecto negativo de los tratamientos de sequia moderada y severa se
mostro a partir de la tercera semana, en la cual disminuyeron las clorofilas en ambos
tratamientos. En la cuarta semana se da una mejoria en la cantidad de clorofilas en
la sequia moderada (después de riego), sin embargo, en la sequia severa continua

descendiendo (Fig. 14).
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Figura 14. Clorofilas totales en plantas de S. reflexa bajo tratamientos de sequia a

lo largo de un mes.
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Peso fresco (%)

Se encontraron diferencias en la cantidad de biomasa entre tratamientos (F = 3.75,
p = 0.04), con una disminucién significativa en ambos tratamientos de sequia con
respecto al control (Fig. 15). También se encontraron diferencias en el peso fresco
entre tratamientos, siendo también mayor en el control que en los dos tratamientos

de sequia (F = 15.76, p < 0.01), los cuales fueron similares entre ellos (Fig. 15).
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Figura 15. Biomasa (peso seco) y peso fresco en plantas de S. reflexa bajo

tratamientos de sequia.
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RwWC hoja (%)

Por ultimo, se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en el RWC
de la hoja (F = 7.26, p = 0.013), siendo en la sequia severa en donde hubo menor
RWC (Fig. 16). En el caso del RWC de tallo tampoco se observan diferencias entre
el tratamiento control y el tratamiento de sequia moderada (F = 10.84, p <0.01), sin
embargo, al igual que en la hoja, con una sequia severa el RWC disminuyo

significativamente (Fig. 16).
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Figura 16. Comparacion de contenido relativo de agua (RWC) en plantas de S.

reflexa bajo tratamientos de sequia en: A) hoja y B) tallo.
3.6.2 Evaluacion del efecto del estrés hidrico en la anatomia de S. reflexa
Hoja

Se encontraron diferencias entre tratamientos en el ancho del mesdfilo (F = 80.86,
p < 0.01), pero no hubo diferencias entre el tratamiento de sequia moderada y el
control. Sin embargo, si hubo una disminucién considerable en presencia de sequia
severa (Fig. 17, Tabla 7). Al realizar la cuantificacién de cloroplastos tampoco se
encontraron diferencias entre el tratamiento control y la sequia moderada, pero si
con el tratamiento de sequia severa, observando una disminucién de estos en
presencia de estrés severo (F = 11.8, p < 0.01) (Fig. 18, Tabla 7). Hubo una pequefa

disminucién en el ancho de epidermis bajo sequia severa. Sin embargo, no se
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encontraron diferencias significativas con los demas tratamientos (F = 3.005, p

0.051). Se observé un mayor numero de compuestos de reserva, asi como

deshidratacion de las células de parénquima esponjoso y de empalizada, en

tratamiento de sequia severa, pero no fueron cuantificados.

el

Figura 17. Comparacion de la anatomia de hojas de S. reflexa ante tratamientos

de sequia: A) control, B) sequia moderada y C) sequia severa. Ps: parénquima

esponjoso, Pe: parénquima en empalizada y e: epidermis.

10 -
(7))
(o)
»
s 8 - b
Q I.I.I.I.I.I.I.I.I
2 H Nl EEEEEN
o 6 T
3 I.I.I.I.I.I.I.I.I
2 R
T 4 -
(o)
o
£ 2 -
e |
Z :
0 Control Sequia Sequia
moderada severa

Tratamiento

Figura 18. Numero de cloroplastos de S. reflexa ante tratamientos de sequia.
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Tallo

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en el ancho del tallo (F
= 4.47, p = 0.015), pero no hay una diferencia considerable entre el tratamiento
control con el tratamiento de sequia moderada. Sin embargo, en el tratamiento de
sequia severa hubo una disminucién significativa debido al colapso de las células
de parénquima clorofilico y parénquima esponjoso (Fig. 19 y Tabla 7). También se
observaron diferencias significativas entre tratamientos en el numero de vasos del
sistema vascular (F = 30.53, p < 0.01) y en presencia de estrés se dio una
disminucién de vasos respecto al control. No obstante, no se encontraron
diferencias entre ambos tratamientos de sequia (Tabla 7). Se encontraron
diferencias entre tratamientos en el numero de canales de mucilago (F = 4.86, p =
0.015), con un aumento en el numero de canales en los tratamientos de sequia
severa y sequia moderada con respecto al control. Sin embargo, no hubo

diferencias entre los tratamientos de sequia. Al final del experimento, casi en su

totalidad, los tallos de sequia moderada y severa tenian un aspecto mucilaginoso.

Figura 19. Comparacién de tallos de S. reflexa entre tratamientos: A) control, B)
sequia moderada y C) sequia severa. P: parénquima, CM: canal mucilaginoso, XS:

xilema secundario, C: colénquima, FS: floema secundario. Parénquima clorofilico.
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Raiz

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en el grosor de la raiz
(F =10.67, p < 0.01). No se encontraron diferencias entre en el tratamiento control
y el tratamiento de sequia moderada. Sin embargo, en el tratamiento de sequia
severa se encontrdé un aumento en el grosor en respuesta al estrés (Fig. 20, Tabla
7). Se observé un menor numero en el control que en ambos tratamientos de sequia;
sin embargo, las diferencias no fueron significativas (F = 1.30, p = 0.29) (Fig. 20,
Tabla 7). Por ultimo, se encontraron diferencias entre tratamientos en el grosor del
floema secundarios (F = 9.32, p < 0.01). No hubo diferencias entre el tratamiento
control y el tratamiento de sequia moderada. Sin embargo, en el tratamiento de

sequia severa hubo una disminucién considerable debido al colapso de las células

por la baja disponibilidad de agua (Fig. 20, Tabla 7).

Figura 20. Comparacion de cortes anatomicos de S. reflexa entre tratamientos: A)
control, B) sequia moderada y C) sequia severa. M: medula, xs: xilemasecundario,

c: residuos de cortex.
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Tabla 7. Comparacion de variables anatdémicas de S. reflexa entre tratamientos de

sequia.

Tratamientos

Variable Control Sequia moderada  Sequia severa

Ancho de hoja 477.8 £9.32 491.08+11.72 310.4£10.8°

Ancho de epidermis 3446 +£1.62 355+19° 299+145+°
4350.97 £ 155.9

Ancho de tallo (u) a 4043.3 £ 200 2P 3602.08 + 174 ®

Numero de vasos

(tallo) 27+052 21+£04P° 22+0.6°

NUmero de canales 21+0.82 25+15P 25+1.1°

Ancho de raiz ()

Ancho de floema
secundario

Numero de vasos
(raiz)

74214 £39.082 692.77 +53.90 @

178.15+9.3°2 172.31+12.2°

445+1.772 47.8+21932

1000.06 + 56.7 ©

125.91+5.1°

485+16°2

Letras diferentes implican diferencias significativas (p<0.5)
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3.6.3 Diferencias en la composicion de metabolitos secundarios en S. reflexa

ante presencia de estrés hidrico.

Se analizaron extractos obtenidos de cada uno de los tratamientos mediante GM-
MS y HPLC-PDA. En el analisis de los constituyentes volatiles, se empleé GC-MS.
Los resultados indicaron la presencia de 33 metabolitos, de los cuales 27 son
alcanos, dos cicloalcanos, dos acidos grasos, un fitoesterol y dos triterpenoides. Los
metabolitos undecano, dodecano, 2,6-dimetil undecano, tridecano, tetradecano,
2,2-dimetil eicosano, metil palmitato, eicosano, a- amirina y - amirina son los
compuestos que se encontraron tanto en el grupo control como en ambos
tratamientos de sequia. Conforme aumento la sequia se dio una disminucién en la
concentracion de los compuestos de tipo alcano y un aumento en la concentraciéon
de la a y B amirina. En el tratamiento control se encontraron 25 metabolitos de los
cuales el hexadecano, 2,6,10,14-tetrametil, 2,2-dimetiloctadecano y y-sitosterol son
los compuestos que estan presentes solo en este tratamiento (condiciones
optimas), los cuales desaparecieron en presencia de estrés incluso moderado. El
tratamiento de sequia moderada fue el que mostr6 mayor numero de metabolitos
presentes (29 metabolitos) y mayor numero de metabolitos especificos entre los que
se encuentran el 1 metil-ciclodeceno, 3,5,24-trimetil-tetracontano, 2 metil tridecano,
2-pentadecanona, docosano, hexacosano y nanocosano. En el tratamiento de
sequia severa se encontro el menor numero de metabolitos (22 metabolitos). Sin
embargo, se encontraron tres compuestos especificos para este tratamiento:
pentacosano, heptacosano y octacosano. También se encontraron cuatro
metabolitos caracteristicos que estuvieron presentes en ambos tratamientos de
sequia: iso-endecano, dodecano, 2,6,10-trimetil-isopropil-14-metil-pentadecanoato

y tricosano (Tabla 8).
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Tabla 8. Metabolitos volétiles de hojas de S. reflexa detectados por GS-MS. Los

valores de la tabla indican los promedios de las cantidades normalizadas de los

compuestos volatiles (% * e.e), detectados en el extracto de las partes aéreas de

los tratamientos.

Tratamientos

No. Sequia Sequia
Compuesto tr(min) Clase Nombre del compuesto Control moderada severa

1 3.245 alcano undecano 5.69+0.87 4.3+0.5 3.2+0.9
2 3.382  cicloalcano 2-methyldecalin 1.77+0.2 1.6+0.2 0

3 3.638 cicloalcano metillcyclodeceno 0 0.91+0.1 0

4 5.048 alcano dodecano 10.90+0.4 7.8+1.3 6.6+1.3
5 5.371 alcano 2,6-dimetillundecano 3.3%1.9 3.1+0.3 2.7+1.1
6 6.86 alcano iso-endecano 0 4.09+1.1 3.6+1.8
7 7.635 alcano tirdecano 15.73+1.1 11.4+#1.5 9.7+1.7
8 8.149 alcano tetracontano, 3,5,24-trimetil 0 2.2+0.3 0

9 8.154 alcano fitano 1.840.9 0 0

10 8.713 alcano heptylcyclohexano 0.56+0.2 0.67+0.1 0

11 9.559 alcano tridecano, 2 metil 0 1+0.1 0

12 9.937 alcano dodecano, 2,6,10-trimetil 0 1.84+0.2 1.5+0.3
13 10.634 alcano tetradecano 4.5+0.5 3.3x0.9 2.7+0.4
14 20.128 alcano octadecano 0.5+0.2 0.41+0.1 0

15 20.807 alcano pentadecanona 1.5+0.1 0 1.2+0.09
16 20.81 alcano 2-pentadecanona 0 1.3+£0.09 0

17 21.818 alcano 2,2-dimetiloctadecano 1.03+0.5 0 0

18 21.821 alcano 2,2-dimetileicosano 1.6+0.2 1.3+0.1 0.99+0.1
19 21.948 &cido graso palmitato metilico 1.2+0.07 1.06+£0.1  0.55+0.1
20 23.134  &cido graso i-propil 14 metil-pentadecanoato 0 0.6+0.1 0.4+0.06
21 24.89 alcano docosano 0 0.45+0.1 0

22 25.787 alcano tricosano 0 0.45+0.1 0.58+0.03
23 27.434 alcano pentacosano 0 0 1.2+0.1
24 28.929 alcano tetracosano 1.7+0.9 0 7.5+0.9
25 28.934 alcano heptacosano 0 0 2.51+0.3
26 29.448 alcano eicosano 1.17+0.1 0.48+0.25 2.1+0.1
27 29.452 alcano hexacosano 0 0.8+0.2 0

28 30.324 alcano nanocosano 0 3.2+£1.06 0

29 31.622 alcano heneicosano 0.9+0.3 4.1+2.7 0

30 31.623 alcano octacosano 0 0 19.9+2.08
31 32.836 fitoesterol y sitosterol 14.71+2.5 0 0

32 32.988 triterpenoide B amirina 3.1+0.5 2.06£0.6  3.31+0.2
33 32.252 triterpenoide 0 amirina 4.9+0.6 3.1+0.7 5.9+0.4
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Para el caso de la evaluacion de las flavonas (metabolitos no volatiles), se encontrd
una disminucion en la cantidad de extracto en el tratamiento de sequia severa (F=
38.61, p < 0.01). Por medio del analisis de HPLC-PDA se encontraron
concentraciones de cirsiliol (14, 1.4 £ 0.7 mg/g) y de pedalitina (16, 0.79 + 0.4 mg/g).
La presencia de estos compuestos fue confirmada por el tiempo de retencién en
comparacion con los compuestos de referencia mediante el uso de un detector de
fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de 250 nm y una longitud de
onda de emisibn de 410 nm. Las diferencias de concentracion no fueron
significativas entre tratamientos para el cirsiliol (14) (F = 1.3, p = 0.3), pero hubo una
tendencia a incrementar conforme incrementa el estrés. En el caso de la pedalitina
(16), hubo una tendencia de mayor concentracién en el control que en los dos
tratamientos de sequia, aunque las diferencias no fueron significativas (F= 0.26, p
=0.77) (Tabla 9).

