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RESUMEN

La elicitacion controlada induce la biosintesis de metabolitos y mejora la
productividad de los cultivos al activar la defensa de las plantas en una forma
dependiente de la dosis segun el concepto de hormesis. Sin embargo, muchos
factores influyen en la respuesta defensiva de las plantas, por lo que es imposible
predecir las dosis a las que un elicitor concreto estimulara una respuesta deseable
en un tejido vegetal especifico. El apio es una especie ampliamente cultivada que
sintetiza una gran variedad de compuestos bioactivos como ftalidos,
furanocumarinas, otros compuestos fendlicos y terpenoides. Ademas, debido a su
rica composicion, las semillas de apio son valoradas como fitomedicamento en
muchos paises orientales. En este trabajo, analizamos la respuesta de las semillas
y plantas de apio a la elicitacion desde el enfoque de la hormesis. Las dosis 0,1, 1
y 10 mM de acido salicilico y 15, 150 y 1500 ug/mL de quitosano fueron evaluadas
en la estimulacion de las semillas y el peréxido de hidrégeno (2, 20 y 200 mM) se
incluy6 en la estimulacién de las plantas. Un andlisis de cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG/EM) revelé que el senkyundlido A es el principal
compuesto del extracto diclorometano de semillas de apio. En la dosis mas alta (10
mM), el acido salicilico duplicé el contenido de senkyundlido A, aunque también
perjudicé la germinacion y el crecimiento de las plantulas en comparacién con el
control. El quitosano indujo una respuesta hormética en las variables de defensa
antioxidante y desarrollo de las plantulas, aumentando 1,5 veces el contenido de
senkyundlido A y mejorando el tiempo de germinacion en 15 ug/mL en contraste
con el control. En las plantas, los ftalidos también se estimularon junto con los
compuestos fendlicos, especialmente tras las dosis 1 y 10 mM de acido salicilico, 2
mM de peroéxido de hidrogeno y 1500 pg/mL de quitosano. Sin embargo, cambios
significativos en el contenido de fitol y escualeno sugieren que estos compuestos,
junto con los fitosteroles, también pueden considerarse marcadores de estrés, lo

gue constituye una perspectiva relevante para futuros trabajos.

Palabras clave: metabolismo especializado, estrés vegetal, hormesis

12



ABSTRACT

Controlled elicitation induces metabolite biosynthesis and enhances crop
productivity by activating plant defense in a dose-dependent manner according to
the concept of hormesis. However, many factors influence the defensive response
of plants, making it impossible to predict the doses at which a particular elicitor will
stimulate a desirable response in a specific plant cultivar or tissue. Celery is a widely
cultivated species of the Apiaceae family that synthesizes a significant variety of
bioactive compounds such as phthalides, fouranocoumarins, other phenolic
compounds and terpenoids. Moreover, due to their rich composition, celery seeds
are valued as a phytomedicine in eastern countries. Here, we analyzed the response
of celery seeds and plants to elicitation from the hormesis approach. We evaluated
0.1, 1, and 10 mM salicylic acid and 15, 150, and 1500 pg/mL chitosan for seed
elicitation and included hydrogen peroxide (2, 20, and 200 mM) for plant elicitation.
A gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) analysis revealed that
senkyunolide A is the major compound in celery seed dichloromethane extract. At
the highest dose (10 mM), salicylic acid increased 2-fold senkyunolide A content, but
it also impaired germination and seedling growth compared to the control. Chitosan
induced a hormetic dose-response of antioxidant defense and seedling development
variables, increasing 1.5-fold senkyunolide A content and improving germination
time at 15 pg/mL compared to the control. In plants, phthalides were also stimulated
along with phenolic compounds especially after 1 and 10 mM salicylic acid, 2 mM
hydrogen peroxide and 1500 upg/mL chitosan. However, significative changes in
phytol and squalene suggest that these compounds may also be considered stress
markers, along with fitosterols, which constitutes a relevant perspective for future

work.

Keywords: specialized metabolism, plant stress, hormesis
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II. INTRODUCCION

Las plantas son la base de la alimentacidbn humana debido a que son nuestra
principal fuente de carbohidratos, proteina y grasas. Adicionalmente, poseen una
compleja composicion quimica que las hace una fuente importante de nutrientes,
como lo son las vitaminas y antioxidantes. No obstante, la alta disponibilidad y
practicidad de los alimentos procesados ha provocado una disminucion en el
consumo de alimentos frescos de buena calidad nutrimental, lo que, aunado al
sedentarismo y la urbanizacioén, incrementa la frecuencia del estado de enfermedad
de las personas (OMS, 2018b). Por esta razon, resulta necesario que el desarrollo
de tecnologias en la agroindustria se dirija a la produccién de mas, pero también
mejores alimentos, que sean mas asequibles, saludables, de mayor calidad
nutricional y que posean propiedades funcionales y nutracéuticas. Estos dos
términos se refieren a la capacidad que tiene un alimento de prevenir y tratar
enfermedades (Yeung et al., 2018), la cual depende de la actividad bioldgica
(bioactividad) que poseen los compuestos presentes en dicho alimento.

Los metabolitos bioactivos responsables de las propiedades funcionales y
nutracéuticas de las plantas son llamados metabolitos especializados debido a que
no participan directamente en las funciones de crecimiento y desarrollo de los
organismos vegetales (Hounsome et al., 2008). Para las plantas, el metabolismo
especializado es un recurso de adaptabilidad, debido a que, al no poderse mover
de un lugar a otro, dependen de la produccion de especies quimicas para
defenderse de los factores de estrés a los que estan expuestas. Tales factores de
estrés (estresores) pueden tener varios origenes y por lo tanto se clasifican como
biéticos (incluyendo herbivoros, microbios patdgenos y sefiales quimicas propias de
la planta) y abidticos (Vazquez-Hernandez et al., 2019). Estos ultimos se refieren a
condiciones ambientales adversas como la sequia, salinidad, temperaturas

extremas, entre otras.

En ese sentido, una practica agricola emergente consiste en exponer

deliberadamente el organismo vegetal a condiciones de estrés para obtener
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respuestas metabodlicas positivas, idealmente sin afectar su crecimiento,
productividad y caracteristicas organolépticas. Con este método se ha logrado
estimular la biosintesis de una gran variedad de metabolitos en distintas especies,
que incluyen terpenoides, flavonoides y fenilpropanoides, alcaloides y acidos
organicos (Thakur et al., 2019). Sin embargo, la respuesta al estrés de cada especie
vegetal es compleja, pues depende de su identidad genética, etapa fenoldgica,
estado nutricional e incluso de los eventos de estrés que ha experimentado durante
su desarrollo. Ademas, debido a que el conocimiento que se tiene de las vias de
sefalizacion intracelular de las plantas es limitado, resulta imposible predecir cual
factor de estrés y con qué intensidad generara la respuesta deseada (Vasconsuelo
& Boland 2007).

La respuesta adaptativa de la planta ante un estresor depende de la magnitud de la
exposicidn a éste y no solamente de su naturaleza. Es decir, un estresor capaz de
generar una respuesta positiva en determinada dosis o intensidad podria provocar
toxicidad en una dosis mayor en el mismo modelo vegetal. Este fendmeno lleva el
nombre de hormesis y se ha observado en la respuesta a cualquier factor de estrés,
ya sea un elicitor, bioestimulante o un factor abiético (Vazquez-Hernandez et al.,
2019). El comportamiento hormético de las respuestas al estrés es un punto de
concurrencia que puede servir de base para generar tecnologias de elicitacion, ya
gue se ha demostrado que es generalizable, es decir, ocurre con una magnitud
semejante en todos los organismos vivos (Agathokleous et al., 2020). Por esa razon,
estudiar el comportamiento hormético en una variedad de respuestas al estrés y en
distintas especies agricolas puede generar datos para modelar la relacién entre
dosis y respuesta, lo que podria permitir el desarrollo de tecnologias aplicables a

distintos cultivos (Rico-Chavez et al., 2022).

Un cultivo relevante por su composicion quimica es el apio (Apium graveolens L.),
una planta aromética consumida en todo el mundo como ingrediente en platillos y
como insumo de la industria alimentaria, asi como reconocida y cultivada también

por su uso medicinal (Meng-Yao et al., 2017). A partir de su descripcion
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etnofarmacoldgica, distintos extractos de la planta fueron estudiados demostrando
bioactividad. El extracto hidroalcohdlico de las hojas, por ejemplo, en el que el
compuesto mayoritario es una flavona, llamada apiina posee actividad
antiinflamatoria y antinociceptiva (Mencherini et al., 2007). Adicionalmente, este
extracto puede disminuir los niveles de glucosa, triglicéridos, lipoporoteina de baja
densidad (LDL), colesterol e insulina en la sangre, lo cual puede atribuirse a los
glucésidos de luteolina y apigenina que contiene (Khodaeifar et al., 2019). Los
extractos de las hojas y raices de apio también exhiben un efecto protector ante el

estrés oxidativo en modelos in vivo (Popovi¢ et al., 2006).

La actividad bioldgica de los extractos de apio se debe a su riqueza fitoquimica.
Ademas de flavonoides, el analisis fitoquimico de los tallos de A. graveolens L.
reveld la presencia de otras familias de metabolitos secundarios bioactivos como
furanocumarinas (Beier & Oertli, 1983), triterpenos (Zhou, 2009) y ftalidos
(Bjeldanes & Kim, 1977). Estos ultimos son un grupo de compuestos que se han
descrito en 23 familias de plantas, entre las que destaca, por poseer la mayor
variedad estructural, la familia Apiaceae (sin. Umbelliferae) (Lin et al., 2005). El
potencial terapéutico de los ftalidos en su forma pura, como el 3-n-butilftalido, los
senkyundlidos y el ligustilido, también ha sido evaluado encontrdndose que poseen
actividad antiinflamatoria, anticancerigena y protectora en contra de la isquemia
cerebral, cardiaca y el dafio oxidativo (Wang et al., 2023; Huang et al., 2023; Yin et
al., 2023).

En el aspecto econdmico, el apio tiene importancia a nivel mundial. De acuerdo con
las estadisticas en la Global TradePlatform de TRIDGE, en 2016 figuraron como
primeros exportadores del producto fresco Estados Unidos con el 32,3 %, Espaia
con el 23,9 % y México con el 11,3 % del mercado global de exportaciones. En
México se sembraron 1 561, 90 ha de apio en el 2018, lo que representa una
produccion de 66 276, 70 toneladas y una ganancia de 468 millones de pesos (SIAP,
2018). Sin embargo, el producto fresco no es la Unica presentaciéon en la que esta

planta se comercializa. Las semillas y su aceite son utilizados como saborizante en
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la industria alimentaria y como aromatizante en esencias y perfumes, asi como
fitomedicamento debido a sus numerosas propiedades medicinales (Gonzalez-
Benito & Iriondo, 2002). El principal productor semillas de apio es India, que exporto
4 500 toneladas entre abril y diciembre del 2018, con un valor total de 135 millones
de pesos (SBI, 2018) y produce el 49 % del total de aceite de semillas de apio
producido mundialmente (Malhotra, 2012). México, en contraste, no figura entre los

paises productores y exportadores de productos de semillas de apio.

Existen en la actualidad pocos casos en los que se ha investigado la respuesta de
plantas de apio a estresores. En 1985 Chaudhary reporté que durante el
almacenamiento y con signos de infeccion fungica la concentracion de
furanocumarinas aumento de manera significativa. Mas tarde, en 1996 Miksch y
Boland comprobaron que un incremento similar puede obtenerse mediante la
exposicidon de las hojas a acido jasmonico (AJ) y metillasmonato (MeJa), mientras
que, en 1997, Stanjek y colaboradores explicaron de qué manera esta sintesis
genera cambios fenotipicos. Adicionalmente, el AJ induce resistencia a la
infestacion por minadores de las hojas en plantas cultivadas (Black et al., 2003).
Estudios recientes determinaron que el &cido salicilico (AS) aplicado a las plantas
durante la floraciébn provoca un aumento significativo del contenido de aceite
esencial en la parte vegetativa del apio (Ahmed et al., 2018), mientras que la
giberelina (GA) juega un papel determinante en la acumulacion de lignina durante

el desarrollo de las hojas (Duan et al., 2019).

Con este fundamento, se propuso exponer semillas y plantas de A. graveolens L. a
condiciones de estrés controladas mediante la aplicacién de los elicitores acido
salicilico, peroxido de hidrogeno (H202) y quitosano para inducir la sintesis de

metabolitos bioactivos del tipo de los ftalidos y flavonoides.
IV.  JUSTIFICACION

Actualmente, las enfermedades cardiovasculares y el cancer se encuentran entre

las principales causas de muerte no solamente en México sino en todo el mundo.
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De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2018b, 2017) en los
altimos afos han fallecido 17,7 millones de personas a causa de las enfermedades
cardiovasculares, lo que representa un 31 % de todas las muertes registradas en el
mundo. Por su parte, el cancer ha sido responsable de 8,8 millones de defunciones
anualmente, lo que lo hace la segunda causa de muerte a nivel mundial. Las nuevas
tendencias para combatir estos grandes problemas de salud publica tienen base en
la prevencion del estado de enfermedad, lo que puede lograrse modificando el estilo
de vida, principalmente la alimentacion, mediante el consumo de alimentos

saludables con propiedades funcionales.

Sin embargo, debido al constante aumento de la poblacion y la consecuente
limitacidn de los recursos naturales, la produccién agricola se enfoca en la obtencién
de mayores rendimientos, dejando a un lado el valor nutricional y la calidad de los
productos. Esta situacion se mantendra en los préximos afios puesto que de
acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, 2002) la poblacion mundial se duplicé entre 1960 y el 2000, lo que
representa un crecimiento anual medio de la demanda de productos agricolas de
un 2 % e incluso se estima que un 13 % de la poblacién de los paises en desarrollo

viven ya con algun nivel de desnutricion.

En consecuencia, es necesario generar estrategias que permitan obtener un
rendimiento elevado y, al mismo tiempo, incrementar el contenido de metabolitos
bioactivos en los cultivos. Esto permitiria contribuir a erradicar los mayores
problemas de salud publica sin afectar al desarrollo econémico, a la productividad

agricola y sin generar impacto ambiental.
V. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Inducir una respuesta mediante la exposicion de las plantas a distintos factores de
estrés ha permitido mejorar la calidad, el rendimiento y la resistencia a plagas y
enfermedades de varios cultivos de importancia comercial (Vazquez-Hernandez et

al., 2019, Mejia-Teniente et al., 2019, Figueroa-Pérez et al., 2019, Rodriguez-
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Calzada et al., 2019, Vega-Mufioz et al., 2018, Vargas-Hernandez et al., 2017,
Cardenas-Manriquez et al., 2016). No obstante, la respuesta adaptativa al estrés de
cada especie es Unica y los mecanismos moleculares por los que ocurre son aun
en gran medida desconocidos, por lo que resulta imposible predecir cudl factor de
estrés y en qué dosis puede generar una respuesta positiva para un caso en

particular (Vasconsuelo & Boland, 2007).

