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PROLOGO

A producao agropecuaria contemporanea depende de uma compreenséao cada
vez mais precisa das relacdes entre organismos, ambiente, manejo, nutricao e tecnologia.
O desenvolvimento de sistemas produtivos mais eficientes exige ndo apenas aumentar
rendimentos, mas compreender os mecanismos fisiologicos que condicionam a adaptacéo
das plantas, aprofundar o conhecimento sobre os fatores relacionados a ocorréncia de
pragas e doencas, aprimorar a nutricao animal e incorporar praticas capazes de favorecer
0 bem-estar, a reproducgéao e a saude dos animais.

O nono volume de Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais reline quatorze
capitulos organizados em trés eixos tematicos: Produgao vegetal, fisiologia e adaptacao;
Sanidade vegetal e manejo de pragas e doencas; e Producao, nutricao, bem-estar
e saude animal. Essa organizagcdo acompanha diferentes dimensdes da producdo
agropecuaria, partindo das respostas fisioldogicas e produtivas das plantas, passando
pelos fatores que afetam sua sanidade e chegando aos processos relacionados a
producao animal.

O primeiro eixo reune investigagcdes sobre producdo vegetal, adaptacdo e
respostas fisiologicas diante de diferentes condigdes de cultivo e fatores ambientais. A
interagcao entre genadtipos de milho e ambientes de produgao evidencia a importancia de
compreender a estabilidade e a adaptabilidade dos materiais vegetais diante de diferentes
condi¢cbes de semeadura e disponibilidade hidrica. Outros estudos analisam os efeitos
do estresse salino em oliveiras, as respostas fisiologicas de Zinnia elegans cultivada
em sistema hidroponico e as alteracdes fenotipicas e fitoquimicas de Agave salmiana
submetido ao estresse por zinco. O eixo contempla ainda a aplicacéo da técnica in vitro
de duplo-haploide como estratégia para acelerar a obtengao de linhagens homozigoéticas
e apoiar o melhoramento de plantas cultivadas. Em conjunto, esses estudos evidenciam
como fatores ambientais, nutricionais, fisioldgicos e biotecnoldgicos podem contribuir
para a compreensao e 0 aprimoramento da producao vegetal.

O segundo eixo concentra-se na sanidade vegetal e no manejo de pragas e
doencas. O controle microbioldgico da broca-do-café por meio de Beauveria bassiana
exemplifica a aplicacdo de agentes bioldgicos no manejo fitossanitario. O estudo
epidemioldgico do manchado de célice de jamaica investiga as relagdes entre patdgenos,
condigdes climaticas e severidade da doenga, enquanto a analise da abundancia
de Oebalus spp. em cultivos de arroz relaciona dinamica populacional, temperatura
e monitoramento como suporte ao manejo integrado de pragas. Esses trabalhos
evidenciam a importancia de conhecer tanto os agentes causadores de danos quanto

as condi¢coes ambientais que favorecem sua ocorréncia.



O terceiro eixo amplia o olhar para a produgao animal, reunindo estudos sobre
nutricdo, metabolismo, desempenho produtivo, bem-estar, reproducdo e saude. As
pesquisas sobre absorcdo e retencdo de fosforo em ovinos e sobre a utilizagdo de
fontes gluconeogénicas diante do estresse térmico abordam processos metabolicos
associados a eficiéncia nutricional e a adaptacao dos animais. A utilizacdo de curcuma
na alimentagédo de cuyes é investigada como alternativa para melhorar o desempenho
produtivo, enquanto o estudo realizado com galinhas poedeiras compara sistemas de
criagao a partir de indicadores de bem-estar animal.

O eixo também incorpora abordagens relacionadas a biotecnologia reprodutiva e
a medicina veterinaria. A avaliacdo de um diluidor quimicamente definido, originalmente
desenvolvido para sémen equino, na conservacao refrigerada de sémen caprino
evidencia o potencial das tecnologias reprodutivas para o aprimoramento dos programas
de inseminacéo artificial e a conservacao de recursos zoogenéticos. Ja o estudo clinico e
post mortem de Coendou rufescens amplia o escopo do volume ao campo da medicina de
fauna silvestre, demonstrando a relevancia do diagnostico clinico e anatomopatolégico
também para espécies ndo domésticas.

