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Resumen
El objetivo fue evaluar kaempferol en hojas e inflorescencias de huauzontle (Che-
nopodinm berlandieri subsp. nuttalliae) cultivado bajo condiciones de salinidad, asi como
la concentracion de Na™ y K*. El experimento se realiz6 en invernadero con trata
mientos de 0, 100, 200 y 300 mM NaCl, bajo un disefio de bloques completamente
al azar con 12 repeticiones, utilizando semillas originarias de Puebla. Los extractos
metanolicos se analizaron mediante cromatografia en capa fina de alta resolucion
(HPTLC). Los resultados confirmaron mayores concentraciones de kaempferol en
hojas (0.407-0.456 mg g-' PS) que en inflorescencias (0.180-0.241 mg g-' PS). En
hojas, el contenido se mantuvo estable, pese al incremento de Na+. En inflorescencias,
el aumento de NaCl se asocié con menor contenido de kaempferol. Se detectaron
bandas adicionales con actividad antioxidante. Estos hallazgos representan el primer
reporte en este quelite y evidencian diferencias tisulares en la respuesta al estrés salino.

Abstract

The objective was to evaluate the kaempferol content in leaves and inflorescences of
huauzontle (Chenopodium berlandieri subsp. nuttalliae) cultivated under salinity conditions,
as well as the concentration of Na+ and K+. The experiment was conducted in a
greenhouse with treatments of 0, 100, 200, and 300 mM NaCl, using a completely
randomized block design with 12 replications and seeds from Puebla, Mexico. Methan-
olic extracts were analyzed by high-performance thin-layer chromatography (HPTLC).
Results confirmed higher kaempferol concentrations in leaves (0.407-0.456 mg g-
DW) compared to inflorescences (0.18-0.241 mg g-' DW)</ span>. In leaves, the
content remained stable despite increasing Na+ levels. In inflorescences, higher NaCl
concentrations were associated with reduced kaempferol content. Additional bands
with antioxidant activity were detected. These findings re resent the first report in
this quelite and reveal tissue-specific differences in response to salt stress.
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Introduccion

Las plantas enfrentan distintos tipos de estrés ambiental durante su crecimiento y
desarrollo, tanto en condiciones naturales como agricolas (Seleiman et al., 2021;
Mareri et al., 2022). Estos factores representan un desafio fundamental y constituyen
un aspecto critico para la agricultura y la seguridad alimentaria (Zhang et al., 2020)
Entre ellos, el estrés salino es de los mas frecuentes y limita de manera significativa
la productividad de los cultivos, ya que induce estrés osmoético, toxicidad i6nica y
dafio oxidativo en las células vegetales. Estas alteraciones afectan la fotosintesis y el
metabolismo celular (Zhu, 2016; Bose et al., 2017; Bryla et al., 2021). Para enfrentar
estas condiciones, las plantas han desarrollado mecanismos adaptativos complejos
que les permiten detectar, responder y mitigar los efectos de la salinidad. Entre ellos
destacan la activacion de sistemas antioxidantes, el ajuste en el transporte i6nico,
la modulacion de redes de sefalizacion hormonal y la reprogramacion de la expre-
sion génica. Bstos procesos en conjunto sustentan una mayor tolerancia al estrés
salino (Tavakkoli et al., 2010; Chandna et al., 2014; Zhu, 2016; Isah, 2019; Kumar
et al., 2023). En este contexto, los metabolitos especializados sintetizados a través
de las vias del acido shikimico y fenilpropanoide desempenian un papel relevante.
Los flavonoides, en particular el kaempferol, cumplen funciones clave en la defen-
sa y sefalizacion frente al estrés, en el mantenimiento del equilibrio redox celular,
en la proteccion de la integridad de las membranas y en la regulacion de procesos
fisiolégicos relacionados con la tolerancia al estrés (Velikova & Aktas, 2007; Zhao,
2015; Wang et al., 2018). LLa concentracion de flavonoides depende de diversos
tactores, entre ellos las condiciones de cultivo, el entorno de crecimiento, la etapa
de desarrollo y el tejido vegetal analizado (Jan et al., 2022).

