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RESUMEN

El arsénico (As) es un metaloide altamente toxico que puede ser absorbido por las plantas,
provocando un estrés que afecta sus procesos vitales. Ademads, las plantas activan
mecanismos de defensa que les permiten adaptarse a condiciones adversas, entre ellos la
modulacion de rutas metabolicas secundarias y la acumulacion de compuestos antioxidantes.
Esta problematica adquiere especial relevancia en cultivos de alto valor comercial y
nutricional, como la fresa, especie particularmente sensible a la presencia de As. Por lo tanto,
el objetivo fue estudiar el efecto de la absorcion de As sobre el metabolismo del cultivo de
fresa en sistema hidroponico. Primeramente, se utilizd un sistema hidroponico donde se
emplearon un control y diferentes concentraciones de As (0.01, 0.1 y 1 mg/L) utilizando
As(V) a partir de la sal (Na2HAsO4*7H,0). Tras 110 dias de crecimiento y contaminacion
del cultivo se recolectaron las estructuras vegetales de cada tratamiento para luego secarlas
y/o liofilizarlas, triturarlas y tamizarlas. Posteriormente, se evalu6 la acumulacion de As en
la planta de fresa fue mayor en la raiz, con un aumento significativo (p < 0.05) de hasta
223.1 % a 0.01 mg/L en comparacion con el control. En el tallo, la acumulacion disminuy6
hasta un 4.82 % a 1 mg/L respecto a 0.01 mg/L. En hoja se observé una movilizacion parcial
a concentraciones de 0.01 y 0.1 mg/L, pero a 1 mg/L disminuyo significativamente (p <0.05).
Aun asi, los factores de bioacumulacion (FB) y translocacion (FT) fueron > 1, lo que indica
que la planta tiene capacidad de absorber y movilizar As, aunque mas eficientemente a dosis
bajas. Con respecto a las propiedades bioactivas y antioxidantes en raiz, los compuestos
fenolicos totales (CFT) aumentaron (p < 0.05) un 30.77 %y 6.09 % a concentraciones de 0.1
y 1 mg/L, respectivamente. Los flavonoides (FCT) aumentaron del 19.54 % a 0.01 mg/L,
pero disminuyeron un 29.75% y 6.91 % a 0.01 y 1 mg/L, respectivamente con respecto al
control. En cuanto a la capacidad antioxidante, TEAC y FRAP aumentaron a 0.01 mg/L un
31.21 %y 8.94 %, respectivamente. En tallo, los pigmentos carotenoides (CAR) y clorofilas
(CLO) disminuyeron un 26.82 % a 0.01 mg/L. Sin embargo, los CFT y FCT aumentaron a
esa misma concentracion un 10.72 % y 157.12 %, respectivamente. Por otro lado, TEAC y
FRAP mostraron una disminucion significativa (p < 0.05). En hoja, las propiedades
cromaticas se vieron afectadas la coordenada L* disminuyd 11.19 % (0.01 mg/L) y 23.69 %

(1 mg/L); a* disminuy6 32.47 % (0.01 mg/L) y 29 % (1 mg/L); y b* disminuy6 6.46 % a



1 mg/L. Mientras que Croma (C*,,) disminuy6 en todas las concentraciones y el tono del
angulo (°h*;p) aumento, excepto a 0.1 mg/L. Finalmente en fruto, los CFT aumentaron
5.64 % a 0.01 mg/L, mientras que a 0.1 mg/L aumento el FCT y antocianinas monoméricas
totales (AMT). El pH también aument6 13.86 % a 0.1 mg/L, al igual que los s6lidos solubles
totales (SST) con un 4.64 %. No obstante, a 1 mg/L se observo una disminucioén general de
las propiedades bioactivas y de la capacidad antioxidante. En conjunto, los resultados
muestran que bajas concentraciones de As (0.01 y 0.1 mg/L) pueden inducir respuestas
antioxidantes positivas en la planta, mientras que concentraciones altas (1 mg/L) generan
efectos negativos en la calidad visual y funcional del cultivo de fresa. Ademas, se realizaron
correlacionadas a través de un Analisis de Componentes Principales (ACP), entre el efecto
de las concentraciones de As en las estructuras de la planta de fresa hidropdnica. Los ACP
identificaron los dos componentes principales los cuales representan el 79.3 % de la varianza
total. En general, se encontr6 una fuerte relacion con el contenido de As (raiz, tallo, hoja 'y
fruto), L*, C*ap, °h*a, CFT, FT, TEAC y FRAP. Finalmente, para el analisis in silico después
de caracterizar los compuestos fendlicos individuales por HPLC (4cidos gélico, p-
hidroxibenzoico, clorogénico, vanilico, fertlico; rutina y quercentina) de las fresas fueron
modelados por acomplamiento molecular. La NAC (1UT4) fue utilizada como diana y las
interacciones (enlaces electrostaticos, enlaces de hidrogeno y fuerza de Van der Waals) y la
eficiencia del ligando (EL) de cada compuesto fueron analizadas. Los acidos p-
hidroxibenzoico y ferulico mostraron la EL mas fuerte a la proteina analizada; sin embargo,
todos los compuestos fendlicos evaluados demostraron valores favorables de EL (entre -3.37
y -7.87 kacl/mol) mientras que compuestos fenolicos—As y la proteina IUTA fueron -3.37 y
-7.40 kcal/mol. Los resultados sugieren que los compuestos fendlicos evaluados podrian
interactuar directamente con el dominio de unién al ADN de los factores de transcripcion
NAC, como el representado por la proteina 1UT4. Por otro lado, los complejos fendlicos—As
también interactuaron con residuos clave de la proteina 1UTA, sugiriendo una modulacion
estructural positiva. Estas interacciones podrian potenciar la expresion de enzimas como
SOD y CAT. En conjunto, los compuestos fendlicos, en presencia de As, podrian no solo
contribuir a su detoxificacion, sino también estimular respuestas antioxidantes en plantas a

nivel transcripcional.
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I INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa Duch.) es uno de los cultivos mas apreciados y consumidos a
nivel mundial (Newerli-Guz et al., 2023). Este hecho ha provocado su alta demanda en el
mercado global (Hernandez-Martinez et al., 2023a; Kouloumprouka Zacharaki et al., 2024).
Es una fruta apreciada por sus propiedades sensoriales y su alto valor nutritivo. Las
antocianinas, compuestos fendlicos, flavonoides y taninos son los principales compuestos
bioactivos encontrados en las fresas (Ferndndez-Cabanas et al., 2022). Estos compuestos han
ganado importancia en la Gltima década debido a su accion en contra del estrés oxidativo,
perjudicial para la salud humana (Medrano Macias et al., 2021). Ademas, este cultivo
depende la actividad agricola como lo es riego, lo que las expone a posibles fuentes de
contaminacion por metales pesados (Yang et al., 2022). Este problema ha cobrado relevancia
en cultivos sensibles y de alto valor comercial como la fresa, que, ademas de su importancia
econdémica y nutricional, presenta una notable susceptibilidad al estrés inducido por metales

pesados como el As (Gonzélez de las Torres et al., 2020a).

El As es un metaloide toxico que esta distribuido en el medio ambiente ya que es un elemento
natural de la corteza terrestre, su presencia esta en el aire, el agua y el suelo (Al-Makishah et
al., 2020; Solorzano et al., 2020). Este elemento se puede encontrar de forma inorgénica en
el agua, lo que lo hace altamente toxico (Gautam et al., 2020; Vezza et al., 2022). La
contaminacion por presencia de As en aguas subterrdneas es un problema mundial, ya que es
utilizada en diversas actividades y ésta presenta concentraciones mayores a 0.025 mg/L de
As, lo cual es el limite establecido en la NOM-127-SSA1-2021 y en la guia de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (OMS, 2022). Por otro lado, en la region central
de México, en particular en el estado Guanajuato, se han encontrado concentraciones que

varian de 25 a 120 pg/L (Juarez-Aparicio et al., 2024; Pina Gonzélez et al., 2022).

La contaminacion por As en las plantas se da por absorcion la cual tiene lugar a través de las
raices mediante transportadores de fosfato y/o canales de acuaporinas (Deng et al., 2020; 1.
Sharma, 2020). Aunque la especie quimica de As disponible desempefia un papel crucial en
el mecanismo de absorcion, las formas mas cominmente disponibles son el As(Il), As(V)y

formas metiladas del As como el MMA (monometilarsenito) y el DMA (dimetilarsenito)
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(Nahar et al., 2022). El As(V) puede ser confundido con el P(V) por la planta y esto interfiere
con el metabolismo del cultivo mediante la fosforilacion y la sintesis de ATP (Martinez-
Castillo et al., 2022). Entonces la acumulacion de As en las plantas se ocurre a través del
sistema transportador de fosfato, donde se convierte en As(Ill) (Martinez-Castillo et al.,

2023).

Los trastornos metabolicos en la planta son considerados los efectos mas graves causados
por la exposicion al As, debido a que alteraciones en este proceso generan una cascada de
efectos que repercuten en los cambios fisiologicos de la planta, como crecimiento, floracion,
cosecha, entre otros (Khan et al., 2021). Algunos estudios muestran que la actividad de
enzimas importantes para la defensa antioxidante de la planta, como la superoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx), disminuye debido a la exposicion al
As. Estas enzimas son parte de un mecanismo que protege a las plantas contra el estrés

oxidativo (Reis et al., 2020; Zemanova et al., 2021).

Por lo anterior, debido a la alta toxicidad y biodisponibilidad del As, es necesario realizar
investigaciones en diversos temas que ayuden a abordar el problema de manera integral; por
ejemplo, conocer los mecanismos por los cuales este elemento se desplaza a través del
sistema agua-suelo-planta, concentraciones que afectan el rendimiento de cultivos y salud de
los seres vivos, proponer soluciones econdmica y técnicamente viables (Du et al., 2020;
Gonzéalez de las Torres et al.,, 2020b). De manera que, el objetivo general de esta
investigacion es estudiar el efecto del estrés producido por la concentracion de As sobre el

metabolismo del cultivo de fresa hidropdnica.
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1L MARCO TEORICO

2.1 Arsénico

2.1.1 Generalidades del arsénico

El As es un metaloide altamente toxico, que se encuentra de manera natural en la corteza
terrestre, ecosistemas naturales y artificiales, existe generalmente en formas inorganicas
como arsenito As(IIl) (Figura. 1a) y arseniato As(V) (Figura. 1b) y en formas organicas como
acido monometilarsonico (MMA) (Figura. 1¢) y dcido dimetilarsinico (Figura. 1d) (Newerli-
Guz et al., 2023). Las especies de As inorganico presentan mayor toxicidad que las especies
organicas, debido a sus altos efectos biodisponibles y toxicologicos. Por lo tanto, dado que
la forma predominante de As en el agua subterranea es el As(V), ésta presenta un alto riesgo

para la salud humana.

2) b) (") 0) (") d) (“)
HO—THJH HO—As—OH HO—As— OH CHJ—A|S—0H
oH OH CH, o
Arsenito Arseniato Acido monometilarsénico  Acido dimetilarsinico

Figura 1. Formas del arsénico, a) Arsenito, b) Arseniato, ¢) Acido monometilarsénico y d)

Acido dimetilarsinico.
Fuente: Elaboracion propia con informacion de (Zemanova et al., 2021)

La presencia de As en las aguas subterraneas puede ser un contaminante natural y
actualmente es un problema que impacta a muchos sitios alrededor del mundo. Por ejemplo,
en India, Espafa, Nicaragua, Peru, Argentina, México y Chile se han detectado
concentraciones superiores a 10 pg/L de este contaminante (Juarez-Aparicio et al., 2024), la
cual excede el limite permisible segiin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2022).
En cuanto a la salud publica la mayor amenaza del As proviene de las aguas subterraneas
contaminadas (Alidokht et al., 2021; Osuna-Martinez et al., 2021). Las principales fuentes
de exposicion son el agua de bebida, los cultivos agricolas regados con agua contaminada y

los alimentos preparados con agua contaminada (Saldana-Robles et al., 2021).
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2.1.2 Arsénico en agua

La contaminacion por As del agua potable hoy en dia genera una amenaza en la salud humana
y el medio ambiente, es decir, es un problema grave (Nahar et al., 2022). En aguas con
concentraciones de oxigeno disuelto inferiores a 0.8 mg/L es mas comun encontrar As(III)
que As(V) (Lukacova et al., 2021a). Las especies H2AsO3% y HyAsO4” pueden dominar en
condiciones oxidantes, sin embargo, la oxidacion del As(Ill) suele ser lenta y persiste en

condiciones de oxigenacion (Alidokht et al., 2021; S. Singh et al., 2022)

2.1.3 Arsénico en la planta

Las plantas absorben nutrientes como el As durante su crecimiento y desarrollo (Ngugi et al.,
2022). El As acumulado en las plantas afecta los mecanismos de crecimiento y, por ende, el
rendimiento de los cultivos. La acumulacion de As en los cultivos puede impactar en la salud
de los seres vivos por medio de la cadena alimenticia (Parker et al., 2022; Rehman et al.,

2021).

Se ha reportado la traslocacion del As hacia estructuras vegetales diversas, como los granos
de arroz (Kalita et al., 2018), la cebada (Saldafia-Robles et al., 2018.), tallo y granos de maiz
y trigo (Nunes et al., 2021). Estos estudios concluyen que el As se acumula en las distintas
estructuras de la planta, incluyendo las comestibles, dependiendo el tipo de especie vegetal.
Ademas, el As inhibe el crecimiento y desarrollo de las plantas e incluso provoca la muerte

de las plantas (L. Hu et al., 2021; Sadee et al., 2023)

Una de las razones por las que el As provoca la muerte a las plantas es la alteracion sobre la
absorcion y el equilibrio de nutrientes (Biswas et al., 2024). En la Figura 2, se muestra el
efecto de la presencia de As en las plantas. Este elemento puede provocar la produccion y
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que resulta en dafio a la estructura
de la membrana celular, al 4cido nucleico, a la clorofila, entre otros componentes esenciales.
Todo esto impacta negativamente el crecimiento normal y el desarrollo saludable de las

plantas (Banerjee et al., 2020).
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Figura 2. Afectaciones ante la presencia de As en las plantas.

Fuente: Elaboracion propia con informacion de (Banerjee et al., 2020)

2.1.4 Transporte de arsénico en la planta

Aunque el As no es considerado uno de los elementos mas esenciales para las plantas, en
concentraciones bajas puede tener beneficios (altos rendimientos, estimulacion de
metabolitos secundarios) (Solorzano et al., 2020). Sin embargo, las formas inorgénicas de
este elemento suelen ser altamente toxicas para las plantas (Gonzalez de las Torres et al.,

2020; Suriyagoda et al., 2018).

El arsenato (AsO4>") es la forma predominante de As(V) en suelos con presencia de oxigeno,
mientras que el arsenito (AsOs*) es mds comun en condiciones anaerobias (L. Hu et al.,
2021). El AsO4* interfiere con el metabolismo del fosfato al actuar de manera similar a este
elemento, y el arsenito reacciona con grupos sulfhidricos enzimaticos, lo que conduce a la

inhibicion de la funcién celular y, finalmente, a la muerte (Banerjee et al., 2020b).
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El movimiento del As que se encuentra en el suelo hacia la planta se expresan mediante el
coeficiente de transferencia (TC), que se define como el contenido de As total en las partes

comestibles de la planta dividido entre el As total presente en el suelo (Ecuacion 1).

TC = [Astotatlen planta (Ecuacién 1)
[AStotatlen suelo

2.2 Proceso del estrés por la presencia de Arsénico en la planta

2.2.1 Estrés por arsénico

Actualmente, la contaminacion por As ha generado una creciente preocupacion ambiental,
ya que es un metaloide toxico que trae consigo un ambiente de estrés oxidativo en las plantas
(Samanta et al., 2022). Cuando el As es absorbido por las plantas a nivel celular ocurre la
conversion de As(V) a As(IIl) esto por la acciéon de la enzima arseniato reductasa, esta
reaccién ocasiona que una gran cantidad de As (III) se encuentre libre para afectar la

estructura de las proteinas, y, ademds se generan ROS (Nahar et al., 2022; 1. Sharma, 2020).

La generacion de ROS ocasiona que se origine el estrés oxidativo; sin embargo, las especies
quimicas de As en la planta pueden tener un efecto diferente, por ejemplo, el As(V), al tener
una similitud quimica al fosfato, éste puede interferir en la célula remplazando las funciones
del fosfato en la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP en las mitocondrias; por otro
lado, la especie de As(IIl), cambia la configuracion y/o funcionamiento catalitico de las

proteinas al unirse a los grupos sulfhidrilo (Praveen et al., 2019; Soldrzano et al., 2020).

La acumulacion de ROS en las plantas puede causar dafios a nivel celular y ocasionar la
peroxidacion lipidica, lo que conduce a la ruptura de membrana (Kofronova et al., 2019).
Estos dafios afectan el crecimiento y la produccion de biomasa que ocasiona la disminucion
del rendimiento (Samanta et al., 2022). Al mismo tiempo, la ruptura de membrana provocada

por las ROS puede conllevar a una muerte celular, por lo que la existe una muerte vegetal.