Os capitulos que compdem este volume evidenciam a diversidade de fatores
bioldgicos, ambientais e tecnoldgicos que interferem na produgdo vegetal e animal. Ao
reunir pesquisas experimentais, revisdes e estudos aplicados provenientes de diferentes
contextos, Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX oferece um panorama de
diferentes frentes de investigacdo, desde as respostas fisioldgicas das plantas e os
desafios fitossanitarios até a nutricdo, o bem-estar, a reproducédo e a saude animal.
Essa diversidade reafirma a importancia da produgao cientifica para a compreenséo dos
processos que sustentam os sistemas agropecuarios e para o aprimoramento continuo

das praticas de producéo, manejo e conservagao.
Boa leitura!

Eduardo Eugénio Spers
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INMERSION TEMPORAL'

RESUMEN: Una estrategia importante para la
conservacion de las plantas del género Agave
(Asparagaceae) reside en la diversificacion de
SuS usos Y su industria. Trabajos previos han
posicionado a A. salmiana como una fuente
prometedora de compuestos bioactivos
de interés, como saponinas y flavonoles.
El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto del estrés por zinc en el
perfil fenotipico y fitoquimico de A. salmiana
cultivado en sistemas de inmersion temporal.
Para ello, se indujo estrés en las plantas por
medio de diferentes concentraciones de
ZnSO, en el medio de cultivo (0, 50, 100 y
200 mM) vy distintos tiempos de inmersion (1
y 5 min) durante 21 dias. Posteriormente se
tomaron mediciones fisicas de las plantas. Se
estimd su contenido de clorofila por medio de
analisis de imagen. Por ultimo, se prepararon
extractos de las plantas y se evaludé su
actividad antioxidante por ORAC, asi como
su contenido de saponinas y flavonoides por
HPLC-ELSD-DAD. EI crecimiento y desarrollo
de las plantas se vio fuertemente inhibido
por las concentracion de ZnSO,. Asimismo,
el contenido de clorofila de las plantas se
redujo casi a la mitad al verse expuesta al
zinc. La actividad antioxidante mostro ser 1.1
veces superior en el tratamiento de mayor
exposicion a zinc (200 mM y 5 min) respecto al
promedio. No se consiguié evidencia suficiente
para demostrar un cambio significativo en el
contenido de flavonoles entre tratamientos.
Respecto a las saponinas, estas disminuyeron
drasticamente su contenido en al menos 28.9
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% en las plantas sometidas a estrés. Este estudio realizd anotaciones sobre el umbral
de toxicidad del zinc en A. salmiana. A partir de esta referencia, se pueden buscar
concentraciones menos agresivas para elicitacion.

PALABRAS CLAVE: Agave; sistemas de inmersion temporal; metabolismo secundario;
morfologia, estrés abiotico.

EVALUATION OF THE EFFECT OF ZINC STRESS ON THE PHENOTIPIC AND
PHYTOCHEMICAL PROFILE IN AGAVE SALMIANA CULTIVATED IN TEMPORARY
IMMERSION SYSTEMS

