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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. El bróculi 

 

1.1.1. Características generales 

 

El bróculi (Brassica oleracea L. variedad Italica) también conocido como 

brócoli o brécol, pertenece a la familia Brassicaceae o crucíferas, al igual que la col, 

las coles de Bruselas,  la coliflor, la rúcula, los rábanos, etc.  

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 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Esta planta posee abundantes floretes carnosos, dispuestos en forma de árbol, 

sobre ramas que nacen de un grueso tallo comestible. La gran masa de cabezuelas 

está rodeada de hojas. Las hojas del brócoli permanecen erguidas, con peciolos 
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alargados, limbos con hojas lobuladas de color verde grisáceo, muy onduladas y con 

lóbulos profundos, así como nervaduras marcadas, blancas. Las pellas de bróculi son 

claras y ligeramente menores de tamaño que en las coles o coliflores, y con la 

superficie más granulada, y constituyen conglomerados parciales más o menos 

cónicos que suelen terminar en este tipo de formación en el ápice, en bastantes casos 

muy marcada. La pella de bróculi puede llegar a desarrollar 20 centímetros de 

diámetro, y alcanzar 2 kg, distinguiéndose colores diferentes según variedades: 

moradas, rojizas, blancas o amarillentas, siendo la más común la verde oscura en el 

tallo y verde azulado en el extremo de la flor (Figura 1.1). Es importante resaltar la 

posible aparición de brotes laterales en los bróculis de pella blanca en contraposición 

a la ausencia de este tipo de brotes en la coliflor. La raíz es pivotante con raíces 

secundarias y superficiales. Las flores del bróculi son pequeñas, en forma de cruz de 

color amarillo y el fruto es una silicua de valvas ligeramente convexas con un único 

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

 

1.1.2.  Origen y distribución 

 

El origen del bróculi se asienta en los países con climas templados a orilla del 

Mediterráneo oriental, en Oriente Próximo (Asia Menor, Líbano, Siria). La Península 

de Anatolia, Líbano o Siria acogerían los primeros ejemplares de esta planta, 

provenientes de una especie silvestre común con las coles y coliflores.  

Durante la época de dominio del Imperio Romano, esta hortaliza llegaría 

hasta la Península Itálica donde fue cultivada para su consumo, llegando a ser muy 

popular en el país transalpino. Pero sería mucho más tarde, a mediados del siglo XX, 

cuando su producción se desarrollaría en Europa. 
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En la actualidad, su cultivo se extiende por Europa y diversas naciones donde 

destacan Japón y Estados Unidos. Éste último, es el mayor productor mundial, 

gracias a las plantaciones ubicadas en California, que poseen un clima muy similar al 

del arco mediterráneo.  

En España el cultivo de bróculi adquiere especial importancia en el Sureste, 

desde donde se distribuye al resto de la península y al extranjero. El clima templado 

mediterráneo resulta óptimo para su cultivo, y en la actualidad, con la introducción 

de nuevas variedades, se persigue poder producir bróculi todo el año (Proexport 

2012). 

 

1.1.3. Cultivo de bróculi en la Región de Murcia 

 

El cultivo de bróculi se inició en Murcia en la década de 1980 con 878 

hectáreas. A principios del siglo XXI, la producción de bróculi en la Región de 

Murcia alcanzaba las 100.000 toneladas anuales, sobrepasando las 150.000 toneladas 

durante 2003-2004. En 2008 la Región de Murcia (Figura 1.2) aportó el 44 % de la 

producción de bróculi y coliflor de España, el 9 % de la producción de la Unión 

Europea y el 1.1 % de la producción mundial. En la actualidad, 33 años después del 

inicio del cultivo en la Región de Murcia, el cultivo de bróculi ocupa 10.781 

hectáreas, con un incremento del 12.2 % de su superficie (Ver 

murciaeconomia.com).  

La Región de Murcia es la principal productora de bróculi en España, y 

prácticamente la totalidad de la producción se dedica a la exportación. Los países 

más consumidores son: Reino Unido, Francia y Holanda, que reciben un 65 % del 

total de la producción española que en la campaña de enero-agosto de 2012 ascendió 
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a 73.316 Tm (Bróculi y Coliflor 190.253 Tm, Proexport). En nuestro país no está 

muy extendido el consumo, aunque se está introduciendo de manera importante en 

los últimos años (Ver masbrocoli.com).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Zonas de producción de bróculi en la Región de Murcia (2008). 

 

El cultivo de bróculi ha ido en aumento en estos años debido en parte a los 

cultivos de producción intensiva desarrollados a partir del Trasvase Tajo-Segura y la 

potencia económica de este producto en los mercados europeos. Las áreas con mayor 

densidad de cultivos son (Figura 1.2): Valle del Guadalentín con Lorca y Totana a la 

cabeza (en las pedanías de Tercia, Tiata, Cazalla en la primera y Raiguero o Lébor en 

la segunda), el Campo de Cartagena (Balsapintada de Fuente Álamo; Pozo Estrecho, 

El Albujón y Rincón de San Ginés en Cartagena), así como Lobosillo de Murcia, El 

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

 

 El bróculi se desarrolla en diversas fases:  

 

-Crecimiento: la planta desarrolla solamente hojas. 

-Inducción floral: el bróculi se cultiva principalmente durante las estaciones 

de otoño e invierno debido a la necesidad de temperaturas entre 10-17 ºC durante 

varios días y varias horas al día, para inducir la floración (Jiang et al. 2011), pero 

siguen brotando hojas de tamaño más pequeño que en la fase de crecimiento.  

-Formación 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 inducción floral 

con la formación de nuevas pellas secundarias, que serán bastante más pequeñas que 

la principal. 

-Floración: los tallos que sustentan las partes de la pella inician un 

crecimiento en longitud, con apertura de las flores.  

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

 

El cultivo del bróculi requiere menos riego que otros vegetales, ya que se 

produce durante la temporada lluviosa del año, lo cual es particularmente importante 

en zonas con recursos hídricos limitados. Por tanto, la resistencia del cultivo a 

temperaturas relativamente bajas y a la sequía, así como a la salinidad como veremos 

posteriormente, convierte al bróculi en una hortaliza de gran interés científico y 

socio-económico. 
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1.1.5. Propiedades nutritivas y saludables del bróculi 

 

En los últimos años, se ha prestado una atención creciente al papel de la dieta 

en la salud humana, en relación a la reducción del riesgo de padecer un gran número 

de enfermedades (Finley et al. 2001; Jeffery et al. 2003; Rao y Rao 2007). 