Ademas, durante la movilizacion del As en la planta existen afectaciones tanto en el
metabolismo primario y secundario (Finnegan & Chen, 2012; Srivastava et al., 2016). El
metabolismo primario de las plantas incluye procesos quimicos que estdn directamente
involucrados en la supervivencia, el crecimiento y la reproduccion de las plantas. De acuerdo

con la Tabla 1, algunos de los compuestos quimicos implicados en los procesos mencionados
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incluyen aminoacidos destinados a la formacion de proteinas, nucledtidos, azicares y
acilglicéridos (Kalita et al., 2018; Kanwar et al., 2015; Kofroniova et al., 2019a). Algunos de
estos tienden a aumentar su concentracion cuando la planta estd sometida a estrés por As. Por
el ejemplo, la prolina y otros aminoacidos esenciales son necesarios para la sintesis de
glutation (GSH) y otras enzimas antioxidantes que contribuyen al mecanismo de defensa de
las plantas ante la presencia del As. Sin embargo, cuando las concentraciones de As son altas
(200 uM de As), se pueden observar cambios en el contenido de aquellas proteinas; por lo
tanto, se produce una disminucion en la concentracion total de proteinas cuando incrementa

la concentracion de As (Armendariz et al., 2016).
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Tabla 1. Afectaciones provocadas por el estrés inducido por el As sobre los metabolitos primarios de las plantas.

Parte de la planta y . . . .
Especie vegetal etapa g;)ndlcwnes de estres por Metabolito i:spuesta al estrés por Referencia
crecimiento
Hojas Cultivo in vitro durante 4 Proteinas (Total A 300 puM de As(V),
Arroz (plantulas) dias (50, 150 y 300 uM de de proteinas) proteina | 59%.
(Oryza sativa L) AS(V) (NazHAsO4) Gupta y Ahmad (2014)
Cebad Riego en suelo por 2 meses Pro A 300 mg/L, Pro | 2.68
o Planta (0, 150, 300 mg/L As % (Alhaithlou et al,
(Hordeunm brotes Na;HAsO4) 2024)
sativum)
) Planta adulta entera  Riego en suelo (25,50 y 75 Pro, Glut, Aspt, A 75 mg As/kg, Pro14.5
Esp}nac?l mg As/kg por suelo Ala %, Glut 1 2.6 %, Aspt 1 )
(Spinacia contaminado) 1.3%yAlat3.7%. (Pavlik et al. 2010)
oleracea)

Réabano rusticano
(Armoracia
rusticana)

Raices
Soya
(Glycine max)

Raices adultas

Cultivo in vitro con
micropropagacion durante
7 dias (5, 10, 30, 45, and 60
ug As/L)

Riego en suelo durante 8
dias (25, 50, 100 y 200 uM
NazHASO4*7H20)

Pro

Proteina soluble

A 5 ug/L, Pro 1 6. 66 %.

A 25 uM, proteina 1 43
%.

(Kofroniova et al,
2019a)

(Armendariz et al.,
2016)

Abreviaciones: aumento 1, disminucion |, Prolina (Pro), aspartato (Aspt), alanina (Ala), acido glutamico (Glu)



Por otro lado, los metabolitos secundarios son compuestos quimicos sintetizados por las
plantas, cuyas funciones no son esenciales; por lo tanto, su ausencia no es letal para el
organismo (Al-Makishah et al., 2020). Sin embargo, al ser productos de metabolitos
primarios o productos de desecho de la planta, los metabolitos secundarios pueden ser utiles
como indicadores de las interacciones entre la planta y su entorno (Armendariz et al., 2016;

Beniwal et al., 2023; Finnegan & Chen, 2012).

En la Tabla 2 se muestra los efectos reportados del As sobre los metabolitos secundarios
ocurren principalmente en algunos antioxidantes no enzimaticos y algunas enzimas (Banerjee
et al., 2020b; Gonzalez de las Torres et al., 2020c; Solorzano et al., 2020). Los pigmentos
fotosintéticos, como la clorofila se ven afectados debido a la fitotoxicidad que el As provoca
en algunas plantas. Asi, la concentracion de antioxidantes no enzimaticos puede variar
(Gusman et al., 2013; Wang et al., 2012). Sin embargo, se ha reportado que las
concentraciones de clorofilas en las plantas aumentan bajo concentraciones bajas de As (<8
pM) y existe una disminuciéon cuando aumenta la concentracion de As (>8 puM). Esta
tendencia podria atribuirse a las respuestas reportadas en las plantas a una situacion de estrés.
Maglovski et al. (2019) reportaron que las especies de As en dosis bajas (5 uM) tienen un
efecto estimulante sobre los niveles de pigmento fotosintético, principalmente clorofilas. Se
cree que las clorofilas estan involucradas en uno de los primeros mecanismos que las plantas
activan cuando se encuentran en una situacion de exceso de radicales libres causados por el
estrés de As, particularmente mediante la eliminacion del oxigeno y los radicales libres

(Saqib et al., 2023; Wang et al., 2012).

Ademas, también se producen antioxidantes en las plantas para regular la concentracion de
ROS, ya que una acumulacion de ROS puede causar danos alarmantes a los procesos
celulares y conducir al dafio o muerte celular (Solorzano et al., 2020). El sistema de defensa
antioxidante que controla la produccion de ROS ante el estrés por As involucra compuestos
enzimaticos y no enzimaticos (Martinez-Castillo et al., 2022). Entre los antioxidantes no
enzimaticos se encuentra: el glutation reducido (GSH), ascorbato, fenoles y flavonoides;
mientras que los antioxidantes enzimaticos incluyen: CAT, POx y SOD (Mascher et al.,

2002).



Tabla 2. Afectaciones sobre el estrés inducido por el As sobre los metabolitos secundarios y enzimas antioxidantes de las
plantas.

Parte de la planta

Especie y etapa de Condiciones de estrés Compugsto/ Respuesta al estrés por As  Referencia
vegetal crecimiento por As Metabolito
Riego en suelo durante 30 SOD, CAT, Clorofila A 2 mg/L NaAsO,, SOD |
dias (0 y 2 mg/L NaAsO;) ayb 34.46 %, CAT =y clorofila
Arroz (Oryza Plantulas (hojas ; 0
o L,() Ty brotes) (hojas y ayben las hojas | 27.3 % . (Yan etal., 2021)
Riego en suelo por 2 Clorofilaayb, MDA, A 150 mg As/L, la clorofila
Cebada meses (0, 150, 300 mg de SOD, POD ayb154%, MDA | 0.6 %, .
(Hordeum Planta adulta As/L Na;HAsO) SOD y POD 1 2.8 %. (Alhaithlou etal.,
sativum) 2024)
Riego en suelo (100, 200, Clorofilaayb A 100 mg/L, en clorofilas a
Cebada 500y 700 mg/L) y bl 603 %y 39.7 %, . .
(Hordeum Plantulas respectivamente. (Mireles-Arriaga
sativum) etal., 2021)
Cultivo hidropénico Clorofilaay b A 8 uM, la clorofila a 1
Lechuga Planta “dulta durante 30 dias (0, 1, 2, 8, 54.2%, la clorofila b (Martinez-
(Lactuca (hojas) 12, 16 wM 148.2%. Castillo, Ozuna,
sativa L.) ! Na:HAsO4*7H:0) et al., 2023)

Abreviaciones: aumento 1, disminucion |, Peroxidasa (POX), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR), guaiacol peroxidasa

(GPX), malondialdehido (MD



2.2.2 Toxicidad en la planta

El efecto predominante de la toxicidad del As en la célula es el estrés oxidativo que reduce
la germinacion de las semillas, el crecimiento de raices, brotes y la superficie de las raices,
etc. Ademas, el As restringe la absorcion de nutrientes y agua, y causa deficiencia de
nutrientes en las plantas (Lukacova et al., 2021a). Después de la reduccion, el As(IIl) forma
un enlace quimico con grupos sulfhidrilo y desactiva algunas enzimas (Kofroiova et al.,
2019a; Lukacova et al., 2021b) y aumenta las especies reactivas de oxigeno y la peroxidacion
lipidica, pero disminuye la actividad de la SOD y los niveles de antioxidantes resultando en
dafio a la membrana celular (Khan et al., 2021; Martinez-Castillo et al., 2022). En contraste,
el suministro de P a las plantas tratadas con As disminuy¢ las actividades de CAT, GPx y
peroxidacion lipidica, y por lo tanto disminuyo el dafio a la membrana (Chandrakar et al.,
2018). E1 As(IIl) en el citoplasma compite con el P formando ADP-As (V) inestables e

interrumpe los flujos de energia en las células (Chandrakar et al., 2018).

2.2.3 Mecanismo de defensa ante la presencia de arsénico en la planta

En la Figura 3 se muestran los principales mecanismos de defensa ante la presencia de As en

@ ‘ Hiperacumul Iaclun @ |

la planta.

Canal
fosforo Glutation

Arsenito
reductasa
ABC
" transportadores
. Glutation
Oxidasa

Canal
acuaporina - - - =P Metilacion
o

:

Figura 3. Mecanismos de defensa de las plantas ante el estrés por As. As-FiQ = complejo
As-fitoquelatinas

Fuente: Elaboracion propia con informacion de (Martinez-Castillo et al., 2022)



Dentro de los mecanismos mencionados, se encuentra la fitoquelacion la cual es basicamente
el atrapamiento y solubilizacion del As. Una vez que se activa en la planta la senal fisiologica
ante estrés por As, el As se reduce de As(V) hasta As(IIl) (Haida et al., 2022). E1 As(III)
formado es utilizado para formar un complejo con péptidos ricos en grupos tiol, como el
glutation y las fitoquelatinas (FiQ) (Kofronova et al., 2019). Una vez que ocurre esta
detoxificacion, los complejos formados (As III-FiQ) pueden ser movilizados en la planta con
el uso de un trasportador adecuado. Debido a esto la complejacion de As con las FiQ
determina su movilidad, y estas a su vez aumentan su tolerancia, pero no su acumulacion en

la planta (Sharma, 2020).

Por otro lado, la hiperacumulacion se lleva a cabo a partir de los complejos As III-FiQ
formados, los cuales se transportan a las vacuolas con ayuda de transportadores ABC (Du et
al., 2020). Estos complejos de As permanecen secuestrados en las vacuolas, aunque una gran
parte de ellos pueden ser traslocados a los brotes y algunos 6rganos de la planta a través del
floema (Vezza et al., 2018). Para que este mecanismo se lleve a cabo eficientemente es de
vital importancia la utilizacion de trasportadores vacuolares, que son los responsables del
transporte del As(IIl) a través del tonoplasto (Soldrzano et al., 2020). Ademas, durante la
hiperacumulacion, el flujo de As (III) desde las raices hacia el medio externo es minimo,

siendo mas eficiente la translocacion de As de brote a raiz (Anawar et al., 2018) .

Posteriormente, la defensa antioxidante ocurre cuando el As se absorbe y acumula en las
plantas por lo tanto se produce un dafio oxidativo por lo que ocurre una generacion
descontrolada de ROS (Solérzano et al., 2020). En este sentido, las plantas han desarrollado
un mecanismo de defensa complejo, pero bien coordinado para actuar ante los efectos de
dicho estrés; se trata de un sistema a base de antioxidantes (Gonzalez de las Torres et al.,

2020b).

Los antioxidantes se producen en las plantas para regular la concentracion de ROS, ya que
una acumulacién de ROS puede causar dafios alarmantes a los procesos celulares y conducir
al dafio o muerte celular (Solorzano et al., 2020). El sistema de defensa antioxidante que
controla la produccion de ROS ante el estrés por As involucra compuestos enzimaticos y no

enzimdticos (Martinez-Castillo et al., 2022). Entre los antioxidantes no enzimaticos se
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encuentra: el glutation reducido (GSH), ascorbato, carotenoides, fenoles y flavonoides;
mientras que los antioxidantes enzimaticos incluyen: catalasa (CAT), peroxidasa (POx) y
superoxido dismutasa (SOD) (Mascher et al., 2002). Esta produccion de ROS desarrolla una
tolerancia al As como resultado de una mayor produccion de antioxidantes (Ngugi et al.,
2022b), permitiendo que la planta sobreviva debido a cierto grado de resistencia.

2.3 Fresa

2.3.1 Generalidades de la fresa

La fresa (Fragaria x ananassa) es una fruta de gran importancia a nivel global gracias a sus
propiedades organolépticas y nutricionales (Nayak et al., 2020). La planta de fresa es una
herbacea que no supera los 50 cm de altura, la cual, es pequefia y con numerosas hojas
originadas en una corona muy corta que se encuentra a nivel del suelo y constituye la base
de crecimiento de la planta (SADER, 2023). La fresa es una fruta no climatérica, apreciada
por sus propiedades sensoriales y su alto valor nutritivo. Esta fruta posee grandes beneficios
para la salud humana debido a su alto contenido de antocianinas, compuestos fendlicos y
vitamina C, los cuales estan relacionados con su alta capacidad antioxidante (Biswas et al.,

2024; Gonzalez de las Torres et al., 2020b).

El crecimiento y desarrollo de las fresas estan influenciados por condiciones complicadas del
entorno y procesos internos del organismo (Biswas et al., 2024). Las partes como las hojas,
coronas, raices, estolones e inflorescencias de las plantas son afectadas por la genética y
diversos factores ambientales como la luz, el periodo de luz, la temperatura, el didxido de
carbono y la disponibilidad de agua (Warner et al., 2022). Estos factores son esenciales para
regular cosas como la produccion de energia mediante la fotosintesis, la respiracion de la
planta, la gestion del agua y la produccion de sustancias quimicas adicionales (Kirschbaum,

2021).

La transicion desde crecimiento vegetativo a reproductivo en fresa involucra una serie de 4
etapas principales en el desarrollo fenoldgico: brotacion, floracion, fructificacion y

maduracion (Figura 4).
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Brotacion Floracion Fructificacion Maduracion

Figura 4. Estadios fenologicos de desarrollo de la fresa.
Fuente: Elaboracion propia con informacion de (Hernandez-Martinez et al., 2023b)

Las fases fenoldgicas se dan en una serie de etapas después del dia de trasplante (Tabla 3),
en general, el crecimiento de las fresas depende principalmente del tipo de fresa que estemos
cultivando, del tiempo de luz que recibe la planta durante el dia y de la temperatura del

entorno (InfoAgréonomo, 2023).

Tabla 3. Fases fenolodgicas de la fresa

Dias después de L .
P Fases fenologicas

trasplante
0-70 Establecimiento y crecimiento
vegetativo
71-75 Floracion
76-119 Crecimiento del fruto
120-165 Maduracion del fruto
166-210 Cosecha del fruto

Fuente: Kirschbaum, 2021
Al igual que otros frutos, la fresa necesita una cantidad constante de energia para llevar a
cabo sus procesos metabolicos, y obtiene esta energia a través del proceso de respiracion. La
diferencia entre las fresas recolectadas y aquellas que atun estan unidas a la planta radica en
que, al momento de la cosecha, las fresas dejan de recibir agua y compuestos organicos
(InfoAgronomo, 2023). Es crucial considerar que las altas temperaturas y los dias largos, con
mas de 12 horas de luz, promueven un crecimiento vegetativo excesivo, mientras que las

bajas temperaturas y los dias cortos inducen la floracion. Por lo tanto, la zona ideal para la
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produccion de esta fruta se encuentra entre los 1300 y 2000 metros sobre el nivel del mar

(SADER, 2023).

2.3.2 Metabolismo de la fresa
2.3.2.1 Metabolitos de la fresa

La fresa contiene azucares y acidos, ademas posee un color rojo intenso dado por su alto
contenido en antocianinas (Nemzer et al., 2018). En este sentido, las antocianinas,
compuestos fenolicos, flavonoides, taninos y estilvenos son los principales compuestos

bioactivos encontrados en la fresa (Wang et al., 2019).

La calidad nutricional de las frutas de fresa esta estrechamente relacionada con la presencia
de metabolitos primarios como azlcares solubles, acidos orgdnicos, aminodcidos y algunos
metabolitos secundarios importantes (Zhang et al., 2011). Estos compuestos juegan un papel
importante en el mantenimiento de la calidad y el valor nutritivo de la fruta. Por esta razon,
el andlisis de la composicion de la fruta es de interés para los quimicos y procesadores de
alimentos (Pott et al., 2020). Los acidos fenolicos y sus derivados a menudo se conjugan con
azucares y se han encontrado con frecuencia en frutos y hojas de fresa (Kim et al., 2023). Las
antocianinas son una clase importante de polifenoles que producen la pigmentacion de la
fruta y son fuertes antioxidantes que contribuyen al efecto beneficioso para la salud de la

fresa (De Souza et al., 2014a).

En la Tabla 4 se muestra el efecto de los metabolitos en la fresa a consecuencia del estrés
sometido. En donde a través de una infeccidon, contaminacion y bajas temperaturas podemos
someter a estrés a la planta de manera que la produccion de metabolitos puede tanto aumentar

como a disminuir.
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Tabla 4. Efecto en los metabolitos en las diferentes variedades de fresa a través del estrés

sometido
Técnica de
Fresa Estrés sometido  estudio Metabolitos Ress;::zga al Referencia
Fragariax  Contaminacion ~ HPLC-LC  Acidos fendlicos, Incremento el
ananassa por As acido elagicoy  perfil
Duch derivados, polifendlico (Biswas et
flavonoles, al., 2021)
flavonas,
antocianinas.
Fragariax  Contaminacion =~ HPLC-LC CFT Aumentaron los
ananassa por Si compuestos
fenolicos
A0S 95 piboand
o etal., 2018)
aument6 en las
raices con el
tratamiento con
Si.
Fragaria x Bajas HPLC-LC CAT,SODyGPx La actividad de
ananassa temperaturas enzimas
Duch antioxidantes
aumento (Luo et al.,
gradualmente y 2011)
luego
disminuyeron
lentamente.
Cultivares Infeccion con HPLC-MS Acido elagico,  Incrementaron
de fresa: Colletotrichum flavonoles, en las fresas
“Elsanta” nymphaeae procianidinas inoculadas. Las
oligoméricas fumigaciones de S
“Honyeoye 7 fen?')licos tota’leys fungiiidas y (Mikulic-
calcio o Petkovsek
et al., 2013)
alteraron los
niveles de

polifendlicos en
el tejido vegetal.