En las plantas, la sintesis de metabolitos especializados esta relacionada con la
activacion del sistema defensivo y se ha encontrado que la sintesis de fitoalexinas
puede estimularse a partir de la aplicacion exégena de elicitores del sistema inmune
vegetal. El &cido salicilico es la principal fitohormona que regula la respuesta
sistémica adquirida (SAR) (Ali et al., 2018), mientras que el quitosano es un patrén
molecular que activa rutas de sefializacién asociadas a la patogénesis (Xing et al.,
2014). A su vez, se ha descrito que el peréxido de hidrégeno (H202) funge como
molécula de sefalizacidén ante respuestas de defensa en contra del dafio oxidativo,
un proceso relacionado con el estrés bittico y abidtico en los vegetales (Neill et al.,
2002).

Por esa razdn, esta investigacion propone la evaluacion de la respuesta fisiolégica
y metabdlica de las plantas y las semillas de A. graveolens que ocurren como
consecuencia de su exposicidbn a los elicitores acido salicilico, peréxido de
hidrégeno (H202) y quitosano, con el objetivo de contribuir a la dilucidacion de la
respuesta adaptativa al estrés del apio y promover el desarrollo de tecnologias de
elicitacion en esta especie.

VI.  FUNDAMENTACION TEORICA
a. Hormesis y la respuesta fisioldgica al estrés en las plantas

Debido a que los organismos vegetales carecen de movilidad, dependen de un
sistema inmune altamente sensible que tiene su base en una sefializacion
biogquimica. La respuesta al estrés en las plantas es Unica para cada individuo y

excepcionalmente vasta. Esta respuesta esta relacionada con la adaptabilidad ya
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que es lo que le permite al individuo relacionarse exitosamente con el medio
ambiente, defendiéndolo de los ataques de consumidores y plagas, asi como de las
condiciones ambientales adversas. Cuando una planta es expuesta a algun tipo de
estrés, en sus células se activan distintas rutas de sefializacion, lo que finalmente
provoca una alteracion en el contenido de metabolitos especializados e incluso
puede inducir la sintesis de metabolitos que no se encuentran en la planta sin

estresar (Gorelick & Bernstein, 2014).

Contrario a lo que se considerd6 de manera histérica, la incidencia de estrés no
siempre resulta en una respuesta adaptativa negativa. El estrés también puede
promover el desarrollo vegetal y la productividad ademas de mejorar la tolerancia a
otros estresores al estimular las defensas antioxidantes y aumentar la sintesis de
metabolitos especializados. Esto se ha demostrado para compuestos de alto valor
nutracéutico y farmacolégico como terpenoides, flavonoides y fenilpropanoides
(Vazquez-Hernandez, et al., 2019, Pandey et al., 2019, Mejia-Teniente et al., 2019,
Figueroa-Pérez et al., 2019, Rodriguez-Calzada et al., 2019, Vega-Mufioz et al.,
2018, Vargas-Hernandez et al., 2017, Cardenas-Manriquez et al., 2016). Con base
en esta observacion, el estrés puede denominarse eustrés cuando éste provoca una
respuesta favorable de la planta, que puede ser un aumento en el rendimiento,
crecimiento, calidad, resistencia a plagas y enfermedades o tolerancia a otros
factores abidticos de estrés (Vazquez-Hernandez et al., 2019). En la figura 1 se
ejemplifican casos especificos en los que la exposicion de una planta al estrés

estimuld su metabolismo como parte de su respuesta defensiva.
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Figura 1. Respuesta metabdlica de las plantas al estrés.

La percepcion de estresores en los organismos vegetales estimula una respuesta defensiva
gue se traduce en la sintesis de metabolitos especializados. (Adaptado de Rico Chavez, et
al., 2021).

El tipo de respuesta defensiva que ocurre en una planta no depende solamente de
la naturaleza del factor de estrés, sino de la magnitud de la exposicion del organismo
a dicho factor o dosis. La respuesta adaptativa al estrés se comporta de acuerdo
con la curva hormética, término frecuentemente usado en toxicologia. La hormesis
es la respuesta bifasica a un factor de estrés (estresor); es decir, que el estresor en
dosis bajas provoca un efecto benéfico y en dosis altas provoca toxicidad o la
muerte (Calabrese et al., 2007). El comportamiento caracteristico de la respuesta
adaptativa al estrés y su dependencia de la dosis 0 magnitud del estresor pueden

observarse en la figura 2.

Existe una gran variedad de factores que provocan estrés en las plantas, por lo que
para facilitar su estudio pueden ser clasificados de acuerdo con su origen, como lo
proponen Vazquez-Hernandez et al. en 2019. Se puede hablar de un grupo de
estresores cuyo origen es biotico, entre los que se encuentran los bioestimulantes

y los elicitores; estas dos definiciones pueden sobreponerse debido a que
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comparten varias similitudes: los elicitores son compuestos de origen biolégico que
se generan ya sea fuera de las plantas, como lo son los Patrones Moleculares
Asociados a Microbios y Patogenos (MAMPs y PAMPs por sus siglas en inglés) y
los Patrones

Moleculares Asociados a Herviboros (HAMPS), o dentro de ellas como los Patrones
Moleculares Asociados al Dafio (DAMPSs) (Vega-Muioz et al., 2018); por otra parte,
los bioestimulantes son productos de origen bidtico que mejoran la productividad de
las plantas, pero no necesariamente por una estimulacion de la respuesta a estrés.
De esta manera, los bioestimulantes pueden o no ser elicitores y han sido
ampliamente usados para mejorar el vigor, rendimiento, calidad y conservacion post

cosecha (Vazquez-Hernandez et al., 2019).
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Figura 2. La respuesta hormética dependiente de la dosis.

La incidencia del estrés puede evaluarse a partir de marcadores fenotipicos y moleculares.
La bioestimulacién existe cuando el nivel de ambos aumenta de manera proporcional.
(Adaptado de Godinez-Mendoza et al., 2023).
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Dentro del grupo de los elicitores biéticos, el uso de las fitohormonas y otros
metabolitos especializados ha sido ampliamente propuesto para mejorar los rasgos
agricolas deseables en los cultivos, como el rendimiento y la calidad, pues son
moléculas biolégicamente disefiadas para modular las respuestas al estrés y las
interacciones ecoldgicas (Zulfigar et al., 2020). La aplicacion exdégena de
jasmonatos y acido salicilico, las dos fitohormonas centrales que modulan la
inmunidad de las plantas, aumenta significativamente la biosintesis de metabolitos
especializados y estimula las defensas antioxidantes (Ali, 2021; Farhangi-Abriz &
Ghassemi-Golezani, 2019). Aunque muchos autores soélo reportan las dosis de
aplicacidon con mejores resultados, en estudios con fitohormonas que también
incluyen dosis no 6ptimas, las variables de respuesta siguen el comportamiento
hormético con mucha frecuencia (Dong et al., 2022; Zavala-Gomez et al., 2021).
Ademas, se ha demostrado que hormonas del desarrollo como auxinas, giberelinas,
citoquininas y brasinoesteroides también provocan respuestas defensivas e influyen
en la biosintesis de otras fitohormonas de forma hormética (Li et al., 2023; Guo et
al., 2022; Zhang et al., 2021; Miglioli et al., 2020). Del mismo modo, los efectos
horméticos del acido abscisico aplicado de manera exdgena también estan
respaldados por varios reportes cientificos, una cuestién que Agathokleous et al.
han revisado ampliamente en 2018 y que sigue surgiendo constantemente (Wang
et al., 2022).

Los estresores que no tienen un origen bidtico son compuestos quimicos y factores
fisicos que también se comportan de acuerdo con los conceptos de hormesis y
eustrés. Algunos ejemplos son la exposicidén a bajas temperaturas, radiacion UV e
incluso a ondas acusticas y electromagnéticas, asi como la aplicacion de sales
minerales, metales pesados, gases y nanoestructuras (Vazquez-Hernandez et al.,
2019).

La estimulacion en dosis bajas es un fendmeno conservado vinculado a la
plasticidad bioldgica. Asi, su base se ha rastreado hasta un mecanismo unificador

comun: el estrés oxidativo (Calabrese y Kozumbo, 2021). La adaptacion redox es
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un mecanismo citoprotector no especifico, y los productos quimicos de los procesos
oxidativos que surgen en cualquier situacion de estrés, como el peroxido de
hidrégeno (H202), son hormetinas (factores que inducen hormesis) ubicuas en los
sistemas vegetales. El peroxido de hidrogeno funciona como una molécula de
sefalizacion en la concentracion nanomolar que vincula las vias de sefalizacion de
las fitohormonas durante las respuestas al estrés, mientras que provoca dafio
oxidativo en dosis mas altas, lo que en Ultima instancia conduce a la muerte celular
(Nazir et al., 2020). Ademas, esta molécula también provoca rasgos positivos en los
cultivos agricolas de forma dependiente de la dosis. Existen abundantes evidencias
gue demuestran que el peroxido de hidrogeno, aplicado in vitro, in planta y como
tratamiento pregerminativo, estimula las defensas antioxidantes incrementando la
biosintesis de compuestos fendlicos, la capacidad antioxidante no enzimatica y la
actividad de enzimas antioxidantes, con importantes implicaciones en la calidad de
los alimentos (Goncharuk et al., 2022; Delis-Hechavarria et al., 2021; Gomez-
Veldzquez et al., 2021). Sin embargo, como molécula de sefalizacion de estrés
oxidativo general, el perdxido de hidrogeno exdégeno afecta a muchos otros puntos
finales, como el crecimiento, la tasa fotosintética, la biosintesis de fitohormonas, la
biosintesis de metabolitos especializados y la tolerancia cruzada al estés (Hu et al.,
2023; Singh et al., 2021; Jamaludin et al., 2020).

Otro tipo de estresor bidtico que ha demostrado elicitar respuestas defensivas en
las plantas que pueden utilizarse en el desarrollo de aplicaciones
agrobiotecnoldgicas es el quitosano. El quitosano es un biopolimero que se obtiene
a partir de la deacetilacién de la quitina, un polisacéarido formado por unidades de
N-acetil-D-glucosamina, que se encuentra en los exoesqueletos de los crustaceos,
insectos, y en la pared celular de algunos hongos y algas (Synowiecki & Al-Khateeb,
2003). En agricultura, el quitosano ha sido utilizado para controlar enfermedades
causadas por bacterias, hongos y virus. Debido a su baja toxicidad,
biocompatibilidad y biodegradabilidad, el quitosano es una alternativa segura a los

pesticidas convencionales que actualmente representan un riesgo significativo para
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el medio ambiente (Carvalho, 2017). El quitosano exhibe actividad antimicrobiana
in vitro, la cual se ha descrito que ocurre debido a las interacciones electrostaticas
que puede tener con las membranas de algunos patégenos, lo que conlleva un dafio
y aumenta su permeabilidad, haciendo imposibles los procesos vitales de los
microorganismos (Xing et al., 2014). Sin embargo, el quitosano aplicado in vivo
sobre los cultivos también es capaz de estimular las defensas antimicrobianas
propias de la planta. La respuesta defensiva es elicitada mediante la activacion de
proteinas relacionadas con la patogénesis y otras enzimas que regulan la red de
transduccion de sefales defensivas y finalmente aumentan la sintesis de
metabolitos especializados en la planta y la protegen del estrés oxidativo (Xing et
al., 2014).

La observacion de la nutricion vegetal aunada al uso de elicitores u otros estresores
es indispensable. De hecho, se ha comprobado que las plantas pueden dejar de
presentar respuesta a la elicitacion en condiciones de hidroponia, debido a que,
ante la falta de algunos nutrientes no esenciales o raros, que si suelen estar
presentes en el suelo, la activacion de la ruta biosintética puede no ocurrir,
impidiendo asi el aumento en la concentracion de los metabolitos secundarios
deseados. En contraste, el uso de elicitores como acido jasmonico (AJ), metil
jasmonato (MeJ) o acido salicilico (AS) si aumenta la concentracién de metabolitos
secundarios, pero también afecta al rendimiento del cultivo. Por esa razoén, tanto el
manejo de la nutricién vegetal como el uso de estresores debe realizarse de manera
simultdnea, siempre cuidando utilizar concentraciones de nutrientes no esenciales
y raros de manera que no se transfieran a la parte comestible de la planta 'y que su
aplicacion no provoque un impacto negativo en el ambiente (Avila-Juarez et al,
2017).

b. Generalidades de Apium graveolens

A. graveolens, mejor conocido por su nombre coloquial en espafiol como apio, es
una planta aromatica de gran importancia a nivel mundial debido a su extendido

consumo. Los primeros reportes del cultivo del apio aparecen en lItalia y Francia,
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desde donde fue llevado posteriormente a India, a la regién de Punjab, en donde
actualmente se produce a gran escala para el aprovechamiento de sus semillas
(Malhotra, 2012).

A. graveolens es una planta perteneciente a la familia Apiaceae. Anual, bienal o
perenne, su follaje puede variar de un tono amarillo claro al verde brillante y su altura
va de los 60-90 cm. Sus tallos son ramificados y unidos de manera conspicua
(Rzedowski y Rzedowski, 2001). Como puede observarse en la figura 3, las hojas

son alternas, pinnadas, divididas en tres foliolos ovalados y dentadas en el apice.

Figura 3. Hojas, tallos y raices de A. graveolens var. dulce.

