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RESUMEN

Los metabolitos secundarios de plantas presentan actividades antioxidantes de interés
farmacéutico y cosmético al neutralizar especies reactivas de oxigeno implicadas en
enfermedades asociadas a dafio oxidativo. La elicitacion con fitohormonas como el metil
jasmonato (MeJA), un potente elicitor abidtico, simula condiciones de estrés y activa rutas
biosintéticas, lo que podria incrementar la cantidad de compuestos antioxidantes. Este estudio
evaluo si la elicitacion con MeJA aumenta la actividad antioxidante del extracto metandlico de
Coleus hadiensis. La planta se elicité durante 24 dias con aplicaciones foliares dos veces por
semana. Tras la elicitacion se realizé un tamizaje cualitativo que confirmé fenoles, alcaloides,
esteroles/esteroides y cumarinas. Se determind el contenido fendlico total el cual fue
significativamente mayor en el grupo elicitado, con un incremento aproximado de 20 mg GAE/g
sobre el control. Se determind la actividad antioxidante por DPPH, la cual aumenté de forma
significativa tras la elicitacion (p=0,009), consistente con una mayor capacidad captadora de
radicales libres asociada al aumento de fenoles. En conjunto, la aplicacion foliar de MeJA se
confirma como una estrategia viable para potenciar la acumulacion de metabolitos secundarios
y la actividad antioxidante del extracto metandlico de C. hadiensis, incrementando su valor
biotecnoldgico y farmacoldgico.
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Effect of Methyl Jasmonate Elicitation on the Antioxidant Activity of
Coleus Hadiensis Methanolic Extract

ABSTRACT

Plant secondary metabolites exhibit antioxidant activities of pharmaceutical and cosmetic
interest by neutralizing reactive oxygen species involved in diseases associated with
oxidative damage. Elicitation with phytohormones such as methyl jasmonate (MeJA), a
potent abiotic elicitor, simulates stress conditions and activates biosynthetic pathways, which
could increase the amount of antioxidant compounds. This study evaluated whether
elicitation with MeJA increases the antioxidant activity of the methanolic extract of Coleus
hadiensis. The plant was elicited for 24 days with foliar applications twice a week. After
elicitation, a qualitative screening was conducted that confirmed the presence of phenols,
alkaloids, sterols/steroids, and coumarins. Total phenolic content was determined, which was
significantly higher in the elicited group, with an approximate increase of 20 mg GAE/g
compared to the control. Antioxidant activity was determined using DPPH, which significantly
increased after elicitation (p=0,009), consistent with a greater free radical scavenging
capacity associated with the increase in phenols. Overall, foliar application of MeJA is
confirmed as a viable strategy to enhance the accumulation of secondary metabolites and
the antioxidant activity of the methanolic extract of C. hadiensis, increasing its
biotechnological and pharmacological value.

KEYWORDS: Coleus hadiensis, Methyl jasmonate, Elicitation, Plant metabolism,
Phytochemistry, Medicinal plant, Antioxidant activity.

Introduccion

Historicamente las plantas, ademas de servir como alimento, han sido estudiadas en
busca del alivio de enfermedades, se estima que aproximadamente el 80% de la poblacion
mundial continta utilizando estas como tratamiento medicinal (Saggar et al., 2022). Con el
fin de encontrar el origen de las propiedades medicinales de los organismos vegetales, se
han realizado analisis metabdlicos y fitoquimicos de las plantas. Un organismo vegetal
cuenta con dos tipos de metabolismo: el primario, encargado de producir metabolitos que
se encargan de procesos vitales de la planta, y el secundario, el cual sintetiza moléculas

que no estan involucrados en el desarrollo de la planta, si no, en la proteccion de esta (Uzma
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Salam, 2023). Las biomoléculas producidas por el metabolismo secundario de las plantas
son las encargadas de sus actividades biolégicas

La actividad antioxidante de los metabolitos secundarios es una de las actividades
biolégicas de mayor importancia para la industria farmacéutica (Mirjana Marceti¢, 2023).
Algunas enfermedades como la aterosclerosis, diabetes, cirrosis, cancer, e incluso, el
envejecimiento prematuro de la piel(Adebayo E. A., 2014), son causadas por el dafo celular
originado por como reaccionan los radicales libres con componentes celulares como
enzimas, ADN o ARN. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden ser inhibidas por
compuestos antioxidantes presentes en los extractos vegetales.