Tabla 9. Cuantificacién de cirsiliol (14) y pedalitina (16) mediante HPLC-PAD en

extracto de cada uno de los tratamientos.

Entrada Control Sequia moderada Sequia severa
% extracto m/m 66.33 + 12.62 66.33 +11.892 54.4 + 6.5°
Cirsiliol (mg/g extracto) 1.4+0.72 1.93+0.62 2.03+0.12
Pedalitina (mg/extracto) 0.79%0.42 0.94+0.22 0.93+0.52

Medidas a 330 nm
Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.5).

A partir del analisis de componentes principales de los compuestos volatiles y no
volatiles se eligieron los MS con mayor contribucion: tetracosano, octacosano.
heptacosano, pentacosano, 2-metildecalina, 2-pentadecanona, tridecano, fitano,
dodecano, 2,6,10 trimetil y 2,2-dimetiloctadecano (Fig. 21, Apéndice 38). En la
Figura 22 se puede observar la relacion de los metabolitos unicos de cada uno de
los tratamientos agrupados en cada uno de los ejes de la gréfica, asi como la

relacion de los metabolitos que coinciden en ambos tratamientos de sequia.
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Para saber si existe una relacion de los MS y los cambios fisiolégicos y anatdmicos
se llevd a cabo un PCA. Las dos primeras funciones del analisis explican el 61.3%
del total de la variacion de los datos (primera funcion 39.3% y segunda funcién
22%). En la primera funcidn se encontrd una relacion entre las variables peso fresco
y mayor numero de vasos en tallo con los metabolitos unicos del grupo control fitano
y 2,2-dimetiloctadecano. En el caso de la sequia severa, se observo una relacion
entre sus metabolitos unicos heptacosano, octacosano y pentacosano, con el
aumento en el numero de vasos y ensanchamiento de la raiz (Fig. 22). En la
segunda funcion, se observa la relacion de los metabolitos tridecano (presente en
los tres tratamientos) y 2,6,10-trimetil dodecano (presente en sequia moderada y
severa)y el aumento en el numero de canales de mucilago con los tratamientos de

sequia.(Fig. 22)

100



undecano
2-methyldecalin @ - -
metillcyclodeceno
dodecano
2 B-dimetillundecano |*
iso-endecano |*
tirdecanog
tetracontano, 3,5, 24 trimetil
fitano
heptylcyclohexano
tridecano. 2 metil
dodecano, 2,6, 10-trimetil
tetradecanao
octadecano
Z2-pentadecanona
2 2-dimetiloctadecanao
2. 2-dimetileicosano
_ _ palmitato metilico
i-propil 14 metil-pentadecanoato
docosano
tricosano
pentacosano
tetracosano
heptacosano
eicosano
hexacosano
nonacosano
heneicosano |+« -
octacosano -
y sitosteral |- @+
B amirina |=|-
aamiring | |- e
cirsiliol |- |
pedalitina |*

al_ngE
o - 000® -

o LR
NENR

PR

2008 -

-

PC2 (37.2%)

pqdalitina

s5-  octadecano |

heptylcyclohexaris - .

cderedes ) o amirina
undecangdadec etradgcano : tetracosano
a | B-amirkra” ="
e ——— 1 =

T = eICasANG - Lo
: T e

]
=]

o

i
m

PCA - Biplot

fitano,
contréi3 ctl
tetracontano, 3,5,23-trimg

2-methyldecalin

tridecano S‘E

sequia Motk 'éxa

metlllcyclodeceno

EBFARA iomstipentadec

tirdecano i

1 1
0 -2.5

2 zqmmtré&adecano
&0 Diiasterol

dinetfEptasasano

: f éjcano sequia seVers
s%ﬁﬁ%%ﬂ

ciksiliol

do %Eno 28 WISD -endecano

0.0 E.I I
PC1 (48.4%)

n
o

]

Figura 21. Analisis de componentes principales de los metabolitos secundarios.

%Lua seveuaa
».'

101



PCA - Biplot

3 - sm1 _ ' -
_sm 7 tlrdecnn
sm 3 :dudecan 2.6, 10-trimetil
| /
2-methyldecalin E ¥ canales m
™, !
N 2-pentadeca ~ Ancho tallo
Ancho hoja \ I
= Anchofs Y :
Lt = 1
E__ L 1
-~ RWC tallo I
U I:I_ ____________________ B L o o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e =
0 RWC hoja . .
I 55 2
I- E Ny
ETR | Ahéha faiz 551
17 : heptacosands octacosano
A : pentacosano
CONg; A S :
_rﬁ.é%gfrescq{z dlmetllnctadlecann
A control 1 vasns tallo ! 53 3
=< § 1
C D_ntrcnfltﬁﬂﬂ : tetracosano
—EI.E I:IIEI 25 5.0

PC1 (39.3%)

Figura 22. Analisis de componentes principales de los metabolitos secundarios de
mayor contribucién con las variables fisiolégicas y anatdmicas. Sm: sequia

moderada, ss: sequia severa.

102



3.7 DISCUSION

La hipodtesis sobre que las plantas de S. reflexa mostraran alteraciones fisiologicas
en los tratamientos de sequia en relacion con el control fue sustentada. Los estudios
sobre fisiologia en plantas nos ayudan a comprender los factores que pueden
determinar o influir en la distribucion, supervivencia y crecimiento de las especies
(Valladares et al., 2004). En estudios realizado en diversas especies de Salvia, tales
como S. sinaloensis, S. myltiorriza, S. dolomitica'y S. oficinalis se ha observado que,
en presencia de sequia moderada o severa, se da una disminucion en la eficiencia
cuantica efectiva del PSII, en la concentracion de clorofilas y en la cantidad de
biomasa (Bettaieb et al., 2011; Savi et al., 2016; Caser et al., 2018; 2019). Estos
resultados coinciden con las respuestas encontradas en S. reflexa, disminuyendo la
eficiencia cuantica efectiva del PSIl desde una sequia moderada, llegando a valores
mas bajos con una sequia severa. junto con la disminucion en la concentracion de
clorofilas, especialmente bajo sequia severa, y disminucion en la biomasa conforme

aumenta la sequia.

En un estudio realizado en una poblacion de S. reflexa en Australia, se encontro
que, a pesar de que se da una disminucion en su eficiencia fotosintética y en su
biomasa, las plantas logran tolerar la sequia y mostraron ademas una recuperacion
cuando el estrés fue retirado (Weerakoon y Lovett, 1986). Esto contrasta con la
poblacién de San Luis Potosi, que no resistié la sequia severa y por tanto no logré
recuperarse. En cuanto al RWC, se ha encontrado que algunas especies son mas
susceptibles a la sequia que otras. Por ejemplo S. officinalis se ve afectada desde
una sequia moderada por lo que su RWC disminuye (Bettaieb et al., 2011). En
cambio, S. sinaloensis a pesar del estrés hidrico mantiene sus valores constantes
(Caser et al., 2019). En nuestro caso, se encontré que S. reflexa es una especie
susceptible ya que, si bien no se observaron cambios en el RWC de hoja y tallo bajo

sequia moderada, sus valores disminuyeron significativamente bajo sequia severa.

Asimismo, otros autores han encontrado que bajo estrés hidrico las hojas
disminuyen mas su eficiencia hidraulica en comparacién con los tallos, actuando

como un “fusible hidraulico” y evitando una deficiencia severa del tallo (Munne-
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Bosch y Alegre, 2004; Bucci et al., 2012; Savi et al., 2016). Aparentemente, una de
las maneras de sobrevivir al estrés hidrico es manteniendo la funcionalidad del
sistema hidraulico del tallo para especies que habitan en condiciones adversas (Savi
et al., 2016). Sin embargo, estos estudios no contemplan las alteraciones
anatdmicas que se pueden generar por la presencia de estrés, como en el caso de
S. reflexa, que para mantener la funcionalidad de su tallo aumenta su numero de
canales de mucilago y disminuye su numero de vasos para lidiar con la disminucion
de disponibilidad de agua, ademas de que se da una contraccion de los tallos

conforme va aumentando la sequia debido al colapso del parénquima clorofilico.

A pesar de que muchas especies de zonas aridas han desarrollado
adaptaciones anatdomicas para medios adversos, como presencia de tricomas,
cuticulas mas gruesas o enrollamiento de las hojas, en presencia de estrés hidrico
se han encontrado otras alteraciones especialmente en las hojas que son los
organos encargados de la traspiracion. En especies como Olea europea o Glycine
max se ha observado disminucién de células de parénquima en empalizada y
esponjoso ocasionando una disminucion en el ancho del mesdfilo, asi como una
disminucion del ancho de la epidermis, siendo el efecto contrario (ensanchamiento)
un indicador de tolerancia a estrés (Boughallebb et al., 2014). En el caso de S.
reflexa ocurre una pequefa disminucion del grosor de su epidermis en el tratamiento
de sequia severa, que podria estar ayudando a resistir el colapso de sus células
(Bosabalidis y Kofidis, 2002; Kulkarni et al., 2009; Makbul et al., 2011). Ademas, se
observd una disminuciéon en el ancho del meséfilo con una sequia severa y una
disminucién de parénquima en empalizada y esponjoso, asi como una disminucién

en el numero de cloroplastos.

Las plantas son sistemas complejos, en donde estan conectadas las
respuestas anatdmicas y fisiolégicas, por lo que existe una relacion entre la
disminucién de la eficiencia cuantica efectiva del PSII, el ETR y la concentracion de
clorofilas con la pérdida de parénquima en empalizada y esponjoso, asi como con
la disminucion del numero de cloroplastos. El parénquima en empalizada es el

mayor tejido fotosintético de las plantas, ya que es donde se encuentra la mayor
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cantidad de cloroplastos (Outlaw et al., 1976; Nagy-Deri et al., 2011), por lo que al
verse disminuido por el estrés la eficiencia cuantica efectiva del PSlI, el numero de
cloroplastos y la concentracién de clorofilas se vieron afectadas. Otra de las
respuestas al estrés hidrico es la destruccion de membranas intracelulares, por lo
que cuando la membrana de los cloroplastos se llega a perder o se ve afectada por
la sequia, afecta la organizacion estructural del cloroplasto, alterando también los
niveles de ETR, siendo este dependiente de la membrana (Alberte y Thornber,1977;
Batra et al., 2014).

La hipotesis sobre que las plantas de S. reflexa mostrarian mayores
alteraciones anatémicas bajo sequia fue respaldada, se observd una disminucién
en el ancho de su tallo debido al colapso de sus células de parénquima clorofilico,
una disminucién en el numero de vasos y un aumento en el numero de canales de
mucilago en el tratamiento de sequia severa. La acumulacion de mucilago es un
medio de adaptacion ante ambientes secos gracias a su capacidad de hidratar
(Clifford et al. 2002, Bosabalidis y Kofidis, 2002). Se han encontrado canales de
mucilago en otras especies como Ziziphus mauritiana y Z. rotundifolia, los cuales al
igual que S. reflexa se encuentran localizados en la parte central del cortex y
cercanos al floema; sin embargo, contrario a este estudio en ambas especies no se
encontraron diferencias en los numeros de canales en tratamientos de sequia
(Clifford et al., 2002). Al igual que S. reflexa, en otras especies como G. max y S.
splendens (Burnett et al., 2005; Makbul et al., 2011) se ha reportado una disminucién
en el ancho de los tallos, asi como en el numero de vasos como respuesta para

tolerar la sequia.

También se observo un aumento en el ancho de raiz en respuesta a una sequia
severa. Se han sugerido diferentes roles para esta respuesta como el aumentar el
radio de contacto con el suelo esperando que con ello aumente el volumen de agua
disponible (Huang y Fry, 1998), asi como la retencién de agua en el parénquima
radial en presencia de estrés (Boughalleb et al., 2014). Esta respuesta se ha
encontrado en especies como G. max y Astragalus gombiformis. En esta ultima, y

aligual que S. reflexa, también se encontrd un aumento en el numero de vasos bajo

105



sequia, indicando que este aumento puede ayudar a evitar la cavitacién a causa de
la sequia (Makbul et al., 2011; Boughalleb et al., 2014).

La hipotesis sobre la presencia de metabolitos unicos en cada uno de los
tratamientos de sequia fue comprobada. Diversos autores mencionan que cualquier
estrés puede alterar la concentracion de los metabolitos secundarios (Caser et al.,
2018, 2019; Zhang et al., 2018). El tratamiento de sequia moderada fue donde se
observo un mayor numero de compuestos volatiles a diferencia de otros estudios
donde el grupo control es el mayoritario. Ademas, el tratamiento de sequia severa
fue el que registr6 un menor numero, este mismo comportamiento también se

encontré en S. sinaloensis (Caser, 2018).

