UNIVERSIDAD DE MURCIA

Facultad de Biologia

Respuestas fisioldgicas, moleculares y
fitoguimicas de variedades de Brassica oleracea
(Grupo ltalica) sometidas a estrés abidtico

D° Maria del Carmen Rodriguez Hernandez
2013






CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

UNIVERSIDAD DE MURCIA

FACULTAD DE BIOLOGIA

CEBAS-CSIC

DEPARTAMENTO DE NUTRICION VEGETAL y
DEPARTAMENTO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

Respuestas fisiologicas, moleculares y
fitoquimicas de variedades de Brassica oleracea
(Grupo Italica) sometidas a estrés abiotico

Trabajo realizado para optar al Titulo de Grado de Doctor por la Universidad de
Murcia

D®. Maria del Carmen Rodriguez Hernandez

2013






Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral han sido recogidos en

las siguientes publicaciones cientificas:

e Trabajos originales de investigacion, publicados en revistas cientificas

incluidas en el SCI

Rodriguez-Hernandez MC, Moreno DA, Carvajal M, Garcia-Viguera C,
Martinez-Ballesta MC. 2012. Natural Antioxidants in Purple Sprouting Broccoli

under Mediterranean Climate. Journal of Food Science 77 (10): C1058-C1063.

Rodriguez-Hernandez MC, Moreno DA, Carvajal M, Martinez-Ballesta
MC. 2013. Interactive effects of boron and NaCl stress on water and nutrient

transport in  two  broccoli  cultivars.  Functional = Plant  Biology.

http://dx.doi.org/10.1071/FP12314.

M. Carmen Rodriguez-Hernandez, Sonia Medina, Angel Gil-Izquierdo, M.
Carmen Martinez-Ballesta, Diego A. Moreno. Broccoli isothiocyanates content and
in vitro availability according to variety and origin. Aceptado en Macedonian Journal

of Chemistry and Chemical Engineering.

Maria del Carmen Rodriguez-Hernandez, Diego A. Moreno, Micaela
Carvajal, Maria del Carmen Martinez-Ballesta. Sulphur metabolism in two broccoli
(Brassica oleracea L.) cultivars under the interaction of salinity and elevated CO,.

En preparacion.



e Libros

M.C. Rodriguez-Hernandez, MC Martinez-Ballesta, DA Moreno, R
Dominguez-Perles, C Garcia-Viguera, M Carvajal. 2010. Condiciones
medioambientales que determinan la fisiologia y el metabolismo secundario de
nuevas variedades de broculi. XIIT Simposio Ibérico de Nutricion Mineral de las
Plantas. San Sebastian. In: Aspectos fisioldgicos, agrondmicos y ambientales en la
nutricion mineral de las plantas. Jose Maria Estavillo Aurre y col., (Eds) ISBN: 978-

84-614-3065-9.

e Congresos cientificos

M.C. Rodriguez-Hernandez, MC Martinez-Ballesta, DA Moreno, R
Dominguez-Perles, C Garcia-Viguera, M Carvajal. 2010. Condiciones
medioambientales que determinan la fisiologia y el metabolismo secundario de
nuevas variedades de broculi. XIII Simposio Ibérico de Nutricion Mineral de las

Plantas. San Sebastian. Participacion: 1 comunicacion poster.



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar deseo expresar mi mas sincero agradecimiento a mis
directores de Tesis la Dra. M® Carmen Martinez Ballesta y el Dr. Diego Angel
Moreno Ferndndez, por haber confiado en mi y darme la oportunidad de llevar a cabo
este trabajo, pero sobre todo por su gran ayuda y apoyo, sin olvidar el tiempo y la
paciencia invertidos, para formarme cientifica y personalmente. Sois grandes

personas y magnificos profesionales. Gracias de todo corazon.

A la profesora de investigacion la Dra. Micaela Carvajal por haberme
aceptado en su grupo y sin cuyo apoyo no estaria aqui. Gracias por tu disponibilidad

constante durante todo este tiempo, sin ti nada de esto seria posible.

Al jefe del Departamento de Nutricion Vegetal del CEBAS-CSIC, el Dr.
Vicente Martinez por haberme aceptado en su departamento y haber hecho este

trabajo posible.

A la Dra. Maria Asuncion Morte por aceptar la tutoria de esta Tesis y por su

disposicidn durante este tiempo.

A mi compaiiera y amiga la Dra. Beatriz Muries, a la que le agradezco toda su

ayuda y apoyo durante esta Tesis y sobre todo por su amistad fuera del centro.



A todos mis compafieros y amigos de laboratorio, que me habéis ayudado en
esta Tesis: Diana, Fernando Aleman, Fernando Caballero, Mario, M* José, Ratl,
Santi, Amadeo, Pedro, Tere, Carmen, Nieves... Mil perdones a quien se me haya

podido olvidar, sois muchos para recordar de un tiron.

Al Dr. Vicente Gimeno por su ayuda y apoyo especial y a mis compafieros
que han estado de pasada por el laboratorio Chokri y Csabi, ojala hubierais estado

mas tiempo trabajando conmigo, he aprendido mucho de vosotros.

A todos mis amig@s de toda la vida, por su carifio y amistad. Sois como mis

hermanos.

Muy especialmente, quiero dedicar mi Tesis, a mi familia, por su increible

apoyo y carifio.

A mis padres José Antonio y Maricarmen, por quererme y apoyarme siempre.

Sois los mejores padres del mundo. jjOs quiero muchisimo!!

A mi hermano, José¢ Antonio, por su apoyo constante y porque es muy

especial para mi. jjTe quiero!!

A mis suegros Antonia y José Miguel por compartir conmigo todos estos afios

y quererme como a una hija. Tengo mucha suerte de teneros.



Finalmente, quiero agradecerle a mi querido Josemi, que es todo para mi, por
su carifio y por estar conmigo siempre. Eres lo mas grande y la mejor persona que

conozco. No se qué haria sin ti.






El fin del camino es el principio.






Un creador es un hombre que en algo perfectamente conocido encuentra
aspectos desconocidos (Ernesto Sabato, 1911-2011).
Doctor Honoris Causa por la Universidad de Murcia 1989






INDICE GENERAL






INDICE

1. INTRODUCCION ...ttt 1
Lol ELBIOCULL .ottt st 3
1.1.1. Caracteristicas ZENerales...........cccevuerirriirierieiienienteere et 3
1.1.2. Origen ¥ diStribUCION .......oevviieiiiiiieiieciie et 4
1.1.3. Cultivo de bréculi en la Region de Murcia..........ceeeeeeeerieneeienicneenicnnnne 5
1.1.4. Fases de CUtIVO......coueiieiiieieiieieeeee e 7
1.1.5. Propiedades nutritivas y saludables del broculi............cooceeeiieniiinnnenen. 8
1.2. Factores ambientales que afectan a los compuestos beneficiosos para la salud
presentes en €l BrOCULL.........oocuiiiiiiiiiiii e 10
1.2.1. Problematica de la salinidad ............ocevieiiniiniiniieeceeeee, 11
1.2.1.1. Salinidad y transporte de agua..........ccccecueveeruieiicneenenieneeneeieneene 16
1.2.1.2. Salinidad y DOTO .....cveeruiieiieiieeiieeie ettt 19
1.2.1.3. Salinidad Y COy ..eeeeieiiiiiieiiee e 21
1.3. Importancia del azufre en plantas SUPEIIOTES........ceevvveeereveeereieeeiieeeiiee e 22
1.3.1. Importancia del metabolismo del azufre para las plantas............c...c........ 22
1.3.2. Metabolismo del azufre ...........ccooeeiiiiiiiiiiiiiee 24
1.3.3. GIUCOSINOLALOS ....cuveiiiiieiieiieeieeieee ettt 28
1.3.4. Compuestos fENOIICOS .....ccvuviieriieeriieeiie ettt 34
2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS .....coiiitiiiiieteeneeeeeeeee st 41
2.1 JUSHHEICACTION ..ottt 43
2.2, ODBJELIVOS ..cttetieeittetie ettt et et ettt et e et e e st e e bt e s s e ebeeenbe e bt e snbeeseesnneens 44
2.2.1. ObjJetivo PriNCIPAL .....ccecviieiiiieeiieeeiie et e e 44
2.2.2. ODbJetivVOs PArCIAlES......eeiiieiieeiieiie ettt 45
3. MATERIAL Y METODOS.......ccouiimiimeiineiseeesseisesssssssssssses s sssssss s 47
3.1, Material Vegetal .......ooovieiiiiiiiiieee e e 49
3.2. Germinacion y cultivo de 1as plantas...........ccceeeveeeiieenciieenie e 50
3.2.1. Condiciones experimentales en eXterior .........cceruereerreeriereeneenienieneene 52
3.2.2. Condiciones experimentales en invernadero ...........cccveeeveeerieeeiveesnnneenns 53
3.3. Determinaciones analitiCas ...........ceeeeruerierierieniienieeiese et 54
3.3.1.Determinacion de biomasa.........cocueereeiiieniieiiienie et 54
3.3.2. Area fOlAT .......ooveeeeeeeeeee e 54
3.3.3. Pigmentos fOlIareS. ......c.eeeruvieiiiieeiiiieciiee et 55
3.3.4 NULTICIEES 1.ttt sttt et sttt st e b e 56
3.3.4.1. Cationes y elementos totales..........coccueeruierieeiienieeiieie e 56
3.3.4.2. Contenido de anIONES........cccueerueeiiieniiiiiieiie ettt 56
3.3.4.3. Determinacién de carbono y de nitrégeno totales ...........cccceeeueeeneee. 57
3.3.5. Pardmetros de intercambio ZaSE0S0 .........ccueeecureeriureeriveeerieeenieeereeseeeens 58
3.3.6. Medidas de relaciones hidricas ...........ccoceeverieneriienienieicnecccceeeee, 59
3.3.6.1. Conductancia hidraulica de raiz (L) ....cccevevveeniieeiiieeiee e 59
3.3.7. MSL Indice de estabilidad de la membrana plasmatica........................... 60
3.3.8. Determinacidn de actividades enzimaticas ..........cccceeveeerueenienniieneeenieenne. 61
3.3.8.1. Actividad Serina Acetiltransferasa (SAT) ......ccovvveeviieviiieecieeeieeee 61
3.3.8.2. Actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa (OASTL) ....cccevvvvevreeenienne. 62
3.3.8.3. Actividad ATP sulfurilasa ........c.ccoeoeevieriieniiiiniiniecceecceee, 64
3.3.8.4. Actividad y-glutamilcisteina sintetasa (y-EC sintetasa)..................... 65
3.3.8.5. Actividad Glutation Sintetasa (GIUS) ........ccccooevviiiiiiiiieiieeeee 66
3.3.8.6. Actividad MIrOSINASA........ceoueeiuieeiieniieiieeiie et 68

3.3.9. Determinacidn del contenido de glutation (GSH) ........ccceeevieiiiniiennnnnne. 70



3.3.10. Extraccidn y determinacion de vitamina C..........ccccccveeeiieeeiieenieeennnn. 70
3.3.11. Extraccion y determinacién de glucosinolatos y compuestos fendlicos 71

3.3.12. Extraccion y determinacion de antocianinas ............cceecvereeneervenieennennn 73
3.3.13. Digestion gastrointestinal ir2 VItro ...........cccecveeveeveeeciieneeeieesie e 75
3.3.14. Analisis de isotiocianatos (ITCS).......cceeriiiiiiiiiiiiiiiiieeeecee e, 76
3.3.15. Analisis de aminoacidos por HPLC-MS ..........ccoooiiviiiiiiiiieieeiees 77
3.3.16. Técnicas de ProteOMICA .......cc.eeuiriirueeienienieeteeiteete et 79
3.3.16.1. Extraccidn de proteinas de membrana plasmatica.............cceeue.eene.. 79
3.3.16.2. Electroforesis SDS-PAGE .........c.cccooviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 82
3.3.16.3. Western-Blotting .........cccooevieiiieiiieiiieieecee et 83
3.3.16.4. ImmMUNOAEECCION .....eeeeuviiiiiieeiiie et 85
3.4. AnAlisis €StAdIStICO ....ovieiireieiiiiecee e 86

4. CAPITULO I. FISIOLOGIA Y ANTIOXIDANTES NATURALES EN
DIFERENTES VARIEDADES DE BROCULI PURPURA .......ccooovvieeeeieeeean.. 89
4.1, INETOAUCCION ... ..eiiiiiieiiie ettt e ettt e et e e s b e e e sbeeesaseeeaseeenaeeenns 91
4.2. Di1Sefio €XPerimental.........c.ccovvuieeiiiiiiiiiieiiieeiceciee e eee et ereeesveeesveeeenee e 91
4.3, RESUIAAOS. ...c.eeintiiiiiieiieetect e 93
4.4, DISCUSION ..ttt ettt ettt et sat e et e st et e saaeebeesareenee 100
4.5. CONCIUSIONES.......eeuiiiiiiiiiiiiteeteete ettt ettt et s saees 105
5. CAPITULO II. FACTORES MEDIOAMBIENTALES COMO MODULADORES
DE LA FISIOLOGIA DE NUEVAS VARIEDADES DE BROCULL. ................... 107
5.1 INErOAUCCION ... 109
5.2. Disefio eXPerimental.........c.cociiiiiiiiiiiiiieiie ettt 109
5.3 RESUIAAOS ...t 111
5.4, DISCUSTION vttt ettt et ettt et e et et e et e ebeeenseeseeenneas 121
5.5, CONCIUSIONES......eeuiieiiieiieeiteeit ettt ettt et e e as 126

6. CAPITULO III. EFECTO DE LA INTERACCION DEL ESTRES POR BORO Y
SALINIDAD SOBRE EL TRASPORTE DE AGUA Y NUTRIENTES EN DOS

CULTIVARES DE BROCULL . ..ot se e eeneeene 127
6.1, INTTOAUCCION ..ottt e e e et e e e e e e e 129
6.2. Disefio eXPerimental...........oocuiiiiiiiiiiiiieiie ettt 129
6.3, RESUITAAOS. ....ccoiiiiiiiiiiiieee e 130
6.4, DISCUSION .....vvieiieiiiee et eeae e e e ettt e e e eae e e e eeaeeeeeeetreeeeeenaeeeeenes 141
6.5, CONCIUSIONES......ciiiieiiiiieieee ettt e e e e e e e e e ee it rreeeeeeeeas 149

7. CAPITULO IV. EFECTO DE LA INTERACCION DEL ELEVADO CO, Y
SALINIDAD SOBRE EL METABOLISMO DEL AZUFRE EN DOS

CULTIVARES DE BROCULI (Brassica oleracea L.). .........coouoweeereeeeeereern.. 151
7.1 INErOAUCCION ......ccuveiiieeiiiee e e e e e eaaee e e 153
7.2. DiSefio XPEerimental..........ccccuiiiriiiiiiieeiiie ettt e 153
7.3, RESUITAAOS . ...vveeiieieeeee e et 154
B B 1YoV 3 [0 o NN 167
7.5, CONCIUSIONES........uvviieeeiiiie e et eeetee e eeee e e et e e eeeeeaeeeeeeetaeeeeeeaaeeeeenes 173

8. CAPITULO V . ISOTIOCIANATOS DEL BROCULI — CONTENIDO Y

DISPONIBILIDAD /N VITRO SEGUN LA VARIEDAD Y EL ORIGEN. ........... 175
8.1, INTrOAUCCION......eeeviiiiiiii ettt e e e e e e e e e eenaaaes 177
8.2. DiSefio eXPerimental.........c.cccuierieiiiieniieiieeie ettt 177
8.3 RESUIAAOS ..ot 179
B4, DISCUSION ....eeeiiiiiiee ettt ee e e e et e e et e e e e eeaaeeeeeenaaeeeeeenneeas 191
8.5, CONCIUSIONES. ....evvviviiiiiie ettt e et e e e e s e et e e e e e e s e esnnaees 196

9. CONCLUSIONES .......oiiiiiiiiei e 197



10. BIBLIOGRAFIA






1.INTRODUCCION






Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. El broculi

1.1.1. Caracteristicas generales

El bréculi (Brassica oleracea L. variedad Italica) también conocido como
brocoli o brécol, pertenece a la familia Brassicaceae o cruciferas, al igual que la col,
las coles de Bruselas, la coliflor, la ricula, los rabanos, etc.

El nombre de “brocoli” procede del latin “brachium” que significa “rama” y
hace referencia a la forma ramificada de sus cabezuelas florales. Es muy parecido a
su pariente cercano, la coliflor, pero generalmente es de color verde y presenta

pedanculos florales menos prietos o compactos, conformando un ramillete o pella.

Figura 1.1. Broculi (Brassica oleracea var. Italica).

Esta planta posee abundantes floretes carnosos, dispuestos en forma de arbol,
sobre ramas que nacen de un grueso tallo comestible. La gran masa de cabezuelas
estd rodeada de hojas. Las hojas del brdcoli permanecen erguidas, con peciolos
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alargados, limbos con hojas lobuladas de color verde grisdceo, muy onduladas y con
l6bulos profundos, asi como nervaduras marcadas, blancas. Las pellas de bréculi son
claras y ligeramente menores de tamafio que en las coles o coliflores, y con la
superficie mas granulada, y constituyen conglomerados parciales mas o menos
coénicos que suelen terminar en este tipo de formacidn en el apice, en bastantes casos
muy marcada. La pella de broculi puede llegar a desarrollar 20 centimetros de
diametro, y alcanzar 2 kg, distinguiéndose colores diferentes segin variedades:
moradas, rojizas, blancas o amarillentas, siendo la mas comun la verde oscura en el
tallo y verde azulado en el extremo de la flor (Figura 1.1). Es importante resaltar la
posible aparicion de brotes laterales en los broculis de pella blanca en contraposicion
a la ausencia de este tipo de brotes en la coliflor. La raiz es pivotante con raices
secundarias y superficiales. Las flores del broculi son pequefias, en forma de cruz de
color amarillo y el fruto es una silicua de valvas ligeramente convexas con un Unico

nervio longitudinal. Produce abundantes semillas redondas y de color rosaceo.

1.1.2. Origen y distribucion

El origen del broculi se asienta en los paises con climas templados a orilla del
Mediterraneo oriental, en Oriente Proximo (Asia Menor, Libano, Siria). La Peninsula
de Anatolia, Libano o Siria acogerian los primeros ejemplares de esta planta,
provenientes de una especie silvestre comun con las coles y coliflores.

Durante la época de dominio del Imperio Romano, esta hortaliza llegaria
hasta la Peninsula Italica donde fue cultivada para su consumo, llegando a ser muy
popular en el pais transalpino. Pero seria mucho mas tarde, a mediados del siglo XX,

cuando su produccion se desarrollaria en Europa.
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En la actualidad, su cultivo se extiende por Europa y diversas naciones donde
destacan Japén y Estados Unidos. Este wltimo, es el mayor productor mundial,
gracias a las plantaciones ubicadas en California, que poseen un clima muy similar al
del arco mediterraneo.

En Espafia el cultivo de broculi adquiere especial importancia en el Sureste,
desde donde se distribuye al resto de la peninsula y al extranjero. El clima templado
mediterraneo resulta éptimo para su cultivo, y en la actualidad, con la introduccion
de nuevas variedades, se persigue poder producir bréculi todo el afio (Proexport

2012).

1.1.3. Cultivo de broculi en la Region de Murcia

El cultivo de bréculi se inicié en Murcia en la década de 1980 con 878
hectareas. A principios del siglo XXI, la produccion de broculi en la Region de
Murcia alcanzaba las 100.000 toneladas anuales, sobrepasando las 150.000 toneladas
durante 2003-2004. En 2008 la Region de Murcia (Figura 1.2) aportd el 44 % de la
produccion de broculi y coliflor de Espaiia, el 9 % de la produccion de la Unidn
Europea y el 1.1 % de la produccion mundial. En la actualidad, 33 afios después del
inicio del cultivo en la Region de Murcia, el cultivo de bréculi ocupa 10.781
hectareas, con un incremento del 122 % de su superficie (Ver
murciaeconomia.com).

La Regién de Murcia es la principal productora de bréculi en Espafia, y
practicamente la totalidad de la produccion se dedica a la exportacion. Los paises
mas consumidores son: Reino Unido, Francia y Holanda, que reciben un 65 % del

total de la produccion espafiola que en la campafia de enero-agosto de 2012 ascendid
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a 73.316 Tm (Bréculi y Coliflor 190.253 Tm, Proexport). En nuestro pais no esta
muy extendido el consumo, aunque se estd introduciendo de manera importante en

los ultimos afios (Ver masbrocoli.com).

Distribucion del Brocoli
en la Region de Murcia.

&%

y Pachego
Fuente J

Qlam;;, Cartagena )

Figura 1.2. Zonas de produccién de broculi en la Region de Murcia (2008).

El cultivo de bréculi ha ido en aumento en estos afios debido en parte a los
cultivos de produccién intensiva desarrollados a partir del Trasvase Tajo-Segura y la
potencia econdmica de este producto en los mercados europeos. Las areas con mayor
densidad de cultivos son (Figura 1.2): Valle del Guadalentin con Lorca y Totana a la
cabeza (en las pedanias de Tercia, Tiata, Cazalla en la primera y Raiguero o Lébor en
la segunda), el Campo de Cartagena (Balsapintada de Fuente Alamo; Pozo Estrecho,
El Albujon y Rincon de San Ginés en Cartagena), asi como Lobosillo de Murcia, El

Mojon de Beniel o Archivel de Caravaca de la Cruz.
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1.1.4. Fases de cultivo

El broculi se desarrolla en diversas fases:

-Crecimiento: la planta desarrolla solamente hojas.

-Induccién floral: el brdculi se cultiva principalmente durante las estaciones

de otofio e invierno debido a la necesidad de temperaturas entre 10-17 °C durante
varios dias y varias horas al dia, para inducir la floracion (Jiang et al. 2011), pero
siguen brotando hojas de tamafio mas pequefio que en la fase de crecimiento.

-Formacién de pellas: la planta desarrolla en la yema terminal una pella y, al

mismo tiempo, en las yemas axilares de las hojas ocurre la fase de induccion floral
con la formacion de nuevas pellas secundarias, que seran bastante mas pequeiias que
la principal.

-Floracién: los tallos que sustentan las partes de la pella inician un
crecimiento en longitud, con apertura de las flores.

-Fructificacién: se forman los frutos (silicuas) y semillas.

El cultivo del broculi requiere menos riego que otros vegetales, ya que se
produce durante la temporada lluviosa del afio, lo cual es particularmente importante
en zonas con recursos hidricos limitados. Por tanto, la resistencia del cultivo a
temperaturas relativamente bajas y a la sequia, asi como a la salinidad como veremos
posteriormente, convierte al broculi en una hortaliza de gran interés cientifico y

SOC10-economico.
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1.1.5. Propiedades nutritivas y saludables del bréoculi

En los ultimos afios, se ha prestado una atencion creciente al papel de la dieta
en la salud humana, en relacion a la reduccion del riesgo de padecer un gran niamero
de enfermedades (Finley et al. 2001; Jeffery et al. 2003; Rao y Rao 2007).
Investigaciones epidemioldgicas y clinicas han establecido relaciones significativas
entre un mayor consumo de frutas y hortalizas y una menor incidencia en diferentes
enfermedades crdnicas de tipo cardiovascular, neuroldgico y asi como en diversos
tipos de cancer (Ames et al. 1993; Hooper y Cassidy 2006).

Los alimentos de origen vegetal, incluyendo las hortalizas de Brassica,
contienen gran cantidad de nutrientes y antioxidantes naturales, tales como
minerales, vitaminas y compuestos fenolicos (Duthie et al. 2006). En este sentido,
mas del 85 % de la vitamina C de nuestra dieta la aportan las frutas y las hortalizas, y
aunque el contenido de vitamina C varia significativamente entre las cruciferas, el
bréculi en particular es una fuente rica de vitaminas A, C, E, Bl, K y folatos
(Moreno et al. 2006) que confieren propiedades antioxidantes y colaboran en la
formacion del colageno, huesos, dientes, globulos rojos y blancos. Por estas y otras
propiedades, el bréculi es un reconocido vegetal promotor de la salud, conocido
como 'la hortaliza con mayor valor nutritivo' en relacion al porcentaje de peso de
producto comestible (Pascual 1994). Esta compuesto principalmente por agua y tiene
un alto contenido en fibra, lo que conlleva que su nivel de calorias aportadas al
organismo tras su ingesta sea minimo, por lo que se recomienda en dietas de control
de peso.

Los compuestos bioactivos presentes en frutas y hortalizas, son metabolitos y

compuestos quimicos del metabolismo secundario de los vegetales, que se
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encuentran en cantidades pequefias en las plantas, con respecto a otros
macronutrientes, pero que contribuyen significativamente a regular los mecanismos
de proteccion frente a situaciones de estrés y tienen propiedades biologicas de interés
para la prevencion de algunas enfermedades en los humanos que los consumen
(Hooper y Cassidy 2006). Ademads, contribuyen al mantenimiento de los tejidos
corporales, aumentan la resistencia a las infecciones, regulan el correcto desarrollo
del sistema nervioso e intervienen en el crecimiento, y resultan beneficiosos para la
elaboracion de enzimas en el higado (Moreno y Garcia Viguera 2008, Jeffery y
Araya 2009). Entre los compuestos bioactivos del broculi, cabe destacar a los
glucosinolatos (Finley et al. 2001; Keck y Finley 2004) y los compuestos fenolicos
(flavonoides y acidos hidroxicindmicos) (Podsedek 2007), ademas de otros nutrientes
como carotenoides (Lopez-Berenguer et al. 2009), fibra (que le confiere cierto poder
laxante) y elementos minerales esenciales para la salud (Moreno et al. 2006). Se sabe
que los elementos minerales (Na, K, Ca, Mg, Cl y P) son esenciales para los seres
humanos y se requieren cantidades superiores a 50 mg/dia, mientras que los
elementos traza (Fe, Zn, Cu, Mn, I, F, Se, Cr, Mo, Co y Ni) se requieren en
cantidades inferiores a <50 mg/dia. Entre los minerales del broculi, destaca el
potasio, aunque cuenta también con cantidades especificas de calcio, zinc, yodo,
hierro y magnesio. Los nutrientes minerales intervienen en la generacion de impulsos
nerviosos, asi como en la actividad muscular, regulacion de agua en la célula,
funcionamiento de diversos organos internos como los intestinos y mejora de la
inmunidad en general. Los minerales, en concreto el yodo, son indispensables para el
funcionamiento de la glandula tiroides, controlando asi ciertas funciones metabolicas
como la regulacidon de la temperatura corporal y el desarrollo del cerebro del feto

durante el embarazo (Martinez-Ballesta et al. 2010).
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En los ultimos afios, se estan conociendo variedades de broculi de color
purpura o morado, importantes debido a su alto contenido en compuestos bioactivos,
como antocianos (Lewis et al. 1991; Pallauf et al. 2008) que son compuestos que
atraviesan la barrera hematoencefalica y pueden influir en el comportamiento
cognitivo (Andres-Lacueva et al. 2005), mucho mayor que las tradicionales

variedades verdes (Pérez-Balibrea et al. 2010).

1.2. Factores ambientales que afectan a los compuestos beneficiosos para

la salud presentes en el broculi

Como ya se ha dicho anteriormente, el broculi es una planta que muestra una
alta presencia de compuestos bioactivos (Kurlich et al. 2002, Moreno et al. 2006).
Existen diferentes factores que afectan a la calidad nutricional, el rendimiento del
cutivo y su contenido en compuestos bioactivos, como son: genotipo (Schonhof et al.
2004; West et al. 2004; Charron et al. 2005a), las condiciones climaticas y de
crecimiento (Hale 2001; Vallejo et al. 2003; Rangkadilok et al. 2004; Podsedek
2007, Bjorkman et al. 2011), las practicas agrondmicas y parametros ecofisioldgicos
(fecha de plantacion, duracion del periodo de cultivo, temperatura, radiacion,
humedad relativa, grado de hidratacion, madurez en cosecha) (Moreno et al. 2008;
Diksha y Awasthi 2009), y el posterior almacenado y procesado del broculi (Jeffery
et al. 2003; Kleinhenz y Wszelaki 2003; Abercrombie et al. 2005; Padilla et al.
2007b). Cuando se habla de variaciones en el contenido de fitoquimicos a
consecuencia de los factores que influyen en el cultivo, como determinantes de la
cantidad de estos compuestos en el momento de la recoleccidn, siempre ha de tenerse

en cuenta que son un conjunto de factores, y que rara vez o en ninguna ocasion se
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debe a un factor medioambiental aislado (Schreiner 2005). Especificamente, el
contenido de glucosinolatos se ve afectado por la temperatura ambiente y el
fotoperiodo (Charron y Sams 2004), y la estacion del afio (Rosa et al. 1996).
Ademas, existen grandes diferencias en los niveles de glucosinolatos que se han
observado en Brassica spp., con la utilizacion de distintas variedades, métodos
analiticos, y condiciones ambientales (Cartea et al. 2008). De hecho, Schonhof et al.
en 2004, demostrd6 cémo variaba el contenido de glucosinolatos con distintas
especies de Brassica, y posteriormente, Dominguez-Perlés et al. en 2010,
demostraron cémo variaban los compuestos bioactivos y el contenido de nutrientes
en distintos cultivares de broculi, segin el cultivar, el 6rgano y el estrés salino
aplicado. Ademas, el contenido hidrico de la planta también afecta al contenido en
fitoquimicos. Asi, el broculi se puede enriquecer en glucosinolatos y compuestos
fenodlicos controlando el aporte de agua, lo que podria explicarse como un
mecanismo adaptativo de la planta a las condiciones de estrés hidrico (Paschold et al.

2000; Baiiuelos et al. 2003).

1.2.1. Problematica de la salinidad

El estrés salino es el principal estrés abidtico que reduce la productividad de
los cultivos en muchas areas del mundo (Yamaguchi y Blumwald 2005). Asi, la
salinidad es una de las limitaciones mas graves de la produccion de los cultivos (Al-
Maskri et al. 2010), que esta estrechamente relacionada con la absorcion de agua y
nutrientes por la planta. Altas concentraciones de sales en el medio de crecimiento,
alteran el balance hidrico de la planta y la distribucion de iones tanto a nivel celular

como a nivel de planta completa (Lopez-Berenguer et al. 2009). Estas condiciones
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ambientales adversas fuerzan a las plantas a reducir al minimo la pérdida de agua, ya
que su crecimiento depende de la capacidad de mantener una alta tasa fotosintética y,
al mismo tiempo, una baja transpiracion (Koyro 2006). En este contexto, el
crecimiento de las plantas esta relacionado con el uso de la energia y el intercambio
de gases, por lo que una de las respuestas de las plantas a estas condiciones
ambientales adversas, es la inhibicion de la capacidad de absorcion de agua por la
raiz (Martinez-Ballesta et al. 2006). Para conseguir esto, las plantas provocan el
cierre de los estomas de las hojas restringiendo de esta forma la entrada de CO, vy, al
mismo tiempo, reduciendo la actividad fotosintética de la planta (Stepien y Johnson
2009).

La salinidad supone un grave problema en la Regiéon de Murcia, ya que se
encuentra enclavada en el Sureste de la peninsula ibérica y su clima es, en lineas
generales, mediterraneo con netos rasgos semiaridos, ya que es la region europea con
mayor escasez de lluvias. La climatologia y la mayor demanda de productos
agricolas, provocd una notable expansiéon de los regadios abastecidos con aguas
subterraneas, lo que inicid la sobreexplotacion de los acuiferos murcianos (Vera-
Nicolas 2005) y, en general, de las zonas con escasa pluviometria, sobre todo en
época de sequia. La sobreexplotacion de estos recursos, ha originado que en amplias
zonas de Almeria, Murcia y la Comunidad Valenciana se haya producido un
agotamiento de los acuiferos, propiciando un descenso del nivel fredtico y la
consecuente intrusién de aguas salinas, ocasionando una creciente salinidad de las
aguas de riego. En el caso de la region mediterrdnea espaiiola, el proceso de la
intrusion de agua marina esta bastante generalizado (Gentile et al. 2000; Pulido-

Leboeuf 2004).
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El broculi es un cultivo moderadamente sensible a la salinidad, aunque
presenta mayor tolerancia a ella que otros vegetales comunes como lechuga, cebolla,
maiz y zanahoria (del Amor 2011). El agua y las sales minerales disueltas en ella son
esenciales para el crecimiento de las plantas, pero la reutilizacion del agua y las altas
tasas de evaporacion en regiones aridas o semiaridas, hace que las sales se
concentren y ocurra la salinizacién (Lopez-Berenguer et al. 2006).

La salinidad afecta a los cultivos en los estadios vegetativo y reproductivo, lo
que da lugar a un menor desarrollo de la planta en general y su biomasa y
rendimiento de frutos (Greenway 1973; Greenway y Munns 1980; Lauchli y Epstein

1990; Martinez-Ballesta et al. 2008a).

El efecto perjudicial de la salinidad, en el crecimiento de las plantas esta
asociado a:

(1) Bajo potencial osmotico de la solucion del suelo (estrés hidrico) (Pérez-

Lopez et al. 2009)

(2) Interferencia con la nutricion conduciendo a un desequilibrio de

nutrientes, como por ejemplo deficiencias de potasio y calcio (Hasegawa et

al. 2000)

(3) Toxicidad iénica asociada a excesivos niveles de Cl"y Na" (estrés salino)

(Niu et al. 1995; Lopez-Berenguer et al. 2006)

(4) Una combinacién de estos factores (Marschner 1995; Shannon et al.
1998).

Todas estas causas adversas, afectan por tanto al crecimiento y desarrollo de
la planta a nivel fisiologico y bioquimico (Munns 2002) asi como a nivel molecular

(Tester y Davenport 2003).
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La concentracion salina a la cual estos efectos tienen lugar, difiere con el
genotipo, la etapa de crecimiento, las interacciones medioambientales y las especies
ionicas causantes del estrés. No obstante, en general, concentraciones salinas
mayores de 50 mM de NaCl pueden disminuir el rendimiento de muchos cultivos
(Shannon et al. 1994; Martinez-Ballesta et al. 2008a). Los mecanismos de tolerancia
a la sal son tan complejos, que la variacién ocurre no solo entre especies sino que en
muchos casos, también entre los cultivares dentro de una misma especie (Greenway
y Munns 1980; Ashraf 2002).

Por otro lado, la relacion entre las condiciones ambientales y la nutricion
mineral es bastante compleja. Se sabe por Lauchi y Epstein (1990) que la absorcion y
el transporte de los nutrientes minerales a la planta se altera por la fuerza i6nica del
medio y por la interaccion directa entre los iones que predominan en el medio salino
(Na"y CI), que da lugar a la deficiencia en el resto de nutrientes. Los mecanismos
que las plantas desarrollan para la absorcion, transporte y utilizacion de los nutrientes
minerales, no son tan eficientes bajo condiciones salinas como en condiciones
normales (Ahmad y Umar 2011). Asi, las altas concentraciones de Na” y CI” en el
medio, pueden producir un aumento de la relacion Na"/Ca®", Na”/K", Ca* /Mg*" y
CI'/NOs". Como resultado, la planta se vuelve susceptible al dafio osmotico y
especifico de los iones salinos, ademas de a los desordenes nutricionales que pueden
dar lugar a una reduccién de la produccion y la calidad (Smith et al. 2010a).

En condiciones de salinidad, los solutos disueltos en la zona de la raiz
generan un potencial osmdtico negativo que disminuye el potencial hidrico del suelo.
Por lo tanto, la planta experimenta dificultades para absorber el agua y disminuye su
potencial hidrico asi como la presion de turgor, provocando un estrés hidrico (Lépez-

Berenguer et al. 2006; Lopez-Pérez et al. 2007). Se produce, una menor
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disponibilidad de agua que conduce a un cierre parcial de estomas para disminuir la
transpiracion (Ashraf 2001), una reduccién dréastica de la conductividad o
conductancia hidraulica de las raices y una deshidratacion general de la planta
(Azaizeh y Steudle 1991).

En estas condiciones, ocurre el llamado “ajuste osmético”, un proceso que
consiste en la acumulacion activa de solutos en los tejidos de la planta, en respuesta a
una disminucién de la disponibilidad de agua (Blum et al. 1996). Con ello, se
disminuye el potencial de solutos y el potencial hidrico total de los tallos, hojas y
raices y, como resultado, las plantas pueden absorber agua a potenciales hidricos del
suelo menores y, mantener la presion de turgor y la actividad fisioldgica relacionada
con el contenido hidrico, en los tejidos (Acevedo et al. 1999; Marinez-Ballesta et al.
2006).