Diversos estudios sobre la capacidad antioxidante en extractos de especies como C.
zeylanicum, M. piperita y O. basilicum mostraron que la actividad esta directamente
relacionada con la concentracion de metabolitos secundarios clave como el eugenol,
mentol, linalool, entre otros (Do Nascimento et al., 2020). Estos compuestos reducen el
estrés oxidativo al inactivar radicales libres mediante la donacion de atomos de hidrégeno,
proceso facilitado por la presencia de grupos hidroxilo. Debido a la complejidad estructural
de estos metabolitos, su sintesis quimica a escala industrial resulta costosa y dificil. Como
alternativa para una mayor produccion y satisfacer la demanda farmacéutica, se han
desarrollado estrategias biotecnoldgicas como el cultivo in vitro, el uso de biorreactores vy,
principalmente, la elicitacion.

La elicitacion se define como la biosintesis de metabolitos inducida por la adicién de
fitohormonas elicitoras (Namdeo A.G, 2007). Esta estrategia ha proporcionado resultados
prometedores en cuanto a la produccion de metabolitos secundarios. El metil jasmonato
(MeJA), la fitohormona mas utilizada, es considerada uno de los mas potentes elicitores
abiodticos, aplicandose de forma exdgena en cultivos celulares, de tejidos o directamente
sobre las partes aéreas de las plantas, esta es capaz de acelerar y aumenta la biosintesis
de los metabolitos secundarios(Yousefian et al., 2020).

El MeJA tiene la habilidad de aumentar la produccién de metabolitos secundarios
como fenoles y terpenos (compuestos con gran actividad antioxidante). EI MeJA simula
condiciones de estrés (como el ataque de patdégenos o heridas) para activar las defensas
naturales de la planta. Tras ingresar a la célula y convertirse en acido jasmonico, se conjuga
con el aminoacido L-isoleucina para formar JA-lle. Este complejo es percibido por el receptor

COI1 (Coronatine insensitive 1), el cual forma parte de un complejo proteico con actividad
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de ubiquitina ligasa E3 denominado SCF (Skp1/Cullin/F-box). Bajo condiciones basales (sin
estrés), las proteinas JAZ (Jasmonate ZIM-domain) actuan como represoras, bloqueando
los factores de transcripcion de los genes de defensa. Sin embargo, al unirse el JA-lle al
complejo SCF este adquiere afinidad por las proteinas JAZ, marcandolas para su
degradacion a través del proteasoma 26S. La eliminacion de las proteinas represoras
desencadena la activacion de factores de transcripcion y genes involucrados en las rutas
biosintéticas de metabolitos secundarios antioxidantes. Especificamente, genes como la
tirosina aminotransferasa (TAT), la fenilalanina amonio-liasa (PAL), enzima clave de la ruta
de los fenilpropanoides, y la 4-coumarato-CoA ligasa (4CL) se regulan positivamente,
incrementando la biosintesis de compuestos fendlicos, tal como se ha documentado en
especies como Salvia miltiorrhiza de la familia Lamiaceae(Goossens et al., 2016, Zhou et
al., 2021).