Investigaciones epidemiológicas y clínicas han establecido relaciones significativas 

entre un mayor consumo de frutas y hortalizas y una menor incidencia en diferentes 

enfermedades crónicas de tipo cardiovascular, neurológico y así como en diversos 

tipos de cáncer (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 fenólicos (Duthie et al. 2006). En este sentido, 

más del 85 % de la vitamina C de nuestra dieta la aportan las frutas y las hortalizas, y 

aunque el contenido de vitamina C varía significativamente entre las crucíferas, el 

bróculi en particular es una fuente rica de vitaminas A, C, E, B1, K y folatos 

(Moreno et al. 2006) que confieren propiedades antioxidantes y colaboran en la 

formación del colágeno, huesos, dientes, glóbulos rojos y blancos. Por estas y otras 

propiedades, el bróculi es un reconocido vegetal promotor de la salud, conocido 

como 'la hortaliza con mayor valor nutritivo' en relación al porcentaje de peso de 

producto comestible (Pascual 1994). Está compuesto principalmente por agua y tiene 

un alto contenido en fibra, lo que conlleva que su nivel de calorías aportadas al 

organismo tras su ingesta sea mínimo, por lo que se recomienda en dietas de control 

de peso.  

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

compuestos químicos del metabolismo secundario de los vegetales, que se 
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encuentran en cantidades pequeñas en las plantas, con respecto a otros 

macronutrientes, pero que contribuyen significativamente a regular los mecanismos 

de protección frente a situaciones de estrés y tienen propiedades biológicas de interés 

para la prevención de algunas enfermedades en los humanos que los consumen 

(Hooper y Cassidy 2006). Además, 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 

elaboración de enzimas en el hígado (Moreno y García Viguera 2008, Jeffery y 

Araya 2009). Entre los compuestos bioactivos del bróculi, cabe destacar a los 

glucosinolatos (Finley et al. 2001; Keck y Finley 2004) y los compuestos fenólicos 

(flavonoides y ácidos hidroxicinámicos) (Podsedek 2007), además de otros nutrientes 

como carotenoides (López-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/día, 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/día. Entre los minerales del bróculi, destaca el 

potasio, aunque cuenta también con cantidades específicas de calcio, zinc, yodo, 

hierro y magnesio. Los nutrientes minerales intervienen en la generación de impulsos 

nerviosos, así como en la actividad muscular, regulación de agua en la célula, 

funcionamiento de diversos órganos internos como los intestinos y mejora de la 

inmunidad en general. Los minerales, en concreto el yodo, son indispensables para el 

funcionamiento de la glándula tiroides, controlando así ciertas funciones metabólicas 

como la regulación de la temperatura corporal y el desarrollo del cerebro del feto 

durante el embarazo (Martínez-Ballesta et al. 2010).  
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En los últimos años, se están conociendo variedades de bróculi de color 

púrpura 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 hematoencefálica 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 bróculi  

 

Como ya se ha dicho anteriormente, el bróculi 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 climáticas y de 

crecimiento (Hale 2001; Vallejo et al. 2003; Rangkadilok et al. 2004; Podsedek 

2007, Björkman et al. 2011), las prácticas agronómicas y parámetros ecofisiológicos 

(fecha de plantación, duración del periodo de cultivo, temperatura, radiación, 

humedad relativa,  grado de hidratación, madurez en cosecha) (Moreno et al. 2008; 

Diksha y Awasthi 2009), y el posterior almacenado y procesado del bróculi (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 fitoquímicos a 

consecuencia de los factores que influyen en el cultivo, como determinantes de la 

cantidad de estos compuestos en el momento de la recolección, siempre ha de tenerse 

en cuenta que son un conjunto de factores, y que rara vez o en ninguna ocasión se 
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debe a un factor medioambiental aislado (Schreiner 2005). Específicamente, el 

contenido de glucosinolatos se ve afectado por la temperatura ambiente y el 

fotoperiodo (Charron y Sams  2004), y la estación del año (Rosa et al. 1996). 

Además, existen grandes diferencias en los niveles de glucosinolatos que se han 

observado en Brassica spp., con la utilización de distintas variedades, métodos 

analíticos, y condiciones ambientales (Cartea et al. 2008). De hecho, Schönhof et al. 

en 2004, demostró cómo variaba el contenido de glucosinolatos con distintas 

especies de Brassica, y posteriormente, Domínguez-Perlés et al. en 2010, 

demostraron cómo variaban los compuestos bioactivos y el contenido de nutrientes 

en distintos cultivares de bróculi, según el cultivar, el órgano y el estrés salino 

aplicado. Además, el contenido hídrico de la planta también afecta al contenido en 

fitoquímicos. Así, el bróculi se puede enriquecer en glucosinolatos y compuestos 

fenólicos controlando el aporte de agua, lo que podría explicarse como un 

mecanismo adaptativo de la planta a las condiciones de estrés hídrico (Paschold et al. 

2000; Bañuelos et al. 2003).  

 

  1.2.1. Problemática de la salinidad 

 

 El estrés salino es el principal estrés abiótico que reduce la productividad de 

los cultivos en muchas áreas del mundo (Yamaguchi y Blumwald 2005). Así, la 

salinidad es una de las limitaciones más graves de la producción de los cultivos (Al-

Maskri et al. 2010), que está estrechamente relacionada con la absorción de agua y 

nutrientes por la planta. Altas concentraciones de sales en el medio de crecimiento, 

alteran el balance hídrico de la planta y la distribución de iones tanto a nivel celular 

como a nivel de planta completa (López-Berenguer et al. 2009). Estas condiciones 
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ambientales adversas fuerzan a las plantas a reducir al mínimo la pérdida de agua, ya 

que su crecimiento depende de la capacidad de mantener una alta tasa fotosintética y, 

al mismo tiempo, una baja transpiración (Koyro 2006). En este contexto, el 

crecimiento de las plantas está relacionado con el uso de la energía y el intercambio 

de gases, por lo que una de las respuestas de las plantas a estas condiciones 

ambientales adversas, es la inhibición de la capacidad de absorción de agua por la 

raíz (Martínez-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 CO2 y, al 

mismo tiempo, reduciendo la actividad fotosintética de la planta (Stepien y Johnson 

2009).  

La salinidad supone un grave problema en la Región de Murcia, ya que se 

encuentra enclavada en el Sureste de la península ibérica y su clima es, en líneas 

generales, mediterráneo con netos rasgos semiáridos, ya que es la región europea con 

mayor escasez de lluvias. La climatología y la mayor demanda de productos 

agrícolas, provocó una notable expansión de los regadíos abastecidos con aguas 

subterráneas, lo que inició la sobreexplotación de los acuíferos murcianos (Vera-

Nicolás 2005) y, en general, de las zonas con escasa pluviometría, sobre todo en 

época de sequía. La sobreexplotación de estos recursos, ha originado que en amplias 

zonas de Almería, Murcia y la Comunidad Valenciana se haya producido un 

agotamiento de los acuíferos, propiciando un descenso del nivel freático y la 

consecuente intrusión de aguas salinas, ocasionando una creciente salinidad de las 

aguas de riego. En el caso de la región mediterránea española, el proceso de la 

intrusión de agua marina está bastante generalizado (Gentile et al. 2000; Pulido-

Leboeuf 2004).   
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El bróculi es un cultivo moderadamente sensible a la salinidad, aunque 

presenta mayor tolerancia a ella que otros vegetales comunes como lechuga, cebolla, 

maíz y zanahoria (del Amor 2011). El agua y las sales minerales disueltas en ella son 

esenciales para el crecimiento de las plantas, pero la reutilización del agua y las altas 

tasas de evaporación en regiones áridas o semiáridas, hace que las sales se 

concentren y ocurra la salinización (López-Berenguer et al. 2006).  