Altas concentraciones de solutos orgédnicos en el citoplasma, incluyendo
prolina, sacarosa y glicina-betaina contribuyen al equilibrio osmético (Lopez-
Berenguer et al. 2009). No obstante, poco se sabe sobre la acumulacién de
glucosinolatos en respuesta al estrés salino, aunque estudios previos indican que los
factores ambientales como la luz (Engelen-Eigles et al. 2006), la temperatura
(Velasco et al. 2007) y los metales pesados (Coolong et al. 2004; Tolra et al. 2006)
alteran el contenido de glucosinolatos y su composicion. Lopez-Berenguer et al.
(2008) indicoé que el contenido de glucosinolatos aumentaba con el estrés salino
moderado. Asi, en condiciones salinas, en las hojas jovenes (metabolicamente mas
activas) y las inflorescencias, el contenido de glucosinolatos aumenta, posiblemente
por la activacion de la ruta biosintética o por la activacion del transporte a través del

floema desde las hojas maduras y senescentes hacia las inflorescencias.
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1.2.1.1. Salinidad y transporte de agua

Las plantas se adaptan al estrés salino a través de diferentes mecanismos,
incluyendo cambios morfologicos y de desarrollo, asi como procesos fisiologicos y
bioquimicos (Zhu 2001).

Se ha observado que los altos niveles de NaCl reducen la conductancia
hidréaulica radicular (Lépez-Berenguer et al. 2006). Como consecuencia, para que la
planta pueda realizar los ajustes osmoticos necesarios para recuperar el equilibrio
hidrico, sus necesidades energéticas aumentan, lo que causa una disminucién de la
tasa de crecimiento y una alteracion de la arquitectura de la planta. En presencia de
gradientes de presion hidrostaticos, el flujo de agua se realiza mayoritariamente a
través del apoplasto, ya que este paso representaria las menores resistencias
hidraulicas. Sin embargo, para prevenir su deshidratacion por estrés salino, la planta
cierra los estomas para evitar la pérdida de agua por transpiracién (Rajaona et al.
2012) y en presencia de gradientes osmdaticos, el flujo de agua es mas bajo, ya que
ocurre en condiciones de ausencia de transpiracidon, o durante fenomenos como la
exudacion radicular. En estos casos, para que exista un potencial osmotico y que €ste
de lugar a un movimiento importante de agua, es necesaria la presencia de
membranas y, por tanto, que el agua fluya por la via célula a célula (ruta simplastica
y transcelular) (Zimmermann et al. 1969; Steudle 2000).

En 1969, Zimmermann et al. describieron que un flujo osmoético de agua a
través de la raiz tendria que atravesar multitud de membranas vy, si esto se produjera
por simple difusion a través de la bicapa lipidica, no se encontrarian valores de flujo
de agua, tan altos como los que se obtienen. Este hecho indica la participacién de

proteinas para el transporte de agua por esta via. Por lo tanto, para el paso por la via
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transcelular y simplastica, que implica el paso a través de membranas, las células
ademas de un pequefio componente de difusion espontanea a través de la bicapa
lipidica, poseen proteinas o canales de agua que favorecen su circulacién, son las
denominadas acuaporinas (Azaizeh et al. 1992; Carvajal et al. 1996; Steudle 2000;
Martinez-Ballesta et al. 2003; Lopez-Berenguer et al. 2006; Tan et al. 2013).

Las acuaporinas son estructuras proteicas pertenecientes a la familia de
proteinas de membrana MIP (Proteina Intrinseca de Membrana). Las acuaporinas
vegetales se clasifican de forma tradicional en base a su secuencia aminoacidica y a
su localizacion celular en distintas subfamilias que son las PIPs (Plasma membrane
Intrinsic Proteins), TIPs (Tonoplast Intrinsic Proteins), NIPs (Nodulin26-like
Intrinsic Proteins), SIPs (Small Basic Intrinsic Proteins), GIPs (GlpF-like Intrinsic
Proteins), HIPs (Hybrid Intrinsic Proteins) y XIPs (X Intrinsic Proteins). La
subfamilia PIP es las mas representada en las plantas y se divide en dos clases, PIP1
y PIP2, que difieren en su secuencia aminoacidica y en su permeabilidad hidrica.

Los estudios de microscopia electronica de alta resolucion de Jung et al.
(1994) propusieron un modelo tridimensional llamado el “modelo de reloj de arena”
(Figura 1.3), donde se describe la estructura de la acuaporina AQP1. Segun este
modelo, los bucles B y E, que en principio se encuentran en lados opuestos de la
membrana, se repliegan hasta encontrarse y superponer los motivos conservados
NPA dentro de la membrana para formar un estrecho canal por el que pasan las
moléculas de agua. El flujo a través del poro es bidireccional (Meinild et al. 1998) y
se ha sugerido que el eje de simetria en la proteina seria el responsable de mediar el

flujo de agua en ambas direcciones (Cheng et al. 1997).
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HOOC

Figura 1.3. Modelo de reloj de arena. Las acuaporinas estan
formadas por dos mitades simétricas con tres dominios
transmembrana helicoidales. Los bucles B y E que contienen los
motivos NPA se repliegan en el interior de la membrana dejando un
poro para el paso del agua (Modificado de King et al. 2000).

Bajo condiciones salinas, un balance hidrico 6ptimo de agua es importante
para mantener la homeostasis de la planta y, las acuaporinas pueden ser uno de los
mecanismos implicados en la respuesta a los cambios ambientales y de desarrollo
(Baiges et al. 2002; Tyerman y Niemietz 2002; Luu y Maurel 2005; Muries et al.
2013). Estas proteinas proporcionan al organismo la posibilidad de regular el
transporte del agua a través de las membranas. Schéffner (1998) propuso que la
capacidad para aumentar o disminuir la permeabilidad al agua de una célula, podria
justificar el enorme esfuerzo en la expresion de estas proteinas, asi como su
variabilidad.

La cantidad de acuaporinas presentes en una membrana, asi como su estado

de actividad/inactividad, variard en funcidn del tejido donde se encuentre, la célula o

las condiciones ambientales que le afecten. La planta regulara la funcionalidad y
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expresion de acuaporinas, las cuales se afectan por diferentes factores ambientales
como el estrés salino (Cabafiero et al. 2004; Lopez-Pérez et al. 2009, Serra et al.
2013), el estrés nutricional (Carvajal et al. 1996; Maurel et al. 2008), o el estrés
hidrico (Martre et al. 2002; Liu et al. 2013) entre otros.

Las acuaporinas estan involucradas en las variaciones en la conductancia
hidraulica de regiones metabdlicamente activas de la raiz (North et al. 2004; Groppa
et al. 2012). A pesar de que la conductividad hidraulica de los tejidos podria estar
regulada por la modificacion del nivel de acuaporinas especificas, la regulacion
también puede ocurrir al modificar la actividad de estas proteinas (Chaumont et al.
2005). El mecanismo por el cual la salinidad reduce la conductancia hidraulica en las
células puede estar relacionado con los cambios ya sea en la funcionalidad de las
acuaporinas o en la cantidad de esta proteina presente en la membrana (Martinez-
Ballesta et al. 2000; Muries et al. 2011), cuya abundancia depende por un lado de los
niveles de expresion o del trafico vesicular de esta proteina desde la membrana

plasmatica al reticulo endoplasmatico (Luu y Maurel 2013).

1.2.1.2. Salinidad y boro

Un problema importante relacionado con la salinidad, es que en suelos
salinos, se ha observado una acumulacion excesiva de boro en la solucién del suelo,
a causa de su mal drenaje (Grieve y Poss 2000). A pesar de que el boro es un
micronutriente esencial para el crecimiento vegetal, se vuelve téxico cuando su
concentracion en la solucion del suelo excede un valor critico (1 mM) (EI-Motaium
et al. 1994). La toxicidad de boro en plantas se expresa generalmente como una

reduccidn significativa del crecimiento, vigor y rendimiento, junto con el dafio tisular
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y la pérdida de calidad del cultivo (Guidi et al. 2011). En algunas especies, sin
embargo, las reducciones de rendimiento pueden ocurrir sin sintomas visibles de
lesiones, como de parches clordticos y/o necrdticos en los margenes de las puntas de
las hojas maduras, o malformaciones en tallos y hojas jovenes. Takano et al. (2006)
observaron que, a bajas concentraciones de boro externo (0.1 uM), se expresa un
mayor nimero de aquaporinas en raices de Arabidopsis, y que algunas acuaporinas
pueden transportar boro (Dordas et al. 2000).

El efecto del estrés combinado por salinidad y exceso de boro, ha sido
estudiado en tomate (Ben-Gal y Shani 2002b; Guidi et al. 2011), pepino (Alpaslan y
Gunes 2001), lechuga (Eraslan et al. 2007b), melon (Edelstein et al. 2005), zanahoria
(Eraslan et al. 2007a), pimiento (Yermiyahu et al. 2008), espinaca (Eraslan et al.
2008) y maiz (Martinez-Ballesta et al. 2008b). El estrés combinado por salinidad y
boro puede ser sinérgico, induciendo efectos negativos sobre el rendimiento (Grieve
y Poss 2000; Alpaslan y Gunes 2001; Wimmer et al. 2003), o antagénico (Ferreyra et
al. 1997), atenuando el efecto perjudicial inducido por el NaCl y/o por la
concentracion de boro. De esta forma, Alpaslan y Gunes (2001) observaron que en
plantas de pepino cultivadas con boro (10 mg kg™), la concentracién de CI disminuia
con respecto a las plantas de pepino cultivadas con 0 mg kg™ de boro, y resultados
similares se encontraron en pimiento (Yermiyahu et al. 2008). Sin embargo, Grieve
et al. (2010) no observaron apenas efecto sobre la concentracién de Cl° foliar en
plantas de bréculi cultivadas con 24 mg L de boro con respecto a las cultivadas con
0.5 mg L de boro. Masood et al. (2012) encontraron que la salinidad y la toxicidad
por boro (200 uM), tenian un efecto aditivo y negativo sobre la biomasa de la parte
adrea de plantas de trigo, aunque previno el aumento inducido por salinidad de NOs”

y PO, y, redujo la concentracion de C1” simplastico.
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1.2.1.3. Salinidad y CO;,

La calidad nutricional asi como el rendimiento de los cultivos de cruciferas o
el contenido en compuestos bioactivos en broculi se afecta por las condiciones
medioambientales (Charron et al. 2005a) y de crecimiento (Rosa et al. 1996;
Wszelaki y Kleinhenz 2003; Padilla et al. 2007a), incluyendo la temperatura y el
fotoperiodo (Charron y Sams 2004), la estacion del afio (Rosa y Rodrigues 2001) y la
salinidad (Lopez-Berenguer et al. 2009).

Por otra parte, se sabe que la concentracion atmosférica de CO, tiene
implicaciones para la agricultura y el medio ambiente en su conjunto, y representa un
factor ambiental que estd experimentando grandes cambios, desde 280 ppm en la
época preindustrial hasta llegar a 394 ppm aproximadamente en 2012
(http://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/). Ademads, las simulaciones climaticas
indican un aumento constante de hasta el doble de la concentracion que existia en la
década pasada (Gerber et al. 2004; Norby y Luo 2004).

Numerosos trabajos han puesto de manifiesto que los niveles elevados de
CO, mejoran la fotosintesis, dando lugar a un crecimiento vigoroso de las plantas y
un mayor rendimiento (de Souza et al. 2008). El proceso de la fotosintesis es objetivo
principal de muchas formas de estrés ambiental, como la salinidad (Garcia-Sanchez
et al. 2002; Liska et al. 2004; Stepien y Klobus 2006). A concentraciones altas (500
mM) el NaCl puede inhibir directamente la fotosintesis (Stepien y Johnson 2009).
Ademas, un efecto importante del estrés salino es la alteracidon del equilibrio hidrico
(Martinez-Ballesta et al. 2006). Para conservar el agua, las plantas cierran sus
estomas, lo cual restringe la entrada de CO, a la planta, reduciendo la fotosintesis.

Por lo tanto, es importante saber como se afecta la fijacion de CO; con la salinidad.
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Por otra parte, los glucosinolatos podrian verse afectados por el
enriquecimiento de CO, en la atmdsfera, ya que éste aumenta el suministro de
carbono de la planta, diluyendo asi su contenido de nitrogeno (Cotrufo et al. 1998).
Ademés, se ha observado que a niveles elevados de CO, (850 pmol mol™) (Phillips
et al. 2006) la sintesis de aminodcidos tales como cisteina y metionina aumenta,
debido al aumento de la fotosintesis, que a su vez favorece un mayor contenido de

glucosinolatos alifaticos derivados de estos aminoacidos (Grubb y Abel 2006).

1.3. Importancia del azufre en plantas superiores

1.3.1. Importancia del metabolismo del azufre para las plantas

Se sabe que el azufre (S) es el principal componente empleado en la sintesis
de aminoacidos azufrados cisteina y metionina, determinantes en el valor nutricional
de las plantas (Huxtable 1986) y elementos centrales en el metabolismo del azufre en
todos los organismos (Scott y Eagleson 1988), ademas de la sintesis del tripeptido
glutation y otros metabolitos secundarios esenciales, asi como de la sintesis de
compuestos bioactivos como glucosinolatos y compuestos fenolicos.

Los compuestos biologicos en donde se involucra el S son diversos en tipo y
complejidad; van desde moléculas pequefias 0 medianas (30-70 Daltons), muchas de
ellas con olores y sabores caracteristicos (como el sulfuro de alilo, responsable del
olor de los ajos), hasta proteinas y otros polimeros (Benavides 1998). Ademas,
aproximadamente un 40 % de las enzimas (entre ellas ferredoxinas, nitrogenasas,
etc.) dependen para su actividad catalitica de la presencia de grupos sulfidrilo (-SH).

Dichos grupos proporcionan sitios de unidon para metales toéxicos o fisiolégicamente
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importantes. También se sabe que la estructura terciaria y cuaternaria de muchas
proteinas es resultado de la presencia de puentes disulfuro (-S-S-) formados por la
oxidacién de grupos -SH de la cisteina (Benavides 1998).

En plantas superiores, el metabolismo del S comienza con la absorcion por las
raices del SO4* inorganico, transformado en cisteina y varios metabolitos
secundarios azufrados. La reduccion asimilatoria del SO4> es un proceso dependiente
de la luz y se lleva a cabo en los cloroplastos (Anderson 1981; Rennenberg et al.
1982). Sin embargo, no se han llevado a cabo estudios moleculares para este proceso
tan importante. Asi, la investigacion sobre este macronutriente en plantas, ha sido
hasta el momento menor que la realizada por ejemplo para los nutrientes N o P
(Guisewell et al. 2002; Kerkhoff et al. 2006).

En las plantas, se sabe desde hace muchos afios, que existe una estrecha
relacion entre el estado nutricional del N y el del S (Rendig et al. 1976; Reuveny et
al. 1980), de hecho, aproximadamente el 80 % del N y S incorporados en las plantas
lo hacen en las proteinas, cuando ambos elementos se encuentran en proporciones
adecuadas.

En la actualidad, y debido a la aparicién en la agricultura de problemas
relacionados con la deficiencia de S, su investigacidn se ha acelerado e intensificado
de manera importante, y es cuando se estd comprobando realmente su esencialidad
en las plantas superiores (Hawkesford 2000; Boem et al. 2007; Lucheta y Lambais

2012; D'Hooghe et al. 2013).
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1.3.2. Metabolismo del azufre

La via de asimilacién del SO, en las plantas se conoce desde hace
relativamente poco tiempo (Suter et al. 2000) y ha sido sometida a varias revisiones
exhaustivas (Leustek et al. 2000; Saito 2004; Rausch y Wachter 2005) (Figura 1.4).
La absorcion del SO4> en las células vegetales esta facilitada por transportadores de
SO4* (Buchner et al. 2004) (Figura 1.4 [1]). Debido a que es un compuesto muy
estable e inerte, antes de la reduccion del SO4*, se tiene que activar a adenosina 5’-
fosfosulfato (APS) por adenilacion catalizada por la ATP sulfurilasa (ATPS) (Figura
1.4 [2]). La APS se reduce a SO;* mediante la APS reductasa (APR) (Figura 1.4
[3]). El SO;” se reduce a S* por ferredoxina dependiente de sulfito reductasa (Figura
1.4 [4]) y entonces, se incorpora al esqueleto del aminoacido de O-acetilserina
(OAS), que se sintetiza por la acetilacion de la serina por la serina acetiltransferasa
(SAT) (Figura 1.4 [6]), para formar cisteina en una reaccion catalizada por O-
acetilserina (tiol) liasa (Leustek et al. 2000; Kopriva 2006) (Figura 1.4 [5]).

La asimilacion del SO4> se limita a los plastidios, sin embargo, algunas
reacciones se producen también en otros compartimentos. La sintesis de cisteina, por
ejemplo, se produce en los tres compartimentos capaces de sintetizar proteinas, es
decir, plastidios, citosol y mitocondrias (Wirtz et al. 2004). La actividad ATPS se
detecta tanto en plastidios como en el citosol (Rotte y Leustek 2000; Yi et al. 2010).
Por otro lado, las enzimas que intervienen en los pasos reductores de la via, APR y
sulfito reductasa, se localizan exclusivamente en los plastidios (Kopriva et al. 2008).
La ATPS total foliar y la actividad APS disminuye con la edad de la hoja (Rotte y
Leustek 2000; Phartiyal et al. 2006). Sin embargo, la ATPS citosolica y plastidial

estan reguladas de manera diferente, asi mientras que la actividad plastidial
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disminuye con el tiempo, la citosélica es cada vez mayor con la edad de la hoja. Esto
indica diferentes funciones de la ATPS en los dos compartimentos: una disposicion
de APS para la reduccion de SO4* para los procesos biosintéticos requeridos para el
crecimiento en los plastidios, y la participaciéon en la sintesis de compuestos

secundarios en el citosol (Rotte y Leustek 2000).

S0,* (fuera)
| [
S0,* (dentro)
Lol
APS

e
SO5*
Acetil CoA | 4]
-
[6] N\l | [7] [8]
Serina OAS . Cisteina YEC Glutation
[12]
— OPHS <——— Aspartato
[9] /
__ , [
Treonina
Cistationina
, [10]
Homocisteina
I
Metionina

Figura 1.4. Via de biosintesis de cisteina, glutation y metionina (Modificado de
Hawkesford y de Kok 2006). Las enzimas claves implicadas son: [1]
transportadores de azufre, [2] ATP sulfurilasa, [3] APS reductasa, [4] sulfito
reductasa, [5] O-acetil-L-serina (tiol) liasa, [6] serina acetiltransferasa, [7] y-
glutamilcisteina sintetasa, [8] glutation sintetasa, [9] cistationina y-sintetasa, [10]
cistationina B-liasa, [11] metionina sintetasa, [12] aspartato kinasa, aspartato
semialdehido dehidrogenasa, homoserina dehidrogenasa, homoserina kinasa, [13]
treonina sintetasa. CoA, coenzima A; y-EC, y-glutamilcisteina, OPHS, O-
fosfohomoserina.

La cisteina es esencial tanto en la estructura como en las funciones cataliticas
de las proteinas, debido fundamentalmente a que los grupos tioles oxidados de dos

cisteinas pueden formar un enlace covalente disulfuro. Estos enlaces son los mas
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importantes en el establecimiento de las estructuras terciarias y cuaternarias de las
proteinas (Benavides 1998). Ademas, otra funcién esencial de la cisteina es que
resulta indispensable, junto al micronutriente hierro, en las reacciones de
transferencia de electrones en la fotosintesis y en la respiracion. Ademas, la cisteina
es el principal donador de S reducido necesario para la sintesis de compuestos
orgéanicos, muy importantes en el metabolismo celular, como por ejemplo vitaminas,
hormonas, poliaminas, sulfolipidos, moléculas inductoras, y fitoalexinas (Jenkinson

1988).

Los compuestos organicos derivados de la cisteina mas estudiados y de mayor
relevancia bioldgica son:

- El glutation (GSH)

- La metionina y sus derivados como la S-adenosil-metionina (SAM) y los

glucosinolatos (alifaticos) (Fahey et al. 2001).

El glutation (GSH) es un tripéptido sintetizado a partir de aminoacidos
esenciales. Estd formado por un grupo nitrogenado-glutamil, un residuo central de
cisteina y un grupo terminal carbonado constituido por la glicina. En 1976,
Rennenberg sugiere al GSH como la molécula de S-reducido implicada en la
regulacion de la absorcién y asimilacion de SO4*. En la actualidad, se ha
comprobado el papel del GSH como uno de los principales antioxidantes en las
plantas y precursor del acido ascorbico, ademas de su papel como regulador del
metabolismo del S. Aunque el GSH se encuentra en todos los érganos vegetales,
existen diferencias de concentracidon entre 6rganos e inclusive dentro de cada érgano,

dependiendo del estado de desarrollo de la planta y las condiciones ambientales. Las
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concentraciones de GSH también se alteran por factores nutricionales como la
disponibilidad de S y N. En general, el GSH se encuentra en el citoplasma y en el
nucleo a concentraciones muy similares (250 pM), mientras que la mayor parte del
GSH se presenta en la mitocondria (490 uM) (Zechmann et al. 2008b). La sintesis
del GSH en las plantas tiene lugar en el cloroplasto y se produce mediante una serie
de reacciones dependientes del ATP como donador de energia, que se agrupan
mediante el nombre de Ciclo y-glutamil. Para la formacién del GSH se realizan
consecutivamente 2 reacciones bioquimicas catalizadas por las enzimas -
glutamilcisteina sintetasa (y-ECS) y la GSH sintetasa (GSH-S) (Figura 1.4). En la
primera reaccion se produce la union entre el grupo carboxil del glutamato
(aminodacido procedente del metabolismo nitrogenado) y la cisteina, dando lugar al
compuesto y-glutamilcisteina. En la segunda reacciéon la enzima GSH-S cataliza la
formacion del GSH a través de la unidén del grupo carboxil de la cisteina, con el
grupo amino de la glicina (Kopriva 2011). La enzima limitante y clave de este
proceso es la y-ECS mientras que la importancia de la enzima GSH-S en el proceso
parece ser menor. Se ha comprobado que la sobreexpresion de la enzima y-ECS
resulta en un aumento de la absorcion de SO4 y de la actividad de las enzimas
implicadas en la sintesis de cisteina, como son la ATP-S y la SAT (Figura 1.3). Por
el contrario, la sobreexpresion de la enzima GSH-S no produce estos efectos (Strohm
et al. 1995).

Como se ha dicho anteriormente, el S es precursor de cisteina y metionina,
aminoacidos implicados en la sintesis de compuestos azufrados (Marschner 1995,
Scherer 2001). Ademas, la importancia del S en los mecanismos de tolerancia a la
salinidad, es mas que evidente, por la regulacion de diferentes enzimas de

asimilacion de S, bajo estrés salino. Lopez-Berenguer et al. (2007), demostraron que
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las enzimas implicadas en la asimilacion del azufre, aumentaban por la salinidad. Es
necesario el estudio del metabolismo del S en la fisiologia y las respuestas de las
plantas, a la salinidad y el aumento continuado de la concentracién de CO;
atmosférica, incluyendo las respuestas de las formas organicas de S, en estas

condiciones de elevado CO, atmosférico y salinidad, pues no se conoce actualmente.

1.3.3. Glucosinolatos

Los Glucosinolatos, también llamados "glucésidos de aceites de mostaza" o
"tioglucdsidos", son metabolitos secundarios anionicos nitrégeno-sulforados que se
encuentran casi exclusivamente en la familia Brassicaceae (cruciferas) que incluye
hortalizas de consumo como la col, la coliflor, el repollo, el broculi y las mostazas, la
rucula, el berro, el rabano, etc. (Fahey et al. 2001; Verkerk et al. 2009). El esqueleto
basico de los glucosinolatos (B-D-tioglucosido-N-hidroxisulfato) consiste en un
grupo B-D-tioglucosa, una oxima sulfonada y una cadena lateral derivada de los
aminoacidos metionina, fenilalanina, o triptéfano con una cadena lateral variable
(Finley 2005) (Figura 1.5). La estructura quimica de los glucosinolatos y su
contenido pueden variar entre especies y entre variedades dentro de la misma especie

(Fahey et al. 2001; Dominguez-Perles et al. 2010).

OH
o
Q $
"% s. [ Lo

Figura 1.5. Esqueleto basico de los glucosinolatos.
Cada glucosinolato tiene un grupo -R diferente.
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En la actualidad se conocen casi 200 glucosinolatos en el reino vegetal,
diferenciandose en los aminodcidos de su cadena lateral (Fahey et al. 2001, Clarke

2010).

De acuerdo a la cadena lateral, los glucosinolatos pueden clasificarse
ampliamente en:

-Alifaticos

-Aromaticos

-Benzoicos

-Glucosinolatos glicosilados multiples

-Glucosinolatos con azufre en su cadena lateral

-Heterociclicos o inddlicos (Halkier y Gershenzon 2006)

Los glucosinolatos alifaticos poseen un grupo alquilo de cadena lateral y son
los glucosinolatos derivados de la metionina, a los cuales haciamos referencia en el
apartado anterior. Entre ellos, los que contienen azufre son los predominantes. Estos
glucosinolatos alifaticos a su vez, pueden estar subdivididos en glucosinolatos
metilsulfanilalquil, metilsulfinilalquil y metilsulfonilalquil, segun el estado oxidativo
del 4&tomo de S. Sin embargo, los glucosinolatos aromaticos son los derivados de los
aminodcidos aromaticos L-fenilalanina y L-tirosina, y los glucosinolatos inddlicos
son los derivados del aminoacido L-triptofano (Fahey et al. 2001, Clarke 2010).

Los glucosinolatos presentan diversas e importantes propiedades fisioldgicas.
Por un lado, constituyen un mecanismo de defensa para la planta contra herbivoros y
patogenos, ya que altas concentraciones de glucosinolatos producen estrés

metabolico en herbivoros invertebrados oportunistas (o generalistas) y dafian su
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crecimiento (Pracros et al. 1992; Zukalova et al. 2010). Ademas, como se ha dicho
anteriormente, los glucosinolatos son compuestos beneficiosos para la salud humana
(Zareba y Serradell 2004; Finley 2005; Jeffery y Araya 2009). Sin embargo, estos
metabolitos no son bioactivos en el animal que los consume hasta que han sido
hidrolizados a isotiocianatos por la enzima mirosinasa (Fahey et al. 2001; Rouzaud et

al. 2003) (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Clasificacién de los glucosinolatos mas representativos en broculi
segun su estructura y sus productos de hidrolisis.

ESTRUCTURA NOMBRE TRIVIAL ISOTIOCIANATO
ASOCIADO
Alifaticos Glucoiberina (GI) Iberina (IB)

Glucorafanina (GR) Sulforafano (SFN)
Glucoerucina (GE) Erucina (ER)

Aromaticos Gluconasturtina (GN) Fenetil-iso-tiocianato (PEITC)
Indélicos Glucobrasicina (GB) Indol-3-carbinol (I3C)
Neoglucobrasicina (NGB)

Los glucosinolatos provienen del metabolismo de los a-aminoacidos, a través
de una serie de reacciones en las que el grupo carboxilo se pierde y el carbono a se
transforma en el carbono central del glucosinolato (Mikkelsen et al. 2002). El S
como constituyente de los aminoacidos metionina y cisteina estd directamente

implicado en la biosintesis de los glucosinolatos (Grubb y Abel 2006).

La biosintesis de glucosinolatos puede ser dividida en tres fases (Mithen et al.
2000; Huamani-Parado 2009) (Figura 1.6):

1) Elongacion de la cadena lateral de los aminoacidos

2) Sintesis del glucosinolato a partir del aminoacido modificado

3) Modificaciones de la cadena lateral de los glucosinolatos
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Elongacién de la cadena lateral de los aminoacidos

En primer lugar, los aminoacidos alifaticos o aromaticos son desaminados
para formar los correspondientes 2-oxo acidos (Figura 1.6, a). Enseguida, esta
molécula es condensada con un acetil-CoA mediante la actividad de la isopropil
malato sintasa, para formar un derivado de 2 malato (Figura 1.6, b), que luego se
isomeriza para formar el derivado 3-malato (Figura 1.6, ¢). A continuacion, ocurre la
oxidacién y descarboxilacion (Figura 1.6, d), donde se pierde el grupo carboxilo del
aminoacido inicial, y se da lugar a una molécula 2-oxo 4acido elongada, que puede
entrar nuevamente al ciclo de elongacion (Figura 1.6, f) o, mediante transaminacion,

formar un aminoécido elongado (Figura 1.6, e).

Sintesis de la estructura basica de los glucosinolatos a partir del aminoacido

modificado

La biosintesis de la estructura de glucosinolatos involucra intermediarios
comunes en todos los glucosinolatos. Los intermediarios en la ruta, desde los
aminodcidos hacia la estructura basica incluyen N-hidroxi aminoécidos, aldoxinas
(Figura 1.6, g), aci—nitro o componentes 0xido de nitrilo (Figura 1.6, h), S- alquil
tiohidroximatos (Figura 1.6, 1), acido tiohidroximico (Figura 1.6, j) y finalmente, los
desulfoglucosinolatos (Figura 1.6, k). Las Citocromo P450, que pertenecen a la
familia CYP79, catalizan la conversion de los aminoacidos a aldoximas (Wittstock y
Halkier 2002; Grubb y Abel 2006). La enzima que metaboliza la aldoxina en la via
de los glucosinolatos es conocida como CYP83B1 (Bak et al. 2001; Hansen et al.

2001; Smolen y Bender 2002; Halkier y Gershenzon 2006).
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Modificaciones de la cadena lateral de los glucosinolatos

Las formas parentales de glucosinolatos inicialmente formadas (Figura 1.6, 1),
estdn sujetas a un amplio rango de modificaciones posteriores en el grupo R (ver
Figura 1.5). El grupo R de los glucosinolatos derivados de metionina y sus
homoélogos de cadena elongada, estan especialmente sujetos a modificaciones
posteriores; tales como la oxidacion sucesiva del atomo de S en la cadena lateral del
metiltioalquil, conduciendo sucesivamente, a las moléculas de metilsulfinilalquil y
metilsulfonilalquil (Figura 1.6, u). Las cadenas laterales del metilsulfinilalquil
pueden ser modificadas mediante roturas oxidativas para lograr cadenas alquenil o
hidroxialquil. Poco se conoce acerca de las bases moleculares y bioquimicas de otras
transformaciones secundarias, tales como la esterificacion de los grupos hidroxilos
libres por acido benzoico, excepto que esas reacciones siguen la formacion del
esqueleto basico de los glucosinolatos (Graser et al. 2001; Halkier y Gershenzon

2006).

Degradacién de los glusosinolatos

La degradacion de los glucosinolatos (Figura 1.6) se activa con los dafios en
la integridad fisica de la planta y resulta en una diversidad de compuestos
isotiocianatos, tiocianatos y nitrilos. Comienza cuando la enzima tioglucosido
glucohidrolasa (mirosinasa), enzima presente en todas las plantas que contienen
glucosinolatos, rompe el enlace tioglucésido del glucosinolato, de donde se origina
glucosa y una aglicona inestable (Bones y Rossiter 1996) (Figura 1.6, m) y

transforma los glucosinolatos en una gran variedad de compuestos como tiocianatos
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(Figura 1.6, n), oxazolidinonas (Figura 1.6, i-0), epitionitrilos (Figura 1.6, p), nitrilos
(Figura 1.6, q) e isotiocianatos (Figura 1.6, r-s). Estos productos de degradacion
dependen de los glucosinolatos de partida, las condiciones de la reaccion (pH e iones
metalicos) y la presencia de compuestos reactivos afiadidos. Los productos de
degradacion mas comunes a pH fisiologico son los isotiocianatos, responsables de la
pungencia de la mayoria de hortalizas del género Brassica (Bones y Rossiter 1996;
Halkier y Gershenzon 2006). Los isotiocianatos también son agentes preventivos del
cancer debido a su capacidad para inducir enzimas de fase II de desintoxicacion tales
como las quinona reductasas y las glutation-S-transferasas (Zhang et al. 1992;
Tawfiq et al. 1995). El sulforafano (Figura 1.6, w), el producto de hidrolisis de 4-
(metilsulfinil)butil glucosinolato (glucorafanina), es un mono-inductor muy potente
del metabolismo de la fase II. Induce la apoptosis e inhibe el crecimiento tumoral
durante las fases de iniciacion, promocion y progresion (Mi et al. 2007; Traka et al.

2010).

1.3.4. Compuestos fenodlicos

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de sustancias
quimicas, consideradas metabolitos secundarios de las plantas (Lule y Xia 2005).
Harborne (1989) describieron los compuestos fendlicos como estructuras quimicas
formadas por al menos un anillo aromdtico y un anillo bencéico, con uno o mas
grupos hidroxilos incluyendo derivados funcionales como ésteres, metil ésteres,
glicosidos, etc.

Existen estudios que demuestran que las plantas sintetizan compuestos

fenolicos para protegerse de los herbivoros (Beckman 2000; Franceschi et al. 2005;
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Pourcel et al. 2007), de las radiaciones UV u otras situaciones de estrés fisico
(Woodall y Stewart 1998; Zagoskina et al. 2003). Otro papel de los compuestos
fenolicos es el de ser atrayentes de animales polinizadores y/o diseminadores de
semillas (Taiz y Zeiger 2006). También actuan como sefiales quimicas entre plantas
y microorganismos simbidticos (Nair et al. 1991), ejercen una funcion estructural,
por el efecto de las ligninas en el soporte mecanico de las plantas (Manna et al. 1997,
Boudet 2007) y contribuyen a las propiedades organolépticas de los alimentos de
origen vegetal, como las frutas (Fang et al. 2007).

Los compuestos fendlicos de las plantas tienen como propiedades generales
las de ser anticancerigenos y antioxidantes (Yao et al. 2004; Alia et al. 2006), ejercer
efectos quelantes y modular la actividad de varios sistemas enzimaticos, y aunque
pueden ser beneficiosos para el organismo (Gee y Johnson 2001; Balasundram et al.

2006), queda mucho por investigar sobre sus efectos en la salud de los consumidores.

Segiin Harborne (1989), los compuestos fendlicos se pueden agrupar en
diferentes clases dependiendo de su estructura quimica basica (Martinez-Valverde et

al. 2000):

Fenoles, acidos fendlicos v acidos fenil-acéticos

En este grupo se encuentran los fenoles simples como el fenol, cresol, timol y
resorcinol, que estan ampliamente distribuidos entre todas las especies vegetales; los
acidos fenolicos tales como el galico, vainillinico, p-hidroxibenzoico, y los aldehidos

como la vainillina, también son abundantes en plantas superiores y helechos. Por el
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contrario existe poca informacion en la literatura cientifica sobre los acidos fenil-

acéticos en los vegetales (Wightman y Lighty 1982).

Acidos cindmicos, cumarinas, isocumarinas y cromonoles

Los acidos cinamicos (cafeico, fertlico, p-cumarico y sindpico) se encuentran
por regla general en forma de derivados glucosilados. Asi, Belitz y Grosch (1988)
establecieron que el acido caféico se encuentra esterificado con el acido quinico
como acido clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénico y criptoclorogénico.
Ademas, por primera vez en 1999, Clifford establecio el broculi y otras cruciferas
como la fuente principal de ésteres y glicosidos del acido sinédpico.

Por otro lado, Bravo (1998) propuso que las cumarinas e isocumarinas se
encuentran generalmente en forma de glicoésidos, mientras que los cromonoles son
menos conocidos, y se forman a partir de las antocianidinas ante incrementos del pH

del medio (Belitz y Grosch 1988).

Lignanos v neolignanos

Metabolitos de las plantas de bajo peso molecular. Son monomeros y dimeros
del acido hidroxicindmico y también del alcohol cinamico, propenilbenceno y
alilbenceno (Chesson et al. 1997). El término lignano se aplica cuando el compuesto
esta formado a partir de uniones entre el acido y/o el alcohol, mientras que cuando se
unen las moléculas de propenilbenceno y/o alilbenceno, la molécula resultante se

denomina neolignano (ver indice de Merck 1983).
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Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de esta
clasificacion, dividiéndose en varias subclases con mas de 5000 compuestos, siendo
los polifenoles los mas distribuidos en las plantas. Son compuestos de bajo peso
molecular, formados por dos anillos benceno unidos a través de un anillo pirano
(difenilpiranos C6-C3-C6). Esta estructura basica presenta o permite una multitud de
sustituciones y variaciones en el anillo pirano dando lugar a flavonoles, flavonas,
flavanonas, flavan-3-oles, 1soflavonoides, chalconas, dihidrochalconas,
antocianidinas, leucoantocianidinas y proantocianidinas o taninos condensados
(taninos no hidrolizables). Dentro de todos estos grupos las flavonas (p.e. apigenina,
luteolina y diosmetina), los flavonoles (p.e. quercitina, miricetina y kaempferol) y
sus glicésidos, son los compuestos mas abundantes en los vegetales (Prior et al.
2006).

En la composicion del broculi, se encuentran varios metabolitos secundarios
de tipo flavonoide, siendo los flavonoles los mayoritarios. Los glicosidos mas
abundantes encontrados en brdculi son los soforésidos de quercetina y kaempferol
(Vallejo et al. 2004a).