En estudios sobre el efecto de la sequia en diferentes especies de Salvia se
ha reportado que la concentracion de los metabolitos secundarios puede variar
segun la especie. En S. officinalis y S. sinaloensis se encontré una disminucién en
la concentracion de sus MS en presencia de sequia (Caser et al., 2018; Munné-
Bosch et al., 2001), mientras que en S. miltiorhiza, S. nuemorosa y S. dominica se
encontrd el efecto contrario, aumentando la concentracion de sus MS (Liu et al.,
2011; Caser et al., 2019; Bayat y Moghadam, 2019). En el caso de S. reflexa se
encontré una disminucion en todos los MS presentes en los tratamientos de sequia
moderada y sequia severa con excepcion de la a y B amirina. En plantas de
Plectranthus amboinicus y Glycine max también se ha observado un aumento en la
concentracion de amirinas en presencia de sequia (Kim et al., 2007; Hiba et al.,
2021).

Las clases de metabolitos secundarios también pueden variar dependiendo
del género y la especie. Por ejemplo, en el caso de S. dolomitica encontraron que
se compone en su mayoria de mono y sesqui terpenos (Caser et al., 2019). En el
caso de S. amarissima su composicion fue de sesquiterpenos en su mayoria,
seguido de compuestos de tipo alcano (Sepulveda-Cuellar et al., 2020) y, para el
caso de S. reflexa, se encontré que la mayoria de los compuestos volatiles fueron
alcanos. Los alcanos son MS resistentes a la degradacion, la presencia y numero

de alcanos presentes en las plantas depende de su etapa de crecimiento y de
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variables ambientales como la sequia (Bondada et al., 1996; Liu et al., 2017;
Srivastava y Wiesenverg, 2018), los alcanos estan presentes en la composicion de
las ceras cuticulares y la produccién de alcanos de cadena larga, estando
directamente relacionada la longitud de la cadena con la hidrofobicidad, por lo que
bajo condiciones de sequia hay una mayor cantidad de cera cuticular. Estos
compuestos son mas efectivos para disminuir la transpiracion de las hojas en
comparacion por ejemplo con los triterpenos (Kolatuukudy, 1970; Liu et al., 2017;
Srivastava y Wiesenverg, 2018). En este estudio se encontré que casi todos los
alcanos estan ausentes en el tratamiento control y que los alcanos de cadena larga
comienzan a aparecer en presencia de estrés hidrico, coincidiendo con estudios

realizados en plantas de avena y arroz (Srivastava y Wiesenverg, 2018).

Los triterpenos como la a- amirina y la B-amirina son compuestos de 30 atomos
de carbono con un arreglo pentaciclico, y frecuentemente son aislados juntos, han
sido identificados como uno de los componentes de la cuticula de muchas de
plantas superiores y que tienen la funcion de actuar como rellenos que disminuyen
la movilidad de la cutina, confiriéndole una resistencia mecanica (Gomez-Pulido et
al., 2022. Ademas, tienen un papel contra la deshidratacion, aunque también se ha
sugerido que pueden tener un papel importante en el crecimiento de las plantas
(Kemen et al., 2014). Para S. reflexa se encontré que, a diferencia de los alcanos,
se da un aumento en la concentracion de la a- amirina y (-amirina en los
tratamientos de sequia, y es probable que este aumento ayude a la resistencia
mecanica de la cuticula para lidiar con la sequia, especialmente cuando ésta es mas

severa.

Los fitoesteroles son importantes reguladores de las membranas lipidicas y
pueden influenciar las propiedades, las funciones y la estructura de las membranas,
su composicidn es caracteristica para cada planta (Kumar et al., 2015). En un
estudio realizado en plantas de arroz encontraron la presencia del B-sitoesterol,
campesterol y estigmasterol, ademas de un aumento en su concentracidén bajo
sequia (Kumar et al., 2015). En el caso de S. reflexa se identifico el estigmasterol,

uno de los esteroles mas abundantes en las plantas y que forma parte de las
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membranas celulares (Avalo-Garcia y Pérez Urria, 2009). En esta investigacion solo
fue encontrado en el grupo control, ya que las plantas de los tratamientos de sequia
inhibieron su produccion en presencia de estrés, indicandonos que este MS es

sensible al estrés hidrico, funcionando como un marcador de condiciones optimas.

La sequia induce la produccidn de especies reactivas de oxigeno de las
plantas, las cuales pueden dafiar las proteinas, los acidos nucleicos y las
membranas lipidicas mediante el proceso de peroxidacién (Khodadadi et al., 2022).
Sin embargo, las plantas como medio de respuesta incrementan la concentracién
de sus compuestos antioxidantes como las flavonas y acidos fendlicos. Estos
compuestos, actuan como estabilizadores de las membranas, previniendo la
peroxidacién de los lipidos (Bayat et al., 2019). Los flavonoides se encuentran entre
los metabolitos secundarios mas ampliamente distribuidos en las plantas (Betttaieb
et al., 2011). En otros estudios de Salvia se ha encontrado un aumento en la
concentracion de flavonas en respuesta al estrés hidrico (Bayat et al., 2019; Caser
et al., 2019). En S. reflexa, se dio un aumento en la cantidad de cirsiliol (14) y
pedalitina (16) conforme aumentd la sequia; sin embargo, el aumento con respecto
al control no fue significativo. Es probable que tanto cirsiliol como pedalitina estén

fungiendo un papel antioxidante, ayudando a las plantas a resistir la sequia.
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3.8 CONCLUSIONES

Se encontraron modificaciones en las plantas de S. reflexa, dependiendo de la

severidad del estrés hidrico en sus variables fisiologicas, anatomicas y metabdlicas.

Se encontraron modificaciones anatémicas no reportadas en tallos de Salvia,
como son el aumento de canales de mucilago para dar tolerancia contra la sequia,
asi como modificaciones previamente reportadas en otras especies en la parte de
la raiz como el ensanchamiento de ésta y el aumento de vasos para evitar la

cavitacion de la planta por el estrés.

Los resultados muestran que S. reflexa puede llegar a ser una especie
tolerante frente a una sequia moderada, ya que si bien tienen afectaciones en su
fisiologia también cuenta con la capacidad de una recuperacion de su ¢psi y
concentracion de clorofilas. Sin embargo, frente a una sequia severa estas son
vulnerables, ya que las afectaciones fisioldgicas son mayores e irreversibles. En
este tratamiento es donde se encontraron las mayores afectaciones anatéomicas
(pérdida de parénquima, disminucién de cloroplastos, colapso de células),
influenciando variables fisiolégicas como se encontrd con la disminucion en la ¢psii,

ETR y concentracion de clorofilas.

A diferencia de otras especies de Salvia, S. reflexa mostro casi en su totalidad
una composicion de alcanos en sus compuestos volatiles y una disminucién de su
concentracion conforme la sequia aumenta, con excepcién de la a y 3 amirina donde
su concentracion aumentd. Ademas, cada uno de los tratamientos cuenta con
metabolitos especificos que podrian servir como marcadores de estrés hidrico.
También se observo una tendencia a incrementar la concentracion de flavonas
conforme aumenta el estrés, especialmente de cirsiliol (14), siendo la flavona mas

abundante de esta poblacion.
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4. CAPITULO IV. Analisis filogenéticos y quimicos de la planta medicinal
Salvia circinnata: una aproximacion para comprender las diferencias
metabolomicas.

4.1 INTRODUCCION

El género Salvia cuenta con aproximadamente 1000 especies (Fragoso-Martinez et
al., 2017, 2018; Olvera-Mendoza et al., 2020), una gran variedad de ellas ha sido
utilizada en la medicina tradicional, constituyendo una importante fuente de
terpenoides y flavonoides bioactivos (Wu et al., 2012; Jenks y Kim, 2013). Debido a
su gran potencial farmacoldgico, en los ultimos 40 afios los estudios quimicos de
este género han incrementado, permitiendo identificar una gran variedad de
terpenoides, incluidos varios diterpenos con relevancia farmacolégica como la
salvinorina Ay la tanshinona A (Prisinzano y Rothman, 2008; Wu et al., 2012; Li et
al., 2016). Por lo anterior, realizar estudios sobre metabolitos especializados en
especies de Salvia han brindado apoyo basado en la evidencia sobre sus usos
etnofarmacoldgicos, ademas del descubrimiento de agentes farmacoldgicos con
aplicaciones médicas (Hernandez-Alvarado et al., 2020; Velazquez-Dominguez et
al., 2020).

México cuenta con un tercio de las especies de Salvia descritas en todo el
mundo y, ademas, cuenta con un alto porcentaje de endemismo (75%) (Martinez-
Gordillo et al., 2017). Desde la época precolombina, este género ha sido utilizado
como fuente de alimentos y medicina (Cahill, 2003), incluso en la actualidad se
siguen utilizando para tratamientos dermatologicos, gastrointestinales,
ginecolodgicos y neurologicos (Bautista et al. 2014, 2017; Calzada et al., 2015). Entre
las especies que han sido estudiadas se encuentra S. circinnata Cav. (sindnimos:
S. amara 'y S. amarissima Ortega), que es una planta herbacea perenne endémica
de México, localizada desde los estados de San Luis Potosi hasta Oaxaca
(Gonzélez-Martin et al. 2015), y esta agrupada en el complejo de plantas

medicinales conocidas tipicamente como “chia” (Jenks y Kim, 2013).
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Salvia circinnata es conocida bajo diferentes nombres comunes: “chupona’,

” “* ” “

“diabetina”, “hierba azul”,

hierba del cancer”, “insulina”, “pega ropa”, “peludito”,
“prodigiosa” y “hadri”. Es utilizada en medicina tradicional como tratamiento para la
diabetes, diarreas, reumatismo, helminitatis y cancer (Fragoso-Serrano et al., 2019;
Moreno-Pérez et al., 2019; Solares-Pascasio et al., 2021). También, se han
realizado diversos estudios sobre su potencial farmacolégico debido a sus
metabolitos secundarios segun sus usos tradicionales (Maldonado et al., 1996). Sus
metabolitos han sido probados como antinociceptivos (Moreno-Pérez et al., 2019),
inhibidores de la a-glucosidasa y PTP-1B (Flores-Bocanegra et al., 2017; Solares-
Pascasio et al., 2021), antiprotozoarios (Calzada et al., 2020) y agentes citotéxicos,
asi como agentes moduladores de la resistencia a multiples farmacos (Fragoso-
Serrano et al., 2019).

Los flavonoides y diterpenoides detectados en fracciones no volatiles de S.
circinnata han sido propuestos como los agentes activos responsables de los
efectos farmacologicos de esta especie (Bautista et al., 2015, 2016; Flores-
Bocanegra et al., 2017; Salinas-Arellano et al., 2020); Solares-Pascasio et al.,
2021). Por ejemplo, algunos ensayos in vitro han sugerido aplicaciones
prometedoras para el tratamiento del cancer, como el caso de la teotihuacanina (27)
(Bautista et al., 2015). Debido a estas aplicaciones es de gran interés identificar
poblaciones productoras de estos metabolitos (amarisolida A, amarisinina A y

teotihuacanina).

Hasta el momento se han reportado dos perfiles de metabolitos secundarios
de S. circinnata en México, el primero incluyen a los 3-O-glucosidos de neo-
clerodano, conocidos como amarisolidas A-E (17-21) y G (22) en poblaciones
localizadas en Puebla y Oaxaca (Flores-Bocanegra et al. 2017; Salinas-Arellano et
al.2020) (Fig. 24). El segundo perfil de metabolitos esta constituido por una mezcla
de neo-clerodanos 9,10-seco-neo-clerodanos y diterpenoides de tipo amarisano
conocidos como amarissininas A-D (23-26), teotihuacanina (27) y el 17-O-glucésido
de neo-clerodano, conocido como amarisolide F (28), determinado en poblaciones

del Valle de Teotihuacan, Estado de México (Bautista et al. 2015, 2016; Fragoso-

115



Serrano et al. 2019) (Fig. 24). Asi, la composicién de los metabolitos secundarios
de S. circinnata pueden diferir entre poblaciones. Ademas, en otros estudios se han
identificado mono y sesquiterpenos en esta especie (Fragoso-Serrano et al. 2019;
Salinas-Arellano et al. 2020), por lo que la caracterizacion de compuestos volatiles

podria contribuir a elucidar diferencias en los perfiles quimicos de esta especie.

Los ADN barcoding son secuencias cortas de regiones estandar del genoma
que se utilizan para identificar especies y pueden ayudar a responder preguntas
sobre su evolucion, ecologia y conservacion, o incluso para identificar nuevas
especies (Hollingsworth et al., 2009,2011; Kress et al,. 2015). En las plantas, se han
recomendado varias regiones de ADN, incluidas matK, rbcL, rpoB, rpoC1, psbK-
psbl, psbA, trnLF e ITS, asi como sus combinaciones, para proporcionar barcoding
de plantas estandar (Soltis et al., 2001; Kress et al., 2005; Gesto-Borroto et al.,
2021). Para el género Salvia, se ha propuesto la nrITS como la mejor opcién para

diferenciar entre especies (Wang et al. 2013; Fragoso-Martinez et al., 2018).