Las principales fuentes de kaempferol (mg/100 g de peso fresco) son verduras
de hoja verde como espinaca y col rizada, asi como hierbas aromaticas como eneldo,
cebollin y estragdén (Dabeek & Marra, 2019). El kaempferol presenta propiedades
benéficas para la salud humana, entre ellas efectos antiinflamatorios, cardioprotec-
tores, neuroprotectores, anticancerigenos y antialérgicos (de Morais et al., 2024;
Hussain et al., 2024). La identificacién de compuestos bioactivos en plantas comes-
tibles permite integrarlos en la dieta y establecer las condiciones que favorecen su
mayor concentracion. El huauzontle (Chenopodium berlandieri subsp. nuttalliae) forma
parte del grupo de los quelites utilizados en Mesoamérica desde la época prehispa-
nica (Smisor, 2020). Actualmente se consume en distintas regiones de México y se
emplea en diversos platillos tradicionales (Figueredo-Urbina et al., 2021). Sus hojas
e inflorescencias se consumen crudas, en decocciones o capeadas. Asimismo, estos
tejidos exhiben propiedades antioxidantes, antinflamatorias y quimiopreventivas
(Lopez-Monterrubio et al., 2020; Santiago-Lopez et al., 2023).
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Diversos estudios han evaluado la concentracion de fenoles en quelites, Ro-
man-Cortés et al. (2018) reportaron que, en peso fresco, el huauzontle presenta el
mayor contenido de fenoles (432.9 mg 100 g) seguido de los quintoniles (381.7 mg
100 g™, los rometitos (173.9 mg 100 ¢") y las verdolagas (137.9 mg 100 g). Por
su parte, Martinez et al. (2013) analizaron semillas germinadas, cocidas y crudas, y
observaron un incremento en el contenido de flavonoides en semillas cocidas res-
pecto a las germinadas, con valores entre 70 y 620 pg GAE/g. Sin embatgo, no se
ha documentado la presencia y la concentracion de estos compuestos en las inflo-
rescencias de huauzontle bajo condiciones de salinidad. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue evaluar la concentraciéon de kaempferol en hojas e inflorescencias
de huauzontle (Chenopodinm berlandieri subsp. nuttalliae) cultivado bajo condiciones
de salinidad por NaCl, asi como la concentracion de Na™ y K.

Materiales y Métodos
Condiciones del experimento

El experimento se realizé en condiciones de invernadero (19° 465671 N y -98.913715
O, 2232.68 m de altitud). Durante el ciclo de cultivo de junio a noviembre de 2022,
las temperaturas minimas y maximas registradas durante el desarrollo del cultivo
fueron de 5 y 47 °C en los meses de junio a noviembre de 2022.

Material vegetal

Se utilizaron semillas de huauzontle provenientes del estado de Puebla, las cuales
se sembraron en charolas de germinacién con una mezcla de perlita y peat moss
como sustrato. Durante los primeros 10 dfas, el riego se realizé con agua potable.
Posteriormente, las plantulas se irrigaron con la solucién nutritiva de Steiner con
una conductividad de 1 dS m™ (Steiner, 1984), hasta el momento del trasplante.

Disefo de tratamientos y diseiio experimental

Se uso un disefio experimental de bloques completamente al azar; las dosis evaluadas
de cloruro de sodio (NaCl) : 0, 100, 200, 300 mM. Las dosis de NaCl fueron incluidas
en la solucién universal de Steiner (Steiner, 1984). La unidad experimental consistio
en una maceta con capacidad de 12 L; se empleé como sustrato una mezcla de perlita,
tezontle y espuma agricola (1:1:1, v: v: v). Cada tratamiento tuvo 12 repeticiones.