Dentro de los flavonoides coloreados, las antocianinas o antocianos (del
griego anthos=flor y kia-nos= azul) son el grupo de pigmentos vegetales mas
importante y son considerados también como componentes multifuncionales de los
alimentos debido a su actividad antioxidante y a otras propiedades bioldgicas
beneficiosas (Drabent et al. 1999; Sadilova et al. 2006). Estan presentes en casi todas
las plantas y en todas sus partes, sobre todo en flores y frutos. Su estructura

corresponde a heterosidos formados por la combinacion de una aglicona
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(antocianidina) y de un aztcar (generalmente la glucosa). Ademas, su contribucion a
la pigmentacién de los alimentos vegetales estd claramente reconocida. Son
responsables de los colores rojo, azul, violeta y puirpura de la mayoria de las plantas

y de sus productos (Andersen 2001).

Taninos

Los taninos son compuestos fenolicos hidrosolubles con un peso molecular
comprendido entre 500 y 3000 Da. Estos compuestos contienen un gran nimero de
grupos hidroxilo, entre otros grupos funcionales (1 a 2 por 100 Da), siendo por tanto
capaces de unirse a proteinas y a otras macromoléculas. Los taninos pueden
clasificarse en dos grupos: taninos hidrolizables y no hidrolizables o taninos
condensados. Los taninos condensados tienen como nucleo central un alcohol
polihidrico como la glucosa, y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados
parcial o completamente bien con el acido galico o bien con el &cido
hexahidroxidifenico, formando los galotaninos y elagitaninos, respectivamente. Tras
la hidroélisis con 4cidos, bases o ciertas enzimas, los galotaninos dan glucosa y acido
galico (Chung et al. 1998).

Los compuestos fendlicos se sintetizan a través de numerosas rutas y por e€so
constituyen un grupo tan heterogéneo desde el punto de vista metabdlico. Las dos
rutas metabolicas basicas implicadas son:

- La ruta del 4cido siquimico (importante en plantas superiores)

- La ruta del 4cido malénico (Taiz y Zeiger 2002)
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La ruta del acido siquimico convierte los carbohidratos sencillos, procedentes
de la glicdlisis y la ruta de las pentosas fosfato, en aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina y triptéfano) (Herrmann y Weaver 1999). Esta ruta une el
metabolismo de los carbohidratos con la biosintesis de los compuestos aromaticos.
En una secuencia de 7 pasos metabolicos, el fosfoenolpiruvato y la eritrosa-4-fosfato
son convertidos en corismato, el precursor de muchos metabolitos aromaticos
secundarios y de los aminoécidos aromadticos, del que dardn lugar los distintos
compuestos fenolicos o, como se ha dicho en el apartado anterior, incorporandose a
la ruta de sintesis de glucosinolatos, podran ser los precursores de los glucosinolatos
aromaticos e indolicos (Fahey et al. 2001).

La ruta del siquimico solamente se encuentra en microorganismos y plantas,
nunca en animales, ya que los animales no son capaces de sintetizar los 3

aminoacidos aromaticos.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion

El broculi (Brassica oleracea var. Italica) es una hortaliza que ha ganado
relevancia cientifica y social en los ultimos afios, gracias a numerosos estudios
cientificos que lo reconocen como un vegetal rico en nutrientes y compuestos
bioactivos beneficiosos para la salud, como son los minerales, la vitamina C, los
glucosinolatos y los compuestos fendlicos, con numerosas evidencias acerca de su
potencial en la prevencion de muchas enfermedades degenerativas y diversos tipos

de cancer.

La Region de Murcia es el area de produccidn principal a nivel nacional. La
tolerancia del broculi al clima semiérido y a la escasez de agua de riego en las zonas
de cultivo, ha provocado una sobreexplotacion de los recursos hidricos subterraneos
provocando un problema creciente de contaminacion salina de los acuiferos. A su
vez se ha producido un incremento de la bisqueda de recursos hidricos alternativos
como son las aguas procedentes de desaladoras. El broculi, que presenta mayor
tolerancia a la salinidad que otros vegetales como la lechuga o el maiz, ve afectada
su composicion en nutrientes y compuestos bioactivos en funcion de las condiciones
ambientales y las técnicas de produccion. Se necesita mas informacidon sobre el
efecto de los parametros ambientales, en especial bajo condiciones desfavorables de
estrés abiotico, sobre la acumulacion de nutrientes y compuestos bioactivos en el

bréculi como el S, ligado a la formacion y degradacion de compuestos beneficiosos
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para la salud como son los glucosinolatos, asi como a la respuesta de compuestos

fenolicos y nutrientes.

Existe una interaccion entre los nutrientes minerales y el estado hidrico de la
planta, por lo que ambos aspectos son fundamentales para entender la respuesta de
las plantas al estrés y su adaptacion al medio. En este contexto, las acuaporinas
juegan un papel importante en la respuesta al estrés salino y a otros estreses
abioticos, regulando el transporte de agua a través de las membranas. Se hace
necesario conocer las respuestas bioquimicas y fisioldgicas del brdculi en dichas

condiciones adversas.

Por lo tanto, el broculi, es una hortaliza interesante y relevante para su estudio
y consumo, y es necesario el conocimiento de los factores que afectan a sus
compuestos bioactivos, frente a diferentes situaciones de estrés abiodtico, que
alteraran su equilibrio hidrico y nutricional. Los resultados que se obtendran seran de

gran aplicabilidad en las areas de agricultura y alimentacion.

2.2. Objetivos

Por todo lo expuesto anteriormente se plantearon los siguientes objetivos:

2.2.1. Objetivo principal

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es evaluar los factores

ambientales y condiciones adversas que van a condicionar la respuesta de diferentes
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variedades de brdculi a nivel fisiologico, asi como sobre su calidad nutricional. Se
estudiardn por tanto, las variaciones de los nutrientes y los compuestos bioactivos y
las posibles alteraciones celulares a nivel de la membrana plasmaética y expresion de
acuaporinas en dichas condiciones, para ver su relacidon con otros pardmetros

fisioldgicos.

Para la consecucion de este objetivo general se llevardn a cabo diferentes
estudios y trabajos experimentales, para comprobar la hipotesis de partida y para este

fin, se plantearon los siquientes objetivos parciales:

2.2.2. Objetivos parciales

e Estudiar el efecto de las condiciones ambientales, sobre las respuestas
fisiologicas y la absorcion de nutrientes, en nuevas variedades de broculi
violeta caracteristicas de latitudes frias. Estudio de las variaciones de los
compuestos bioactivos, con el fin de poder establecer los parametros de
calidad y el valor nutritivo de estos nuevos cultivares, en comparacién con
variedades de brdculi verde tradicional, de gran importancia econémica en la

Region de Murcia.

e (aracterizar el perfil de los compuestos bioactivos del broculi por medio del
analisis de la vitamina C, los glucosinolatos y los compuestos fendlicos

(acidos hidroxicinamicos, flavonoides, flavonoles y antocianos).
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Caracterizar a nivel fisioldgico y molecular, el bréculi cultivado con agua de
baja calidad, mediante el estudio fisioldgico del efecto combinado del estrés
por exceso de boro y salinidad, sobre las relaciones hidricas, el transporte de
agua y la absorcion de nutrientes, mediante el estudio bioquimico del efecto
del exceso de boro y la salinidad sobre la membrana plasmatica, las
acuaporinas y los compuestos bioactivos, con el fin de definir pardmetros de

cultivo como herramientas para mejorar la calidad nutricional del bréculi.

Determinar el efecto de la interaccién del CO,; y la salinidad en plantas de
broculi, con el estudio bioquimico y fisiologico de la respuesta a la elevada
concentracion de CO, y salinidad, y cuantificar la magnitud de estos estreses

sobre el metabolismo del azufre.

Evaluar la produccion de isotiocianatos de diferentes fuentes de
glucosinolatos comparando entre cultivares de broculi experimentales y
distintas muestras comerciales, para investigar su potencial biodisponibilidad

en el organismo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material Vegetal

La especie horticola objeto de estudio es el broculi (Brassica oleracea L.

[Grupo Italica]). Para los distintos experimentos realizados se seleccionaron

variedades cultivadas disponibles comercialmente:

1. Naxos. Procedente de Sakata Seed Ibérica S.L. (Valencia, Espafa) (Figura

3.1).

Figura 3.1. Inflorescencia caracteristica de
Brassica oleracea L., var. Italica cv. Naxos.

2. Viola. Procedente de Thompson & Morgan (Reino Unido) (Figura 3.2).
Se emplearon 3 cultivares diferentes segun su ciclo de crecimiento:
o Broéculi purpura Rudolph de geminacion extra temprana (EEP).
o Broculi prpura de germinacion temprana (EP).

o Broculi prpura de germinacion tardia (LP).
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Figura 3.2. Inflorescencia caracteristica de
Brassica oleracea L., var. Italica cv. Viola.

Ademés de semillas y plantas de bréculi experimentales, se utilizaron
diferentes muestras comerciales de ingredientes elaborados a partir de la planta de
bréculi, con el fin de poder comparar su composicion y biodisponibilidad, obtenidas
de AQP&lIngredients S.L. (Murcia) y Draco Natural Products, Inc. (San Jose,
California, USA). Ademas, se utilizaron muestras adicionales de origen comercial de
polvo de maca (Lepidium meyenii Walp) como ‘Energy-Mac’ (Naturalsol SAC,
Pucusana, Lima, Pert1) y ‘Harina’ (El oro de los Andes, Alcorcén, Madrid, Espaiia)
asi como muestras de maca producida naturalmente (crecimiento local) (Lima, Peru),
por sus perfiles de composicion en glucosinolatos y produccion industrial diferentes

a las del broculi.

3.2. Germinacion y cultivo de las plantas

Las semillas de broculi se prehidrataron en agua desionizada, durante 2 horas
en solucion de NaClO 0.5 % para descontaminarlas y a continuacidn, hasta 24 horas,
para inducir su germinacion. Se colocaron en bandejas con vermiculita en una

camara de germinacion a 28 °C durante 3 dias y en oscuridad (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Germinacion de semillas de broculi en vermiculita.

Las semillas ya germinadas, se transfirieron a una cdmara de cultivo con
condiciones controladas, con un ciclo de 16 horas de luz — 8 horas de oscuridad,
temperatura ambiente de 25 — 18 °C y humedad relativa (HR) de 60 — 80 %
respectivamente. La radiacion fotosintéticamente activa (PAR) fue de 400 pmol m’s
! suministrada por una combinacién de tubos fluorescentes (Philips TLD 36W/83
Alemania y Silvana F36W/GRO, USA) y lamparas halégenas (Osram HQLT 400W,
Alemania). Después de 3-5 dias, y con la aparicion de las primeras hojas verdaderas,
se transplantaron a un cultivo hidropénico (Figura 3.4). Para ello, se colocaron en
contenedores opacos de 15 L con disolucién nutritiva 2 Hoagland: KNO3; (6 mM),
Ca(NO3), (4 mM), KH,PO4 (1 mM), MgSO,4 (1 mM), H;BO;3 (25 uM), MnSOy4 (2
uM), ZnSO4 (2 uM), CuSOy4 (0.5 uM), (NH4)sM07024 (0.5 uM), Fe-EDTA (20 uM)

y aireacion continua.
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Figura 3.4. Plantas de broculi en cultivo
hidropdnico.

A los 15 dias en hidroponia, cuando las plantulas ya tenian 22-24 dias de
edad, se aplicaron los distintos tratamientos y generalmente, la recoleccidon de los
tejidos asi como las medidas fisiologicas de las plantas, se realizaron 15 dias después
de la aplicacion de dichos tratamientos. La disoluciéon nutritiva se reemplazaba
completamente una vez a la semana y 3 dias antes de cada experimento. Los distintos
tratamientos aplicados, asi como las condiciones de cultivo y experimentales, se

describirdn posteriormente en cada capitulo de forma especifica.

3.2.1. Condiciones experimentales en exterior

Después de 24 dias en hidroponia (Dias Después del Transplante (DAT) = 0),
las plantas se pasaron a contenedores con un sustrato inerte (1/3 perlita 1/2
vermiculita) en condiciones de luz natural y se empled la misma solucién Hoagland
para el riego (realizada 2 veces por semana). Diariamente (Tabla 3.1), se midi6 la

temperatura y la Humedad Relativa (RH) en el cultivo usando un registrador de datos
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que tomaba las medidas cada 30 minutos (Tinytag, Germini Dataloggers, AFORA,

Murcia).

Tabla 3.1. Condiciones experimentales (dia / noche) para el cultivo al aire libre de brdoculi de
Diciembre de 2009 a Marzo de 2010, en un entorno no controlado con clima Mediterraneo del
SE espafiol (Murcia).

Edad de la planta (DAT)* 0 1al2 13a43 44 a 71 72 a 95
Temperatura del aire (<C)" 17.3/-1.7 20.4/3.7 16.7/-0.3 17.9/1.7  19.8/0.9
Humedad Relativa (%)" 21.6/67.3 35.4/80.1 23.1/83.2 21.2/80.0 21.8/88.9

PAR (umol m™s™)" 947 1162 1049 553 1482

“Dias Después del Transplante (DAT); 31 dias de edad = 0 DAT.
®Valores medios del periodo de tiempo.

El rango de temperatura del aire fue 18-20 °C (maximo) y 2-10 °C (minimo)
mientras que la humedad relativa (HR) fue de 70-100 % (maximo) y 20-40 %
(minimo) y la Radiacion Fotosintéticamente Activa (PAR) estaba en torno a 1000
umol m™ s™' durante los primeros 43 DAT con una reduccion hasta 500 pmol m? s™
en 41-71 DAT seguido de un aumento de hasta 1500 pmol m™ s al final del cultivo

(Tabla 3.1).

3.2.2. Condiciones experimentales en invernadero

Después de 24 dias en hidroponia (Dias Después del Transplante (DAT) = 0),
las plantas se pasaron a contenedores con un sustrato inerte (1/3 perlita 1/2
vermiculita) en condiciones de invernadero y se empled la misma solucién Hoagland
para el riego (realizada 2 veces por semana). Diariamente se midi6 la temperatura y

la Humedad Relativa (RH) en el cultivo usando un registrador de datos que tomaba
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las medidas cada 30 minutos (Tinytag, Germini Dataloggers, AFORA, Murcia). La
humedad registrada en el invernadero era de 50/80 % (dia/noche) y la temperatura
del aire present6 un rango maximo de 20-28 °C y minimo de 14-18 °C. La Radiacién
Fotosintéticamente Activa (PAR) se redujo en un 58% con respecto a la PAR

obtenida en condiciones de exterior (Ver punto anterior).

3.3. Determinaciones analiticas

3.3.1. Determinacion de biomasa

Para las determinaciones de biomasa en la recoleccion, las plantas fueron
limpiadas cuidadosamente, de cualquier resto de sustrato, ya fuera sustrato inerte o
hidroponia. Cada planta se separé en raiz, tallo, hojas e inflorescencia (si lo hubiera)
y se midi6 el peso fresco (PF g™ planta).

A continuacién se midi6 el peso seco (PS) del material vegetal introduciendo
las muestras en una estufa de aire forzado a 70 °C durante un minimo de 3 dias hasta

alcanzar un peso constante.

3.3.2. Area foliar

Se estim¢ el area foliar de cada planta a lo largo del experimento, para ello se

realizaron diariamente, medidas de area foliar en la tercera hoja verdadera

debidamente etiquetada con anterioridad, dibujando el contorno foliar en una

transparencia. A continuacion se escanearon todos los contornos foliares
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pertenecientes a cada planta y se determiné el area (cm™) con el software IMAGEJ

(Li-Cor Model Li-3100 AreaMeter, Tecnoquim S.L., Murcia, Espaiia).
3.3.3. Pigmentos foliares

Para realizar las medidas de los pigmentos foliares (clorofilas y carotenoides),
se recogieron muestras de hojas (10 mg de peso fresco) y se mantuvieron en tubos
Eppendorf con 1 mL de metanol al 80 %, a 4 °C en oscuridad, durante 24 horas.

Después de esto, el sobrenadante se transfirio a un tubo de ensayo y el
contenido en pigmentos (clorofila A, clorofila B y carotenoides) se midid con un
espectrofotometro (modelo Spectronic Helios Alpha UV-Vis, Thermo Scientific,
Loughborough, Inglaterra) a una longitud de onda de 470 nm, 653 nm y 666 nm.

La concentracion de clorofilas y carotenoides (ug cm?) se determind

utilizando las ecuaciones de Wellburn (1994):

Clorofila A:

Clord= €5.65x Ay, > €34x Ay,

Clorofila B:

ClorB= €7.05x A, > q121xA,

Carotenoides:

(000x 4,,,, > €.86xClorAd >- €2.92x ClorB _
221

Car =
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3.3.4. Nutrientes

3.3.4.1. Cationes y elementos totales

Se analiz6 la concentracion de los macronutrientes (calcio (Ca), potasio (K),
magnesio (Mg), sodio (Na), fésforo (P) y azufre (S) y de los micronutrientes (boro
(B), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn), niquel (Ni)
y zinc (Zn) a partir de muestras de material vegetal seco, finamente molido en
molinillo de laboratorio (modelo A10 IKA, IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Alemania), que proporciona muestras de ensayo de 0.5 a 0.7 mm de tamafio de
particula. Las muestras (100 mg) se sometieron a una digestion dcida de HNO;
concentrado y HClO4 (2:1) en un horno de microondas (CEM Mars Xpress,
Matthews, NC, EE.UU.), llegando a 200 °C en 20 minutos y manteniéndolas a esta
temperatura durante 2 horas. Las concentraciones de los elementos se determinaron
mediante espectrometria de emision Optica de plasma acoplada inductivamente
(ICP), modelo 5500 (Perkin-Elmer, Boston, MA) a 589 nm. Los iones se detectaron
con un detector de conductividad y se cuantificaron mediante la comparaciéon de

areas de los picos con los de los estandares conocidos.

3.3.4.2. Contenido de aniones

Para la determinacion de los aniones (CI, NOs’, PO, , SO42'), se pesaron 50
mg de material vegetal seco molido, a los que se afiadieron 10 mL de agua
bidestilada. Se pusieron en agitacion durante 30 minutos para que la mezcla quedara

homogénea y posteriormente, se centrifugaron a 4 °C, a 3000 g y durante 20 minutos,
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usando una centrifuga Universal Hettich 132R (Tuttlingen, Alemania). Se recogio el
sobrenadante para las determinaciones y se filtré a través de filtros de membrana de
PVDF con un tamafio de poro de 0.2-um (Anotop 10 plus, Whatman, Maidstone,
UK). Para determinar las concentraciones de aniones se utilizd6 un cromatdgrafo
ionico Dionex D-100 (Sunnyvale, CA) con una columna Ionpac AS12A (4 x 250
mm) (10-32) y una pre-columna AG 14 (4 x 50 mm). El flujo de la fase movil fue de
1.5 mL min™ y la composicion del eluyente fue de 2.7 mM Na,CO; y 0.3 mM
NaHCOs. La concentracién de CI,, NO3”, PO,> y SO4” se determiné con el programa
de cromatografia Chromeleon/Peaknet 6.40 por comparacion de las areas de los
picos de patrones con concentraciones conocidas (Equilabo, Las Torres de Cotillas,

Murcia, Espaia).

3.3.4.3. Determinacion de carbono y de nitrogeno totales

Para realizar el analisis de carbono (C) y nitrégeno (N) total, las muestras

secas fueron procesadas con molinillo de andlisis (modelo A10 IKA, IKA Werke

GmbH & Co. KG, Staufen, Alemania) hasta un tamafo de particula de 0.5 a 0.7 mm.

Figura 3.5. Autoanalizador de elementos del
CEBAS-CSIC.
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Las muestras se separaron en submuestras (alrededor de 2-3 mg PS) de hojas,
tallos, frutos y raices para determinar C y N totales con un autonalizador de

elementos Termo Finnigan-1,112 EA (Termo-Fisher, Mildn, Italia) (Figura 3.5).

3.3.5. Parametros de intercambio gaseoso

Tanto la asimilacién neta de CO, (ACO;) como la conductancia estomatica
(Gs) y la transpiracion de la hoja (E), se midieron utilizando un sistema configurado
de fotosintesis portatil (modelo LCA-4; ADC Bioscientific Ltd. Hoddesdon, Reino
Unido) con una camara foliar PLC-4N (con una superficie para la hoja de 11.35 cm?)
para un sistema abierto (Figura 3.6). Se utilizaron las hojas jovenes completamente
expandidas.

Las mediciones se realizaron una vez al dia y en un intervalo de tiempo de 2
horas desde las 11:00 horas hasta las 13:00 horas, en mitad del fotoperiodo, con el fin
de recoger los valores mas altos, y s6lo se midid en los dias claros para minimizar el
impacto de la variabilidad en la intensidad de luz diurna, en las plantas cultivadas al

aire libre y en invernadero.

Figura 3.6. Sistema portatili de medicion de
fotosintesis.
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Por otra parte, la eficiencia de uso del agua (Water Use Efficiency, WUE) se

determind como la relacion entre la transpiracion y la asimilacidon neta de CO; o tasa

fotosintética (Xu y Zhou 2008).

3.3.6. Medidas de relaciones hidricas

3.3.6.1. Conductancia hidraulica de raiz (L)

La conductancia hidraalica de las raices se midié mediante la camara de

Scholander (Jackson et al. 1996) (Figura 3.7).

Figura 3.7. Camara de Scholander para la determinacion de la L.

La camara de Scholander se compone de un envase de acero que tiene en la
tapa una entrada con un tapén de goma perforado para ubicar el 6rgano de estudio.
En el extremo del cilindro se encuentra la entrada de la presion de aire comprimido
regulado por un manometro. El dia previo a las mediciones, se separaron las plantas
en contenedores individuales para evitar que las raices se enredaran entre si y se

rompieran.
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En el momento del andlisis, se cortd la parte aérea de cada planta, y se colocd
la raiz dentro de la camara de presion con la misma disolucidn nutritiva en la que
habia estado creciendo, quedando el hipocotilo en el exterior de la cdmara. El
hipocotilo ha de quedar bien ajustado con el tapén de goma del sistema para evitar
cualquier escape de la presion que se aplique. La cadmara se cerrd herméticamente y
se aumentd gradualmente la presion (desde 0.1 a 0.5 MPa) a las raices cortadas. El
flujo del xilema generado equivale al flujo de transpiracion de la planta completa. En
las medidas con camara de presion, se asume que existe un equilibrio entre la presion
negativa del xilema y la presion que fuerza a la salida del agua de las células a los
vasos (Mota-Cadenas 2011, Ph. D. Thesis).

El xilema se recogid en tubos Eppendorf y se pesaron en balanza de precision
(+/- 10 mg, ALC-210.4, Acculab, Sartorius Group, Goettingen, Germany). El flujo
(Jv) se expres6 en mg (g peso fresco de la raiz)” hora” y se representd frente a la
presion (MPa), donde la pendiente representa el valor de la conductividad hidraulica
de la raiz (Ly) (mg (g peso fresco de la raiz)”! hora™ MPa™).

Las medidas de conductancia hidraulica se realizaron a mitad del fotoperiodo

y dos semanas después de la aplicacion de los tratamientos.

3.3.7. MSL. indice de estabilidad de la membrana plasmatica

El indice de estabilidad de la membrana plasmatica se calculd a partir de
muestras de 200 mg de raiz, que se dividieron en dos submuestras y se pusieron en
tubos que contenias 10 mL de agua bidestilada.

Por un lado, una submuestra se calentd a 40 °C durante 30 minutos en un

bafio de agua, y la conductividad eléctrica de la solucion se registré como CI1. El
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segundo grupo, se colocd en un bafio de agua a 100 °C durante 10 minutos, y la
conductividad eléctrica resultante fue conocida como C2.
El indice de estabilidad de la membrana plasmatica se calculd usando la

siguiente ecuacion (Sairam 1994):

M) =| 1= L |x100
C2

3.3.8. Determinacion de actividades enzimaticas
3.3.8.1. Actividad Serina Acetiltransferasa (SAT)

El método de determinacion de la SAT, se baso en la formacidn de cisteina
por la enzima medida con el Reactivo de Ninhidrina. Se determin6 de acuerdo con el
método descrito por Nakamura et al. (1987). La enzima interviene en la siguiente

reaccion:

Serina+ Acetil — CoA — O — acetil — serina+ CoASH

Las muestras de hojas jovenes plenamente desarrolladas (0.25 g PF) se
homogeneizaron con 2.5 mL de tampon fosfato potasico 0.2 M (pH 8) que contenia
2-mercaptoetanol 10 mM y EDTA 0.5 mM. El homogenado se filtr6 a través de una
malla de nylon (100 um) y se centrifugé a 10000 g durante 10 minutos a 4 °C. El
extracto filtrado se utilizo para la determinacion de SAT.

La mezcla de ensayo contenia en un volumen final de 300 pL: K5PO4 2 mM,

serina 2 mM, acetilCoA 250 uM, Na,S 500 uM, 30 ug BSA (albumina de suero
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bovino) y una cantidad apropiada de extracto enzimatico (50 pL). Esta mezcla se
incub6 durante 20 minutos a 25 °C. La reaccion se detuvo al poner los tubos en hielo
y adicionarle 400 pL de HCl 4 M.

A continuacidn, se centrifugd la muestra a 15000 g durante 3 minutos y se
tomo una alicuota de 200 pL a la que se le afiadieron otros 200 puL. de Reactivo de
Ninhidrina (Gaitonde 1967). La mezcla se calentd a 100 °C durante 10 minutos y
rapidamente se enfrié en hielo. Se afiadieron 400 pL de etanol 99.5 % y pasados 15
minutos, se determiné la absorbancia a 560 nm.

La curva de calibracion se realizoé con el mismo procedimiento sustituyendo
la cantidad de extracto enzimatico por cisteina. Se empled una solucion madre de
cisteina para obtener un rango de concentraciones de 10 a 660 nmol de cisteina. La
solucion madre se disolvid en el tampon de extraccion (tampdn fosfato potasico 0.2

M, pH 8). La actividad se expresé como mmoles de cisteina mg proteina™.

3.3.8.2. Actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa (OASTL)

Al igual que en la anterior actividad, el método de determinacion de la
actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa se basdé en la formacion de cisteina por la
enzima medida con el Reactivo de Ninhidrina.

Se determin6 de acuerdo con el método descrito por Nakamura et al. (1987)
modificado por Stuiver y De Kok (2001). La enzima interviene en la siguiente

reaccion:

O— acetil— serina+ S*~ — Cisteina+ acético
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Las muestras de hojas jovenes plenamente desarrolladas (1 g PF) se
homogeneizaron con 10 mL de tampodn fosfato potasico 0.2 M (pH 8) que contenia 2-
mercaptoetanol 10 mM y EDTA 0.5 mM. El homogenado se filtro a través de una
malla de nylon (100 pm) y se centrifugé a 10000 g durante 15 minutos a 4 °C. El
extracto filtrado se utiliz6 para la determinacion de OASTL.

La mezcla de ensayo contenia en un volumen final de 480 pL: Tris-HCI (pH
7.5) 0.2 M, DTE (ditioeitol) 0.01 M, O-acetil-L-serina-HCI 7.8 mM, Na,S 2.7 mM y
una cantidad apropiada de extracto enzimdtico (20 pL). Esta mezcla se incubo
durante 30 minutos a 25 °C. La reaccion se detuvo al poner los tubos en hielo y
adicionarles 400 pL de HC1 4 M.

A continuacidn, se centrifugd la muestra a 15000 g durante 3 minutos y se
tomo una alicuota de 200 pL a la que se le afiadieron otros 200 pL de Reactivo de
Ninhidrina (Gaitonde, 1967). La mezcla se calentd a 100 °C durante 30 minutos y
rapidamente se enfrid en hielo. Se afiadieron 400 pL de etanol 99.5 % y pasados 15
minutos, se determind la absorbancia a 560 nm.

La curva de calibracion se realizo con el mismo procedimiento sustituyendo
la cantidad de extracto enzimatico por cisteina. Se empled una solucion madre de
cisteina para obtener un rango de concentraciones de 10 a 660 nmol de cisteina. La
solucion madre se disolvid en el tampdn de extraccion (tampon fosfato potasico 0.2

M (pH 8)). La actividad se expresé como mmoles de cisteina mg proteina™.

63



Material y Métodos

3.3.8.3. Actividad ATP sulfurilasa

La actividad ATP sulfurilasa fue medida por la formaciéon de pirofosfato
dependiente de molibdato tal y como describe Lappartient y Touraine (1996), que se

representa por la reaccidn en la que actua la enzima:

SO,”” + MgATP — APS + PPi

Las muestras de hojas jovenes plenamente desarrolladas (0.5 g PF) se
homogeneizaron con 2.5 mL de tamp6n de maceracion que consistié en Tris-HC1 20
mM (pH 8) que contenia Na,EDTA 10 mM y DTT (ditioetriol) 2 mM, junto con
0.025 g mL" de PVP (polivinilpirrolidona) insoluble. El homogenado se filtrd a
través de una malla de nylon (100 um) y se centrifugd a 20000 g durante 10 minutos
a 4 °C. El extracto filtrado se utilizd para la determinacion de la actividad ATP
sulfurilasa.

La mezcla de ensayo contenia en un volumen final de 300 pL: Tris-HCI1 80
mM (pH 8), MgCl, 7 mM, Na,MoO,4 5 mM, ATP (adenosin trifosfato) 2 mM, 0.032
unidades mL™ de pirofosfatasa inorganica libre de sulfato disueltos en Tris-HCI 80
mM (pH 8) y una cantidad apropiada de extracto enzimatico (50 pL).

Ademas, a un tubo por muestra (standard) se le afiadio 50 puL de extracto
crudo junto con 250 pL de la mezcla de reaccion excepto el Na,MoOs 5 mM que se
sustituyo por tampon Tris-HCI 80 mM (pH 8). Todos los tubos se incubaron durante
5 minutos a 37 °C. La reaccidn se detuvo al poner los tubos en hielo y adicionarles
500 puL de acetato de sodio 0.5 M (pH 4) y 100 puL de solucion de desarrollo

(Na;MoQy4, Na-L-ascorbico y H,SO4 concentrado).
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Tras agitacion durante 10 minutos, se determin6 colorimétricamente el color
azul a una longitud de onda de 660 nm frente a una curva patréon donde las diferentes
concentraciones de Pi se prepararon con el tampon de maceracion. Se empled una
solucidon madre de Pi para obtener un rango de concentraciones de 10 a 100 uM de
Pi.

Finalmente, la actividad ATP sulfurilasa se calculo mediante la diferencia
entre el valor de muestra con la mezcla de reaccién completa y la mezcla de reaccion

sin Na;MoO4 5 mM. La actividad se expresé como mmoles de Pi mg proteina™.

3.3.8.4. Actividad vy-glutamilcisteina sintetasa (y-EC

sintetasa)

La actividad y-glutamilcisteina sintetasa consistio en la medida del Pi
liberado tras la hidrélisos del ATP por la enzima.

La extraccion se baso en el método de Riiegsegger y Brunold (1992) y la
cuantificacion estuvo basada en el método de Cobbett et al. (1998). La enzima

interviene en la siguiente reaccion:

Glutamina + Cisteina+ ATP — y — EC + ADP + Pi

Las muestras de hojas jovenes plenamente desarrolladas (0.5 g PF) se
homogeneizaron con 2.5 mL de tampon de maceracion que consistid en Tris-HCI 0.1
M (pH 8) que contenia EDTA 5 mM. El homogenado se filtr6 a través de una malla
de nylon (100 um) y se centrifugd a 30000 g durante 10 minutos a 4 °C. El extracto

filtrado se utiliz6 para la determinacidn de la actividad y-EC sintetasa.
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La mezcla de ensayo contenia en un volumen final de 450 uL: HEPES-NaOH
100 mM (pH 8), MgCl, 40 mM, L-glutamina 30 mM, L-cisteina 0.8 mM, DTT 0.4
mM, ATP 5 mM, PEP (fosfoenolpiruvato) 5 mM y una cantidad apropiada de
extracto enzimatico (100 pL). Todos los tubos se incubaron durante 45 minutos a 37
°C. La reaccioén se detuvo al poner los tubos en hielo y adicionarles 500 pL de
acetato de sodio 0.5 M (pH 4) y 100 pL de solucién de desarrollo (Na;MoOj,, Na-L-
ascorbico y HySO4 concentrado).

Tras agitacion durante 10 minutos, se determind colorimétricamente el color
azul a una longitud de onda de 660 nm frente a una curva patrén donde las diferentes
concentraciones de Pi se prepararon con el tampon de maceracion.

Se hizo también un control de cada muestra para ver el Pi del extracto crudo,
en cuyo caso se pard la reaccion inmediatamente tras la adicion del extracto (sin
incubar). Se empleé una solucion madre de Pi para obtener un rango de
concentraciones de 10 a 100 uM de Pi.

Finalmente, la actividad glutation sintetasa correspondid a la diferencia entre
el valor de muestra con la mezcla de reaccion incubada y la mezcla de reaccion sin

incubar. La actividad se expresé como mmoles de Pi mg proteina™.
3.3.8.5. Actividad Glutation Sintetasa (GluS)
La actividad glutation sintetasa consistio en la medida del Pi liberado tras la
hidrdlisos del ATP por la enzima.

La extraccion estuvo basada en el método de Riiegsegger y Brunold (1992) y

la cuantificacidn se baso en el método de Cobbett et al. (1998).
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La enzima interviene en la siguiente reaccion:

vy — EC + Glicina+ ATP — Glutation+ ADP + Pi

Las muestras de hojas jovenes plenamente desarrolladas (0.5 g PF) se
homogeneizaron con 2.5 mL de tampon de maceracion que consistio en Tris-HCI 0.1
M (pH 7.5) que contenia MgCl, 10 mM y EDTA 1 mM. El homogenado se filtré a
través de una malla de nylon (100 pum) y se centrifugé a 30000 g durante 20 minutos
a 4 °C. El extracto filtrado se utiliz6 para la determinacion de la actividad glutation
sintetasa.

La mezcla de ensayo contenia en un volumen final de 500 pL: Tris-HC1 90
mM (pH 8.4), MgCl, 20 mM, KCl 45 mM, glicina 2 mM, y-glutamilcisteina 0.5 mM,
DTT 4 mM, ATP 7 mM, PEP 5 mM y una cantidad apropiada de extracto enzimatico
(100 pL). Todos los tubos se incubaron durante 45 minutos a 37 °C. La reaccion se
detuvo al poner los tubos en hielo y adicionarles 500 pL de acetato de sodio 0.5 M
(pH 4) y 100 pL de solucién de desarrollo (Na;MoOs, sodio-L-ascérbico y H,SO4
concentrado).

Tras agitacion durante 10 minutos, se determiné colorimétricamente el color
azul a una longitud de onda de 660 nm frente a una curva patrén donde las diferentes
concentraciones de Pi se prepararon con el tampon de maceracion.

Se hizo también un control de cada muestra para ver el Pi del extracto crudo,
en cuyo caso se pard la reaccion inmediatamente tras la adicion del extracto (sin
incubar). Se empleé una solucion madre de Pi para obtener un rango de
concentraciones de 10 a 100 pM de Pi. Finalmente, la actividad glutation sintetasa

correspondio a la diferencia entre el valor de muestra con la mezcla de reaccion
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incubada y la mezcla de reaccién sin incubar. La actividad se expresé como mmoles

de Pi mg proteina™.

3.3.8.6. Actividad Mirosinasa

El método empleado fue el descrito por Charron y Sams (2004).

El andlisis de la actividad mirosinasa se basdé en la disminuciéon de la
absorbancia a 227 nm medida en un espectrofotometro con luz UV (Shimadzu,
Kyoto, Japén), resultado de la hidrolisis enzimdtica de sinigrina (Palmieri et al.
1982).

Se homogeneizaron 300 mg de material vegetal congelado en nitrogeno
liquido con 1 mL de tampdn citrato-fosfato 30 mM (pH 7) que contenia EDTA 1
mM. El homogenado se filtr6 por malla de nylon (100 um) y se centrifug6 a 30000 g
durante 4 minutos a 4 °C. El extracto filtrado se utilizé para la determinacion de la
actividad mirosinasa.

La mezcla de reaccion con un volumen final de 1.5 mL (25 £ 1 °C) fue
preparada con 1.35 mL de buffer citrato-fosfato 30 mM (pH 7), EDTA 1 mM y 100
uL de sinigrina 37.5 mM, y una cantidad adecuada de extracto (50 puL). La mezcla se
agitd en vortex durante 5 segundos y transferida a microcuvetas de cuarzo (13 x 100
mm) especificas para el espectrofotometro (V-630 UV-VIS Spectrophotometer,
Jasco Analytical Instrument, Easton, Maryland, Estados Unidos).