El presente estudio esta enfocado en la identificacion mediante herramientas
moleculares de esta especie en diez diferentes localidades (Patzcuaro, Michoacan;
Yuriria y San José de lturbide, Guanajuato; Tehuacan y Aquixtla, Puebla; Zimapan,
Pachuca y Parque Nacional los Marmoles, Hidalgo; Teotihuacan y Jilotepec, Estado
de México) (Fig. 23) y en conocer las causas de la variabilidad de los perfiles
quimicos mediante una comparacion de sus metabolitos secundarios con diferentes
variables ambientales. La amarisolida A (17) y la amarisinina A (23) fueron
seleccionados para realizar su comparacion por ser los principales constituyentes
de las poblaciones previamente estudiadas, la teotihuacanina (27) fue elegida por
su alto interés para identificar el mecanismo de acciéon molecular detras de su
capacidad moduladora de la resistencia a multiples farmacos y obtener derivados
semisintéticos. La identificacion certera de la especie, asi como de los perfiles
quimicos de cada una de las poblaciones puede ayudar en la bioprospeccién de la

especie para aplicaciones terapéuticas.
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Figura 23. Poblaciones de S. amarissima recolectadas y estudiadas. TEH:
Tehuacan, PTZ: Patzcuaro, TEO: Teotihuacan, AQX: Aquixtla, JIL: Jilotepec, YUR:
Yuriria, PAC: Pachuca, ZIM: Zimapan, LMP: Parque Nacional los Marmoles y SJI:

San José de lturbide.
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Figura 24. Estructuras de los MS encontrados en otros quimotipos de S. circinatta,
amarisolida A (17), amarisolida B (18), amarisolida C (19), amarisolida D (20),
amarisolida E (21), amarisolida G (22), amarisinina A (23), 8 amarisinina B (24),

amarisinina C (25), amarisinina D (26), teotihuacanina (27) y amarisolida F (28).
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4.2 HIPOTESIS

La composicion de los metabolitos secundarios puede diferir entre poblaciones
debido a condiciones ambientales locales y/o coincidir en su composicion al tener
la misma clasificacion taxondémica ya que pueden tener los mismos acervos

genéticos

4.3 OBJETIVO

Identificar la relacion filogenética entre las poblaciones de S. circinnata colectadas
para analizar su similitud, con el fin de encontrar diferencias en la composicién de

metabolitos secundarios derivado de diversas variables ambientales.

4.4 OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar la relacion filogenética entre las diez poblaciones de S. circinnata

mediante métodos moleculares (PCR).

Analizar la composicion de compuestos volatiles de las diez poblaciones de S.

circinnata y determinar si existen diferencias entre ellas.

Analizar la presencia y/o ausencia de la amarasilode A (17), amarisinina A (23) y

teotihuacanina (27) en las diez poblaciones de S. circinnata

Evaluar la relacion que existe entre las variables ambientales con la composicion de

metabolitos secundarios de cada una de las poblaciones de S. circinnata.
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4.5 MATERIALES Y METODOS
4.5.1 Sustancias quimicas y reactivos

Para los analisis de HPLC los disolventes fueron de grado HPLC (JT Baker) y fue
utilizada agua desionizada (MilliQ). Los compuestos de referencia para los analisis
en este estudio fueron amarisolida A (17), amarisinina (23) y teotihuacanina (27). La
amarisolida A (17) fue proporcionada por el Dr. Alfredo Ortega (Maldonado et al.
1996), la amarisinina A (23) y teotihuacanina (27) fueron aisladas de acuerdo con la
metodologia previamente descrita por Bautista et al. (2015,2016). La pureza de los
diterpenos se determiné por HPLC-PDA 'y RMN de 'H, en todos los casos la pureza

estaba por encima del 95%.
4.5.2 Material vegetal

Hojas de S. circinnata fueron recolectadas en el verano de afio 2019 y otofio
del 2020 de diez poblaciones localizadas en Estado de México, Guanajuato,
Hidalgo, Michoacan y Puebla (Apéndice 41). Todas las plantas utilizadas en este
estudio fueron adultas y en etapa de floracion. Un espécimen de cada poblacion fue
depositado en el Herbario del Instituto de Ecologia A.C y en el Herbario Nacional
MEXU (UNAM). Todos los especimenes recolectados fueron identificados por dos
taxonomistas, especialistas en Salvias mexicanas: Dra. Brenda Y. Bedolla-Garcia
(Instituto de Ecologia A.C) y M.C. Rosario Garcia Pefia (UNAM). A pesar de que las
colectas de especimenes se realizaron durante el estadio de floracion, recolectando
siete de las poblaciones en la misma semana para minimizar posibles errores
asociados a las etapas ontogenéticas de las plantas, no se consideré la importancia
de la variacion intrapoblaciénal, ademas de otros factores como el estrés hidrico y
térmico, ni condiciones edaficas en las que el crecimiento de la planta también
podrian influenciar en los perfiles metabdlicos (Mehdi-Talebi et al., 2021), como la
produccién de amarissinina A (23) y teotihuacanina (27).

4.5.3 DNA Barcoding

Extraccion de ADN
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Se utilizaron seis hojas de cada poblacién para obtener muestras de ADN. La
extraccion de ADN gendmico se realizé de acuerdo con el método CTAB de Doyle
y Doyle (1987). EI ADN gendmico se suspendié en agua libre de nucleasas y se
almaceno a -20 °C. El ADN se cuantifico con un espectofotometro NanoDrop
(Thermo Scientific™) midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm. La calidad del ADN

se examino con electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Ampilificacion y secuenciacion por PCR

La regidon del ADN del espaciador transcrito interno ribosomal nuclear (nrITS) se
utilizé como marcador molecular. Las secuencias de oligonucleétidos para S.
circinnata se disefaron de acuerdo con la secuencia depositada en GenBank por
Fragoso-Martinez et al. (2017, 2018), que incluia ITSfw (5 ATA CCT GCA AAG
CAG ACA GCG3’ ) e ITSrv (5 GGT CGA AGG TGC GGA GCC GCG3). La
reaccion en cadena de la polimerasa se llevo a cabo en un volumen de reaccion de
50 u lusando ADN polimerasa Dream Taq (Thermo Scientific) y Applied Biosystems

Veriti 96-Well Thermal Cycler. Cada reaccion contenia 1,25 U de ADN polimerasa
Dream Taq, dNTP 0,2 mM, MgCI2 2 mM, 100 ng de ADN gendémico y 0,5 uM de
cada oligonucleétido. Los ciclos de PCR consistieron en un paso inicial de
desnaturalizacion de 3 min a 95 °C seguido de 30 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 55
°C, 1 min a 72 °C y una extension final de 5 min a 72 °C. Los productos de PCR se
resolvieron con electroforesis en gel de agarosa al 1 % para confirmar la
amplificacion especifica y se purificaron con PCR Purification Kit (Jena Bioscience)
segun las instrucciones del fabricante. La concentracién de los productos de PCR
purificados se cuantificd con un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific™)
y se secuenciaron en ambas direcciones con el analizador genético 3130 (Applied
Biosystems). Con seis secuencias directas y seis inversas, se obtuvo una secuencia
consenso para cada poblacion. Las secuencias de ADN superpuestas se
ensamblaron con el software DNAStar (DNAStar Inc., Madison, WI, EE. UU.).

Anélisis filogenético
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Las secuencias de consenso de analisis filogenético se compararon con las de la
base de datos NCBI utilizando la herramienta de busqueda de alineacién local
basica de nucledtidos (BLASTn). Las secuencias reportadas del género Salvia para
el marcador ITS depositado en GenBank se alinearon usando MEGA 7 con Clustal
W usando parametros predeterminados (Kumar et al. 2016). La seleccion de
especies para este analisis se realizé de acuerdo con la clasificacién propuesta por
Fragoso-Martinez et al. (2018). La historia evolutiva se infirié utilizando el método
de maxima verosimilitud basado en el modelo Tamura-Nei (Tamura y Nei 1993). Los
arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente
aplicando algoritmos de union de vecinos y BioNJ en una matriz de distancias por
pares estimadas con el enfoque de maxima verosimilitud compuesta (MCL) y luego
seleccionando la topologia con mayor valor de verosimilitud. Se utilizé una
distribucién gamma discreta para modelar las diferencias de tasas evolutivas entre
sitios (5 categorias; + G, parametro = 0,4960). El modelo de variacion de la tasa
permitid que algunos sitios fueran evolutivamente invariables ([+ 1], 39,53% de los
sitios). El arbol se dibujoé a escala, con las longitudes de las ramas medidas en el
numero de sustituciones por sitio. Este analisis involucré6 33 secuencias de

nucleodtidos.
4.5.4 Analisis GC-MS

Partes aéreas de las plantas de S. circinnata fueron colectadas de al menos 10
individuos por poblacion, las cuales fueron molidas y maceradas en acetona (3 x 50
mL) durante 48 horas para obtener un residuo entre 60.5 + 0.95 a 123.13 £ 1.4 mg
(6.05 £ 0.95 to 12.31 £ 1.4% de extracto seco). Muestras de 10 mg fueron disueltas
en 2 mL de una mezcla de hexano-acetona-MeOH (1:2:1). Volumenes de 0.2 ul
fueron analizados con un cromatografo de gases Agilent GC-7890b acoplado a un
espectrometro de masas Agilent EM-58772 utilizando una columna capilar GC DB
5ht (30 m x 0,320 mm d.i. x 0,1 um, Agilent). La temperatura del puerto de inyeccién
se mantuvo a 220 °C, y la temperatura del horno se mantuvo a 80 °C durante 2 min
y luego se aumento en una proporcion de 3, 5y 10 °C/min hasta llegar a 100, 150 y

330. °C, respectivamente. La temperatura final se mantuvo durante 9 min. El analisis
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de cada extracto se realizd por triplicado y los compuestos volatiles fueron
identificados por desconvolucion utilizando la base de datos W10N11
(Wiley10Nist11).

4.5.5 Analisis de HPLC

Las curvas de calibracion de la amarisolida A (17, 240 nm), amarisinina A (23, 330
nm) y teotihuacanina (27, 240 nm) se realizaron utilizando concentraciones que
oscilaban entre 0.0625 mg/ml (0.3125 ug) y 0.5 mg/ml (2.5 ug). Las muestras de
cada extracto de acetona se disolvieron en MeOH a una concentracion de 10 mg/mL
y se analizaron con un cromatografo Agilent 1200 HPLC equipado con detector PDA
Agilent G1315D y detector de fluorescencia Agilent G1321A. La separacion por
HPLC se realizé en una columna Synergi Polar RP (Phenomenex, 5 um, 4,6 x 250
mm) con un gradiente de elucién de acido acético al 1 % (A) y acetonitrilo (B) en los
siguientes tiempos: 0 min, 80 % A; 1 min, 80% A; 31 min, 40% A, 33 min, 20% A; 43
min, 20% A, siempre utilizando un caudal de 0,8 mL/min con un volumen de
inyeccion de 5 pL para los estandares y 10 uyL para los extractos. Los
cromatogramas se midieron a 240 y 330 nm utilizando el detector PDA, con 250 nm
de longitud de onda de excitacién y 410 nm de longitud de onda de emision para el

detector FL. Cada extracto se analizé por triplicado.
4.5.6 Analisis estadisticos

Los datos de GC-MS y HPLC-PDA correspondientes a compuestos volatiles
y no volatiles de los extractos de las diez poblaciones. Se realizé un analisis de
componentes principales (PCA) y un posterior analisis de redundancia (RDA)
tomando en cuenta la concentracion de los compuestos volatiles y no volatiles de
las diez poblaciones, asi como las siguientes variables ambientales: temperatura
media anual, la temperatura minima anual, la temperatura maxima anual, la
precipitacion anual total, la elevacion y la latitud (Tabla 11, Apéndice 42). Los analisis
fueron realizados mediante el programa XLSTAT (McGarigal et al. 2000). Las
variables seleccionadas para el PCA fueron analizadas con la prueba Kruskall-
Wallis. Diferencias entre los rangos de los tratamientos fueron comparados

utilizando el procedimiento de Dunn.
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4.6 RESULTADOS

El analisis filogenético con secuencias consenso indicé que la identidad de los
individuos muestreados dentro de las poblaciones de S. circinnata coincidié en un
99,9 %, mientras que hubo un 100 % de concurrencia entre los individuos de las
diferentes poblaciones (Fig. 24). Ademas, el analisis BLASTn indicé que nuestras
secuencias de consenso coinciden al 100% con la secuencia de S. circinnata
depositada en el GenBank (codigo de acceso MF664544), mientras que el analisis
filogenético agrupd las regiones ITS de las poblaciones muestreadas dentro del

mismo clado para la secuencia depositada en el GenBank (Fig. 25).