Manejo y conduccién del experimento

Las plantulas se trasplantaron cuando tuvieron hojas verdaderas y 10 cm de altura.
El riego fue con la solucién nutritiva de Steiner con una conductividad eléctrica (CE)
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de 1 dS m™ (Steiner, 1984). Después de 17 dias del trasplante (ddt) se aumentd la
CE a 2 dS m, y se afiadieron las dosis correspondientes 0, 100, 200, 300 mM NaCl
esto originé valores de CE de 2.00, 7.81, 17.59 y 20.30 dS m™ respectivamente. El
pH de la solucién nutritiva se mantuvo en 5.5 durante todo el ciclo del cultivo. El
sistema de riego fue automatizado con goteros con adaptadores de cuatro salidas,
cada una con un tubin y estaca que fueron colocados en cada bolsa. Los riegos
fueron programados en funcion del requerimiento hidrico del cultivo.

Variables evaluadas

La cosecha de la inflorescencia se realizé cuando las panojas habian completado su
formacion y presentaban una estructura piramidal definida a los 86 ddt (después
de 69 dias del inicio de los tratamientos). En las dosis de 200 y 300 mM NaCl, la
cosecha se efectud a los 104 ddt (después de 87 dias del inicio de los tratamientos).
En este punto, las flores mostraban una coloracién verde, por lo que se procedio
al corte antes del inicio de la floracién. Durante esta etapa también se recolecta-
ron hojas tiernas de las plantas de huauzontle. Las muestras se liofilizaron para su
analisis mediante HPTLC y la determinacién de la concentracion de Na* y K' con
un equipo de espectrometria de emision Optica de induccioén por plasma acoplado
(Agilent, ICP-Optical Emission Spectrometer, 725-ES; Santa Barbara, CA,EE. UU.).

Preparaciéon de extractos

Los extractos metanolicos se obtuvieron colocando 1 g de muestra en 10 mL de
metanol, se sonicaron (60 Hz/30 min; Ultrasonic Bath PNKKODW, Rohs®) a
temperatura ambiente (25 2 °C) y en oscuridad. Los extractos fueron filtrados
Millipore®, 0.22 pm) y se almacenaron a -20 °C en viales ambar hasta su andlisis
(Gujrati et al., 2021).

Identificacion y cuantificacion de kaempferol por cromatografia en capa
fina de alta resolucion (HPTLC)

Se sigui6 el método descrito por Kaur & Gupta (2018) con algunas modificaciones.
Las muestras (100 mg/mL) y kaempferol (100 pg/mL) se aplicaron en forma de
bandas de 5 mm con el Automatic TLC Sampler 4 (ATS4, CAMAG®, Suiza) y una
jeringa de aplicacién de 25 ul. En una placa para HPTLC de 20x10 cm, con una
distancia entre bandas de 6 mm, distancia desde el borde inferior de 8 mm, distancia
del lado izquierdo de 10.4 mm, se aplicaron 29 bandas. LLos extractos etanolicos e
infusiones de hojas verdes e inflorescencias de C.berlandier: sups. nuttalliae fueron
aplicados por triplicado, con un volumen de aplicacion de 3 pl. El volumen cons-
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tante de aplicacion fue de 150 nl/s. La placa se desarrollé en el Automated Deve-
loping Chamber 2 (CAMAG) con una humedad relativa de 47 + 2 % (controlador
de humedad con solucién saturada de tiocianato de potasio), con una mezcla de
tolueno, acetato de etilo y acido férmico (7:3:0.5 viviv). La distancia de migracion
tue 50 mm, y el tiempo de desarrollo fue de 20 min. Después del desarrollo, la pla-
ca fue secada con aire frio por 5 min. Después de la separacion cromatografica, la
placa fue calentada en el TLC Plate Heater III (CAMAG®) a 100 °C por 5 min. Se
llevé a cabo la derivatizacion con una soluciéon de Productos Naturales (PN) al 1%
para revelar compuestos fendlicos y flavonoides (1 g de difenilboriloxietanolamina
diluido en 100 ml de metanol) en el TLC Immersion Device III (CAMAG) a una
velocidad vertical de 3 cm/s. El tiempo de inmersion fue de 3 s. Asimismo, placas
sometidas a las mismas condiciones fueron derivatizadas con soluciéon metandlica
de DPPH (1,1 diphenyl 2-picrylhidrazyl) para determinar actividad antioxidante en
las bandas separadas (Jasprica et al., 2007). Después de la derivatizacion, la placa se
calent6 durante 3 min para retirar el exceso de solvente. Las placas fueron evaluadas
mediante el TLC Visualizer Documentation System (CAMAG). Todas las imagenes
fueron capturadas bajo luz blanca y luz UV a 254 nm. Los datos obtenidos fueron
procesados mediante el software VisionCats (CAMAG®) version 2.4.