Las flores de apio son pequefias, blancas y las inflorescencias forman umbelas. El
fruto es un esquizocarpo con dos mericarpios, cada uno de los cuales contiene una
semilla. El apio es diploide con un nimero de cromosomas 2n=22 y aunque Sus
flores pueden auto fertilizarse, lo mas comudn es que la fertilizacion suceda entre

diferentes individuos con la ayuda de insectos polinizadores.
c. Elcultivo de A. graveolens

Como lo describe Malhotra en su Manual de hierbas y especias (2012), la
produccién de apio es 6ptima cuando las temperaturas oscilan entre 16°y 21° C.
Es sensible a las heladas, aunque tras un proceso de aclimatacion puede

soportarlas durante un corto periodo de tiempo. El sistema radicular del apio es
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superficial y por lo tanto requiere un suelo rico en nutrientes y que pueda mantener
la humedad. Aunque puede crecer en una gran variedad de suelos, los suelos de
turba y arcillo-limosos resultan adecuados para su desarrollo. El apio es
moderadamente sensible a la salinidad y crece mejor en un rango de pH de 6,0-6,6
en suelos minerales y de 5,5-6,0 en suelos organicos. La fertilidad adecuada del
suelo se mantiene usualmente mediante la aplicacion de fertilizantes comerciales,
alrededor de 300 kg N, 75 kg P20s y 250 kg K20/ha se aplican en suelos minerales.
El cultivo con propdsito de produccion exclusivamente de semillas requiere dosis de
fertilizantes de 90 kg N, 40 kg P20s and 20 kg K20/ha para aquellos cultivares
anuales. En las areas con deficiencias de nutrientes menores se requiere también

la aplicacion de boro, calcio y magnesio para evitar desordenes fisiol6gicos.

La germinacion de las semillas y la emergencia de las plantulas de apio son lentas
aun cuando las condiciones son favorables pues las semillas de apio tienen
termodormancia, lo que resulta en una germinacion incompleta o inexistente a
temperaturas mas altas de 25°C. Es recomendable sembrar las semillas
superficialmente pues la exposicion a la luz ayuda a superar esta dormancia.
También se puede dar un tratamiento de remojo a 10°C usando reguladores de

crecimiento como GA 4/7 o ethephon a 1000 ppm.

El apio puede crecerse mediante trasplante o sembrando directamente en el campo.
Mientras menor sea el espacio entre plantas, se obtiene un mejor rendimiento de
semillas. El momento ideal de la siembra y trasplante depende de la variedad de la
que se trate. Un espaciamiento de 40 cm entre los surcos ha entregado el mayor

rendimiento de semillas.

El apio para consumir en fresco se recoge entre 90-120 dias después del trasplante,
segun la variedad, cuando las plantas se han desarrollado por completo. En el caso
del cultivo para la produccién de semillas, el comportamiento es bienal en un clima

templado y anual en un clima tropical o subtropical.

d. Fitoquimicay propiedades farmacoldgicas de A. graveolens
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La recurrente mencién del apio en la medicina tradicional ha motivado a la
comunidad cientifica para buscar los compuestos activos que contiene y probar su

efectividad medicinal mediante el andlisis de sus propiedades farmacoldgicas.

La composicion quimica del apio varia dependiendo de la parte de la planta de la
gue se trate. El compuesto mayoritario encontrado en el extracto hidroalcohdlico de
las hojas es una flavona, el glucésido de la apigenina, llamada apiina y este extracto
polar, rico también en polifenoles, demostré tener actividad antiinflamatoria y
antinociceptiva, causadas por la inhibicién de la enzima éxido nitrico sintasa (iNOS)
(Mencherini et al., 2007). Adicionalmente, el extracto hidroalcohdlico de hojas y
tallos puede disminuir los niveles de glucosa, triglicéridos, lipoporoteina de baja
densidad (LDL), colesterol e insulina en la sangre, lo cual puede atribuirse a los
glucosidos de luteolina y apigenina presentes en dicho extracto (Khodaeifar et al.,
2019).

El andlisis fitoquimico de los tallos de A. graveolens también revel6 la presencia de
otros flavonoides como la quercetina y de varios triterpenos (Zhou, 2009). Los
triterpenos son compuestos de 30 carbonos derivados del escualeno que han
exhibido un amplio rango de bioactividad, por ejemplo, antiinflamatoria,
antimicrobiana (efectivos contra la malaria y la leishmaniasis), anticarcinogénica e

hipoglicémica (Topcu, 2006).

Extractos de A. graveolens de distintas polaridades obtenidos de las hojas y raices
también tuvieron un efecto protector ante el estrés oxidativo en modelos in vivo
(Popovicet al., 2006) que se atribuye a la presencia de flavonoides, pero también
implica la bioactividad de compuestos menos polares, los cuales se concentran
principalmente en los aceites esenciales. Los aceites esenciales pueden
encontrarse en todas las partes de la planta; sin embargo, de las hojas y tallos es
posible extraer hasta 1 % mientras que en las semillas el porcentaje es mayor,

habiéndose extraido hasta el 7 % de aceite (Popovic¢ et al., 2006).
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Los metabolitos mayoritarios hallados en el aceite de apio son terpenoides. En las
hojas, el compuesto mayoritario es el B-felandreno, un monoterpeno, que conforma
entre el 14 % y el 29 % en peso del aceite (Nemes et al., 2018). En las semillas, se
han reportado porcentajes de rendimiento en peso hasta del 60 % para el d-
limoneno y del 20 % para el selineno (Sowbhagya, 2013). Del andlisis de una
fraccion polar de estas semillas se obtuvo la presencia de varios glucésidos de
sesquiterpenos y de ftalidos (Kitajima et al., 2003). Los ftalidos son compuestos que
pueden encontrarse en menor cantidad en el aceite de apio pero que son de gran
importancia por su bioactividad. Estructuralmente son un grupo de lactonas
aromaticas a las cuales se les han atribuido una variedad de efectos farmacolégicos,
desde insecticida, antifungico y antimicrobiano, hasta hipotensivo y relajante del
musculo liso. Adicionalmente, se ha comprobado que algunos ftalidos son capaces
de inhibir las enzimas topoisomerasa | y Il, mecanismo que les confiere propiedades
anticancerigenas (Beck & Chou, 2007). Se ha reportado que, entre otros, A.
graveolens metaboliza el ftalido sedanendlido, el cual tiene un efecto sedante y
anticonvulsivo (Lin et al., 2005).

Existe otro grupo de compuestos bioactivos que han sido detectados en pequefias
cantidades en las semillas de apio, pero que destacan por su importante actividad
biolégica, las furanocumarinas. Estos compuestos son conocidos por su llamada
fototoxicidad, que es la capacidad de sensibilizar los tejidos ante la luz solar lo cual
provoca lesiones similares a quemaduras. Es posible que las furanocumarinas sean
metabolitos de defensa contra herbivoros y se ha demostrado también que tienen
actividad antifangica, lo que podria estar dirigido a la preservacion de las semillas
(Zangerl, 1997). Se ha reportado la presencia de furanocumarinas lineares en las
plantas de apio, tanto en las semillas (Ahluwalia, 1987) como en las partes aéreas
(Beier, 1983), lo cual, si bien puede representar un cierto nivel de toxicidad, también
representa potencial para su uso medicinal debido a la actividad citotoxica de estos

metabolitos.
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La presencia de alcaloides también se ha detectado en A. graveolens; sin embargo,
ninguno de ellos ha sido identificado (Shanmugapriya & Ushadevi, 2015). Algunas
de las estructuras de metabolitos bioactivos mas importantes de A. graveolens se

muestran en la figura 4.
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Figura 4. Estructuras quimicas de algunos metabolitos bioactivos de A. graveolens.

e. Funcidn fisiolégica y biosintesis de metabolitos en A. graveolens como

respuesta a factores de estrés

Los mecanismos a partir de los cuales una planta puede sintetizar moléculas de
sefalizacion (como el AS, AJ, etileno, entre otras) y metabolitos secundarios como
una respuesta al estrés habian sido poco estudiadas hasta las Ultimas décadas, por
lo que aun son poco conocidas. Vasconsuelo y Boland en 2007 exponen los
aspectos moleculares de la respuesta al estrés en plantas, que pueden resumirse

como se describe a continuacion.
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En primer lugar, ocurre el reconocimiento del estimulo. Esta recepcion de la sefial
ocurre principalmente mediante la interaccion de los patrones moleculares
asociados al factor de estrés con proteinas cinasas similares a receptores
transmembranales (RLKs y RLPs por sus denominaciones en inglés Receptor Like
Kinases y Receptor Like Proteins) o por proteinas R que pueden estar localizadas
en la membrana plasmatica o en el citoplasma como NLRs (Nucleotide-binding
leucine-rich repeat proteins).La posterior transduccion de las sefiales ocurre a traves
de la activacion de proteinas G, MAPKs (Mitogen activated protein kinases), flujos
de iones como el sistema mensajero de Ca?" y la activacion de segundos
mensajeros (CAMP. DAG, IP3) que permiten translocar la sefial al nucleo celular en
donde ocurren la transcripcion y la traduccién de la sefial que finalmente permite la
sintesis -en el ribosoma- de las enzimas relacionadas con las rutas biosintéticas de
los metabolitos que protegeran a la planta del estresor al que fue expuesta o

activaran otras vias de sefializacién, incluso en individuos cercanos.

El tipo de inmunidad que se desencadena en una planta depende del tipo de
estimulo que recibe. El reconocimiento de un patron molecular asociado a un
organismo biétrofo -que coloniza al hospedero mientras vive- esta relacionado con
la resistencia sistémica adquirida SAR (Systemic Acquired Resistance) la cual se
basa en el AS e involucra la activacion de genes relacionados a la patogénesis. En
contraste, cuando se presenta una infeccién por un necrétrofo -organismo que mata
las células del hospedero- ocurre una respuesta llamada resistencia sistémica
inducida (ISR) que esté relacionada con el AJ y la fitohormona etileno (Et). Esta ruta
se ha observado como respuesta al herviborismo y tiene un efecto antagonico a la
ruta del AS, por lo que incluso algunos patégenos como Fusarium oxysporum
sintetizan sus propias enzimas que estimulan la ruta del AJ para disminuir la

actividad de la SAR en las plantas que infectan (Burger & Chory, 2019).

Las furanocumarinas -presentes en A. graveolens L.- son fitoalexinas que protegen
a la planta en el caso de una infeccién por bacterias, hongos e insectos (Beier &

Oertli, 1983) y su sintesis se estimula cuando la planta se expone a metil jasmonato
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(MeJA) (Miksch & Boland, 1996). Mientras que los ftalidos, sintetizados por la ruta
de los policétidos mediante la via del acetato, han sido estimulados usando un
MAMP proveniente de un hongo sin haberse descrito mas respecto a su funcion en
la defensa de la planta (Hagemeier et al., 1999).

Por su parte, los flavonoides como la apigenina y otros compuestos fendlicos de
estructuras relacionadas estan relacionados con la respuesta a estrés oxidativo en
las plantas (Winkel-Shirley, 2002) el cual puede ocurrir debido a la exposicion a una
variedad de estimulos que pueden generar especies reactivas de oxigeno, de las
cuales podemos resaltar al anion superoxido (O2) y al perdoxido de hidrogeno
(H20>). Este ultimo ademas ha demostrado funcionar en la célula como molécula de
comunicacion entre las distintas rutas de sefializacion (Neill et al, 2002).

La estrecha relacién que existe entre los fenilpropanoides y la respuesta a distintas
condiciones de estrés hace que aquellas enzimas que determinan su sintesis sean
determinantes en el estudio de la defensa de las plantas. La ruta de los
fenilpropanoides depende de la accién de varias enzimas como la fenilalanina-
amonio liasa (PAL), chalcona sintasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI),
dihidroflavonol reductasa (DHFR), las flavonas sintasas (FS) y la antocianidina
sintasa (ANS).

VIl.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS
a. Hipotesis

La aplicacion exdégena de acido salicilico, quitosano y perdxido de hidrégeno
estimulara una respuesta defensiva dependiente de la dosis, incrementando la
actividad antioxidante y la concentracién de metabolitos bioactivos, como ftalidos y
compuestos fendlicos, en las hojas, tallos y provocando cambios en la germinacién
de las semillas de apio (A. graveolens L.) en contraste con un control de agua

destilada.

b. Objetivo general
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Analizar la respuesta fisiologica de las plantas y semillas de apio (A. graveolens L.)

inducida por los elicitores acido salicilico, quitosano y peroxido de hidrégeno.
c. Objetivos particulares

e Determinar el efecto de la aplicacion de los elicitores acido salicilico,
quitosano y peroxido de hidrégeno en la germinacion de las semillas de apio.

e Evaluar los cambios fenotipicos en las plantulas de semillas de apio elicitadas
con acido salicilico, quitosano y peréxido de hidrégeno.

e Analizar la respuesta metabodlica de las plantas y las semillas de apio
inducida por los elicitores &cido salicilico, quitosano y peréxido de hidrégeno.

e Cuantificar los cambios en la actividad antioxidante de las plantas y las
semillas de apio provocados por los elicitores &cido salicilico, quitosano y
peroxido de hidrogeno.

VII. METODOLOGIA

a. Establecimiento de las condiciones experimentales y obtencion de

material vegetal

En esta primera etapa buscamos las condiciones éptimas para las pruebas con la
finalidad de homogeneizar las unidades experimentales y asegurar la minima

participacion de variables distintas a las estudiadas en el modelo propuesto.

La primera parte consistio en remodelar el invernadero experimental, localizado en
el Campus Amazcala de la Universidad Autbnoma de Querétaro en el municipio de
El Marqués, Querétaro (20°42°19” N 100°15’°32” W) a una altitud de 1921 msnm. El

invernadero, que posee una estructura de acero galvanizado, se cubrié con plastico
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lechoso de calibre 720 y se reinstalo la cobertura del suelo (ground cover) para

evitar el crecimiento de maleza (figura 5).

Figura 5. Invernadero experimental 4 en la Facultad de Ingenieria de la UAQ
Campus Amazcala acondicionado para las pruebas.

Las caras este y sur del invernadero fueron cubiertas con malla antiafidos con el fin
de controlar la temperatura dentro del invernadero, y se hizo un seguimiento de las
variaciones de temperatura y humedad del espacio en el que se cultivaron las
plantulas en dos periodos experimentales. Las mediciones se realizaron con un
Data Logger Marca: Elitech, Modelo: GSP-6.

El primer periodo experimental corresponde al seguimiento de las plantulas del
experimento de elicitacion de semillas, mientras que el segundo corresponde al
experimento de elicitacibn en plantas. El reporte general de condiciones
ambientales que se registraron en dichos periodos experimentales se muestra en la
tabla 1.