Abreviaciones: CAT: catalasa; SOD: superdxido dismutasa; GPx: glutation peroxidasa; Si: silicio; CFT:
compuestos fendlicos totales



2.3.2.2 Composicion de metabolitos de la fresa

La fresa es una fruta de alto interés tanto nutricional como funcional, debido a su notable
contenido de compuestos bioactivos, particularmente metabolitos secundarios como los
polifenoles (Cervantes et al., 2020; Nemzer et al., 2018). Estos compuestos cumplen
funciones esenciales como la defensa al estrés oxidativo, ademas de estar ampliamente
relacionados con efectos benéficos en la salud humana, como la reduccion del riesgo de

enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas (Afrin et al., 2016; Newerli-Guz et al.,

2023)

Entre los metabolitos mas estudiados en la fresa se encuentran los acidos fendlicos y los
flavonoides. Dentro de los primeros, destacan compuestos como el acido gélico, acido p-
hidroxibenzoico, 4cido vanilico, acido ferulico y acido clorogénico (Parra-Palma et al., 2020;
Y. Zhang et al., 2022). Estos son derivados de la ruta del 4cido shikimico, y participan en la
lignificacion, la sefializacion del estrés y la modulacion del crecimiento vegetal (Uriin et al.,
2021).El acido gélico, en particular, ha mostrado una potente actividad antioxidante y
capacidad para modular enzimas relacionadas con procesos inflamatorios, mientras que el
acido clorogénico ha sido vinculado con la regulacion de la glucosa (Newerli-Guz et al.,

2023).

En cuanto a los flavonoides, la fresa contiene una diversidad de estos compuestos, entre los
cuales destacan la rutina y la quercetina. Estos pertenecen al grupo de los flavonoles,
ampliamente reconocidos por su actividad antioxidante, su capacidad para quelar metales
pesados y modular rutas enzimaticas como la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa (Warner et
al.,, 2021). La rutina, también conocida como quercetina-3-O-rutinésido, ha demostrado
efectos protectores sobre el sistema vascular, mientras que la quercetina posee propiedades
antimutagénicas y neuroprotectoras (Cozzolino et al., 2021; Pott, Vallarino, et al., 2020).
Estos compuestos no solo cumplen funciones defensivas en la planta, sino que también

representan un valor agregado desde el punto de vista nutracéutico y farmacologico.

2.3.2.3 Evolucion de los metabolitos de la fresa durante el desarrollo
El contenido de metabolitos primarios y secundarios en la fresa evoluciona a lo largo de las

distintas etapas de desarrollo del fruto. Estas evoluciones estdn estrechamente relacionadas



con procesos como la maduracion, la acumulacién de pigmentos y la activacion de
mecanismos de defensa a estrés (Gonzalez de las Torres et al., 2020a; Milosavljevi¢ et al.,

2020).

Durante las etapas tempranas del desarrollo (fruto verde), predominan los procesos de sintesis
de 4cidos orgéanicos y compuestos relacionados con el metabolismo primario. En esta etapa,
los niveles de algunos acidos fenolicos como el acido galico y el acido p-hidroxibenzoico
tienden a ser elevados, ya que estos compuestos actlan como precursores en rutas
metabolicas més complejas y cumplen funciones protectoras frente a la oxidacion y el ataque

microbiano (Biswas et al., 2021)

A medida que el fruto avanza hacia la etapa de madurez intermedia (estado rosado), se activa
la ruta del fenilpropanoide, lo que promueve una mayor acumulaciéon de &cidos
hidroxicindmicos, como el acido ferulico y el acido clorogénico (Sharma et al., 2019;
Zagoskina et al., 2023). Esta etapa se caracteriza también por un aumento progresivo en los
niveles de flavonoides, particularmente antocianinas, aunque compuestos como la rutina y la

quercetina alin se encuentran en concentraciones moderadas (Crespo et al., 2021).

En la etapa de madurez completa (fruto rojo), se observa una acumulacién significativa de
metabolitos secundarios, destacando las antocianinas las cuales son responsables del color
rojo caracteristico del fruto, asi como un incremento notable de flavonoles como quercetina
y rutina. Estos compuestos no solo contribuyen al color y la calidad sensorial, sino también
al valor funcional del fruto (Sirijjan et al., 2020). Ademads, durante esta etapa, se ha
documentado una disminucion progresiva de algunos acidos fendlicos, lo que sugiere que
estos pueden ser utilizados como sustratos en otras rutas metabolicas o transformados en

compuestos derivados mas complejos (Urlin et al., 2021).

Cabe sefialar que la evolucion de estos metabolitos no depende solo del estado de madurez,
sino también de factores genéticos (variedad), ambientales (luz, temperatura, agua), y
agrondémicos (sistema de cultivo, fertilizacion, estrés). Por ejemplo, se ha reportado cultivo
de fresa con alto perfil polifendlico y una mayor actividad antioxidante, lo cual puede ser

modulado por condiciones como el estrés (Zhang et al., 2023; Koyama et al., 2020).

35



De esta manera, la evolucion de los metabolitos durante el desarrollo de la fresa refleja una
sensibilidad a multiples factores internos y externos. Entre estos, el estrés abidtico por
metales pesados como el As ha cobrado un creciente interés debido a su capacidad para
alterar la sintesis de compuestos fendlicos y flavonoides (Saldafia-Robles et al., 2024).
Diversos estudios han reportado que la exposicion al As puede inducir la acumulacion de
metabolitos antioxidantes en diversas especies vegetales como mecanismo adaptativo para
mitigar el dafio oxidativo causado por especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas bajo
condiciones toxicas (Cozzolino et al., 2021; Maya-Cano et al., 2021).En el caso de la fresa,
esta respuesta metabolica aun no sido completamente investigada, lo que nos lleva a estudiar
y comprender como la exposicion al As influye en el metabolismo de la fresa durante su

desarrollo, lo cual da origen a la presente investigacion.
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III. JUSTIFICACION

México se ubica entre los tres paises con mayor produccion y exportacion de fresa, los
estados con mayor produccion de fresa son Michoacan, Baja California, Guanajuato y Estado
de México (SADER, 2023). En los ultimos afios, el cultivo de fresa dentro del estado de
Guanajuato ha cobrado realce debido a la calidad del fruto con respecto al de otras regiones

(Gonzalez de las Torres et al., 2020b).

Por otro lado, el problema creciente de la presencia de altas concentraciones de As, en
particular en Guanajuato existen mantos acuiferos altamente contaminados, los cuales
superan la concentracion limite (0.025 mg de As/L de agua) establecida por la NOM-127-
SSA1-2021. Por lo cual, existe una creciente preocupacion sobre las afectaciones que
provoca la contaminacion por As en el sistema suelo-agua-planta. Lo anterior es debido a
que el As absorbido por la planta puede translocarse a tallos, hojas, raices y frutos (Ngugi et
al., 2022; Suriyagoda et al., 2018). Debido a esto, la acumulacion de As en las plantas causa
toxicidad la cual puede provocar un rendimiento bajo de produccion, afectaciones en su
crecimiento hasta incluso llegar a una muerte vegetal debido a la situacion de estrés que se

le induce a la planta (Samanta et al., 2022).

Por todo lo anterior, la importancia de llevar a cabo los estudios del metabolismo en plantas
se debe a la generacion de metabolitos bajo una condicion de estrés o alteracion que pueden
tener un principio bioactivo de interés (Raza, 2022). Ademas, el metabolismo puede reflejar
cambios e interferencias en todas las vias metabdlicas del organismo (Kim et al., 2023). Por
lo que, se pretende estudiar el impacto de la absorcion de As en el metabolismo del cultivo
de fresa hidroponica, para conocer el efecto que tiene este metaloide sobre los metabolitos

de la fresa.
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IV. HIPOTESIS
La concentracion de As absorbido en el cultivo de fresas hidropdnicas tendra una relacion
directa con los cambios en el metabolismo del fruto. Por lo que, al aumentar la concentracién

de As absorbido, mayores cambios se generaran en el los metabolitos secundarios de la fresa.
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1.

V. OBJETIVO

Objetivo general

Estudiar el efecto de la absorcion de As sobre el metabolismo del cultivo de fresa en sistema

hidropoénico.

2.
1.

Objetivos particulares

Determinar la concentracion de As absorbido en las estructuras vegetales del cultivo de
fresa hidroponica.

Evaluar el efecto de la absorciéon de As sobre las propiedades fisicoquimicas,
nutricionales, bioactivas y capacidad antioxidante de las estructuras de cultivo de fresa
hidropodnica.

Correlacionar el efecto de las concentraciones de As sobre las estructuras de cultivo de
fresa hidroponica.

Evaluar, mediante analisis in silico, la interaccion del As con los compuestos procedentes

del metabolismo secundario en el cultivo de fresa hidropodnica.
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VI.  MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio

Este estudio se realiz6 en la localidad El Copal, ubicada a 10 km de Irapuato, en el centro-
sur del estado de Guanajuato (20°74°43.2” N-101°33°65.2” W y altitud media de 1800 m. Se
ubica en las instalaciones del Complejo 1 de la DICIVA (ver Figura. 5), Campus Irapuato-
Salamanca de la Universidad de Guanajuato en la parte trasera del edifico J en el complejo 1
de Alimentos, en donde se reguld el control contra plagas rastreadas, control de
precipitaciones y control de horas luz. Ademas, los ensayos experimentales se realizaron en
el laboratorio de Tecnologia del Agua para la Agricultura y Laboratorio de Tecnologia e

Innovacién Alimentaria, ambos en dicho complejo.

[
@ UG DICIVA Complejo
fEdificio A Plzgna...

Figura 5. Ubicacion del complejo 1 de Alimentos en el mapa del municipio de Irapuato.
Fuente: Elaboracion propia con Inkscape.

6.2 Estrategia experimental

En la Figura 6 se muestra la estrategia experimental del proyecto. Para el objetivo 1 se
determino la absorcion de As en las estructuras vegetales de la planta de fresa hidroponica.
Posteriormente, para el objetivo 2 se analizo el efecto de la absorcion de As sobre las
propiedades fisicoquimicas, nutricionales, bioactivas y capacidad antioxidante de las
estructuras de cultivo de fresa hidroponica. Después, para el cumplimiento del objetivo 3 se

correlaciono el efecto de las concentraciones de As sobre las estructuras de cultivo de fresa
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hidropdnica. Finalmente, para el objetivo 4 se evalud6 mediante andlisis in silico, la
interaccion del As con los compuestos procedentes del metabolismo secundario en el cultivo

de fresa hidropoénica.

Contenido de As en las
estructuras vegetales

=3
2
=
2
=
R =
e Raiz desnuda Maduracién e —
Absorcion de As en estructuras
vegetales
w
« | 2
]
o 2
53
4
s
&
2
=
o

Propiedades Propiedades Capacidad
fisicoquimicas bioactivas antioxidante

~
Caracterizacién y cuantificacién del
perfil polifenoli

Analisis in silico sobre la
interacciéon de As con los
compuestos del metabolismo

Figura 6. Estrategia experimental
Fuente: Elaboracion propia
6.3 Obtencion de la materia prima
Las plantas de raiz desnuda de fresa de la variedad Cabrillo la cual es cultivada en la region
fueron obtenidas de un productor local en el municipio de Irapuato del estado de Guanajuato.
Las plantas fueron sembradas durante el tercer trimestre del afio (diciembre) y se cosecharon
durante abril de 2023. Posteriormente, las estructuras vegetales (raiz, tallo, hoja y fruto) se
trasladaron inmediatamente al Laboratorio de Tecnologia del Agua para la Agricultura y al
Laboratorio de Tecnologia e Innovacion Alimentaria en la Division de Ciencias de la Vida

en la Universidad de Guanajuato para su procesamiento.
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6.3.1 Desinfeccion de raiz de planta de fresa
Para eliminar la parte macroscopica del sustrato/sistema hidroponico adherido a esta misma,

se realizaron tres enjuagues a la raiz durante 2 min sumergiéndola con agua potable con el

fin de eliminar los residuos que pudiera haber permanecido en esta estructura vegetal (Figura.

Figura 7. Lavado de plantas de fresa en agua purificada.
Fuente: Elaboracion propia
6.4 Cultivo hidropodnico
6.4.1 Montaje del experimento

Se colocaron 4 plantas (raiz desnuda) en bolis de fibra de coco por cada uno de los
tratamientos con As (control y 3 tratamientos) (Figura. 8). Las plantas se colocaron a una
separacion de 15 cm, se adicion6d a cada tratamiento una solucion nutritiva la cual se
desarroll6 como parte de la vinculacion con la empresa BGI, con el fin de suministrar los
micro y macronutrientes al cultivo de fresa durante su crecimiento. En la solucion se afiadio
la cantidad de la sal de arseniato de sodio (Na2HAsO4*7H>0O) con el fin de lograr la

concentracion de As del tratamiento.
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Figura 8. Sistema de cultivo hidroponico para el trasplante de planta de fresa (raiz
desnuda).

Fuente: Elaboracion propia
Se realizaron con 3 tratamientos de distintas concentraciones de As (0.01, 0.1 y 1 mg/L
utilizando As(V) a partir de la sal (Na2HAsO4*7H>0), mas un control (0 mg/L As-V) dentro

del experimento.

6.4.2 Riego
La solucién nutritiva y las concentraciones de As para riego en cada tratamiento se realizo
dos veces por cada 3 dias de la semana con 10 L por fila de cada tratamiento con un riego
manual. Se utilizé la metodologia implementada por Song et al. (2020) con algunas
modificaciones. Se realizaron cada 5 dias mediciones a la solucidn del sistema hidroponico,

donde se midio el pH (5.5) de la solucion utilizando un potencidometro.

6.5 Efecto del As en las estructuras vegetales de la planta

6.5.1 Determinacion de arsénico en las estructuras vegetales
Para la determinacion del As se realizo un lavado como antes mencionado de las estructuras
vegetales (raiz, hoja, tallo y fruto). Posteriormente, se realiz6 una diseccion de las estructuras
para ser secadas. Enseguida, para la digestion de las muestras de la planta se us6 el método
EPA3051A/2007 (EPA, 2007). El As total se cuantifico con el método EPA 6010C 2007/ICP
(EPA, 2006): se pesaron 0.5 g de muestra homogenizada, se agregaron 10 mL de HCl y
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HNO3 concentrado (grado traza metal, 69 %; Fisher Scientific) y se colocaron en vasos de
precipitado con un vidrio de reloj por la parte de arriba a 90 °C para iniciar la digestion. La
digestion se desarrolld a 90°C durante 1 h 30 min. Las muestras digeridas se enfriaran a
temperatura ambiente, se filtraron (papel Watman 42) y se aforaron a 50 mL con agua
destilada. Finalmente, la cuantificacion total de As en partes de la planta (raiz, tallo, hojas y
fruto) se realizé una espectroscopia de emision atomica (AES) acoplada a un horno de grafito
(Thermo, iCE 3500). Las mediciones se llevaron a cabo con una longitud de onda de emision
de 235 nm y un caudal de combustible de 4.1 a 4.6 L/min. La curva de calibracion se

construyo en el rango de 1-100 pg/mL.

6.5.2 Parametros de crecimiento y desarrollo en las plantas de fresa
Estas determinaciones permitieron evaluar los cambios en la morfologia externa de las
plantas, y se relacionan con el rendimiento y produccion que tiene un cultivo (Martinez-

Castillo et al., 2023).

e Altura de raiz, tallo, hoja y fruto. La medicion se realiz utilizando un vernier, y el
resultado se expresé en cm.
e Peso de planta entera. Esta medida se obtuvo pesando cada planta de fresa con todas

sus estructuras (raices, tallo, hojas, fruto) utilizando una balanza analitica.

6.5.3 Factores de bioacumulacion y traslocacion del As
Tanto el factor de bioacumulacion como el factor de translocacion se utilizan para estudiar
la movilizaciéon de As en las partes de la planta (Rosas-Castor et al. 2014). El factor de
bioacumulacion se define como la relacion entre la concentracion total de As en la raiz sobre

la concentracion total de As en el suelo (BAFr). Esto es con la Ecuacion 2:

BAF, = L25rRaizl (Ecuacion 2)

[ASTsuelo]

El factor de translocacion se define como el porcentaje de la concentracién de As en el vapor
y excede la concentracion de As en las raices es el factor de translocacion (TF). Esto es

determinado con la Ecuacidn 4:

TF = [ASTparteasreal (Ecuaci(')n 3)
[ASTRaiz]
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6.6 Evaluacion de propiedades fisicoquimicas de las estructuras de la planta de fresa

ante la presencia de As

6.6.1 Color
Para la medicion del color se hizo uso de la metodologia propuesta por Ayala-Zavala et al.,
(2004), donde se medira el color del producto por tratamiento, empleando un colorimetro
HunterLab (Reston, ColorFlexEZ, EUA). La expresion de los resultados fue de acuerdo con
el sistema CIEL*a* b*, a partir de los pardmetros de L* (luminosidad, L*= 0 [negro] y L*=
100 [blanco]), a* y b* (dimensiones del color oponente, [a* valores negativos= verde y a*
valores positivos= rojo], [b* valores negativos= azul y b* valores positivos= amarillo]). Para

el calculo de diferencial de color (AE) se usaron las siguientes ecuaciones:

AE = [(L — Lo)* + (a— ao)® + (b — bo)*]™ (Ecuacion 4)
C=+va+b (Ecuacion 5)
°Hue = arcTan (Z) (Ecuacion 6)

Donde Lo, ao, bo representan los valores de las coordenadas a* y b* de la fresa.