El analisis BLASTn indicé que la secuencia consenso de las poblaciones de
S. circinnata coincidia en un 98% con las secuencias GenBank de Salvia
ozolotepecensis, Salvia perlonga y Salvia praestans, mientras que la concurrencia
con secuencias de otras especies de Salvia estuvo por debajo del 96%. Estos
resultados estan respaldados por la relacion filogenética observada entre la
secuencia ITS de las poblaciones muestreadas y las de otras especies de Salvia
(Fig. 25).
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Figura 25. Arbol de consenso de maxima verosimilitud realizado con ITS
secuencias marcadoras obtenidas de poblaciones naturales de Salvia circinnata.
TEH: Tehuacan, PTZ: Patzcuaro, TEO: Teotihuacan, AQX: Aquixtla, JIL: Jilotepec,
YUR: Yuriria, PAC: Pachuca, ZIM: Zimapan, LMP: Parque Nacional los Marmoles y
SJI: San José de lturbide.
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Se encontraron, mediante el analisis de GC-MS de los extractos de las diez
poblaciones, la presencia de 35 metabolitos, de los cuales los principales
constituyentes fueron 12 alcanos y 9 sesquiterpenos (Tabla 10). El tetradecano se
encontré en todas las poblaciones con concentraciones que oscilan entre 0,64 +
0,17 %y 19,50 £ 1,45 % (Tabla 10). Otros metabolitos comunes fueron el cariofileno,
humuleno y el éster metilico del acido hexadecanoico, que estaban presentes en
todas las poblaciones con excepcion de PTZ y el 2,2-dimetiloctadecano, que se

registré en todas las poblaciones excepto en ZIM (Tabla 10).

Del grupo de los sesquiterpenos se encontrd al espatulenol en seis
poblaciones (YUR, SJI, ZIM, PAC, AQX y LMP), con concentraciones que oscilaron
entre 8,20 £ 1,29 % y 35 + 2,97 % (Tabla 10). Otros sesquiterpenoides identificados
en las fracciones volatiles fueron cubebeno, isobiciclogermacreno, o6xido de
cariofileno, cariofilenoles | y 1l y 4,10(14)-muroladien-83-ol (Tabla 10). También se
detectaron metabolitos secundarios como amidas, antraquinonas y benzofuranos
(Tabla 10). En la poblacion de PTZ solo se observaron cinco constituyentes, todos
ellos alcanos, incluido el tetradecano, heptadecano; 2,2,11,11-tetrametildodecano,

octadecanoy 2,2-dimetiloctadecano (Tabla 10).

En la poblacion de TEH la presencia de cariofilenos | y |l fue distintiva ya que no se
detectaron en ninguna otra poblacion. Las hojas de esta poblacion se caracterizaron
fenotipicamente por carecer de tricomas glandulares, esta adaptacion podria ser la

razon de su perfil metabolémico
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Tabla 10. Metabolitos volatiles de S. amarissima detectados por GC-MS. La tabla indica la clase de cada compuesto y su

nombre. Los valores de la tabla son promedios de cantidades normalizadas de compuestos volatiles (% + DE) detectados

en los extractos de hojas secas de cada poblacion.

POBLACIONES
Entrada Clase Nombre del compuesto
AQX PAC PNM TEO FALYl JIL Sl YUR PTZ TEH
1 alcano dodecano 9.12+4.22 4.17%0.74
2 Alcano tridecano 2.60£1.86 2.96%1.09
3 Alcano tetradecano 2.10+0.41 1.75%#0.44 1.69+0.44 1.74+0.57 1.69+0.26 0.28+0.06 0.64+0.17 4.7910.96 19.50+1.45 5.27+0.40
4 Sesquiterpeno caryophylleno 12.1+2.02 7.62+3.44 22.94540 18.0+4.35 21.5+1.17 5.36+1.43 16.28+1.27 10.4£1.99 8.02+0.64
5 Sesquiterpeno humuleno 4.72+0.84 2.54+1.32 3.61+1.30 6.68+1.67 7.30+0.70 1.74+0.45 4.970+0.67 3.01+0.57 1.91+0.12
6 Sesquiterpeno cubeneno 3.95+1.75 1.13#0.89 11.7+2.18 5.43+1.48 6.31+0.24 10.35£1.20 13.14£2.21
7 Sesquiterpeno isobycyclogermacren 7.47+1.28 3.62+1.50 1.68+0.86 6.96+0.39 4.334+0.48
8 Alcano 2,2-Dimetiltetradecano 9.44+1.73 7.86%1.59 5.761+1.51
9 Alcohol spathulenol 15.9+7.08 16.9+5.23 18.4+6.74 14.0+6.81 35.0+2.97 8.204+1.29 13.1+4.62
10 Sesquiterpeno oxido de cariofileno 9.01+4.25  3.408+2.73 26.0+1.29
11 Alqueno z-8Z-hexadeceno 3.11+0.34 3.43+#1.04 3.53%0.64 0.11+0.09
12 Alqueno hexadecano 3.49+0.63 3.46+0.95 3.22+0.65 2.87+0.95 3.15+0.35 0.42+0.20 4.62+1.10 6.08+0.27
13 Sesquiterpeno cariofileno | 7.03+0.62
14 Sesquiterpeno cariofilenol Il 4.24+1.28
15 4,10(14)-muroladien-8B.-ol 8.42+1.03 6.00+0.16 10.5+1.47
16 Alcano heptadecano 1.42+0.95 15.248.37  11.47+3.82 4.77+1.56
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41

42

alcano

Benzofurano

Alcano
Salicilato

Alcano

acido graso saturado
acido graso saturado

Fitol

dihidroxyanthraquinona.

Amida

Amida
Triterpeno
Vitamina
Alcano
Vitamina
Esteroide

Fitosterol

pentano,2,2,3,4-tetrametil
Dodecano,2,2,11,11-
tetrametil

loliolide
heptadecano,2-metil
octadecano

homosalato
2,2-dimethiloctadecano

acido hexadecanoico, metil
estrer

acido hexadecanoico
fitol

1,4-dihidroxi-2-(prop-2'-
enil)antraquinone

13-Docoseamida
1,2,4-trimetil antraquinona,
erucylamida

squalene

gamma tocoferol
nonadecano

o tocoferol

stigmasterol

sitosterol

3.23+0.59

1.88+1.02

1.94+0.38

4.99+1.47

3.63+2.06

3.18+0.60

2.25+2.35

4.04+3.42

1.61+1.00

2.80+1.82

0.55+0.32

1.42+0.92

0.81+0.21

1.60£0.46

6.47+1.32

1.55+0.45

2.02+0.76

8.07+3.22

3.81+2.28

0.43+0.25

0.42+0.24

0.91+0.53

8.06+4.66

0.76+0.44

0.88+0.21

0.91+0.58

1.03+0.19

5.25+0.93

0.37+0.25

1.49+0.87

0.61+0.35

0.25+0.17

0.84+0.48

0.63+0.48

0.54+0.32

4.15+1.52

1.63+0.44

8.57+6.25

1.37+0.79

0.74+0.43

1.51+0.16

1.24+0.14

3.33+0.85

0.50+0.17

0.23+0.06

1.46+0.89

0.50+0.12

1.12+0.54

1.84+0.47

1.34+0.72

2.06+1.28

0.83+0.30

10.3+9.04

0.78+0.32

7.77+1.88

7.741%2.05

2.599+0.64

0.478+0.16

5.346+1.48

1.024+0.31

1.316+1.31

0.717+0.51

4.493+1.64

2.240+£1.05

2.128+1.13

2.596+1.49

2.10+0.21

6.50+2.25

9.91+2.62

3.31+0.82

3.21+0.93

29.15+0.95

12.55+0.72

27.31+2.67
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13.8+0.76

4.46+0.04

6.6310.12

9.28+0.90

2.35+0.06



43 Tritterpenoide B-amirina 7.06+4.11 0 10.3+3.47  9.181+3.89

44 Triterpenoide a-amirina 7.98t6.94 10.416.12 10.316.04 19.7+13.6 40.5+£18.1 6.178+4.52
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Se realiz6 la cuantificacion del contenido de amarisolida A (17, rt = 22,9 min,
240 nm) (Apéndice 43), amarissinina A (23, rt = 25,2 min, 330 nm) (fig. A44) y
teotihuacanina (27, rt = 17 min, 240 nm) (Apéndice 45). Los resultados del analisis
HPLC-PDA indicaron que las poblaciones SJI, ZIM, JIL, PAC, AQX y LMP, TEO
cuentan con teotihuacanina (27) ademas de amarisinina (23). La presencia de estos
dos compuestos se confirmé mediante la comparacion del tiempo de retencion con
las referencias utilizando un detector de fluorescencia con una longitud de onda de
excitacion de 250 nm y una longitud de onda de emisién de 410 nm. Las cantidades
de amarisinina A (23) en estas siete poblaciones oscilaron entre 16,20 £ 1,03 y 60,32
* 2,83 mg/g, siendo la poblacion AQX la que presentd la mayor concentracion de
este diterpenoide (Tabla 11). Las concentraciones de teotihuacanina (27) oscilaron
entre 0,96 £ 0,10 y 2,72 = 0,19 mg/g, donde TEO y AQX presentaron
concentraciones mas altas de este metabolito que las otras poblaciones (2,71 £ 0,19
mg/g y 2,72 £ 0,35 mg/g, respectivamente). La amarisolida A (17) solo se detecté
en la poblacion PTZ (258,25 + 8,63 mg/g), mientras que la amarisinina A (23) se
detectd en concentraciones inusualmente altas en la poblacion YUR (55,81 £ 4,06

mg/g extracto), en comparacién con las demas poblaciones
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Tabla 11. Cuantificacion de de amarisolida A (17), amarisinina A (23) y teotihuacanina (27) y mediante HPLC-PAD en extractos totales

de hojas de S. amarissima. Los valores son promedios (mg/g + DE) para cada poblacién estudiada.

POBLACIONES

Entrada

PTZ YUR TEH Sl ZIM TEO JIL PAC AQX LmMP
Extracto de acetona (%
w/w) 751+1.1 6.05+095 79+34 6.25+14 12.31+14 9.46+15 7.79+0.84 11.41+240 1095+1.1 11.74+2.09
amarisinina A (17)
(mg/g extracto)?® np 55.81+4.06 np 16.20+1.03 56.96+4.7 37.75+0.29 25531365 44.28+7.66 60.32+2.83 42.71+1.49
teotihuacanina (23)
(mg/g de extracto) ° np np np 0.96 £0.10 1.96 2.71+£0.19 1.49+0.28 1.70£0.54 2.72+0.35 2.26+0.20
amarisolida A (27)
(mg/ g de extracto)® 258.25+8.63 NP np np +0.32 np np np np np

a medida a 330 nm
b medidas a 240 nm

* np: no presente en esa
poblacion.
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Mediante la composicion de compuestos volatiles y no volatiles se
encontraron diferencias en los perfiles metabdlicos de las poblaciones, por lo que
se evidencia la existencia de diferentes quimiotipos (CT) que fueron asignados de
la siguiente manera: poblacion PTZ CT amarisinina A, poblacion YUR CT
amarissinina A, este solo se restringira a las poblaciones que producen amarisinina,
pero no teotihuacanina. Las poblaciones SJI, ZIM, JIL, PAC, AQX, LMP y TEO,
identificados como productores de teotihuacanina, fueron clasificados como CT
teotihuacanina, dependiendo de si producen amarisinina A. En la poblacién de TEH,
no se encontrd ninguno de los tres diterpenos. Sin embargo, el 6xido de cariofileno
fue su componente principal de su fraccion volatil por lo que se le dio la clasificacion

de CT oxido de cariofileno.

Para el analisis PCA los tres primeras componentes (tres ejes de ordenacion)
explicaron el 68.95% de la variacion total de los datos. El primer componente (F1)
(Fig. 26, Tabla 12) explica el 33.56% de la variabilidad de los perfiles fitoquimicos
de las muestras asociado principalmente a los metabolitos amarsolide A; cariofileno;
2,2-dimetiloctadecano; espatulenol; y 2,2,11,11-tetrametildodecano. La segunda
funcion (F2) (Fig. 26, Tabla 12) explico el 22.2% de la variabilidad y se asoci6 con
a-amirina. Y la tercera funcién (F3) (Fig. 26, Tabla 12) explicé el 13.14% de la
variacion de los datos y se asoci6 con el 6xido de cariofileno. Mediante este analisis

se reforzé la existencia de los diferentes quimiotipos para S. circinatta.