La radiacion solar se control6 mediante la colocacion de una malla sombra del 50
% en la mitad este del invernadero y los fotoperiodos se mantuvieron naturales. La
siembra se realizé en charolas de polipropileno sin cavidades sobre una mezcla de
peatmoss y vermiculita 4:1 que se mantuvieron dentro de la camara de germinacion
hasta la emergencia de las plantulas y posteriormente se colocaron a temperatura

ambiente bajo un domo de policarbonato hasta su trasplante. El transplante, a los
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25 dias después de la emergencia de la plantula, se realizd en charolas de 6
cavidades, cada una de 7 cm de diametro y 10 cm de altura con una mezcla de
suelo peatmoss : perlita (3:1 v/v). La fertilizacion se realizd6 mediante el riego con
1,25 g/L de la solucién nutritiva para hidroponia adquirida de Hidroshiwa 10:8:18 (2-
3 mS/cm; pH 5,5-6,5) (Hidroshiwa SA de CV, Querétaro, Qro. México).

Tabla 1. Condiciones de temperatura y humedad dentro del invernadero durante el
periodo de las pruebas.

VARIABLES DE CONTROL: TEMPERATURA Y HUMEDAD

Reporte General:
condiciones del invernadero

Inicio Final Total
Periodo 1! 19/11/2021 02/03/2021 103 d

Minimo Maximo Promedio
Temperatura (°C) -1,7 40,1 15,6
Humedad (%) 17 99,9 71,4
Periodo 2! 15/06/2022 20/08/2022 67 d

Minimo Maximo Promedio
Temperatura (°C) 8,6 38,5 21,9
Humedad (%) 29,1 99,8 67,45

Los periodos corresponden a los experimentos de plantulas de semillas elicitadas (1) y de elicitacion
de plantas (2) respectivamente.

El sistema de cultivo, como se observa en la figura 6, se coloco elevado para evitar
contaminacion, incidencia de plagas y facilitar la colocacion de la malla antiheladas

entre el 27 de diciembre y el 10 de enero en el primer periodo experimental.

El riego se realizé por inmersion permitiendo una aeracion completa de las raices
cada 24 horas para evitar ahogamiento y pudricibn mediante la reduccion del

volumen de riego cada tercer dia.
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k'lfigura 6. Charola de germinacion, transplante y sistema de cultivo final.
b. Disefio y aplicacion de tratamientos
i. Experimento de elicitacion de semillas

Para este experimento y con base en los resultados de las pruebas piloto (no
incluidos en este reporte) se decidid probar tnicamente los elicitores acido salicilico
y quitosano para permitir un andlisis mas minucioso de la relacién entre dosis y
respuesta de las semillas de apio al perdxido de hidrégeno en un proyecto derivado
de éste. La aplicacion de tratamientos en semillas se realiz6 con un disefio
completamente al azar. La unidad experimental consisti6 en 4 g de semillas
adquiridas comercialmente en La Semilleria (Querétaro) las cuales se lavaron y
desinfectaron con una solucion al 0,5 % (w/v) de hipoclorito de sodio y se
enjuagaron tres veces con agua destilada. Posteriormente cada muestra se
sumergié en 50 mL de uno de siete tratamientos: tres concentraciones distintas de
acido salicilico (0,1, 1 y 10 mM) y quitosano (15, 1000 y 1500 upg/mL) o agua
destilada como tratamiento control. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado.
Después de 72 h, una parte del material vegetal se congel6 en flash en sobres de
aluminio usando nitrégeno liquido y se almacend a -80°C, una segunda parte se
utilizé para las pruebas de germinacion y la Ultima se coloc6 en charolas de

germinacion para el seguimiento del crecimiento de las plantulas.

La mitad del material vegetal congelado se sometié a los analisis de actividad
enzimatica y la otra mitad se deshidraté en una liofilizadora (FreeZone 4.5,
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Lanconco) y se molié finamente con un molino eléctrico (Krups, GX4100). El polvo
de las semillas resultante fue utilizado en las determinaciones de metabolitos y

actividad antioxidante no enzimatica.
ii. Experimento de elicitacion de plantas

Para esta parte del estudio se probaron diez tratamientos, tres concentraciones de
cada elicitor: acido salicilico (0,1, 1 y 10 mM), peroxido de hidrogeno (2, 20 y 200
mM), quitosano (15, 1000 y 1500 pg/mL) y un tratamiento control de agua destilada.
La unidad experimental consisito en 3 plantas y cada tratamiento se aplicd por
sextuplicado, teniéndose un total de 180 plantas en un arreglo de bloques completos
al azar dentro del invernadero descrito en la seccion a. de esta metodologia. La
aplicacion de los elicitores y el tratamiento control se realizd6 por aspersion en la
parte aérea (Vazquez-Hernandez et al., 2019) en una sola aplicacion en el dia 60
después del trasplante. Veinticuatro (24) horas mas tarde se realizd el muestreo,
para el cual, los tallos y hojas de las plantas recolectadas de cada tratamiento fueron
congeladas en nitrégeno liquido para evitar la actividad enziméatica posterior a la
cosecha. Una parte del material vegetal fue almacenado a -20 °C para el andlisis de
actividad enzimatica, mientras que, el resto fue liofilizado (FreeZone 4.5, Lanconco)
y molido con un molino para material vegetal (Krups, GX4100).

c. Porcentaje de germinacion, tiempo de germinacién (t50) y desarrollo

de las plantulas.
i. Germinacion

Se colocaron tres repeticiones de cincuenta semillas de apio en papel de filtro de
100 % celulosa dentro de placas Petri de poliestireno de 5 cm con 1,5 mL de agua
destilada. Las placas se sellaron con Parafiim® y se colocaron dentro de una
camara de crecimiento a 15 °C sin exposicion a la luz. Las semillas germinadas se
contaron diariamente. Se consideré que habia germinacion cuando una radicula >2
mm era visible en un estereoscopio. El recuento se detuvo cuando no habia semillas

recién germinadas después de dos registros. Se cuantifico el porcentaje total de
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germinacion y los datos obtenidos de los conteos se modelaron mediante una
funcidén de regresion exponencial. Los resultados se expresaron como el tiempo
para que se produzca el 50 % de germinacion (t50), segun lo propuesto por Soltani
et al. (2015).

ii. Desarrollo de las plantulas

Las semillas restantes se distribuyeron en bandejas de germinacion que contenian
una mezcla homogénea de musgo de turba y vermiculita (7:3 v/v). Las bandejas se
mantuvieron a 15 °C sin luz hasta la germinacion. Al comienzo de la fase de
emergencia de las plantulas, la temperatura se fij6 en 18 °C con un periodo de luz
de 16 h hasta que todas las plantulas emergidas tuvieron cotiledones extendidos.
Las plantulas se sometieron a un periodo de aclimatacion de 10 dias en condiciones
de invernadero a una temperatura media de 20 °C durante el diay 12 °C durante la
noche. El sustrato de cultivo se mantuvo hidratado mediante riego cada 24 horas.
Tras el periodo de aclimatacién, seis repeticiones de cada unidad experimental de
6 plantulas por tratamiento y el correspondiente grupo de control se trasplantaron a
macetas de polietileno de 7 cm de ancho y 10 cm de profundidad que contenian la
mezcla peatmoss y perlita (7:3 v/v) y se trasladaron al invernadero en una
disposicion de bloques aleatorizados. El sistema de cultivo se reg6 con la solucién
hidroponica de Hidroshiwa Las plantulas se cosecharon, midieron y pesaron 60 dias
después del trasplante (tallo y raices). El material cosechado se sec6 a temperatura

ambiente durante 10 dias y, a continuacion, se registré el peso seco (tallo y raices).
d. Determinacién del perfil metabdlico
I. Experimento de elicitacion de semillas

Las muestras del polvo de las semillas (100 mg) se extrajeron con diclorometano
usando la proporcion 1:10 (w/v) en tubos de microcentrifuga de 2 mL de capacidad.
Los tubos se agitaron en un vortex por 1 min y posteriormente se colocaron dentro
de un bafo ultrasénico (40 kH) durante 15 minutos. Posteriormente, los tubos se

colocaron de manera horizontal y se mantuvieron en agitacion sobre una placa de
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agitacion orbital Stuart modelo SSL1 a una velocidad de 140 rpm durante 2,5 h.
Cada extracto se centrifugé a 12000 rpm (15120 RCF) por 10 min y se tomaron
alicuotas de 100 pL del sobrenadante que se evaporaron hasta sequedad en un
evaporador speedvac SAVANT SC210A de Thermo Scientific a temperatura
ambiente. Los extractos se almacenaron cubiertos de la luz y en congelacion a -20
°C hasta su analisis para evitar descomposicion térmica e interacciones con la luz

ambiental.

A los extractos obtenidos se les determinaron los perfiles metabdlicos mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-MS). Para el
andlisis de las semillas, la alicuota se resuspendid en 150 pL de agente
derivatizante N,O-bis(trimetilsilyl)-trifluoroacetamida (BSTFA) + 1%
trimetilclorosilano (TMCS) y se hizo pasar por una membrana de PTFE
(politetrafluoroetileno) de 0,45 um antes de la inyeccidn. Los extractos se analizaron
en un cromatografo de gases Agilent 5975 equipado acoplado a un espectrémetro
de masas cuadrupolo (Agilent, 5975C) con la energia de ionizacion establecida en
70 eV y en un rago de deteccion de masa/carga (m/z) de 50-700. Para la separacion
se utiliz6 una columna HP-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 pym). La rampa de
calentamiento se establecié de acuerdo con lo reportado por Figueroa-Pérez et al.,
2014 y puede observarse en la Tabla 2. La temperatura del inyector fue 250 °C y el
volumen de inyeccion de 1 L. El gas de acarreo utilizado fue helio (He) con un flujo
de 1 mL/min-y una relacion de split de 1:10. Los espectros de masa de los picos
obtenidos en el cromatograma fueron comparados con la base de datos del NIST
Standard Reference Database (NIST 11) y se identificaron tentativamente los
metabolitos en los extractos que presentaron un puntaje de similitud de al menos
80. El contenido relativo de cada compuesto se calculd utilizando el porcentaje de
area bajo la curva con respecto al area total de los picos del cromatograma y el 3-
n-butilftalido se cuantifico mediante el método de estandar externo realizando una
curva de calibracion de 5 puntos. El Senkyundlido A se semi cuantifico utilizando el

factor de respuesta del estandar de 3-n-butilftalido (Malm et al., 2021).
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Tabla 2. Condiciones de temperatura del horno para el andlisis por CG-MS de las
semillas.

Tiempo (min) Temperatura final (°C) Tasa de aumento (°C/min)

1 100

- 220 6
1,23 220 -

- 290 10

- 310 40
7,5 310 -

ii. Experimento de elicitacion de plantas

La extraccion y analisis del perfil metabdlico del experimento de elicitacion de
plantas se realiz6 como parte de una estancia de investigacion en las instalaciones
del departamento de Food Science and Human Nutrition en la University of Florida

at Gainesville (Universidad de Florida) durante el semestre 2022-2.

Para el analisis del experimento de elicitacion de plantas, el polvo de las plantas
(100 mg) se extrajo con diclorometano usando la proporcion 1:10 (w/v) en tubos de
microcentrifuga de 2 mL de capacidad. Los tubos se agitaron en un vortex por 1 min
y posteriormente se colocaron dentro de un bafio ultrasonico (Bransonic 2800,
Emerson; 50-60 kHz) durante 15 minutos. Posteriormente, los tubos se colocaron
de manera horizontal y se mantuvieron protegidos de la luz y en agitacion sobre una
placa de agitacion (Compact Rocker; Labnet) a la velocidad nivel 6 durante 2,5 h.
Cada extracto se centrifugé a 15120 RCF por 10 min a 4 °C y el sobrenadante se
filtr6 a través de una membrana de PTFE de 0,45 um. Una alicuota de 100 pL
evaporo6 hasta sequedad en una campana de extraccion a temperatura ambiente y
el extracto seco se almacend cubierto de la luz y en congelacion a -20 °C hasta su

analisis para evitar descomposicion térmica e interacciones con la luz ambiental.

Los extractos se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-MS). La alicuota se resuspendi6 en 100 uL de agente
derivatizante N,O-bis(trimetilsilyl)-trifluoroacetamida (BSTFA) + 1%

trimetilclorosilano (TMCS). Los extractos se analizaron en un cromatografo de gases
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Agilent 5975 equipado acoplado a un espectrometro de masas cuadrupolo
(Shimadzu GCMS-QP2010 SE) con la energia de ionizacién establecida en 70 eV
y en un rago de deteccion de masa/carga (m/z) de 35-700. Para la separacién se
utilizé una columna ZB-5MS Plus (30 m x 0,25 mm, 0,25 um). La rampa de
calentamiento puede observarse en la Tabla 3. La temperatura del inyector fue 250
°Cy el volumen de inyecciéon de 5 uL. La inyeccion se realizé de manera manual. El
gas de acarreo utilizado fue helio (He) con un flujo de 1,34 mL/min-y una relacién
de split de 1:5. Los espectros de masa de los picos obtenidos en el cromatograma
fueron comparados con la base de datos del NIST Standard Reference Database
(NIST 14) para identificar tentativamente los metabolitos en los extractos. El
contenido relativo de cada compuesto se calcul6 utilizando el porcentaje de area
bajo la curva con respecto al area total de los picos integrados del cromatograma.

Tabla 3. Condiciones de temperatura del horno para el andlisis por CG-MS de las
plantas.

Tiempo de temperatura fija Temperatura final Tasa de aumento
(min) (°C) (°C/min)

1 100 -
- 220 6
1 220 -
- 290 10

1,2 290 -
- 310 40

7,5 310 -

e. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales

Se transfirieron muestras liofilizadas y molidas de los experimentos de elicitacion de
semillas y plantas (0,05 y 0,025 g respectivamente) a tubos de centrifuga de 1,5 mL.
Las muestras se extrajeron con etanol al 80 % (1 mL) en una placa de agitacién
orbital a 25°C durante 2 horas y se centrifugaron a 11050 RCF durante 10 min. El
sobrenadante se utilizo para los ensayos de contenido total de compuestos fendlicos

y contenido de flavonoides.
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El contenido total de compuestos fendlicos de las muestras de semillas y plantas de
apio se determind segun el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton &
Rossi, 1965). Brevemente, se afiadieron 25 pL del extracto etanolico diluido en 50
ML de agua a 37,6 pL de un reactivo Folin-Ciocalteu 1 My 187,4 pyL de una solucién
de carbonato sodico (5 %, p/v). Los tubos se dejaron a temperatura ambiente
durante 120 min y se midieron las absorbancias a 765 nm. Los resultados se

expresan en miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de semilla
(mg/g).