La salinidad afecta a los cultivos en los estadíos 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; Martínez-Ballesta et al. 2008a).  

 

El efecto perjudicial de la salinidad, en el crecimiento de las plantas está 

asociado a: 

(1) Bajo potencial osmótico de la solución del suelo (estrés hídrico) (Pérez-

López et al. 2009) 

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

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

al. 2000) 

(3) Toxicidad iónica asociada a excesivos niveles de Cl- y Na+ (estrés salino) 

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

(4) Una combinación 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 fisiológico y bioquímico (Munns 2002) así como a nivel molecular 

(Tester y Davenport 2003).  
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La concentración salina a la cual estos efectos tienen lugar, difiere con el 

genotipo, la etapa de crecimiento, las interacciones medioambientales y las especies 

iónicas 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; Mártínez-Ballesta et al. 2008a). Los mecanismos de tolerancia 

a la sal son tan complejos, que la variación ocurre no sólo 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 relación entre las condiciones ambientales y la nutrición 

mineral es bastante compleja. Se sabe por Lauchi y Epstein (1990) que la absorción y 

el transporte de los nutrientes minerales a la planta se altera por la fuerza iónica del 

medio y por la interacción directa entre los iones que predominan en el medio salino 

(Na+ y  Cl-), que da lugar a la deficiencia en el resto de nutrientes. Los mecanismos 

que las plantas desarrollan para la absorción, transporte y utilización de los nutrientes 

minerales, no son tan eficientes bajo condiciones salinas como en condiciones 

normales (Ahmad y Umar 2011). Así, las altas concentraciones de Na+ y Cl- en el 

medio, pueden producir un aumento de la relación Na+/Ca2+, Na+/K+, Ca2+/Mg2+ y 

Cl-/NO3
-. Como resultado, la planta se vuelve susceptible al daño osmótico y 

específico de los iones salinos, además de a los desordenes nutricionales que pueden 

dar lugar a una reducción de la producción y la calidad (Smith et al. 2010a).  

En condiciones de salinidad, los solutos disueltos en la zona de la raíz 

generan un potencial osmótico negativo que disminuye el potencial hídrico del suelo. 

Por lo tanto, la planta experimenta dificultades para absorber el agua y disminuye su 

potencial hídrico así como la presión de turgor, provocando un estrés hídrico (López-

Berenguer et al. 2006; López-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 

transpiración (Ashraf 2001), una reducción drástica de la conductividad o 

conductancia hidráulica de las raíces y una deshidratación general de la planta 

(Azaizeh y Steudle 1991). 

ajuste osmótico un proceso que 

consiste en la acumulación activa de solutos en los tejidos de la planta, en respuesta a 

una disminución de la disponibilidad de agua (Blum et al. 1996). Con ello, se 

disminuye el potencial de solutos y el potencial hídrico total de los tallos, hojas y 

raíces y, como resultado, las plantas pueden absorber agua a potenciales hídricos del 

suelo menores y, mantener la presión de turgor y la actividad fisiológica relacionada 

con el contenido hídrico, en los tejidos (Acevedo et al. 1999; Marínez-Ballesta et al. 

2006). 

Altas concentraciones de solutos orgánicos en el citoplasma, incluyendo 

prolina, sacarosa y glicina-betaina contribuyen al equilibrio osmótico (López-

Berenguer et al. 2009). No obstante, poco se sabe sobre la acumulación 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; Tolrà et al. 2006) 

alteran el contenido de glucosinolatos y su composición. López-Berenguer et al. 

(2008) indicó que el contenido de glucosinolatos aumentaba con el estrés salino 

moderado. Así, en condiciones salinas, en las hojas jóvenes (metabólicamente más 

activas) y las inflorescencias, el contenido de glucosinolatos aumenta, posiblemente 

por la activación de la ruta biosintética o por la activación 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 morfológicos y de desarrollo, así como procesos fisiológicos y 

bioquímicos (Zhu 2001).   

Se ha observado que los altos niveles de NaCl reducen la conductancia 

hidráulica radicular (López-Berenguer et al. 2006). Como consecuencia, para que la 

planta pueda realizar los ajustes osmóticos necesarios para recuperar el equilibrio 

hídrico, sus necesidades energéticas aumentan, lo que causa una disminución de la 

tasa de crecimiento y una alteración de la arquitectura de la planta. En presencia de 

gradientes de presión hidrostáticos, el flujo de agua se realiza mayoritariamente a 

través del apoplasto, ya que este paso representaría las menores resistencias 

hidráulicas. Sin embargo, para prevenir su deshidratación por estrés salino, la planta 

cierra los estomas para evitar la pérdida de agua por transpiración (Rajaona et al. 

2012) y en presencia de gradientes osmóticos, el flujo de agua es más bajo, ya que 

ocurre en condiciones de ausencia de transpiración, o durante fenómenos como la 

exudación radicular. En estos casos, para que exista un potencial osmótico y que éste 

de lugar a un movimiento importante de agua, es necesaria la presencia de 

membranas y, por tanto, que el agua fluya por la vía célula a célula (ruta simplástica 

y transcelular) (Zimmermann et al. 1969; Steudle 2000). 

En 1969, Zimmermann et al. describieron que un flujo osmótico de agua a 

través de la raíz tendría que atravesar multitud de membranas y, si esto se produjera 

por simple difusión a través de la bicapa lipídica, no se encontrarían valores de flujo 

de agua, tan altos como los que se obtienen. Este hecho indica la participación de 

proteínas para el transporte de agua por esta vía. Por lo tanto, para el paso por la vía 
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transcelular y simplástica, que implica el paso a través de membranas, las células 

además de un pequeño componente de difusión espontánea a través de la bicapa 

lipídica, poseen proteínas o canales de agua que favorecen su circulación, son las 

denominadas acuaporinas (Azaizeh et al. 1992; Carvajal et al. 1996; Steudle 2000; 

Martínez-Ballesta et al. 2003; López-Berenguer et al. 2006; Tan et al. 2013).  

Las acuaporinas son estructuras proteicas pertenecientes a la familia de 

proteínas de membrana MIP (Proteína Intrínseca de Membrana). Las acuaporinas 

vegetales se clasifican de forma tradicional en base a su secuencia aminoacídica y a 

su localización 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 más representada en las plantas y se divide en dos clases, PIP1 

y PIP2, que difieren en su secuencia aminoacídica y en su permeabilidad hídrica. 

Los estudios de microscopía electrónica de alta resolución de Jung et al. 