Como referencia se us6 una mezcla de reaccion sin sinigrina, que fue
sustituida por 100 pL de agua. A continuacion, se esperd 1 minuto para la
estabilizacion del espectrofotdmetro y se midio la absorbancia durante 5 minutos. La

actividad se midio en la fase lineal de la curva que representd la disminucién de la
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sinigrina en la mezcla de reaccion. Se empled la formula descrita anteriormente por

Li y Kushad (2004):

Ucem™ = AAX I ><VA><1O3
At & v,

Teniendo en cuenta que:

-El coeficiente de extincién molar (¢) fue 6784 M cm™ (Palmieri et al.
1982).

-La longitud de paso de luz en la cubeta (1) fue 1 cm.

-El volumen total del ensayo (V) fue 1.5 cm’.

-El tiempo de reaccion (t) fue 5 minutos.

-El volumen de la solucién de enzima (V) se dio en pL.

-Una unidad (U) de actividad mirosinasa se defini6 como la cantidad de

enzima que cataliza la hidrdlisis de 1 umol de sinigrina por minuto.

La concentracion de proteinas del extracto crudo se determiné utilizando el
kit de ensayo Bio-Rad (Laboratorios Bio-Rad, Hercules, CA, USA) el cual esta
basado en el método de Lowry (Lowry et al. 1951). La albumina de suero bovino se
usd para la realizacion de la curva estandar a fin de determinar la concentracion de
proteina expresada como mg de proteina por g de peso fresco y, se uso en la
determinacién de la actividad especifica (U mg ' de proteina). La actividad se

expresd como mmoles de sinigrina mg proteina™.
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3.3.9. Determinacion del contenido de glutation (GSH)

El GSH total se determind de acuerdo con el método descrito por Ruiz y
Blumwald (2002). Para la determinacién de GSH total, el tejido foliar se extrajo con
acido m-fosforico (pH 2,8) 6 %, que contenia EDTA 1 mM. El GSH total se midio6
en una mezcla de reaccion que consistié en 400 pl de reactivo A (Na,HPO4.7H,0O
110 mM, NaH,PO4,H,O 40 mM, EDTA 15 mM vy 5,5-ditiobis (4cido 2-
nitrobenzoico) 0.3 mM), 320 pl de reactivo B (EDTA 1 mM, imidazol 50 mM, y un
equivalente de 1.5 unidades de actividad GR (levadura de panadero, Tipo III,
Sigma)), y 400 pl de una dilucion 1:50 del extracto foliar en Na,HPO4 (pH 7,5) 5 %,
preparado inmediatamente antes de iniciar el ensayo. La reaccion se inicid con la

adicion de 80 pl of NADPH y se midieron los cambios de absorbancia a 412 nm.

3.3.10. Extraccion y determinacion de vitamina C

En un agitador vortex se homogeneizd 50 mg de muestra liofilizada durante
30 segundos, con 5 mL de solucién de extraccion compuesta por MeOH/H,O (5:95),
21 g L de citrato, 0.5 g L' de EDTA y 0.1 g L' de NaF. El homogenado se filtr6
con gasas y el pH se ajustd a 2.2-2.4 por adicién de HCI 6N. El extracto se centrifugo
(3600 g durante 15 minutos a 4 °C), se recogi6 el sobrenadante que posteriormente se
filtr6 a través de cartuchos de Sep-Pack C;3 (Waters, Milford, Mass., USA),
previamente activados con 10 mL de metanol seguido del mismo volumen de agua y
el mismo volumen de aire y la fraccion acuosa se filtro por un filtro de 0.45 pm de
PVDF (Millex HV 13, Millipore, Bedford, MA, Estados Unidos). El 4cido ascorbico

(AA) y dehidroascérbico (DHAA) se determinaron segun Zapata y Dufour (1992).
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Los analisis por HPLC de la vitamina C (AA + DHAA) se llevaron a cabo después
de la derivatizacion del DHAA al fluoréforo 3-(1,2-dihidroxietil)furo(3,4-b)
quinoxalina-1-ona (DFQ) con 1,2-ortofenilendiamina (OPDA) preparado
diariamente. La solucion de OPDA se afiadié a la fraccidon soluble en agua eluida
anteriormente (1:3, v:v) y se incubd en oscuridad durante 37 minutos a temperatura
ambiente. Las muestras (20 pL) se analizaron con HPLC Merck-Hitachi (Tokio,
Japdon) equipado con un detector L-4000 UV y una bomba L-6000. Las separaciones
de DFQ y AA se realizaron con columnas Kromasil 100 C-18 (25 % 0.4 cm; con un
tamafio de particula de 5 pm; Tecnokroma, Barcelona, Espafia). La fase movil estaba
formada por metanol:agua (5:95, viv) con 5 mM cetrimida y 50 mM
dihidrogenofosfato potasico (pH 4.5). El flujo fue de 0.9 mL min’, la longitud de
onda del detector se puso inicialmente a 348 nm y, después de la elucion de DFQ, se

cambid manualmente a 261 nm para la deteccion de AA.

3.3.11. Extraccion y determinacion de glucosinolatos y compuestos

fenolicos

El método utilizado para la extraccién de glucosinolatos y compuestos
fenolicos se basd en el método descrito por Dominguez-Perlés et al. (2010) y el
analisis se realizo por HPLC-DAD. La muestra liofilizada molida (50 mg) se extrajo
con 1.5 mL de MeOH 70 % en un bafio caliente a 70 °C durante 30 minutos agitando
cada 5 minutos con un agitador vortex. A continuacion se centrifugaron las muestras
con el fin de que el material insoluble precipitara, durante 15 minutos, a 10000 g y a
4 °C (Sigma 1-13, B. Braun Biotech International, Osterode, Alemania). El

sobrenadante se recogio y el metanol se evapord en un rotavapor (Laborota 4000-
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efficient, Heidolph) a 30 °C hasta aproximadamente 1 mL. El material seco que se
obtuvo se redisolvio en agua ultra pura Milli-Q con el mismo volumen inicial del
sobrenadante y se filtr6 con un filtro de 0.2 pm (Anotop 10 plus, Whatman,
Maidstone, Reino Unido). Las muestras se mantuvieron en hielo durante el
procedimiento.

Cada muestra (20 pL) se analiz6 mediante un sistema de cromatografia
liquida de alta presion (HPLC, figura 3.8) Waters (Waters Cromatografia S.A.,
Barcelona, Espafia) compuesto por un sistema de reparto de eluyente W600E, un
desgasificador en linea, un automuestreador W717 plus y un detector de fotodiodo
W2996. La separacion de los compuestos se llevd a cabo en una columna Luna C18
(25 x 0.46 cm, 5 pm de tamafio de particula; Phenomenex, Macclesfield, Reino
Unido) con una precolumna C18-ODS (4 x 30 mm, Phenomenex). La fase movil
consistid en una mezcla de agua/4cido trifluoroacético (99.9:0.1, v:v) (A) y una
mezcla de acetonitrilo/acido trifluoroacético (99.9:0.1, v:v) (B). El flujo fue de 1 mL
min™ en gradiente linear comenzando con 1 % B hasta 17 % B a los 15 minutos y 25
% B a los 22 minutos, 35 % B a los 30 minutos, 50 % B a los 35 minutos y 99 % B a

los 40 minutos.

Figura 3.8. Cromatdografo Waters (Waters Cromatografia S.A., Barcelona, Espaiia).
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Los glucosinolatos y los compuestos fendlicos se identificaron con el método
HPLC-LC/MS (Martinez-Sanchez et al. 2006; Dominguez-Perlés et al. 2010) y se
cuantificaron utilizando sinigrina (sinigrina monohidrato procedente de Sinapis
nigra, Phytoplan Diehm y Neuberger, Gmbh, Heidelberg, Alemania) como estandar
externo de glucosinolatos alifaticos (Baenas et al. 2012) y glucobrasicina (Phytoplan
Diehm y Neuberger, Gmbh, Heidelberg, Alemania) como estandar externo de
glucosinolatos indolicos.

Los derivados del 4cido cafeoilquinico fueron cuantificados usando 4cido
clorogénico (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Alemania), los flavonoles se
cuantificaron usando quercetina-3-rutinosido (rutin trihydrate; Fluka) y los derivados
del 4cido sinédptico fueron cuantificados usando acido sinapinico (sinaptic acid-
Fluka).

Los cromatogramas se registraron a 227 nm para los glucosinolatos y a 330
nm para los compuestos fenolicos y la concentracion de glucosinolatos y compuestos

fenolicos se expresé en mg 100g™ PF.

3.3.12. Extraccion y determinacion de antocianinas

Para analizar y cuantificar los antocianos presentes en la materia vegetal, se
utilizaron muestras liofilizadas de 100 mg, extraidas en tubos con cubiertas de
polipropileno usando 2 mL de MeOH:acido férmico:H,O (25:1:24, v:v:v), durante
24 horas a 4 °C, seguidas de una centrifugacion (15 minutos, 10000 g, 4 °C) y
recuperacion del sobrenadante, que se filtr6 con membrana inorganica de 0.2 pum

(Anotop 10 plus, Whatman, Maidstone, Reino Unido).
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La separacion cromatografica se llevo a cabo en una columna Luna C18 (250
mm X 46 mm, tamafio de particula de 5 pm; Phenomenex, Macclesfield, Reino
Unido), y con precolumna C18-ODS (4 x 30 mm) (Security Guard, Phenomenex).
La fase mévil consistid en dcido formico 1 % (A) y acetonitrilo (B) como solventes,
comenzando con 5 % B y usando un gradiente para obtener 25 % B a 30 minutos, 50
% B a 35 minutos y 50 % B a 37 minutos, hasta 95 % B a 38 minutos. El flujo fue de
1 mL min™ y el volumen de inyeccion fue de 20 pL.

El sistema cromatografico consistia en un HPLC equipado con bomba
multicanal, detector de diodos y un espectrometro de masas en serie Agilent 1100
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania), bomba quaternaria, inyector
automatico, desgasificador en linea y un detector de fotodiodos G1315B, controlado
por el software ChemStation (Agilent, v. 08.03).

Los datos de los picos se acumularon en el rango de 240-600 nm, y los
cromatogramas se registraron a 520 nm. El espectrometro de masas con trampa de
iones G2445A estaba equipado con un sistema de ionizacidn por electrospray (ESI) y
estaba controlado por el software LCMSD (Agilent, v. 4.1). Se utilizé nitrogeno
como gas nebulizador a una presion de 65 psi y el flujo se ajusté a 11 L min™. La
temperatura y el voltaje del capilar se mantuvieron a 350 °C y 5 kV, respectivamente.
El intervalo de masas registradas fue entre 200 m/z y 1600 m/z. Los experimentos de
fragmentacion inducidos por colisidon se realizaron en la trampa de iones utilizando
helio como gas de colision, con ciclos rampa de voltaje de 0.3 hasta 2 V. Los datos
de MS" fueron adquiridos en el modo de ionizacion positiva. Los datos de
fragmentacion se recogieron de la exploracion completa de los espectros de masas
padres (MS) y MS" (MS2 y MS3) para la fragmentacion de los iones moleculares

mas abundantes.
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Tras la identificacion de los picos de las muestras analizadas mediante HPLC-
DAD-ESI-MS" (Moreno et al. 2010), la solucion acuosa fue entonces cuantificada
por HPLC-DAD usando cianidina-3-O-B-glucopiran6sido como estandar externo
(Polyphenols, Norway). La concentracién de antocianinas se expresd como mg 100

g PF.

3.3.13. Digestion gastrointestinal in vitro

Para estudiar la degradacion de los glucosinolatos a isotiocianatos, asi como
estudiar su comportamiento y estabilidad en condiciones gastrointestinales teoricas
se llevé a cabo una digestion con pepsina y HCI durante 2 horas y una digestion
pancredtica con sales biliares durante 2.5 horas, ambas a 37°C (Gil-Izquierdo et al.
2002).

La digestion con pepsina y HCI se llevo a cabo mediante la adicion a 60 mL
de extracto, de 15750 unidades de pepsina (EC 3.423.1; Sigma, Steinheim,
Alemania).

El pH se ajusté a 2, y las muestras se incubaron a 37°C en un bafio con
agitacion constante (Selecta, Barcelona, Spain).

La pepsina digerida (20 mL) se transfirié a tubos de polietileno que contienen
tubos de dialisis de celulosa (con un peso molecular de corte de 12000 Da; Sigma)
con 25 mL de agua y una cantidad de NaHCO; (Sigma) equivalente a la acidez
valorable (equivalentes de NaHCOj requeridos para valorar la mezcla combinada de
pepsina-pancreatina-sales biliares a pH 7.5) (Gil-Izquierdo et al. 2002).

Posteriormente, cuando el pH fue 5.0, se afladié 5 mL de pancreatina-sales

biliares (0.2:1g) y se mantuvo durante 2 horas para permitir la accion enzimatica y
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conseguir un equilibrio entre la fraccion dializada (permeado) y no dializada
(retenido).

Los glucosinolatos presentes en ambas fracciones y los glucosinolatos
presentes en la fraccion inicial se analizaron mediante HPLC-DAD (Ver apartado
3.3.9) y los isotiocianatos se analizaron mediante UPLC-MS/MS, como se explica a

continuacion.

3.3.14. Analisis de isotiocianatos (ITCs)

Después de la digestion gastrointestinal in vitro, las muestras de ambas
fracciones dializada (permeado) y no dializada (retenido), y la fraccidn sin digerir se
analizaron mediante UPLC-MS/MS (Agilent technologies, Waldbronn, Alemania).

La separacion de los isotiocianatos se llevo a cabo mediante un sistema
UPLC acoplado a un espectrometro de masas 6460 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemania). La separacion cromatografica se llevo a cabo con una
columna ZORBAX Eclipse Plus C18 (2.1 x 50 mm, 1.8 um) (Agilent Technologies,
Waldrom, Alemania). La temperatura de la columna se mantuvo a 10 °C. La reaccioén
multiple monitorizada (MRM) se realizé usando un modo ESI positivo y el tiempo
de permanencia fue de 25 ms para todas las transiciones MRM. El andlisis MS se
aplico en modo MRM, asignando la transicion MRM preferencial de los analitos
correspondientes.

Las fases moviles empleadas fueron: solvente A (H,O/acetato de amonio 13
mM (pH4) (con &cido acético); 99.99:0.01, v:v) y solvente B (ACN/acido acético;

99.99:0.1, v:v). El flujo fue de 0.3 mL min™ utilizando el esquema de gradiente
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linear (t; % B): (0.00; 60), (7.00; 60), (7.01; 73), (10.00; 73), (10.01; 100), (13.50;
100), y (13.51; 60).

Las condiciones ESI dptimas para la deteccion maxima de los analitos fueron:
flujo de gas: 8 L min™', nebulizador: 30 psi, voltaje capilar: 2750 V, tensién de la
boquilla: 1500 V, temperatura de los gases: 325 °C, temperatura del gas de vaina:
350 °C, y corriente en chorro del flujo de gas: 12 L min™. El tiempo de adquisicién
fue de 13.5 minutos para cada muestra con 1.5 minutos para el equilibrado de la
columna. Los parametros MS del fragmentador (voltaje i6nico de salida del capilar
optico) y la energia de colisidon se optimizaron para cada compuesto, a fin de generar
los iones producidos més abundantes para el modo MRM. Se desarrollaron las
transiciones de la reaccidn monitorizada seleccionada (SRM) MS/MS para cada uno
de los analitos usando la disociacion inducida por colision (CID). La adquisicidn de
los datos se realizo utilizando el software MassHunter version B.04.00 (Agilent,
Waldrom, Alemania). La concentracidon de isotiocianatos se expresé como mg 100

g'1 PS.

3.3.15. Analisis de aminoacidos por HPLC-MS

Los aminoacidos se extrajeron de los tejidos vegetales mediante una mezcla
de metanol:cloroformo:agua (MCW) (5:12:3, v:v:v). En primer lugar, se pesé el
tejido vegetal (0.2 a 1.0 g PF) y se molié utilizando nitrégeno liquido con mortero,
hasta conseguir un polvo fino. A continuacién se extrajeron los aminoacidos
(Cisteina, acido glutdmico, metionina, triptofano y serina) mediante homogenizacion
con 4 alicuotas de 2.5 mL de MCW. Posteriormente, al total de 10 mL de MCW se le

afiadieron 3 mL de agua y 2 mL de cloroformo, se mezclo y se permitio que las fases
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se separaran dejandolo en reposo a 4 °C durante al menos 1 hora, recogiendo
entonces la fase superior acuosa (con los aminodcidos), y concentrandola hasta
sequedad mediante burbujeo con gas N,. A continuacion, se le afiadio 1 mL de agua.
El analisis se llevo a cabo utilizando un sistema de HPLC/MS Agilent 1100 HPLC
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Estados Unidos) equipado con bomba
multisolventes y automuestreador termostatizado, conectados a una trampa de iones
Agilent XCT Plus del espectrometro de masas (Agilent Technologies) usando una
interfaz de electrospray (ESI). Los estandares de concentraciones conocidas de cada
aminoacido (0.1, 0.5, 1, 10, 25 y 50 uM), asi como las muestras se prepararon
utilizando la fase moévil A, que consistid en agua/acetonitrilo/dcido foérmico
(89.9:10:0.1, v:v:v), y fueron filtradas mediante filtros de 0.22 um de PVDF (Millex
HV13, Millipore, Bedford, MA, Estados Unidos). Entonces, se inyectd 5 pL de cada
estdndar o muestra en una columna Zorbax SB-C18 HPLC (5 pum, 150 x 0.5 mm,
Agilent Technologies), termostatizada a 40 °C, y se eluy6 a un flujo de 5 pL min™.
Ademas, se usé una fase mévil B, que consistié en agua/acetonitrilo/acido férmico
(10:89.9:0.1, v:v:iv), para la separacion cromatografica. La elucién consistié en 5
minutos de 0 % B, un gradiente linear de 0 a 10 % B en 10 minutos, y 10 % B
durante 5 minutos. La columna se equilibr6 con la composicidn de partida de la fase
movil durante 20 minutos antes de cada serie de analisis. El cromatograma UV se
registro a 210 nm con el moédulo DAD (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
Estados Unidos). El espectrometro de masas se hizo funcionar en modo positivo con
un voltaje del capilar de pulverizacion de 3500 V, y una velocidad de barrido de
26000 (m z') segundo”’ a 50-250 m/z. Ademas, se ajusté la presién del gas
nebulizador (He) a 15 psi, mientras que el gas de secado se fij6 a un flujo de 5 L min

'y a una temperatura de 350 °C. Se extrajeron los cromatogramas de cada
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aminoacido tanto de los estandares como los de las muestras, y los picos se
cuantificaron usando el programa de analisis de datos para LC/MSD Trap version 3.2
(Bruker Daltonik, GmbH, Alemania). Los datos de las areas de los picos de los
estdndares, se utilizaron para el cdlculo de la curva de calibracidn, de la cual se
obtuvieron las concentraciones de cada aminoacido en las muestras. La

concentracion de los aminoacidos se expresd en M.

3.3.16. Técnicas de proteomica

3.3.16.1. Extraccion de proteinas de membrana plasmatica

Las membranas plasmaticas de células de raiz se aislaron mediante el sistema
de doble fase de polimeros previamente descrito por Larsson et al. (1987) y
posteriormente modificado por Gerbeau et al. (2002).

El protocolo descrito a continuacidn se realizo a 4 °C.

Se tomaron 20 g de raiz, previamente lavada con agua destilada y se cortaron
en trozos pequefios. Se afiadieron 40 mL de tampon de extraccion (sacarosa 500 mM;
glicerol 10 %; Na,EDTA 20 mM; EGTA (ethylene glycol-bis(fl- aminoethylether)-
N,N, N',N'-tetraacetic acid) 20 mM; NaF 50 mM; B-glicerofosfato 5 mM; 1,10-
fenantrolina 1 mM; Nas;VO,4 1 mM; PVP 0.6 %; acido ascorbico 5 mM; DTT 5 mM,;
leupeptina 1 mM; PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) 1 mM; Tris-MES (Tris-2-
(Nmorpholino) ethanesulfonic acid) 50 mM; pH 8.0) y se le aplicéd el vacio a la
mezcla durante 10 minutos con el fin de romper las paredes celulares.

A continuacién, se homogeneizo el tejido mediante el uso de mano y mortero

y se filtr6 el extracto a través de una membrana de nylon de tamafio de poro de 240
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um. El filtrado se centrifugd a 10000 g durante 15 minutos, recuperando el
sobrenadante que contiene las proteinas totales. Este se centrifugd a 55000 g durante
35 minutos obteniendo un precipitado microsomal que se resuspendi6é en 2 mL de
tampdn de resuspension microsomal (sacarosa 0.33 M; DTT 2 mM; NaF 10 mM;
tampon K-fosfato 5 mM; pH 7.8).

La técnica de doble fase de polimeros (PEG-3350; dextrano T500 5.8 % (v:v)
en presencia de KCl 5 mM; sacarosa 330 mM; NaF 2.5 mM; K-fosfato 5 mM; pH
7.8) se basa en la utilizacion de dos polimeros, el polietilenglicol 3350 (PEG, Sigma)
y el dextrano T500 (GE Healthcare), los cuales se utilizan para la purificacion de
membrana plasmatica a partir de la fraccidon microsomal. Asi, esta fraccidn se afiadid
a un sistema de fase de 6g de composicién mencionada previamente.

A continuacidn, el sistema de fases se centrifugé a 4000 g durante 5 minutos
obteniendo dos fases (supl, infl). La fase superior que contiene PEG esta
enriquecida en vesiculas de membrana plasmatica mientras que en la fase inferior
quedan el resto de endomembranas.

Cada una de las fases obtenidas se pas6 a una nueva fase complementaria
obtenida mediante la centrifugacidon en paralelo de una mezcla que contenia 2g de
tampon de resuspension microsomal en un sistema de 6g. Se llevaron a cabo varios

procesos de homogeneizacion/centrifugacion tal y como se indica en la figura 3.9.
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Figura 3.9. Esquema representativo de la purificacion de membrana plasmatica por el
sistema de doble fase de polimeros. Los microsomas se mezclan con el sistema de doble fase
compuesto de PEG 3350 y dextrano T-500. Tras homogeneizar y centrifugar, las fases

superior

e inferior se enriquecen en membrana plasmatica y endomembranas,

respectivamente. Cada fase (sup 2 e inf 1) se enriquece de nuevo usando fases frescas
complementarias (sup 2 e inf 2). Se recuperan las fases sup 3 y 4.

Las fases superiores sup3 y sup4 enriquecidas en membrana plasmatica se

juntaron y diluyeron en 20 mL de tampon de lavado (sacarosa 300 mM, KCl 9 mM,

EDTA 0.2 M; EGTA 0.2 M; NaF 0.5 M y Tris-borato 10 mM; pH 8.3) con el fin de

eliminar PEG, y se centrifugaron a 100000 g durante 35 minutos.

Finalmente, el precipitado obtenido se resuspendid en el tampén de lavado

utilizado anteriormente, complementado con DTT 5 mM, leupeptina 4.2 uM y PMSF

1 mM. Las vesiculas se congelaron con N, liquido y se conservaron a -80 °C hasta su

uso.

La cuantificacion de proteinas se realizé con el kit comercial RC DC Protein

Assay de BioRad basado en el método de Lowry (Lowry et al. 1951), siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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3.3.16.2. Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis de proteinas en un gel de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE) es uno de los sistemas mas cominmente utilizados para separar proteinas en
funcién de su peso molecular (Laemmli 1970). Previamente a la electroforesis se
afiade a la muestra de proteinas, tampon de carga que contiene una cantidad de SDS
suficiente para desnaturalizarlas y conferirles carga negativa. De esta manera, se
mantiene constante su relacion carga/masa. Cuando estas muestras se someten a un
campo eléctrico establecido sobre un gel que contiene una malla de polimero
acrilamida-bisacrilamida, las proteinas migran en funcién de su tamafio. En este tipo
de electroforesis se preparan dos geles de diferente pH y concentracién de
arcrilamida: el gel concentrador y el gel separador. El porcentaje de acrilamida del
gel separador varia en funcion del peso molecular de las proteinas que nos interese
separar. Para el caso de las acuaporinas, que se encuentran alrededor de los 25-30
kDa, un gel con un 12 % de poliacrilamida permite que se separen bien. En paralelo
a las muestras, se corren marcadores de peso molecular pretefiidos, lo que nos
permite visualizar la separacion de las proteinas y calcular aproximadamente su
tamafio molecular. Para los experimentos realizados en esta tesis, se ha utilizado el
sistema de electroforesis Mini-Protean (BioRad), que permite trabajar con volimenes
de muestra relativamente pequefios y manipular facilmente los geles.

El procedimiento comienza con la polimeracion de los geles. Para ello, las
placas de cristal del sistema de electroforesis se montaron segun las instrucciones del
fabricante, para geles pequefios. A continuacion se preparo el gel separador 12 % o
resolving gel (4 mL archilamida/bisacrilamida 30 %, BioRad; 2.5 mL Tris-HCI pH

8.8; 100 uL SDS (dodecilsulfato sédico) 10 %; 3.35 mL H,O Tipo Milli-Q; 50 pL
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APS (adenosina-5"-fosfosulfato) 10 %; 10 uL TEMED (tetrametiletilendiamina)).
Antes de afadir el APS y el TEMED se desgasificd la mezcla puesto que el O, inhibe
la polimeracion de la acrilamida. Rapidamente se vertid la disolucion entre las placas
evitando la formacion de burbujas, y se depositd una capa de isobutanol para nivelar
el gel, eliminar las burbujas y evitar que el oxigeno inhibiera la polimeracién. Una
vez polimerizado el gel (aproximadamente 35-40 minutos), se afiadid el gel
concentrador 4 % o stacking gel (600 pL archilamida/bisacrilamida 30 %; 1.26 mL
Tris-HCI pH 6.8; 50 uL SDS 10 %; 3 mL H,O Tipo Milli-Q; 50 pL APS 10 %; 5 pL
TEMED). Inmediatamente se coloco el peine en el gel y se dejo polimerizar a
temperatura ambiente.

Una vez preparadas las muestras y polimerizado el gel, comenzé el proceso
de electroforesis propiamente dicho. Para ello, se montaron los geles en el sistema de
los electrodos y se sumergi6 en la cubeta con tampdén de recorrido o tampoén de
electroforesis 1 X o running buffer (15.15 g Tris-Base; 72 g glicina; 5 g SDS; H,O
Milli-Q hasta 500 mL). A continuacion, se cargaron las muestras (10 pg de proteina)
para su posterior andlisis por Western-Blot asi como el marcador de peso molecular
(4 pL) (Prestained SDS-PAGE Standards, Broad Range, BioRad, 161.0318). Se fij6
el amperaje a 20 mA/gel con un voltaje maximo de 200 V y se realizo la

electroforesis durante 1 hora aproximadamente.

3.3.16.3. Western-Blotting

Las técnicas de immunoblotting permiten la identificacion de una proteina
combinando la resolucion de la electroforesis en gel con la especificidad del

reconocimiento antigeno-anticuerpo. Para realizar este reconocimiento, las proteinas
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se transfieren de modo inespecifico desde el gel a una membrana adsorbente de
manera que quedan unidas a su superficie. Una vez transferidas, esta membrana se
incuba con el anticuerpo primario y su presencia se revela con un segundo anticuerpo
conjugado a la enzima peroxidasa.

Asi, con el fin de determinar la abundancia de acuaporinas en la membrana
plasmatica, tras la electroforesis, las proteinas se transfierieron a una membrana de
PVDF (Immun-Blot PVDF Membrane for Protein Blotting, BioRad) y se realiz6 la
transferencia en semiseco (TransBlot Semi Dry Transfer Cell, BioRad). Las
proteinas cargadas negativamente al pH empleado, y como consecuencia de la
adicion de SDS a la solucién de transferencia, migran electroforéticamente del gel
hacia el polo positivo (dnodo) quedando retenidas en la membrana por unidén no
covalente. A continuacion se explica el método de transferencia en semiseco
detalladamente.

Tras la electroforesis se elimind el gel concentrador y se sumergié el gel
separador en el tampon de transferencia o Towbin buffer (Tris 25 mM; glicina 192
mM; metanol 20 %; SDS 0.05 %; Towbin et al. 1979) durante 15 minutos. Mientras,
la membrana de PVDF se sumergi6 en metanol durante 2 minutos y a continuacion
se introdujo en el tampdn de transferencia durante 10 minutos.

Posteriormente, se humedecieron 2 papeles de filtro extragrueso (Extra thick
Blot Paper, Mini Blot Size, BioRad) en tampon de transferencia, se colocé uno de
ellos sobre la placa del sistema de transferencia que actuaria como anodo (electrodo
positivo), y se paso el rodillo para eliminar posibles burbujas, pues interfieren en la
transferencia de las proteinas. Se coloco encima la membrana de PVDF.

A continuacidn se puso el gel eliminando las burbujas, y por ultimo se colocé

el segundo papel de filtro y se paso de nuevo el rodillo. Finalmente, se deposité el

84



Material y Métodos

catodo sobre el sandwich de manera que quedara la placa bien encajada y se cubrid
con la tapa de seguridad. Se conectd a la fuente de electroforesis y se selecciond un

voltaje constante de 15 V durante 20 minutos.

3.3.16.4. Immunodeteccion

Transcurrida la transferencia, se preincubd la membrana con la solucion de
bloqueo o blocking buffer (leche desnatada en polvo al 2 % (p:v) en TBS) para
bloquear los puntos de unioén de la membrana aun sin ocupar, evitando de este modo
la adsorcion inespecifica de anticuerpos a la membrana. El TBS o Tris-buffered
Saline consistié en 2.42 g de Tris-HCI pH 7.5 (20 mM), 29.24 g de NaCl (0.5 M) en
un volumen final de 1 L de agua Milli-Q. El bloqueo se llevo a cabo durante 2 horas
a temperatura ambiente con agitacion suave. Seguidamente se incubd la membrana
con el anticuerpo primario, toda la noche a 4 °C de manera que éste se uniera a su
antigeno si estaba presente en la membrana.

Hay que tener en cuenta la dilucidn del anticuerpo primario, que se prepara en
la solucion de bloqueo con Tween al 0.05 %.

1. PIP1;1 de Arabidopsis thaliana (Kammetloher et al. 1994)

5'-MEGKEEDVRVGANKFPERQPIGTSAQSDYKDKEPPPAPFFEP-3"
Péptido de 42 residuos del extremo N-terminal, amablemente cedido por
el Profesor Dr. Schiffner (dilucion 1:3000).

2. PIP2 de Brassica oleracea var. italica (Casado-Vela et al. 2010)

5'-SLGSFRSAANV-3"

Péptido de 11 residuos en el extremo C-terminal (dilucién 1:500).
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Para eliminar el exceso de anticuerpo y evitar las uniones inespecificas se
realizaron 4 lavados de 5 minutos cada uno, con la solucion de lavado o TBS-Tween
(leche desnatada en polvo al 2 % en TBS y Tween 20 al 0.05 %) y se incub6 con el
anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente (anticuerpo de cabra
anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa de rabano (Goat antirabbit IgG coupled to
horseradish peroxidase HRP) (dilucion 1:20000 en solucion de bloqueo).
Posteriormente, se realizaron 5 lavados de 7 minutos cada uno. El revelado se llevo a
cabo afiadiendo sobre la membrana 1.5 mL de reactivo quimioluminiscente (West
Pico, Super Signal substrate, Pierce), que permite la deteccién de anticuerpos
conjugados con HRP debido a que la peroxidasa cataliza una reaccion quimica que
produce luz, durante 5 minutos en oscuridad y las proteinas se detectaron tras una
exposicion a una pelicula para autorradiografia en un cuarto oscuro. Se emplearon
para ello, soluciones de revelado (32 mL en 1 L) y de fijacion (1:8, v:v) (Kodak).

Para cuantificar la sefal, la intensidad de cada banda se normalizé con la
sefial de la correspondiente banda del azul brillante de Coomassie. Para ello, 50 ng
de la preparacidn enriquecida con membrana plasmatica, se disolvié en un gel con 12
% SDS-PAGE usando un sistema de electroforesis Mini-PROTEAN (BioRad) a 100

V/h. El gel se tifio con Bio-Safe Coomassie G-250 (Bio-Rad) durante 1 hora.

3.4. Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza para determinar los efectos del tratamiento
o condicién de estudio, y el genotipo sobre los diferentes pardmetros determinados.
La comparacion de medias se realizd6 mediante la prueba de diferencia significativa

de Tukey y mediante el analisis de varianza (ANOVA). Ademads, en algunos
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experimentos, los datos fueron analizados por el Test de Student (p<0.05). Todos los
analisis se realizaron con el paquete de software estadistico SPSS Inc. (SPSS Inc.,
Chicago, IL, Estados Unidos) y se fijé el nivel de significacién a un valor de

probabilidad p<0.05.
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CAPITULO1

FISIOLOGIA Y ANTIOXIDANTES NATURALES
EN DIFERENTES VARIEDADES DE BROCULI

PURPURA






Fisiologia y antioxidantes naturales en diferentes variedades de bréculi parpura

4.1. INTRODUCCION

Este capitulo tenia 2 objetivos. Primero, examinar el crecimiento, desarrollo y
estado nutricional de tres subcultivares de broculi purpura (tipicos de climas frios
anglosajones) durante la estacion de invierno en Murcia, dada la importancia socio-
econdomica que tiene el cultivo de bréculi en la Region. Segundo, estudiar el efecto
del genotipo y los 6rganos seleccionados (parte aérea, pella, etc.) sobre el contenido
en compuestos Dbioactivos como 4cidos  hidroxicindmicos, flavonoides
(principalmente antocianinas) y glucosinolatos, con el fin de identificar el cultivar
mas iddneo para estas condiciones de clima Mediterraneo semidrido del SE Espafiol

y, promover su produccion para ofrecer nuevos alimentos saludables.

4.2. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se realizd con un cultivar comercial de bréculi (Brassica
oleracea L. [Grupo Italica]), con inflorescencias purpuras, cv. Viola (Figura 4.1), ya
que se trata de un cultivar poco conocido en Espafia y en concreto, no se produce
comercialmente en Murcia (SE Espafia) donde se genera el mayor porcentaje de
produccion y exportacion a la Unidn Europea y a Europa del Este (el 65 % del total
de la produccién espafiola, segin la Memoria 2012 de Proexport). Se utilizaron 3
subcultivares de acuerdo a su ciclo de produccion: Extra-Temprano (Extra Early
Purple Sprouting Broccoli Rudolph, EEP), Temprano (Early Purple Sprouting, EP) y

Tardio (Late Purple, LP) (Thompson & Morgan, Inglaterra).
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Figura 4.1. Detalle de inflorescencia del cultivar Viola (subcultivares EEP y EP).

La germinacion y el desarrollo de las plantulas de broculi se realizaron en una
camara de cultivo en condiciones controladas tal y como se describi6 en el apartado
de Material y Métodos general (Seccion 3). A continuacidn, el experimento se llevo a
cabo durante el periodo de Otofio-Invierno (Noviembre de 2009 hasta Marzo de
2010) en una finca experimental (latitud 38°06'N; 1°02°0) en clima Mediterraneo
Semiarido, con condiciones climaticas tipicas de la estacion de invierno en Murcia,
tal y como se detalld en el apartado de Material y Métodos (Seccion 3).

En este experimento, se emplearon un total de 10 plantas de brdculi por
subcultivar espaciadas entre si resultando en una densidad de 2 plantas m™. Las
plantas fueron recolectadas el dia 95 DAT (aproximadamente cuando las plantas
tenian 120 dias de edad) (Ver apartado 3.2.1. de la seccion de Material y Métodos).
La recoleccion y distintas medidas de las plantas se realizaron a mitad del periodo de
luz y se determinaron distintos parametros bioquimicos como contenido de

glucosinolatos, compuestos fendlicos (particularmente antocianinas) y vitamina C.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Vitamina C

Los tejidos analizados de distintos subcultivares de broculi parpura mostraron

diferencias significativas (P< 0.05) en su contenido de vitamina C total (AA +

DHAA) en hojas y en inflorescencias (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Vitamina C (mg 100g”" PF) en hojas e inflorescencias de
distintos subcultivares de broculi purpura. Las barras con diferente
letra son estadisticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 10
para cada subcultivar).
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En hojas, la concentracidon de vitamina C fue significativamente mayor en el
subcultivar LP, seguido por el subcultivar EP (con una reduccion del 48 % con
respecto a LP) y por ultimo del EEP (con una reduccion del 15 % con respecto a EP).

En inflorescencias, el contenido en vitamina C fue menor en EEP y mayor en

EP, y destacamos que el subcultivar LP no llegé a producir inflorescencia.

4.3.2. Compuestos Fenolicos

Los subcultivares de broculi purpura estudiados mostraron similitudes en sus
perfiles de acidos fendlicos y flavonoides, con una ligera influencia del factor
genético (Tabla 4.1). Sélo se encontraron diferencias a nivel cuantitativo en las hojas.