132



40 -~

POPULATION
30 v+ '

AQX
JIL

LMP
PAC
PTZ
SJIR
TEH
TEO
YUR
ZIM

20

F2 (22.260/0)

Figura 26. Analisis de componentes principales (PCA) comparando los perfiles de
metabolitos entre las poblaciones de Salvia circinnata incluidos en este estudio. Las
lineas rojas representan los MS volatiles y no voletiles. Los numeros los marcadores
quimicos: amarisolide A (17), amarissinina A (23), teotihuacanina (27) y 6xido de
cariofileno (28). Y los circulos las poblaciones TEH: Tehuacan, PTZ: Patzcuaro,
TEO: Teotihuacan, AQX: Aquixtla, JIL: Jilotepec, YUR: Yuriria, PAC: Pachuca, ZIM:

Zimapan, LMP: Parque Nacional los Marmoles y SJI: San José de lturbide:
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Tabla 12. Analisis de componentes principales (PCA) indicando el porcentaje de

contribucién de cada metabolito, estos valores explican la variabilidad entre poblaciones.

Eigenvalue 9.432 7.755 5.572
Variability (%) 33.557 22.257 13.138
F1 % F2 % F3 %

Dodecano 0.072 0.524 -0.046 0.212 -0.016 0.025
Tridecano 0.028 0.076 -0.015 0.022 -0.024 0.058
Tetradecano -0.235 5.536 -0.163 2.649 -0.056 0.309
cariofileno 0.331 10.927 -0.063 0.395 0.190 3.600
Humuleno 0.102 1.043 -0.026 0.068 0.003 0.001
Cubeneno 0.140 1.960 -0.107 1.140 0.063 0.398
Isobyciclogermacren 0.100 0.991 -0.042 0.172 -0.035 0.119
2,2-dimetiltetradecano 0.046 0.207 -0.014 0.019 -0.020 0.042
Spathulenol 0.538 28.956 -0.403 16.238 -0.445 19.840
oxido de cariofileno -0.099 0.983 0.018 0.032 0.566 32.072
z-8 hexadecano 0.035 0.125 -0.016 0.027 -0.002 0.001
Hexadecano 0.041 0.164 -0.045 0.204 0.130 1.681
cariofileno | -0.029 0.085 0.003 0.001 0.162 2.609
cariofilenol Il -0.013 0.016 0.001 0.000 0.073 0.530
4,10(14)-muroladien-8.3.-ol 0.081 0.650 -0.083 0.696 0.012 0.015
Heptadecano -0.244 5.973 -0.194 3.769 -0.054 0.292
pentano,2,2,3,4-tetrametil -0.050 0.249 0.005 0.003 0.279 7.774
dodecano,2,2,11,11-tetrametil -0.388 15.035 -0.133 1.757 -0.303 9.198
Loliolide 0.026 0.068 0.009 0.008 -0.024 0.056
heptadecano,2-metil -0.016 0.025 -0.004 0.002 0.094 0.883
Octadecano -0.177 3.142 -0.103 1.054 0.021 0.045
Homosalato 0.025 0.065 -0.011 0.013 -0.011 0.012
2,2-dimetiloctadecano -0.322 10.355 -0.217 4.689 -0.039 0.149
acido hexadecanoico metil ester 0.038 0.145 -0.015 0.022 0.080 0.644
acido hexadecanoico 0.006 0.003 0.029 0.085 -0.017 0.029
fitol 0.017 0.028 -0.009 0.007 -0.023 0.054
1,4-dihidroxy-2-(prop-2"-enyl) antraquinona -0.004 0.002 0.043 0.187 -0.012 0.014
13-docoseamida 0.001 0.000 0.003 0.001 0.006 0.003
Erucilamida -0.004 0.001 0.072 0.524 -0.036 0.129
Squaleno 0.001 0.000 0.041 0.165 0.014 0.020
y tocoferol 0.001 0.000 0.015 0.022 0.005 0.002
vitamina E 0.001 0.000 0.039 0.152 -0.003 0.001
Sitosterol -0.012 0.015 0.289 8.377 -0.130 1.698
B-amirina -0.032 0.099 0.286 8.203 -0.104 1.087
a-amirina 0.001 0.000 0.676 45.675 -0.312 9.740
amarissinina A 0.081 0.664 -0.011 0.013 -0.039 0.150
Teotihuacanina 0.004 0.001 0.001 0.000 -0.001 0.000
amarisolida A -0.345 11.884 -0.184 3.397 -0.259 6.720
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Del analisis de redundancia (RDA) la primera funcion (F1) (Fig. 27) explica el

64.12% de la varianza y estuvo definida principalmente (mayor contribucion) por las

variables predictoras ambientales: latitud y precipitacion total anual y las variables

de respuesta amarisolida A (17), dodecano; 2,2-dimetiloctaecano; espatulenol; y

cariofileno. La segunda funcion (F2) (Fig. 27) explico el 20.06% restante de la

variacion de los datos y se definid por las variables predictoras elevacién vy

temperatura minima y como variables de respuesta el 6xido de cariofileno y a-

amirina.
TEH
8
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Figura 27. Analisis de redundancia (RDA) de las poblaciones con sus distintos CT

relacionadas con sus variables ambientales. Maxt: temperatura maxima anual,

Mint: temperatura minima anual, Meant: temperatura anual promedio, Totpp:

precipitacion anual, Elev: elevacion y Lat: latitud. TEH: Tehuacan, PTZ: Patzcuaro,
TEO: Teotihuacan, AQX: Aquixtla, JIL: Jilotepec, YUR: Yuriria, PAC: Pachuca, ZIM:

Zimapan, LMP: Parque Nacional los Marmoles y SJI: San José de lturbide: X:

componentes como

independientes.

variables

dependientes variables

y

ambientales
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4.7 DISCUSION

Los resultados del analisis filogenético indico una coincidencia del 99.9 % de los
individuos de cada una de las poblaciones por lo que las diferencias en la
composicién quimica de las poblaciones no son por una clasificacién taxonémica
errénea. Estos resultados rechazan la hipotesis de que la clasificacion taxondmica
errénea seria la causa de las diferencias observadas en los perfiles quimicos entre

las poblaciones de S. circinnata recolectadas.

También mediante el analisis BLASRn se encontré que las secuencias de las
diez poblaciones de S. circinata coinciden con otras secuencias de especies de
Salvia depositadas en GenBank. Esta relacion esta respaldada por su relacion
filogenética entre las secuencias ITS de las poblaciones de S. circinnata con las
otras especies de Salvia, que concuerdan con estudios previos para este género
(Fragoso-Martinez et al., 2017, 2018). Se ha demostrado que la regién ITS
proporciona la mayor divergencia interespecifica entre especies congenéricas, en
el caso del género Salvia, se sugiri6 como un codigo de barras favorable para

distinguir entre especies (Wang et al., 2013; Fragoso-Martinez et al., 2018).

En la familia de las Lamiaceas los quimiotipos (CT) suelen ser comunes, las
plantas pueden tener las mismas caracteristicas morfolégicas, pero producir
diferentes cantidades de componentes quimicos como aceites esenciales, por
ejemplo, en el “tomillo” Thymus vulgaris se encuentra el CT timol (Gyorgy et al.,
2020) o en el “romero” Rosmarinus officinalis CT el alcanfor (Diass et al. 2021). En
el género Salvia se han encontrado diferentes CTs definidos por la presencia y
diferencia de concentracién de sus compuestos volatiles y no volatiles especificos
en especies como S. aegyptiaca L. (Tahar et al., 2021), S. africana-lutea L. (Lim-Ah-
Tock et al., 2021), S. chamelaeagnea P.J. Bergius (Lim -Ah-Tock et al., 2021), S.
officinalis L. (Craft et al., 2017; Novak et al., 2006), S. lanceolata Lam. (Lim-Ah-Tock
et al., 2021), S. multicaulis Vahl. (Mehdi-Talebi et al., 2021), S. rosmarinus Spenn.
(Flamini et al., 2020), y S. sclarea L. (Tuttolomondo et al., 2020).

La ausencia de tricomas solo se limito a la poblaciéon de TEH, debido quizas
a la barrera geografica del valle de Tehuacan-Cuicatlan, dificultando el flujo de
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genes entre otras poblaciones como ocurre con S. multicaulis (Mehdi-Talebi et al.,
2021). En otros estudios se han relacionado los tricomas con la composicion de
metabolitos en las plantas, como el que ha sido reportado para S. limbata (Talebi et
al., 2021). También algunos metabolitos fueron distintivos para cada poblacion como
la presencia de la 13-docosamida en la poblacion de SJI, permitiendo distinguir las

poblaciones de acuerdo con la presencia o ausencia de compuestos.

Debido a los efectos farmacologicos reportadas en los metabolitos de esta
especie es de gran interés identificar poblaciones productoras de estos metabolitos
(amarisolida A, amarisinina Ay teotihuacanina). En el presente trabajo se estudio la
presencia de estos constituyentes a través de perfiles de HPLC-PDA y HPLC-FLD,
se identificaron cuatro poblaciones con el CT teotihuacanina en la especie de S.
circinnata, clasificandolas de la siguiente manera: las poblaciones SJI, ZIM, JIL,
PAC, AQX, LMP y TEO como S. circinnata CT teotihuacanina; PTZ como S.
circinnata amarisolida A; YUR como S. circinnata CT amarisininaAy TEH como S.

circinnata CT oxido de cariopfileno.

Los factores abidticos y bidticos del habitat pueden activar diferentes vias de
sefalizacion que involucran la expresion génica relacionada con la biosintesis o
acumulacién de metabolitos secundarios. Estos metabolitos pueden conferir
defensa contra los herbivoros y/o tolerancia a condiciones ambientales estresantes
(Ramakrishna y Ravishankar, 2011; Bandurska et al., 2013; Yobi et al., 2013; Yang
et al., 2018). Para explorar el grado de divergencia de los perfiles fitoquimicos entre
las diferentes poblaciones de S. circinnata incluidas en este estudio, se utilizé un
analisis de PCA y RDA para evaluar si las diferencias observadas en los perfiles
fitoquimicos estaban relacionadas con alguna variabilidad en los factores
ambientales asociados a cada habitat de poblacién. Encontrando una mayor
contribucion en los metabolitos amarsolida A (17), cariofileno, 2,2-
dimetiloctadecano, espatulenol y 2,2,11,11-tetrametildodecano (F1), a-amirina (F2)
y oxido de cariofileno (F3). Este analisis RDA sugiere que la disminucion en la
elevacion y el aumento de Ila temperatura conducen a una mayor

produccion/acumulaciéon de oxido de cariofileno en las plantas, mientras que ocurre

137



lo contrario con la produccién/acumulacion de a-amirina (Fig. 26). En cambio, la
produccion/acumulacion de espatulenol y cariofileno aumentara hacia latitudes mas
altas o sitios con menor precipitacion, mientras que estos gradientes ambientales
conducen a disminuciones en la produccion/acumulacion de amarsolida A (17);
dodecano; y 2,2-dimetiloctadecano (Fig. 26). Por lo que las diferencias en los

metabolitos secundarios estan asociadas a factores ambiéntales.

Contar con una variabilidad en los marcadores quimicos nos permite
identificar nuevos CT intrapoblacionales (Lim-Ah-Tock et al., 2021), por lo que es un
tema que deberia explorarse mas a fondo. Se ha encontrado que los factores
bidticos también pueden influenciar los perfiles metaboldomicos en el género Salvia.
Giuliani et al., (2018) encontraron que la presencia de sesquiterpenoides como el
biciclogermacreno; B-cariofileno; 1,8-cineol; -a-farneseno; germacreno D y linalol en
S. verticillata tienen un efecto atrayente de polinizadores. En este estudio se
identificaron un total de nueve sesquiterpenos en concentraciones variables,
algunos presentes en diversas poblaciones como el espatulenol (YUR, SJI, ZIM,
TEO, PAC, AQX y LMP) y otros como marcadores quimicos distintivos de
poblaciones especificas como en oxido de cariofileno que solo se encontré en la
poblacién de Tehuacan. El espatulenol fue detectado previamente en poblaciones
crecientes en el Valle de Teotihuacan (Estado de México) e Ixtlan de Juarez (Estado

de Oaxaca) (Fragoso-Serrano et al., 2019; Salinas-Arellano et al., 2020).

Como se menciond previamente los neo-clerodanos se encuentran
comunmente en el género Salvia y se ha descrito que estos tienen propiedades anti
alimentarias en insectos como defensa contra los herbivoros (Li et al., 2016),
ademas se ha reportado actividad alelopatica en Salvia miniata, relacionada con su
contenido de neo-clerodanos (Bisio et al., 2011). Por lo tanto, la produccion de
diterpenoides de tipo neo-clerodano en S. circinnata también podria ser una
respuesta contra factores bioticos como la herbivoria. Sin embargo, se necesitan
estudios de campo de ecologia quimica adicionales para aclarar esta variabilidad

entre poblaciones.
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4.8 CONCLUSIONES

Se realizo la determinacion taxonomica y el analisis filogenético de diez poblaciones
de S. circinnata, indicando que todas las poblaciones pertenecen a la misma

especie.