6.6.2 pH y sélidos solubles totales (° Brix)
Para la determinacion del pH, se midi6 utilizando una dilucion de fresa y agua destilada (1:10
p/v) utilizando un potenciometro (Thermo Fisher Scientific, Orion Star A214, EUA)
(Ferreira et al., 2017).Por otro lado, la medida de los s6lidos solubles totales (SST) se realizo
a través de un refractometro (Hi 96801, HANNA Instruments, EUA) a una temperatura de
20+1 °Cy los resultados se expresaron en °Brix (Rios de Souza et al., 2014).
6.7 Caracterizacion nutricional

6.7.1 Contenido de carbohidratos
El contenido de carbohidratos (CC) derivados de la glucosa se estim6 siguiendo el método
de la antrona (Munthali et al., 2022). En el paso inicial, se pesaron 100 mg de muestra seca
hirviéndola en 5 mL de HCI 2.5 N durante 3 h. Posteriormente se introdujo carbonato de
sodio solido a la mezcla para neutralizarla hasta que remitiera la efervescencia. El volumen
se ajustd a 100 mL con agua destilada y el homogeneizado se centrifugaron a 3800 rpm

durante 10 min. La mezcla de reaccion se realizé con 250 pL de extracto y 2 mL de solucién

45



de antrona (200 mg en 100 mL de H2SO4 95 % (v/v) a 100 °C durante 8 min, y se tomo la
lectura de la absorbancia a 630 nm utilizando un Espectrofotémetro UV VIS (Genesys 10s,
Thermos Scientific, Waltham, EUA). El analisis de CC se realizd por triplicado y el

contenido se expresd como miligramos de equivalentes de glucosa por g de peso seco (mg

GE/g PS).

6.8 Evaluacion de propiedades bioactivas y capacidad antioxidante de las estructuras
de la planta de fresa ante la presencia de As
6.8.1 Obtencion del extracto
Se siguid el protocolo usado por Pires et al. (2018), con algunas modificaciones.
Primeramente, se trituraron las muestras en una licuadora (BLST4127013, Oster, México) y
se tamizaron hasta alcanzar un tamafo uniforme de particula de 40 um de didmetro.
Enseguida, se tom6 1 g de la muestra y se le adicionaron 30 mL de acetona y/o metanol al
80% (v/v). La mezcla se sometid a agitacion durante 150 rpm durante 1 h a 25°C oscuridad
y se filtraron. Finalmente, el extracto se centrifugo a 14,000 rpm durante 5 min. Finalmente,
el sobrenadante se filtro obteniéndose un extracto acetonico (CLO y CAR) e hidrometanélico

para realizar las determinaciones de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante.

6.8.2 Clorofila
Se empled la metodologia implementada por Ivanov et al. (2016) con algunas
modificaciones. La absorbancia de los extractos de carotenoides (CAR) se midi6 a 480 nm
usando un espectrofotometro UV-Vis (Genesys 10S, Thermo Scientific, USA). El contenido
total de clorofila (CLO) con respecto a la absorbancia de los extractos hidroacetonicos se
medrid a 646 y 663 nm para CLO usando un espectrofotometro UV-Vis (Genesys 10S,
Thermo Scientific, EUA). Las concentraciones se determinaron con las ecuaciones (7) y (8).

Los resultados se expresaron como microgramos por gramo de muestra seca (ug/g PS).
CAR = (4)(A4sonm) (Vmr ) (Ecuacioén 7)

CHLO = (6.43)(As63nm) + (18.43)(Asaenm) (Ecuacion 8)
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6.8.3 Compuestos fenolicos totales
Se us6 la metodologia implementada por Singleton et al. (1999) con algunas modificaciones.
Se tomaron 250 pL del extracto obtenido previamente y se mezclaron con 250 pL del reactivo
Folin-Ciocalteu al 1 N. Enseguida, se agregaron 2500 pL de carbonato de sodio (2%).
Posteriormente, la reaccion se dejo reposar durante 60 min en oscuridad. Finalmente, se
tomard la lectura a una longitud de onda de 765 nm en un espectrofotometro UV-Vis
(GENESYS 10S, Thermo Scientific, EUA). Los resultados se reportaron en miligramos de

equivalente de acido galico por gramo de muestra seca (mg EAG/g PS).

6.8.4 Flavonoides totales
La determinacion de compuestos flavonoides totales (CFT) se realiz6 segun el método
descrito por Hussain et al. (2021). La mezcla de reaccion se prepard afiadiendo 250 pL del
extracto, 50 puL de cloruro de aluminio al 10 % (p/v), 50 pL de acetato de potasio al 10 %
(p/v), 1000 puL de metanol (v/v) al 80 % y 1000 puL de agua destilada. La absorbancia de las
muestras se leyo a 415 nm en un espectrofotometro UV-Vis (GENESYS 10S, Thermo
Scientific, EUA). La TFC se determin6 mediante la curva de rutina estandar y se informo

como miligramos de equivalentes de quercetina por gramo de muestra seca (mg EQ/g PS).

6.8.5 Antocianinas monoméricas totales
Para la determinacion de antocianinas totales se sigui6 el método de pH diferencial usado por
Lee et al. (2005). Se tomaron alicuotas de 500 pL del extracto a las cuales se le adicionaron
1750 pL del buffer pH 1. Por otro parte, se mezclaron 500 pL del extracto junto con 1750 pL
de buffer pH 4.5. Ambas mezclas se dejaron incubar durante 15 min en oscuridad. Pasado el
tiempo se realizo la lectura de ambas muestras a 510 nm y 700 nm en un espectrofotometro
UV-Vis (GENESYS 10S, Thermo Scientific, EUA). El contenido total de antocianinas
monoméricas (TMAC) fue calculado y expresado en términos de miligramo de cianidin-3-

glucosido por gramo de muestra seca (mg C3G/g PS) con las ecuaciones 10y 11:

A = (As10 — A700)pr1 — (As10 — A700)pHas (Ecuacion 10)

(A)(MW)(DF)(VE)(1000)
(&)™)

TMAC = (Ecuacion 11)
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Donde MW es el peso molecular de cianidin-3-glucdsido (449 g/mol), DF es el factor de
dilucion, VE es el volumen del extracto, £ el coeficiente de extincidon molar de cianidin-3-

glucdsido y M es la masa de los arandanos extraidos.

6.8.6 Caracterizacion y cuantificacion del perfil polifenélico del fruto de fresa
Los compuestos fenolicos fueron identificados utilizando un sistema de Cromatografia
Liquida de Alta Rendimiento (Agilent 1260 Infinity LC, Santa Clara, EUA) acoplado a un
detector de diodo (modelo G1315D). La separacion cromatografica se realizd con una
columna YMC ODS-AM (250 x 4.6 mm, 5 um) (YMC, Kioto, Japon). El volumen de
inyeccion y la temperatura de la columna se ajustaron a 25 °C. La fase mévil contenia un 1
% de acido acético y acetonitrilo a un caudal de 1 mL/min. La deteccion de compuestos se
realiz6 a 235, 280 y 360 nm y la identificacion se llevd a cabo comparando el tiempo de
retencion con sus estandares (Sigma Aldrich, St. Louis, USA.): rutina (CAS N°. 207671-50-
9), acido galico (CAS N° 5995-86-8), quercetina (CAS N° 117-39-5), acido p-
hidroxibenzoico (CAS N°. 99-96-7), kaempferol (CAS N°. 520-18-3), acido clorogénico
(CAS N°. 637-09-6), acido ferulico (CAS N°. 537-98-4), y acido vanilico (CAS N°. 121-34-
6). La concentracion de compuestos fenolicos individuales se calcul6 utilizando curvas de
calibracion de cinco puntos (5, 25, 50, 100 y 200 mg/L) de los respectivos estandares. Los

resultados se reportaron como microgramos por gramo de muestra seca (pug/g PS).

6.8.7 Determinacion de la capacidad antioxidante equivalente de Trolox
La capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) se realiz6 con el método descrito
por Brand-Williams et al. (1995) empleando el radical 2,2 difenil-1-pricrilhidracilo (DPPH)
a una concentracion de 60 mmol (en metanol). La reaccion se realizoé con 75 pL de extracto
y 2500 pL de solucion de DPPH. Se dejo incubar en oscuridad por 30 min y se midi6 el
cambio en la absorbancia a una longitud de onda de 517 nm en un espectrofotdémetro UV-
Vis (Genesys 10S, Thermo Scientific EUA). La capacidad antioxidante se expreso6 a partir

de micromolar de equivalente de trolox por gramo de muestra seca (umol TE/g PS).

6.8.8 Determinacion del poder antioxidante reductor férrico
El ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP) se determiné siguiendo el método

descrito por Benzie y Strain (1999). En general, se mezclaron 65 pL del extracto de flor con
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1950 pL del reactivo FRAP y 195 pLL de agua destilada. La mezcla de reaccion se incubo
durante 30 min. La absorbancia se midi6 a 593 nm en un espectrofotémetro UV-Vis (Genesys
10S, Thermo Scientific EUA). El FRAP se expresé como micromoles de Trolox equivalente

por cien gramos de peso fresco (umol TE/100 g DW).

6.9 Analisis in silico

Para el andlisis in silico, después de realizar la cuantificacion y caracterizacion del perfil
polifendlico de la fresa a partir de estos resultados, se construyeron digitalmente los ligandos
utilizando el software Avogadro, donde las estructuras moleculares fueron optimizadas
mediante minimizaciéon energética y guardadas en formatos compatibles para el
acoplamiento molecular. Posteriormente, se selecciond la proteina blanco desde el RCSB
Protein Data Bank y esta macromolécula fue preparada eliminando moléculas de agua. La
eleccion de una proteina como blanco en estudios in silico se debe porque estas biomoléculas
son los principales sitios de accion de numerosos compuestos bioactivos o contaminantes,
como el As. En particular, las proteinas blanco permiten evaluar las posibles interacciones
moleculares, como la formacion de enlaces de hidrogeno, interacciones electrostaticas o de
Van der Waals, que pueden alterar su estructura o funcion. Esta aproximacion es fundamental
para predecir el mecanismo de accidn, afinidad y posible efecto bioldgico de los ligandos
evaluados (Ashok Kumar et al., 2024). El acoplamiento molecular se llevo a cabo en Molegro
Molecular Viewer (Molexus ApS, Denmarck) definiendo una caja de busqueda adecuada
para cada ligando, y registrando los valores de afinidad de unidén para seleccionar los
complejos con mayor estabilidad. Finalmente, los complejos proteina-ligando fueron
analizados estructuralmente mediante el programa BIOVIA Discovery Studio (Dassault
Systémes, EUA) donde se generaron en 2D y 3D para identificar los aminoécidos

involucrados en la interaccion, asi como los tipos de enlaces formados.

6.10 Analisis estadistico

El anélisis estadistico fue realizado mediante el analisis de varianza (ANOVA) de una via
con un analisis post-hoc de Tukey. Para determinar diferencias significativas (p < 0.05) entre

el factor y variables de respuesta, los datos experimentales se analizaron mediante el

programa estadistico Statgraphics version 18® (Statgraphics Technologies, Inc., Virginia,
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EUA). Para el analisis de componentes principales (ACP) se determinaron las correlaciones
entre las concentraciones de As y las variables asociadas a las estructuras vegetales (raiz,
tallo y hoja) de la planta de fresa cultivada en sistema hidropdnico. Se realizo este analisis
para transformar las variables originales en componentes principales, facilitando asi la
visualizacion de agrupamientos, tendencias y relaciones entre las variables y la acumulacion

de As en las estructuras y se hizo uso del software JAMOVI 2.4.11 (JAMOVI, EUA).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Mantenimiento de invernadero

Durante los 10 meses en que se llevo a cabo el experimento, se realizaron diversas labores
de mantenimiento en el invernadero, entre las cuales se incluyeron: mediciones de pardmetros
de crecimiento y desarrollo de las plantas (peso de la planta (g), longitud de la parte aérea
(cm), longitud de la raiz o parte radicular (cm), altura total de la planta (cm), y el numero de
hojas por planta), aplicacion de medidas para el control de plagas y enfermedades
(insecticida, fungicida y acaricida), riego con solucion nutritiva y concentraciones de As. En
la Figura 9 se puede observar la evolucion de las etapas de la planta de fresa: adaptacion y
crecimiento (Figura. 9A), floracion (Figura. 9B), fructificacion (Figura. 9C) y maduracion

del fruto (Figura. 9D).

Figura 9. Etapas fenologicas de la fresa

Fuente: Elaboracion propia
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7.2 Efecto de la absorcion de arsénico en las estructuras de cultivo de fresa hidroponica

7.2.1 Arsénico en plantas control

En la Tabla 5 se muestra la concentracion de As en las estructuras (hoja, tallo y raiz) de las
plantas control de fresa. Los valores iniciales al inicid del estudio fueron de 0 +£ 0 mg/L a los
30 dias que entraron en tiempo de adaptacion y crecimiento. Estos resultados nos indica que,
la zona que nos brind¢ las plantas para nuestra investigacion no son una fuente de As en la
actividad de riego agricola que tuvieron estas; ademas, el fertilizante utilizado no aport6 As.
Solgi et al. (2018) quienes reportaron que algunos fertilizantes comerciales pueden contener

trazas minimas de metales pesados y otros no.

Tabla 5. Concentraciones de As en estructuras de la planta de fresa control

Concentracion de As en planta

(mg/L)
Promedio
Hoja -0.36 + 0.78
Tallo 0.23 + 0.79
Raiz 0.74 + 0.10

7.2.2 Factores de bioacumulacion y traslocacion en estructuras vegetales de
cultivo de fresa hidroponica
Se realiz6 la cuantificacion del efecto de la concentracion de As que se absorbid en cada una
de las estructuras vegetales de la planta de fresa. En la Tabla 6 se muestra a concentracion de
As que se absorbi6 en la parte aérea (hoja y fruto) y la parte radicular al final del experimento.
Durante la acumulacion de As esta fue en incremento proporcionalmente a las
concentraciones usadas para el experimento, en la raiz de la planta de fresa, el aumento de
As absorbido mostro un resultado estadisticamente significativo (p < 0.05) en el tratamiento
0.01 y 0.1 mg/L con respecto al control, e incremento 223.1 + 16.68 y 30.43 = 2.07 mg de
As/kg de raiz PS, respectivamente. Teniendo una mayor acumulacion en la concentracion de
0.01 mg de As/kg, la cual es estadisticamente significativa (p < 0.05) en comparacion al
control. Los resultados reportados por Vezza et al., 2018 donde se demostrd que la
concentracion de As aumenta en las estructuras de la planta a medida que incrementa el

contenido de concentracion de As en el agua de riego.
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Se destaca que la mayor concentracion de As fue absorbida por la raiz de la planta de fresa,
donde la concentracién promedio de As en las raices fue mayor que en las hojas, lo que indica
una tasa de translocacion limitada del nivel sistémico toéxico (Gonzalez de las Torres et al.,
2020a; N. Li et al., 2016). La acumulacion de la concentracién de As aumenta en las hojas y
raices de las plantas de fresa debido al incremento de la concentracion de As en el sistema
hidropdnico. Se observa que el tratamiento control mostro un resultado estadisticamente
significativo (p < 0.05) en TF, ya que los tratamientos que fueron expuestos a mayor
exposicion a As (0.01 y 0.1 mg/L) implementan un mecanismo que permite la movilizacion
de As hacia las hojas mientras que a una concentracion mayor (1 mg/L) impide la
movilizacion del As hacia estas. Tang & Zhao (2020) mencionaron que, a una mayor
concentracion de As, las plantas evitan la intoxicacion por As mediante mecanismos de
detoxificacion. Sin embargo, en el presente trabajo se observd, que, a mayores
concentraciones de As, las plantas tienden a tener una mayor acumulacion de esta en la raiz,
y por lo tanto no movilizan en grandes cantidades al As a otras estructuras vegetales. Este es
un comportamiento caracteristico de una planta hiperacumuladora, como se ha reportado en
cebolla, cebada y lechuga (Martinez-Castillo, Ozuna, et al., 2023; Saldafia-Robles et al.,
2021).

En el tallo, a una concentracion de 1 mg/L disminuy6 un 4.82% con respecto a 0.01 mg/L
(concentracion mas baja de As), esto indica que mientras la concentracion de As existe una
tasa de translocacion limitada del nivel sistémico toxico (Gonzalez de las Torres et al., 2020a;
N. Li et al., 2016). Es por ello por lo que la mayor concentracion de As fue absorbida por la
raiz de la planta de fresa, donde la concentracion promedio de As en las raices fue mayor que

en las hojas, tallo y fruto (ver Tabla 6).
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Tabla 6. Factor de bioacumulacion de arsénico y translocacion de estructuras de planta de
fresa.

Tratamientos
Factor
0 mg/L 0.01 mg/L 0.1 mg/L 1 mg/L
traslocacion
Tallo ND 2.25+0.13° 1.89 +£0.67° 0.82+0.15°
Hoja ND 2.32+0.64° 237+0.11° 0.19 + 0.06°
Fruto ND ND 0.74+0.13° ND
Factor de
ND 223.1+£16.68° 3043 +2.07° 1.97 + 0.54%
bioacumulacion

Los resultados se expresan en mg de As/kg. Literales diferentes (a, b, ¢, d) muestran diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). ND, no determinado. Concentraciones As: T1= 0 mg de As/kg
(control), T2= 0.01 mg de As/kg, T3=0.1 mg de As/’kg y T4= 1 mg de As/kg.

El factor de traslocacion (FT) indica la capacidad que tienen las plantas para movilizar un
agente toxico desde la parte radicular hasta la parte aérea (Yafez et al., 2019). El factor de
bioacumulacion (FB) es un indicador cuantificable de la contaminacion de las plantas que se

ha utilizado comunmente para estimar la transferencia de contaminantes del suelo a la planta

(Chang et al., 2014).

Cuando FB<I, la planta solo puede absorber, pero no acumular metales pesados y cuando
FB>1, la planta puede acumular metales; FT<1 sugirié una baja capacidad de translocacioén
de metales pesados de la raiz a los 6rganos aéreos, por otro lado, TF>1 sugiri6 que la planta
tiene capacidad de translocacion de metales pesados de la raiz a los 6rganos aéreos (Anawar
etal., 2018; Kostecka-Gugata & Latowski, 2018; I. Sharma, 2020). En este estudio, tanto FB
como FT fueron mayores que uno, lo que sugiere que la planta puede acumular arsénico, y

que tiene la capacidad de translocacion del arsénico de la raiz al rgano aéreo.