(Figura 1.3), donde se describe la estructura de la acuaporina AQP1.  Según 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 simetría en la proteína sería el responsable de mediar el 

flujo de agua en ambas direcciones (Cheng et al. 1997).   
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Figura 1.3. Modelo de reloj de arena. Las acuaporinas están 
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 hídrico óptimo 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 proteínas proporcionan al organismo la posibilidad de regular el 

transporte del agua a través de las membranas. Schäffner (1998) propuso que la 

capacidad para aumentar o disminuir la permeabilidad al agua de una célula, podría 

justificar el enorme esfuerzo en la expresión de estas proteínas, así como su 

variabilidad. 

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

de actividad/inactividad, variará en función del tejido donde se encuentre, la célula o 

las condiciones ambientales que le afecten. La planta regulará la funcionalidad y 
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expresión de acuaporinas, las cuales se afectan por diferentes factores ambientales 

como el estrés salino (Cabañero et al. 2004; López-Pérez et al. 2009, Serra et al. 

2013), el estrés nutricional (Carvajal et al. 1996; Maurel et al. 2008), o el estrés 

hídrico (Martre et al. 2002; Liu et al. 2013) entre otros.  

Las acuaporinas están involucradas en las variaciones en la conductancia 

hidráulica de regiones metabólicamente activas de la raíz (North et al. 2004; Groppa 

et al. 2012). A pesar de que la conductividad hidráulica de los tejidos podría estar 

regulada por la modificación del nivel de acuaporinas específicas, la regulación 

también puede ocurrir al modificar la actividad de estas proteínas (Chaumont et al. 

2005). El mecanismo por el cual la salinidad reduce la conductancia hidráulica en las 

células puede estar relacionado con los cambios ya sea en la funcionalidad de las 

acuaporinas o en la cantidad de esta proteína presente en la membrana (Martínez-

Ballesta et al. 2000; Muries et al. 2011), cuya abundancia depende por un lado de los 

niveles de expresión o del tráfico vesicular de esta proteína desde la membrana 

plasmática al retículo endoplasmático (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 acumulación excesiva de boro en la solución 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 tóxico cuando su 

concentración en la solución del suelo excede un valor crítico (1 mM) (El-Motaium 

et al. 1994). La toxicidad de boro en plantas se expresa generalmente como una 

reducción significativa del crecimiento, vigor y rendimiento, junto con el daño 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 síntomas visibles de 

lesiones, como de parches cloróticos y/o necróticos en los márgenes de las puntas de 

las hojas maduras, o malformaciones en tallos y hojas jóvenes. Takano et al. (2006) 

observaron que, a bajas concentraciones de boro externo (0.1 µM), se expresa un 

mayor número de aquaporinas en raíces 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), melón (Edelstein et al. 2005), zanahoria 

(Eraslan et al. 2007a), pimiento (Yermiyahu et al. 2008), espinaca (Eraslan et al. 

2008) y maíz (Martínez-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 antagónico (Ferreyra et 

al. 1997), atenuando el efecto perjudicial inducido por el NaCl y/o por la 

concentración de boro. De esta forma, Alpaslan y Gunes (2001) observaron que en 

plantas de pepino cultivadas con boro (10 mg kg-1), la concentración de Cl- disminuía 

con respecto a las plantas de pepino cultivadas con 0 mg kg-1 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 concentración de Cl- foliar en 

plantas de bróculi cultivadas con 24 mg L-1 de boro con respecto a las cultivadas con 

0.5 mg L-1 de boro. Masood et al. (2012) encontraron que la salinidad y la toxicidad 

por boro (200 µM), tenían un efecto aditivo y negativo sobre la biomasa de la parte 

aérea de plantas de trigo, aunque previno el aumento inducido por salinidad de NO3
- 

y PO4
3- y, redujo la concentración de Cl- simplástico. 
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1.2.1.3. Salinidad y CO2 

 

La calidad nutricional así como el rendimiento de los cultivos de crucíferas o 

el contenido en compuestos bioactivos en bróculi 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 estación del año (Rosa y Rodrigues 2001) y la 

salinidad (Lopez-Berenguer et al. 2009). 

Por otra parte, se sabe que la concentración atmosférica de CO2 tiene 

implicaciones para la agricultura y el medio ambiente en su conjunto, y representa un 

factor ambiental que está 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/). Además, las simulaciones climáticas 

indican un aumento constante de hasta el doble de la concentración que existía en la 

década pasada (Gerber et al. 2004; Norby y Luo 2004). 

Numerosos trabajos han puesto de manifiesto que los niveles elevados de 

CO2 mejoran la fotosíntesis, dando lugar a un crecimiento vigoroso de las plantas y 

un mayor rendimiento (de Souza et al. 2008). El proceso de la fotosíntesis es objetivo 

principal de muchas formas de estrés ambiental, como la salinidad (García-Sánchez 

et al. 2002; Liska et al. 2004; Stepien y Klobus 2006). A concentraciones altas (500 

mM) el NaCl puede inhibir directamente la fotosíntesis (Stepien y Johnson 2009). 

Además, un efecto importante del estrés salino es la alteración del equilibrio hídrico 

(Martínez-Ballesta et al. 2006). Para conservar el agua, las plantas cierran sus 

estomas, lo cual restringe la entrada de CO2 a la planta, reduciendo la fotosíntesis. 

Por lo tanto, es importante saber cómo se afecta la fijación de CO2 con la salinidad.  
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Por otra parte, los glucosinolatos podrían verse afectados por el 

enriquecimiento de CO2 en la atmósfera, ya que éste aumenta el suministro de 

carbono de la planta, diluyendo así su contenido de nitrógeno (Cotrufo et al. 1998). 

Además, se ha observado que a niveles elevados de CO2 (850 µmol mol-1) (Phillips 

et al. 2006) la síntesis de aminoácidos tales como cisteína y metionina aumenta, 

debido al aumento de la fotosíntesis, que a su vez favorece un mayor contenido de 

glucosinolatos alifáticos derivados de estos aminoácidos (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 síntesis 

de aminoácidos azufrados cisteína 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), además de la síntesis del tripeptido 

glutation y otros metabolitos secundarios esenciales, así como de la síntesis de 

compuestos bioactivos como glucosinolatos y compuestos fenólicos. 

Los compuestos biológicos en donde se involucra el S son diversos en tipo y 

complejidad; van desde moléculas pequeñas o medianas (30-70 Daltons), muchas de 

ellas con olores y sabores característicos (como el sulfuro de alilo, responsable del 

olor de los ajos), hasta proteínas y otros polímeros (Benavides 1998). Además, 

aproximadamente un 40 % de las enzimas (entre ellas ferredoxinas, nitrogenasas, 

etc.) dependen para su actividad catalítica de la presencia de grupos sulfidrilo (-SH). 

Dichos grupos proporcionan sitios de unión para metales tóxicos o fisiológicamente 
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importantes. También se sabe que la estructura terciaria y cuaternaria de muchas 

proteínas es resultado de la presencia de puentes disulfuro (-S-S-) formados por la 

oxidación de grupos -SH de la cisteína (Benavides 1998).  