ABSTRACT: An important strategy on conservation of Agave (Asparagaceae) plants
resides on the diversification of its uses and its industry. Previous works have positioned
A. salmiana as a promising source of bioactive compounds of interest, such as saponins
and flavonols. This study aimed to evaluate the effect of zinc stress on the phenotypical
and phytochemical profile of A. salmiana plants grown on temporary immersion systems.
For that, stress was induced in plants through different ZnSO, concentrations in culture
media (0, 50, 100, 200 mM) and distinct immersion times (1 and 5 min) for 21 days.
After that, physical measurements of plants were taken. Their chlorophyll content was
estimated by image analysis. Lastly, extracts of the plants were prepared and analyzed
for antioxidant capacity by ORAC, as well as for their saponin and flavonol content by
HPLC-ELSD-DAD. Growth and development of plants seemed to be severely inhibited
due to ZnSO, concentration. Furthermore, chlorophyll content was reduced almost by
half when plants were exposed to zinc. Antioxidant activity showed to be 1.1 times higher
in the treatment with the most exposure (200 mM and 5 min) than the average. There was
not enough evidence to demonstrate any significant change in flavonol content among
treatments. Regarding saponins, their content diminished drastically by at least 28.9 %
in stressed plants. This study made annotations about the toxicity threshold of zinc in A.
salmiana. With this reference, now it is possible to look for less aggressive concentrations
for elicitation.

KEYWORDS: Agave; temporary immersion systems; secondary metabolism; morphology;
abiotic stress.

1. INTRODUCCION

El género Agave (Asparagaceae) engloba a mas de 200 especies de plantas,
llamadas indistintamente “magueyes”, que se caracterizan por sus hojas alargadas
y puntiagudas, acomodadas en forma de roseta, y por sus adaptaciones a los climas
aridos (Rowell, 2008). México es considerado centro de origen y domesticacion de los
magueyes Yy alberga cerca del 75 % de su diversidad en el mundo (Garcia-Mendoza,
2002). A pesar de su cercania con la historia y tradiciéon del pais, multiples especies se
encuentran amenazadas por su endemismo, su mal manejo agricola y por la pérdida de
usos y costumbres alrededor de la planta (Alducin-Martinez et al., 2023; Robles y Cruz,

2023). La diversificacion de la agroindustria de Agave ha sido un importante enfoque para
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su conservacion (Nava-Cruz et al., 2014), buscando formas innovadoras de aprovechar
cada especie y sus componentes.

Estudios previos han posicionado al maguey pulquero (Agave salmiana Otto
ex Salm-Dyck) como una fuente prometedora de compuestos bioactivos de interés,
especialmente saponinas y flavonoles. A. salmiana es una especie originaria de México
con gran importancia cultural, econdmica y gastronomica (Higuera-Orbe et al., 2025). Es
la planta por excelencia empleada en la elaboracién del pulque, una bebida ancestral
resultante de la fermentacion de la savia o aguamiel del tallo o pifia del maguey (Rodriguez-
Vera et al., 2025). Fuera de su uso tradicional, se ha reportado que, cuando son cultivadas
in vitro, las plantas de A. salmiana pueden acumular concentraciones de saponinas hasta
36 veces mayores que aquéllas crecidas in situ; de igual modo, presentan aumentos de
fenodlicos totales en al menos 30 % (Puente-Garza et al., 2015). Otros trabajos se han
centrado en aumentar o modular el contenido compuestos bioactivos en esta especie
implementando elicitores abidticos en su crecimiento in vitro, tales como el estrés hidrico
y el estrés salino (Puente-Garza et al., 2017b; Puente-Garza et al., 2021).

Existe evidencia para suponer que otras fuentes de estrés abiotico, como los
metales pesados, podrian estimular en el metabolismo secundario de A. salmiana. El
uso de zinc (Zn) como elicitor esta ampliamente documentado en otras especies. En
concentraciones regulares, el papel del Zn a nivel celular y fisiolégico en las plantas es
critico. Funge como cofactor de multiples enzimas en sus seis clasificaciones y como
componente estructural de otras varias proteinas, estando por tanto involucrado en
diversas rutas metabdlicas y procesos biologicos como la transcripcion, la traduccion,
la fotosintesis y la respuesta a especies reactivas de oxigeno (ROS) (Stantotn et al.,
2022). Sin embargo, el exceso de Zn puede inducir de manera indirecta estrés oxidativo
como secuela de la estimulacion de enzimas productoras de ROS, la competencia con
otros metales esenciales y la inhibicion enzimatica (Balafrej et al., 2021). La elicitacion
se da al inducir de forma controlada estas forma de estrés y, como resultado, promover
la acumulacion de metabolitos secundarios de respuesta (Mubeen et al, 2025). La
presentacion de Zn mas estudiada en el ambito son las nanoparticulas de ZnO, que han
demostrado provocar incrementos en la concentracion de metabolitos secundarios de
especies como Lilium candelium y Trigonella foenum-graecum, entre otras (Palka et al.,
2023; Tariverdizadeh et al,, 2021). Otras sales de Zn, como el sulfato de zinc (ZnSO,),
también han sido evaluadas como elicitores en especies poco emparentadas, lo que
podria indicar de una respuesta generalizable. En cultivos en suspension de Capsicum