Se encontraron marcadores quimicos distintivos en todas las poblaciones
analizadas para establecer perfiles metabolémicos y caracterizar la variabilidad
interpoblacional para esta especie. Varios metabolitos volatiles fueron identificados
por primera vez como el benzofurano conocido como loliolida; los
sesquiterpenoides: cariofilenoles | y Il, 6xido de cariofileno, humuleno y cubebeno;

y las alcamidas: 13-docosenamida y erucilamida.

Se identific6 mediante los analisis de HPLC-PDA/FLD una nueva poblacion
productora de amarisolida A (17) (PTZ), una poblacién con altas cantidades de
amarissinina A (23) (YUR) y seis nuevas poblaciones con altas cantidades de
teotihuacanina (27) (SJI, ZIM, JIL, PAC, AQX y LMP). Estos resultados sugieren la

existencia de al menos cuatro quimiotipos para S. circinnata:

Poblacion Quimiotipo
Yuriria CT amarisinina A
Tehuacan CT oxido de cariofileno
San José de lturbide CT teotihuacanina
Zimapan CT teotihuacanina
Jilotepec CT teotihuacanina
Pachuca CT teotihuacanina
Aquixtla CT teotihuacanina
Parque Nacional los

Marmoles CT teotihuacanina
Teotihuacan CT teotihuacanina
Patzcuaro CT amarisolida A

La produccion/acumulaciéon de algunos metabolitos como, amarsolidida A (17); a-
amirina; cariofileno; 6xido de cariofileno; dodecano; 2,2-dimetiloctaecano; y
espatulenol, esta relacionado con factores ambientales locales (altitud, latitud,
temperatura minima y precipitacion).
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CONCLUSIONES GENERALES

1.

Se encontraron estructuras anatomicas (traqueoides) antes no reportadas en
semillas de especies de Salvia, se identifico cual es la ruta que sigue el agua
para el proceso de imbibicibn en las especies de S. pennellii, S.
chamaedryoides y S. reflexa, asi como también se encontré la funcion del

mucilago en estas especies.

Se identific6 cdmo se afectan las semillas de las especies S. pennellii, S.
chamaedryoides y S. reflexa ante estrés abidtico (aumento de temperatura 'y

sequia) y como afecta su proceso de germinacion.

Se aislaron e identificaron tres compuestos antes no descritos de la especie
S. pennellii: wirikutina/15-epi-wirikutina (1/2) y wixaricolida (3), siendo este

ultimo la cuarta descripcion de un compuesto con esqueleto tilifolano.

Se aislé e identific6 un compuesto nuevo de la especie S. reflexa:
reflexiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8), ademas de que se aisldé la 6-B-
acetoxysalviarina (9), compuesto que solo se habia podido aislar hasta ahora

como una mezcla.

Se identifico la tolerancia de plantas de S. reflexa ante dos intensidades de
sequia (moderada y severa), encontrando alteraciones en sus variables
fisiologicas (¢PSI, ETR, clorofilas totales, RWC, peso fresco y seco), asi
como modificaciones en sus caracteristicas anatémicas como ancho de hoja,
tallo y raiz, mayor numero de canales de mucilago en tallo y disminucion en
el numero de vasos y de cloroplastos. Ademas, se observo un aumento en la
concentracion de pedlitina y circiliol (flavonas) en presencia de sequia. Se
encontraron MS especificos para cada uno de los tratamientos, los cuales

podrian servir como marcadores de estrés hidrico.
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6. De la evaluaciéon de las diez poblaciones de S. circinnata se identificé una
nueva poblacion productora de amarisolida A (17), una poblacién con altas
cantidades de amarissinina A (23) (YUR) y seis nuevas poblaciones con altas
cantidades de teotihuacanina (27) (SJI, ZIM, JIL, PAC, AQX y LMP).

7. Se establecié la existencia de cuatro quimiotipos: S. circinnata CT
amarissinina A (YUR), S. circinnata CT amarissinina A (YUR), S. circinnata
CT o6xido de cariofileno (TEH) y S. circinnata CT teotihuacanina (SJI, ZIM,
JIL, PAC, AQX, LMP y TEO).

8. Se encontré que variables ambientales como la latitud, altitud, temperatura
y precipitacion tiene influencia en la concentracién de MS de S. circinnata: a
altitudes mas altas y con menos precipitacion se da un aumento en la
concentracion de espatulenol y cariofileno y una disminucidon en la
concentracion de amarisolida A (17) y dodecano; 2,2-dimetiloctaecano y al
disminuir la altitud y temperatura minima se da un aumento en la
concentracion del 6xido de cariofileno y una disminucidn en la concentracién

de a-amirina.
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Apéndice 1. Espectro 'H NMR de las wirikutina/15-epi-wirikutina (1/2, 700 MHz, CDCls).
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Apéndice 2. Espectro *C NMR de las wirikutina/15-epi-wirikutina (1/2, 175 MHz, CDCl5).
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Apéndice 3. Espectro DEPT 135 y DEPT 90 wirikutina/15-epi-wirikutina (1/2).
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Apéndice 7. Espectro NOESY de las wirikutina/15-epi-wirikutina (1/2, CDCls).
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Apéndice 12. Espectro 'H NMR de la hidroquinona (5, CDCI13 400 MHz).
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Apéndice 13. Espectro *C NMR de la hidroquinona (5, CDCI13 400 MHz).
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Apéndice 14. Espectro 'H NMR de la naringenina (6, CDCI13 + CD30D 400 MHz).
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Apéndice 15. Espectro *C NMR de la naringenina (6, CDCI13 + CD30D 400 MHz).
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Apéndice 16. Espectro '"H NMR de reflexiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8, DMSO 400 MHz).
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Apéndice 18. Espectro DEPT de reflexiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8, DMSO 400 MHz)
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Apéndice 19. Espectro HSQC de reflexiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8, DMSO 400 MHz)
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Apéndice 20. Espectro COSY de reflexiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8, DMSO 400 MHz).
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Apéndice 21. Espectro HMBC de reflexiolida/16-epi-reflexdiolida (7/8, DMSO 400 MHz).
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Apéndice 22. Espectro '"H NMR del compuesto 6-B-acetoxysalviarina (9, DMSO 500 MHz).
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Apéndice 23. Espectro *C NMR de 6-3-acetoxysalviarina (9, DMSO 500 MHz).
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Apéndice 24. Espectro HSQC de 6-3-acetoxysalviarina (9, DMSO 500 MHz).
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Apéndice 25. Espectro HMBC de 6-f3-acetoxysalviarina (9, DMSO 500 MHz).
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Apéndice 26. Espectro COSY de 6-B-acetoxysalviarina (9, DMSO 500 MHz).

172



w | M U_J\JJL)M

0.0
0.5
X pow| o (N 10
1.5

! 2.0

oo o=
= = .
=

+2.5

+4.0

1 “°

+5.0

f1 (ppm)

[

Y. -

+6.0

+7.0

‘. ' L7.5

+8.0

T T VT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T -T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f2 (ppm)

Apéndice 27. Espectro NOESY de 6-B-acetoxysalviarina (9, DMSO 500 MHz).
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Apéndice 28. Espectro '"H NMR del 6-B-hydroxysalviarina (10, DMSO 500 MHz).
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Apéndice 29. Espectro *C NMR del 6-B-hydroxysalviarina (10, DMSO 500 MHz).
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Apéndice 30. Espectro '"H NMR de la salviandulina D (11, CDCL3 500 MHz).
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Apéndice 31. Espectro '*C NMR de la salviandulina D (11, CDCL3 500 MHz).
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Apéndice 32. Espectro '"H NMR del cirsiliol (14, CDCL3 500 MHz).
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Apéndice 33. Espectro *C NMR de cirsiliol (14, CDCL3 500 MHz).
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Apéndice 34. Espectro '"H NMR de la 5,6 dihidroxi-7°,3°4 trimetilflavona (15, CDCL3 500 MHz).
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Apéndice 35. Espectro *C NMR de la 5,6 dihidroxi-7",3'4 trimetilflavona (15, CDCL3 500 MHz).
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Apéndice 36. Espectro '"H NMR de la pedalitina (16, CDCL3 500 MHz).
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Apéndice 37. Espectro *C NMR de la pedalitina (16, CDCL3 500 MHz).
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Apéndice 38. Tabla de contribucion PCA metabolitos secundarios.

Standard deviations (1, .., p=9):
[1] 3.886949e+00 3.401249e+00 1.668444e+00 1.455571e+00 1.070046e+00 8.464401e-01 6.331651e-01 3.979688e-01 5.695069e-16

Rotation (n x k) = (34 x 9):

PCl PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8
undecano -0.20442628 0.04050861 -0.077018740 -0.1846999075 0.14844864 0.544139471 0.04557688 0.378136026 0.436470
2-methyldecalin -0.24516903 0.01114008 0.099120386 0.0191959723 -0.06768384 -0.197944154 0.26408324 0.080481173 0.233706
metillcyclodeceno -0.17442311 -0.21009561 0.010524323 -0.0282314888 0.05660824 -0.130789662 0.09832554 0.223599855 -0.060775
dodecano -0.21641056 0.06709698 -0.156682309 -0.2209576045 -0.15537937 0.174750427 0.19015058 -0.169401603 -0.370279
2,6-dimetillundecano -0.06962220 -0.04188171 -0.291487427 0.3301351963 -0.54959561 0.208334772 0.38706376 0.113247833 -0.018576
iso-endecano 0.07330331 -0.27007762 0.104658563 0.0418727453 -0.13046551 0.129134039 -0.14999946 -0.045366208 0.473637
tirdecano -0.02681694 -0.28334945 -0.069724697 -0.1016877367 0.01502008 0.066254397 0.17836764 -0.234871066 0.011953
tetracontano, 3,5,24-trimetil -0.11718774 0.25775418 -0.017088707 0.0275179056 -0.09595455 -0.018720147 -0.14891114 0.107728829 -0.055943
fitano -0.07511004 0.27904846 0.018776047 0.0209591006 -0.09498795 -0.005502989 -0.06459366 0.008758421 -0.040277
heptylcyclohexano -0.24029649 0.06991343 -0.025835900 0.0663672224 0.15635037 -0.124901045 0.17864734 0.223464841 -0.046348
tridecano, 2 metil -0.17406915 -0.20771825 -0.017030846 -0.0001506724 0.11560151 -0.128697731 0.12850361 0.231323446 -0.059683
dodecano, 2,6,10-trimetil -0.02391158 -0.27758437 -0.106036461 -0.1086189234 0.03860231 0.102824674 0.25081608 -0.240704945 0.167432
tetradecano -0.19365094 0.04255669 -0.017433930 -0.4085289727 -0.10771449 0.049456573 -0.29383075 -0.230007409 0.109823
octadecano -0.20735250 0.14733926 0.080958829 -0.0612798143 -0.20936109 -0.071637304 -0.18148548 0.194724975 -0.076114
2-pentadecanona -0.24281154 0.02819895 0.145562280 0.1316572740 -0.03238774 -0.048772652 0.04482185 0.063183805 0.075470
2,2-dimetiloctadecano -0.07369606 0.27493683 0.004809691 0.0634525959 -0.16115137 -0.074169251 0.03263460 -0.070211451 0.265038
2,2-dimetileicosano -0.23451658 0.01275877 -0.205406881 -0.0147345401 0.07758772 -0.039403889 -0.31996157 -0.037997147 0.154197
palmitato metilico -0.23201809 0.02104056 0.087519159 -0.0585351803 -0.03736740 -0.456232901 0.06959244 0.043989295 0.179500
i-propil 14 metil-pentadecanoato -0.07505782 -0.25618377 -0.044188915 -0.2259324222 -0.01048322 -0.208507051 0.12833960 -0.162460926 0.084721
docosano -0.15588765 -0.20031352 0.154450921 -0.1205570951 -0.22568635 -0.096203142 -0.09124021 0.141556948 -0.052075
tricosano -0.09403736 -0.24698349 0.171324558 0.1304225454 -0.11166142 0.117730867 -0.21566517 0.026182354 0.039205
pentacosano 0.24517716 -0.06178517 -0.046965843 -0.0567062212 -0.02021904 -0.047946460 0.07868760 0.435915436 -0.001164
tetracosano 0.25087645 0.03507644 -0.015552091 -0.0933853833 0.03412296 -0.115822060 -0.03682600 0.163284531 0.052364
heptacosano 0.24617395 -0.06138417 -0.036109252 -0.0615030209 0.02321252 -0.168512484 -0.03602077 0.220377965 0.045086
eicosano 0.22190544 0.02662514 -0.051569176 -0.2199736813 -0.29889086 0.177122316 -0.12544153 0.207735912 -0.039259
hexacosano -0.15649065 -0.20865570 0.172277333 0.0078877138 -0.16527065 -0.012845583 -0.16406022 0.094413108 -0.070013
nonacosano -0.14263125 -0.20181607 0.186542225 0.1974581228 -0.06616448 0.114017318 -0.26252603 0.013233803 -0.208778
heneicosano -0.12333816 -0.11720831 0.027976694 0.4240152194 0.40929054 0.214190124 -0.09064092 0.033209793 -0.112363
octacosano 0.24746940 -0.06318406 -0.050669687 -0.0717042763 0.01256077 -0.109552586 -0.01082621 0.103475655 0.076471
y sitosterol -0.06765269 0.26988319 0.152808979 -0.0464120097 0.08482079 0.072299150 0.12620859 -0.043756380 0.057493
B amirina 0.09786739 0.04593664 0.513289422 0.0733275691 -0.24401976 0.114232759 0.13236156 -0.098082080 0.011056
« amirina 0.19226615 0.04863346 0.312790435 0.2453540431 -0.05519677 -0.084918759 0.08104375 -0.136612878 0.213781
cirsiliol 0.02426457 -0.08762043 0.452106320 -0.3652873560 0.10950530 0.160770789 0.19677799 0.133458304 -0.244840
pedalitina -0.05944231 0.24786721 0.222672670 -0.0995877751 0.20791010 0.141032559 0.17938787 -0.034268128 0.084730
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Apéndice 39. Tabla de contribuciéon PCA metabolitos secundarios con variables

Standard deviations (1, ..

anatoémicas y fisiologicas.