En plantas superiores, el metabolismo del S comienza con la absorción por las 

raíces del SO4
2- inorgánico, transformado en cisteína y varios metabolitos 

secundarios azufrados. La reducción asimilatoria del SO4
2- 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. Así, la investigación sobre este macronutriente en plantas, ha sido 

hasta el momento menor que la realizada por ejemplo para los nutrientes N o P 

(Güsewell et al. 2002; Kerkhoff et al. 2006).  

En las plantas, se sabe desde hace muchos años, que existe una estrecha 

relación 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 proteínas, cuando ambos elementos se encuentran en proporciones 

adecuadas.  

En la actualidad, y debido a la aparición en la agricultura de problemas 

relacionados con la deficiencia de S, su investigación se ha acelerado e intensificado 

de manera importante, y es cuando se está 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 vía de asimilación del SO4
2- 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 absorción del SO4
2- en las células vegetales está facilitada por transportadores de 

SO4
2- (Buchner et al. 2004) (Figura 1.4 [1]). Debido a que es un compuesto muy 

estable e inerte, antes de la reducción del SO4
2-, se tiene que activar a adenosina 5´-

fosfosulfato (APS) por adenilación catalizada por la ATP sulfurilasa (ATPS) (Figura 

1.4 [2]). La APS se reduce a SO3
2- mediante la APS reductasa (APR) (Figura 1.4 

[3]). El SO3
2- se reduce a S2- por ferredoxina dependiente de sulfito reductasa (Figura 

1.4 [4]) y entonces, se incorpora al esqueleto del aminoácido de O-acetilserina 

(OAS), que se sintetiza por la acetilación de la serina por la serina acetiltransferasa 

(SAT) (Figura 1.4 [6]), para formar cisteína en una reacción catalizada por O-

acetilserina (tiol) liasa (Leustek et al. 2000; Kopriva 2006) (Figura 1.4 [5]). 

La asimilación del SO4
2- se limita a los plastidios, sin embargo, algunas 

reacciones se producen también en otros compartimentos. La síntesis de cisteína, por 

ejemplo, se produce en los tres compartimentos capaces de sintetizar proteínas, 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 vía, 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 citosólica y plastidial 

están reguladas de manera diferente, así mientras que la actividad plastidial 
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disminuye con el tiempo, la citosólica es cada vez mayor con la edad de la hoja. Esto 

indica diferentes funciones de la ATPS en los dos compartimentos: una disposición 

de APS para la reducción de SO4
2- para los procesos biosintéticos requeridos para el 

crecimiento en los plastidios, y la participación en la síntesis de compuestos 

secundarios en el citosol (Rotte y Leustek 2000). 

Figura 1.4. Vía de biosíntesis de cisteína, 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] -
glutamilcisteína sintetasa, [8] glutation sintetasa, [9] cistationina -sintetasa, [10] 

-liasa, [11] metionina sintetasa, [12] aspartato kinasa, aspartato 
semialdehído dehidrogenasa, homoserina dehidrogenasa, homoserina kinasa, [13] 
treonina sintetasa. CoA, coenzima A; -EC, -glutamilcisteína, OPHS, O-
fosfohomoserina.  

 

La cisteína es esencial tanto en la estructura como en las funciones catalíticas 

de las proteínas, debido fundamentalmente a que los grupos tioles oxidados de dos 

cisteínas pueden formar un enlace covalente disulfuro. Estos enlaces son los más 
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importantes en el establecimiento de las estructuras terciarias y cuaternarias de las 

proteínas (Benavides 1998). Además, otra función esencial de la cisteína es que 

resulta indispensable, junto al micronutriente hierro, en las reacciones de 

transferencia de electrones en la fotosíntesis y en la respiración. Además, la cisteína 

es el principal donador de S reducido necesario para la síntesis de compuestos 

orgánicos, muy importantes en el metabolismo celular, como por ejemplo vitaminas, 

hormonas, poliaminas, sulfolípidos, moléculas inductoras, y fitoalexinas (Jenkinson 

1988).   

 

Los compuestos orgánicos derivados de la cisteína más estudiados y de mayor 

relevancia biológica son: 

-  El glutation (GSH)  

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

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

 

El glutation (GSH) es un tripéptido sintetizado a partir de aminoácidos 

esenciales. Está formado por un grupo nitrogenado-glutamil, un residuo central de 

cisteína y un grupo terminal carbonado constituido por la glicina. En 1976, 

Rennenberg sugiere al GSH como la molécula de S-reducido implicada en la 

regulación de la absorción y asimilación de SO4
2-. En la actualidad, se ha 

comprobado el papel del GSH como uno de los principales antioxidantes en las 

plantas y precursor del ácido ascórbico, además de su papel como regulador del 

metabolismo del S. Aunque el GSH se encuentra en todos los órganos vegetales, 

existen diferencias de concentración entre órganos e inclusive dentro de cada órgano, 

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 

núcleo a concentraciones muy similares (250 µM), mientras que la mayor parte del 

GSH se presenta en la mitocondria (490 µM) (Zechmann et al. 2008b). La síntesis 

del GSH en las plantas tiene lugar en el cloroplasto y se produce mediante una serie 

de reacciones dependientes del ATP como donador de energía, que se agrupan 

-glutamil. Para la formación del GSH se realizan 

consecutivamente 2 reacciones bioquímicas catalizadas por las enzimas -

-ECS) y la GSH sintetasa (GSH-S) (Figura 1.4). En la 

primera reacción se produce la unión entre el grupo carboxil del glutamato 

(aminoácido procedente del metabolismo nitrogenado) y la cisteína, dando lugar al 

compu -glutamilcisteína. En la segunda reacción la enzima GSH-S cataliza la 

formación del GSH a través de la unión del grupo carboxil de la cisteína, con el 

grupo amino de la glicina (Kopriva 2011). La enzima limitante y clave de este 

-ECS mientras que la importancia de la enzima GSH-S en el proceso 

parece ser menor.  S -ECS 

resulta en un aumento de la absorción de SO4
- y de la actividad de las enzimas 

implicadas en la síntesis de cisteína, como son la ATP-S y la SAT (Figura 1.3). Por 

el contrario, la sobreexpresión de la enzima GSH-S no produce estos efectos (Strohm 

et al. 1995). 

Como se ha dicho anteriormente, el S es precursor de cisteína y metionina, 

aminoácidos implicados en la síntesis de compuestos azufrados (Marschner 1995, 

Scherer 2001). Además, la importancia del S en los mecanismos de tolerancia a la 

salinidad, es más que evidente, por la regulación de diferentes enzimas de 

asimilación de S, bajo estrés salino. López-Berenguer et al. (2007), demostraron que 
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las enzimas implicadas en la asimilación del azufre, aumentaban por la salinidad. Es 

necesario el estudio del metabolismo del S en la fisiología y las respuestas de las 

plantas, a la salinidad y el aumento continuado de la concentración de CO2 

atmosférica, incluyendo las respuestas de las formas orgánicas de S, en estas 

condiciones de elevado CO2 atmosférico y salinidad, pues no se conoce actualmente.  