En general, los principales compuestos fendlicos observados fueron
glucdsidos de flavonoides (flavonoles, derivados de kaempferol y quercetina) y
antocianos. Los 4cidos fenolicos fueron derivados del 4cido clorogénico o del acido

sinapico.
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Tabla 4.1. Contenido de compuestos fendlicos (mg 100g™ PF) en hojas e inflorescencias
de subcultivares de brdoculi purpura.

Organo Sub-cv. Acidos hidroxicinamicos
Derivados del acido
sinapico y del acido Derivados del acido
ferulico clorogénico
Hoja EEP 142.73+1.68b" 50.084+0.49¢
EP 155.50+8.74a 187.27+7.89b
LP 140.12+4.58b 335.71+18.41a
Inflorescencia EEP 487.41+30.93a 443.31+159.05a
EP 507.03+40.60a 203.10+56.92a
Flavonoides
Flavonoles Antocianinas aciladas
Hoja EEP 3742.72+37.06a 8.50+0.14¢
EP 3741.33+93.63a 9.99+0.35b
LP 3294.02+427.24a 12.24+0.21a
Inflorescencia EEP 4374.76+£247.93a 139.51+2.42a
EP 4277.95£371.64a 63.93+0.34b
Compuestos Fenolicos totales
Hoja EEP 3944.03+39.37a
EP 4094.08+110.60a
LP 3782.08+450.44a
Inflorescencia EEP 5444.99+440.33a
EP 5052.01+469.50a

*Valores con letra diferente son estadisticamente diferentes entre 6rganos estudiados (Test

de Tukey, P<0.05, n=10 para cada subcultivar).

Los 4cidos hidroxicindmicos fueron mucho menores en hojas que en
inflorescencias en todos los casos. Con respecto a los derivados del 4acido sinapico, el
subcultivar EP present6 los valores mas altos (con un 8 % mas que EEP y un 10 %
mas que LP). Asi mismo, el subcultivar LP presentd los valores mas altos de

derivados del acido clorogénico, seguido por el subcultivar EP (con un 44 % menos)
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y por ultimo del EEP (con un 85 % menos). Por otro lado, los flavonoles en hoja no
mostraron diferencias significativas entre subcultivares, y las inflorescencias
presentaron una concentracion mayor de flavonoles, en comparacion con las hojas.
Ademas, la concentracion de flavonoles de las inflorescencias no mostré diferencias
significativas entre cultivares.

Las antocianinas aciladas y glucosiladas son compuestos caracteristicos de las
cruciferas y del broculi en particular, como en esta variedad ptrpura. Los tiempos de
retencion (Tr) y los iones moleculares comunes (m/z) de las antocianinas y sus

grupos acilados tipicos se muestran en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Identificacion por HPLC-DAD-ESI-MSn de las principales antocianinas en
subcultivares de broculi purpura

N° de Tr. [M]™ [MS2/MS3]"

pico (min) (m/z) (m/z) Antocianina

1 11.4 773 611/449/287 Cianidin 3-0O-diglucésido-5-O-glucésido

2 15.9 979 817/449/287 Cianidin 3-O-(sinapoil)diglucésido-5-O-glucosido

3 16.4 859 535/287 Cianidin 3-O-diglucésido-5-O-(malonil)glucdsido

4 254 949 787/449/287 Cianidin 3-O-(feruloil)diglucdsido-5-O-glucdsido

5 259 979 817/449/287 Cianidin 3-O-(sinapoil)diglucésido-5-O-glucosido

6 28.0 1155 993/449/287 Cianidin 3-O-(sinapoil)(feruloil)diglucésido-5-O-glucédsido
7 28.2 1185 1023/449/287 Cianidin 3-O-(sinapoil)(sinapoil)diglucésido-5-O-glucésido
8 28.5 1035 787/535/287 Cianidin 3-O-(feruloil)diglucdsido-5-O-(malonil)glucdsido
9 28.5 1125 963/449/287 Cianidin 3-O-(p-coumaroil)(sinapoil)diglucésido-5-O-glc
10 30.5 1241 993/535/449 Cianidin 3-O-(sinapoil)(feruloil)diglucdsido-5-O-(malonil)glc
11 31.6 1211 963/535/449 Cianidin 3-O-(p-coumaroil)(sinapoil)dic-5-O-(malonil)glc

Las antocianinas de las cruciferas suelen ser aciladas y glucosiladas, como las

encontradas en estas variedades, si bien, todas eran derivadas de la cianidin-3-O-
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diglucésido-5-0-glucdsido (glc) con uno o varios grupos acilados unidos en las
posiciones 3 y 5.

La (m/z) caracteristica de 287 en [MS3]+, se corresponde con la aglicona de
la cianidina. La antocianina mas abundante en las hojas del subcultivar EEP fue la
Cianidina 3-O-(p-coumaroil)(sinapoil)diglucésido-5-O-(malonil)glucésido (pico 11),
mientras que la Cianidina 3-O-(sinapoil)(feruloil)diglucosido-5-O-
(malonil)glucosido (pico 10) fue la mas abundante en las inflorescencias. Sin
embargo, las antocianinas més abundantes en hojas del subcultivar LP fueron la
Cianidina 3-O-(feruloil) diglucésido-5-O-glucdsido (pico 4) y la Cianidina 3-O-

(sinapoil)diglucosido-5-O-glucosido (pico 5) (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Perfil tipo de la separacion cromatografica de cultivares
de broculi parpura ‘Viola’ (a 520 nm). Las asignaciones de los picos
se muestran en la tabla 4.3.

En la figura 4.3, se muestra un perfil tipico de antocianinas de la
inflorescencia del subcultivar EEP, que exhibe la mayoria de los picos comunes

detectados y cuantificados en las muestras vegetales.
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En las hojas, el subcultivar LP tuvo significativamente la mayor
concentracion de antocianinas, seguido por EP (que present6 una reduccion del 18 %
con respecto a LP) y, finalmente, EEP (que presentd una reduccién del 12 % con
respecto a EP). En cuanto a las inflorescencias disponibles, las antocianinas totales
fueron significativamente mas abundantes en EEP que en EP, que presentd una
reduccion del 54 % con respecto a EEP (Tabla 4.2). Para las inflorescencias del
subcultivar EEP y en practicamente todas las muestras, el pico principal, presentd
una concentracion de 22.45 mg 100 g”' PF (datos no mostrados), que se correspondia
con la Cianidina 3-O-(sinapoil)(feruloil)diglucdsido-5-O-(malonil)glucdsido (Figura
4.3, pico 10). Hay que tener en cuenta que la abundancia y la calidad de los picos
detectados difirieron entre muestras, 6rganos y subcultivares, con muchas diferencias
a nivel cuantitativo. A nivel cualitativo, las inflorescencias siempre mostraron mas
picos de antocianinas, alrededor de 15 por muestra. La influencia del cultivar en la
cantidad y el tipo de antocianinas se mostrd y corrobord por el andlisis de varianza
(Tabla 4.1).

En general, la cantidad de compuestos fendlicos totales en hojas se mantuvo
constante entre subcultivares. A nivel de inflorescencias, la concentracion de
compuestos fenodlicos en los subcultivares EEP y EP fue similar y ademas, tuvo un

mayor rango de concentracion que en las hojas.

4.3.3. Glucosinolatos individuales

El analisis de los glucosinolatos en las muestras de brdoculi purpura se realizéd
por determinacion de los glucosinolatos intactos (Dominguez-Perlés et al. 2010). En

las hojas de los distintos subcultivares de broculi purpura se encontraron diferencias
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significativas en la concentracion (Tabla 4.3). Entre los glucosinolatos alifaticos, la
glucorafanina (GR) y la glucoalisina (GAL) no se detectaron en hoja mientras que si
se detectaron la glucoiberina (GI) y la glucoerucina (GE). Un anélisis detallado de
las diferencias entre subcultivares mostr6 que EEP y LP presentaron
significativamente mayor concentracion de GI que el subcultivar EP, el cual presento
un 30 % aproximadamente menos con respecto a EEP y LP. Sin embargo, la
concentracion de GE fue mas alta en EEP que en EP (que presentd una concentracion
del 81 % menos con respecto a EEP) y LP (que present6 una concentracion del 97 %

menos con respecto a EEP).

Tabla 4.3. Glucosinolatos individuales (mg 100g' PF) en hojas e inflorescencias de

subcultivares de brdculi purpura.

Organo Sub-cv. Glucosinolatos alifaticos
GI GR GAL GE
Hoja EEP  55.70+8.01a° n.d." n.d. 14.52+0.04a
EP 39.04+2.63b n.d. n.d. 2.80+1.98b
LP 49.77+£5.98a n.d. n.d. 0.49+0.03¢
Inflorescencia EEP 194.31+2.52a 15.43+£5.34a 34.54+11.05b 12.26+5.39b
EP 158.26+20.10b 2.81+£0.09b  95.80+4.06a 32.44+10.54a
Glucosinolatos inddélicos
GBS MGB HGB NGB
Hoja EEP 0.95+0.37¢c  86.65+0.19a 13.81+0.42a 11.79+2.08a
EP 13.65+0.83b  38.35+0.01b  1.22+0.02¢  11.26+2.43a
LP 37.29+11.95a 43.32+5.32b 10.93+0.06b  4.81+0.58b
Inflorescencia EEP 78.25+0.04a  90.81+6.91a  5.18+0.05b  43.18+21.49a
EP 90.54+21.77a 16.15+1.87b 21.06+0.84a 70.47+28.29a
GI: Glucoiberina, GR: Glucorafanina, GAL: Glucoalisina, GE: Glucoerucina, GBS:
Glucobrasicina, MGB: 4-MeO-Glucobrasicina, HGB: 4-OH-Glucobrasicina, NGB:
Neoglucobrasicina.

*Valores con letra diferente son estadisticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 10 para

cada subcultivar).
’n.d. = no detectado
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Para los glucosinolatos indodlicos (glucobrasicina (GBS), 4-MeO-
Glucobrasicina (MGB), 4-OH-Glucobrasicina (HGB), Neoglucobrasicina (NGB)) se
encontraron diferencias muy significativas de concentracion entre los diferentes
subcultivares.

La concentracion de GBS fue mayor en LP seguido de EP y finalmente de
EEP. EEP mostr6 mayores concentraciones de MGB que EP y LP, que no
presentaron diferencias significativas entre si. La concentracion de HGB fue mayor
en el subcultivar EEP seguido de LP y EP y finalmente, la NGB fue mayor en los
subcultivares EEP y EP, que en LP. En contraste con las hojas, en las inflorescencias
se detectaron las mayores concentraciones de glucosinolatos alifaticos, que
mostraron la GI como principal glucosinolato (alrededor de 12 y 55 veces mas que
GR para los subcultivares EEP y EP, respectivamente). La concentracion de
glucosinolatos alifaticos fue mayor en el subcultivar EP, excepto para GI y GR cuyos
niveles fueron mayores para el subcultivar EEP. Con respecto a los glucosinolatos
inddlicos, no hubo diferencias significativas en la concentracion de GBS y NGB
entre subcultivares, mientras que MHB y HGB fueron mds abundantes en los

subcultivares EEP y EP, respectivamente.

4.4. DISCUSION

El anélisis de los compuestos bioactivos de broculi purpura desarrollado bajo
las condiciones ambientales impuestas puso de manifiesto para la vitamina C,
resultados acordes con los descritos anteriormente por del Mondragdn-Portocarrero
et al. (2006) en nabo (Brassica rapa), y por Francisco et al. (2010), donde la cantidad

de vitamina C se redujo en gran medida por el procesamiento previo al anélisis, tal y
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como ocurrid en nuestro caso. La pérdida de vitamina C, se produjo principalmente
por degradacidon quimica, que implica la oxidacién del acido ascorbico (AA) a acido
dehidroascorbico (DHAA), seguida de una hidrélisis a 4cido 2,3-diquetoguldnico y
la posterior polimerizacién para formar otros productos nutricionalmente inactivos
(Roy et al. 2009). Ademas, nuestros resultados indicaron que en cultivares de brdoculi
purpura, la vitamina C se encontraba afectada por el genotipo, mostrando diferentes
niveles de este antioxidante en los subcultivares (Pérez-Balibrea et al. 2011) (Figura
4.2). Se sabe que los factores climaticos, principalmente la temperatura, tienen una
fuerte influencia sobre la vitamina C, pues los vegetales mostraron mayor contenido
en vitamina C cuando crecieron con temperaturas bajas (10 °C) que cuando crecieron
con temperaturas mas elevadas (25 °C) (Bumgarner et al. 2012). Por lo tanto, la
cantidad de vitamina C podria ser menor bajo estas condiciones experimentales de
temperaturas altas, que explican la influencia de la combinacion de factores
genéticos y ambientales, sobre este nutriente (Podsedek 2007; Moreno et al. 2008).
Los compuestos fendlicos son antioxidantes importantes que se han descrito
como beneficiosos para la salud (Peng et al. 2011). Hay que destacar que no fue
posible obtener inflorescencias en el subcultivar LP. Ademds, los resultados
indicaron que las inflorescencias tanto del subcultivar EEP como las del subcultivar
EP, fueron igualmente ricas en estos compuestos bioactivos. Con respecto al uso de
las hojas del broculi como subproductos ricos en compuestos fendlicos, cualquier
variedad empleada seria adecuada para tal fin. Borkowski et al. (2005) mostraron que
el contenido de compuestos fendlicos estaba relacionado positivamente con la
radiacion solar y el crecimiento. De acuerdo con esto, se observo que las plantas del
subcultivar EP tenian un contenido significativamente mayor de compuestos

fenolicos, una mayor tasa fotosintética y una mayor biomasa (datos no mostrados).
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Teniendo en cuenta que las diferencias entre los compuestos fendlicos estudiados en
los distintos subcultivares, podrian ser el resultado de multiples factores, incluyendo
la metodologia, las caracteristicas de la muestra y las condiciones de crecimiento
(Vallejo et al. 2003c; Moreno et al. 2006; Pérez-Balibrea et al. 2008), nuestros
resultados mostraron que el bréculi pirpura cultivado en el SE de Espafia, podria ser
una excelente fuente de compuestos fenoélicos.

Se utilizaron técnicas de HPLC-DAD-ESI-MS" como herramienta de
diagnostico y control de la concentracion de las antocianinas del brdoculi (Giusti y
Wrolstad 2003; Moreno et al. 2010), de gran interés en estos subcultivares de broculi
purpura tan poco conocidos (Tabla 4.2). Ademads, las antocianinas aciladas se
consideran mejores candidatas que las antocianinas no aciladas para la elaboracion
de colorantes alimentarios, debido a su mayor estabilidad (Cevallos-Casals y
Cisneros-Zevallos 2004). En los ultimos afios, el interés por las antocianinas aciladas
se ha intensificado debido a sus beneficios para la salud (Pallauf et al. 2008) y los
cultivares de broculi purpura muestran valores mayores de antocianinas que los
cultivares verdes. Los factores ambientales como la luz visible y la radiacion UV, las
bajas temperaturas, la sequia y el estrés hidrico, son inductores de la acumulacién de
antocianinas en las plantas (Chalker-Scott 1999). Se ha demostrado ademads, la
fotoinduccidn de las antocianinas en numerosas ocasiones, asi como el efecto de la
temperatura (Gould 2004; Hughes et al. 2004). En este estudio, los perfiles de
antocianinas mostraron diferencias cualitativas y cuantitativas entre los subcultivares
de broculi purpura (por ejemplo en las inflorescencias del subcultivar EEP). Ademas,
de entre los picos identificados, los significativamente mayores fueron los
correspondientes a los isdbmeros de cianidina 3-O-(p-

coumaroil)(sinapoil)diglucosido-5-O-glucosido.
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Las diferencias en el contenido de glucosinolatos, se originan tanto por
factores ambientales como por factores genéticos. Asi, se explicarian los niveles mas
altos de glucosinolatos en plantas crecidas con nuestras condiciones experimentales
en comparacion con otros cultivares de broculi verde como Marathon (Moreno et al.
2008; Lopez-Berenguer et al. 2009), o broculi purpura (Schonhof et al. 2004;
Verkerk et al. 2010). De hecho, Lewis et al. (1991) revelaron un contenido total de
glucosinolatos de 117.5 mg en 100 g de peso fresco en la inflorescencia de broculi
purpura y 34.6 mg en 100 g de peso fresco en romanesco. En nuestro caso, la
cantidad de glucosinolatos totales en los subcultivares EEP y EP fue mayor, en torno
a 480 mg en 100 g de peso fresco. También, Verkerk et al. (2010) determinaron un
contenido de glucoiberina de 167.51 mg en 100 g de peso fresco en el bréculi
purpura “Bordeaux”, mientras que en la inflorescencia del subcultivar EEP, se
encontr6 un contenido de 194.31 mg en 100 g de peso fresco.

En cuanto a los glucosinolatos individuales, el cv. Viola mostrd 8 veces mas
GI que otros cultivares verdes como Marathon o Nubia (Dominguez-Perlés et al.
2010). De manera similar, Schonhof et al. (2004) observaron una proporcién de GI,
significativamente mayor en broculi parpura, que en broculis verdes. Ademads, la
concentracion del glucosinolato indolico GB en hoja, fue mayor en el subcultivar LP
que en otros cultivares de broculi verde y purpura; también, la concentracién de
NGB fue mayor en todos los subcultivares purpuras que la observada en cultivares
verdes (Dominguez-Perlés et al. 2010). En nuestros experimentos, la concentracion
de glucosinolatos encontrada en los subproductos, estuvo en el rango de la de las
muestras de bréculi purpura previamente descritas como “Bordeaux” (Verkerk et al.
2010) y Viola (Dominguez-Perlés et al. 2010). Las hojas mostraron variaciones

significativas entre subcultivares y podrian ser prometedoras en cuanto a la
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utilizacion de subproductos derivados de bréculi, ya que actualmente estan
infrautilizadas o desperdiciadas, y son una fuente econdmica y natural de
glucosinolatos (Dominguez-Perlés et al. 2010). EI hecho de que la GI, GB y MGB,
fueran mucho mayores en este cultivar, en comparacidon con los cultivares verdes y
con otros cultivares purpuras, mostrd la influencia concomitante del cultivar, el
medioambiente, el papel fisiologico en cada drgano, afectando a la concentracidon de
glucosinolatos individuales, todo ello reforzado por hallazgos anteriores (Ciska et al.
2000; Vallejo et al. 2003).

Finalmente, como se ha mencionado anteriormente, el subcultivar LP no tuvo
inflorescencias comerciales. Estudios previos mostraron que uno de los
determinantes de la produccion de bréculi, es la temperatura, la cual influye en el
crecimiento y desarrollo (Grevsen 1998). Ademas, un crecimiento adecuado de las
inflorescencias de alta calidad, se logra entre 14 y 16 °C (Wurr et al. 1996). Por lo
tanto, puesto que los 3 subcultivares de broculi, mostraron el mismo ciclo de vida, se
demostro que el rango de temperaturas usado para este experimento, no fue un estrés
para estos subcultivares, y los resultados indicaron que para el subcultivar LP, las
condiciones usadas en este experimento no fueron las adecuadas. Se han desarrollado
modelos especificos para predecir el momento de diferenciacion floral (Wurr et al.
1995) y para estimar la fecha de cosecha (Wurr y Fellows 1991). Sin embargo, hay
pocas referencias concernientes a las condiciones requeridas para la fructificacion,
especialmente en estos “nuevos” cultivares de broculi. Es importante enfatizar que
este es el primer trabajo sobre la produccion de broculi purpura con inflorescencias
comerciales de calidad, en estas latitudes (Murcia, SE, Espaifia). Hasta la fecha, no
hay datos de produccion de inflorescencias comerciales de broculi parpura (ver,

proexport.com), y en este caso, se debe destacar que aparecieron sélo en plantas de

104



Fisiologia y antioxidantes naturales en diferentes variedades de bréculi parpura

los subcultivares EEP y EP crecidas en campo abierto, lo cual es lo mas adecuado

para el broculi.

4.5. CONCLUSIONES

Los glucosinolatos, los compuestos fendlicos (4cidos fenolicos, antocianinas)
y los nutrientes (vitamina C) en los brdculis purpuras estudiados, variaron segun el
subcultivar (carga genética) y el 6rgano (papel fisioldgico). Ademas, la identificacion
de los componentes promotores de la salud, incrementa la demanda de estos
productos para su consumo y la industria alimentaria, como pigmentos naturales con
valor afiadido y antioxidantes, y podria abrir nuevas oportunidades para su uso en
otras aplicaciones industriales. Por lo tanto, nuestros datos sobre el desarrollo y la
calidad nutricional del bréculi purpura, mostraron una composiciéon nutricional de
gran interés del cultivar de nueva introduccidn, en comparacién con brdculis verdes
tradicionales o incluso sobre otros broculis purpuras, crecidos bajo diferentes
condiciones climaticas. Ademas, se ha demostrado la adecuacion de los subcultivares
EEP y EP al clima Mediterrdneo para propdsitos de produccion, aunque una
investigacion adicional sobre sucesivas generaciones o producciones de broculi

purpura es necesaria.
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CAPITULO 11

FACTORES MEDIOAMBIENTALES COMO
MODULADORES DE LA FISIOLOGIA DE NUEVAS

VARIEDADES DE BROCULI






Factores medioambientales como moduladores de la fisiologia de nuevas variedades de
broculi

5.1. INTRODUCCION

Los objetivos de este estudio, complementarios a los objetivos planteados en el
Capitulo 1, fueron determinar la influencia de las condiciones de crecimiento (al aire libre y
en invernadero) sobre el desarrollo de la planta, los pardmetros de intercambio gaseoso, los
pigmentos fotosintéticos, la composicion de nutrientes y el contenido de glucosinolatos, en
tres nuevos subcultivares de bréculi purpura ('Viola'), cultivados en la temporada de invierno
de Murcia (SE Espafia). Por lo tanto, se estudiaron las respuestas fisioldgicas, asi como los
parametros de calidad de estos nuevos cultivares, con el fin de la seleccionar nuevos
cultivares de brocoli purpura y determinar su adaptacion a la regidon de cultivo, identificar el
cultivar mds idoneo bajo estas condiciones de clima Mediterrdneo y, promover su

produccion en estas condiciones y latitudes para productos alimentarios y consumo.

5.2. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se realizo con un cultivar comercial de bréculi (Brassica oleracea L.
[Grupo Italica]), con inflorescencias purpuras, cv. Viola, ya que se trata de un cultivar poco
conocido en Espafia y en concreto, no se produce comercialmente en Murcia (SE Espafia).
Se seleccionaron 3 tipos o subcultivares de broculi purpura de acuerdo a su ciclo de
produccion: Extra-Temprano (Extra Early Purple Sprouting Broccoli Rudolph, EEP),
Temprano (Early Purple Sprouting, EP) y Tardio (Late Purple, LP).

Estos subcultivares son naturales de climas anglosajones mas frios, por lo que el
experimento se llevd a cabo durante el periodo de Otofio-Invierno (Noviembre 2009-Marzo
2010), en un invernadero con cubiertas de polietileno y marco de aluminio, ventanas

mecanicas en el techo, ventilacion pasiva e irrigacion localizada, del CEBAS-CSIC (Finca
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Experimental “La Matanza”, Latitud 38°06'N; 1°02°O, Santomera, Murcia) y un cultivo al
aire libre, en las condiciones edafoclimaticas de esta zona del clima Mediterraneo.

La germinacion y el desarrollo de las plantulas de brdculi se realizaron en cadmara de
cultivo con condiciones controladas, segiin lo descrito en Material y Métodos (Seccion 3).

A continuacidn, después de 24 dias en hidroponia con soluciéon Hoagland y aireacion
constante, las plantas, que tenian 31 dias de edad, fueron transplantadas a contenedores con
un sustrato inerte de perlita y vermiculita (una planta por contenedor) y, se empled la misma
solucion Hoagland para el riego (realizado 2 veces por semana). Se uso el 50 % de las

plantulas en cultivo al aire libre y el 50 % en invernadero (Figura 5.1).

Figura 5.1. Detalle de plantas de bréculi cultivadas en invernadero.
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Las condiciones de ambos cultivos se encuentran detalladas en el apartado de
Material y Métodos.

Las plantas se recolectaron el dia 95 DAT (aproximadamente 120 dias de edad) (Ver
apartado 3.2.1. de la seccion de Material y Métodos). La recoleccion y distintas medidas de
las plantas se realizaron a mitad del periodo de luz y se determinaron parametros foliares de
intercambio gaseoso, biomasa, nutrientes minerales, pigmentos foliares y contenido de

glucosinolatos y compuestos fendlicos.

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Parametros foliares de intercambio gaseoso

Durante los experimentos se midieron distintos parametros de intercambio gaseoso.
En primer lugar, se observé que la tasa fotosintética (Figura 5.2.A) fluctu6 a lo largo de los
dias del experimento, siendo mayor en las plantas crecidas al aire libre. Se pudo comprobar
que el subcultivar EP fue el que tuvo mayor tasa fotosintética (P< 0.05), alrededor de 11
pmol m? s' (P< 0.05), en comparacion con EEP y LP. Las plantas desarrolladas en
invernadero, presentaron los valores de tasa fotosintética mdas bajos y, en general, los

cultivares ordenados de mayor a menor segun su tasa fotosintética fueron: EEP > LP = EP.
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Tasa de traspiracion Tasa fotosintética
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Figura 5.2. Tasa fotosintética (A), transpiracion (B), conductancia estomatica
(C) y WUE (D) de cada subcultivar. DAT 0=31 dias de edad (Test de Tukey, P<
0.05, n= 10 para cada subcultivar).
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Con respecto a la tasa de traspiracion (T) (Figura 5.2.B) y la conductancia estomatica
(Gs) (Figura 5.2.C), se observo una disminucion a lo largo del experimento, con valores
mayores para las plantas de invernadero, que para las que crecieron en al aire libre, y con
valores mads altos para las plantas del subcultivar EEP, seguidos de EP y LP. Ademas, al
final del ciclo de cultivo, no hubo diferencias significativas entre las condiciones de estudio.

Por ultimo, el estudio de la eficiencia en el uso del agua (WUE) (Figura 5.2.D)
mostrd que con el paso del tiempo, aumentd de forma general en los tres subcultivares,

siendo el subcultivar EP el que obtuvo los valores mas altos al final del ciclo.

5.3.2. Biomasa

Los resultados de biomasa estuvieron de acuerdo con la tasa fotosintética obtenida,
que fue mayor en las plantas desarrolladas al aire libre que en las desarrolladas en
invernadero para los tres subcultivares (Tabla 5.1). Ademads, los valores mas altos
observados fueron los valores del subcultivar EP desarrollado al aire libre, con un 54 % mas
de biomasa que las plantas de invernadero y un 24 % mas que el subcultivar LP desarrollado

al aire libre, el cual presento los valores mas bajos de entre los subcultivares al aire libre.
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Tabla 5.1. Parametros de biomasa (Peso fresco y Peso seco, g planta) de la parte aérea
de los subcultivares de broculi parpura estudiados, desarrollados al aire libre o en
invernadero.

PF ( g'1 planta) PS ( g'1 planta) Area foliar (cm'z)

Invernadero EEP 240.59+24.62¢® 46.84+4.42¢ 225.444+4.99b
EP 273.65+11.80¢ 63.51£9.93b 223.10+7.91b

LP  238.39+20.85¢  52.29+2.77c 226.52+9.84b

Aire libre EEP 499.32+7.26a 81.33+2.93b 262.63+17.72a

EP  516.97+15.22a  92.42+3.63a 278.66+30.36a

LP  391.69+20.18b  75.75+4.23b 276.13+18.81a

“Valores con letra diferente en la misma columna, son estadisticamente diferentes (Test
de Tukey, P< 0.05, n= 10 para cada subcultivar).

Por otro lado, los resultados de rendimiento de biomasa en peso seco y area foliar
observados, se relacionan con los valores de peso fresco, siendo las plantas cultivadas al aire
libre, las que presentaron mayor peso seco para los tres subcultivares. Ademas, el area foliar
de las plantas cultivadas al aire libre fue un 19 % mas alta que el area foliar observada en las

plantas de invernadero.

5.3.3. Elementos minerales

Los minerales C, N, P, Ca, K, Na, Mg y S (Tabla 5.2), son elementos minerales

esenciales, que se requieren en concentraciones superiores a 50 mg/dia en seres humanos

adultos (ver aportes de minerales recomendados por la Junta de Alimentacion y Nutricién

del Instituto de Medicina en Washington D.C., 1997-2001).
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Se observaron los siguientes resultados:

116

La concentracion de C total en los tres cultivares de bréculi, fue mayor en
plantas crecidas al aire libre con respecto a las crecidas en invernadero, y
no se observaron diferencias significativas entre hojas y tallos de un
mismo subcultivar.

La concentracion de N en los tres subcultivares de broculi, mostro una
tendencia opuesta a la observada en el caso del C, siendo mayor en las
plantas de invernadero, y no hubo diferencias significativas entre tallos y
hojas en ningun subcultivar.

La concentracion de P en los tallos del subcultivar EEP fue mayor en
plantas al aire libre que en las plantas en invernadero, mientras que
ocurrio lo opuesto para EP y LP, y la concentracion foliar de P en los
subcultivares EEP y EP fue mayor en las plantas de invernadero mientras
que en el subcultivar LP se observo lo opuesto.

Con respecto a la concentracion de K en las hojas, no hubo diferencias
significativas entre condiciones de cultivo o subcultivares. Sin embargo,
su concentracion en los tallos de las plantas cultivadas en invernadero fue
mayor que en las plantas al aire libre.

La concentracion de Ca no mostrd diferencias significativas en los
subcultivares EEP y EP cuando se compararon los tallos y las hojas de las
plantas cultivadas al aire libre con las de invernadero, los niveles de Ca
fueron mayores al aire libre para las hojas del subcultivar LP. Ademas, la
concentracion de Ca fue mayor en hojas que en tallo, en todos los casos.
La concentracion de Mg, de forma similar al Ca, fue mayor en hojas que

en tallos en todos los casos. Ademas, en hoja, la concentracion de Mg
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encontrada fue mayor en plantas cultivadas en invernadero que en aire
libre. Sin embargo, las concentraciones de Mg encontradas en los tallos de
los subcultivares EEP, EP y LP, no mostraron diferencias significativas
entre condiciones de cultivo.

- La concentracion de Na, fue mayor en plantas cultivadas en invernadero,
tanto en hojas como en tallos de los tres subcultivares. Ademas, no hubo
diferencias entre la cantidad de Na en tallos y hojas en ningtn subcultivar,
excepto en el subcultivar LP cultivado al aire libre, donde la cantidad de
Na en hoja fue mayor que la mostrada en tallo.

- En cuanto a la concentracidon de S, no hubo diferencias significativas entre
hojas y tallos, en ninguno de los subcultivares. Ademas, la concentracion
de S fue mayor en plantas de invernadero, en todos los casos.

- Con respecto a la concentracion de Al, B, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y
Zn, debido a que no hubo diferencias entre subcultivares, muestra vegetal
o condicion de crecimiento, y a que en la mayoria de los casos, la

concentracién fue inferior a 1 mg kg™ PS, no se muestran los resultados.

5.3.4. Pigmentos fotosintéticos

Se determinaron espectrofotométricamente las concentraciones de clorofilas a

y b (Figura 5.3.A) y de carotenoides (Figura 5.3.B) como pigmentos foliares.
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Figura 5.3. Clorofila a y clorofila b (A) y carotenoides (B) de cada
subcultivar. Las barras con diferente letra son estadisticamente diferentes
(Tukey, P< 0.05, n= 10 para cada subcultivar).

La concentracidn de clorofila a y clorofila b (Figura 5.3.A) fue mayor en las
plantas desarrolladas al aire libre, en los subcultivares EEP y LP, mientras que no
hubo diferencias significativas entre ambas condiciones de cultivo, en el subcultivar
EP. La concentracion de carotenoides (Figura 5.3.B) fue mayor en plantas
desarrolladas al aire libre con respecto a las de invernadero, en el subcultivar EP. Sin

embargo, en los subcultivares EEP y LP, aunque hubo una concentracion superior de
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carotenoides en plantas cultivadas al aire libre, no se observaron diferencias

significativas con respecto a las cultivadas en invernadero.

5.3.5. Glucosinolatos y compuestos fenolicos totales

El andlisis del contenido en glucosinolatos y compuestos fenolicos totales en
las hojas, tallos e inflorescencias (Tabla 5.3) de distintos subcultivares de broculi
purpura, mostré diferencias significativas entre subcultivares y condiciones de
cultivo. En general, tanto la concentracion de glucosinolatos como la de los
compuestos fenolicos, fue mayor en plantas desarrolladas al aire libre que en plantas
desarrolladas en invernadero.

En el caso de los glucosinolatos, hay que destacar que hubo varias
excepciones, como en el caso del subcultivar EP, que mostr6 la concentracion mas
alta de glucosinolatos, en las plantas de invernadero, y en los tallos del subcultivar

LP, no se observé diferencia significativa entre las distintas condiciones de cultivo.
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Table 5.3. Glucosinolatos (mg 100g”" PF) y compuestos fendlicos (g 100g" PF)
totales en hojas, tallos e inflorescencias de cada subcultivar de bréculi ptrpura estudiado,
diferenciando entre el cultivo en invernadero y al aire libre.

Glucosinolatos Compuestos Fenolicos
Hoja
Invernadero EEP 84.86+5.96¢" 2.65+0.29b
EP 307.30+£19.42a 2.22+0.08b
LP 30.17£3.33d 2.40+0.01b
Aire libre EEP 183.41£11.10b 3.944+0.04a
EP 106.33+7.90c 3.76:£0.04a
LP 146.62+23.91bc 3.77+0.45a
Tallo
Invernadero EEP 88.20+3.58¢ 0.10+£0.01c
EP 113.40+3.60b 0.02+0.001e
LP 135.55+12.99a 0.08+0.001d
Aire libre EEP 114.49+15.30ab 0.14+0.01b
EP 91.04+7.55¢ 0.25+0.08a
LP 139.19+£30.18a 0.07+0.01d
Inflorescencia
Aire libre EEP  473.95+52.79a 5.31+1.44a
EP 487.53+£87.56a 4.99+0.47a

*Valores con letra diferente en la misma columna y material vegetal, son estadisticamente
diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 10 para cada subcultivar).
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En relacién con los compuestos fendlicos encontrados en la hoja, no hubo
diferencias significativas entre los subcultivares de una misma condicién de cultivo,
pero al aire libre la concentrtacion de compuestos fendlicos fue mayor a 3.5 g 100g™
PF, mientras que en invernadero, la concentracion fue menor a 2.7 g 100 g™’ PF en
todos los casos. Por otro lado, en las muestras vegetales referidas a los tallos del
subcultivar LP, no se observaron diferencias significativas entre ambas condiciones
de cultivo, pero en los subcultivares EEP y EP, la concentracion de compuestos
fendlicos fue mayor en aire libre que en invernadero.

En cuanto a las inflorescencias, es importante destacar, que no fue posible
obtener inflorescencias en las condiciones de invernadero, para ninguno de los tres
subcultivares estudiados, asi como tampoco se obtuvieron inflorescencias en el
subcultivar LP cultivado al aire libre. Ademas, no se observaron diferencias
significativas en la concentracidon de glucosinolatos y compuestos fendlicos, entre el
subcultivar EEP y el EP. La inflorescencia concentrd la mayor concentracion de

glucosinolatos y compuestos fendlicos del vegetal.

5.4. DISCUSION

En este capitulo, hemos estudiado los factores medioambientales que
condicionaron el comportamiento fisioldégico de distintos cultivares de broculi, y su
composicidon bioquimica. En condiciones de cultivo al aire libre, con mayor PAR, la
mayor tasa fotosintética resulté en un mayor desarrollo de las plantas en relacién a
las cultivadas en el invernadero (Pettigrew y Meredith 1994; Faville et al. 1999).
Ademas, las plantas desarrolladas al aire libre tuvieron un mayor contenido de

carotenoides y clorofilas (Figura 5.2), coincidiendo con dicha mayor tasa
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fotosintética. Estos datos corroboran estudios que sefialan que los niveles de
fotosintesis aumentaron con la PAR y que dependian del cultivo (Moens 1991). En
nuestro caso, se observo una dréastica disminucién de la PAR (420 pmol m™ s™) en el
invernadero. Estos resultados permitieron inferir que el brécoli purpura cultivado en
el invernadero, se vio afectado por la reduccién de la PAR, lo cual modifico su
capacidad fotosintética y su consiguiente crecimiento Optimo y desarrollo. De
acuerdo con Lee et al. (2000), la intensidad y tipo de radiacién puede modificar la
estructura de la hoja (tanto de los estomas, como el grado y la forma de los espacios
de aire), limitar la asimilacion fotosintética y, alterar el contenido y la distribucion de
los pigmentos, todos estos elementos que en su conjunto, determinan la eficiencia en
la captura de radiacidn por la hoja, e influyen en la actividad fotosintética.