La familia Lamiaceae es una de las mas importantes, la mayoria de sus miembros
posee diversas actividades biolégicas. Compuestos como fenoles, cumarinas, alcaloides y
esteroles han sido reportados en esta familia (Capecka et al., 2005). Los fenoles son el
grupo de metabolitos secundarios mas grande, ampliamente conocido por sus actividades
biolégicas y sinérgicas con otros metabolitos secundarios al potenciar actividades
biolégicas(Rahimmalek et al., 2020). Las cumarinas, son un subgrupo de compuestos
fendlicos derivadas del benzo-a-pirona, que se conoce tienen diversas propiedades
biolégicas como lo son la actividad antiinflamatoria, anticancerigena, antioxidante, entre
otras (Stefanachi et al.,, 2018). Los alcaloides son conocidos por propiedades
antimutagénicas, anticarcinogénicas y antioxidantes capaces de prevenir enfermedades
degenerativas ya que inactivan moléculas oxidantes(Jaqueline Moura et al., 2007). Por
ultimo, los esteroles son conocidos por poseer actividades anticancerigenas, antioxidantes,
antiinflamatorias, antivirales, entre otras(Salazar et al., 2020; Shahzad et al., 2017).

Coleus hadiensis (Lamiaceae), también llamada como Plectranthus hadiensis o
Plectranthus zatarhendi var. Tomentosa (Authinarayanan Rajesh, 2021). Conocida
comunmente con el nombre de planta del Vick debido a su aroma caracteristico, es una
planta arbustiva, semisuculenta con buena propagacion vegetativa y muy adaptable que
crece de forma facil en zonas humedas, sombreadas y es de facil cultivo en jardines o
macetas. Dicha planta es de interés debido a su potencial uso en medicina, se ha observado

que metabolitos secundarios antioxidantes como ayanina, casticina, acido rosmarinico,
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crisosplenol D, luteolina 7-O-glucuronido y quercetina 3,7-dimetil éter, entre otros se
encuentran dentro de su extracto(Authinarayanan Rajesh, 2021). Estudios en el extracto de
esta planta han demostrado presenta actividad antioxidante (Menon D. 2012). Tomando todo
lo anterior se plante6 como objetivo de este trabajo evaluar si la elicitacion con metil
jasmonato incrementa la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales del extracto

metanolico de Coleus hadiensis.

1. Material y Métodos

1.1 Cultivo de C. hadiensis y elicitacion

Los reactivos quimicos utilizados para la elicitacion, extraccion, caracterizacion de
metabolitos y ensayos antioxidantes fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. EI material
horticola (macetas y sustrato a base de perlita y vermiculita) se obtuvo de proveedores
locales.

A partir de esquejes de una planta madre de Coleus hadiensis identificada se
cultivaron 8 plantas, estas recibieron riego exclusivamente con agua destilada por 7
semanas, posteriormente se comenzo el proceso de elicitacion dividido en dos grupos (n=4):
un grupo control y un grupo tratado. El proceso de elicitacién tuvo una duracion de 24 dias
con aplicaciones foliares dos veces por semana. La solucién elicitora se preparé a una
concentracion de 100uM mediante la disolucion de 10.88 pL de la fitohormona en 500 pL de
metanol grado reactivo, aforando a 500 mL con agua destilada. El grupo control recibi6 una
aplicacién similar utilizando unicamente metanol y agua destilada bajo el mismo esquema

de frecuencia y volumen.

1.2. Obtencién de extracto metandlico

Al finalizar la elicitacion, se recolectaron las partes aéreas y se organizaron en dos
subgrupos por tratamiento (dos plantas por subgrupo). El material vegetal se congel6 a -30
°C por 4 dias y posteriormente se liofilizé a -50°C con una presion de 0,024 mbar durante 4
dias, siguiendo el protocolo adaptado de Hossain (Hossain et al., 2010).

El tejido seco se pulverizé en un mortero y se sometié a una maceracién metandlica
(relacién planta:solvente 2:10 p/v) durante 48 horas, realizando un recambio de solvente a
las 24 horas. El producto de los filtrados de cada subgrupo se mezclé (Hossain et al., 2010;

Rahdari et al., 2022), posteriormente se llevo a concentraron en un rotavapor a 48°C y 140
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rpm hasta la obtencion de un extracto crudo seco. Para los analisis posteriores, los extractos

se resuspendieron en metanol hasta alcanzar una concentracion de 1 mg/mL.