Después de la derivatizacion y la evaluacion del cromatograma bajo luz UV (254
nm), se realiz6 la cuantificaciéon de kaempferol mediante la curva de calibracién
(kaempferol= -6.755 x 10-12x2 + 1.95 x 10-6x — 9.079 x 10-3); se aplicaron cinco
concentraciones de 0.1, 0.3, 0.5, 1 y 3 pl, equivalentes a 10, 30, 50, 100 y 300 ug, de

kaempferol sobre la placa, los extractos metanodlicos de cada tejido por triplicado.

Analisis estadistico de la informacion

Se analizaron las concentraciones de kaempferol en hoja e inflorescencia para deter-
minar su varianza, y las medias se compararon con la prueba de Tukey (p = 0.05),
utilizando el programa estadistico Stastistical Analysis Systems (SAS) 9.1®.

Resultados y Discusion

Deteccion de kaempferol por HPTLC y actividad antioxidante

El andlisis mediante HPTLC confirmé la presencia de kaempferol (Rf= 0.32 + 0.025)
en hojas e inflorescencias de huauzontle cultivado bajo diferentes concentraciones
de NaCl. Los cromatogramas obtenidos (Figura 1). validaron la técnica en términos
de precision, especificidad y linealidad. Ademas, la evaluacién con HPTLC-DPPH

permiti6 identificar bandas con actividad antioxidante de forma cualitativa, corres-
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pondientes al kaempferol. En inflorescencias se detectd una banda adicional en
Rf=0.25, mientras que en hojas aparecieron dos en Rf = 0.8 y 0.95, lo cual sugiere
la presencia de compuestos adicionales con capacidad antioxidante. La especifici-
dad de la identificacién de kaempferol se asegurd mediante la co-migracién con un
estandar comercial y la correspondencia de los valores de Rf.
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Figura 1. Cromatograma HPTLC realizado para la deteccién y cuantificacién de kaempferol a partir de
extractos metandlicos de hojas e inflorescencias de huazontle, tomados bajo luz UV (254 nm) (a) y luz
blanca (b) después de la derivatizacién con el reactivo NP; y DPPH- (c) para la visualizacién de la actividad
antioxidante bajo luz blanca.

En la Tabla 1 se reporta el contenido de kaempferol y la concentraciéon de Na™ y
K" en hojas e inflorescencias de huauzontle bajo diferentes concentraciones de NaCL
En las hojas se observé un incremento en la concentracion de Na”, y una reduccion
gradual en la concentracién de K* conforme aumenta la salinidad. En particular, la
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concentracion de K™ disminuyo de 55.60 g kg en el control 2 40.59 g kg en el trata-
miento con 300 mM de NaCl. La acumulacién de Na+ en hojas, que eventualmente
entran en senescencia, sugiere un mecanismo de proteccion frente al estrés salino,
mediante el confinamiento de este ion en tejidos menos sensibles (Zhu, 2023).

La regulacién de la absorcion y el transporte de Na™ bajo condiciones de sali-
nidad se ha interpretado ampliamente como un proceso orientado a mantener una
alta relacion K*/Na* en los tejidos, en particular a nivel citosolico. Esta relacion se
reconoce como un rasgo clave de tolerancia a la salinidad, debido a que el citosol
concentra la mayor parte de los procesos metabdlicos esenciales y requiere proteccion
frente a los efectos toxicos del Na* (Shabala y Pottosin, 2014; Assaha et al., 2017).