Ademas de la intensidad de la luz solar, la temperatura del aire fue también
muy diferente al aire libre o en invernadero y, por tanto, las diferencias en el
contenido de fitonutrientes no puede ligarse a un Unico factor ambiental. Un menor
contenido de clorofilas y carotenoides, en las plantas desarrolladas en el invernadero,
en comparacion con las crecidas al aire libre, pudo deberse a la reduccidén de la
sintesis de pigmentos por las altas temperaturas, o por una intensidad de luz
disminuida. En el broculi de las parcelas al aire libre, dicha reduccion en la sintesis
de pigmentos no se compenso con que la planta pudiera usar los carotenoides como
fotoprotectores bajo altas intensidades de luz (Hanson et al. 2009).

En las plantas desarrolladas al aire libre, se registraron areas foliares mayores
y mayor eficiencia en la asimilacion de CO, (como mayor tasa fotosintética), lo que
se reflejo en una mayor acumulacion de biomasa. Se sabe que el aumento de la
conductancia estomatica, aumento la difusion del CO, en las hojas, lo que mejord la

tasa de fotosintesis (Rouphael et al. 2008). Sin embargo, la elevada tasa de
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fotosintesis encontrada en las plantas crecidas al aire libre, no se asocid a una mayor
conductancia estomatica, indicando que estuvo condicionada principalmente por la
PAR. De manera similar, Zeiger y Field (1982), demostraron que la asimilacion de
CO; no sdélo estuvo subordinada a la actividad estomatica y que la apertura de los
estomas puede suceder de forma independiente tanto de la asimilacion de CO; en el
mesofilo, como de la concentracion interna de CO, en la cavidad subestomatica. Por
el contrario, los niveles de transpiracion encontrados en las plantas desarrolladas al
aire libre, se correlacionaron con una conductancia estomatica menor, maximizando
el uso eficiente del agua, durante el trascurso del tiempo del cultivo (Figura 5.1). La
reduccién de la transpiracion, es un signo comun de senescencia foliar, que estd
generalmente relacionado con un aumento de la produccion de acido abscisico
(Heaton et al. 1987). Sin embargo, aunque Singal et al. (1995), demostraron la
disminucion de la intensidad de la fotosintesis en plantas de Brassica campestris L.,
como un proceso dependiente de senescencia, nuestros datos no reflejaron variacion
alguna de la tasa fotosintética con el tiempo, para ningin subcultivar ni condicidn de
crecimiento y, las plantas realizaron las funciones relacionadas con los procesos de
asimilaciéon de la radiacion solar. En nuestro estudio, las hojas del cultivar EP
presentaron una tasa fotosintética por unidad de area foliar mayor, por lo tanto,
interceptaron mayor radiacion fotosintéticamente activa (Carbo et al. 2005). De esta
manera, el subcultivar EP presenté mayores valores de area foliar, tasa fotosintética y
biomasa, en comparacion con los demds subcultivares.

Se ha observado que las plantas cultivadas con altas intensidades de luz,
tuvieron una mayor capacidad de uso de la radiacion, a través de un aumento del
contenido del Citocromo F, del Citocromo B6F, de la Rubisco y de la asimilacién de

carbono (Yamori et al. 2010). En este sentido, las plantas cultivadas al aire libre,
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pudieron tener una mayor tasa de fijacion de carbono, reflejada en el mayor % de C
(Tabla 5.2). Por otro lado, algunos autores (Yasumura et al. 2006), han establecido
que el N foliar esta relacionado con la radiacidn y el contenido de carbono asimilado,
por lo tanto, aunque el porcentaje de N fue mayor en las plantas de invernadero, la
cantidad de N (g/planta), fue mayor en las plantas al aire libre, con mayor radiacién y
contenido de carbono (Tabla 5.2). Ademas, puesto que todas las plantas mostraron
una captacion similar de nutrientes minerales, se puede concluir que, para estos
subcultivares, ninguna de las dos condiciones de cultivo, causd deficiencias en el
contenido de macronutrientes, aunque si lo hizo en el contenido de los
micronutrientes Fe, Mn, Zn, Cu y B, al comparar con el rango de suficiencia de
referencia (Hanlon y Hochmuth 2000).

El cultivar de bréculi parpura LP, fue el unico que no pudo dar
inflorescencias comerciales en cultivo al aire libre. Estudios anteriores han
demostrado que uno de los factores determinantes de la produccion de brocoli es la
temperatura (Dufault 1996, 1997; Grevsen 1998), que influye en el crecimiento y el
desarrollo (Gonzalez-Benavente et al. 1993). Para la correcta produccion de brocoli,
la temperatura puede rondar entre 8 y 30°C, aunque la temperatura diurna optima es
de 16-18°C, para la mayoria de cultivares (Chaux y Foury 1994). El broculi resiste
las heladas, por lo que las bajas temperaturas del invierno encontradas en las parcelas
al aire libre, no causaron ningun dafio al cultivo. Ademas, el crecimiento adecuado
de las inflorescencias de alta calidad, se alcanza entre los 14 y 16 °C (Chaux y Foury
1994; Wurr et al. 1996), pero necesita de temperaturas bajas nocturnas para inducir la
formacion (vernalizacion), por lo que en el invernadero, en el que las temperaturas
minimas oscilaron entre 14 - 18 °C, las inflorescencias no aparecieron, ya que no se

dieron temperaturas mas bajas (<10 °C). Ademas, las bajas temperaturas afectan a la
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formacion de inflorescencias prematuras (Miller et al. 1985) y la fecha de plantacion
afecta a las caracteristicas de las inflorescencias y a la duracién del ciclo, debido a
las variaciones térmicas (Montoro et al. 1992). Por lo tanto, debido a que los tres
subcultivares de bréculi se cultivaron en la misma estacion, pero no desarrollaron las
inflorescencias de forma sincrénica (90-120 dias de edad), podemos concluir que
para el subcultivar LP ni la época ni las condiciones de cultivo fueron adecuadas.

Finalmente, se sabe que el contenido de glucosinolatos en brocoli, aumenta a
temperaturas medias diarias entre 7 y 13 °C, combinadas con una radiacion media
diaria de 10-13 mol m™ d”' (Schonhof et al. 2004). Las diferencias en el contenido de
glucosinolatos se deben a factores ambientales, tales como el tipo de suelo, o los
factores agrondmicos, como la intensidad de la fertilizacion (Fenwick et al. 1983), lo
que explicaria los mayores niveles de glucosinolatos en plantas cultivadas al aire
libre. Ademas, las concentraciones de glucosinolatos en las inflorescencias, fueron
mas altas en comparacién con otros cultivares de brécoli verde, como Marathon
(Moreno et al. 2008; Lopez-Berenguer et al. 2009), o broculi purpura (Lewis y
Fenwick 1987).

Se sabe que el contenido de glucosinolatos en el broculi, se ve afectado por la
temperatura (Schonhof et al. 2004), mas que por la radiacion. Se debe recordar que
estos cultivares y otros de brdculi verde, son cultivares de clima frio y cuyo ciclo
productivo es en otofio-invierno. Por ello, el cultivo al aire libre presenté condiciones
de temperatura y humedad madas idoneas. Sin embargo, en las condiciones de
invernadero, la temperatura ambiental fue mayor que en el exterior y por tanto,
menos beneficiosa para la formacién de inflorescencia de estas variedades. En el
cultivo al aire libre se dio una activacion del metabolismo secundario, mayor sintesis

y acumulacion de glucosinolatos (Yan y Chen 2007). De forma andloga,
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Gliszczynska-Swiglo et al. (2007), demostraron que el contenido en compuestos
fenolicos esta relacionado positivamente con la radiacion solar y con el crecimiento,
por lo que nuestros resultados estuvieronn en consonancia con esto, puesto que las
plantas que crecieron al aire libre, presentaron un mayor contenido en compuestos
fenolicos, una mayor tasa fotosintética y mayor crecimiento (biomasa), con mayor

rendimiento de pella en la cosecha.

5.5. CONCLUSIONES

El cultivo en invernadero constituye un ambiente excelente de estudio y
control para el desarrollo de plantas. Pero, sin embargo, los subcultivares de brocoli
purpura estudiados, se adaptaron mejor a las condiciones de aire libre durante la
temporada de invierno del SE de Espaiia. Se obtuvo asi, un mayor WUE y una mayor
produccion asociada con la PAR, en dichas plantas en comparacion con aquellas
desarrolladas en invernadero. Ademads, la calidad nutricional y de compuestos
beneficiosos para la salud (glucosinolatos y compuestos fendlicos), en estos
subcultivares, fue mayor que en variedades de bréculi verde tradicional. Por otra
parte, también se ha demostrado que los subcultivares de floracion temprana (EEP y
EP) del bréculi purpura estudiados, se adaptaron mejor a las condiciones de invierno

de la Region de Murcia, con un clima Mediterraneo semiarido.
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Efecto de la interaccion del estrés por boro y salinidad sobre el transporte de agua y
nutrientes en dos cultivares de brdculi

6.1. INTRODUCCION

El objetivo de este estudio fue determinar la absorcién de agua y minerales,
asi como la integridad de la membrana plasmatica y expresion de acuaporinas PIP de
dos cultivares de broculi en respuesta al efecto combinado de la salinidad y el exceso
de boro (B). Para ello, se us6 como material vegetal, dos cultivares comerciales de
bréculi, uno de una variedad verde (cv. Naxos) y otro de una variedad purpura (cv.
Viola). Se determinaron la biomasa, la conductancia hidraulica radicular, la
abundancia de Proteinas Intrinsecas de Membrana Plasmatica (PIP1 y PIP2), el
indice de estabilidad de la membrana plasmadtica y la concentracién y distribucion de
los nutrientes minerales, en plantas sometidas a dos concentraciones de B solas o en
combinacion con salinidad. Ademads, se analizo la concentraciéon de compuestos
fenolicos, como un indicador bioldgico de la influencia del B en el metabolismo

secundario de las plantas.

6.2. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se realizo con dos cultivares comerciales de broculi verde y
purpura (Brassica oleracea L. (Grupo Italica): cultivares Naxos y Viola,
respectivamente.

La germinacion y el cultivo de las plantas se realizaron en una camara de
germinacion y de cultivo, respectivamente, en condiciones controladas tal y como se
describi6 en el apartado de Material y Métodos.

Después de 15 dias en hidroponia con solucion Hoagland y aireacion

constante (cuando las plantas tuvieron 21 dias de edad), se les aplicaron los distintos
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tratamientos: 0 mM NaCl, 80 mM NacCl, una concentraciéon de B of 0.024 mM (1.5
mg L") (H;BO; (B1)), una concentracion de B de 0.065 mM (4 mg L") (H;BO;
(B2)), 80 mM NacCl junto con 1.5 mg L' H;BO; (NaCl+B1) y 80 mM NaCl junto
con 4 mg L' H;BOs (NaCl+B2).

El bréculi es moderadamente sensible al boro, con un umbral de 1 mg L™
(Boron Tolerance Databases Global Change Master directory, NASA,
http://gemd.nasa.gov); por esta razon, para el desarrollo de este experimento, se
eligieron concentraciones de Bde 1.5 mgL" y4 mg L™

Las plantas se recolectaron a los 15 dias de tratamiento, aproximadamente
cuando tenian 36 dias de edad. La recoleccion y distintas medidas de las plantas se
realizaron a mitad del periodo de luz.

Se determinaron pardmetros como la biomasa, la conductancia hidraulica
radicular (L,), la abundancia de PIP, el Indice de Estabilidad de la Membrana

Plasmaética (MSI), el contenido mineral y los compuestos fenolicos.

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Biomasa

La biomasa tanto de la raiz como de la parte aérea, mostraron diferencias

significativas entre los tratamientos y cultivares (Tabla 6.1).
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Tabla 6.1. Peso Seco (g PS planta™) de la parte aérea y de las raices de las plantas de
bréculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM NaCl, H;BO; 1.5
mg L' (B1), HsBO3 4 mg L™ (B2), 80 mM NaCl and H;BO; 1.5 mg L' (NaCl+B1)
0 80 mM NaCl y H;BO3 4 mg L' (NaCl+B2) durante 2 semanas.

Control NaCl Bl B2 NaCl+B1 NaCl+B2

Naxos Parte aérea  5.8a° 34c 63a 6.la 5.0b 3.8¢
Viola Parte aérea 53a 32b 5.4a 4.5a 3.6b 3.2b
ANOVA nsb ns ns k% *kk ns
Naxos Raiz 0.9a 0.6b I.la 1l.la 0.8a 0.6b
Viola Raiz 0.9a 0.5¢ 1.0a  0.8b 0.6¢ 0.6¢
ANOVA ns’ ns ns * * ns

*Valores con letra diferente son estadisticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 10
para cada tratamiento).

°Se empleo el test de student para mostrar las diferencias entre cultivares. No-significativo
(P> 0.05, ns); Significativo a P< 0.05 (*), P<0.01 (**), y P<0.001 (**%*).

En general, tanto el tratamiento con NaCl como los de NaCl-B disminuyeron
la biomasa de ambos organos en los dos cultivares, con la excepcion de las raices del
cv. Naxos tratadas con NaCl+B1 cuyo peso seco se mantuvo en los niveles del
tratamiento control. Ademads, a pesar de que se observo una reduccion de la biomasa
de la parte aérea en las plantas del cv. Naxos, tratadas con NaCI+B1 con respecto a
las plantas control, este tratamiento fue capaz de recuperar el peso seco de la parte
acrea del cv. Naxos, cuando lo comparamos con el tratamiento con NaCl.

Para ambos cultivares, la biomasa de ambos drganos en las plantas tratadas
con B, no mostro diferencias con respecto a los valores control, excepto las raices de
las plantas del cv. Viola, tratadas con B2, cuya biomasa se redujo (Tabla 6.1).

Curiosamente, se encontraron diferencias significativas entre el peso seco de la parte

acérea y las raices de los cultivares Naxos y Viola, en los tratamientos con B2 y
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NaCl+BI1 cuando fueron comparados individualmente. De esta forma, el cv. Viola,
presentd mayor sensibilidad a la adicién de B, lo cual se reflejé en la inferior

biomasa de su parte aérea y raices comparado con el cv. Naxos.

6.3.2. Tasa de transpiracion y tasa fotosintética

La tasa de traspiracion y la tasa fotosintética de las plantas cultivadas con los

distintos tratamientos, se muestran en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2. Tasa de transpiracién (mmol m™s™) y tasa fotosintética (umol m?s™) de la
parte acrea de las plantas de broculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas
con 80 mM NaCl, H;BO; 1.5 mg L (B1), H;BO; 4 mg L' (B2), 80 mM NaCl and
H;BO; 1.5 mg L' (NaCl+B1) o 80 mM NaCl y H;BO; 4 mg L™ (NaCl+B2) durante 2
semanas.

Tasa de transpiracion Tasa fotosintética

Naxos Control 2.06+0.11a" 9.29 +0.52ab
NaCl 1.56 £0.14b 8.18 £ 0.46b
B1 1.73 + 0.08ab 11.62 +0.90a
B2 1.87+0.03ab 11.67 £ 0.54a
NaCl+B1 1.54+0.07b 7.87 +£0.50b
NaCl+B2 1.42 +0.08b 6.98 £0.12bc
Viola Control 2.11 £0.02a 8.03 £0.24a
NaCl 1.75 +0.06b 6.88 +£0.25b
B1 1.90 +0.01ab 7.63 +0.64a
B2 1.69 +0.07b 5.88 +£0.42¢
NaCl+B1 1.62 +0.02b 6.49 £0.15bc
NaCl+B2 1.59 + 0.06b 5.85+0.31c¢

*Valores con letra diferente para el mismo cultivar, son estadisticamente diferentes
(Test de Tukey, P< 0.05, n= 10 para cada tratamiento).
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La tasa de transpiracion encontrada en el cv. Naxos cultivado en condiciones
de salinidad, fue inferior a la encontrada en el tratamiento control, mientras que la
tasa fotosintética no mostrd diferencias significativas entre ambos tratamientos
(control y NaCl). Por otro lado, tanto la tasa de transpiracion como la tasa
fotosintética, no causé diferencias significativas en los tratamientos con boro (Bl y
B2) con respecto al control. Por ultimo, los tratamientos combinados (NaCl+B1 y
NaCl+B2) no presentaron diferencias con respecto al tratamiento con NaCl, aunque
la tasa de transpiracion fue inferior al tratamiento control pero la tasa fotosintética no
mostro diferencias entre tratamientos (control y NaCl+B1 y NaCl+B2).

En el cv. Viola, el tratamiento salino produjo una disminucion de la tasa de
transpiracion y fotosintética con respecto al tratamiento control. Por otro lado, el
tratamiento con B1 no mostré diferencias significativas con respecto al control,
mientras que el tratamiento con B2 produjo una disminuciéon de la tasa de
transpiracion y la tasa fotosintética, asi como también lo hicieron los tratamientos

combinados con NaCl y B.

6.3.3. Efecto del NaCl y el B sobre la conductancia hidraulica

radicular (L)

La Ly de las plantas de bréculi se midié utilizando una camara de presion

Scholander, dos semanas después de aplicar los tratamientos (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Conductancia hidraulica (L) de las raices de las plantas de
broculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM
NaCl, H;BO; 1.5 mg L™ (B1), H;BO; 4 mg L™ (B2), 80 mM NaCl and
H;BO; 1.5 mg L' (NaCl+B1) o 80 mM NaCl y H;BO; 4 mg L
(NaCl+B2) durante 2 semanas. Las barras con diferente letra dentro del
mismo cv. son estadisticamente diferentes (Tukey, P< 0.05, n= 6 para
cada tratamiento). Se empled el test de student para mostrar las
diferencias entre cultivares (No-significativo (P> 0.05, ns); Significativo
a P<0.05 (*), P<0.01 (**), y P< 0.001 (***).

En el cv. Naxos, los tratamientos con NaCl y NaCl+B2 causaron una
disminucion significativa de Ly (alrededor del 50 %), comparado con los valores de
Ly observados en las plantas control. Sin embargo, a pesar de que Ly disminuy6 en
las plantas tratadas con NaCIl+B1 con respecto a las controles, se observd una
restitucion de los valores con respecto al tratamiento con NaCl. Por otra parte, los
tratamientos con B1 y B2 no tuvieron efectos significativos sobre L, al compararlos
con las plantas control.

En el cv. Viola, los tratamientos con NaCl, NaCI+B1 y NaCI+B2 produjeron
disminuciones de L, similares al cv. Naxos (40, 50 y 45 %, respectivamente),

comparado con las plantas control. Ademads, tal y como ocurri6 en el cv. Naxos, los

tratamientos con B1 y B2 no tuvieron efectos significativos sobre L.
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6.3.4. Efecto del NaCl y el B sobre la abundancia de acuaporinas

La abundancia de acuaporinas PIP1 y PIP2 en la membrana plasmatica de
raices de plantas de brdculi, se estudid mediante Western blotting (Figura 6.2). Se
detectdé una banda de 29 kDa (forma monomérica) con ambos anticuerpos
(especificados en el apartado de Material y Métodos) en todas las muestras. La

intensidad de la inmunotincion difirio entre los distintos tratamientos.

NAXOS
Con NaCl B1 B2 NaCl+B1 NaCIl+B2
PIP1
0.6bc 1.26a 0.9ab 0.4bc 0.5bc 0.1d
Con NacCl B1 B2 NaCl+B1 NaCIl+B2
6.1c 15.6a 15.3a 11.8b 13.9a 9.5b
VIOLA
Con NaCl B1 B2 NaCl+B1 NaCl+B2
PIP1
e — —
0.18¢c 3.07a 0.2¢c 1.8b 4.0a 4.2a
Con NaCl B1 B2 NaCl+B1  NaCl+B2
I PIP2
e e D
0.2¢ 6.8b 0.5¢ 1.0c 15.9a 21.7a

Figura 6.2. Inmunodeteccion de homologos de PIP1 y PIP2 en la membrana plasmatica
(MP) de las raices de broculi crecidas con los diferentes tratamientos. Las proteinas de
MP se separaron mediante SDS—-PAGE y se incubaron con el anticuerpo producido
contra AtPIP1;1 o con el anticuerpo producido contra AtPIP2;2. Los niimeros indican
intensidad de banda relativa normalizada, tal y como se describe en el apartado de
Material y Métodos. Para cada cultivar e isoforma PIP, los valores con diferente letra
son estadisticamente diferentes (Tukey, P< 0.05, n= 3 para cada tratamiento).
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De esta forma, en el cv. Naxos, se encontrd un ligero pero significativo,
aumento del contenido de la proteina PIP1 de la membrana plasmética de raiz,
cuando se afiadio NaCl, mientras que el contenido de la proteina, se mantuvo con
valores similares al control, en las plantas tratadas con Bl, B2 y NaCl+B1 y
disminuyd con NaCI+B2.

En el cv. Viola, la adicion de NaCl resultd en un incremento significativo (30
veces) de la cantidad de PIP1 con respecto al control, mientras que el tratamiento con
B2 supuso un incremento de la abundancia de 18 veces y, los tratamientos
combinados de NaCl y B aumentaron el nivel de esta subfamilia de proteinas 40
veces. La abundancia de proteinas PIP2 en el cv. Naxos, increment6 con todos los
tratamientos, mientras que en el cv. Viola, la concentracién de proteinas PIP2, se
incremento tras el tratamiento con NaCl o su combinacion con B, siendo el valor mas

alto el producido por el tratamiento con NaCl+B2.

6.3.5. Indice de Estabilidad de la Membrana (MSI)

En ambos cultivares, el MSI mostré una disminucidn con respecto al control,

después de la adicion de NaCl, NaCl+B1 o NaCI+B2; en general, la reduccion en el

cv. Naxos fue mayor que para el cv. Viola (Tabla 6.3).
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Tabla 6.3. indice de Estabilidad de la Membrana (%) de las raices de las plantas de
bréculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM NaCl, H;BO; 1.5 mg
L' (B1), H;BO; 4 mg L (B2), 80 mM NaCl and H;BO; 1.5 mg L' (NaCl+B1) 0 80 mM
NaCly H;BO; 4 mg L' (NaCl+B2) durante 2 semanas.

Control NaCl B1 B2 NaCl+B1 NaCl+B2
Naxos 66.4a" 379c 67.6a 65.2a 51.4b 39.7bc
Viola 72.1a 51.9b 69.0a 63.7a 52.3b 55.0b
ANOVA ns’ *x ns ns ns ok

*Valores con letra diferente son estadisticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n=

10 para cada tratamiento).
°Se empled el test de student para mostrar las diferencias entre cultivares. No-significativo

(P> 0.05, ns); Significativo a P< 0.05 (*), P<0.01 (**), y P<0.001 (**%).

Los tratamientos con B1 y B2 no tuvieron efectos significativos en el MSI, en
comparacion con los valores control. Los tratamientos de NaCl y NaCl+B2
produjeron las mayores reducciones en el MSI del cv. Naxos, en relacion al cv.
Viola, cuando los dos cultivares se compararon individualmente para cada

tratamiento (Tabla 6.3).

6.3.6. Analisis mineral

Las condiciones salinas y la adicion de acido borico altero significativamente
el estado nutricional de las raices y la parte aérea de los cultivares Naxos y Viola

(Tabla 6.4 y 6.5).
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Tabla 6.4. Concentracion (umol g'PS) de elemento mineral del tejido vegetal de las
plantas de broculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM NaCl,
H;BO; 1.5 mg L' (Bl), H;BO; 4 mg L' (B2), 80 mM NaCl and H;BO; 1.5 mg L™
(NaCl+B1) 0 80 mM NaCl y H;BO; 4 mg L' (NaCl+B2) durante 2 semanas.

Naxos
B Ca K Na Cr
Parte aérea

Control 3.4d" 774a 1239a 24b 78.9¢
NaCl 3.6d 516bc 704b 1844a 1859.1a

B1 8.0b 707ab 1232a 32b 59.1c

B2 17.8a 798a 1403a 29b 78.9¢
NaCl+B1 5.9cd 459c 615b 1688a 1278.8b

NaCl+B2 9.5b 556bc 703b 1641a 1200b

Raiz

Control 1.7¢ 558a 1122a 35b 121.1b
NaCl 2.0c 302b 659b 871a 540.8a

B1 3.2b 566a 1220a 77b 78.9¢

B2 6.3a 486ab 1082a 29b 160.5b
NaCl+B1 2.3c 286b 675b 863a 540.8a
NaCl+B2 4.1b 358b 837b 709a 419.7a

*Valores con letra diferente son estadisticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 10
para cada tratamiento).
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Tabla 6.5. Concentracion (umol g'PS) de elemento mineral del tejido vegetal de las
plantas de broculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM NaCl,
H;BO; 1.5 mg L' (B1), H;BO; 4 mg L™ (B2), 80 mM NaCl and H;BO; 1.5 mg L’

(NaCl+B1) 0 80 mM NaCl y H;BO; 4 mg L' (NaCl+B2) durante 2 semanas.

Viola
B Ca K Na Cr
Parte aérea
Control 3.3¢" 930a 1383a 30c 78.8b
NaCl 4.0c 460b 419b 2432a 780.3a
B1 9.3b 925a 1149a 295c¢ 59.1b
B2 16.1a 1081a 1411a 28¢ 59.1b
NaCl+B1 4.6¢ 507b 510b 2015ab 921.1a
NaCl+B2 9.4b 443b 485b 1841b 701.4a
Raiz
Control 1.8¢c 313a 1455a 36b 59.1b
NaCl 1.8¢c 116b 1083b 880a 380.28a
B1 3.7b 357a 1445a 38b 59.1b
B2 5.6a 320a 1495a 37b 39.4b
NaCl+B1 2.2¢ 122b 1140b 765a 380.3a
NaCl+B2 3.1b 128b 1258b 821la 419.7a

*Valores con letra diferente son estadisticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n=
10 para cada tratamiento).

La concentracién de B en ambos cultivares y dérganos fue mayor en los
tratamientos con B, comparada con la del tratamiento control y las plantas tratadas
con NaCl, las cuales a su vez, presentaron concentraciones de B similares a los del
tratamiento control. En ambos cultivares, tnicamente el tratamiento con NaCIl+B2
presenté un efecto significativo sobre la concentracién de B con respecto a las

plantas control.
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La concentracion de Ca y K disminuy6 en todos los tratamientos con NaCl,
en ambos oOrganos y cultivares. Ademas, no hubo diferencias entre el tratamiento
control y los tratamientos con B en cuanto a las concentraciones de Ca y K.

En ambos cultivares y drganos vegetales, la concentracion de Na fue mayor
en el tratamiento con NaCl que para las plantas control y las tratadas con B. Sin
embargo, se mostraron diferencias en la concentracion de Na de la parte aérea de
ambos cultivares, asi como el cv. Viola acumuldé en la parte aérea mayor
concentracion de Na que el cv. Naxos.

Con respecto a la concentracion del anion CI', se observd un aumento en
todos los tratamientos con NaCl. Sin embargo, no se observaron diferencias en la
concentracion de Cl” en las raices del cv. Naxos o en la parte aérea o raiz del cv.
Viola, entre los tratamientos con NaCl, NaCl+B1 o NaCl+B2. En la parte aérea del
cv. Naxos, la concentracion de CI en los tratamientos con NaCl+B1 y NaCl+B2

disminuyd con respecto al tratamiento con NaCl.

6.3.7. Compuestos fenolicos

La concentracion total de compuestos fendlicos de la parte aérea, que se

determinaron por HPLC-DAD (Tabla 6.6), fue mayor en los tratamientos con NaCl -

con respecto al tratamiento control - en ambos cultivares, particularmente en el cv.

Viola.

140



Efecto de la interaccion del estrés por boro y salinidad sobre el transporte de agua y
nutrientes en dos cultivares de brdculi

Tabla 6.6. Compuestos fenélicos totales (mg 100g" DW) de la parte aérea de las plantas
de broculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM NaCl, H;BO; 1.5
mg L' (B1), H;BO; 4 mg L™ (B2), 80 mM NaCl and H;BO; 1.5 mg L™ (NaCl+B1) o 80
mM NaCl y H;BO; 4 mg L' (NaCl+B2) durante 2 semanas.

Control NaCl B1 B2 NaCl+B1 NaCl+B2
Naxos 9.3b" 14.8a 5.3¢ 6.1c 11.2ab 12.1ab
Viola 12.7b 22.0a 2.9¢ 5.8¢ 18.2ab 16.5ab
ANOVA #D ok * - ok o

*Valores con letra diferente para el mismo cultivar, son estadisticamente diferentes (Test
de Tukey, P<0.05, n= 10 para cada tratamiento).

°Se empled el test de student para mostrar las diferencias entre cultivares. No-significativo
(P> 0.05, ns); Significativo a P< 0.05 (*), P<0.01 (**), y P<0.001 (**%*).

Por otro lado, en las plantas tratadas con B, la concentracion de compuestos
fenolicos fue menor que la encontrada en las plantas control o en las plantas tratadas
con NaCl. El efecto opuesto entre la accion del NaCl y B sobre la abundancia de
compuestos fendlicos, se reflejé en los tratamientos con NaCl+B1 y NaCl+B2, donde
no se encontraron diferencias en la concentracion de estos compuestos, con respecto

a las plantas control o las tratadas con NaCl.

6.4. DISCUSION

La relacion linear entre la produccion de biomasa y el uso del agua por las
plantas, se ha documentado en diferentes cultivos y diferentes condiciones de estrés,
como el estrés salino (da Silva et al. 2008) o toxicidad por B (Ben-Gal y Shani
2002b). En este trabajo, la disminucion de la biomasa tanto de la raiz como de la
parte aérea tras la adicién de NaCl, estuvo de acuerdo con estudios previos realizados
en el grupo (Lépez-Berenguer et al. 2006). Ademas, en hojas de lechuga, se observo

que el incremento de la concentracion de B no caus6 ninguna reduccidon del peso
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seco en la planta (Eraslan et al. 2007b). Similares resultados se encontraron en trigo
(Diaz y Grattan 2009) indicando que este cultivar era tolerante a B (20 mg LY a
pesar de los sintomas de toxicidad descritos en hoja. Sin embargo, también se ha
descrito una disminucion de la biomasa de la parte aérea con B, en plantas de tomate
(Ben-Gal y Shani 2002b) e incluso en brdculi (Smith et al. 2010a), por lo que esta
respuesta depende no so6lo del cultivar sino también de la concentracion de B
suministrada y de las condiciones experimentales. En este trabajo, las plantas tratadas
exclusivamente con Bl, mostraron mayor crecimiento que las tratadas con NaCl,
indicando que esta concentracion de B es Optima para ambos cultivares,
especialmente para el cv. Naxos. Sin embargo, al comparar las raices y las partes
aéreas de los cvs. Naxos y Viola, se observd una respuesta diferente tras la adicion de
Bl a las plantas tratadas con NaCl, las cuales recuperaron la biomasa en el cv.
Naxos. Estos resultados estuvieron de acuerdo con los encontrados por Bonilla et al.
(2004) que después de aplicar B (3.5 mg L), a plantas de Pisum sativum L.
encontraron que este elemento facilitd la tolerancia a la salinidad durante el
crecimiento de la planta. Sin embargo, los resultados encontrados para el cv. Viola,
podrian indicar una mayor sensibilidad al B. De hecho, en el cv. Viola se observo
una disminucién de la transpiracion y tasa fotosintética en tratamientos con B2 con
respecto al control, que no ocurri6 en el cv. Naxos (Tabla 6.2).

El efecto de la salinidad sobre la conductancia hidraulica, Ly, se ha estudiado
en broculi y se ha sugerido, que la reduccion de L era debida al estrés hiperosmotico
y al desequilibrio idnico causado por la alta concentraciéon de iones ClI"y Na' en el
apoplasto, asi como a la inactivacion de las acuaporinas (Lopez-Berenguer et al.
2006, Lopez-Pérez et al. 2009; Muries et al. 2011). Sin embargo, no hay estudios de

la respuesta de los cultivares de broculi, con respecto a la absorcion de agua y
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modulacidn de acuaporinas tras la adicion simultanea de B y NaCl. En el cv. Naxos,
una mayor Ly de las plantas tratadas con NaCl+B1, en comparacion con los valores
obtenidos antes de la adicion de B1, podria explicar la recuperacion de la biomasa de
la raiz y la parte aérea en relacion al tratamiento exclusivo con NaCl. De forma
similar, el MSI también se recuper6 en el cv. Naxos cuando se le afiadi6 Bl a las
plantas tratadas con NaCl. Esto no ocurrié sin embargo en el cv. Viola o en las
plantas tratadas con NaCl+B2 de ningtn cultivar. De esta forma, la concentracidon de
B1 tuvo un efecto positivo sobre la accion del NaCl en el cv. Naxos, en relacion al
transporte del agua y crecimiento, lo que indica que este cultivar podria ser regado
con agua salina combinada con niveles moderados de B.

Se ha observado que en las raices de brdculi, los genes de acuaporinas PIP se
expresan en la membrana plasmatica y son modificados en condiciones de estrés
salino (Muries et al. 2011). De esta forma, en este trabajo se consider6 si la
abundancia de acuaporinas PIP podria explicar los cambios en la Ly en condiciones
en las que B y salinidad se aplican de forma conjunta. Sin embargo, un incremento
de la abundancia de PIP2 en la membrana plasmadtica en condiciones salinas no
result6 en un aumento paralelo de L,. Estos resultados estaban de acuerdo con
trabajos previos (Lopez-Pérez et al. 2009) que mostraron un engrosamiento de la
capa phi en las raices de plantas de Brassica oleracea L. crecidas con salinidad,
siendo ésta una barrera fisica al transporte de agua en el apoplasto. Este
descubrimiento apoya la acumulacion de proteinas PIP en estas condiciones, donde
la contribuciéon de la via apoplastica es relativamente baja y el agua es
principalmente transportado via célula a célula. La falta de correlacion entre Ly y la
abundancia de proteinas PIP, podria deberse también a la contribucion de las

distintas isoformas PIP a la Ly, a la localizacion diferencial de PIPs a lo largo de las
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raices (Benabdellah et al. 2009) o a una disminucién de la fosforilacion de las
proteinas PIP, que podria afectar a la funcionalidad de las mismas y disminuir la Ly
(Van Wilder et al. 2008).

Un punto interesante es que la abundancia de PIP2 en el cv. Viola increment6
solo con los tratamientos con NaCl, mientras que en el cv. Naxos incrementd
también como consecuencia de los tratamientos con 4cido borico. Ademds se
observd un patrdn de expresion diferente de las subfamilias PIP1 y PIP2 en cada
cultivar, lo cual indicé una sensibilidad hidrica diferente, entre estos dos cultivares, a
los tratamientos con B y NaCl-B. Estos resultados estdn de acuerdo con trabajos
previos donde se ha observado un patron de expresion distinto para PIP1 y PIP2 en
plantas de maiz (Martinez-Ballesta et al. 2008b). Aunque se ha sugerido que las
acuaporinas estan implicadas en el transporte de B en plantas superiores (Dordas et
al. 2000, Fitzpatrick y Reid 2009) la falta de correlacion entre las isoformas PIPs
analizadas y la acumulacion de B en las raices de ambos cultivares, indica que otras
isoformas de acuaporinas podrian estar implicadas en el transporte de B. Ademas, se
ha relacionado la toxicidad por B con una reducciéon de la absorcién de agua y la
expresion de PIP y TIP en Arabidopsis thaliana, produciendo estrés hidrico e
inhibiciéon del crecimiento (Aquea et al. 2012). Sin embargo, se encontraron
resultados diferentes en nuestras plantas de broculi.

En el cv. Naxos, la concentracién de Bl restituyd L tras el tratamiento con
NaCl, probablemente a través de un efecto en la funcionalidad de PIP o por un
aumento del transporte de agua a través de la bicapa lipidica, tal y como sugiere la
recuperacion del MSI. En cualquier caso, el aumento de la abundancia de PIP2 no se

relaciono directamente con la restitucion de L.
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En el cv. Viola, hubo sin embargo, una mayor regulacion de PIP2 en los
tratamientos con NaCl-B que no se asoci6 con los cambios en L. Esto sugiere que se
debe considerar ademds la contribucion de otras o distintas isoformas de PIP a la
conductancia hidrica del cv. Viola en los tratamientos con NaCl-B. Los resultados
indicaron que el umbral de sensibilidad a la concentracion de B difirié en ambos
cultivares, ya que al contrario que en el cv. Naxos, la concentracién de B1 no tuvo un
efecto positivo en la Ly de las plantas del cv. Viola tratadas con NaCl, a través del
incremento de la funcionalidad y/o abundancia de PIP, o cualquier cambio en la
estabilidad de la membrana plasmatica. Esta mayor acumulacion de proteinas PIPs
en el cv. Viola, en comparacién con el cv. Naxos, en los tratamientos con NaCl,
podria estar determinada por el hecho de que las reducciones del MSI tras la adicion
de NaCl son en general menores en el cv. Viola que en el cv. Naxos. Por tanto, las
diferencias en la composicion lipidica de la membrana plasmatica de ambos
cultivares, se debe tener en cuenta como un factor que condiciona la modulacion del
trafico vesicular y de proteinas en condiciones de estrés salino (Li et al. 2011, Melser
et al. 2011). Todos estos hallazgos resaltaron la complejidad de la interaccion entre
acido borico y salinidad y una mayor investigacion se requiere para clarificar la
contribucion y el papel de cada isoforma de acuaporinas, asi como su regulacion en
la respuesta a la interaccidon de estrés por NaCl y B en los distintos cultivares de
broculi.