annuum se ha observado que la adicion de ZnSO, al medio de cultivo en concentraciones
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de 01-0.4 M puede incrementar significativamente el contenido total de fendlicos (islek
et al, 2020). De forma consistente, Tian et al. (2025) han reportado en mijo de dedo
(Eleusine coracana L.) un aumento significativo en la acumulacién de flavonoides y en la
actividad antioxidante de las plantas sometidas a estrés con ZnSO,.

Adicionalmente, la implementacion de sistemas de inmersion temporal (SIT)
como formato de cultivo in vitro en A. salmiana permanece escasamente estudiada, y
es aun mas incierto su efecto sobre la acumulacién de saponinas y flavonoides. Una
revision de De Carlo et al. (2021) agrupa trabajos en los que se comparo la produccion
de compuestos bioactivos en plantas medicinales entre SIT y otras modalidades de
cultivo, como semisolido o en suspension, mostrando una larga lista de especies para
las cuales los SIT obtuvieron rendimientos significativa y sustancialmente mayores a sus
contrapartes. Esto posiblemente se atribuye a su mejor transferencia de oxigeno, su bajo
estrés de corte, su disponibilidad de nutrientes y a la disminucion de la hiperhidricidad
(De Carlo et al., 2021). Las aplicaciones de los SIT en especies de Agave son escasas y
se han limitado a la micropropagacion, sin ahondar en su efecto sobre el perfil fitoquimico
de la planta. Entre estos estudios, se han realizado anotaciones para A. tequilana, A.
marmorata, A. guiengola, A. potatorum y A. angustifolia (Vazquez-Martinez et al., 2021,
Mancilla-Alvarez et al., 2024; Chavez-Ortiz et al., 2021; Moreno-Hernandez et al., 2024;
Monja-Mio et al., 2021).

Debido al gran potencial de A. salmiana como fuente de compuestos bioactivos
de interés, y a la limitada informacion al respecto, el objetivo de este trabajo fue
investigar nuevas formas de modular su concentracion. Para ello, se evaluo el perfil
fenotipico y fitoquimico de plantas cultivadas en SIT de A. salmiana bajo estrés por Zn,
variando su exposicion a través de la concentracion de ZnSO, en el medio de cultivo y

el tiempo de inmersion.

2. MATERIALES Y METODOS
21. PREPARACION DE EXPLANTES

Se recolectaron semillas de una planta de A. salmiana de la Laguna de Sanchez,
en Santiago, Nuevo Ledn, México (25.346524, -100.285577), en febrero del 2024. Las
semillas se almacenaron en un espacio seco y sin luz hasta su uso en agosto del 2025.
Para su desinfeccion, fueron lavadas con agua bidestilada adicionada con Tween 20 (0.4
puL L) por 5 min. Dentro de una campana de flujo laminar (SterilichemGARD, The Baker
Company Inc.), se continud con lavados de etanol al 70 % (v/v) por 5 min, hipoclorito de

sodio (Cloralex ®, > 4 %) al 5 % (v/v) por 15 min y un ultimo enjuague con agua destilada
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estéril. Todos los lavados se realizaron con agitacion manual y descartando el liquido de
por medio.