El contenido de flavonoides se determind segun el método descrito por Oomah et
al., 2005 con modificaciones como se describe a continuacion. Alicuotas de 20 pL
de cada extracto se diluyeron con 210 yL de agua. Las absorbancias se midieron a
404 nm tras la adicién de 20 pL de 10 g/L de 2-aminoetildifenilborato y se
compararon con una curva estandar de rutina. Los resultados se expresan como

miligramos de equivalentes de rutina por gramo de semilla (mg/qg).
Preparacion de las curvas estandar de acido galico y rutina

Se preparé una solucion stock 0,1 mg/mL disolviendo 10 mg de acido galico o rutina
en 10 mL de metanol y diluyendo 1 mL de esta solucion en 10 mL de metanol. Luego
se prepararon diluciones con rangos de concentracion entre 0,0035 mg/mLy 0,1391

mg/mL para realizar las curvas de calibracion.
f. Determinacion de la actividad antioxidante no enzimatica

Se analiz6 la capacidad antioxidante de los extractos de semillas y plantas mediante
los métodos del DPPH (1-1-difenil-2-picrilhidrazilo) y del ABTS (acido 2,2'-azino—

bis—(3—etillbenzotiazolin—6—sulfonico).

Para ello, se transfirieron muestras liofilizadas y molidas de semillas (0,05 g) a tubos
de centrifuga de 1,5 mL. Las muestras se extrajeron con metanol (1 mL) en un
agitador orbital a 25°C durante 2 horas. A continuacién, los extractos se
centrifugaron a 11050 RCF durante 10 minutos. El sobrenadante se utilizé para los

ensayos.
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La actividad antioxidante se determiné al someterse los extractos a los ensayos de
reduccion de los radicales DPPH y ABTS utilizando Trolox como estandar (Brand-
Williams et al., 1995; Re et al., 1999). Para los ensayos, se mezclaron por separado
20 uL de extracto etandlico, Trolox, a diferentes concentraciones, o metanol
(control) con 230 pL de solucion 0,15 mM de DPPH o reactivo ABTS en los pozos
de una microplaca de polietileno de 96 pozos. Las muestras se mantuvieron en la
oscuridad durante 10 minutos y, a continuacién, se midid la absorbancia frente al
blanco (metanol) a 517 nm y 734 nm, respectivamente. Ambos ensayos se
realizaron cuatro veces por cada repeticion y los resultados se expresaron como

mg/g de la actividad antioxidante equivalente de Trolox.
Preparacion de las soluciones patron

Para la preparacion de la solucion de radical DPPH se disolvieron 2 mg de DPPH
Sigma Aldrich, en 100 mL de metanol grado analitico. La solucién se dejo reaccionar
a temperatura ambiente durante 24 horas en la oscuridad. Posteriormente fueron
preparadas soluciones de trabajo hasta obtener una absorbancia de 0,750 + 0,030

para todos los casos, a una longitud de onda de 517 nm.

La solucion de ABTS se realizé en dos pasos. Primero, se disolvieron 19,2 mg de
ABTS en un volumen final de 5 mL con agua destilada. Por otra parte, se preparo
una solucién que contuvo 189,2 mg de persulfato de potasio en un volumen final de
5 mL con agua destilada. Finalmente, se mezclaron 5 mL de la solucién de ABTS y
88 L de persulfato de potasio en un recipiente protegido de la luz. Se dejo6 reposar
entre 12-24 hrs a temperatura ambiente y se ajust6 a una absorbancia de 0,7+ 0,020
a 734 nm mezclando 500 pL de la solucion de ABTS con 20-25 mL de etanol al 96
%.

Para la preparacion de la solucién patron de Trolox se prepar6 una solucion stock 1
mM disolviendo 2,5 mg de Trolox en 10 mL de metanol. Luego se prepararon
diluciones de concentraciones de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 300, 400 y

500 uM con el fin de realizar la curva de calibracion para ambos ensayos.
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g. Determinacién de la actividad enzimatica.
I. Actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL)

La actividad PAL se analiz6 como la relacion de conversion de L-fenilalanina en
acido trans-cindmico por el método de Dickerson et al. con algunas modificaciones.
Un gramo (1 g) de cada muestra congelada se homogeneizé con nitrégeno liquido
y se le agrego 1,5 mL de tampdn borato trisddico 0,1 M en 2-mercaptoetanol al 0,1
% (v/v) (pH 8,8) a 4°C. El extracto se agitd en vortex durante 2 min y luego se
centrifugd a 13200 RCF durante 15 min. Se diluyé un volumen de 10 yL del
sobrenadante (aproximadamente 0,02 unidades de enzima) con 10 uL de agua
destilada y se anadié a 230 pyL de tampdn borato (pH 8,8) que contenia 10 mM de
L-fenilalanina en microplacas de 96 pozos. La mezcla de reacciéon se incub6 a 40
°C durante 60 min. Tras la incubacion, la reaccion se detuvo afadiendo 50 uL de
HCl 1 N y se dejo durante 10 min. La absorbancia se midié a 290 y 310 nm, y los
valores se compararon con una curva de calibracion de acido trans-cindmico de 7

puntos. Los resultados se expresaron como unidad/mg de proteina.
ii. Actividad de la catalasa (CAT)

La actividad de la catalasa se determiné segun el método originalmente descrito por
Aebi (1984) con algunas modificaciones. Las semillas se molieron minuciosamente
con nitrégeno liquido, y luego 0,3 g de polvo se homogeneizaron en 2 mL de tampén
Tris-HCI 100 mM que contenia 20 % (v/v) de glicerol, y 30 mM de 2-mercaptoetanol
(pH 8). ElI homogeneizado se centrifugd durante 15 min a 13000 RCF a 4 °C y se
afiadieron 0,1 mL del sobrenadante (aproximadamente 0,01 unidades de enzima) a
tubos de ensayo que contenian 2 mL de tampon fosfato acuoso 50 mM y 0,2 mL de
H202 acuoso 100 mM. La disminucion de la absorbancia de la mezcla de reaccion
se registré a 230 nm cada minuto durante 6 min. Una unidad de actividad CAT
equivale a 1 ymol de H202 degradado en un minuto. Los resultados se expresaron

como unidad/mg de proteina.

iii. Actividad de la superéxido dismutasa (SOD)
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La actividad SOD se determind mediante un método modificado segun Beauchamp
y Fridovich. Las semillas tratadas se molieron minuciosamente con nitrogeno liquido
y, a continuacion, 0,3 g de polvo se homogeneizaron por separado en 2 mL de
tampon fosfato acuoso 50 mM (pH 7,8). EI homogeneizado se centrifugd durante 15
min a 13000 RCF a 4 °C, y 10 pL del sobrenadante (aproximadamente 0,01
unidades de enzima) se diluyeron en 20 pL de agua destilada y se afadieron a 270
ML de una mezcla de reaccion acuosa que contenia tampon fosfato (50 mM), 0,01
mM de EDTA, 0,075 mM de cloruro de nitroazul de tetrazolio (NBT), 13 mM de
metionina y 0,002 mM de riboflavina. A continuacion, las muestras se expusieron a
una luz blanca uniforme durante 20 minutos. La absorbancia se registré a 560 nm.
Una unidad de SOD se expresd como la cantidad de proteina que provocaba una
reduccion del 50 % de NBT en la reaccidn, y la actividad enzimética se expreso

como unidad/mg de proteina.
iv. Determinacién de proteina

El contenido de proteinas se determiné para todos los extractos enziméaticos por el
método de Bradford siguiendo las instrucciones del fabricante para el ensayo en
microplaca (Bio-Rad). Brevemente, se tomaron alicuotas de 10 pL de los extractos
y se colocaron en los pozos de una microplaca de 96 pozos. Se afiadieron 200 pL
de colorante diluido (50 % con agua destilada) y se dejaron reposar por 20 minutos
a temperatura ambiente. Los ensayos se compararon contra una curva de
calibraciéon de albamina bovina de 6 puntos entre 0,05 y 0,2 mg/mL. Se realizaron
cuatro réplicas analiticas para todos los ensayos espectrofotométricos.

h. Analisis estadistico de los datos

Todos los datos en tablas y graficos se muestran como el valor de la media * la
desviacion estandar. Los datos obtenidos de los conteos, determinaciones
morfomeétricas, analisis quimicos, el perfil metabdlico, la cuantificacion de
metabolitos y las pruebas de actividad antioxidante enzimatica y no enzimatica,

fueron sometidos a una prueba de normalidad, usando el estadistico de Saphiro-
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Wilk (p>0,05) y la prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnorv (p>0,05).
La homogeneidad de las varianzas de los datos fue confirmada con una prueba de
Levene (p>0,05). Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA) y una posterior prueba de medias de Tukey para determinar la
significancia de las diferencias entre tratamientos (p<0,05). Los datos de porcentaje
fueron sometidos a una transformacion de arcoseno para su andlisis estadistico.
Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utlizando el software
STATGRAPHICS Centurion 18 (18.1.12).

IX. RESULTADOS Y DISCUSION
a. Experimento de elicitacion de semillas
i. Germinacion

Los cambios fisiolégicos inducidos por la elicitacion tuvieron un efecto considerable
en la funcién germinativa de las semillas. La germinacion es un proceso crucial en
el ciclo vital de una planta, por lo que también es un factor determinante para la
productividad de los sistemas agricolas. En particular, las semillas de apio son
latentes, lo que provoca que la emergencia de las plantulas se disperse en el tiempo
y que el porcentaje global de germinacion sea bajo, lo que representa una limitacion
en la productividad del cultivo. Recientemente, se ha descubierto que la latencia de
las semillas de apio depende de las condiciones luminicas y esta regulada no sélo
por las giberelinas sino también por el peréxido de hidrogeno (H202), una molécula
sefalizadora durante las respuestas al estrés, por lo que su funcién podria
relacionarse con la aplicacion de elicitores (Li et al., 2022). En este estudio, los
elicitores en las dosis mas altas (10 mM de acido salicilico y 1500 pg/mL de
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quitosano) disminuyeron significativamente el porcentaje de germinacion (figura 7)

y aumentaron el tiempo de germinacion (figura 9), lo cual es un indicador de distrés.

Porcentaje de germinacion
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Figura 7. Porcentaje de germinacion de las semillas elicitadas.

Los tratamientos consistieron en distintas concentraciones de estresores (AS= acido
salicilico, Q=quitosano). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas
(Tukey p<0,05).

En la figura 8 pueden observarse las curvas de germinacion en el tiempo para los
distintos tratamientos, entre las que destaca que, para el quitosano en la dosis mas
alta, la tasa de germinacion es muy similar a la del acido salicilico 10 mM antes del
dia 15, pero a partir de ese momento ambas se separan, aumentando en el caso
del quitosano. Esto puede deberse a que un nimero mayor de semillas en el caso
del &cido salicilico 10 mM murieron, mientras que, las tratadas con quitosano en
1500 pg/mL sélo se vieron afectadas, pero finalmente lograron superar la toxicidad
provocada por el tratamiento.

Por el contrario, las dosis 0,1 y 1 mM de acido salicilico y 15 pg/mL de quitosano
redujeron significativamente el tiempo de germinacion; lo que indica que dichas
dosis en las condiciones evaluadas se encuentran dentro del rango de eustrés para

las semillas de apio.
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Figura 8. Curvas de germinacion de las semillas de apio elicitadas.

Los tratamientos consistieron en distintas concentraciones de estresores (AS=acido
salicilico, Q=quitosano). Los puntos representan las medias de tres repeticiones. La unidad
experimental consistio en cincuenta semillas.
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Figura 9. Tiempo de germinacion (t50) de las semillas de apio elicitadas.

Los tratamientos consistieron en las distintas concentraciones de estresores (AS=acido
salicilico, Q=quitosano). Los valores se calcularon a partir de las curvas de germinacion
mostradas en la Figura 8. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas (Tukey p<0,05).
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Es posible que lo anterior se deba a que, en estas dosis bajas, el acido salicilico y
el quitosano estimulen las vias de sefializacion de la giberelina y el H202 en las
semillas de apio, ya que se han descrito interacciones similares para estos elicitores
en otros modelos vegetales, como es el caso del chile (Capsicum annum) (Mejia-
Teniente et al., 2013).

ii. Desarrollo de las plantulas de semillas elicitadas

Los mecanismos fisiolégicos de defensa desencadenados por la elicitacion de
semillas influyeron de forma persistente en el desarrollo de las plantulas, y pudieron
observarse diferencias significativas en las plantulas incluso 60 dias después del
trasplante. Para ilustrar tales diferencias, la figura 10 muestra una plantula
representativa proveniente de cada tratamiento. Resulta destacable que para el
tratamiento de acido salicilico 10 mM el desarrollo del tallo se vio limitado
significativamente mientras que, para la raiz, la diferencia con respecto al control no
fue significativa. Estos resultados pueden corroborarse con los resultados del
analisis estadistico de los datos de peso seco y peso fresco que se presentan mas

adelante en esta seccion (figura 12).

Los cambios fenotipicos son especialmente relevantes en el apio por ser un cultivo
apreciado principalmente por sus peciolos y para el que las variables de
crecimiento, como la longitud y el peso, estan estrechamente relacionadas con el
rendimiento y el valor comercial. El uso de estresores puede estar asociado con la
bioestimulacién que suele observarse como un mayor crecimiento o un incremento
de alguna otra caracteristica fenotipica. Sin embargo, el estrés también puede
asociarse a una elicitacion, observada en cambios metabdlicos que pueden llevar a
una acumulacion de metabolitos bioactivos o un aumento en la tolerancia a otros
tipos de estrés. Por esta razon, un tratamiento de elicitacion podria ajustarse a
distintos objetivos de productividad, lo que dificulta ain mas la generalizacion de las

dosis para su aplicacién en distintos cultivos.
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Figura 10. Fotografias representativas del crecimiento de las plantulas provenientes
de semillas elicitadas.

La figura 11 muestra los efectos de la elicitacion en el didametro y la altura de las
plantulas provenientes de las semillas tratadas. Las plantulas que emergieron de
semillas tratadas con &cido salicilico 10 mM presentaron una altura y un diametro
reducidos, asi como un menor peso fresco y seco de raices y partes aéreas. En
cambio, las semillas tratadas con 150 pg/mL de quitosano dieron lugar a plantulas
mas altas y pesadas que las tratadas con cualquier dosis de &cido salicilico, sin
revelar diferencias significativas en comparacion con el grupo de control (figura 12).
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Figura 11. Crecimiento de las plantulas provenientes de semillas elicitadas.

Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
Q=quitosano). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey
p<0,05).