 

1.3.3. Glucosinolatos 

 

Los Glucosinolatos, también llamados "glucósidos de aceites de mostaza" o 

"tioglucósidos", son metabolitos secundarios aniónicos nitrógeno-sulforados que se 

encuentran casi exclusivamente en la familia Brassicaceae (crucíferas) que incluye 

hortalizas de consumo como la col, la coliflor, el repollo, el bróculi y las mostazas, la 

rúcula, el berro, el rábano, etc. (Fahey et al. 2001; Verkerk et al. 2009). El esqueleto 

básico de los glucosinolatos -D-tioglucosido-N-hidroxisulfato) consiste en un 

grupo -D-tioglucosa, una oxima sulfonada y una cadena lateral derivada de los 

aminoácidos metionina, fenilalanina, o triptófano con una cadena lateral variable 

(Finley 2005) (Figura 1.5). La estructura química de los glucosinolatos y su 

contenido pueden variar entre especies y entre variedades dentro de la misma especie 

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

 

 

 

 
 

Figura 1.5. Esqueleto básico 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, 

diferenciándose en los aminoácidos de su cadena lateral (Fahey et al. 2001, Clarke 

2010).  

 

De acuerdo a la cadena lateral, los glucosinolatos pueden clasificarse 

ampliamente en: 

-Alifáticos 

-Aromáticos  

-Benzoicos 

-Glucosinolatos glicosilados múltiples 

-Glucosinolatos con azufre en su cadena lateral 

-Heterocíclicos o indólicos (Halkier y Gershenzon 2006) 

 

Los glucosinolatos alifáticos poseen un grupo alquilo de cadena lateral y son 

los glucosinolatos derivados de la metionina, a los cuales hacíamos referencia en el 

apartado anterior. Entre ellos, los que contienen azufre son los predominantes. Estos 

glucosinolatos alifáticos a su vez, pueden estar subdivididos en glucosinolatos 

metilsulfanilalquil, metilsulfinilalquil y metilsulfonilalquil, según el estado oxidativo 

del átomo de S. Sin embargo, los glucosinolatos aromáticos son los derivados de los 

aminoácidos aromáticos L-fenilalanina y L-tirosina, y los glucosinolatos indólicos 

son los derivados del aminoácido L-triptófano (Fahey et al. 2001, Clarke 2010).  

Los glucosinolatos  presentan diversas e importantes propiedades fisiológicas. 

Por un lado, constituyen un mecanismo de defensa para la planta contra herbívoros y 

patógenos, ya que altas concentraciones de glucosinolatos producen estrés 

metabólico en herbívoros invertebrados oportunistas (o generalistas) y dañan su 
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crecimiento (Pracros et al. 1992; Zukalová et al. 2010). Además, 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. Clasificación de los glucosinolatos más representativos en bróculi      
según su estructura y sus productos de hidrólisis. 

 
ESTRUCTURA NOMBRE TRIVIAL ISOTIOCIANATO 

ASOCIADO 
Alifáticos Glucoiberina (GI) 

Glucorafanina (GR) 
Glucoerucina (GE) 

Iberina (IB) 
Sulforafano (SFN) 

Erucina (ER) 
Aromáticos Gluconasturtina (GN) Fenetil-iso-tiocianato (PEITC) 
Indólicos Glucobrasicina (GB) 

Neoglucobrasicina (NGB) 
Indol-3-carbinol (I3C) 

 
 

Los glucosinolatos provienen del meta -aminoácidos, a través 

de una serie de reacciones 

transforma en el carbono central del glucosinolato (Mikkelsen et al. 2002). El S 

como constituyente de los aminoácidos metionina y cisteína está directamente 

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

 

La biosíntesis de glucosinolatos puede ser dividida en tres fases (Mithen et al. 

2000; Huamaní-Parado 2009) (Figura 1.6):  

1) Elongación de la cadena lateral de los aminoácidos  

2) Síntesis del glucosinolato a partir del aminoácido modificado 

3) Modificaciones de la cadena lateral de los glucosinolatos 
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Elongación de la cadena lateral de los aminoácidos 

 

En primer lugar, los aminoácidos alifáticos o aromáticos son desaminados 

para formar los correspondientes 2-oxo ácidos (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, c). A continuación, ocurre la 

oxidación y descarboxilación (Figura 1.6, d), donde se pierde el grupo carboxilo del 

aminoácido inicial, y se da lugar a una molécula 2-oxo ácido elongada, que puede 

entrar nuevamente al ciclo de elongación (Figura 1.6, f) o, mediante transaminación, 

formar un aminoácido elongado (Figura 1.6, e). 

 

Síntesis de la estructura básica de los glucosinolatos a partir del aminoácido 

modificado 

 

La biosíntesis de la estructura de glucosinolatos involucra intermediarios 

comunes en todos los glucosinolatos. Los intermediarios en la ruta, desde los 

aminoácidos hacia la estructura básica incluyen N-hidroxi aminoácidos, aldoxinas 

(Figura 1.6, g), aci nitro o componentes óxido de nitrilo (Figura 1.6, h), S- alquil 

tiohidroximatos (Figura 1.6, i), ácido tiohidroxímico (Figura 1.6, j) y finalmente, los 

desulfoglucosinolatos (Figura 1.6, k). Las Citocromo P450, que pertenecen a la 

familia CYP79, catalizan la conversión de los aminoácidos a aldoximas (Wittstock y 

Halkier 2002; Grubb y Abel 2006). La enzima que metaboliza la aldoxina en la vía 

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, l), 

están 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 

homólogos de cadena elongada, están especialmente sujetos a modificaciones 

posteriores; tales como la oxidación sucesiva del átomo 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 bioquímicas de otras 

transformaciones secundarias, tales como la esterificación de los grupos hidroxilos 

libres por ácido benzoico, excepto que esas reacciones siguen la formación del 

esqueleto básico de los glucosinolatos (Graser et al. 2001; Halkier y Gershenzon 

2006). 

 

  Degradación de los glusosinolatos 

 

La degradación de los glucosinolatos (Figura 1.6) se activa con los daños en 

la integridad física de la planta y resulta en una diversidad de compuestos 

isotiocianatos, tiocianatos y nitrilos. Comienza cuando la enzima tioglucósido 

glucohidrolasa (mirosinasa), enzima presente en todas las plantas que contienen 

glucosinolatos, rompe el enlace tioglucósido 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, ñ-o), epitionitrilos (Figura 1.6, p), nitrilos 

(Figura 1.6, q) e isotiocianatos (Figura 1.6, r-s). Estos productos de degradación 

dependen de los glucosinolatos de partida, las condiciones de la reacción (pH e iones 

metálicos) y la presencia de compuestos reactivos añadidos. Los productos de 

degradación más comunes a pH fisiológico son los isotiocianatos, responsables de la 

pungencia de la mayoría de hortalizas del género Brassica (Bones y Rossiter 1996; 

Halkier y Gershenzon 2006). Los isotiocianatos también son agentes preventivos del 

cáncer debido a su capacidad para inducir enzimas de fase II de desintoxicación 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 hidrólisis 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 iniciación, promoción y progresión (Mi et al. 2007; Traka et al. 