7.2.3 Parametros de crecimiento y desarrollo en las plantas de fresa
Las plantas de fresa (Fragaria x ananassa) variedad Cabrillo se acondicionaron en el sistema
hidroponico con sustrato usando una solucidon nutritiva y las concentraciones de As (0.01,
0.1 y 1 mg/L) mediante el agua de riego. Previo a la contaminacién con As en el sistema

hidroponico las plantulas de fresa se dejaron 30 dias para que pasaran por un periodo de
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adaptacion al cambio de sistema (suelo a sustrato). En la Figura 10 se muestran las plantas
después de 110 dias de experimentacion las fresas fueron cosechadas tomando como base el

periodo promedio que éstas permanecen en un sistema hidroponico.

| Tratamiento 2: 1

Control | i 0.1 mg/L 1

L L n N N N | L N B N N N N | ‘

1 Tratamiento 1: | 1 Tratamiento 3: |
i 0.01 mg/L 1 i 1 mg/L 1

- e e ol L-------‘

Figura 10. Efecto de las concentraciones de As en el crecimiento y desarrollo en las plantas
de fresa hidropoénica.

En la Tabla 7 se muestran los parametros de crecimiento y desarrollo en plantas de fresa
contaminadas por As. Los valores iniciales para la etapa de crecimiento en las plantas fueron
de 9.96 +3.97,4.55+2.05,4.60 £ 0.57,9.15+ 1.48 y 3.00 + 0.00 para peso de la planta (g),
longitud de la parte aérea (cm), longitud de la raiz o parte radicular (cm), altura total de la

planta (cm), y el nimero de hojas por planta, respectivamente.

Con respecto a los parametros de crecimiento y desarrollo, en la etapa de crecimiento no se
presentaron diferencias significativas (p > 0.05) en el peso de la planta, parte aérea, parte
radicular y la planta completa en los cuatro tratamientos con concentraciones de As. Sin
embargo, en el numero de hojas en la concentracion de 0.1 mg/L disminuy¢ (p < 0.05) hasta
un 33.33 % con respecto al control. En la etapa de fructificacion en el pardmetro de planta

completa a una concentraciéon de 0.01 mg/L disminuyd (p < 0.05) hasta un 18.72 % con
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respecto al control. Mientras que a una concentracion 0.1 y 1 mg/L disminuy6 hasta un 30.82
% vy 28.98 %, respectivamente con respecto al control. En el parametro nimero de hojas en
la concentracion de As de 0.01, 0.1 y 1 mg/L se present6 una disminucion (p < 0.05) del 25
%, 45 % y 70 %, respectivamente. Estudios han reportado que se puede retrasar el
metabolismo en los tejidos de las plantas si estan presentes en la concentracion inhibitoria
causando clorosis y una fuerte reduccion en el nimero de hojas (Praveen et al., 2019).
Ademas, el As induce estrés oxidativo al generar especies reactivas de oxigeno (ROS), lo
que puede tener efectos y estos se traducen en una disminucion significativa del crecimiento
radicular y de la parte aérea, reduciendo la altura total de la planta. Asimismo, el As altera la

actividad de enzimas antioxidantes y afecta la sintesis de clorofila, lo que compromete la

fotosintesis y, por ende, el desarrollo general de la planta (Varallyay et al., 2015).

Tabla 7. Parametros de crecimiento y desarrollo en plantas de fresa.

Eta’pz} Concentracion de As
fenologica

Crecimiento 0 mg/L 0.01 mg/L 0.1 mg/L I mg/L
e de(g1§1 planta 9.96 +3.97% 9.81+1.72° 6.77 £0.89° 4.59 +£2.22°
Par;s;‘)ffea 4.55+2.05° 430+ 1.8 3.40 £2.26* 4.60 +1.70°
Parte(zr(li;CUIar 4.60 +0.57* 535+ 1.63*  4.50+3.25° 4.55+1.34°
Plant*zc"r‘r’lf)npleta 0.15+£1.48  9.65+021°  7.90+0.99%  9.15+0.35°
Numero de hojas 3.00 £ 0.00° 1.50£0.71% 2.00 £ 0.00% 1.00 + 0.00*

Fructificacion 0 mg/L 0.01 mg/L 0.1 mg/L 1 mg/L
Peso de(glil planta 20.83 + 0.55° 1694+ 8978 1522 + 9282 10.55 + 4.45%
Parzgr?lirea 13.35+£2.33? 11.05 £1.63% 9.34 £ 6.58* 10.35 £ 6.58
Parte(zgcular 855+2.19° 5804233  5.85+2.83 5.20 +2.83*
Planta(:rzr)npleta 21.90£0.14°  17.80£0.71® 15.15+0.49*°  15.55+3.75
Numero de hojas 10.00+ 1.41°  7.50+0.71* 550 +0.71* 3.00 + 0.00°

Literales diferentes (a, b, ¢, d) presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), con una prueba

de Tukey.
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7.3 Efecto de la concentracion de arsénico en las estructuras vegetales del cultivo de
fresa hidroponica
Se evaluod el efecto de las concentraciones de As sobre la acumulaciéon de compuestos
bioactivos y la capacidad antioxidante en diferentes o6rganos de la planta de fresa,
especificamente en raiz, tallo, hoja y fruto. Esto permite identificar posibles diferencias en la
respuesta fisioldgica y metabodlica entre tejidos, considerando que cada 6rgano cumple
funciones especificas en la absorcion, translocacion y defensa frente al estrés por As.
Ademas, dado que el As puede inducir la generacion de ROS, se planted que su presencia
podria modular la sintesis de metabolitos antioxidantes como mecanismo de adaptacion. Por
ello, el andlisis diferenciado por érgano vegetal resulta fundamental para comprender la
distribucion del dafo oxidativo y la capacidad de respuesta en cada parte de la planta

(Solodrzano et al., 2020).

"Por otro lado las propiedades cromaticas también fueron evaluadas tinicamente en hoja y
fruto debido a que son los drganos visiblemente pigmentados, en los cuales los cambios de
color pueden asociarse directamente con procesos fisiologicos como la maduracién, la
acumulacion de metabolitos secundarios (especialmente antocianinas y flavonoides) y el
estrés oxidativo inducido por el As. A diferencia de la raiz y el tallo, que presentan una
coloracion mas uniforme y baja en pigmentos fenolicos visibles, la hoja y el fruto reflejan
visualmente los efectos del estrés abidtico (Maglovski et al., 2019; Saqib et al., 2023; Yang
et al., 2022). Por tanto, la medicion cromatica en estos 6rganos no solo facilita el monitoreo
de la calidad visual y fisioldgica, sino que también puede actuar como un indicador indirecto

de la acumulacion de compuestos bioactivos relacionados con la defensa vegetal.

7.3.1 Efecto de la concentracion de arsénico en raiz de planta de fresa
7.3.1.1 Propiedades bioactivas y capacidad antioxidante en raiz
Las plantas fueron contaminadas con As durante 110 dias para posteriormente diseccionar
las estructuras vegetales de la planta de fresa. En la Figura 11 se observa el efecto de la

concentracion de As en los compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de la raiz.

El contenido inicial de CFT fue de 17.62 + 0.61 mg GAE/g PS (Figura 11A). A una
concentracion baja de As (0.01 mg/L) aument6 significativamente (p < 0.05) hasta un 56.75

% con respecto al control. Mientras que a una concentracion de 0.1 y 1 mg/L aument6 (p <
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0.05) hasta un 30. 77 % y 6 .09 %, respectivamente. Se ha reportado que, a concentraciones
bajas de As, las plantas activan rutas antioxidantes como la fenilpropanoide, lo que
incrementa la sintesis de CFT, especialmente en la raiz. Este efecto se debe a la generacion
controlada de ROS, que estimulan la actividad de enzimas como la fenilalanina amonio liasa
(PAL), clave en la produccion de CFT con funcion antioxidante y quelante de metales
(Rivero et al., 2018; Vezza et al., 2018c). En la raiz donde el As impacta primero, esta
respuesta quimica permite limitar el dafio celular y mantener la homeostasis sin comprometer

el crecimiento.

En cuanto a FCT, el valor encontrado en raiz fue 21.78 + 1.5 mg EQ/g PS (Figura 11B). Se
encontr6 un efecto significativo a una concentracion de 0.01 mg/L se presentd un aumento
(p <0.05) de 19.54 %. Sin embargo, a una concentracion de 0.01 y 1 mg/L disminuyd hasta
un 29.75 % y 6.91 %, respectivamente con respecto al control. En estudios ya reportados
mencionan que a bajas concentraciones de As (0.01 mg/L), la planta activa mecanismos de
defensa antioxidante, lo que induce la sintesis de flavonoides como respuesta protectora. Sin
embargo, a concentraciones mds altas (0.1 y 1 mg/L), el estrés toxico es excesivo, dafiando
las rutas metabdlicas y reduciendo la produccion de flavonoides (Ghorbani et al., 2021; H.

P. Singh et al., 2007)

Por ultimo, en cuanto a las determinaciones de capacidad antioxidante (ensayo DPPH y
FRAP), en la Figura 11C y 11D se encontr6 un efecto de las concentraciones de As sobre la
raiz en ambas determinaciones. En los tratamientos, los valores iniciales de ambas
determinaciones (22.55 + 1.66 pmol TE/g PS y 30.39 + 2.48 umol TE/g PS para DPPH y
FRAP, respectivamente). Estos aumentaron a una concentracion de 0.01 mg/L para DPPH y
FRAP hasta un 31.21 % y 8.94 %. Mientras que a una concentracion de 0.1 mg/L en ambas
determinaciones existio una disminucion significativa (p < 0.05). A 0.01 mg/L, se genera una
cantidad moderada de especies reactivas de oxigeno (ROS) que activa rutas antioxidantes,
aumentando compuestos reductores que elevan DPPH y FRAP. A 0.1 y 1 mg/L, el exceso de
ROS dafia enzimas clave y bloquea la sintesis de antioxidantes, disminuyendo asi estos

valores (I. Sharma, 2020).
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Figura 11. Efecto de la concentracion de As en raiz de fresa hidroponica. CFT, compuestos
fenolicos totales; FT, flavonoides totales, TEAC, capacidad antioxidante equivalente de
Trolox, FRAP, poder antioxidante reductor férrico. Literales diferentes (a, b, ¢, d) muestran
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), con una prueba de Tukey (n= 6).

A partir de los resultados obtenidos en la raiz (el primer sitio de contacto con el As) se
observaron respuestas significativas en la acumulacion de compuestos bioactivos y capacidad
antioxidante. Posteriormente, se procedid a evaluar el efecto de este metaloide sobre los
compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante del tallo con el objetivo de identificar si
dicho efecto se mantiene o se modifica a medida que el As se transloca a las otras estructuras

vegetales.
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7.4.1 Efecto de la concentracion de Arsénico en tallo de planta de fresa
7.4.1.1 Propiedades bioactivas y capacidad antioxidante en tallo
En la Figura 12 se observa el efecto de la concentracion de As en los pigmentos del tallo. El
contenido inicial de CLO fue de 74.96 + 4.18 pg/g PS. En la Figura 12A se observan
diferencias significativas con respecto al control en la concentracion de As mas baja (0.01
mg/L) disminuy6 (p < 0.05) hasta un 26.82 %. Mientras que para la concentracion de 0.1
mg/L se presentd un ligero aumento (p < 0.05) con respecto al control. Sin embargo, a una
mayor concentracion (1 mg/L) se observa una diferencia significativamente mayor (p < 0.05)
aumentd hasta un 407.73 %. En estudios ya reportados, mencionan que el incremento del
contenido de clorofila en los tallos bajo exposicién de concentraciones altas de As podria
explicarse como una respuesta adaptativa al estrés inducido por metales. Ademas, el As
puede estimular ciertos procesos fisiologicos como la sintesis de clorofila que actia como
mecanismo de compensacion frente al dafio oxidativo. Kanwar et al. (2015) observaron que
en Brassica juncea, bajas concentraciones de As provocaron un aumento en pigmentos
fotosintéticos en tejidos no foliares, posiblemente por activacion de rutas biosintéticas
asociadas a la fotoproteccion. Asimismo, Zhao et al. (2009) sugieren que el As en algunas
plantas aumentan la produccién de citocininas como mecanismo de defensa para mantener
activos los procesos fotosintéticos. Ademds, este aumento también podria reflejar un
mecanismo de redistribucion o acumulacion localizada de clorofila como parte de una
reprogramacion del metabolismo vegetal ante condiciones de estrés, lo que ha sido

documentado en especies tolerantes a metales pesados (Kumar et al., 2023).

En cuanto a CAR, el valor encontrado en tallo fue de 94.68 + 4.56 ng/g PS. En la Figura 12B
se observa la misma tendencia que es CLO ya que en términos generales a una concentracion
mas baja de As se presenta una disminucion significativa (p < 0.05) de estos pigmentos
respecto al control. Mientras que aumenta la concentracion de As aumenta mayormente (p <
0.05) el contenido de CAR en el tallo. Los resultados que obtuvimos en nuestro estudio
pueden deberse a que los carotenoides se estimulan bajo estrés por arsénico como parte del
sistema antioxidante de la planta. Estos pigmentos ayudan a proteger los cloroplastos al
disipar el exceso de energia y neutralizar las ROS generadas por el estrés. Ademas, actuan
como defensa del fotosistema II. Segiin Niazi et al. (2020), la acumulacion de carotenoides

bajo estrés por metales pesados es una estrategia comUin para mantener la integridad
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fotosintética. Kumar & Prasad (2018) también reportan que, en condiciones de estrés por As,
los carotenoides aumentan como parte de la respuesta antioxidante coordinada con enzimas

como la CAT y SOD.
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Figura 12. Efecto de la concentracion de As en tallo de fresa hidroponica. CAR, carotenoides
totales; CLO, clorofila total; Literales diferentes (a, b, ¢, d) muestran diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05), con una prueba de Tukey (n= 6).

La Figura 13 muestra el efecto de las concentraciones de As en los compuestos bioactivos y
capacidad antioxidante. El contenido inicial de CFT en tallo fue de 2.43 + 0.10 mg EAG/g
PS (Figura 13A). En términos generales mientras se aumentan las concentraciones de As
aumentan los CFT. Es decir, a 0.01 mg/L aumento6 hasta un 10.27 % con respecto al control.
Sharma (2020) menciona que plantas expuestas a As acumulan el CFT como una estrategia
para reducir el dafio oxidativo y mantener la integridad del tejido vegetal. Ademas, estudios
como el deFarooq et al. (2016) destacan que la sintesis de fenoles puede concentrarse en
tallos y raices, donde se almacena o transporta parte del metal, funcionando también como
mecanismo de quelacion y detoxificacion. Asi, el aumento de CFT en tallo refleja tanto una

sefial de estrés como un intento de adaptacion para limitar el dafo causado por el As.

En cuanto a FCT, el valor encontrado en tallo fue de 1.97 = 0.49 mg EC/g PS (Figura 13B).
A una concentracion de 0.01 mg/L se presentaron diferencias significativas (p < 0.05) ya que
aumento hasta un 157.12 % con respecto al control. Mientras que a una concentracion de 0.1
y 1 mg/L aumento (p < 0.05) hasta un 35.38 % y 22.58 %, respectivamente con respecto al
control. Estudios han demostrado que la acumulacion de flavonoides en tejidos no foliares,

como tallos o raices, es comun en plantas sometidas a estrés por metales, donde ademas
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pueden contribuir a fortalecer las paredes celulares y limitar la movilidad del As (Zhao et al.,

2009b).

Por ultimo, en cuanto a las determinaciones de capacidad antioxidante (ensayo DPPH y
FRAP), se encontr6 un efecto de las concentraciones de As sobre la raiz en ambas
determinaciones (Figura 13C y 13D). En los tratamientos, los valores iniciales de ambas
determinaciones (9.47 £ 1.67 umol TE/g PS y 37.59 + 0.69 pmol TE/g PS para DPPH y
FRAP, respectivamente). Para DPPH a una concentracion mas baja de As (0.01 mg/L)
disminuyo (p < 0.05) hasta un 78.76 % con respecto al control. Mientras que para FRAP
también se presentd una disminucion significativa (p < 0.05). La disminucion de la capacidad
antioxidante en el tallo, medida mediante los ensayos DPPH y FRAP, puede atribuirse al
consumo excesivo de antioxidantes no enzimaticos debido al aumento de ROS. Bajo
condiciones de estrés por As, la generacion de ROS supera la capacidad antioxidante de la

planta, lo que provoca el agotamiento de compuestos (Kanwar et al., 2015).
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Figura 13. Efecto de la concentracion de As en tallo de fresa hidroponica. CFT, compuestos
fenolicos totales; FT, flavonoides totales, TEAC, capacidad antioxidante equivalente de
Trolox, FRAP, poder antioxidante reductor férrico. Literales diferentes (a, b, ¢, d) muestran
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), con una prueba de Tukey (n= 6).

Tras analizar el comportamiento del tallo, se procedié a evaluar las hojas, dado que estas

cumplen un papel clave en la fotosintesis y la respuesta antioxidante de la planta.