Para su germinacion, las semillas se transfirieron a una soluciéon de peroxido de
hidrogeno al 10 % (v/v), trabajando en condiciones de asepsia y oscuridad. Luego, se
colocaron en una incubadora (Sheldon Manufacturing, Inc., Cornelius, OR) a27 +1°Cy
en completa oscuridad por 3 dias. Transcurrido el tiempo, se seleccionaron las semillas
que presentasen una radicula blanca, indicando germinacion. Las semillas se sembraron
individualmente en tubos de ensayo con 5 mL de medio de acondicionamiento. Dicho
medio consistid en medio basal de Murashige y Skoog (1962) (4.4 g L, PhytoTec) (MS)
adicionado con sacarosa (30 g L). El medio fue ajustado a pH 5.8 + 0.05 antes de anadir
Phytagel™ (4 g L, PhytoTec) como gelificante. Los tubos con medio fueron previamente
esterilizados en una autoclave (Yamato) a 121 °C y 15 psi durante 15 min. Las semillas
se llevaron a un cuarto de cultivo a 27 + 1 °C con luz blanca y fotoperiodo 16:8 h de
luz:oscuridad con intensidad de 6,600 Lux.

Después de cinco semanas, las plantulas se transfirieron a frascos con medio de
acondicionamiento fresco. Se dejaron crecer bajo las mismas condiciones durante tres

semanas mas.

2.2. INDUCCION DE ESTRES

Se prepard el medio de estrés, que constd de MS (4.4 g L) y sacarosa (30 g L)
ajustado a un pH de 5.8 = 0.05, al que posteriormente se agregd ZnSO, en tres distintas
), 100 mM (T )y 200 mM (T

mas un control sin ZnSO, (T,_,,)- Se colocaron 30 mL de medio de estrés en frascos de

concentraciones segun el tratamiento: 50 mM (T

50mM 100mM 200mM)’

vidrio acoplados por un SIT de tipo BioCoupler™. Los SIT con medio fueron esterilizados
en la autoclave bajo los parametros ya descritos.

Para la siembra, se extrajeron las plantulas de A. salmiana del medio semisélido
y se les realizaron incisiones en la base para remover sus raices. Posteriormente se
colocaron dentro del SIT. Se sembraron 3 SIT por cada tratamiento (n = 3), con cinco
plantulas por SIT.

Los SIT se llevaron al cuarto de cultivo, bajo las condiciones de crecimiento ya
descritas. Se realizaron inmersiones con una frecuencia de 24 h y con dos diferentes
)y 5 min (T

plantulas estuviesen en contacto con el medio y que este ultimo no empapase el filtro de

duraciones: 1 min (T ). Durante la inmersion, se procurd que todas las

1min 5min

aire del BioCoupler™. El estrés se mantuvo durante 21 dias.
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2.3. EVALUACION FENOTIPICA

Las plantas se retiraron de los SIT y se enjuagaron en agua destilada para
remover restos de medio. Se dejaron secar y posteriormente se registraron el nimero de
raices primarias y de hojas, asi como su longitud. También se midi6 la masa fresca de las
plantas (OHAUS Pioneer). Todas las plantas fueron fotografiadas (Canon EOS) previo a

almacenarse en un ultracongelador a -80 °C.

2.4. CUANTIFICACION DE CLOROFILA

Se estimo el contenido de clorofila en las plantas de acuerdo con el método no
destructivo propuesto por Liang et al. (2017). Brevemente, se realizaron correcciones de
color en las fotografias y se procesaron en el software Imaged 1.50. Después se emplearon
los plugins «RGB_measure» y «Chlorophyll_Imager», provistos por el mismo trabajo, para

traducir los datos de color a contenido de clorofila. Los datos se registraron en ng mm-=.