2010). 

 

1.3.4. Compuestos fenólicos  

 

Los compuestos fenólicos constituyen un amplio grupo de sustancias 

químicas, consideradas metabolitos secundarios de las plantas (Lule y Xia 2005). 

Harborne (1989) describieron los compuestos fenólicos como estructuras químicas 

formadas por al menos un anillo aromático y un anillo bencéico, con uno o más 

grupos hidroxilos incluyendo derivados funcionales como ésteres, metil ésteres, 

glicósidos, etc.  

Existen estudios que demuestran que las plantas sintetizan compuestos 

fenólicos para protegerse de los herbívoros (Beckman 2000; Franceschi et al. 2005; 
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Pourcel et al. 2007), de las radiaciones UV u otras situaciones de estrés físico 

(Woodall y Stewart 1998; Zagoskina et al. 2003). Otro papel de los compuestos 

fenólicos es el de ser atrayentes de animales polinizadores y/o diseminadores de 

semillas (Taiz y Zeiger 2006). También actúan como señales químicas entre plantas 

y microorganismos simbióticos (Nair et al. 1991), ejercen una función estructural, 

por el efecto de las ligninas en el soporte mecánico 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 fenólicos de las plantas tienen como propiedades generales 

las de ser anticancerígenos y antioxidantes (Yao et al. 2004; Alia et al. 2006), ejercer 

efectos quelantes y modular la actividad de varios sistemas enzimáticos, 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.  

 

Según Harborne (1989), los compuestos fenólicos se pueden agrupar en 

diferentes clases dependiendo de su estructura química básica (Martínez-Valverde et 

al. 2000):  

 

Fenoles, ácidos fenólicos y ácidos fenil-acéticos 

 

En este grupo se encuentran los fenoles simples como el fenol, cresol, timol y 

resorcinol, que están ampliamente distribuidos entre todas las especies vegetales; los 

ácidos fenólicos tales como el gálico, vainillínico, p-hidroxibenzoico, y los aldehídos 

como la vainillina, también son abundantes en plantas superiores y helechos. Por el 
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contrario existe poca información en la literatura científica sobre los ácidos fenil-

acéticos en los vegetales (Wightman y Lighty 1982).  

 

Ácidos cinámicos, cumarinas, isocumarinas y cromonoles 

 

Los ácidos cinámicos (cafeíco, ferúlico, p-cumárico y sinápico) se encuentran 

por regla general en forma de derivados glucosilados. Así, Belitz y Grosch (1988) 

establecieron que el ácido caféico se encuentra esterificado con el ácido quínico 

como ácido clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénico y criptoclorogénico. 

Además, por primera vez en 1999, Clifford estableció el bróculi y otras crucíferas 

como la fuente principal de ésteres y glicósidos del ácido sinápico.  

Por otro lado, Bravo (1998) propuso que las cumarinas e isocumarinas se 

encuentran generalmente en forma de glicósidos, 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 y neolignanos  

 

Metabolitos de las plantas de bajo peso molecular. Son monómeros y dímeros 

del ácido hidroxicinámico y también del alcohol cinámico, propenilbenceno y 

alilbenceno (Chesson et al. 1997). El término lignano se aplica cuando el compuesto 

está formado a partir de uniones entre el ácido y/o el alcohol, mientras que cuando se 

unen las moléculas de propenilbenceno y/o alilbenceno, la molécula resultante se 

denomina neolignano (ver índice de Merck 1983). 
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Flavonoides 

 

Los flavonoides constituyen el grupo más importante dentro de esta 

clasificación, dividiéndose en varias subclases con más de 5000 compuestos, siendo 

los polifenoles los más 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 básica presenta o permite una multitud de 

sustituciones y variaciones en el anillo pirano dando lugar a flavonoles, flavonas, 

flavanonas, flavan-3-oles, isoflavonoides, 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 glicósidos, son los compuestos más abundantes en los vegetales (Prior et al. 

2006).  

En la composición del bróculi, se encuentran varios metabolitos secundarios 

de tipo flavonoide, siendo los flavonoles los mayoritarios. Los glicósidos más 

abundantes encontrados en bróculi son los soforósidos 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 más 

importante y son considerados también como componentes multifuncionales de los 

alimentos debido a su actividad antioxidante y a otras propiedades biológicas 

beneficiosas (Drabent et al. 1999; Sadilova et al. 2006). Están presentes en casi todas 

las plantas y en todas sus partes, sobre todo en flores y frutos. Su estructura 

corresponde a heterósidos formados por la combinación de una aglicona 
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(antocianidina) y de un azúcar (generalmente la glucosa). Además, su contribución a 

la pigmentación de los alimentos vegetales está claramente reconocida. Son 

responsables de los colores rojo, azul, violeta y púrpura de la mayoría de las plantas 

y de sus productos (Andersen 2001). 

 

Taninos 

 

Los taninos son compuestos fenólicos hidrosolubles con un peso molecular 

comprendido entre 500 y 3000 Da. Estos compuestos contienen un gran número de 

grupos hidroxilo, entre otros grupos funcionales (1 a 2 por l00 Da), siendo por tanto 

capaces de unirse a proteínas y a otras macromoléculas. Los taninos pueden 

clasificarse en dos grupos: taninos hidrolizables y no hidrolizables o taninos 

condensados. Los taninos condensados tienen como núcleo central un alcohol 

polihídrico como la glucosa, y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados 

parcial o completamente bien con el ácido gálico o bien con el ácido 

hexahidroxidifenico, formando los galotaninos y elagitaninos, respectivamente. Tras 

la hidrólisis con ácidos, bases o ciertas enzimas, los galotaninos dan glucosa y ácido 

gálico (Chung et al. 1998). 

Los compuestos fenólicos se sintetizan a través de numerosas rutas y por eso 

constituyen un grupo tan heterogéneo desde el punto de vista metabólico. Las dos 

rutas metabólicas básicas implicadas son:  

- La ruta del ácido siquímico (importante en plantas superiores)  

- La ruta del ácido malónico (Taiz y Zeiger 2002) 
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 La ruta del ácido siquímico convierte los carbohidratos sencillos, procedentes 

de la glicólisis y la ruta de las pentosas fosfato, en aminoácidos aromáticos 

(fenilalanina, tirosina y triptófano) (Herrmann y Weaver 1999). Esta ruta une el 

metabolismo de los carbohidratos con la biosíntesis de los compuestos aromáticos. 

En una secuencia de 7 pasos metabólicos, el fosfoenolpiruvato y la eritrosa-4-fosfato 

son convertidos en corismato, el precursor de muchos metabolitos aromáticos 

secundarios y de los aminoácidos aromáticos, del que darán lugar los distintos 

compuestos fenólicos o, como se ha dicho en el apartado anterior, incorporándose a 

la ruta de síntesis de glucosinolatos, podrán ser los precursores de los glucosinolatos 

aromáticos e indólicos (Fahey et al. 2001).  