1.3. Caracterizacién cualitativa de metabolitos secundarios

Se realizaron pruebas colorimétricas para identificar los principales grupos
fitoquimicos:

Fenoles: Se afadieron 5 gotas de FeCls a 1 mL de extracto; un viraje a azul o verde
oscuro indicé positivo (Safeena et al., 2020).

Alcaloides: Se utilizé el reactivo de Dragendorff; la formacion de un precipitado blanco
confirmo su presencia (Wazir et al., 2020).

Esteroides (Prueba de Salkowski): A 2 mL de extracto se afiadieron 2 mL de
cloroformo y 2 mL de H2SO4 concentrado. Una capa amarilla-verdosa fluorescente indicé
positivo(Ali et al., 2020).

Cumarinas: El extracto se tratdo con NaOH (10% p/v) y se acidific6 con HCI
concentrado. La desaparicion de una coloracién amarilla tras la acidificacion fue el indicador

de presencia(Batool et al., 2019).

1.4. Cuantificacion de Contenido Fendlico Total (CFT)

El contenido de compuestos fendlicos se determiné mediante el método de Folin-
Ciocalteu (Thangaraj, 2016). Se prepard una solucién madre de acido galico (1 mg/mL), a
partir de esta se preparo la solucion estandar de trabajo (SET), diluyendo 5 mL de la solucion
madre en 100 mL de agua destilada teniendo una concentracién de AG de 50 mg/mL.

A partir de la SET se preparé una curva de calibracion en las siguientes
concentraciones: 0,3125, 0,625, 1,25, 2,5, 5, y 7,5 pg/mL. Se tomaron 50 uL de cada
extracto metandlico, cada una se evalud por triplicado. El contenido de todos los tubos de
ensayo se completé a 1 ml con agua destilada. A cada tubo se le anadié 0,5 mL de reactivo
Folin-Ciocalteu (1 N) y se dejaron reposar 5 min. Posteriormente, se afiadieron 2,5 mL de
Na2COs (5%) y se incubaron en oscuridad por 40 min. La absorbancia se midié a 725 nm.
Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido galico por gramo de
muestra (mg GAE/qg) utilizando la ecuacién:
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CFT =cVIm
Donde c es la concentracion obtenida de la curva (mg/mL), V el volumen del extracto

(mL) y m la masa del extracto crudo (g) (Phuyal et al., 2020).

1.5. Determinacion de actividad antioxidante (DPPH)

La capacidad antioxidante se evalu6 mediante la inhibicion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH). Se prepararon diluciones seriadas de los extractos, se partio del
extracto con concentracion de 1000 mg/mL para hacer 4 diluciones en serie, se tomé 100
mL de alicuota y se disolvié en 100 mL de metanol en cada dilucién, teniendo como resultado
las siguientes concentraciones 500, 250, 125y 62,5 mg/mL, esto se realizé por triplicado en
cada subgrupo. Estas diluciones se colocaron en tubos eppendorf en donde
independientemente se les afiadio 1 mL de DPPH 120 mM. Los tubos se mantuvieron en
completa oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente la
absorbancia se determiné a 517 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis. Como blanco
se utilizé una solucion 120 uM de DPPH/MetOH.

El porcentaje de inhibicion se calculé mediante la formula:

0—A1
A0

%DPPHinnibiao =(*==) x100

Donde AO es la absorbancia del blanco y A1 la del analito (Resmi Mustarichie, 2021).
Se determiné el ECso (concentracién necesaria para inhibir el 50% del radical) mediante el
analisis de la curva de regresion de 5 puntos.

1.6 Analisis Estadistico

Los datos se procesaron en el software Minitab. Se aplicé una prueba t de Student
para muestras independientes, asumiendo varianzas desiguales. El nivel de significancia se
establecié en p < 0,05 para determinar diferencias estadisticas entre el grupo control y el

elicitado.