Estos resultados significan que el quitosano aplicado a las semillas en 15 pg/mL
reduce significativamente el tiempo de germinacion sin afectar el desarrollo normal

de las plantulas, por lo que puede afirmarse que tiene un efecto bioestimulante.

Los efectos observados para las dos dosis menores de quitosano (15 y 150 pg/mL)
pueden ser ventajosos para el desarrollo de tecnologias de priming destinadas a
estimular el metabolismo pregerminativo para mejorar la uniformidad de la
germinacién en campo y, al mismo tiempo, proteger las plantulas de condiciones
adicionales de estrés. Sin embargo, aun es necesario describir el efecto de estas
dosis en la tolerancia cruzada al estrés de las semillas de apio. Por lo anterior, una
perspectiva a futuro es probar los tratamientos que generen mayores diferencias en
modelos de sequia, el tipo de estrés que mayores pérdidas econdmicas representa

para el cultivo de apio (Davis et al., 2022).
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Figura 12. Peso seco y fresco de las plantulas provenientes de semillas elicitadas.
Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
Q=quitosano). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey
p<0,05).

iii. Perfil metabdlico y cuantificacion de ftalidos

Las semillas de apio poseen un alto contenido de ftalidos bioactivos que las hace
importantes para la industria alimentaria y justifica su consumo como
fitomedicamento. Los hallazgos de este trabajo demuestran que la elicitacion
estimula la biosintesis de ftalidos en las semillas de apio, lo que refuerza el papel
defensivo y la relevancia de estos metabolitos en la respuesta inmune de esta
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especie. Se ha reportado que ftalidos poseen actividad antibacteriana, antifingica
e insecticida y que su acumulacion correlaciona con la infeccion microbiana en
Angelica sinensis (Oliv.) (Feng et al.,, 2021). Ademas, se descubrié que el
Senkyundlido A (sedanendlido) es el metabolito principal responsable de la
resistencia planta-huésped en el apio, un proceso en el que tanto el acido salicilico
como el quitosano desempefian un papel importante. A partir de la cuantificacion de
3-n-butilftédlido y la semi-cuantificacion de Senkyundlido A, con los resultados de
este trabajo observamos que la acumulacion de ftalidos en las semillas de apio tras
la elicitacion con acido salicilico se comporta de una manera no lineal que
corresponde a la curva de la hormesis. Es decir, existe una acumulacion de igual
magnitud ante la elicitacion con la dosis méas baja y alta probadas (0,1 y 10 mM),
que no se observa para la dosis media (1 mM). Las diferencias fueron
estadisticamente significativas para todos los tratamientos en comparacion con el
grupo de control, excepto para el 3-n-butilftdlido tras el tratamiento con &cido
salicilico 1 mM (figura 13). El contenido de Senkyundlido A aument6 al doble y el de
3-n-butilftélido fue 1,3 veces mayor que el del control tras los tratamientos con 0,1y

10 mM de é&cido salicilico.

Aumentar el contenido de ftalidos en las semillas de apio puede ser ventajoso para
sus aplicaciones medicinales, ya que numerosos reportes atribuyen las principales
actividades neuroprotectoras, antiinflamatorias, antimicrobianas y repelentes de
insectos del extracto de semillas de apio al senkyunodlido A y al 3-n-butilftalido
Marco-Contelles & Zhang, 2020; Powanda et al., 2015). Ademas, un mayor
contenido en ftalidos también supone una ventaja para la comercializacion de
productos derivados de las semillas de apio, ya que estos metabolitos se utilizan
como compuestos marcadores para estandarizar fitomedicamentos hipotensores
producidos a partir de semillas de apio (Powanda et al., 2015). Por otra parte, el
aumento en el contenido de ftalidos para la dosis de quitosano 15 pg/mL también

es evidencia que contribuye a la afirmacién de que este elicitor en tal dosis presenta
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un efecto bioestimulante en A. graveolens, en el que tanto la defensa como el

metabolismo primario se encuentran activados.
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Figura 13. Contenido de ftalidos en semillas elicitadas.

Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
Q=quitosano). La cuantificacion se realiz6 por CG-MS. Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas (Tukey p<0,05)
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En la figura 14 se muestra el cromatograma de una de las muestras analizadas. En
dicha figura, los picos que corresponden al senkyundlido A, el ftalido mas
abundante, y al 3-n-butilftalido se encuentran indicados con una flecha. La
identificacion del 3-n-butilftalido se realiz6 a partir de la comparacién del tiempo de
retencidén con la de un estandar analitico. A partir de la integracion de los picos de
los cromatogramas, se construyo el perfil de metabolitos del extracto diclorometano
de las semillas para los grupos de tratamiento y control, el cual se muestra en la
tabla 4. Un total de 25 compuestos fueron detectados en las muestras, de los cuales
doce (12) pudieron identificarse tentatitavemente con una puntuacion de similitud
mayor al >86 % cuando se compararon con la base de datos de metabolitos NIST
11.
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Figura 14. Cromatograma obtenido por CG-MS del extracto de diclorometano de las
semillas elicitadas.

De los metabolitos presentes en las muestras, los ftalidos, los acidos grasos y los

sesquiterpenos son los grupos funcionales mayoritarios. Los compuestos mas
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abundantes en los extractos fueron el senkyundlido A, el estearato de glicerilo, un
monoéster del acido estearico y el 3-n-butilftalido, que representaron una media del
45,9145 %, 13,7+6,1 % y 10,3+0,6 %, respectivamente, del area porcentual total
de todas las muestras. De la composicion encontrada en este estudio, destaca el
elevado porcentaje de ftalidos (56,2+5,1 %) y la ausencia de monoterpenos. Lo
anterior porgue se han reportado perfiles metabdlicos obtenidos por CG-MS en los
qgue el limoneno, el a-terpineno y el a-tujeno conforman alrededor del 20 % de los
extractos de semillas de apio obtenido por métodos de extraccion por solventes
(Sellami et al., 2012) y por destilacion (Dgbrowska et al., 2020; Teixeira et al., 2013).
El porcentaje de rendimiento de ftalidos obtenido en esta investigacion indica que la
extraccion con diclorometano asistida por ultrasonido es un método eficiente para
obtener una fraccion enriquecida de ftalidos a partir de semillas de apio, en
comparacion con resultados obtenidos a partir de la extraccion con otros solventes
(Sellami et al., 2012).

Respecto a los sesquiterpenos, el perfil de metabolitos de las semillas también
muestra la presencia de a- y B-selineno (6,3+2,1 %), cuyas proporciones en las
muestras variaron significativamente tras la elicitacion. El contenido relativo de
ambos sesquiterpenos aumenté en las semillas sumergidas en la solucion de acido
salicilico 0,1 mM en comparacién con el grupo de control. Cabe destacar que el
aumento fue significativo con respecto al valor observado para el acido salicilico 1
mM, pero no asi con respecto al acido salicilico 10 mM; es decir, la dosis mas baja
de &cido salicilico estimula la biosintesis de terpenoides en una medida similar a la
dosis mas alta probada. Este aumento es relevante ya que los terpenoides son
marcadores de calidad que contribuyen al perfil aromatico y a la bioactividad de los

extractos de semillas de apio (Kokotkiewicz, A. & Luczkiewicz, 2016).
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Tabla 4. Perfil metabdlico de las semillas de apio (Apium graveolens L.).

area (%)
o control acido salicilico (mM) quitosano (ug/mL)
3
compuesto TR? 0,1 1 10 15 150 1500
tentativo (min)
«» B-selineno 11,2 3,4+1,9° 8,1+0,6° 3,0+1,2° 5,2+1,6%° 4,940,9% 5,3+1,5% 5,6+1,0%°
_g
E
g a-selineno 11,4 0,9+0,6° 2,0+0,1° 0,6+0,3° 1,0+0,3° 1,3+0,3%° 1,5+0,3%° 1,340,2%°
(]
3-n- 14,5 10,9+0,8° 10,0+2,4° 10,0+2,8° 11,1+1,9° 10,7+0,8° 9,840,2° 9,640,1°
é butilftalido
i:@ senkyundlido 15,8 48,143,1% 48,5+2,7%° 45,1+5,5¢ 55,3%2,2° 50,3+1,3%> 50,1+1,6%°¢ 48,6+1,3
A
4cido 20,8 2,940,5° 1,4+0,3¢ 1,7+0,1¢ 2,0+0,2%¢ 1,9+0,5 1,7+0,0° 2,5+0,1%
palmitico
2 acido 24,0 5,6+1,0° 3,4+0,7° 2,9+0,3° 4,3+0,6% 4,3+0,3% 4,340,5%° 5,4+0,1°
@ petroselinico
(]
é gliceril 33,5 3,3%£0,7° 1,3+0,9% 3,8%0,4° 0,9£0,2°¢ 2,0+0,420¢ 2,5+0,8% 2,9+0,2%°
‘'S palmitato
MO
gliceril 35,8 10,845,1° 8,5+0,2° 28,1646,9° 8,6+1,3% 14,2+3,5° 15,84+3,6% 11,8+0,7°
estearato

1 TR: tiempo de retencion.
Los resultados muestran la media de tres repeticiones + la desviacion estandar. Diferentes letras indican una diferencia estadistica significativa de
acuerdo con una prueba de Tukey, p<0,05.
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Al mismo tiempo, el acido salicilico 0,1 mM mostré la menor proporcion de acidos
grasos. El contenido relativo de estos compuestos, que comprenden el 22,7+9,4 %
de la composicion porcentual de todas las muestras, también fluctu6 en respuesta
a los tratamientos con elicitores. El acido petroselinico representd una mayor
proporcion en las semillas tratadas con 1500 pg/mL de quitosano en contraste con
las dos dosis mas bajas de acido salicilico, mientras que no difirio significativamente

del &cido salicilico 10 mM.

Del mismo modo, el contenido relativo de &cido palmitico es menor en las dos dosis
mas bajas de 4cido salicilico y quitosano que en el grupo de control. En cambio, se
observa lo contrario para los monoacilgliceroles. Estos metabolitos representan una
mayor proporcion del extracto obtenido del tratamiento con &cido salicilico 1 mM, la
dosis intermedia, un comportamiento hormético que también puede observarse para
el estearato de glicerilo en respuesta al quitosano. Nuestras observaciones sugieren
que la activacion de la via biosintética de los &cidos grasos juega un papel relevante
en la respuesta de las semillas de apio al estrés, tal y como se ha propuesto
previamente para otros modelos vegetales (He & Ding, 2020). Sin embargo, la
defensa no es la Unica funcion de los lipidos en las semillas, ya que esta bien
documentado que, durante la imbibicién de las semillas, la disposicion de los lipidos
proporciona a las membranas la capacidad de ajustar su fluidez y permeabilidad,
ademas de permitir las funciones propias de canales y receptores para iniciar la
germinacion (Doria et al., 2019). Por lo tanto, el futuro analisis cuantitativo adicional
del perfil completo de acidos grasos de las semillas de apio proporcionaria valiosas
pruebas adicionales para apoyar y detallar esta observacion.

iv. Compuestos fendlicos, flavonoides y actividad de PAL

La respuesta de las semillas de apio a la elicitacion también pudo observarse en la
acumulacion de flavonoides. Los flavonoides son metabolitos especializados, y su
papel en la fisiologia de las semillas esta bien documentado (Lepiniec et al., 2006).
El contenido de flavonoides encontrado en este estudio vario de 12,25 a 15,44 mg/g
de semillas secas, correspondiendo a lo que ha sido reportado en otros trabajos de
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investigacion (Nguyen Thu et al., 2021; Lin et al., 2007). Aqui, encontramos que el
contenido de flavonoides aumento significativamente en respuesta a 1 y 10 mM de
acido salicilico en comparacion con el grupo control (figura 15). Sin embargo, la
respuesta al estrés en las semillas de apio en las condiciones de este ensayo no se
caracterizo6 por la acumulaciéon de compuestos fendlicos, ya que el ensayo no reveld
diferencias estadisticas entre los tratamientos para el contenido total de compuestos

fendlicos (figura 15).

Por otra parte, la tendencia observada para el contenido de compuestos fendlicos
estd respaldada por los resultados relativos a la PAL y a las actividades
antioxidantes no enzimaticas. La PAL cataliza la transformacién de L-fenilalanina en
acido trans-cinamico en el primer paso de la via de los fenilpropanoides. De ahi que
su activacion se correlacione positivamente con la biosintesis de compuestos
fendlicos. Nuestros resultados muestran que no existian diferencias estadisticas
significativas para la actividad PAL entre los tratamientos y el grupo de control
(figura 16). Esta observacion podria estar relacionada con el hecho de que la PAL
se activa normalmente en las semillas durante las primeras etapas de la
germinacion para producir tanto acidos fendlicos libres como compuestos fendlicos
estructurales unidos a las matrices de las paredes celulares (Cho & Lim, 2018). No
obstante, una diferencia significativa se observo en la actividad enzimatica para el
acido salicilico 10 mM en comparacion con el acido salicilico 1 mM, 15, y 150 pug/mL
de quitosano, lo que indica que las dosis angustiosas mas altas fuerzan la
biosintesis de fenilpropanoides defensivos en las semillas de apio, probablemente
debido a la acumulacion de especies reactivas del oxigeno.
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Figura 15. Contenido de flavonoides y compuestos fendlicos totales en las semillas
elicitadas.

Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
Q=quitosano). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey
p<0,05).
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Figura 16. Actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL) en las semillas elicitadas.
Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
Q=quitosano). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey
p<0,05).

v. Actividad antioxidante no enziméatica

La actividad antioxidante no enziméatica no mostrd, por un lado, diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos y el grupo de control en el ensayo
DPPH. Por otro lado, la actividad antioxidante determinada mediante el método de
ABTS fue significativamente mayor en magnitud y mostré un aumento en la dosis

mas alta de 4cido salicilico (10 mM) (figura 17).
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Figura 17. Actividad antioxidante de las semillas elicitadas determinada mediante
los ensayos de DPPH y ABTS.

Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
Q=quitosano). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey
p<0,05).