2.5. PREPARACION DE EXTRACTOS

Se secaron las plantas en un desecador durante 5 dias. Posteriormente se
llevaron a un horno de conveccion (Memmert) a 50 °C por 72 h. Una vez retirada toda
la humedad, se midi6 el peso seco (PS) de las plantas (OHAUS, Pioneer) y se molieron
con un mortero de porcelana hasta obtener un polvo fino. En ausencia de luz, se pesaron
50 mg de muestra y se suspendieron en 500 pL de metanol al 80 % (v/v). Los extractos
incubaron (Labnet, Vortemp 1550) a 30 °C y 150 rpm durante 2 h. Acto seguido se
centrifugaron (DLAB, D2012 Plus) a 3,000 rpm por 5 min y se recupero su sobrenadante,
que luego se llevo a secar en el mismo horno de convecciéon a 30 °C durante 48 h. Por
ultimo, se resuspendieron las pastillas en 1 mL de metanol al 50 % (v/v). Los extractos se

almacenaron a -20 °C hasta su uso.

2.6. EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante (AOX) de los extractos se determind por ensayo de
Capacidad de Absorciéon de Radicales de Oxigeno (ORAC, en inglés), utilizando trolox
como estandar y solucién buffer de fosfatos (PBS, en inglés) pH 7.4, 75 mM como blanco.
Se colocaron 25 pL de muestra en una microplaca negra de 96 pozos. En un lector de
microplatos (BioTek, Synergy HTX) se realizaron inyecciones de 150 pL de fluoresceina
4 uM con una incubacion de 30 min. Después se inyectaron 25 pL de diclorhidrato de

2,2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) 153 mM y se midio la fluorescencia individual de
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los pozos cada 2 min durante 1h. La reaccion se mantuvo a 37 °C y se empled PBS pH 7.4,
75 mM como solvente en todas las soluciones. Los resultados se expresaron como pmol

equivalentes de trolox (ET) por gPS.

2.7. CUANTIFICACION DE SAPONINAS Y FLAVONOLES

El contenido de saponinas y flavonoles de los extractos se cuantifico por HPLC
(Agilent Technologies) acoplada a un detector de arreglo de diodos (DAD) y a un detector
de dispersion de luz evaporativa (ELSD), empleando una columna Zorbax Eclipse
XDB-C18, 4.6 x 150 mm (5 pum) (Agilent Technologies). El programa consistiéo en una
fase movil A (agua adicionada con 0.1 % (v/v) de acido férmico) y una fase B (acetonitrilo
adicionado con 01 % (v/v) de acido férmico). El volumen de inyeccién de muestra fue de
10 pL. Las saponinas se obtuvieron como equivalentes de protodioscina (EP) (Sigma-
Aldrich). Para los flavonoles, se recolectaron datos a 340 nm empleando quercetina y
kaemferol como estandares (Sigma-Aldrich). Las muestras de extracto fueron filtradas
con un filtro de jeringa de 0.22 pm (LEACSA) previo a su inyeccion.

2.8. ANALISIS ESTADISTICO

El experimento consistio en un disefio factorial 4x2 con interacciones, por
triplicado. Los resultados fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) y prueba de
Tukey con confianza del 95 % (p < 0.05) en Minitab® 21.4. Los cromatogramas fueron
procesados y analizados en RStudio version 4.51 utilizando la paqueteria chromatographR

version 0.7.5.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. MEDICIONES FENOTIPICAS

La concentracion de ZnSO, mostré tener un efecto significativo en la masa seca
de las plantas, su porcentaje de humedad, su nimero de raices y hojas y su longitud
promedio de hoja (Tabla 1). Los resultados indicaron, de forma general, un detrimento
en el crecimiento y desarrollo de las plantas ante la presencia de Zn. Algunos de los
indicadores tipicos de intoxicacion por Zn en las plantas incluyen la inhibicion del
desarrollo radicular y del crecimiento (Balafrej et al, 2020). Adicionalmente, el estrés
por metales pesados esta asociado con la disminucidon del contenido de agua en las
plantas, en parte por las afectaciones al crecimiento, pero también por el desequilibrio
osmotico (Rucinska-Sobkowiak, 2016). Por tanto, es presumible que las concentraciones