7.5.1 Efecto de la concentracion de arsénico en hoja de planta de fresa
7.5.1.1 Propiedades cromaticas en hoja
La recoleccion de hojas se realizd durante los 110 dias de las plantas ya contaminadas con
las concentraciones de As. La Tabla 8 muestra los resultados del efecto de la concentracion
de As en los parametros de color (L*, a* y b*) de las hojas de fresa hidroponica. Los valores
iniciales en las hojas fueron de 19.43 + 0.65, 1.73 + 0.58 y 15.85 = 0.31 para L*, a* y b*,

respectivamente. En términos generales, el incremento de la concentracion de As provoco
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una disminucion (p < 0.05) en los valores de las coordenadas cromaticas de las hojas. Con
respecto al control (0 mg/L), la coordenada L* disminuy6 su valor en un 11.19 %y 23.69 %
en las concentraciones de As de 0.01 mg/L y 1 mg/L, respectivamente. En el caso de la
coordenada a* se encontraron disminuciones de 32.47 % (0.01 m/L) y 29 % (1 mg/L).
Finalmente, la coordenada b* presentd una disminucion del 6.46 % en la concentracion de
As 1 mg/L. Saqib et al. (2023) atribuyeron que los cambios encontrados en los pardmetros
(L*, a* y b*) de color en las hojas pueden estar relacionados con la presencia de metales

pesados como el As con respecto las etapas fotoquimicas y bioquimicas de la fotosintesis.

Sin embargo, las coordenadas cromaticas con respecto a la concentracion 0 mg/L y 0.1 mg/L
no existid una diferencia (p > 0.05) debido los pigmentos no se vieron afectados, y esto podria
deberse a que estos acttian como indicadores de la disminucion de la concentracion u
oxidacion de las clorofilas (He et al. 2001). Por lo tanto, se puede concluir que las hojas de
la planta de la fresa presentan mecanismos de tolerancia frente al estrés oxidativo promovido
por la exposicion al As.

Tabla 8. Parametros del color a partir del sistema CIEL*a* b* en hojas deshidratadas de
fresa hidroponica.

Concentracion
L* a¥ b*
(mg/L)
0 19.43 + 0.65°¢ 1.73+0.58 15.85+0.31¢
0.01 17.25+0.31° 1.17+0.617 15.34 + 0.05¢
0.1 21.10 +0.394 1.88 +0.672 12.14 +0.162
1 14.83 +0.03* 1.23 +£0.44% 14.83 + 0.33°

L*, luminosidad, a* valores negativos= verde y positivos= rojo, b* valores negativos= azul y positivos=
amarillo. Literales diferentes (a, b, ¢, d) presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), con una
prueba de Tukey.

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 14, con respecto al comportamiento
del croma o intensidad (C*ab) de la hoja seca se observo una disminucion significativa (p <
0.05) de este parametro para todas las concentraciones de As (Figura 14A). Se observé una
degradacion del color verde en la hoja que posiblemente fue ocasionada por la oxidacion y
degradacion de los pigmentos de la hoja, tales como las clorofilas, que son encargadas del
color verde caracteristico (Michalska et al., 2017). En el caso del comportamiento del tono

de angulo (°h*a), se observé que este parametro aumento al incrementar las concentraciones
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de As a excepcion de 0.1 mg/L. Esta concentracion (0.1 mg/L) present6 una disminucion ya
que se genera una reduccion de la tasa fotosintética, resultante de la exposicion al As, y se
considera uno de los efectos mas dafiinos de este metaloide (Gusman et al., 2013) (Figura.
14B). En AE se puede observar un incremento mientras aumenta la concentracion de As,
generando asi una tendencia de cambio global en el color de las hojas (Figura 14C). Sharma
(2012) menciona que, debido a la presencia de As, se pueden presentar varios sintomas

morfologicos en la planta, por ejemplo, marchitamiento y disminucion del color de las hojas.
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Figura 14. Parametros cromaticos en hoja deshidratada de fresa hidropdnica. Croma
(C*ap), Tono del angulo (°h*ap), Diferencial de color (AE).

7.5.1.2 Propiedades bioactivas y capacidad antioxidante en hoja
En la Tabla 9 se pueden observar los efectos de las concentraciones de As en las hojas de
plantas de fresa. En la concentracion mds baja de As (0.01 mg/L), los CAR y CLO

presentaron un incremento (p < 0.05) del 5.14 % y 6.69 %, respectivamente. La estimulacion
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sobre los CAR esta relacionada con sus efectos protectores frente al estrés oxidativo inducido
por la presencia de altas concentraciones de As (Sanchez-Viveros et al., 2011). Sin embargo,
los efectos inhibidores o estimulantes de los metales pesados sobre el contenido de estos
pigmentos pueden ser el resultado de la susceptibilidad o tolerancia de cada especie vegetal
(Singh et al., 2006; Perales-Vela et al., 2007; Kanoun-Boulé y Vicente, 2009). Sin embargo,
al incrementar esta concentracion de As (0.1 mg/L), CAR y CLO disminuyeron (p < 0.05)
hasta un 26.20 % y 32.40 %, respectivamente, en comparacion con las hojas control (0 mg/L)
que no se ve afectado por la ausencia del As. Estudios previos realizados por Iriel et al. (2015)
han demostrado que la absorcion de As por las plantas puede resultar en la disipacion de
energia, ya sea como fluorescencia o calor, lo que impacta negativamente en el proceso de
sintesis de CLO. Esta disminucion en los niveles de CLO podria ser una respuesta adaptativa

de la planta para mitigar el estrés oxidativo inducido por el As.

Respecto a los CFT, las concentraciones de 0.01 y 1 mg/L. aumentaron (p > 0.05) en el CFT
con respecto a las hojas que no fueron contaminadas con As (Tabla 9). Esta estimulacion en
la produccion de CFT podria ser una estrategia de defensa de la planta contra el estrés
oxidativo inducido por el As, ya que estos compuestos tienen propiedades antioxidantes que
ayudan a neutralizar los radicales libres y proteger las células vegetales del dafio oxidativo
(Kostecka-Gugata & Latowski, 2018). Gonzalez-Moscoso et al. (2019) demostraron que la
exposicion al estrés por As en plantas de tomate provocé un aumento del 6.5 % en la

concentracion de CFT en sus diferentes estructuras vegetales (raiz, hoja y fruto).

Finalmente, la capacidad antioxidante de las hojas de fresa no se vio afectada ante el estrés
por As. Esto podria deberse a que las plantas poseen un sistema de defensa antioxidante

mejorado y muestran una mayor tolerancia a la toxicidad por As (Nahar et al., 2022).
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Tabla 9. Efecto de las concentraciones de As sobre la concentracion de compuestos

bioactivos totales y la capacidad antioxidante en hojas de fresa hidroponica.

CFT FRAP
Concentracion CLO CAR TEAC
(mg/L) (ng/g PS) (ng/g PS) (mg EAG/g ( 1 ET/g PS) (nmol ET/g
m mo

g ng/g ng/g PS) un g PS)
0 665.12+£10.36° 544.68 +0.89° 15.58 +0.89% 26.64 +(0.33? 17.36 £2.19°
0.01 769.48 + 4.85° 572.70 £ 1.68¢  18.02 + 0.20% 28.24+0.91? 24.08 +£1.12%
0.1 450.40 + 0.40° 401.94 + 1.07* 9.93 +£0.83* 22.07 £0.932 16.52 +2.70°
1 632.48 + 4.84b 502.56 +1.58>  23.95+6.364 27.82 £1.84% 13.97 +£3.23¢

CAR, carotenoides totales; CLO, clorofila total; CFT, compuestos fendlicos totales; TEAC, capacidad
antioxidante equivalente de Trolox. Literales diferentes (a, b, ¢, d) muestran diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), con una prueba de Tukey (n= 6).

Finalmente, después de los resultados obtenidos en hojas se analizo el fruto. A diferencia de
las hojas, el fruto acumula metabolitos secundarios principalmente durante su maduracion,
por lo que su evaluacion permite identificar si la exposicion al As afecta las propiedades

fisicoquimicas, nutricional, bioactivas y capacidad antioxidante.

7.6.1 Efecto de la concentracion de arsénico en fruto

7.6.1.1 Propiedades fisicoquimicas de la fresa
La recoleccion del fruto se realizd durante los 110 dias de las plantas ya contaminadas con
las concentraciones de As. En la Tabla 10 se muestran los resultados del efecto de la
concentracion de As en los parametros de color (L*, a* y b*) en los frutos de fresa
hidroponica. En términos generales, el incremento de la concentracion de As provoco una
disminucion (p < 0.05) en los valores de las coordenadas crométicas de las fresas. Con
respecto al control (0 mg/L), la coordenada L* aumento su valor en un 9.45 % y 20.32 % en
las concentraciones de As de 0.01 mg/L y 0.1 mg/L, respectivamente. En el caso de la
coordenada a* se encontraron disminuciones de 3.66 % (0.01 m/L) y 10.67 % (1 mg/L).
Finalmente, la coordenada b* present6 una disminucion del 21.88 % en la concentracion de
As 1 mg/L. (Sinha et al., 2023) atribuyeron que el arsénico genera estrés oxidativo en los
tejidos de las plantas, lo que provoca alteraciones en los pigmentos de la fruta, disminuyendo

el parametro.
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Sin embargo, las coordenadas cromaticas con respecto a la concentracion 0 mg/L y 0.1 mg/L

no existio una diferencia significativa (p > 0.05) debido los pigmentos no se vieron afectados.

Tabla 10. Parametros del color a partir del sistema CIEL*a* b* en fresa hidropdnica.

Concentracion
L* a* b*
(mg/L)
0 15.41 +1.45° 29.39 + 2.48% 17.75 + 1.83°
0.01 16.87 +2.38 28.32 +2.90% 19.16 = 1.25°
0.1 18.55 + 1.24° 31.63 +4.72° 13.62 +0.912
1 10.62 + 1.02° 2626+ 1.28? 13.87 + 1.70?

L*, luminosidad, a* valores negativos= verde y positivos= rojo, b* valores negativos= azul y positivos=
amarillo. Literales diferentes (a, b, ¢, d) presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), con una
prueba de Tukey.

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 15, con respecto al comportamiento
del croma o intensidad (C*av) de la fresa no se observo una disminucion de este pardmetro
para todas las concentraciones de As a excepcion de 0.1 mg/L. (Figura 15A). (Nemzer et al.,
2018) destacan que las alteraciones en este parametro estan relacionadas con la pérdida
general de pigmentos debido al arsénico. En el caso del comportamiento del tono de angulo
(°h*ap), se observo que este parametro disminuyo al incrementar las concentraciones de As a
excepcion de 0.01 mg/L. Esta concentracion (0.1 mg/L) presento una disminucion ya que
puede cambiar dependiendo de como se afecta la proporcion entre los pigmentos rojos y
amarillos, lo que modifica la percepcion del color de la fruta (Antoine et al., 2017) (Figura
15B). En AE se puede observar un ligero incremento mientras aumenta la concentracion de
As, generando asi una tendencia de cambio global en el color de las fresas (Figura 15C).
Ahammed & Yang (2022) menciona que la contaminacion por arsénico puede alterar la

sintesis y estabilidad de antocianinas, pigmentos responsables del color rojo en fresas.
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Figura 15. Pardmetros cromaticos en fresa hidropdnica. Croma (C*a), Tono del angulo
(°h*ap), Diferencial de color (AE).

7.6.1.2 pHy SST
La Tabla 11 muestra el efecto de la concentracion de As sobre las propiedades fisicoquimicas
(pH y SST) de fresa hidroponica. El valor de pH fue de 3.59 + 0.04, lo cual es congruente
con lo reportado por Nemzer et al. (2018) para fresa. Las concentraciones de As no
presentaron diferencias (p > 0.05) significativas sobre el pH. Stazi et al. (2016) reportan que
el pH de los frutos como la fresa no es afectado por tratamientos con As. Esto puede deberse
aque el As no actiia como un acido o base fuerte capaz de alterar la concentracion de protones
libres en los tejidos del fruto. Ademads, las fresas poseen sistemas basados en acidos
organicos, como el dcido citrico y malico, que estabilizan el pH incluso bajo estrés abiotico.

Asimismo, el As se acumula preferentemente en raices y hojas, y su translocacion hacia el
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fruto es limitada, reduciendo atin mas su impacto directo sobre el pH del tejido comestible

(Finnegan & Chen, 2012; Zhao et al., 2010).

En cuanto a los SST, el valor encontrado fue de 8.73 + 0.11 °Brix. Este valor es congruente
por lo reportado por (De Souza et al., 2014b). A una concentracion baja de As (0.01 mg/L)
aument6 un 4.69 % con respecto al control. Mientras que para la concentracion de 0.1 y 1
mg/L se presentd un ligero aumento (p < 0.05) con respecto al control. Se ha reportado que
el As puede aumentar los SST en la fresa porque induce estrés en la planta, lo que provoca
una acumulacion de azicares y compuestos solubles como respuesta de defensa. Bajo estrés
abidtico, como la presencia de metales pesados, las plantas incrementan la sintesis y
acumulacion de azucares para proteger sus células, lo que eleva los SST en los frutos (Sharma
& Dietz, 2009; Hasan et al., 2017).

Tabla 11. Efecto de las concentraciones de As sobre las propiedades fisicoquimicas (pH y
SST) de fresa hidropdnica.

Concentracion
pH SST
(mg/L)
0 3.59 £0.042 8.73+0.112
0.01 3.69+0.01° 9.14 £0.10°
0.1 4.09 +1.24* 8.80+0.11%
1 3.58 £ 0.02° 8.85+0.05°

SST, solidos solubles totales. Literales diferentes (a, b, ¢, d) presentan diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), con una prueba de Tukey.

7.6.2 Carbohidratos en fresa
En la Figura 15 se observa el efecto de la concentracion de As en el contenido de
carbohidratos de la fresa. El valor inicial de carbohidratos derivados de la glucosa en la fresa
fue de 82.37 = 10.40 mg GE/g PS. A una concentraciéon mas baja de As (0.01 mg/L)
disminuy6 (p < 0.05) hasta un 19.03 % con respecto al control. Mientras que a una
concentracion mas alta (1 mg/L) disminuy6 mayormente hasta un 47.16 %. Sin embargo, a
una concentracion de 0.1 mg/L se present6 una diferencia significativa ya que aumento (p <
0.05) hasta un 24.04 %. Estas disminuciones y aumentos pueden deberse a que, a

concentraciones muy bajas, el As puede interferir tempranamente con la fotosintesis y el
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metabolismo primario, inhibiendo enzimas clave de la glucolisis o de la sintesis de azucares,
como la fosfoglucoisomerasa y la sacarosa sintasa (Alam et al., 2020), lo que resulta en una
reduccion de carbohidratos disponibles. Sin embargo, a una concentracion mayor la planta
puede activar mecanismos de defensa y adaptacion, como la acumulacion de azlcares
solubles que actuan como moléculas sefializadoras y reservas de energia para enfrentar el
estrés (Takahashi & Murata, 2005). Este aumento se ha asociado también con una
estimulacion temporal de la actividad fotosintética o con el flujo de carbono hacia rutas de
almacenamiento energético (Maglovski et al., 2019). Asi, el cambio en los niveles de
carbohidratos refleja una estrategia dinamica de la planta para equilibrar el metabolismo

energético bajo exposicion creciente al As.
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Figura 15. Efecto de la concentracion de As en el contenido de carbohidratos de fresa
hidroponica. Literales diferentes (a, b, c, d) muestran diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), con una prueba de Tukey (n= 6).

7.6.3 Propiedades bioactivas y capacidad antioxidante de la fresa
En la Tabla 12 se pueden observar los efectos de las concentraciones de As en los compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante en el fruto. El contenido inicial de CFT fue de 22.50 +

1.03 mg EAG/g PS, lo cual es congruente con lo reportado por Bernal-Gallardo et al. (2022).
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En la concentracion mas baja de As (0.01 mg/L), los CFT presentaron un aumento (p < 0.05)
del 5.65 %, respectivamente. Sin embargo, al incrementar esta concentracion de As (0.1 mg/L
y 1 mg/L), disminuyeron (p < 0.05) hasta un 2.36 % y 16.82 %, respectivamente, en
comparacion con las fresas control (0 mg/L) que no se ve afectado por la ausencia del As. En
cuanto FCT, el valor encontrado en ardndanos fue de 7.14 + 0.76 mg EQ/g PS. Esta
concentracion es congruente a la reportada por (De Souza et al., 2014). En términos
generales, las concentraciones de As no afectaron (p > 0.05) el contenido de estos
compuestos. El contenido inicial de AMT fue de 83.57 + 1.92 mg C3G/g PS. Este valor es
congruente con lo ya reportado por (De Souza et al., 2014). Al incrementar la concentracion
de As (0.1 mg/L) se presenté un aumento (p < 0.05) hasta de un 11.05 %. con respecto al
control. Por ultimo, en cuanto a las determinaciones de capacidad antioxidante (ensayo
DPPH y FRAP), se encontrd un efecto tanto en el tiempo de almacenamiento como en el
tratamiento en ambas determinaciones. En los tratamientos, los valores iniciales de ambas
determinaciones (229.21 £+ 18.53 umol TE/100 g PF y 23.08 + 4.10 umol TE/100 g PF para
DPPH y FRAP, respectivamente). Al incrementar esta concentracion de As (0.01 mg/L),
aumentaron (p < 0.05) hasta un 2.69 %. Sin embargo, en la concentracion de As de 0.1 y 1

mg/L disminuyeron un 12.57 % y 3.20%, respectivamente.

La tendencia de los resultados coincide con lo reportado por (Gonzalez-Moscoso et al.,
2019), en donde pusieron a exposicion plantas de tomate a diferentes concentraciones de
arsénico (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 y 3.2 mg/L) e influye significativamente en la concentracion de
CFT, FCT y la capacidad antioxidante de los frutos. Se observo que los flavonoides totales
aumentaron en todas las concentraciones evaluadas, mientras que los compuestos fenolicos
totales se estimularon solo a bajas concentraciones de As. Por su parte, la capacidad

antioxidante incremento6 en condiciones de mayor concentracion de As.
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Tabla 12. Efecto de las concentraciones de As sobre la concentracion de compuestos
bioactivos totales y la capacidad antioxidante en fresa hidroponica.