2. Resultados y discusion

2.1. Caracterizacion cualitativa

El analisis cualitativo de los extractos metandlicos de C. hadiensis confirmé la
presencia de diversos grupos de metabolitos secundarios de interés farmacolégico. En la
Tabla 1 se resumen los resultados obtenidos. En el caso de los fenoles, la reacciéon con
FeCls produjo una coloracion verdosa caracteristica de la formacion de complejos de hierro
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con grupos hidroxilo. Para los esteroles, la prueba de Salkowski evidencio la presencia de
nucleos esteroidales mediante la formacién de una interfase verde fluorescente. La
presencia de alcaloides fue confirmada por la precipitacion al reaccionar con el
tetraiodobismutato de potasio (Dragendorff). Finalmente, la presencia de cumarinas se
observo tras la transicion del extracto original a una coloracion amarilla intensa tras la
adicion de NaOH 10%, debido a la apertura del anillo lacténico, y la posterior pérdida de
color al acidificar con HCI. La presencia de fenoles, alcaloides, esteroides y cumarinas en
el extracto metandlico es consistente con el perfil fitoquimico reportado previamente para
esta especie. Nuestros hallazgos coinciden con lo descrito por Menon y colaboradores
(Menon D. Sasikumar J M. Latha K., 2012), quienes identificaron estos mismos grupos
funcionales en extractos de C. hadiensis mediante ensayos cualitativos similares. La
relevancia de estos resultados radica en que estos grupos de metabolitos estan
estrechamente relacionados con la capacidad antioxidante. Los compuestos fendlicos, por
ejemplo, actuan como donadores de electrones o protones para estabilizar radicales libres,
mientras que las cumarinas y alcaloides han demostrado poseer actividades bioldgicas
sinérgicas que potencian el potencial terapéutico de los extractos vegetales. Estos
resultados refuerzan la validez del método de extraccion empleado y confirma que la planta
conserva sus propiedades fitoquimicas fundamentales bajo las condiciones de cultivo y

elicitacion aplicadas en este estudio.

Tabla 1. Pruebas de identificacion cualitativa de grupos de metabolitos secundarios.

Metabolito Secundario Prueba Quimica Observacion Resultado
Compuestos fendlicos Cloruro férrico Coloracién verde oscura (+)
(FeCls)
Alcaloides Reactivo de Formacion de precipitado (+)
Dragendorff blanco
Esteroles/Esteroides Prueba de Capa superior verde (+)
SalkowskKi fluorescente
Cumarinas NaOH/HCI Viraje amarillo y (+)
decoloracién por
acidificacion
+: positivo
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2.2. Contenido fendlico total

Respecto al CFT, se puede observar en la figura 1 una clara diferencia entre ambos
grupos, se muestra un mayor contenido fendlico total en el grupo elicitado,
aproximadamente 20 mg GAE/g de muestra por encima del grupo control, siendo una
diferencia significativa con un valor de p=0.029. Menon y colaboradores en 2011 (Menon et
al., 2011) analizaron el CFT del extracto metandlico de C. hadiensis obteniendo una
concentracion de 21,89 mg GAE/g de muestra sin elicitar o sin alguna condiciéon de riego
previa, el resultado obtenido en este estudio del grupo control fue de 45,318 mg GAE/g de
muestra. Esta diferencia puede atribuirse primordialmente al método de preparacion de la
muestra, ya que, mientras que Menon et al. emplearon secado en horno de vacio, en este
trabajo se utilizo el método de liofilizacién, la cual logra minimizar la degradacién termolabil
de los fenoles. Adicionalmente, el uso de partes aéreas completas en lugar de solo tallos, y
la implementacion de una maceracion con recambio de solvente, permitieron una
recuperacion mas eficiente de los metabolitos secundarios en comparacion con el método
descrito por Menon et al. El valor obtenido de CFT para el grupo elicitado se vio
incrementado debido a la fitohormona aplicada a las plantas ya que la célula vegetal se vio
sometida a un tipo de estrés provocado por el aumento de MeJA en el ambiente celular,
activando sus mecanismos de defensa y dando como resultado la induccion de la biosintesis
de compuestos fendlicos. Lo que también podria aumentar la capacidad antioxidante de el

extracto de la planta.