Este contraste entre ensayos puede explicarse a través de los hallazgos de Floegel
et al. (2011) considerando el alto contenido de compuestos medianamente polares
en las semillas de apio que se observo en el andlisis del perfil metabdlico. Sus
resultados sugieren que el ensayo ABTS refleja la actividad antioxidante ejercida
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por mezclas complejas de metabolitos hidrofilicos y lipofilicos con mayor precision
que el ensayo DPPH, que correlaciona principalmente con el contenido de
compuestos fendlicos y otros compuestos altamente hidrofilicos. Aunque la
extraccion para los ensayos de actividad antioxidante no enziméatica se realiza con
metanol, mientras que el perfil metabdlico analizado fue el del extracto
diclorometanico, existe un efecto de cosolvatacién cuando una muestra compleja se
extrae. Es decir, un solvente mas polar es capaz de extraer metabolitos menos
polares cuando estos se encuentran juntos en la muestra en comparacion con un

estado puro (Young et al., 2010).
vi. Actividad antioxidante enziméatica

La elicitacion también afectd significativamente a la actividad de las enzimas
antioxidantes en las semillas de apio las cuales fungen como marcadores de estrés

oxidativo (figuras 18 y 19).

En el caso de la CAT (figura 18), la actividad enzimatica aumento tras la exposicion
a acido salicilico 0,1 y 1 mM, mientras que se observé una disminucion de la
actividad para las dosis mas altas del elicitor en comparacién con las dosis medias
(acido salicilico 1 mM y 150 pg/mL de quitosano). La CAT es una enzima que
cataliza la reduccion de H202 a agua y oxigeno molecular para evitar el dafio
oxidativo, y tiene un papel activo en la respuesta de la planta al estrés (Mhamdi et
al., 2010). Sin embargo, también se ha reportado una disminucion en la actividad
de la CAT bajo altos niveles de estrés oxidativo, por lo que su disminucion puede

ser considerada evidencia de distrés (Shim et al., 2003).
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Figura 18. Actividad de la catalasa (CAT) en las semillas elicitadas.

Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
Q=quitosano). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey
p<0,05).

El efecto distresante del &cido salicilico 10 mM fue reforzado por los resultados del
ensayo de actividad SOD (figura 19), que también mostr6 un comportamiento no
lineal con respecto a la dosis. En contraste con lo observado para la actividad de la
CAT, en las semillas tratadas con acido salicilico 10 mM se observé un aumento en
la actividad de SOD en comparacion con el grupo control y las dos dosis intermedias
(acido salicilico 1 mM y quitosano 150 pug/mL). Esta observacion resulta esperada,
pues un aumento en la actividad de SOD esta relacionado con altos niveles de
estrés, lo que también se ha descrito en otros cultivos modelo, como es el caso de
Brassica juncea L., también llamada mostaza castafia 0 mostaza china (Gupta et
al., 2009).

De hecho, la SOD es considerada la primera linea de defensa vegetal en contra del
estrés en general y un componente principal del sistema que protege a las plantas
del estrés oxidativo. Cuando las especies reactivas de oxigeno se acumulan, la SOD

cataliza la dismutacion del radical superoxido (O2) a peroxido de hidrogeno (H202)
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y oxigeno (Oz), especies menos reactivas, disminuyendo asi el posible dafio a

biomoléculas funcionales (Mishra et al., 2023).

Actividad enzimatica SOD
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Figura 19. Actividad de la superéxido dismutasa (SOD) en las semillas elicitadas.
Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
Q=quitosano). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey
p<0,05).

b. Experimento de elicitacion de plantas

Existen muchas variables que moldean la respuesta fisiolégica al estrés de los
cultivos; por esa razon, el disefio de un protocolo de elicitacion debe considerar
cuidadosamente variables adicionales a la dosis como la etapa fenologica o de
desarrollo en la que se encuentra la planta, el modo de aplicacion de los elicitores y
el objetivo de la elicitacion (Godinez-Mendoza et al., 2023). En esta investigacion,
planteamos el objetivo de estimular la sintesis de metabolitos especializados para
mejorar la calidad del apio y productos derivados de valor comercial, como sus
semillas. Por ello, propusimos aplicar los tratamientos a plantas jovenes, que suelen
tener una respuesta fisiologica mas rapida e intensa que las plantas adultas debido
a que han experimentado menos eventos estresantes que aumenten su
adaptabilidad (Patricia et al., 2016). La figura 20 muestra fotografias de las plantas

ensayadas.
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acido salicilico (mM)

quitosano(pg/mL)
150 1500

Figura 20. Aspecto de las plantas 24 horas después de la aplicacion foliar exgena
de los elicitores.

El apio es una planta bienal que alcanza la madurez aproximadamente a los 120
dias después del transplante, fecha en la que usualmente es cosechada. Con ese
antecedente se planteo llevar a cabo la aplicacion de los tratamientos en el dia 60
después del transplante y muestrear tanto tallos como hojas por ser las partes de la
planta que mas se consumen. El tiempo de muestreo fue establecido en 24 horas
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después de la aplicacion de los tratamientos con base en un experimento piloto
realizado previamente (datos no reportados). En ese tiempo, los efectos de la

aplicacion de los elicitores pudieron observarse a simple vista (figura 20).

Aunque la presencia de algunas hojas descoloridas fue parte del aspecto normal de
las plantas desde antes de la aplicacion de los tratamientos, un color en general
mas claro pudo observarse para los tratamientos de quitosano 150 y 1500 pg/mLy
el per6xido de hidrégeno en 20 y 200 mM. Sin embargo, el efecto mas destacable
fue provocado por el acido salicilico 10 mM que provocé la muerte de varias hojas,
las cuales pudieron apreciarse enrolladas, sin turgencia y de un color verde cenizo
(figura 20). En el caso de los tratamientos con las menores dosis, &cido salicilico 0,1
mM, peréxido de hidrégeno 2 mM y quitosano 15 pg/mL no hubo diferencias

observables con respecto al control.
i. Analisis de metabolitos de bajo peso molecular

El andlisis de metabolitos permitio identificar 97 metabolitos, de los cuales 36 se
encontraron presentes en todas las muestras. A partir de éstos se construyo el perfil
metabolico que se presenta en la tabla 5. Los metabolitos mayoritarios identificados
en el extracto de diclorometano pertenecen a los grupos quimicos de los acidos
grasos, terpenoides, incluyendo fitoesteroles y ftalidos. En menor abundancia

también se identifico la presencia de furanocumarinas, como el isobergapten.

Las furanocumarinas son un grupo de metabolitos especializados que esta
directamente relacionado con el sistema defensivo de las plantas de la familia
Apiaceae y se ha reportado que, en el apio, se acumulan diferencialmente en hojas
y peciolos durante la interaccion planta-patdégeno (Stanley-Horn, 1999; Ataga et al.,
1993). Las furanocumarinas también pueden hallarse en apio sano, aunque en
menor concentracion, entre 0,1y 1 pg/g de peso seco (Najda, et al., 2015). En este
estudio, el isobergapten, bergapten y la isopimpinelina fueron identificados, sin
embargo, solamente el primero pudo analizarse cuantitativamente por estar

presente en todas las muestras, aungque no se observaron diferencias significativas
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en su contenido debidas a los tratamientos. Ademas, cabe contrastar que ninguna
furanocumarina fue detectada en las semillas de apio. Aunque las furanocumarinas
presentan bioactividad, o que les confiere un posible uso terapéutico contra una
variedad de enfermedades (Krishnan, 2023), la estimulacion de la biosintesis de
furanocumarinas puede resultar poco ventajosa en el caso del apio para consumo
en fresco. Esto se debe a que estos compuestos pueden reaccionar con las bases
nucleicas del ADN ante la radiacion UV-A provocando fototoxicidad, lo que resulta
en lesiones en la piel y un aumento del riesgo de padecer cancer (Christensen,
2018). Por esa razon, una extraccion y analisis selectivos de las furanocumarinas
es indispensable para poder proponer un protocolo de elicitacion seguro para Apium

graveolens u otros cultivos de la familia Apiaceae.

Por su parte, los ftalidos también se presentaron en mayor variedad en las hojas y
peciolos, aunque en menor abundancia que en las semillas. En total pudieron
identificarse cinco ftadlidos que se encontraron en todas las muestras: el 3-n-
butilftalido, la lactona del acido sedandnico, el senkyundlido A, también denominado
sedanenolido, el 3-isobutiliden ftalido y el ligustilido. Todos estos ftalidos ya habian
sido descritos en plantas de apio, y en este trabajo, solamente el 3-n-butilftalido y el
senkyundlido A pudieron identificarse en las semillas. Resulta destacable que en
ninguno de los dos analisis pudo identificarse el sedandlido (3-butil tetrahidroftalido)
gue se ha reportado como el ftalido mayoritario en otros casos (MacLeod et al.,
1988). Sin embargo, existen dos posibles explicaciones a esta observacion. En
primer lugar, esto puede deberse al origen de la semillas y plantas analizadas, pues
se ha demostrado que el perfil metabdlico varia significativamente de acuerdo con
su origen geografico (Turner et al., 2021). Alternativamente, el sedandlido podria
estarse presentando en forma de la lactona del acido sedandnico, la cual se ha
reportado que puede convertirse en sedanolido por tratamiento con base acuosa
(Bjeldanes & Kim, 1976).

La aplicacién de elicitores en las plantas provoco diferencias en el contenido de

ftalido que se relacionaron con la dosis y el elicitor. El acido salicilico 1 mM provocé
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un aumento significativo con respecto al control en el contenido de 3-n-butilftalido,
lactona del acido sedanonico, senkyundlido Ay el 3-isobutiliden ftalido mientras que,
este efecto pudo ser observado solamente en la lactona del 4cido sedandnico, el
senkyunolido Ay el 3 isobutiliden ftalido para el acido salicilico 10 mM. Sin embargo,
es posible que esta falta de correlacion para el 3-n-butilftalido se deba al bajo
contenido del metabolito que se encontré6 en los extractos, lo que limita su
estimacion. Por otra parte, el peroxido de hidrogeno en las tres concentraciones
probadas (2, 20 y 200 mM) provocé un aumento significativo en el contenido de la
lactona del acido sedandnico y el senkyundlido A, que solamente pudo observarse
con la dosis mas alta (200 mM) en el caso de los ftalidos menos abundantes.
Finalmente, el analisis también mostré que el quitosano en 150 pg/mL también
estimuld la sintesis de los tres ftalidos mas abundantes: la lactona del acido
sedanonico, el senkyundlido Ay el 3 isobutiliden ftalido. La acumulacion de ftalidos
observada en este experimento de elicitacion en plantas corresponde a los
hallazgos reportados en el experimento de las semillas y refuerza la funcion de los
ftalidos en la defensa vegetal.

En los extractos analizados se encontraron tres compuestos que pudieron
identificarse como neofitadieno, lo que es correspondiente con la literatura, ya que
este diterpeno aciclico es un algueno que posee tres isdmeros estructurales, los
cuales se han reportado como metabolitos vegetales (Aboaba et al., 2016). En el
apio, el contenido de neofitadieno ha sido relacionado con la actividad antifingica
del aceite esencial, lo que sugiere una funcion como fitoalexina, aunque la
abundancia de este metabolito dependié en gran medida del origen geografico de

la muestra (Marongiu et al., 2013).
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Tabla 5. Perfil metabdlico de las plantas de apio (Apium graveolens L.) tras la elicitacion.
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2,3+2,7%

8,1+2,9°

5,5+3,3°¢

1,2+0,7°

0,7+0,3°

0,60,5

ab

1,3+0,6°

2,1+2,2¢

5,3+2,3°

3,31£3,8°

8,7£2,4°

4+2,9°

1,4+1,1°

0,9+0,2°

0,6%0,3

ab

1,5+0,2°

0,9+0,1°

6,6+1,1°

1,2+0,4°

9,4+1,2°

3,4+1,2°2

0,8+0,72



campesterol

estigmasterol

B-sitosterol (1)

B-sitosterol (2)

ergost-5-eno-

3-25-diol

6-ergostenol

1 TR: tiempo de retencién.

34,2

34,5

35,2

35,5

35,7

36,0

3,7+2,9°

15,9+1,2

ab

8,8+1,1°

0,9+0,5°

0,6+0,7°

3,2+1,3°

2,5¢1,1¢

16,1+1,9

ab

9,5+1,6°

0,5+0,3°

0,2+0,1°

2,4+1,2°

2,620,7°

17,141,2

ab

9,6+0,8°

0,6+0,4°

0,3+0,2°

2,9+0,6°

2,2+0,6°

18,1+1,1

a

5,3+0,4°

0,7+0,3°

0,4+0,4°

2,3+x0,6°

2,5+1,0°

15,8+1,9

ab

9,3+0,5°

0,7+0,7°

0,4+0,2°

3,0£0,6°

3,2+0,9°

16,1+1,1

ab

8,8+1,2°

0,840,4°

0,5+0,4°

3,0£0,7°

2,6+1,0°

16,1+1,7

ab

6,3+1,8

ab

0,6+0,4°

0,4+0,3°

2,9+0,6°

2,5¢1,1°

13,1+4,5

b

10,5+3,2

a

0,6+0,4°

0,4+0,2°

2,610,3°

5,545,3¢

14,3+4,7

ab

7,244,2 2

1,0+0,8°

0,8+0,7°

2,3%1,2°

2,6+0,9°

16,3+£1,9

ab

8,6+1,1°

0,6+0,3¢

0,4+0,3°

3,1+0,7°2

Los resultados muestran la media de tres repeticiones + la desviacion estandar. Diferentes letras indican una diferencia estadistica significativa de

acuerdo con una prueba de Tukey, p<0,05.
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En este estudio, se observd un aumento significativo de los tres isomeros del
neofitadieno tras la elicitacion con quitosano 1500 pg/mL que no se observo para
los demas tratamientos. Dado que se ha demostrado que el neofitadieno es un
diterpeno cuya sintesis depende de la ruta del &cido jasmédnico (Boland et al., 1995),
esta observacion permite sugerir que, efectivamente, el quitosano, a diferencia del
acido salicilico y el peréxido de hidrégeno, activan los mecanismos de resistencia
sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés) (El Arroussi et al., 2018). La ISR
esta relacionada con las interacciones de las plantas con insectos herbivoros, y
dado que la quitina puede encontrarse en los exoesqueletos de éstos, resulta
plausible que el quitosano pueda percibirse como un PAMP o HAMP y activar las
rutas de defensa mediadas por jasmonatos (Ngaki et al., 2020). Si bien se ha
reportado que tanto el &cido salicilico como el 4cido jasmdnico juegan un papel en
la ISR aun pueden diferenciarse ambas rutas metabdlicas en la defensa vegetal (Yu
et al., 2022).