, p=9):

[1] 3.931575e+00 2.205372e+00 1.137077e+00 9.875706e-01 8.631357e-01 6.473268e-01 3.940969e-01 3.024270e-01 7.461247e-16

Rotation (n x k) = (24 x 9):

Y(11)

ETR

biomasa

peso fresco
RWC hoja

RWC tallo

# cloroplastos
Ancho hoja
Ancho tallo

# vasos tallo
# canales m
Ancho raiz
Ancho f.s

# vasos raiz
tetracosano
octacosano
heptacosano
pentacosano
2-methyldecalin
2-pentadecanona
tirdecano

fitano

dodecano, 2,6,10-trimetil

2,2-dimetiloctadecano

PCl PC2
-0.23110238 0.077322214
-0.23336346 -0.096790491
-0.18987339 -0.054325215
-0.20972345 -0.240905546
-0.22948829 0.007411516
-0.23427535 0.054679353
-0.22105979 0.027614059
-0.23236548 0.111078996
-0.05524458 0.183035032
-0.18320476 -0.281848121

0.20390882 0.235480033
0.22540153 -0.135565780
-0.23545992 0.070281156
0.13824011 -0.027741816
0.19029297 -0.290199270
0.23470249 -0.160698103
0.23110097 -0.164746233
0.23288144 -0.165509446
-0.21213161 0.222350592
-0.22290260 0.200190327
0.11971919 0.391504251
-0.19463460 -0.286974067
0.12192208 0.383404876
-0.19346910 -0.279862505

PC3
-0.287235608
-0.284137444
-0.142711470
-0.139166869
-0.167856299
-0.213954134

0.127692156
0.070249129
0.486862965
0.204425051
0.018114631
-0.230902979
0.229995334
-0.467980912
0.058094766
0.052606686
0.088501744
0.041499662
-0.009799989
0.123977180
-0.147916843
-0.045509252
-0.204574870
-0.022290170

pPC4
0.057343009
0.086008349
-0.071448960
0.023228455
-0.011139400
0.115504387
-0.080676424
-0.048128289
0.696974526
0.119447754
0.005630998
0.054785231
0.089322871
0.644243734
0.063974439
0.052687852
0.032014422
0.043773359
0.083212889
-0.024405731
-0.012416946
0.039699001
0.021058387
0.125590888

PC5 PC6
-0.111331298 -0.19610081
-0.004105555 0.03918566
-0.703153014 0.24511536
-0.091890886 0.06787829

0.337318968 0.31879890
0.273848807 -0.07217546
0.362091417 0.43766730
0.149105656 0.31763317
-0.055825862 -0.10467778
-0.078460457 0.17627081
-0.179683956 0.30952593
-0.139522770 0.22138689
-0.177105734  0.14004318
0.083206767 0.11643932
0.005789189 0.18507164
0.030889564 0.16814945
0.036341082 0.25611991
-0.017123575 0.18920279
-0.163029065 0.26625415
-0.095053572  0.01568956
-0.052258305 0.06046165
-0.036001410 -0.13319408
-0.008846913 0.03785404
-0.031058206 -0.13464555

pPC7
-0.255007483
0.048543782
-0.015814080
0.035698552
-0.365815076
0.021465443
0.448173433
-0.315819472
-0.047157058
-0.161373862
-0.343680061
0.329191083
0.059823952
0.091405039
-0.209406882
-0.141805045
-0.100699305
0.240244271
0.175065449
0.250321162
-0.048610517
-0.044229353
0.005860604
0.006769670

PC8
-0.02236308
-0.01910007
-0.19583072
-0.20586317
-0.10379862
-0.27194271
-0.21842716

0.49513466
-0.16123989
-0.23918613
-0.22452566

0.13066497

0.34180694

0.09157859
-0.11114248

0.10273951

0.11845977

0.04467279

0.17565858
-0.02532167

0.08110131

0.10331416

0.02653671

0.42012974

PC9
-0.16994129
0.03308117
0.01157655
0.09904376
0.17280257
0.46156132
-0.40608081
0.12553116
0.19475306
-0.01684226
-0.16072426
0.31355095
-0.23649306
-0.37300979
-0.01450392
0.05710519
0.09697234
0.27089988
0.22481323
0.10843717
-0.03899213
-0.07035221
0.15037244
0.03814992
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Apéndice 40. Perfil de HPLC-FLD de extractos solubles en acetona de los tres

tratamientos de sequia de S. reflexa con cromatogramas de referencia de pedalitina (P) y

circiliol (C).
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Apéndice 41. Datos de recoleccion de las poblaciones naturales de S. circinnata incluidas en este estudio. Para poder diferenciarlas a

cada una de las poblaciones se les asigno un codigo.

Datos geograficos Fecha d Numero de
Localidad Codigo Numero de Vaucher Estacién recet;:leicign Bioma asociado acceso a
Latitud Longitud Altitud (m) GeneBank
Patzcuaro, Michoacan 19°31'27.57"  -101° 36' 25.83" 2117 PTZ IEB-266237 Otofio 2020 Sept'gg"zbo'e 19 Bosquedepinoyencino  MW756372
- . o g1 " o g1 " o Septiembre 12, Matorral espinoso
Yuriria, Guanajuato 20° 4'59.19 -101° 4' 47.61 1936 YUR IEB-266292 Otorio 2021 s MW756373
2020 semiarido
. o Hat " o ag " o Septiembre 22, Matorral espinoso
Tehuacan, Puebla 18° 28' 35.4 -97° 34' 37.10 1946 TEH IEB-267375 Otorio 2022 o8 MW756374
2020 semiarido
San José lturbide, Guanajuato  21° 3' 24.10" -100° 22" 14.00" 2087 SJl IEB-256938 Verano 2019 Agosto 12, 2019 Matzgfr:izzzg‘oso MW756375
Zimapan, Hidalgo 20° 38' 6.54" -99° 19' 34.40" 2033 ZIM IEB-265918 Verano 2020  Agosto 6, 2019 Mat‘;’gﬁ:ig‘zzg‘oso MW756376
Teotihuacan, Estado de México ~ 19° 42' 33.88" -98° 51' 45.28" 2370 TEO MEXU-1407290  Verano 2021  Agosto 8, 2019 B°Sq‘;?n2‘f;‘:2ﬂi”° de MW756377
Jilotepec, Estado de México 20° 3'29.6" -99° 35' 39.20" 2554 JIL IEB-261761 Verano 2022 Agosto 9, 2019 Bosque de encino MW756378
Pachuca, Hidalgo 20° 7' 40.62" -98° 40' 51.58" 2587 PAC IEB-265920 Verano 2023 Agosto 7, 2019 Mat‘;ﬁ:igzz:"s" MW756379
Aquixtla, Puebla 19° 47' 33.46" -97° 55' 14.19" 2082 AQX IEB-265919 Verano 2024 Agosto 5, 2019 Bosque de pino y encino MW756380
Parque Nacional Los Marmoles, 5o gy 35 3¢ 99° 15' 2.16" 2219 LMP IEB-265917 Verano 2025  Agosto 6, 2019 Bosque de pino MW756381

Hidalgo
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Apéndice 42. Variables ambientales de las diez poblaciones de S. circinatta.

Poblacién Temperatura Temperatura Temperatura Precipitacion Altitud Latitud
minima (°C) media (°C) maxima (°C) (mm/afio) (msnm) (°)
PTZ 3 15 26 1745 2140 19.516
YUR 6 21 31 714 1788 20.211
TEH 8 17 27 754 1625 18.461
SJi 4 16 28 705 2102 21.002
ZIM 6 18.5 28 391 1779 20.738
TEO 9 15.4 35 823 1632 25.742
JIL 3 15 25 599 2426 20.015
PAC 4 16 24 790 2463 20.117
AQX 4 12 23 718 2253 19.796
LMP 6 14 28 1500 3000 21.008

Los datos se obtuvieron de

la Red WNacional

de Estaciones Agroneriorologicas

Automatizadas, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias.

https://clima.inifap.gob.mx/Inmysr/Estaciones/MapaEstaciones (consultado el 28 de mayo

de 2021).
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Apéndice 43. Desplazamiento de HPLC-PDA a 240 nm de los extractos solubles en
acetona de las diez poblaciones de S. circinnata con los cromatogramas de referencia para

amarsolide A y teotihuacanina.
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Apéndice 44. Perfil HPLC-PDA a 330 nm extractos solubles en acetona de S. circinnata

con el cromatograma de referencia para amarissinina A (7, 330 nm) y los cromatogramas

obtenidos para las diferentes poblaciones de la especie.

150 —

PTZ

YUR

TEH

SJI

ZIM

TEO

JIL

PAC

AQX

| LMP

| amarissinin A

min

190



Apéndice 45. Perfil de HPLC-FLD de extractos solubles en acetona de las diez poblaciones

de S. circinnata con los cromatogramas para amarissinina A y teotihuacanina, asi como los

cromatogramas obtenidos para las diferentes poblaciones de la especie.
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Abstract

Salvia circinnata Cav. (Syn. S. amarissima Ortega), Lamiaceae, is a Mexican medicinal plant used in traditional medicine for
the treatment of gastrointestinal illness, cancer, and diabetes. Samples of ten natural populations were analyzed by applica-
tion of a systematic approach which involved the combination of DNA barcoding, GC—MS, HPLC-DAD, and HPLC-FL.D
for differentiation of their chemical profiles. Taxonomic and phylogenetic analyses indicated that all of them belong to the
same analyzed plant species. The GC-MS analysis showed the presence of alkanes, amides, anthraquinones, and sesquiter-
penoids in the volatile fraction of the extracts. HPLC-PDA and HPLC-FLD analyses indicated that at least four chemotypes
exist for the analyzed species, diverging in the production of clerodane diterpenes: (i) an amarissinin A—rich population;
(ii) another single population producer of amarisolide A: (iii) producing populations of teotihuacanin and amarissinin A,
(iv) while another population only produced alkanes and sesquiterpenes as distinctive constituents not previously reported
for this plant. The multivariate statistical analysis suggests that this chemical diversity depends on environmental factors.

Keywords Chia complex - Chemical fingerprinting - Interpopulation variability - Mint family - Principal component
analysis - Redundancy analysis
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Amrge history: Two undescribed neo-clerodanes (1 and 2) and a novel tiliifolane (3) diterpenoids, were isolated from the
Received 18 February 2023 leaves and flowers of Salvia pennellii. Wirikutin (1) and 15-epi-wirikutin (2) were isolated as a C-15 epi-

Revised 31 March 2023
Accepted 4 April 2023
Available online 8 April 2023

meric mixture containing a 5-hydroxyfuran-2(5H)-one moiety in the side chain of the neo-clerodane
framework. Wixarikolide (3) was isolated as a A**% derivative of tiliifodiolide. The structures of com-
pounds 12 were deduced through the analyses of their MS spectrometric, and the 1D/2D NMR data.
The structure of 3 was determined directly by single crystal X-ray diffraction. The PTP1B inhibitory activ-

Keywords: ity of compounds 12 was assayed.

Terpenoids

Structural elucidation
Biological prospecting
Mexican flora

Salvia species

© 2023 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Floristic diversity of Mexico comprises near 30 000 species of
vascular plants, from which 23 314 are considered native and 11

ETO0 avn andamic Acsacdics ten thana daba §amdianasn Favniles Sa

hydrangea 11|, and microphyllanes from Salvia microphylla and
Salvia hirsuta [12,13], among others. Recently, from these plant
species, new diterpenoids with neoclerodane and microphyllane
skeletons, occurring as epimeric and diastereomeric mixtures have

hane fnalatad and flle ahavambaniaad (191

193