2.3. Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante determinada por el método de DPPH de ambos grupos
(tratado y no tratado) fue expresado como porcentaje de inhibicion del radical libre. Como
se observa en la figura 2, el grupo elicitado exhibié un porcentaje de inhibicion de DPPH
mayor que el grupo control. Este incremento en la inhibicion del radical esta directamente
relacionado con el aumento en el CFT del grupo elicitado ya que los compuestos fendlicos
actuan como reductores del DPPH donando un atomo de hidrégeno, es decir, una mayor
cantidad de fenoles favorece el poder reductor del extracto inactivando en mayor porcentaje
un radical libre, siendo estadisticamente significativo con un valor de p=0,009. El valor de
ECs, (concentracion efectiva media), definido como la concentracion de extracto necesaria

para obtener el 50% del efecto antioxidante maximo o la inhibiciéon del radical libre fue
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obtenido mediante un analisis de regresion no lineal. Para las plantas control, este valor fue
de 600 ug/mL, mientras que para las plantas elicitadas se redujo a 200 ug/mL, indicando un
marcado aumento en la actividad antioxidante después de la elicitacion. El incremento en el
potencial antioxidante observado en los extractos esta directamente relacionado con la
adicion de MeJA ya que se ha reportado que esta fitohormona aumenta la sintesis de
compuestos fenolicos y por tanto la actividad antioxidante (Kim et al., 2007). Talebi M. y
colaboradores (Talebi et al., 2018) determinaron la actividad antioxidante del aceite esencial
de Ocimum basilicum después de una elicitacion con MeJA, ellos observaron un incremento
en la actividad similar a lo presentado en este estudio. Gracias a la elicitacién se obtuvo un

aumento en la actividad biolégica del extracto metandlico de C. hadiensis.

Contenido Fenélico Total
80~

70- 65,712

45,318 @ Controles
Elicitados

304

mg GAE/g de muestra

204

10+

0-

Grupos

Figura 1. Contenido fendlico total en los extractos de C. hadiensis. Los valores se
expresan como mg equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg GAE/Q)
* error estandar. * indica una diferencia significativa entre grupos (P < 0,05).
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Figura 2. Analisis cuantitativo, determinacion de actividad antioxidante

Conclusiones

Este estudio permitié validar el efecto positivo de la elicitacién con MeJA sobre el
perfil fitoquimico y los efectos bioactivos de C. hadiensis. A través del tamizaje cualitativo se
confirmd la presencia de fenoles, alcaloides, esteroles y cumarinas, metabolitos secundarios
caracteristicos de la familia Lamiaceae y reconocidos por su potencial actividad
antioxidante. Los analisis cuantitativos proporcionaron evidencia sobre la eficacia de la
elicitacion. En la cuantificacion de compuestos fendlicos se reveld un incremento
significativo en la concentracion de estos en las plantas tratadas. Esto sugiere que el MeJA
activa rutas biosintéticas importantes, mejorando la acumulacion de metabolitos
secundarios. En relacién con el aumento de fenoles, el ensayo de DPPH demostré que el
extracto de las plantas elicitadas poseen una capacidad superior para la captura de
radicales libres. Esto se reflejo en una mayor tasa de inhibicién y en un valor de ECso
significativamente menor en comparacion con el grupo control, observandose una actividad
antioxidante aumentada. Por lo tanto, la aplicacion foliar de MeJA es una estrategia viable
para potenciar la produccion de metabolitos secundarios con actividad bioldgica en C.

hadiensis.
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