empleadas rebasaron el umbral de elicitacion hasta provocar toxicidad severa.
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Por su parte, el tiempo de inmersion provoco diferencias significativas en el
porcentaje de humedad, en el numero de hojas y en la longitud promedio de hoja. Mientras
que el tiempo de inmersion de 1 min mostré plantas mejor desarrolladas en cuanto a
humedad y numero de hojas, presentd hojas de menor tamano respecto al tiempo de
inmersién de 5 min. Otros trabajos con SIT han reportado mejor desempefio en plantas de
A. salmiana con inmersiones de 5 min cada 12 h (Ontiveros-Villa, 2013) y en A. marmorata
2 min cada 8 h (Moreno-Hernandez et al., 2024). Sin embargo, el foco de estos trabajos

radicaba en la generacion de brotes y no se contemplaba ninguna induccion de estrés.

Tabla 1. Resultados fenoldgicos de las plantulas de A. salmiana tras 21 dias de estrés.

Largo

Numero
. Masa seca Humedad Ndmero de promedio de .
Tratamiento . ) de raices
(mg,,) (%) hojas hoja ] A
primarias
(cm)

Concentracion de ZnSO,
OmM  211.71+78.09¢ 88.89+389° 413+0402 271+£033°? 214 £ 0.45°
50mM 16752 +57.30%* 8798 +146%* 327+068° 220+035° 0.00 + 0.00°
100mM 14203 +54.89> 87.33+233* 3.23+0.80° 207zx0.23° 0.06 + 015°

200mM  138.86 + 51.89° 86.52 + 1.38° 320+049° 204+028° 0.20 + 0.20°

Tiempo de inmersion
imin  166.08 + 47132 89.21+ 2,062 338+0442 210+ 0.35% 0.61+0.962

5min  167.32 + 88.37° 8571+ 179° 3.03+0.74° 251+ 0.35° 0.76 £ 1.042

Concentracion de ZnSO,, - Tiempo de inmersion

OmM - 1min  146.80 + 48.39° 9222 + 0492 430+0.38°2 254 + 0.222 215+ 0.592
50mM -1min 19523 + 45823 8879 + 0.94° 3.65+ 0412 204 +0.30> 0.00 + 0.00°
100mM - 1min  161.90 + 50.22° 88.87 +066%® 3.85+019%® 1.93 + 019°¢ 0.10 + 0.20°
200mM - imin  161.38 + 49.49° 86.96 + 0.70°® 350035 187 +0.24° 0.20 + 0.23°

OmM -5min 276.63 +25.50° 85.55+233° 395+0.38%* 2.87+0.38? 214 +0.372
50mM - 5min 11210 = 3012° 86.35+0.08°> 250+014¢ 2,51+ 0.203%¢ 0.00 + 0.00°
100mM - 5min  115.53 + 58.43° 85.28 + 215° 240+£020¢ 225+ 0132¢ 0.00 £ 0.00°

200mM - 5min 11017 + 47.38" 8593 +203°> 280035« 228+ 0.03%° 0.20 + 0.20°

*Todos los resultados estan representados como promedio + desviacion estandar.

**Letras diferentes denotan grupos estadisticamente distintos por prueba de Tukey (p < 0.05).
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3.2. CONTENIDO DE CLOROFILA

El contenido de clorofila disminuyo drasticamente en los tratamientos bajo estrés
por Zn (Fig. 1). Los tratamientos control mostraron al menos el doble de contenido de
clorofila por unidad de area respecto al resto. Precisamente, el sintoma mas evidente de
toxicidad por Zn en las plantas es el amarillamiento de las hojas o clorosis (Balafrej et
al., 2020). El exceso de Zn se traduce en una competencia contra otros metales como
Fe, Mg y Mn, lo cual interfiere con la sintesis de clorofila y, por tanto, con la fotosintesis
(Vassilev et al., 2011). De ahi la pérdida de vigor de las plantas y su coloracion amarillenta.
Esto va alineado con los sintomas de toxicidad previamente descritos en el fenotipo de
las plantas.