Se sabe que el estado nutricional de las plantas afecta en gran medida a la
integridad estructural y funcional de las membranas, especialmente en el caso de B y
Ca. En este trabajo, la acumulacion de B en las raices y parte aérea de ambos
cultivares aumentd en funcion de la concentracion de B en la solucion nutritiva,

como ocurrié en trabajos previos (Grattan et al. 1997). Ademas, en los tratamientos
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de NaCl+B1 y NaCl+B2, las plantas acumularon menos B en su parte aérea y raices
que con Bl y B2, de acuerdo con resultados anteriores donde las concentraciones de
B disminuyeron en las plantas de broculi sometidas a estrés salino (Ben-Gal y Shani
2002b, Smith et al. 2010b). Se ha postulado que una disminucién en la tasa de
transpiracion con la salinidad puede reducir la absorcion pasiva y la difusion de B
(Alpaslan y Gunes 2001), o que un efecto combinado sobre la absorcion de B y agua
(Wimmer et al. 2003, Bastias et al. 2004a) reduciria la concentracién de B en la parte
aérea. Por lo tanto, la disminucién observada en L, causada por salinidad tendria
consecuencias significativas, con efectos sobre la absorcion de acido boérico por las
raices y su transporte desde la raiz a la parte aérea. Sin embargo, en este trabajo, no
hubo diferencias significativas entre la concentracion de B en la parte aérea y la raiz
de plantas control y plantas tratadas con NaCl, de ambos cultivares, lo que indico que
el transporte mediado por canales de B puede producirse en paralelo a la absorcion
pasiva dentro de la corriente de transpiracion. Ademads, se sabe que el B juega un
papel importante en la estructura de las membranas y en las reacciones asociadas a
membrana (Brown et al. 2002). Se ha estudiado que la toxicidad por B no tiene
efectos adversos en la membrana plasmatica (Eraslan et al. 2007b). De acuerdo con
esto, en este trabajo, las plantas tratadas s6lo con B mostraron mayor MSI que
aquellas tratadas con la combinacion de tratamientos NaCl-B, coincidiendo con las
mayores concentraciones de B. Se ha estudiado que una cantidad equilibrada de B-
Ca mejora los efectos adversos del estrés por salinidad, lo que implica la estabilidad
de la pared celular (Bastias et al. 2010, Bonilla y Gonzélez-Fontes 2011). Por lo
tanto, no debe descartarse un posible papel del Ca, s6lo o en combinacion con B,

sobre la pared de la célula o sobre la estructura de la membrana plasmatica de las
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raices de las plantas del cv. Naxos tratadas con NaCIl+B1, ya que el MSI se recupero
con respecto al tratamiento con NaCl.

Entre ambos cultivares se observaron diferencias en la acumulacion de CI" y
Na'. EI B afecta a la concentracién de C1” en los tejidos y viceversa (Yermiyahu et al.
2008, Smith et al. 2010b), lo que sugiere que esta interaccidn puede ser importante
en la comprension de la relacion NaCl-B. En este trabajo, la reduccidon en la
concentracion de Cl en la parte aérea de las plantas del cv. Naxos tratadas con
NaCl+B1, en comparacion con el tratamiento con NaCl, podria estar relacionado con
la recuperacion de la biomasa, mediante la reducciéon de la absorcion de CI” en
presencia de B. Sin embargo, se encontraron disminuciones similares en el Cl” en el
cv. Naxos en tratamientos con NaCl+B2 - con respecto a la adicion de NaCl sdlo - y
la biomasa de la parte aérea no se restablecid, indicando el papel del transporte de
agua en la recuperacion de la biomasa mas que una disminucion del CI” en la parte
aérea. Aunque el cv. Viola acumulé menores concentraciones de Cl” en la parte
aérea, en comparaciéon con el cv. Naxos, en todos los tratamientos salinos, se
encontraron cantidades mas altas de Na", lo que indicé un efecto téxico de este ion.

En plantas tratadas con B, no se observaron reducciones de Cl™ con respecto
al control, una posible explicacion para esto pudo ser que bajo la adicion de B, el
contenido de CI en la soluciéon Hoagland fue mucho menor que el observado en los
tratamientos con NaCl, y por lo tanto, el efecto de B1 y B2 sobre la absorcion de CI°
podria diferir con respecto a los tratamientos con NaCl-B. De hecho, trabajos
anteriores mostraron que distintas combinaciones de B y Cl en la solucién de riego,
podrian cambiar la acumulacion de Cl en la parte aérea de las plantas (Yermiyahu et

al. 2008, Smith et al. 2010b).
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Finalmente, la formacion de compuestos fendlicos es un parametro clave en
relacion con la influencia del B en los procesos fisioldgicos (Ruiz et al. 1998, Brown
et al. 2002, Landi et al. 2012). El contenido de fenoles totales se incremento
significativamente con la salinidad en los dos cultivares de broculi, un hallazgo
similar al observado en muchas especies tales como Cakile maritima Scop. (Ksouri
et al. 2007), pimiento rojo (Navarro et al. 2006), olivos (Petridis et al. 2012) y Salvia
officinalis L. (Ben Taarit et al. 2012). El mayor incremento en el cv. Viola podria
indicar que este cultivar sintetizd compuestos fenolicos como un mecanismo de
adaptacion y proteccion contra la salinidad, en lugar de acumular B como un
complejo B-fenoles en las membranas.

Se ha estudiado en muchas especies de plantas herbaceas, el aumento de las
concentraciones de compuestos fendlicos en situaciones de deficiencia de boro
(Chatterjee et al. 2005); sin embargo, hay poca informacién disponible sobre sus
niveles en condiciones de exceso de B. Ruiz et al. (1998) y Camacho-Cristobal et al.
(2002) observaron incrementos en el contenido de compuestos fenolicos en hojas de
plantas de tabaco cultivadas tanto en condiciones de deficiencia de B como de
toxicidad. En plantas de tomate, la concentracion total de compuestos fendlicos y de
flavonoides se incrementd significativamente por el tratamiento con 2 mM de B
(Cervilla et al. 2012). Sin embargo, en Citrus sp., Keles et al. (2004) no encontraron
cambios significativos en la concentracion de compuestos fendlicos cuando el agua
de riego contenia alta concentraciéon de B. Por el contrario, Blevins y Lukaszewski
(1998) mostraron una disminuciéon en la cantidad de compuestos fendlicos en
diferentes cultivares tratados con alta concentracion de B. Por lo tanto, estos
resultados - junto con los encontrados en este trabajo - indican una variacién

considerable en el metabolismo fendlico entre especies, cultivares y tejidos. El efecto
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opuesto de los tratamientos con NaCl y B sobre los compuestos fenolicos, se refleja
en los tratamientos combinados con NaCl-B, donde la concentracion de fendlicos se

mantuvo con respecto al control.

6.5. CONCLUSIONES

En conclusion, se observéd una respuesta diferencial a la interaccion NaCl-B
en los dos cultivares de broculi. La absorcion de &cido boérico a través de la
membrana plasmatica, por penetracion a través de la bicapa lipidica, asi como la
funcionalidad de las acuaporinas, podrian influir en gran medida en la tolerancia a la
salinidad del cv. Naxos en el tratamiento NaCIl+Bl, a través de los cambios
asociados en la conductividad hidraulica de la raiz, mas que a través de una menor
acumulacidn de CI” en la parte aérea. De esta forma, existe un efecto positivo entre la
salinidad y la concentracion de B1 en el cv. Naxos: una disminucion de la toxicidad
por NaCl en presencia de B1, lo que permite recuperar el crecimiento, y muestra que
este cultivar podria ser regado con aguas salinas combinadas con aguas con
moderado contenido en B.

Por el contrario, en el cv. Viola, se observd una mayor expresion de PIP2 en
los tratamientos con NaCl-B en comparacidn al tratamiento con NaCl. Sin embargo,
este aumento de BoPIP2 no estuvo asociado con ningun cambio de L con respecto al
tratamiento con NaCl, indicando que el umbral de concentracién de B difirié entre el
cv. Viola y el cv. Naxos. Se observd una disminucion de la transpiracion y tasa
fotosintética en el cv. Viola con respecto al control en el tratamiento con B2, que no
ocurri6 en el cv. Naxos, por lo que el cv. Viola presentd mayor sensibilidad a este

ion, aunque ninguna de las dos concentraciones de B tuvo efectos adversos sobre la
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estabilidad de la membrana plasmatica. Ademas, el cv. Viola acumuld menor
concentracion de CI” en la parte aérea en comparacion con el cv. Naxos, en todos los
tratamientos salinos, pero se encontraron cantidades mas altas de Na', lo cual indicé
un efecto toxico de este ion. Se sugiere un posible papel del B, en la pared celular o
en la estructura de la membrana plasmatica de las raices de las plantas del cv. Naxos
tratadas con NaCl+B1, ya que el MSI se recuperd con respecto al tratamiento salino.
Finalmente, una mayor concentraciéon de compuestos fenolicos en el cv. Viola en
todos los tratamientos salinos, indicd el uso de compuestos fenodlicos como un

mecanismo de adaptacidon para la proteccion contra el estrés salino en este cultivar.
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Efecto de la interaccion del elevado CO; y salinidad sobre el metabolismo del azufre
en dos cultivares de bréculi (Brassica oleracea L.)

7.1. INTRODUCCION

Los problemas derivados de la salinidad y el continuo aumento de las
concentraciones atmosféricas de CO,, asi como la poca informacién sobre el
metabolismo del azufre (S) en fisiologia vegetal, incluyendo la respuesta de los
glucosinolatos a la elevada concentracion de CO, atmosférico y salinidad, motivaron
el disefio de este experimento, con el fin de determinar el efecto de la interaccion
entre el CO, (ambiental-elevado) y la salinidad en el medio de crecimiento, sobre los
parametros de biomasa, concentracién mineral, y contenido de glucosinolatos (totales
e individuales) en el broculi, y estudiar la respuesta de las enzimas del metabolismo
del S en la planta, que participan de las rutas de biosintesis y de degradacion de

glucosinolatos, asi como de los aminoacidos azufrados y el glutation.

7.2. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se llevd a cabo con dos cultivares comerciales de broculi
(Brassica oleracea L. (Grupo Italica): una variedad verde ‘Naxos’, y una purpura o
‘Viola’.

La germinacion y el cultivo de las plantas de brdculi se realizaron en una
camara de cultivo en condiciones controladas tal y como se describid en el apartado
de Material y Métodos.

Después de 15 dias en hidroponia con solucion Hoagland y aireacion
constante (cuando las plantas tuvieron 21 dias de edad), las plantas se trataron con 0
mM NaCl (control) y 80 mM NaCl. Ademads, la mitad de estas plantas fueron

tratadas con elevado CO, (800 ppm) y la otra mitad con CO, ambiental (350 ppm).
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Las plantas se recolectaron a los 15 dias de tratamiento, aproximadamente
cuando tenian 36 dias de edad. La recoleccion y distintas medidas de las plantas se
realizaron a mitad del periodo de luz.

Al final del cultivo, se recolectaron las plantas y se determinaron distintos
parametros como la biomasa, el contenido mineral, los glucosinolatos, diferentes

actividades enzimaticas, los aminoécidos y el glutation.

7.3. RESULTADOS

7.3.1. Determinacion de la biomasa

En ambos cultivares, tanto en condiciones control como de salinidad, el peso
seco fue mayor en las plantas crecidas a elevada concentracion de CO,, con respecto

a las plantas crecidas en condiciones ambientales de CO, (Figura 7.1).

ns ns ns ns

4.5 mNaxos

mViola

3.5 A

Peso Seco
(g planta 1)

Control -CO2 Control +CO2 NaCl 80 mM -C0O2 NaCl 80 mM +CO2

Figura 7.1. Peso seco de la parte acérea de las plantas de broculi
control (cv. Naxos y Viola), y las plantas tratadas con 80 mM NaCl en
condiciones ambientales de CO, (350 ppm) y elevado CO, (800 ppm)
durante 2 semanas. Las barras con diferente letra dentro del mismo cv.
son estadisticamente diferentes (Tukey, P< 0.05, n= 6 para cada
tratamiento). Se empled el test de student para mostrar las diferencias
entre cultivares (No-significativo (P> 0.05, ns); Significativo a P<
0.05 (*), P<0.01 (**), y P<0.001 (**%*).
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Ademas, la salinidad redujo el peso seco de las plantas, en comparacion con
las plantas control, tanto en los tratamientos con alta concentracion de CO, como en
los tratamientos con una concentraciéon de CO, ambiental. Por otro lado, no hubo

diferencias significativas entre cultivares en ningun tratamiento.

7.3.2. Concentracion de SO42', S total, Na', CI y relacion C/N y

N/S.

En ambos cultivares, el nivel de sulfato (SO,4”) fue mayor en las plantas
crecidas con una concentracion de CO, elevada, en comparacion a las plantas
crecidas con una concentracion de CO, ambiental (Tabla 7.1). Por otro lado, la
salinidad aumento la concentracion de SO42' con respecto al tratamiento control, en
ambas condiciones de CO,. Ademas, entre cultivares no hubo diferencias

. . . .y 2- . ) .
significativas en la concentracién de SO~ en ninglin tratamiento.
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Efecto de la interaccion del elevado CO; y salinidad sobre el metabolismo del azufre
en dos cultivares de bréculi (Brassica oleracea L.)

Con respecto a la concentracion de azufre (S) total, ésta fue mayor en las
plantas crecidas en CO, ambiental al compararlas con las crecidas en condiciones de
elevado CO,, en el tratamiento control de ambos cultivares y en el tratamiento salino
del cv. Naxos, mientras que la concentracion de CO; en las plantas del cv. Viola
tratadas con salinidad, no tuvo efectos sobre el nivel de S (Tabla 7.1). Por otro lado,
la salinidad disminuy6 la concentracion de S con respecto al control en el cv. Naxos
desarrollado en condiciones de CO, ambiental, y no tuvo efectos significativos en
condiciones de elevado CO,. En el cv. Viola, la salinidad aument6 la concentracion
de S en condiciones de elevado CO; y no tuvo efectos significativos en condiciones
de CO, ambiental. Ademas, la concentracion de S mostro diferencias significativas
entre cultivares, en ambas condiciones de CO, pero s6lo en condiciones de estrés
salino, donde se observo una mayor concentracion en el cv. Viola que en el cv.
Naxos.

En condiciones control, para ambos cultivares, la elevada concentracion de
CO, supuso una reduccién del contenido en Na', sin embargo este efecto no se
observo en condiciones de salinidad en el cv. Naxos, donde no hubo diferencias
significativas entre ambas concentraciones de CO; y, ésta fue mayor en las plantas
tratadas con elevado CO; en el cv. Viola, en comparacién con las plantas tratadas con
CO, ambiental. Ademas, la salinidad incremento la concentracion de Na™ en ambos
cultivares y a ambas condiciones de CO,. Por otro lado, no hubo diferencias
significativas entre cultivares en ningln tratamiento, excepto en las plantas tratadas
con salinidad en condiciones de elevado CO,, donde el cv. Viola mostrdé una mayor
concentraciéon de Na™ que el cv. Naxos.

La concentracion de Cl, no mostro diferencias significativas entre las

distintas concentraciones de CO, en ambos cvs. desarrollados en condiciones
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control. Por otra parte, la concentracion de CI', fue mayor en las plantas del cv. Viola
crecidas con elevado CO; y salinidad en comparacién con las que crecieron con
condiciones de CO, ambiental y salinidad. Ademas, la salinidad incremento, en
ambos cultivares y en ambas concentraciones de CO,, el contenido de CI. Por
ultimo, las plantas del cv. Viola mostraron una mayor concentracion de Cl™ que las
del cv. Naxos a concentraciones de CO, elevadas y en condiciones de salinidad,
mientras que en condiciones ambientales de CO; y salinidad, el cv. Naxos mostro
una concentracion de Cl" mayor que el cv. Viola.

La relacion C/N fue mayor en las plantas tratadas con elevado CO; en todos
los tratamientos como consecuencia de un incremento en la asimilacion de C.
Ademas, en ambos cultivares la salinidad no tuvo efectos significativos sobre la
relacion C/N. Por otra parte, no hubo diferencias significativas en los valores de C/N
entre cultivares excepto en las plantas control crecidas a elevado CO,, que mostraron
una relacién C/N mayor en el cv. Naxos que en el cv. Viola.

El CO; no ejercié ningun efecto sobre la relacion N/S con la excepcion de las
plantas control del cv. Viola, que presentaron una mayor relacion N/S a elevado CO,
que a CO, ambiental. La salinidad, increment6 la relacion N/S en el cv. Naxos,
mientras que el estrés salino no influyo en la relacién N/S en las plantas del cv. Viola
crecidas en condiciones ambientales de CO,, y disminuyo la relacion N/S en plantas
crecidas en condiciones de elevado CO,. Finalmente, en todos los casos, hubo
diferencias significativas entre cultivares, siendo la relacion N/S de las plantas
control mayor en el cv. Viola y en el caso de las plantas crecidas con salinidad, la

relacion N/S fue mayor en el cv. Naxos.
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Efecto de la interaccion del elevado CO; y salinidad sobre el metabolismo del azufre
en dos cultivares de bréculi (Brassica oleracea L.)

7.3.3. Contenido en glucosinolatos

Los glucosinolatos alifaticos (Glucoiberina (GI) y Glucoerucina (GE)) y los
glucosinolatos inddlicos (Glucobrasicina (GB), 4-MeO-glucobrasicina (MGB), 4-
OH-glucobrasicina (HGB) y Neoglucobrasicina (NGB)) se detectaron en la parte
aérea de los cvs. Naxos y Viola. En ambos cultivares y tratamientos (control y
salinidad), la concentracion total de glucosinolatos fue mayor en condiciones de
elevada concentracion de CO; en comparacion a la concentracion de CO, ambiental
(Tabla 7.2). Ademas, la concentracién de glucosinolatos totales fue mayor en plantas
tratadas con salinidad en ambas condiciones de CO,. En general, el cv. Viola tuvo
mayor concentracion de glucosinolatos que el cv. Naxos, excepto GB que fue mayor
en el cv. Naxos en todos los tratamientos y MGB que fue mayor en el cv. Naxos en
el tratamiento salino. De forma similar HGB fue menor en el cv. Viola en las plantas
crecidas en condiciones de CO, ambiental y NGB fue menor en el cv. Viola en las

plantas control crecidas en condiciones de elevado CO,.
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Efecto de la interaccion del elevado CO; y salinidad sobre el metabolismo del azufre
en dos cultivares de bréculi (Brassica oleracea L.)

Al analizar el efecto individual del CO,, el cv. Naxos mostré un aumento
significativo de todos los glucosinolatos individuales con alta concentracion de CO,,
independientemente del tratamiento salino. En el cv. Viola este aumento en los
glucosinolatos individuales con elevado CO, fue significativo para GI en el 0 mM
NaCly para GI, GE, GB y HGB con 80 mM NacCl.

En el cv. Naxos, no se observaron diferencias significativas en el contenido
de NGB entre los tratamientos control y con salinidad, en ambas condiciones de CO,.
De forma similar, se observaron los mismos resultados en condiciones de CO,
ambiental en el caso de GI, pero no a elevada concentracion de CO, donde la
salinidad aument6 la concentracidon de GI con respecto al control.

En el cv. Viola no se encontraron diferencias significativas entre el
tratamiento salino y el tratamiento control, en los glucosinolatos GE y GB
encontrados en condiciones de CO, ambiental, mientras que en condiciones de
elevado CO,, asi como en la gran mayoria de los glucosinolatos restantes, la

concentracion de GE y GB fue mayor en las plantas crecidas con salinidad.

7.3.4. Actividades enzimaticas

Los resultados obtenidos con el andlisis de las actividades enzimaticas O-
acetil-L-serina(tiol)liasa (OAS-TL), serina acetiltransferasa (SAT), ATP sulfurilasa
(ATPS), Glutation sintetasa (GluS), vy-Glutamilcisteina sintetasa (y-ECS) vy
mirosinasa, se muestra en la Tabla 7.3. En general, todas las actividades enzimaticas
aumentaron en las plantas tratadas con 80 mM salvo la mirosinasa que disminuyo

con este tratamiento.
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Efecto de la interaccion del elevado CO; y salinidad sobre el metabolismo del azufre
en dos cultivares de bréculi (Brassica oleracea L.)

Ademas, la concentracion elevada de CO, (800 ppm) aumentd el nivel de
todas las actividades con respecto al CO, ambiental (300 ppm), excluyendo de
nuevo, el caso de la actividad mirosinasa. Por otro lado, en condiciones de alta
concentracion de CO,, la actividad OAS-TL fue mayor en plantas control del cv.
Viola que en plantas control del cv. Naxos. Sin embargo, esta actividad fue mayor en
el cv. Naxos en condiciones de salinidad independientemente de la concentracion de
CO,. En el caso de la actividad SAT, en ambos tratamientos (control y salinidad), no
se observaron diferencias entre cultivares a ambas concentraciones de CO,. En
condiciones de CO, ambiental, se encontraron valores similares en el caso de la
actividad ATPS entre ambos cultivares, mientras que en condiciones de elevado CO,,
el cv. Viola mostré valores mayores que el cv. Naxos. La actividad GS fue
ligeramente mayor en el cv. Naxos que en el cv. Viola en condiciones de CO,
ambiental, tanto en el tratamiento control como en el salino, pero fue similar en
ambos cultivares en condiciones de elevado CO,. La actividad y-ECS fue mayor en
el cv. Naxos que en el cv. Viola en todos los tratamientos. Por ultimo, la actividad
mirosinasa del cv. Naxos fue mayor en plantas control crecidas en condiciones de
elevado CO; con respecto al cv. Viola, mientras que el cv. Viola mostré una mayor
actividad mirosinasa en comparacion al cv. Naxos, en ambos tratamientos (control y
salinidad) en condiciones de CO, ambiental. Sin embargo no hubo diferencias
significativas entre la actividad mirosinasa de ambos cultivares tratados con salinidad

y a elevada concentracion de COs.
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7.3.5. Concentracion de aminoacidos

Los dos aminoacidos con azufre cisteina (Cys) y metionina (Met), el acido

glutamico (Glu), asi como el triptofano (Trp) y serina (Ser) se determinaron mediante

HPLC (Tabla 7.4).
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Efecto de la interaccion del elevado CO, y salinidad sobre el metabolismo del azufre

en dos cultivares de bréculi (Brassica oleracea L.)
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En general, la concentracion de aminoacidos fue mayor en plantas tratadas
con NaCl con respecto al control, siendo los niveles mayores en plantas crecidas a
concentraciones elevadas de CO, en comparacidén con las plantas crecidas a una
concentracion de CO, ambiental, excepto en el caso de la Ser, que no mostro
diferencias significativas entre tratamientos, en la mayoria de los casos.

Por otra parte, la concentracion de Cys fue mayor en el cv. Naxos que en el
cv. Viola, mostrando las diferencias mas pronunciadas en condiciones de elevado
CO,. Sin embargo, la concentracion de Glu fue mayor en el cv. Viola que en el cv.
Naxos, con la excepcion de las plantas tratadas con NaCl en condiciones de CO;
ambiental. De forma similar, la concentracion de Met y Trp fue en general mayor en
el cv. Viola que en el cv. Naxos. Por otro lado, la concentracion de Ser fue mayor en

el cv. Naxos que en el cv. Viola en todos los casos.

7.3.6. Contenido de Glutation (GSH)

Al igual que los aminodcidos, la concentracién de GSH en ambos cultivares,
fue mayor en plantas crecidas a concentraciones elevadas de CO, en comparacion
con las plantas crecidas a una concentracion de CO, ambiental (Tabla 7.4). Ademas,
la salinidad aument6 los niveles de GSH con respecto a los tratamientos control. Por
ultimo, la concentracion de GSH fue mayor en el cv. Naxos en todos los
tratamientos, excepto en las plantas control crecidas en condiciones de CO,

ambientales, cuya concentracion de GSH no mostro diferencias entre cultivares.
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Efecto de la interaccion del elevado CO; y salinidad sobre el metabolismo del azufre
en dos cultivares de bréculi (Brassica oleracea L.)

7.4. DISCUSION

Se sabe muy poco sobre el efecto que la interaccion entre una elevada
concentracion de CO, y la salinidad ejerce sobre la concentracion de los
glucosinolatos y las actividades enzimaticas implicadas en el metabolismo del azufre
en los vegetales.

Se ha observado que una concentracion elevada de CO, puede aliviar los
efectos represivos de la salinidad sobre el crecimiento de la planta, a través del
aumento en la eficiencia de la fotosintesis, que produce una mayor acumulacién de
hidratos de carbono y una mayor productividad (Mavrogianopoulos et al. 1999;
Poorter y Navas 2003; Pérez-Lopez et al. 2009, 2010; del Amor 2013). En
consonancia con lo anterior, en este trabajo una elevada concentracion de CO,
incrementd la biomasa de la planta tanto en condiciones de estrés salino como en
condiciones control y ocasiond una mejoria de los efectos adversos de la salinidad.
Sin embargo, aunque se ha descrito la influencia del genotipo en el crecimiento, en
condiciones de CO; y salinidad en tomate (del Amor 2013) y en plantas de cebada
(Pérez-Lopez et al. 2009) no hay datos relacionados con la respuesta de las Brassicas
a la interaccion entre el CO, y el estrés salino y, la variacion similar de la biomasa en
los cvs. Naxos y Viola, encontrada en estas condiciones, puede estar asociada al
hecho de que ambos cultivares presentaron una respuesta similar en cuanto a
crecimiento en condiciones de salinidad.

Ademas, la exudacion de la raiz, que puede aumentar en las plantas cultivadas
en condiciones de enriquecimiento de CO, (Norby et al. 1987), podria mejorar la
adquisicion de nutrientes, especialmente en condiciones de estrés (Uren y Reisenauer

1988; Dakota 2002). Mientras que elevados niveles de CO, inhibieron la asimilaciéon
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de nitrato en trigo y Arabidopsis (Bloom et al. 2012), Robredo et al. (2011)
observaron que los valores de N absorbido en plantas de cebada, fueron mayores en
condiciones de elevado CO;, en comparacion con los datos observados en
condiciones de CO, ambiental. En ambos cvs. Naxos y Viola, la concentracion total
de N foliar se vio afectada por el CO,, mientras que en el cv. Viola ademas, la
interaccion entre CO, y salinidad disminuyd el contenido de N con respecto al
control, debido a una mayor reduccion en la absorcion de NO3™ (datos no mostrados).
Ademas, el cv. Viola acumul6 en el tejido foliar (en condiciones de salinidad) mayor
cantidad de Na“ en condiciones de elevado CO, (3,01 g 100g"'PS) que en
condiciones de CO, ambiental (2,08 g 100g™'PS) o que el cv. Naxos (1,83 y 1,67 g
100g"'PS en condiciones de elevado CO, y en condiciones ambientales de CO,,
respectivamente). Se notd asi un efecto aditivo de ambas condiciones, NaCl y alta
concentracion de CO,, sobre los niveles de N, y una dependencia del genotipo en la
respuesta. De manera similar, se ha estudiado que la cantidad de S se ve afectada por
la elevada concentracion de CO,, ya que el aumento en la sintesis de proteinas,
relacionado con el mayor crecimiento en condiciones de elevada concentracion de
CO; (Pérez-Lopez et al. 2009), requiere tanto N como S reducido, en una relacion
especifica (Dijkshoorn y van Wijk 1967). La concentracién de SO4* se incrementd
severamente por la combinacidn de elevado CO; y salinidad. Sin embargo, esto no se
reflejo en el contenido total de S, que se vio afectado mas por la salinidad que por el
CO, atmostérico y donde se observd una influencia del genotipo en la respuesta a
salinidad con respecto a la asimilacion de S. La combinacién entre el elevado CO, y
salinidad, aument6 la concentracion de Cys de acuerdo con los mayores niveles de

SO4* y de glucosinolatos encontrados.
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Se sabe que los glucosinolatos podrian verse afectados por el enriquecimiento
de CO, atmosférico, ya que ésto mejora el suministro de carbono de la planta,
aumentando la relacion C:N (Cotrufo et al. 1998.). En este sentido, Reddy et al. en
2004 demostraron que en hojas de colza (Brassica rapa subsp. oleifera) la
concentracion de glucosinolatos inddlicos y de gluconasturtina aromética, se
incrementaron en una atmosfera enriquecida con CO,. Schonhof et al. (2007a)
observaron que el contenido total de glucosinolatos en broculi, aumentd a niveles
elevados de CO,, como resultado de un fuerte incremento tanto de glucorafanina
(GR) como de glucoiberin (GI). Por el contrario, y de forma simultinea, la
concentracion de glucosinolatos inddlicos disminuyd debido principalmente a la
reduccion de glucobrasicina (GB) y de 4-MeO-glucobrasicina (MGB). Por otro lado,
en Brassica napus, la concentracion de glucosinolatos inddlicos disminuyd tras la
exposicion a niveles elevados de CO, (Himanen et al. 2008; Ahuja et al. 2010a). La
concentracion de glucosinolatos alifaticos, asi como la de los glucosinolatos totales,
aumentd significativamente en col china (Brassica alboglabra L) mientras que la
concentracion de glucosinolatos inddlicos no se vid afectada, por el incremento del
CO, atmosférico (La et al. 2009). Hasta donde sabemos, ningun trabajo previo ha
estudiado el efecto de la interaccién del CO, y la salinidad sobre el contenido de
glucosinolatos. En este trabajo, el nivel de glucosinolatos totales se incrementd en
plantas cultivadas a elevada concentracion de CO; y NaCl en el cv. Naxos y el cv.
Viola, pero no se observaron cambios significativos en la concentracion de los
glucosinolatos inddlicos individuales MGB y NGB, en las plantas del cv. Viola
crecidas en condiciones salinas después del enriquecimiento con CO,. Este hecho
indica que la respuesta inducida por la combinacion de CO;, y NaCl es dependiente

tanto del genotipo como del glucosinolato individual considerado. En general, el

169



Capitulo IV

principal efecto del NaCl sobre la concentracion de glucosinolatos, fue mas
pronunciado en plantas cultivadas en condiciones de elevado CO;, en comparacion
con las que crecieron a CO, ambiental. Por lo tanto, el efecto aditivo de ambas
condiciones, hace que estos cultivares sean de interés para crecer, desde el punto de
vista de la salud humana, en ambientes con niveles elevados de CO,, cuando los
suelos o los recursos hidricos para el riego contienen altas concentraciones de sal, ya
que su biomasa se mantuvo en niveles similares a las del control. Se ha observado
que una disminucidn de la relacién N/S causé un aumento de la sintesis de sulfo-Cys
(Hesse et al. 2004), un precursor de Met que estd implicado en la sintesis de
glucosinolatos alifaticos e indolicos (Mikkelsen et al. 2002). Sin embargo, en este
estudio, la relacion N/S no predijo los cambios en la concentracion de glucosinolatos
del broculi cultivado en condiciones de elevado CO,. La concentracién de S
disminuy6 con el CO,, mientras que la concentraciéon de N y la relacién N/S no
variaron, sugiriendo que los cambios en la concentracion de glucosinolatos en las
hojas del brdéculi en condiciones de elevado CO; y salinidad, no fueron causados por
modificaciones en la relacion N/S. De forma similar, la concentracion de
glucosinolatos inddlicos no se vio afectada por la reduccion de la relacion N/S en
condiciones de elevado CO; (Schonhof et al. 2007a; La et al. 2009). Se ha estudiado
que una relacion N/S adecuada influye en la concentracion de glucosinolatos, de
manera que, una relacion N/S mayor de 10/1 tiende a disminuir la concentracion de
glucosinolatos (Schonhof et al. 2007a). Asi, en colza, el nivel de glucosinolatos fue
superior a una relacion de N/S por debajo de 10/1 que a relaciones N/S superiores.
En nuestras plantas de broculi, la relacion N/S no fue mayor de 10/1 en todos los
tratamientos y por tanto, una sintesis adecuada de glucosinolatos se vio favorecida.

Sin embargo, el contenido de C aumentd con niveles elevados de CO, tanto en
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condiciones salinas como no salinas, aumentando la relacion C/N, asi como el nivel
de glucosinolatos. Por lo tanto, la relacion C/N podria ser un indicador del cambio de
glucosinolatos con el CO,, pero no de las modificaciones en los niveles de
glucosinolatos que produce el tratamiento de NaCl.

El menor incremento que el CO, produjo en la concentracion de
glucosinolatos, en el cv. Viola en condiciones no salinas (2.38 veces) en
comparacion con el tratamiento salino (4.3 veces) o el inducido en el cv. Naxos (5.15
y 5.45 veces en condiciones no salinas y salinas, respectivamente) podria estar
indicando la sintesis de otros compuestos derivados de Met en estas condiciones, en
lugar de glucosinolatos, ya que el contenido de Met fue en general mayor en el cv.
Viola que en el cv. Naxos. De forma similar, el nivel de Cys fue mayor en el cv.
Naxos que en el cv. Viola, y se observo una mayor actividad y-ECS y una mayor
concentracion de glutation, especialmente en condiciones de elevado CO, y
salinidad, indicando que en este cultivar (Naxos), los compuestos azufrados pueden
actuar como osmolitos o antioxidantes (Barroso et al. 1999). De hecho, el glutation
sintetizado en condiciones de estrés salino se ha correlacionado con la tolerancia a la
salinidad (Noctor et al. 1998; Ruiz y Blumwald 2002; Kocsy et al. 2004) y las
diferencias que existen en la respuesta a la aclimatacion por salinidad, se han descrito
anteriormente en estos cultivares. En general, en ambos cultivares, los aminoacidos
sintetizados aumentaron con el elevado CO, y la salinidad, de acuerdo con trabajos
previos (Habash et al. 1995; Romero et al. 2001).

En 2001, Ahmad et al. mostraron que el bajo nivel de ATP sulfurilasa (ATPS)
era un indicador del bajo nivel de la asimilacion de azufre. En nuestro caso, se
encontrdé un mayor aumento de ATPS en el cv. Viola (34 veces) que en el cv. Naxos

(18 veces) por el efecto del elevado CO,, pero en ambos cultivares el CO, favorecio
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la asimilacion del azufre. Sin embargo, el hecho de que en condiciones salinas, el
incremento de la actividad ATPS con CO; fuera similar en ambos cultivares, podria
indicar que el efecto del elevado CO; sobre la asimilacién de S, estuvo atenuado por
la salinidad en el cv. Viola, comparado con el cv. Naxos, lo cual estd en consonancia
con los altos niveles de Na"y CI” que se encontraron en las hojas de este cultivar.

En condiciones de estrés salino, el CO, aumento la actividad OAST en el cv.
Viola en mayor medida que en el cv. Naxos. Sin embargo, el hecho de que en estas
condiciones, la concentracion de Ser fuera mayor en el cv. Naxos que en el cv. Viola,
podria asegurar una produccién mayor de Cys en el cv. Naxos en comparacion con el
cv. Viola. El papel del azufre en la tolerancia a la salinidad, se evidencia todavia
mas, por la regulacidon de diferentes enzimas de asimilacion de S en condiciones de
estrés salino. Lopez-Berenguer et al. en 2007 demostraron que las enzimas de
asimilacion de azufre, aumentaron con el estrés salino. Ademas, se sabe que la
isoforma citosolica mas abundante de la OASTL, OAS-A1, esta implicada en las
respuestas de defensa de Arabidopsis contra la salinidad (Dominguez-Solis et al.
2001). El hecho de que el CO, aumentara esta actividad enzimadtica en condiciones
de salinidad, podria ser un indicador de los efectos beneficiosos del CO, en
condiciones de estrés salino.

Finalmente, como es bien sabido, la enzima mirosinasa hidroliza los
glucosinolatos a productos como tiocianatos, isotiocianatos y nitrilos (Wielanek y
Urbanek 1999). La actividad mirosinasa es susceptible a las condiciones de estrés
abidtico como el estrés salino (Kim et al. 2006; Yan y Chen 2007; Yuan et al. 2009).
En nuestro estudio, la actividad mirosinasa se inhibio por los tratamientos con
elevado CO, y salinidad y resultados similares se encontraron en brotes de rabano

(Yuan et al. 2010). Sin embargo, una disminucion de la disponibilidad en la
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hidrélisis de glucosinolatos en condiciones combinadas de elevado CO; y salinidad,
podria comprometer la respuesta de defensa de la planta contra herbivoros y
patogenos, lo cual podria estar compensado por la concentracion elevada de
glucosinolatos que se encontraron en plantas de broculi en estas condiciones. De
manera que otros estudios sobre la respuesta de la interaccion planta-huésped o la

interaccion planta-herbivoro son necesarios.