Concentraciéon CFT FCT AMT TEAC FRAP
(mg/L) (mg EAG/gPS) (mgEC/gPS) (EC3G/gPS) (umol ET/gPS) (umol ET/gPS)
0 22.50 £ 1.03% 7.14£0.76° 83.57+£1.92 229.21+18.53*®  23.08£4.10
0.01 23.77 £ 0.94¢ 6.10 £ 1.442 63.47+0.88*  235.37+17.15° 24.08 £1.12°
0.1 21.97 +1.03% 7.37+0.93" 92.81+2.75¢ 200.41+17.97 15.05 +1.02°
1 18.72 £ 1.09* 6.37+1.08 81.37+8.61° 221.88+£22.54%  18.36+5.99%

AMT, antocianinas monoméricas totales; CFT, compuestos fendlicos totales; TEAC, capacidad antioxidante
equivalente de Trolox, FRAP, poder antioxidante reductor férrico. Literales diferentes (a, b, ¢, d) muestran
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), con una prueba de Tukey (n= 6).

7.6.4 Caracterizacion de compuestos fenolicos individuales de las fresas
La caracterizacion de compuestos fenolicos individuales en las fresas se realizé con el fin de
identificar de manera especifica qué metabolitos secundarios estan presentes y cémo su
concentracion varia ante diferentes condiciones de estrés por As. En la Tabla 13 a partir del
analisis cromatografico, obtuvimos 36 picos para las fresas contaminadas con As. Sin
embargo, solo identificamos acido gélico, 4cido p-hidroxibenzoico, 4cido clorogénico, acido
vanilico, acido ferulico, rutina y quercetina cuyas concentraciones variaron de 214.45 ng/g
MS a 1865.84 ng/g MS. Estudios previos se han encontrado 4cidos fendlicos (galico,
clorogénico, ferulico, vanilico y p-hidroxibenzoico) en concentraciones entre 44 ng/g MS'y
181 pg/g MS (reportados como mg/g MS). También, se identificaron flavonoides (rutina y
quercetina) en concentraciones que variaron de 34 pg/g MS a 559 ng/g MS (Sadowska et al.,
2020). Seglin nuestros hallazgos, el nimero de compuestos identificados en la fresa aumento
a concentraciones bajas de As, lo que sugiere que la mayoria de los compuestos identificados

son estimulados por dicho metaloide.

En términos generales, mientras aumenta la concentracion de As existe un incremento del
acido galico en la fresa. Es decir, a una concentracion de As (0.1 mg/L) en el acido galico se
present6 un incremento (p < 0.05) de hasta un 8.25 % con respecto al control. Mientras que
para el 4cido p-hidroxibenzoico disminuyo (p < 0.05) hasta un 11.38 % con respecto al

control (0.01 mg/L). Sin embargo, a concentracion de 0.1 y 1 mg/L aument6 hasta un 25.27
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%. Con respecto al acido clorogénico, mientras aumenta la concentracion de As se presentd

un incremento de este acido fendlico.

Tabla 13. Compuestos fenolicos detectados en fresas con concentraciones de As (0, 0.01,
0.1 y 1 mg/L). ND: no detectado. Se muestra el promedio + desviacion estandar.

Fresas con As (ug/g PS)
Compuesto
0 mg/L 0.01 mg/L 0.1 mg/L 1 mg/L
Acidos fendélicos
Galico 371 £4.56° 381.44 +£3.25° 402.12 £ 10.05° 372.06 £ 0.96*

p-hidroxibenzoico

1489.44 + 26.82¢

1319.89 + 14.91°

1865.84 + 3.264

1265.29 + 14.06*

Clorogénico 214.45 +1.89° 256.72 £ 4.31° 266.24 + 8.29° 262.55+5.76°
Vanilico 238.42 +£2.07 285.81 +£2.53° 358.45+10.73¢ 355.26 £ 6.17°
Ferulico 841.43 + 4.94° 961.39 +4.95¢ 825.74 £ 18.01° 698.97 £ 20.37a
Flavonoides

Rutina ND ND 522.21 £ 1.50° 525 +3.40°
Quercetina 288.05 + 2.44%¢ ND 296.61 +2.31°¢ 274.93 £ 9.54°

Literales diferentes (a, b, ¢, d) muestran diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), con una prueba
de Tukey (n=6).

7.7 Correlacion entre el efecto de las concentraciones de arsénico en las
estructuras de la planta de fresa hidropdnica

Para entender la relacion entre las concentraciones de arsénico y las respuestas bioquimicas
en las diferentes estructuras de la planta de fresa hidroponica, se realizd un andlisis de
componentes principales (ACP). En la Figura 16 se muestra el ACP para la correlacion de
las concentraciones de As con las propiedades bioactivas y antioxidantes de la raiz. Los dos
componentes principales explicaron el 79.39 % de la varianza total (55.24 % y 24.15 %,
respectivamente). El primer componente presento una correlacion fuerte negativa (0.96) con
FT, TEAC y FRAP. Esta correlacion negativa indica una disminucion de la actividad
antioxidante asociada a una mayor acumulacion de As a 1 mg/L. Esto sugiere un estrés
oxidativo elevado, posiblemente debido a la inhibicion de rutas de la sintesis de compuestos

fenodlicos y al dafio celular inducido por ROS .

74



Mientras que el segundo componente presentd una correlacion fuerte positiva (0.78) con el
contenido de As en la raiz y CFT los cuales parecen estar fuertemente correlacionados entre
si. Esta correlacion positiva se debe a que la planta ante la presencia de As estimula la
produccion de compuestos fendlicos para mitigar el estrés oxidativo (Nahar et al., 2022). Es
decir, este mecanismo forma parte de una estrategia de defensa, en la cual los compuestos
fenolicos actiian como secuestradores ROS, limitando el dafio celular. Diversos estudios han
reportado que la exposicion a metaloides como el As induce la activacion de la via de los
fenilpropanoides, promoviendo una mayor acumulacion de fenoles en tejidos como la raiz

(Nahar et al., 2022; Srivastava et al., 2016; Mishra et al., 2017).

Respecto a la distribucion de los puntos experimentales (Figura 16) se mostrd que las
concentraciones de 0.01 y 1 mg/L de As sugiere una mayor asociacion con As en raiz, CFT,
FT, TEAC y FRAP). Esto puede deberse a que, al ser el primer 6érgano en contacto con el
metaloide, la raiz tiende a acumular bajas concentraciones, lo que compromete su
metabolismo antioxidante. Se ha reportado que, a concentraciones elevadas, el As inhibe la
actividad de enzimas clave como la fenilalanina amonio liasa (PAL), limitando la sintesis de
compuestos fendlicos y reduciendo asi la eficiencia de los sistemas de defensa no enzimaticos
(Sharma et al., 2012). Asimismo, el dafio estructural en células radiculares yla presencia de
As dificultan la neutralizaciéon de ROS (Finnegan & Chen, 2012; Tripathi et al., 2007).
(Ghorbani et al., 2021; Vezza et al., 2018c). Ademas, la acumulacioén de As en raices indica
un posible mecanismo de tolerancia basado en la retencion del contaminante para evitar su
translocacion hacia los organos de la planta, mientras que el aumento en los compuestos
bioactivos podria reflejar una respuesta adaptativa al estrés oxidativo. Estos hallazgos
coinciden con estudios previos, donde la exposicion a bajas concentraciones de As también
estimuld la producciéon de metabolitos secundarios como parte de la respuesta al estrés
(Kofronova et al., 2019; Singh et al., 2007; Soldrzano et al., 2020). Mientras tanto, respecto
al control, la tendencia observada en el ACP se ve respaldada por los valores experimentales
(ver Figura 11), mostré contenidos elevados de FT, TEAC y FRAP mientras que a la

concentracion mas baja de As presentd mayores contenidos.
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Figura 16. Analisis de componentes principales para las concentraciones de As y las
propiedades bioactivas (CFT y FT) y antioxidantes (TEAC y FRAP) de la raiz.

La Figura 17 muestra el ACP de la correlaciéon de las concentraciones de As con las
propiedades bioactivas y antioxidantes del tallo. Los dos componentes principales explicaron
el 80.51 % de la varianza total (45.09 % y 35.42 %, respectivamente). Por lo tanto, el primer
componente presentd una correlacion fuerte negativa con el contenido de As en el tallo, CFT,
FT (0.92). Esta correlacion se debe a que ante la exposicion al As la planta activa una
respuesta defensiva que implica la sintesis flavonoides. Estos son ampliamente reconocidos
por su capacidad antioxidante, quelante de metales y estabilizadora de membranas, lo que les
permite neutralizar el estrés oxidativo inducido por metaloides como el As (Alam et al., 2020;
Nabhar et al., 2022). Ademas, se ha reportado que los flavonoides pueden acumularse en
tejidos vasculares como el tallo, ya sea por sintesis local o transporte desde organos
subterraneos, contribuyendo a una proteccion sistémica frente al dafio oxidativo (Alam et al.,
2020). Mientras que el segundo componente presentod una fuerte correlacion fuerte positiva
(0.98) con CLO, CAR y TEAC y una correlacion negativa con FRAP (-0.58). La correlacion

positiva indica que estos pigmentos fotosintéticos estan directamente asociados a la
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capacidad antioxidante en respuesta al estrés oxidativo. Tanto las clorofilas como los
carotenoides actiian como antioxidantes naturales, protegiendo a las células vegetales de los
dafios provocados por ROS, especialmente en tejidos fotosintéticos. Los carotenoides, en
particular, son efectivos extinguiendo radicales singletes de oxigeno y estabilizando
membranas celulares, mientras que las clorofilas pueden contribuir indirectamente mediante
el mantenimiento del equilibrio redox (Gusman et al., 2013; Maglovski et al., 2019).(Gusman

et al., 2013; Maglovski et al., 2019).

Con respecto a la distribucion de los puntos experimentales (Figura 17), la mayoria de las
variables de respuesta se direccionan hacia los grupos de las concentraciones de As (0.1 y 1
mg/L. En este sentido, la distancia al origen sugiere una mayor asociacion con esas variables
de CLO, CAR TEAC y FRAP. Se ha reportado que los compuestos bioactivos presentan
actividad antioxidante, lo que podria explicar su agrupacion y la correlacion positiva
observada en el tallo (Srivastava et al., 2017). Asimismo, se ha reportado como el As induce
estrés en este tejido, lo que activa enzimas relacionadas con la biosintesis de pigmentos como
CLO Y CAR como parte de la respuesta defensiva de la planta. Por otro lado, la distancia al
origen sugiere que la concentracion de 0.01 mg/L sugiere una mayor asociacién con esas
variables (As en el tallo, CFT y FT). Esto significa la planta alin permite la absorcion de As,
y se transloca al tallo como parte de una respuesta inicial de defensa, posiblemente actuando

como sitio de almacenamiento temporal y estimula compuestos bioactivos (Kofroiova et al.,

2019b).
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Figura 17. Andlisis de componentes principales para las concentraciones de As y las
propiedades bioactivas (CLO, CAR, CFT y FT) y antioxidantes (TEAC y FRAP) del tallo.

En la Figura 18 se muestra el ACP para la correlacion entre las concentraciones de As con
las propiedades cromaticas, bioactivas y antioxidantes de la hoja. Los dos componentes
principales explicaron el 66.01 % de la varianza total (47.42 % y 18.59 %, respectivamente).
Debido a esto, el primer componente presenté una correlacion fuerte (0.96) positiva con
°h*ab, CLO, CAR, TEAC y FRAP y una correlacion negativa con b*, C*;,, CFT. Esta
correlacion positiva se debe a que las hojas con mayor contenido de pigmentos fotosintéticos
como CLO y CAR presentan mayor capacidad antioxidante. Mientras tanto el segundo
componente presentd una correlacion fuerte (0.84) positiva con b*, C*y y CFT y una
correlacion moderada (0.72) negativa con el contenido de As en hoja, L*, a* y FT. La
correlacion negativa sugiere que la acumulacion de As puede estar asociada con pérdida de
luminosidad y reduccion de ciertos flavonoides, posiblemente por dafio oxidativo o

afectacion del metabolismo secundario (Antoine et al., 2017; Sharma, 2020). Ademas, la
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proyeccion de los grupos hacia las direcciones de los vectores sugiere una mayor asociacion
con esas variables, es decir, esta respuesta indica que el estrés por As altera tanto el color

como el perfil fendlico de las hojas (Li et al., 2019; Milani et al., 2018).
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Figura 18. Analisis de componentes principales para las concentraciones de As y las
propiedades cromaticas (L*, a*, b*, C*, y °h*yp), bioactivas (CLO, CAR, CFT y FT) y
antioxidantes (TEAC y FRAP) de la hoja.

Respecto a la distribucion de los puntos experimentales (Figura 18, la mayoria de las
variables de respuesta se direccionan hacia la concentracion mas baja y alta de As (0.01 y 1
mg/L). Asi, la distancia al origen para estas concentraciones sugiere una mayor asociacion
de las variables de respuesta (b*, C*u, °h*s, CLO, CAR, CFT, TEAC y FRAP). Se ha
reportado que, a concentraciones bajas, el As activa respuestas defensivas y a
concentraciones altas provoca un estrés mayor, lo que estimula la produccién de
antioxidantes y pigmentos (Maglovski et al., 2019). Estos compuestos, relacionados con la
fotosintesis y la proteccion celular, aumentan en la hoja para ayudarla a mantenerse funcional

frente al dafio (Saqib et al., 2023; Shirko et al., 2018).
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La Figura 19 muestra el ACP para la correlacion entre las concentraciones de As con las
propiedades fisicoquimicas, bioactivas y antioxidantes de la fresa. Los dos componentes
principales explicaron el 57.76 % de la varianza total (32.41 % y 25.35 %, respectivamente).
El primer componente present6 una correlacion fuerte (0.97) positiva con el contenido de As
en fresa, pH, FT y AMT y una correlacion negativa L*, a*, C*;, y CHO. Estas correlaciones
pueden interpretarse como una respuesta adaptativa de la fresa ante la presencia de arsénico.
Estudios han indicado que la acumulacion de arsénico en plantas puede inducir la sintesis de
ciertos antioxidantes especificos, como flavonoides, que actian para mitigar el estrés
oxidativo provocado por este metaloide (Bystricka et al., 2016; Yang et al., 2022). Ademas,
un aumento del pH podria estar relacionado con cambios metabdlicos en la fruta causados
por la toxicidad. Mientras que la reduccidn en el color puede reflejar dafio en los pigmentos
naturales y una maduracién alterada, mientras que la disminucion de carbohidratos puede
indicar un metabolismo afectado. Mientras que el segundo componente presentd una
correlacion fuerte (0.90) positiva b, h*yp, SST, CFT, TEAC y FRAP y una correlacién
negativa con el contenido de As en fresa, pH, FT y AMT. Esto puede deberse a que la
presencia de As afecta negativamente, disminuyendo el pH y ciertos antioxidantes
especificos, posiblemente por estrés oxidativo o dafio metabodlico (Y. Li & Wang, 2024; Ricci

et al., 2023).
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Figura 19. Analisis de componentes principales para las concentraciones de As y
propiedades fisicoquimicas (L*, a*, b*,*C*ap, °h*a, pH y SST), bioactivas (CFT, FT y AMT)
y antioxidantes (TEAC y FRAP) del fruto.

Respecto a la distribucion de los puntos experimentales (Figura 20), la direccion del origen
sugiere una mayor asociacion con las variables a concentraciones de 0.01 y 0.1 mg/L. Asi, la
distancia al origen para estas concentraciones sugiere un mayor contenido de L*, a*,
b**C*ap, °h*wp, pH, CFT, TEAC y FRAP y CHO. Esto sucede porque a bajas
concentraciones de As genera un estrés que la planta puede tolerar, lo que mejora su calidad
general (Saldafia-Robles et al., 2024; Samanta et al., 2022). Sin embargo, cuando la
concentracion de As es alta, el dafio que causa reduce estos beneficios y afecta negativamente

la calidad de la fruta.
7.8 Analisis in silico
7.8.1 Complejo entre compuestos fendlicos y NAC (1UT4)
Para predecir posibles acoplamientos moleculares ocasionados por el As en la regulacion de

la respuesta antioxidante en plantas, se realizé un analisis in silico utilizando la proteina NAC

(1UT4). En este se evalu6 si el compuesto fenolico solo o complejo compuesto fendlico-As,
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puede interactuar directamente con el dominio de unién al ADN de la NAC, afectando su
capacidad de regular genes antioxidantes como SOD y CAT. Por lo anterior, en condiciones
de presencia de As las plantas experimentan un incremento en los niveles de estrés oxidativo
debido a la sobreproduccion de ROS, lo que altera la homeostasis celular y provoca dafios en
lipidos, proteinas y ADN (Siddiqui et al., 2020; Soldrzano et al., 2020). Por lo tanto, las
plantas activan sistemas de defensa antioxidante complejos que incluyen componentes
enzimaticos (como SOD, CAT y GSH) como redes reguladoras que modulan la expresion
génica frente al estrés (Martinez-Castillo et al., 2022; I. Sharma, 2020; Solorzano et al.,
2020). Dentro de estas redes, los factores de transcripcion NAC desempefian un papel
fundamental en la regulacion de genes involucrados en la respuesta al estrés oxidativo, la
desintoxicacion y la muerte celular (Fuertes-Aguilar & Matilla, 2024; Hu et al., 2010;
Nuruzzaman et al., 2013). La estructura cristalina del dominio de unién al ADN de un factor
NAC (1UT4) revela un plegamiento o/p altamente conservado, que permite la interaccion
especifica con secuencias de ADN blanco, regulando asi la transcripcion génica bajo
condiciones de estrés abidtico (Zhu et al., 2014). Estudios recientes han demostrado que
algunos factores NAC se activan durante el estrés por As y pueden participar en la
modulacion de defensas antioxidantes, incluyendo la sobreexpresion de enzimas
eliminadoras de ROS y genes relacionados con el transporte y secuestro de metales

(Nuruzzaman et al., 2013; Pooam et al., 2023)

Los factores de transcripcion NAC, como el dominio representado por la proteina 1UT4,
juegan un papel fundamental en la respuesta de las plantas al estrés oxidativo generado por
la exposicion de metales pesados como el As (Di et al., 2021; He et al., 2021). Estos factores
se activan mediante modificaciones postraduccionales como fosforilacion, ubiquitinacion y
cambios redox. Una vez activados, los NAC se translocan al ntcleo y promueven la expresion
de genes involucrados en la defensa antioxidante y detoxificacion, contribuyendo a mitigar
el dafio celular y a mantener la homeostasis redox en las plantas (He et al., 2021; Nakashima
et al., 2012). Entre los genes regulados por NAC se incluyen los que codifican para enzimas
clave como la SOD y CAT, que participan en la neutralizaciéon de especies reactivas de
oxigeno y en la proteccion contra el dano oxidativo inducido por el As (Amna et al., 2020;

Fuertes-Aguilar & Matilla, 2024).
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Debido a esto, la Tabla 14 muestra los resultados del analisis de acoplamiento molecular, los
valores energéticos de las interacciones entre el complejo compuestos fenolicos identificados
en la fresa y NAC (1UT4). Ademas, se muestran las principales interacciones como las
fuerzas electrostaticas, las fuerzas electrostaticas de largo alcance, el enlace de hidrogeno
(ligado a hidrégeno), las fuerzas de Van der Waals y la energia total de interaccion (E).
Ademas, se incluye la eficiencia del ligando (EL) como medida de la afinidad de enlace, que
representa la energia aportada por dtomo en el caso de los ligandos (EL = E/nimero de

atomos pesados).