Figura 1. Contenido de clorofila de las plantas de A. salmiana tras 21 dias de cultivo bajo diferentes concentraciones

de ZnSO, (0-200 mM) vy diferentes tiempos de inmersién (1 y 5 min) Letras diferentes denotan grupos
estadisticamente diferentes por prueba de Tukey (p < 0.05).
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3.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La concentracion de ZnSO,, el tiempo de inmersion y su interaccion provocaron
diferencias significativas en la AOX de los extractos de las plantas (Fig. 2). Se observo
la mayor AOX en el tratamiento con mayor exposicion al Zn, de 200 mM con tiempo de
inmersion de 5 min, con 21 umolET gPS™. En contraste, los tratamientos con ZnSO, 50 mM
presentaron la AOX mas baja, siendo de 1.77 pmolET gPS-' en ambos, independientemente
del tiempo de inmersion. No obstante, la AOX en todas las muestras resultd ser
sustancialmente menor que la reportada en extractos vegetales en otros estudios.
Puente-Garza et al. (2017b) reportaron AOX en extractos de A. salmiana superiores a 146
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umolET gPS-. Por su parte, para extractos de grano de algunas variedades de maiz (Zea
mays) se han publicado AOX de entre 95.4 y 156.8 umolET gPS" (Harakotr et al., 2014).

Figura 2. Actividad antioxidante de los extractos de los diferentes tratamientos. Letras diferentes denotan grupos
estadisticamente distintos por prueba de Tukey (p < 0.05).
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3.4. CONTENIDO DE FLAVONOLES

No se hallaron diferencias significativas entre tratamientos para el contenido total
de flavonoles. Su concentracion se situd entre 0.05 y 1.62 mg equivalentes de quercetina
(EQ) por gPS. Los estudios sobre elicitacion por Zn en plantas suelen presentar aumentos
significativos en el contenido total de flavonoides, incluyendo flavonoles (Tian et al.,
2025; islek et al., 2020; Khan et al., 2021). En este caso, se observd mucha variabilidad

entre muestras.

3.5. CONTENIDO DE SAPONINAS

La concentracion de ZnSO, resulté ser el unico factor con un efecto significativo
sobre el contenido total de saponinas (Fig. 3). Las plantas bajo estrés por Zn mostraron
disminuciones de al menos 28.9 % respecto a los controles (43.9-481 mgEP gPS-).
La tendencia anterior coincide con el trabajo de Puente-Garza et al. (2021), donde se
reportd que otros metales pesados, como el cobalto, en concentraciones menores a
1.0 mM pueden provocar disminuciones agresivas en el contenido de saponinas de A.
salmiana cultivado in vitro. En Paris polyphylla se han reportado disminuciones de varios
tipos de saponinas en plantas expuestas a diversos metales pesados, incluido el Zn (Li et
al., 2023). Por lo anterior, se observa que la concentracion de ZnSO , empleada, lejos de

estimular la produccién de saponinas, la limitd por su presumible efecto toxico.
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Figura 3. Concentracion total de saponinas entre los diferentes tratamientos. Letras diferentes denotan grupos
estadisticamente distintos por prueba de Tukey (p < 0.05).
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4. CONCLUSIONES

Se concluyo que las concentraciones de ZnSO, empleadas en el medio de cultivo
resultaron téxicas para las plantas de A. salmiana. Su crecimiento se vio fuertemente
inhibido, al igual que su produccion y acumulacion de clorofila y saponinas. Sin embargo,
los extractos mostraron una maxima actividad antioxidante ante una mayor exposicion al
Zn, lo cual parece indicar una acumulacion de otras especies antioxidantes en respuesta
a este tipo de estrés. Debido a su alta variabilidad, no fue posible identificar cambios
significativos en el contenido de flavonoles entre tratamientos.

Este estudio supone un acercamiento a la elucidacion del efecto del estrés por
Zn en A. salmiana en el formato de cultivo por SIT. A partir de este precedente, es seguro
probar niveles mas bajos de Zn para conseguir una concentracion elicitora que estimule
la produccion de metabolitos secundarios de interés. De igual modo, plantea la posibilidad

del uso del Zn como herramienta de modulacién de saponinas.
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