7.5. CONCLUSIONES

Para concluir, podemos indicar que ambos cultivares (cv. Naxos y cv. Viola)
fueron adecuados para su cultivo en condiciones salinas permitiendo una adecuada
asimilacion de S que derivo a diferentes niveles de glucosinolatos, con una mayor
produccion en el cv. Viola que en el cv. Naxos, en consonancia con una mayor
concentracion de Met en el cv. Viola. En ambos cultivares, el elevado CO, provoco
un efecto aditivo sobre el metabolismo del S en condiciones de estrés salino y estos
cambios, fueron mediados por diferentes enzimas como ATPS, OAST, SAT y yECS
entre otras. Sin embargo, la salinidad podria estar atenuando el efecto del elevado
CO; sobre las enzimas del metabolismo del S en el cv. Viola, lo cual se relaciond con
una mayor acumulacién de Na" y CI” en sus hojas. El estrés salino produjo un
aumento en la concentracion de Cys intracelular y la actividad y-ECS, lo cual explica
el metabolismo implicado en la induccion de la acumulacion celular de glutation
(Liang et al. 2009). Ademas, la produccion de glutation fue mayor en el cv. Naxos
que en el cv. Viola indicando diferencias en los mecanismos implicados en la
respuesta a la salinidad con respecto a la asimilacion de S, entre ambos cultivares. La

conexion conocida entre la fijacion de C y la asimilacion de S (Kopriva et al. 1999)
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se observo también en este estudio y, el efecto de mejoria que el incremento de CO,
ejercid en condiciones de estrés salino, favorecié el metabolismo del S de una

manera dependiente del genotipo.
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Isotiocianatos del broculi — contenido y disponibilidad in vitro segun la variedad y el
origen

8.1. INTRODUCCION

El objetivo de este estudio fue caracterizar la produccién de isotiocianatos
(ITCs) tales como sulforafano (SFN) e iberina (IB) y metabolitos relacionados,
procedentes de diferentes fuentes de glucosinolatos (GLSs), por medio de la
comparacion entre muestras de plantas de brocoli verde y lila/parpura, con respecto a
muestras de procedencia industrial, tanto de brécoli como de Lepidium sp. (maca),
investigando su composicién y disponibilidad in vitro, y su bioaccesibilidad y
metabolismo.

La determinacion de los metabolitos que se originan tras la ingestion del
brécoli — en particular, los que proceden de la hidrolisis de los glucosinolatos, los
isotiocianatos y sus formas conjugadas — es necesaria en los estudios de prevencion
de enfermedades crénicas y diferentes tipos de cancer, y en los que se realiza una
intervencion, mediante la alimentacion complementada o suplementada con brocoli o

sus derivados, tanto a nivel de estudios de nutricion como en el medio clinico.

8.2. DISENO EXPERIMENTAL

Muestras de broculi. Para obtener brocoli, se cultivaron variedades
comerciales de broculi (Brassica oleracea L. [Grupo Italica]), de inflorescencias
verdes y lilas o purpuras, Naxos y Viola, respectivamente. La germinacion y el
desarrollo de las plantulas de broculi se realizaron en una camara de cultivo con
condiciones controladas, segin lo descrito en Material y Métodos (Seccion 3). A
continuacion, el experimento se llevd a cabo durante el periodo de Otofio-Invierno

(Noviembre de 2009 hasta Marzo de 2010) en una finca experimental (latitud
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38°06'N; 1°02°0) en clima Mediterraneo Semidrido, con condiciones climaticas
tipicas de la estacion de invierno en Murcia, tal y como se detallo en el apartado de
Material y Métodos (Seccion 3).

En este experimento, se emplearon un total de 10 plantas de bréculi por
subcultivar espaciadas entre si resultando en una densidad de 2 plantas m™. Las
plantas se recolectaron el dia 95 después de transplante (DAT), cuando tenian
aproximadamente 120 dias de edad (Ver apartado 3.2.1. de la secciéon de Material y
M¢étodos). La recoleccion y distintas medidas de las plantas se realizaron a mitad del
periodo de luz.

Brotes de broculi. Los brotes (germinados) de broculi Naxos y Viola se
obtuvieron de semillas prehidratadas y germinadas en bandejas de celulosa durante 8
dias en una cédmara de cultivo con condiciones controladas, segun lo descrito en
Material y Métodos (Seccion 3). Las muestras de brotes y de semillas procedentes de
imbibicion se congelaron instantdneamente utilizando nitrégeno liquido, para
después almacenarse a -80°C en ultracongelador hasta ser liofilizadas (Christ Alpha
1-4D, Christ, Osterode am Harz, Alemania), y molidas hasta conseguir un polvo fino
para su analisis.

Muestras comerciales de broculi. Se empled polvo de broculi procedente de
AQP&Ingredients SL (Murcia, Espafia) y de Draco Natural Products, Inc. (San Jose,
California, EE.UU.), para poder realizar la comparacion entre muestras
experimentales y muestras procedentes de procesado industrial.

Fuente alternativa de glucosinolatos: Polvo de maca (Lepidium meyenii L).

Con el fin de utilizar una muestra vegetal con glucosinolatos, pero con ausencia de
glucorafanina (GLS parental del sulforafano (SFN), presente en alta proporcion en

brécoli Naxos) y de glucoiberina (GLS parental de la Iberina (IB), presente en alta
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proporcion en brdcoli pirpura o violeta), se integrdé en el experimento el polvo
comercial de maca (Lepidium meyenii Walp), procedente de Lima, Pert, con
diferentes muestras comercializadas por productores nativos, denominadas ‘Energy-
Mac’ (Naturalsol SAC, Pucusana, Lima, Perti), ‘Harina’ (El oro de los Andes,

Alcorcon, Madrid, Espafia) y ‘natural’ (crecimiento local, Lima, Pert).

8.3. RESULTADOS

Glucosinolatos. Se emple6 el HPLC-DAD para cuantificar los principales
glucosinolatos intactos de las muestras vegetales (Brassica oleracea - bréculi, y
Lepidium spp. — maca) y los resultados se muestran en las Figuras 8.1, 8.2 y 8.3. Los
GLS alifaticos (Glucoiberina, Glucoerucina y Progoitrina) y los GLS indolicos
(Glucobrasicina, 4-MeO-Glucobrasicina, 4-OH-Glucobrasicina y Neoglucobrasicina)
se identificaron y cuantificaron en los extractos de muestras de brdoculi y maca, que
se han descrito.

Isotiocianatos y formas conjugadas. Las muestras iniciales corresponden al
extracto de muestras no-procesadas/digeridas, tomadas antes de la digestion in vitro a
37 °C. Los datos recogidos al finalizar la digestion, tanto del interior como del
exterior de la membrana de didlisis de celulosa, se analizaron para determinar la
presencia de GLS e ITCs en la fraccion dializada (permeada) y no-dializada
(retenida), respectivamente.

En la Tabla 8.1 se muestran las condiciones MRM optimizadas para el
analisis de los metabolitos de los glucosinolatos glucorafanina y glucoiberina,
mediante UPLC acoplado a espectrofotometro de masas con tecnologia de triple

cuadrupolo (serie UPLC-1290 y un 6460 QqQ-MS/MS; Agilent Technologies,
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Waldbronn, Alemania). La hidrdlisis de los glucosinolatos a sus productos bioactivos
(isotiocianatos) se realiz6 en condiciones gastrointestinales in vitro (Gil-l1zquierdo et
al. 2002). De esta manera, se estudid la presencia y produccion de compuestos
parentales y derivados de metabolismo o digestion de estos glucosinolatos (GR, SFN,

GIB, IB, y metabolitos conjugados de SFN).

Tabla 8.1. Condiciones MRM optimizadas de para el andlisis de los compuestos estudiados
y sus metabolitos mediante un espectrofotometro de masas triple cuadrupolo (ESI +).

Analito Transicion/ Fragmentador CE" Tiempo
Precursor MRM V) (eV) (min)

GR* 438/196 90 4 0.8
SFN 178/114 70 4 1.6
SFN-CYS 299/178 115 0 0.9
SFN-NAC 341/178 80 0 2.2
SFN-GSH 485/178 80 0 0.9
GIB 421.9/357.7 100 0 2.2
IB 164/105 90 6 1.4

*Compuestos analizados: GR: glucorafanina, SFN-GSH: sulforafano-glutation, SFN-Cys:
sulforafano-cisteina, SFN-NAC: sulforafano-N-acetilcisteina, SFN: sulforafano, GIB:
glucoiberina, IB: iberina.
°CE: Energia de Colision.

El cv. Naxos mostro la mayor concentracidon de glucosinolatos (Figura 8.1) en
las muestras de partida no digeridas (iniciales), y una concentracion relativamente
menor en muestras dializadas, siendo la fraccién no-dializada la que presentd los
valores mas bajos en todos los drganos analizados. En las muestras iniciales (Figura
8.1.A), existieron diferencias cuantitativas entre organos, asi, las semillas y las

inflorescencias fueron ricas en alifaticos, mientras que los brotes (germinados) y las

hojas presentaron una concentracion mas baja. Con respecto a los glucosinolatos
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inddlicos, se observd una mayor retencion en las semillas, reserva principal de estos
compuestos. Las flores mostraron las concentraciones mas bajas, tanto de
glucosinolatos indolicos como de glucosinolatos totales.

En las muestras dializadas del cv. Naxos (Figura 8.1.B), se encontraron los
valores mas altos de GLS aliféticos en las inflorescencias (con una disminucion del
26 % respecto a las muestras iniciales) y las concentraciones mas bajas en los brotes
(con un 20 % de disminucién). La concentraciéon mas elevada de GLS inddlicos se
cuantificd en las semillas (con una disminucion del 32 %) y la mas baja en las flores
(con una disminucién del 35 %).

En las muestras no-dializadas del cv. Naxos (Figura 8.1.C.), se observo una
mayor concentracion de glucosinolatos alifaticos e indolicos en los tallos y una
menor concentracién en las flores (con una disminuciéon del 75 y el 88 %,

respectivamente, con respecto a las muestras iniciales).
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Figura 8.1. Glucosinolatos alifaticos (Glucoiberina, Glucoerucina) e inddlicos
(Glucobrasicina, 4-MeO-Glucobrasicina, 4-OH-Glucobrasicina, Neoglucobrasicina)
(mg 100 g"' PF) en muestras de broculi verde del cv. Naxos. Fraccion no-digerida
(inicial, A), dializada (permeada, B) y no-dializada (retenida, C) de la digestion in
vitro (n= 4 para cada muestra).
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En la Figura 8.2 se muestran los resultados del cv. Viola, y también se
encontrd una concentracion de GLS mas elevada en las muestras iniciales, seguida de
las muestras dializadas, y finalmente de las muestras no-dializadas. En las muestras
iniciales no-digeridas (Figura 8.2.A), la concentracion mas elevada de GLS alifaticos
e inddlicos se encontrd en las inflorescencias y en los brotes, respectivamente.
Ademas, los tallos presentaron los valores mas bajos de GLS.

En las muestras dializadas (Figura 8.2.B), la mayor y menor concentracion de
glucosinolatos alifaticos se mostro en inflorescencias y en brotes (29 y 62 % menos
que en las muestras iniciales, respectivamente), mientras que en el caso de los
glucosinolatos indolicos, se mostré6 una mayor concentracion en las semillas y, las
concentraciones mas pequefias se dieron en los tallos (32 y 76 % menos que en las
muestras iniciales, respectivamente), de forma similar a lo observado en la
concentracion de glucosinolatos totales.

En las muestras no-dializadas (Figura 8.2.C), la concentracion mas elevada de
GLS aliféticos se observd en los tallos (67 % menos que en las muestras iniciales), y
la concentracion mas pequefia en los brotes (97 % menos que en las muestras
iniciales). En el caso de los glucosinolatos inddlicos, las inflorescencias presentaron
los valores més elevados y los tallos los valores mas pequefios (76 y 78 % menos que
en las muestras iniciales, respectivamente). Ademas, la concentracion mas elevada de
GLS totales en las muestras no-dializadas, fue la de las inflorescencias (80 % menos
que en muestras iniciales) y la concentracion mas pequeiia fue la observada en los

brotes (con un 94 % menos que en muestras iniciales).
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Figura 8.2. Glucosinolatos alifaticos (Glucoiberina, Glucoerucina) e
indolicos (Glucobrasicina, 4-MeO-Glucobrasicina, 4-OH-
Glucobrasicina, Neoglucobrasicina) (mg 100 g PF) en muestras de
broculi purpura del cv. Viola. Fraccién no-digerida (inicial, A),
dializada (permeada, B) y no-dializada (retenida, C) de la digestion in
vitro (n= 4 para cada muestra).
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En las muestras comerciales (Figura 8.3), se observo una tendencia comun,
por la que ambas muestras de brocoli presentaban una concentracion de GLS mayor
en las muestras iniciales, seguidas de las muestras dializadas y las muestras no-
dializadas. No obstante, los valores obtenidos en las muestras iniciales, fueron
similares entre ambos tipos de muestra comercial (Figura 8.3.A).

En las muestras dializadas (Figura 8.3.B), la concentracion de GLS alifaticos
fue mayor en las muestras procedentes de AQP&I que en las muestras de Draco, con
una reduccion del 14 y 48 % respectivamente. En el caso de los GLS indoélicos, la
reduccion fue similar (47 % en AQP&I y 45 % en Draco, con respecto a las
concentraciones iniciales).

En las muestras no-dializadas (Figura 8.3.C), la concentraciéon de GLS se
redujo fuertemente y, de nuevo, se observd una mayor concentracion en las muestras
de polvo de brdculi procedente de AQP&I, que en los extractos de Draco (86 y 92 %
menos que las muestras iniciales, respectivamente).

En las muestras de maca (Lepidium sp.) (Figura 8.3), no se observo ningin
glucosinolato inddlico, y s6lo se encontrd el bencil-glucosinolato (glucotropeolina) y
sus derivados (hidroxi- y metoxi-benzil-glucotropeolina). Ademas, hubo una cierta
variabilidad entre la concentracién de GLS de las diferentes muestras de Lepidium
sp. tal como sigue: Energy > Harina > Natural. Las muestras dializadas presentaron
diferencias por su procedencia (con una disminucion del 27 % en Harina, 12 % en
Energy y 20 % en maca natural, con respecto a los valores iniciales) asi como las
muestras no-dializadas (con una disminucidn del 81 % en Harina, 64 % en Energy y

90 % en maca natural, con respecto a los valores iniciales).
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Figura 8.3. Glucosinolatos alifaticos (Glucoiberina, Glucoerucina) e inddlicos
(Glucobrasicina, 4-MeO-Glucobrasicina, 4-OH-Glucobrasicina, Neoglucobrasicina)
(mg 100 g' PF) de diferentes muestras comerciales. En el caso de Lepidium sp.
(harinas de maca), las barras representan el bencil-glucosinolato (glucotropeolina y
sus derivados hidroxi- y metoxi-bencil-glucotropeolina). Fraccién no-digerida
(inicial, A), dializada (permeada, B) y no-dializada (retenida, C) de la digestion in
vitro (n= 4 para cada muestra).
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Cuando se comparan las muestras de los distintos brocolis experimentales y
comerciales (Figuras 8.1 a 8.3), destaca Naxos, en las muestras de partida o iniciales,
y en la fraccion dializada, con la mayor concentracion de GLS alifaticos en las
semillas y en las inflorescencias, y en las muestras no-dializadas el mayor contenido
de GLS se observd en los tallos. En el brdocoli Viola, la influencia del 6rgano fue
diferente, con una mayor concentraciéon de GLS alifaticos en las inflorescencias y las
semillas, tanto en las muestras iniciales como en las dializadas. No obstante, al igual
que en el brocoli verde Naxos, los tallos presentaron los valores mas elevados de
GLS alifaticos en la fraccion no-dializada. Ademas, las muestras comerciales, tanto
las iniciales como las dializadas, mostraron una concentracion mucho menor de GLS
que las muestras de broculi experimentales, que no han sufrido un tratamiento
térmico a nivel industrial, y por lo tanto preservan mejor su composicion, en las
condiciones mds favorables de liofilizaciébn, que son mads respetuosas con los
fitoquimicos, en general.

Por ultimo, las muestras de Lepidium Energy, presentaron, en el caso de las
muestras dializadas y no-dializadas, una concentracion de GLS totales, mayor a la de
las muestras de broculi comerciales, pero no ocurrié lo mismo en el material no-
digerido inicial. No obstante, en las muestras de maca, sélo se detectd la presencia
del bencil-GLS bencil (glucotropaoelina), y no se detectdé ni glucoiberina,
glucoerucina ni glucorafanina, glucosinolatos alifaticos con potencial de ejercer un
beneficio en la salud con el consumo de brdcoli.

Al estudiar los productos de degradacion de los glucosinolatos, los
isotiocianatos, que se analizaron en las muestras iniciales y en las fracciones de
material digerido por el procedimiento in vitro descrito (Gil-Izquierdo et al. 2002), se

empled la tecnologia UPLC-(QQQ)MS" y el andlisis simultdneo de sulforafano,
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iberina, las formas mercapto-conjugadas del SFN, y los glucosinolatos de partida,
glucorafanina y glucoiberina, en la misma inyeccion (Tabla 8.2). Este procedimiento
novedoso supone una ventaja qualitativa en lo que respecta a sensibilidad, capacidad
de andlisis y reduccidn en el tiempo de analisis con muestras de matrices complejas
como son los alimentos vegetales y sus extractos.

El cv. Naxos mostr6 en todos los o6rganos analizados, una concentracion de
GR mayor en las muestras iniciales, excepto en hojas y flores, donde no se detecto.
En las muestras dializadas, solo se detecté GR en semillas y, finalmente, en la
fraccidn no-dializada no se detectdo GR.

Con respecto a la concentracion de SFN, el cv. Naxos mostrd en todos los
6rganos, una tendencia similar: muestra inicial > muestra dializada > muestra no-
dializada. Para los metabolitos estudiados, el SFN-CYS se detectdé en muestras no-
digeridas. Las muestras dializadas y no-dializadas presentaron SFN-CY'S en semillas,
brotes y flores. Por otro lado, el SFN-NAC, detectado en todos los organos del cv.
Naxos de las muestras iniciales, s6lo se detectd en semillas, hojas y flores de las
muestras dializadas y, no se detectd en practicamente ningin o6rgano, excepto en las
flores, de las muestras no-dializadas. El SFN-GSH, se detectdé sélo en semillas,
brotes y tallos de las muestras iniciales y, s6lo se detect en semillas en las muestras
dializadas.

En relacién a la GIB, la concentracidon encontrada en los diferentes érganos,
fue mucho mayor en muestras iniciales, salvo en las semillas donde no se detecto.
Los niveles encontrados en las muestras dializadas fueron inferiores y finalmente, los
mas bajos en las muestras no-dializadas. Por ultimo, el ITC derivado de la GIB, 1B se
encontrd en niveles muy bajos en las muestras no-digeridas iniciales, y detectable

pero no cuantificable en las muestras dializadas y no-dializadas.
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En las muestras de broculi del cv. Viola (Tabla 8.2), todos los extractos de
material no-digerido mostraron GR, excepto el caso de las hojas. Ademas, hubo una
gran reduccion del contenido de GR en las muestras dializadas, donde sélo se detectd
en inflorescencias. Por otra parte, no se detectdé GR en muestras no-dializadas. Con
respecto a la concentracion de SFN en muestras del cv. Viola no-digeridas, todos los
organos presentaron SFN, en mayor proporcidon que GR. En las muestras dializadas,
el contenido de SFN se redujo y, también se detectd en menor proporcién en
muestras no-dializadas. Al analizar los metabolitos de SFN en estas muestras del cv.
Viola, la concentracion de SFN-CYS fue mayor en las muestras iniciales, excepto en
hojas y tallos, donde no se detectd. Las muestras dializadas y no-dializadas no
mostraron SFN-CYS. Ademas, se encontrd una situacion similar en el caso de SFN-
NAC, con baja concentracidon en muestras iniciales, y solo detectado en hojas, tallos
e inflorescencias de las muestras dializadas y, en inflorescencias de las muestras no-
dializadas. E1 SFN-GSH, se detectd solo en semillas de muestras no-digeridas del cv.
Viola, al igual que en el cv. Naxos.

La concentraciéon de GIB fue mucho mayor en el cv. Viola que en el cv.
Naxos, en el caso de las muestras no-digeridas. Por otro lado, se encontrd una alta
proporcion de GIB que atravesé la membrana y fue detectado en la fraccidon
dializada, y sélo una pequeiia cantidad de GIB se mantuvo en la fraccion no-
dializada. En el caso de IB, la concentracion fue también mucho mayor en el cv.
Viola que en el cv. Naxos y, de nuevo, se detectdé una baja proporcion en las
muestras dializadas y, niveles muy escasos en las muestras no-dializadas.

En muestras de broculi comerciales, en el caso de los glucosinolatos GR y
GIB vy, sus respectivos ITCs y metabolitos relacionados (Tabla 8.2), solo

encontramos GR, SFN y GIB en el polvo de broculi AQP&I, con s6lo SFN y GIB en
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el extracto dializado. Por otro lado, el polvo de brdculi Draco, presentd baja cantidad
de SFN y SFN-CYS, pero mayor nivel de GIB. De forma similar, s6lo se detecto

SFN y GIB en los extractos dializados y, s6lo GIB en los extractos no-dializados.

8.4. DISCUSION

La concentracién de glucosinolatos, principalmente glucosinolatos alifaticos,
varia ampliamente entre los diferentes estados de desarrollo de la planta, y también
entre los diferentes organos (Rask et al. 2000, Clossais-Besnard y Larher 2006,
Padilla et al. 2007). Ademas, los glucosinolatos alifaticos se regulan claramente por
el genotipo; no obstante, el efecto del medio ambiente y la interaccién genotipo %
medio ambiente, sobre la concentracion de glucosinolatos indolicos, parecen ser los
principales efectos de esta variacion (Francisco et al. 2011). Las diferencias
encontradas entre los cultivares de brocoli verde y violeta o entre el brocoli y las
muestras de maca, estuvieron de acuerdo con ello. En este sentido, los niveles de
glucotropeolina (bencil-glucosinolato) encontrados en las muestras de maca, asi
como de sus derivados, y la ausencia de otros glucosinolatos alifaticos o inddlicos en
la muestra, se pueden explicar por los efectos de los tratamientos de procesado
industrial necesarios para elaborar este material, con unos resultados que concuerdan
con otros trabajos previos (Piacente et al. 2002).

Las condiciones climaticas y los factores ecofisiologicos, como la
temperatura y la radiacion, la humedad relativa y el grado de hidratacion, tienen un
papel muy relevante en el contenido fitoquimico de las cruciferas en general, y del
brécoli en particular (Jeffery et al. 2003, Abercrombie et al. 2005). En este sentido,

Brown et al. (2002) evaluaron un subconjunto de 10 variedades de brocoli cultivadas
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durante 4 estaciones diferentes lo que permitio determinar la medida en la que el
contenido de glucosinolatos varia con el genotipo y con las condiciones del entorno.
Asi, y al igual que Charron et al. (2005a), encontraron variaciones en el contenido de
glucosinolatos en hoja (en col cosechada en primavera y otofio), pero las
concentraciones de glucosinolatos totales mas elevadas se encontraron en los cultivos
que se cosecharon durante los periodos de altas temperaturas y dias largos. Ademas,
la mayoria de los brotes o germinados de variedades de brdcoli estudiados
recientemente, contienen glucorafanina como principal glucosinolato tiofuncional, y
su concentracion depende del genotipo y de la duracidn del periodo de germinacion
(Charron et al. 2005a, Pérez-Balibrea et al. 2011).

A la hora de estudiar la biodisponibilidad de estos compuestos, cabe sefialar
que, la digestién simulada es mucho menos compleja que un estudio de alimentacion
animal ya que existe una gran variedad de factores que podrian afectar a la
recuperacién in vivo, tales como la absorcion de glucosinolatos intactos
(Bheemreddy y Jeffery 2007). De esta forma, en este trabajo, la digestion simulada
con enzimas como la o-amilasa, la pepsina géstrica y la pancreatina intestinal,
fueron responsables de las diferencias encontradas en la concentracion de
glucosinolatos analizados, procedentes de las diferentes etapas de la digestion in
Vitro.

Los actuales métodos para extraer y preparar isotiocianatos de muestras
biologicas, son a menudo complicados y requieren mucho tiempo (Conaway et al.
2001). Sin embargo, Dominguez-Perlés et al. (2013) desarrollaron un método
cuantitativo, para la determinacion directa de los isotiocianatos intactos, de muestras

vegetales y bioldgicas.
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Oliviero et al. (2012) mostraron que la degradacion de glucosinolatos
aumenta con la temperatura. En nuestro caso, hubo una mayor concentracion de
glucosinolatos en las muestras de material vegetal originales, antes de la digestion in
vitro.

En este trabajo, la concentracion de GIB fue mucho mayor en las muestras
del cv. Viola que en el cv. Naxos, en el caso de las muestras no-digeridas, tal y como
se esperaba y se habia observado en la literatura (Pérez-Balibrea et al. 2011).

Ademas, se analizaron los GLSs e ITCs en muestras de Lepidium sp. (harina
de maca comercial). No obstante, debido a que el bencil-GLS (glucotropeolina) y su
isotiocianato (BITC), no estuvieron disponibles para el experimento, en el estudio
con UPLC-QqQ-MS vy, debido a que no se esperaba la presencia de GR (SFN y
metabolitos relacionados) y/o GIB (IB), los resultados no se muestran para este
parametro.

Por otro lado, los resultados de GR y GIB y sus productos de hidrdlisis,
mostraron que el cv. Naxos presentdé mayor nivel de ITCs en todas las muestras
analizadas. Ademas, los brdcolis comerciales presentaron un nivel muy bajo de ITCs
o metabolitos relacionados.

Los glucosinolatos se hidrolizan con la mirosinasa (vegetal, o con actividades
de glucosidasa de la flora intestinal) a diferentes tipos de productos de degradacion:
como tiocianatos, isotiocianatos y nitrilos (Wielanek y Urbanek 1999, Traka y
Mithen 2009). En el tracto gastrointestinal, los glucosinolatos son hidrolizados por
las bacterias durante la digestion, pero a un ritmo menor que en los sistemas de
mirosinasa vegetal (Hayes et al. 2008). Los ITCs absorbidos ejercen su funcion
biologica asociada con la prevencion del cancer (Thornalley y TARC Workgroup

2004), por esta razdn, la fraccidn no-dializada mostré los valores mas bajos de
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glucosinolatos e ITCs y sus derivados/metabolitos, lo que sugiere que la cantidad de
GLS o ITCs descartados fue minima, mostrando asi una alta bioaccesibilidad y
liberacion de estos compuestos, procedentes del tejido vegetal original, en
condiciones gastrointestinales. Ademads, los resultados obtenidos en la fraccion
permeada (dializada) indican que la mayor parte de estos compuestos ingeridos,
podrian estar preparados para ser absorbidos. Por lo tanto, los ITCs y sus precursores
naturales, glucosinolatos, se consumen como parte de una dieta rica en vegetales
cruciferas como el bréculi (Shapiro et al. 1998), y asi, tanto los glucosinolatos como
los ITCs mostraron mayor presencia en las muestras no-digeridas iniciales.

Los ITCs se metabolizan principalmente a través de la ruta del acido
mercapturico (Higdon et al. 2007). Se han obtenido recientemente mas evidencias de
que los metabolitos generados a través de la ruta del dcido mercapturico, pueden
contribuir a la actividad bioldgica de los ITCs de la dieta, tales como el SFN (Myzak
et al. 2004). Los ITCs pueden medirse en la orina y, sus niveles se correlacionan con
la ingesta alimentaria de hortalizas y alimentos de cruciferas (Seow et al. 1998;
Cramer et al. 2011). En este sentido, la digestion in vitro permitié el andlisis de los
ITCs en diferentes estados de este proceso, y poniendo de manifiesto la degradacion
que los ITCs sufren con la digestion.

Cramer et al. (2011) demostraron que la fuente de mirosinasa es relevante
para obtener una mejor conversion de GR a SFN. En este experimento, la digestién
in vitro mostrd la hidrolisis de GR a SFN principalmente y/o a derivados de SFN
(Tabla 8.2), y cabe sefialar que en algunos de los casos, el SFN fue sintetizado in
vitro, lo que sugiere que las enzimas utilizadas en este modelo estaban implicadas en
la formacion de SFN y sus conjugados. Por lo tanto, la mirosinasa puede verse

favorecida en estas condiciones de digestion in vitro. La medida de los metabolitos
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del SFN en bréculi, ha sido una herramienta 1til para evaluar la exposicién humana a
SFN, lo que se asocia a la actividad bioldgica de este fitoquimico para reducir el
riesgo de diferentes tipos de cancer (Shapiro et al. 2006), y para el brocoli verde
Naxos, supone la fuente mas relevante de las estudiadas, por la mayor cantidad de
ITCs y metabolitos producidos (en semillas, brotes e inflorescencias).

Por otra parte, la digestion in vitro mostr6 en el cv. Viola, una concentracion
alta del glucosinolato GIB, que también se reflejo en un alto nivel de IB. Sin
embargo, las muestras de Lepidium sp., no mostraron GLS aliféticos tales como GR
o GIB, por esta razon, no se esperaba la formacion de ni de SFN ni de IB en las
mismas (datos no mostrados).

Los glucosinolatos de la dieta, como precursores de ITCs, siguen siendo
fundamentales para la vision actual de cémo una dieta rica en vegetales como
Brassica sp. esta asociada con un menor riesgo de padecer cancer, especialmente
cancer de pulmon, estdmago, boca-faringe, colorectal, prdstata y vejiga (Thornalley
y IARC Workgroup 2004, Jeffery y Araya 2009).

Desde el punto de vista metodologico, los procedimientos novedosos que se
han utilizado en este capitulo mediante la tecnologia de UPLC-(3Q)MS, representan
una novedosa herramienta sensible y répida para evaluar la ingesta de GLS y su
biodisponibilidad a través del estudio simultaneo de los compuestos originales (con
potencial para ejercer un beneficio en el organismo, los GLSs) y los metabolitos
bioactivos (ITCs y formas conjugadas) de forma simultanea, con un tiempo de
analisis muy corto, y mostrando que la mayoria del SFN estaba conjugado en lugar
de libre, corroborando que el metabolismo del SFN tiene lugar en el lumen

gastrointestinal durante la absorcidon (Agrawal et al. 2006).
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8.5. CONCLUSIONES

En conclusioén, podemos decir que la concentracion de ITCs depende del
cultivar, el 6rgano vegetal estudiado y el tipo de procesado de la muestra. Los ITCs y
sus precursores naturales los GLSs, se consumen como parte de una dieta rica en
vegetales de cruciferas como el bréculi. En este sentido, podriamos decir que el cv.
Naxos presenta los mejores resultados de composicién, y por lo tanto, mayor
potencial para quimioprevencion. Ademads, las muestras experimentales (liofilizadas)
mostraron mayor concentracion de ITCs que las muestras comerciales (con
procesado térmico).

Nuestro estudio, mostré que la digestion in vitro reduce significativamente la
concentracion de fitoquimicos como glucosinolatos en el brocoli, ya que se
hidrolizan a ITCs durante la digestion. De esta forma, se ha mostrado una mayor
concentracion de GSL e ITCs en los pasos iniciales del proceso de digestion, seguido
de las concentraciones encontradas en las muestras dializadas y, finalmente en las
muestras no dializadas, lo que muestra una alta bioaccesibilidad y liberacidn de estos
compuestos bajo condiciones gastrointestinales, desde el tejido original del vegetal.

Por otra parte, la identificacion y cuantificacion de los GLSs que dan lugar a
ITCs con potencial para ejercer un beneficio con el consumo de estos alimentos,
ayudara en el disefio de intervenciones nutricionales y clinicas para estudios sobre
enfermedades cronicas y el cancer. Por lo tanto, estudiar la biodisponibilidad de
estos compuestos en adultos humanos y evaluar su beneficio en diferentes

parametros fisiologicos es una clara y urgente necesidad.
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9. CONCLUSIONES

1. Los resultados de la evaluacion del desarrollo y la calidad nutricional del
brdoculi purpura, revelan que este tipo de brdculi es de gran interés en
comparacion con los broculis verdes tradicionales o incluso comparado
con otros broculis purpuras, crecidos bajo diferentes condiciones
climaticas. Las variedades méas tempranas (EEP y EP) del bréculi purpura,
se han adaptado a las condiciones de invierno de la Regién Murciana por

lo que interesa su estudio a largo plazo para su implantacién comercial.

2. La identificacién y cuantificacion de los compuestos bioactivos del
broculi purpura o variedad ‘Viola’, que incluye su contenido en
glucosinolatos y compuestos fendlicos (flavonoles, acidos fendlicos y
antocianinas), favorecera una mayor demanda de esta hortaliza para el
consumo y la industria alimentaria, como fuente de ingredientes
saludables, pigmentos naturales, y un alto valor afiadido por sus
caracteristicas antioxidantes. Sin duda, abre nuevas oportunidades para su

uso en aplicaciones industriales.

3. En el estudio de la adaptacion del cultivo de broculi a las condiciones
adversas de riego con aguas de baja calidad (exceso de NaCl y B), se
observo que la variedad de nueva introduccion, ‘Viola’, era mas sensible a
los niveles de B presentes en el medio. Sin embargo, en la variedad verde
‘Naxos’, se observd un efecto positivo de los niveles moderados de B,

cuando hay condiciones de salinidad, que disminuyen sus efectos nocivos,
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a través de una recuperacion en la biomasa, y los parametros hidricos
como la conductancia hidréulica de las raices y la estabilidad de la
membrana plasmatica, lo que fue indicativo de que esta variedad, de
interés para su cultivo en invierno y primavera, puede regarse con agua
procedente de desalinizacidn, en la que confluyen dos condiciones de
estrés, como son la alta salinidad y la presencia de concentraciones

elevadas de B.

En el estudio de los efectos de la interaccion entre una elevada
concentracion de CO; en el ambiente, con la aplicacion de salinidad en el
medio de crecimiento, se observaron diferencias en los mecanismos de
respuesta a estrés en las variedades de broculi Naxos y Viola, con
respecto a la asimilacion de S. En ambos cultivares, el elevado CO,
provocd un efecto aditivo sobre el metabolismo del S en condiciones de
estrés salino y estos cambios, fueron mediados por diferentes enzimas
como ATPS, OAST, SAT y yYECS entre otras. Sin embargo, la salinidad
podria estar atenuando el efecto del elevado CO; sobre las enzimas del
metabolismo del S en el cv. Viola, lo cual se relaciond con una mayor
acumulacion de Na" y CI” en sus hojas. Ademas, el estrés salino aumentd
el contenido intracelular de Cys y y-ECS, lo que explica el mecanismo
implicado en la induccion de la acumulacion celular de glutation y su
mayor produccion en el cv. Naxos, indicando diferencias en los
mecanismos implicados en respuesta a salinidad con respecto a la

asimilacion de S entre ambos cultivares.
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5. La evaluacién del posible beneficio para la salud del consumo de broculi,
pasa por establecer la biodisponibilidad de sus constituyentes y/o
accesibilidad de los mismos. Para tal fin, se realizd un experimento in
vitro con un modelo de digestion gastrica en el que poder estudiar el
comportamiento de los glucosinolatos en el brocoli, y como se
hidrolizaban a ITCs durante dicha digestion. Se puso de manifiesto como
en la fase inicial de la digestion, alin permanecen altos niveles de GSLs.
En las membranas de diélisis se observd una reducidén importante en la
presencia de estos compuestos y la produccion de ITCs, y por ultimo, en
las muestras no dializadas en las que practicamente no se detectaron
niveles cuantificables de ITCs. Estos resultados, in vifro, demostraron
una alta bioaccesibilidad y liberacion de estos compuestos bajo
condiciones gastrointestinales, desde el tejido original del vegetal.
Ademés, de la comparacién entre diferentes muestras ricas en
glucosinolatos, se pudo constatar que las muestras experimentales
(liofilizadas) producian mayor concentracion de ITCs que las muestras de
origen comercial (en las que se emplean procesados térmicos que inducen

a degradacion de estos compuestos).

6. El broculi parpura de nueva introduccion, y en especial las variedades de
desarrollo temprano, se adaptan perfectamente al clima del sureste
espafiol y resultan de gran interés para su estudio, debido a su alta calidad
nutricional, en comparacién con el broculi verde tradicional. Ademas,
aunque el broculi purpura es mas sensible que el broculi verde, al cultivo

con agua de baja calidad, se desarrolla correctamente y permite su cultivo
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en estas condiciones de estrés, asi como en condiciones elevadas de CO,
debido al inminente cambio climatico, lo cual resultdé en una mayor

concentracion de compuestos bioactivos en este broculi de color ptrpura.
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