Primeramente, los valores de LE indican la afinidad energética de los ligandos en relacion
con su tamafo, los compuestos fendlicos encontrados en las fresas estudiadas y estos valores
oscilaron entre -3.37 y -7.87 kcal/mol (ver Tabla 14). Segin su EL, los compuestos fendlicos
pueden clasificarse en tres grupos: alta afinidad (EL < -5.5 kcal/mol) como el é4cido p-
hidroxibenzoico (-7.87 kcal/mol, acido fertlico (-7.69 kcal/mol), acido vanilico (-7.51
kcal/mol) y acido galico (-7.19 kcal/mol); afinidad moderada (EL entre -5.0 y -5.5 kcal/mol)
y baja afinidad (EL > -5.0 kcal/mol) como el acido clorogénico (-4.75 kcal/mol), quercetina
(-4.79 kcal/mol) y rutina (-3.37 kcal/mol) (Ejembi et al., 2021; Yener et al., 2020). Se han
reportado valores de EL de -3.2 a -7.8 kcal/mol para la interaccion entre diferentes
compuestos y una proteina NAC (dominio de union al ADN de un factor NAC; cdédigo PDB:
1UT4) (Kumar et al., 2024; Zhu et al., 2014). Las diferencias entre nuestros resultados y lo
ya reportado podria atribuirse a variaciones en la estructura de los compuestos acoplados, asi
como a diferencias en la proteina diana utilizada (Diaz-Cervantes et al., 2023; Hassane et al.,

2022; Muthuramalingam et al., 2017).

Con respecto a los resultados de E, el acido clorogénico (-128.37 kcal/mol) y la rutina (-
145.01 kcal/mol) presentaron los valores mas bajos por lo que se podrian formar
interacciones mas estables con el complejo del compuesto fendlico y NAC (Ashok Kumar et
al., 2024; Lindemose et al., 2014). Otros compuestos que también destacaron por sus bajos
valores fueron el acido feralico (-107.72 kcal/mol) y la quercetina (-105.52 kcal/mol).
Mientras que los valores encontrados para las interacciones electrostaticas fueron de -0.80
kcal/mol a 0.90 kcal/mol, y los valores de las interacciones electrostaticas de largo alcance
oscilaron de -0.70 kcal/mol y 0.60 kcal/mol. Esto indica que las interacciones individuales

son aquellas que desempenan un papel crucial en la determinacion de la afinidad de union
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(Kumar et al., 2024; Zhu et al., 2014). Ademas, las interacciones con enlaces de hidrogeno
fueron de -3.80 kcal/mol a -11.51 kcal/mol. Mientras que los valores energéticos de los
enlaces de hidrogeno y las fuerzas de van der Waals contribuyen a la alta afinidad de union

observada principalmente en los flavonoides (Hassane et al., 2022; Yener et al., 2020).

De acuerdo con los resultados que obtuvimos, los flavonoides presentaron los valores de EL
mas altos y los valores de E més bajos (ver Tabla 14). Esto podria deberse a que pueden
interactuar con NAC (1UT4), pero estas son menos favorables en acidos fenolicos. También
podria estar relacionado con el peso y el tamafo de las moléculas, ya que, al ser mas grandes,
los flavonoides contienen un mayor nimero de &tomos y grupos quimicos que pueden formar
interacciones individuales, lo que se refleja en sus valores de E (Ejembi et al., 2021; Yener

et al., 2020).
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Tabla 14. Resultados de acoplamiento molecular de compuestos fendlicos de fresa contra 1UT4.

Interaccion energia/afinidad (kcal/mol)

Compuesto Interacciones  electrostatica de Puentes de Eficiencia de
. . van der Waals Energia '
electrostaticas largo alcance hidrogeno ligando

Acidos fendlicos
Galico 0.90 -0.79 -8.19 -24.40 -86.29 -7.19
p_

0.38 -0.51 -9.46 -21.12 -78.75 -7.87
hidroxibenzoico
Clorogénico 0.00 0.00 -11.51 -25.71 -128.37 -4.75
Vanilico -1.42 0.60 -7.89 -29.52 -90.15 -7.51
Ferulico -0.80 0.51 -3.80 -20.54 -107.72 -7.69
Flavonoides
Rutina 0.89 -0.52 -6.95 -32.55 -145.01 -3.37
Quercetina -0.56 -0.01 -6.09 -29.64 -105.52 -4.79
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La Figura 20 muestra las superficies de interaccion entre los compuestos fenolicos y NAC,
las principales interacciones se muestran en esta. Ademas, se muestran tanto las superficies
de proteina-ligando modeladas en 3D (izquierda) como los diagramas de interaccion de
aminoacidos modelados en 2D (derecha) para cada compuesto fenolico. Para todos los
compuestos fenodlicos, los resultados del acoplamiento presentaron que las interacciones de
la proteina-ligando ocurrieron directamente en el sitio de uniéon de ADN de NAC (1UT4).
Debido a esto, los compuestos fenolicos podrian inhibir la actividad de union de NAC
mediante competencial espacial (Diaz-Cervantes et al., 2021, 2023). Ademas, la mayoria de
las interacciones energéticas individuales, descritas previamente en la Tabla 14, se
observaron para todos los compuestos fendlicos, destacando la presencia de fuerzas de union
de hidrogeno (lineas de puntos verdes) y de Van de Waals (lineas de puntos verde claro)

como contribuyentes clave a la afinidad de union.

Aunque NAC posee varios dominios funcionales, el dominio N-terminal (estructuralmente
representado por la proteina 1UT4) contiene el sitio de unién al ADN, el cual es esencial para
su funcion reguladora (Kumar et al., 2024; Shiriga et al., 2014; Zhu et al., 2014). Este
dominio presenta un pliegue tipo o/ altamente conservado, compuesto por una hoja f central
rodeada por hélices a, que permite el reconocimiento especifico de secuencias promotoras
de genes relacionados con la defensa antioxidante (Ooka et al., 2003; Ernst et al., 2004). En
nuestro estudio Lys68, Phe65, Argl9 y Glu69 se identificaron como residuos clave que
interactuan con los compuestos fendlicos de las fresas (Figura 20A, B, C, D, E, F y G),
participan directamente en la union al ADN mediante la formacion de puentes de hidrogeno
y enlaces electrostaticos con las bases nitrogenadas. En este contexto, la interaccion de
compuestos fendlicos con estos residuos podria afectar la capacidad de NAC para unirse al
ADN, interfiriendo con su funcion como activador transcripcional. Esta modulacion
estructural podria alterar la capacidad del factor NAC para activar genes relacionados con el

estrés oxidativo, tales como aquellos que codifican para SOD y CAT.
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Figura 20. Interacciones moleculares entre el complejo proteico 1UT4-NAC y acidos
fenolicos individuales (A: galico, B: p-hidroxibenzoico, C: clorogénico, D: vanilico y E:
feralico) y flavonoides (F: rutina y G: quercetina). Las lineas punteadas indican las
principales interacciones proteina-ligando, codificadas por color de la siguiente manera:
enlace de hidrogeno convencional (verde limon), fuerzas de Van der Waals (verde claro),
enlace carbono-hidrogeno (azul claro), interaccidn), interaccion m-alquilo (rosa claro), m-
sigma (morado), interacion ©t- & (rosa), interaccion desfavorable (rojo) e interaccion m-anidén
(naranja). En los diagramas 3D, los compuestos fenolicos se representan en rojo, la proteina
1UT4 se muestra en gris y sus residuos de aminoacidos se representan como azul. Las nubes
violetas y verdes alrededor de cada compuesto ilustran la superficie donante y aceptora unida
a H.

7.8.2 Compuestos fendlicos con As y NAC (1UT4)

En la Tabla 15 se muestran los resultados del andlisis de acoplamiento molecular, los valores
energéticos de las interacciones entre el complejo compuestos fendlicos identificados en la
fresa con As y NAC. Primeramente, se muestran los compuestos fenolicos encontrados en
las fresas estudiadas y estos valores oscilaron entre -3.37 y -7.40 kcal/mol. Segun su EL, los

compuestos fenolicos presentaron alta afinidad (EL < -5.5 kcal/mol) como el acido fertlico

87



(-7.40 kcal/mol), &cido vanilico (-7.7 kcal/mol), 4cido p-hidroxibenzoico (-6.97 kcal/mol),
acido galico (-6.50 kcal/mol) afinidad moderada como la quercetina (-5.18 kcal/mol) y baja
afinidad (EL > -5.0 kcal/mol) como el 4cido clorogénico (-4.75 kcal/mol) y rutina (-3.37
kcal/mol) (Ejembi et al., 2021; Hassane et al., 2022; Yener et al., 2020).

Con respecto a los resultados de E, el acido feralico (-133.25 kcal/mol) y la rutina (-164.42
kcal/mol) presentaron los valores mas bajos por lo que se podrian formar interacciones mas
estables con el complejo del compuesto fendlico y NAC. Otros compuestos que también
destacaron por sus bajos valores fueron el acido clorogénico (-128.37 kcal/mol) y la
quercetina (-129.74 kcal/mol). A pesar de que no se observaron interacciones electrostaticas
entre los complejos fenolicos—As y la proteina NAC (1UT4), los resultados mostraron la
presencia de puentes de hidrogeno (-6.95 y 12.90 kcal/mol), lo cual indica que estas
interacciones contribuyen de forma importante a la afinidad del ligando. Los grupos
funcionales polares presentes en los compuestos fendlicos permiten establecer enlaces con
residuos clave del sitio de union, estabilizando la unioén al dominio NAC (He et al., 2021).
Este tipo de interacciones, junto con las fuerzas de Van der Waals e interacciones
hidrofobicas, pueden compensar la ausencia de cargas netas, favoreciendo la formacion de
complejos estables incluso en ausencia de contribuciones electrostaticas directas (Bo et al.,

2024).

En comparacién con el acoplamiento molecular compuesto fendlico-NAC (1UT4) (ver Tabla
14), los complejos fenolicos—As mostraron enlaces por puente de hidrogeno y fuerzas de
Van der Waals mas intensos y numerosos con residuos clave del dominio NAC (1UT4), lo
que se traduce en energias de interaccion global mas favorables. En consecuencia, los
complejos fendlicos—As tienen mayor afinidad in silico que el compuesto fenoélico solo, lo
que podria potenciar la modulacion de la conformacion proteica y, por ende, la regulacion de

la expresion de enzimas antioxidantes (Nakashima et al., 2012; Nuruzzaman et al., 2013).
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Tabla 15. Resultados de acoplamiento molecular de compuestos fendlicos de fresa con As y NAC (1UT4).

Interaccion energia/afinidad (kcal/mol)

Compuesto Interacciones electrostatica de Puentes de Eficiencia de
van der Waals Energia

electrostaticas largo alcance hidrogeno ligando
Acidos fendlicos
Galico 0.00 0.00 -12.90 -26.48 -104.10 -6.50
P 0.00 0.00 -11.01 -16.40 -97.62 -6.97
hidroxibenzoico
Clorogénico 0.00 0.00 -11.51 -25.71 -128.37 -4.75
Vanilico 0.00 0.00 -17.22 -25.29 -118.01 -7.37
Ferulico 0.00 0.00 -10.38 -30.55 -133.25 -7.40
Flavonoides
Rutina 0.00 0.00 -6.95 -32.55 -164.42 -3.37
Quercetina 0.00 0.00 -16.16 -51.40 -129.74 -5.18
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La Figura 21 muestra las superficies de interaccion entre los compuestos fenolicos y NAC,
las principales interacciones se muestran en esta. Ademas, se muestran tanto las superficies
de proteina-ligando modeladas en 3D (izquierda) como los diagramas de interaccion de
aminoacidos modelados en 2D (derecha) para cada compuesto fenolico. Para todos los
compuestos fenodlicos, los resultados del acoplamiento presentaron que las interacciones de
la proteina-ligando-As ocurrieron directamente en el sitio activo de NAC. Debido a esto, los
compuestos fenolicos podrian inhibir la actividad de union de NAC mediante competencial
espacial (Diaz-Cervantes et al., 2021). Ademas, la mayoria de las interacciones energéticas
individuales, descritas previamente como valores numéricos, se visualizaron para todos los
compuestos fenodlicos, destacando la presencia de fuerzas de union de hidrogeno (lineas de
puntos verdes) y de Van de Waals (lineas de puntos verde claro) como contribuyentes clave

a la afinidad de union.

Nuestros resultados indican que los compuestos fenodlicos derivados del acido galico
mostraron afinidad por residuos como Lys68, Phe20, Argl9 y Glu67 lo cual sugiere que estos
metabolitos podrian modular la actividad del factor NAC al competir por su sitio de unién al
ADN o inducir cambios conformacionales (Figura 21A, B, C, D, E, F y G). Ademas, la
interaccion de compuestos fenolicos con estos residuos podria afectar la capacidad de NAC
para unirse al ADN, interfiriendo con su funciéon como activador transcripcional. Esta
modulacion estructural podria alterar la capacidad del factor NAC para activar genes

relacionados con el estrés oxidativo, tales como aquellos que codifican para SOD y CAT.
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Figura 21. Interacciones moleculares entre el complejo proteico 1UT4-NAC y acidos
fenolicos individuales con As (A: gélico, B: p-hidroxibenzoico, C: clorogénico, D: vanilico
y E: ferulico) y flavonoides (F: rutina y G: quercetina). Las lineas punteadas indican las
principales interacciones proteina-ligando, codificadas por color de la siguiente manera:
enlace de hidrogeno convencional (verde limon), fuerzas de Van der Waals (verde claro),
enlace carbono-hidrogeno (azul claro), interaccion), interaccion m-alquilo (rosa claro), m-
interaccion 1- « (rosa), interaccion desfavorable (rojo) e interaccion m-anion (naranja). En los
diagramas 3D, los compuestos fenolicos se representan en rojo, la proteina 1UT4 se muestra
en gris y sus residuos de aminodcidos se representan como amarillo. Las nubes violetas y
verdes alrededor de cada compuesto ilustran la superficie donante y aceptora unida a H.
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VIII. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS
En esta investigacion mostramos el impacto que tiene el As sobre las estructuras vegetales
planta de fresa. En cuanto a la absorcion de As, se observéd que el orden de traslocacion y
acumulacion fue raiz>tallo<hoja y fruto estos aumentaron a concentraciones bajas (0.01
mg/L) mientras que a concentraciones altas (1mg/L) aunque la planta continué asimilando el
As, este se acumulo principalmente en la raiz. Esto sugiere un posible mecanismo de defensa
para evitar su transporte hacia los 6rganos comestibles, como una estrategia de tolerancia al

estrés por As.

Por otro lado, los efectos del As sobre algunos compuestos derivados del metabolismo
secundario como los pigmentos CLO y CAR, CFT y FCT pueden tener algun estimulo en su
produccion a concentraciones bajas de As, pero a concentraciones mds altas de estos
disminuyen. De igual manera, estos efectos se observaron en la caracterizacion de
metabolitos secundarios en la fresa. Ademas, los ACP sugieren en las correlaciones que, a
bajas concentraciones de As podria estar relacionado con una mayor actividad antioxidante,
mientras que a concentraciones mas altas se observo una mayor asociacion con variables

indicativas de dafio oxidativo, dependiendo de la estructura vegetal.

Los compuestos fenolicos interactian con As y el dominio NAC (1UT4), lo que podria
favorecer la activacion de enzimas antioxidantes como SOD y CAT, contribuyendo a la

detoxificacion y respuesta antioxidante en plantas.

En futuras investigaciones, se podria trabajar en las interacciones entre las distintas rutas
metabolicas en condiciones de estrés por As, sobre todo para identificar nuevas vias de

regulacion susceptibles de ser utilizadas para incrementar la tolerancia en las plantas.

Ademas, se podrian seguir investigando los efectos del As en los cultivos agricolas y
desarrollar estrategias para contrarrestar sus efectos negativos en las propiedades fisioldgicas

y bioactivas en plantas de consumo humano.
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