El contenido de kaempferol en hojas permanecioé relativamente estable entre
tratamientos, con valores que oscilaron entre 0.407 y 0.456 mg ¢! PS, sin obsetrvatse
una tendencia clara asociada al incremento de la salinidad. El tratamiento con 200 mM
mostré el valor mas alto (0.456 mg ¢ PS), mientras que el de 300 mM presenté un
ligero descenso (0.407 mg g™ PS) respecto al control. Esta estabilidad sugiete que, ante
el estrés abidtico inducido por la salinidad, las plantas activan sus sistema antioxidante,
dentro del cual se incluyen los flavonoides, lo que contribuye a la tolerancia al estrés
salino a través de la neutralizacion de radicales libres (Chandran et al., 2019).

En contraste, las inflorescencias presentaron concentraciones de Na+ conside-
rablemente menores que las hojas y valores de K mas variables entre tratamientos.
La concentraciéon de K* alcanzé su valor mas alto en el tratamiento de 300 mM de
NaCl ( 35.50 g kg!). En este tejido, el contenido de kaempferol fue menot, con
valores que fluctuaron entre 0.180 y 0.241 mg ¢! PS. El control presentd el valor
mas elevado (0.241 mg ¢! PS), mientras que el tratamiento de 300 mM mostro la
concentracién mas baja (0.180 mg g PS), lo que indica una reduccién asociada al
aumento de la salinidad.

En términos generales, la salinidad no modifico de manera significativa el conte-
nido de kaempferol en hojas; sin embargo, en las inflorescencias se observé una dis-
minucion progresiva conforme aumento la concentracion de NaCl. Estos resultados
indican que la acumulacién de kaempferol fue mayor en hojas que en inflorescencias
y que la respuesta al estrés salino depende del tipo de tejido. La estabilidad observada
en hojas podria estar relacionada con la activacion de mecanismos fisiologicos de
tolerancia a la salinidad, entre los cuales se incluyen la limitacion en la absorcion de
Na", la restriccién de su transporte hacia los tejidos aéreos, el almacenamiento en
compartimentos especificos y la recirculacion de ion desde los brotes hacia las raices,
mecanismos que han sido descritos previamente en Arabidopsis ( Tian et al., 2010 ).
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Tabla 1. Contenido de kaempferol en hojas e inflorescencias de huazontle determinado por HPTLC, y
concentracion de Na* y K* analizada por ICP

Tejido Tratamiento = mg Kaempferol/ g PS Na (g/kg) K (g9/kg)
0 0.423+0.014 a 0.853 £ 0.034 a 55.60 + 0.258 a
‘ 100 0.412 £ 0.009 a 9.142+0.918b 42.00+2.529b
Flola 200 0.456 £ 0.157 a 14.124+0.180 ¢ 46.55+2.757 b
300 0.407 £ 0.088 a 22.93+0.632d 40.59+0.286 b
0 0.241 £ 0.005 a 0.842 £ 0.009 a 21.27+4.440b
100 0.205 £ 0.004 a 0.933+0.024 a 28.68 £ 1.194 ab

Inflorescencia
200

300

0.239£0.083 b
0.18 £0.034 b

0.962 + 0.006 a
0.694 £ 0.067 a

23.60 £2.298 b
35,50+ 2.184 a

Se muestran los promedios + desviacién estandar (n=9). Letras diferentes dentro de una misma columna (por
tejido) indican diferencias significativas entre tratamientos (prueba de Tukey, p < 0.05).

Conclusiones

Este estudio constituye el primer reporte de la cuantificacion de kaempferol en
hojas e inflorescencias de huauzontle bajo condiciones de salinidad. LLos resultados
evidencian que las hojas acumulan mayores concentraciones de este flavonoide en
comparaciéon con las inflorescencias, lo que sugiere un papel diferenciado de los
tejidos en la respuesta al estrés. Lla reduccion observada en inflorescencias bajo
altas concentraciones de NaCl indica que este tejido es mas sensible a la salinidad
en términos de acumulaciéon de kaempferol.

Si bien los datos no permiten establecer un patrén claro de acumulacion en
relacién con la salinidad, la identificacién de kaempferol en ambos tejidos confir-
ma la relevancia de este metabolito en huauzontle. Estos resultados sientan bases
para estudios posteriores orientados a comprender la regulacion del metabolismo
tenolico en condiciones de estrés y explorar el valor nutracéutico de este quelite en
la dieta humana.
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