Otro metabolito relevante que pudo analizarse en los perfiles metabélicos fue el fitol.
El fitol es otro diterpeno aciclico que en su forma libre es un componente minoritario
en el cloroplasto, ya que principalmente es un producto de la hidroélisis de la clorofila,
por lo que se encuentra directamente relacionado con las respuestas al estrés y los
procesos de senesencia (Gutbrod et al.,, 2021). Ademas, este terpenoide es un
precursor en la sintesis de tocoferol y filoquinona (vitamina E y K1) que son un
compuesto con importante funcion antioxidante y un acarreador de electrones del
fotosistema |, respectivamente (Gutbrod et al., 2019). En este trabajo, se encontro
un contenido porcentual de fitol significativamente mayor que el control en las dosis
mas altas tratadas de todos los elicitores (AS 0,1 mM, PH 200 mM y Q 1500 ug//mL)
asi como para el AS 1 mM. Esta observacion, aunado a los recientes hallazgos
respecto al metabolismo de este compuesto en las plantas y su ubicuidad permiten
sugerir que podria utilizarse como un marcador de estrés en futuros analisis. Por

esa razon, el desarrollo y validacién de un método de cuantificacién de fitol es una

75



perspectiva con posible aplicacion en el modelado de respuestas defensivas y la

hormesis.

Un terpenoide més para el que se observd una diferencia estadisticamente
significativa tras el tratamiento con AS 10 mM fue el escualeno. Esta variacion en el
contenido del metabolito de 40 carbonos resulta interesante porque éste es un
precursor de los fitoesteroles, que a su vez son precursores de los brasinoesteroides
(BR), un tipo de fitohormonas que también tienen funcién reguladora durante las
respuestas al estrés. En relaciébn con este metabolito, otros fitoesteroles pueden
observarse en el perfil metabdlico de las muestras. De hecho, el compuesto mas
abundante en los extractos fue el estigmasterol seguido del B-sitosterol y, en menor
proporcion también se encontraron el campesterol, d-ergostenol, desmosterol, un
isdmero del B-sitosterol y el ergost-5-eno-3-25-diol. Este perfil corresponde con lo
reportado en otros trabajos (Saini et al., 2021). En respuesta a la elicitacion de las
plantas de apio con AS 10 mM, también se observé un aumento en el contenido
porcentual del estigmasterol y una aparentemente paraddjica disminucion del
contenido de B-sitosterol, sin que el resto de los esteroles presentara fluctuaciones
significativas. Sin embargo, estas evidencias también son un indicador metabdlico
de estrés. Recientemente se ha propuesto que el estigmasterol es una molécula
relacionada con la sefalizacion celular en condiciones de estrés debido a que se
han observado cambios en su concentracion en tales condiciones. Ademas, se sabe
que el estigmasterol es sintetizado a partir del B-sitosterol (Aboobucker & Suza,
2019), lo que explica la disminucion de su contenido observada en esta
investigacion. Estas evidencias han llevado a considerar la relacion de [3-
sitosterol/estigmasterol un marcador metabdlico util para explicar relaciones entre

plantas y patégenos (Cabianca et al., 2021).

Finalmente, los componentes restantes en el extracto de diclorometano de los tallos
y hojas de apio fueron los &cidos y alcoholes grasos. Un total de 16 compuestos
gue pueden clasificarse en este grupo fueron identificados, entre los que se

encontraron tres formas isoméricas del acido a-linolénico y tres isomeros del acido
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9-12-octadecadienoico, los cuales estan diferenciados en la tabla mediante un
namero entre paréntesis. Se ha reportado que los acidos grasos presentan actividad
antioxidante y tienen funciones protectoras en contra del estrés oxidativo (De Bigault
& Cacas, 2016). Si bien, en este experimento no se observaron diferencias
estadisticamente significativas para ningin compuesto graso como consecuencia
de la elicitaciobn en contraste con lo que se observdé para las semillas. Es
conveniente destacar, ademas, que entre los &cidos grasos que fueron identificados
en las plantas no se encontro el acido petroselinico, que es uno de los acidos grasos
mayoritarios en las semillas. Esto se debe a que el &cido petroselinico es un acido
graso con una funcion de almacenamiento de energia, a diferencia del acido
linolénico que es parte de la membrana plasmatica (Cahoon & Ohlrogge, 1994). Por
esta razon, es plausible que la movilizacién de los depdsitos de &cido petroselinico
sea una primera respuesta metabolica en condiciones de estrés de las semillas de
las Apiaceae, pero gque las fluctuaciones en acidos grasos de las plantas no ocurran
en una primera instancia. Por estas razones, para mejorar el andlisis de las
fluctuaciones que la elicitacién provoca en los niveles de &cidos grasos de las
plantas, seria necesario analizarlos a lo largo del tiempo y con un método selectivo

gue permita su cuantificacion.
ii. Compuestos fendlicos, flavonoides y actividad de PAL

Los compuestos fendlicos son los metabolitos mas ubicuos entre las especies del
reino vegetal. Su funciébn como metabolitos especializados en la defensa esta bien
descrita (Caretto et al., 2015). Sin embargo, resulta destacable que el contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides encontrado en las plantas de apio fue cerca del
doble que el encontrado en las semillas. Adicionalmente, la elicitacion con AS 0,1y
1 mM, asi como con PH 20 mM si provoca la acumulacion de compuestos fenélicos
totales y flavonoides en las plantas con respecto al control (figura 21). Ademas, el
PH 2 mM y el quitosano en las dosis 150 y 1500 pg/mL también provocaron una

acumulacion de flavonoides con respecto al control, si bien en el caso de los
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compuestos fenodlicos totales las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.
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Figura 21. Contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides en las plantas
elicitadas.

Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
PH=peroxido de hidrégeno, Q=quitosano). Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas (Tukey p<0,05).
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Resulta destacable que el cambio de concentracién con respecto a la dosis, tanto
en los compuestos fendlicos totales y los flavonoides, presenta un comportamiento
hormético en las dosis probadas de &cido salicilico y peréxido de hidrogeno. Este
comportamiento puede observarse como un aumento significativo en la cantidad de
metabolitos seguido por una disminucion en una dosis inmediata mayor. No ocurre
asi para el quitosano, lo que sugiere que aun podrian probarse dosis mas altas en

bldsqueda de la mayor estimulacion.

Los resultados para los compuestos fendlicos pueden relacionarse con la actividad
de la fenilalanina amonio liasa (PAL) (figura 22). En esta determinacion, un aumento
significativo con respecto al control fue observado en los tratamientos de AS 1y 10
mM, asi como para Q 150 y 1500 pg/mL; sin mostrar, sin embargo, un

comportamiento hormético.

Actividad enzimatica PAL

12

10
d
abc abpC =
C
0

Control AS0,1 AS1 AS 10 PH 2 PH20 PH200 Q15 Q150 Q1500

B )] (o]

actividad enzimatica (U/mg proteina)
N

Figura 22. Actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL) en las plantas elicitadas.
Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
PH=peroxido de hidrégeno, Q=quitosano). Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas (Tukey p<0,05).

Resulta interesante observar que la desviacion estandar debida a los tratamientos

es grande con respecto al valor de la media, lo cual puede estar reflejando una
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variacion debida al error, que podria deberse a una interferencia de matriz. Por esa
razon, una perspectiva de este trabajo es la realizacion de un analisis de
interferencias en diversas matrices vegetales para la determinacion

espectrofotométrica de la actividad de PAL.
iii. Actividad antioxidante no enzimatica

Con respecto a la actividad antioxidante no enzimatica pueden destacarse algunas
observaciones que corresponden con los niveles encontrados de compuestos
fendlicos y flavonoides en las muestras, en particular con los resultados del ensayo
de DPPH. De las similitudes encontradas entre las determinaciones destacan los
valores significativamente mayores encontrados para las dosis de AS0,1y 1 mMy
para el PH 20 mM (figura 23). Ademas, en contraste con los resultados de los
ensayos de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante no enzimatica obtenidos
para las semillas, en esta ocasion, un mayor contenido de compuestos antioxidantes
polares fue encontrado en las muestras de plantas. Esto puede observarse también
en los resultados del perfil metabdlico. De manera coincidente, la magnitud de la
capacidad antioxidante en general fue mayor para las muestras de plantas que para

las semillas.

Adicionalmente, los resultados de ambos ensayos (DPPH y ABTS) muestran que la
actividad antioxidante responde a una curva hormética dependiente de la dosis para
el peroxido de hidrégeno con respecto al control, lo que sugiere que la dosis de
maxima estimulacion de este elicitor se encuentra en el rango probado. De manera
similar, un maximo estimulatorio puede observarse en el ensayo de DPPH para el
acido salicilico entre 0,1 y 1 mM. Esta observacion no puede hacerse para el
quitosano, si bien si se presenta un aumento significativo en la actividad

antioxidante en la dosis 1500 pg/mL con respecto al control en el ensayo de ABTS.
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Actividad antioxidante ABTS
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Figura 23. Actividad antioxidante no enzimatica en las plantas elicitadas

determinada mediante los ensayos de DPPH y ABTS.

Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
PH=peroxido de hidrégeno, Q=quitosano). Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas (Tukey p<0,05).

iv. Actividad antioxidante enziméatica

Los ensayos de actividad antioxidante de SOD y CAT también reflejaron diferencias

significativas debidas a los tratamientos. Para ambas enzimas, un aumento de su
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actividad fue observado en los tratamientos con PH 20 y 200 mM, asi como para la
dosis mas alta de quitosano, 1500 pg/mL sin que se observe una disminucion de la
funcion en dosis altas, como ocurre en la respuesta hormética. Estos resultados se
relacionan con los observados para la actividad antioxidante no enzimética. En
ambos casos, un aumento estadisticamente significativo en la actividad enzimatica
pudo observarse en las plantas tratadas con SA 0,1, 1y 10 mM, PH 20y 200 mM y
Q 1500 pg/mL con respecto al grupo control, indicando que en tales dosis los
elicitores activan la defensa antioxidante del apio.

En el caso de las plantas, fue observada una correspondencia entre la actividad de
CAT y SOD con respecto a los tratamientos. Esta observacion resulta contrastante
con respecto a los resultados de los analisis en semillas, en los que altas dosis de
acido salicilico y quitosano provocaron una disminucién en la actividad de CAT. Lo
anterior sugiere que en las plantas la misma dosis de elicitores no provoca distrés;
es decir, las plantas de apio presentan una mayor plasticidad a la incidencia del
estrés y son capaces de soportar mayores dosis que las semillas. Este hallazgo
corresponde con otros reportes en los que se han evaluado dosis de estrés en
plantas y semillas (Nouripour-Sisakht et al., 2022), e incluso se ha demostrado que,
en una misma planta, la respuesta fisioldgica de hojas nuevas y maduras es
significativamente distinta ante las mismas dosis de estrés (Rankenberg et al.,
2021). Es frecuente que incluso en una misma planta diferentes 6rganos presenten
variaciones contrarias en la actividad de enzimas antioxidantes como CAT, SOD y
peroxidasa (POX), lo cual mas que representar una contradiccion pone de
manifiesto la gran especificidad de los diferentes tejidos en la planta y la complejidad

de los sistemas defensivos (Sz6éll6si, 2014).

En este sentido, podemos afirmar y recomendar que el analisis metabdlico en el
desarrollo de protocolos de elicitacion debe hacerse sobre un mismo organo
vegetal, elegido a partir del objetivo de la investigacion y preferentemente que los

organos muestreados se encuentren en un periodo de madurez similar.
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Figura 24. Actividad antioxidante enzimatica de la catalasa (CAT) y la superéxido
dismutasa (SOD).
Los tratamientos consistieron en distintas dosis de estresores (AS=acido salicilico,
Q=quitosano).
estadisticamente significativas (Tukey p<0,05).

PH=peroxido de hidrégeno,
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X. CONCLUSIONES

El objetivo de este trabajo consistié en estimular la respuesta metabdlica defensiva
de las plantas y semillas de apio mediante la aplicacion de los elicitores acido
salicilico, peroxido de hidrogeno y quitosano. Los resultados permitieron comprobar
la hipotesis de que es posible estimular la sintesis de ftalidos y compuestos fendlicos
bioactivos en semillas y plantas de apio, y que tal estimulacién es dependiente de
la dosis del elicitor de acuerdo con la hormesis. Principalmente, los cambios
observados en los niveles de metabolitos permitieron describir tres posibles
marcadores biolégicos de estrés. Por una parte, el acido petroselinico para las
semillas de Apiaceae; y, de manera equivalente, el fitol y el escualeno para las
plantas. Estos dos ultimos metabolitos mencionados son ubicuos en el reino vegetal,
por lo que podrian utilizarse para obtener informacion relevante respecto al nivel de
estrés en cualquier otra especie. De una manera similar, los hallazgos de este
trabajo confirmaron la relacién de la proporcion de B-sitosterol/estigmasterol con el
estrés, los dos fitosteroles son mayoritarios en las plantas de apio y estan presentes
la mayoria de las plantas. Con base en lo anterior, el desarrollo de métodos
selectivos de analisis para tales metabolitos en distintas matrices vegetales podria

simplificar la descripcién y modelado de la hormesis y las respuestas al estreés.

A partir de los hallazgos derivados de esta investigacion surgen también otras
perspectivas para el trabajo a futuro. Los cambios fisiol6gicos provocados por la
elicitacion, que pueden observarse en la variacion de los niveles de metabolitos
especializados, tienen en las plantas una funcion biolégica protectora que puede
derivar en el aumento de la tolerancia a otros factores de estrés. En el caso
particular del apio, aun es necesario evaluar si los tratamientos estimulantes aqui
probados tienen un efecto en la tolerancia a la sequia, que es el estresor que mas
afecta a su productividad. Seria particularmente ventajoso conocer si la elicitacion
de las semillas les confiere tolerancia a las plantulas. Esto permitiria proponer

tratamientos pregerminativos o “priming” para las semillas de apio que pudieran
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disminuir los problemas de baja uniformidad y porcentaje de germinacion, ademas

de mejorar la sobrevivencia de las plantulas en campo.

Finalmente, la complejidad de los sistemas vegetales se hizo clara, por lo que
resulta igualmente complejo proponer analisis que sean lo suficientemente
representativos del estado del sistema. Por esa razon, ademas de proponer
variables que puedan generalizarse para el mayor nimero de cultivares y especies,
es indispensable establecer condiciones normalizadas para el analisis de las
respuestas al estrés y la hormesis, asi como incorporar modelos estadisticos que
permitan la reduccién de la dimensionalidad de los datos y faciliten la construccién
de modelos computacionales que lleven a una prediccion y clasificacién confiable

para su uso en aplicaciones agricolas en un nivel global.
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