La ruta del siquímico solamente se encuentra en microorganismos y plantas, 

nunca en animales, ya que los animales no son capaces de sintetizar los 3 

aminoácidos aromáticos. 
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2. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

 

2.1. Justificación 

 

El bróculi (Brassica oleracea var. Italica) es una hortaliza que ha ganado 

relevancia científica y social en los últimos años, gracias a numerosos estudios 

científicos 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 fenólicos, con numerosas evidencias acerca de su 

potencial en la prevención de muchas enfermedades degenerativas y diversos tipos 

de cáncer. 

 

La Región de Murcia es el área de producción principal a nivel nacional. La 

tolerancia del bróculi al clima semiárido y a la escasez de agua de riego en las zonas 

de cultivo, ha provocado una sobreexplotación de los recursos hídricos subterráneos 

provocando un problema creciente de contaminación salina de los acuíferos. A su 

vez se ha producido un incremento de la búsqueda de recursos hídricos alternativos 

como son las aguas procedentes de desaladoras. El bróculi, que presenta mayor 

tolerancia a la salinidad que otros vegetales como la lechuga o el maíz, ve afectada 

su composición en nutrientes y compuestos bioactivos en función de las condiciones 

ambientales y las técnicas de producción. Se necesita más información sobre el 

efecto de los parámetros ambientales, en especial bajo condiciones desfavorables de 

estrés abiótico, sobre la acumulación de nutrientes y compuestos bioactivos en el 

bróculi como el S, ligado a la formación y degradación de compuestos beneficiosos 
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para la salud como son los glucosinolatos, así como a la respuesta de  compuestos 

fenólicos y nutrientes.  

 

Existe una interacción entre los nutrientes minerales y el estado hídrico de la 

planta, por lo que ambos aspectos son fundamentales para entender la respuesta de 

las plantas al estrés y su adaptación al medio. En este contexto, las acuaporinas 

juegan un papel importante en la respuesta al estrés salino y a otros estreses 

abióticos, regulando el transporte de agua a través de las membranas. Se hace 

necesario conocer las respuestas bioquímicas y fisiológicas del bróculi en dichas 

condiciones adversas. 

 

Por lo tanto, el bróculi, 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 abiótico, que 

alterarán su equilibrio hídrico y nutricional. Los resultados que se obtendrán serán de 

gran aplicabilidad en las áreas de agricultura y alimentación. 

 

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 bróculi a nivel fisiológico, así como sobre su calidad nutricional. Se 

estudiarán por tanto, las variaciones de los nutrientes y los compuestos bioactivos y 

las posibles alteraciones celulares a nivel de la membrana plasmática y expresión de 

acuaporinas en dichas condiciones, para ver su relación con otros parámetros 

fisiológicos. 

 

Para la consecución de este objetivo general se llevarán a cabo diferentes 

estudios y trabajos experimentales, para comprobar la hipótesis de partida y para este 

fin, se plantearon los siquientes objetivos parciales: 

 

2.2.2. Objetivos parciales 

 

 Estudiar el efecto de las condiciones ambientales, sobre las respuestas 

fisiológicas y la absorción de nutrientes, en nuevas variedades de bróculi 

violeta características de latitudes frías. Estudio de las variaciones de los 

compuestos bioactivos, con el fin de poder establecer los parámetros de 

calidad y el valor nutritivo de estos nuevos cultivares, en comparación con 

variedades de bróculi verde tradicional, de gran importancia económica en la 

Región de Murcia.  

 

 Caracterizar el perfil de los compuestos bioactivos del bróculi por medio del 

análisis de la vitamina C, los glucosinolatos y los compuestos fenólicos 

(ácidos hidroxicinámicos, flavonoides, flavonoles y antocianos). 
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 Caracterizar a nivel fisiológico y molecular, el bróculi cultivado con agua de 

baja calidad, mediante el estudio fisiológico del efecto combinado del estrés 

por exceso de boro y salinidad, sobre las relaciones hídricas, el transporte de 

agua y la absorción de nutrientes, mediante el estudio bioquímico del efecto 

del exceso de boro y la salinidad sobre la membrana plasmática, las 

acuaporinas y los compuestos bioactivos, con el fin de definir parámetros de 

cultivo como herramientas para mejorar la calidad nutricional del bróculi. 

 

 Determinar el efecto de la interacción del CO2 y la salinidad en plantas de 

bróculi, con el estudio bioquímico y fisiológico de la respuesta a la elevada 

concentración de CO2 y salinidad, y cuantificar la magnitud de estos estreses 

sobre el metabolismo del azufre. 

 

 Evaluar la producción de isotiocianatos de diferentes fuentes de 

glucosinolatos comparando entre cultivares de bróculi experimentales y 

distintas muestras comerciales, para investigar su potencial biodisponibilidad 

en el organismo. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

3.1. Material Vegetal 

 

La especie hortícola objeto de estudio es el bróculi (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, España) (Figura 

3.1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. Inflorescencia característica de 
Brassica oleracea L., var. Itálica cv. Naxos. 

 

2. Viola. Procedente de Thompson & Morgan (Reino Unido) (Figura 3.2). 

Se emplearon 3 cultivares diferentes según su ciclo de crecimiento: 

o Bróculi púrpura Rudolph de geminación extra temprana (EEP). 

o Bróculi púrpura de germinación temprana (EP). 

o Bróculi púrpura de germinación tardía (LP). 
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Figura 3.2. Inflorescencia característica de 
Brassica oleracea L., var. Italica cv. Viola. 

 

Además de semillas y plantas de bróculi experimentales, se utilizaron 

diferentes muestras comerciales de ingredientes elaborados a partir de la planta de 

bróculi, con el fin de poder comparar su composición y biodisponibilidad, obtenidas 

de AQP&Ingredients S.L. (Murcia) y Draco Natural Products, Inc. (San Jose, 

California, USA). Además, se utilizaron muestras adicionales de origen comercial de 

polvo de maca (Lepidium meyenii -

así como muestras de maca producida naturalmente (crecimiento local) (Lima, Perú), 

por sus perfiles de composición en glucosinolatos y producción industrial diferentes 

a las del bróculi.  

 

3.2. Germinación y cultivo de las plantas 

 

Las semillas de bróculi se prehidrataron en agua desionizada, durante 2 horas 

en solución de NaClO 0.5 % para descontaminarlas y a continuación, hasta 24 horas, 

para inducir su germinación. Se colocaron en bandejas con vermiculita en una 

cámara de germinación a 28 ºC durante 3 días y en oscuridad (Figura 3.3).  
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Figura 3.3. Germinación de semillas de bróculi en vermiculita. 

 

Las semillas ya germinadas, se transfirieron a una cámara de cultivo con 

condiciones controladas, con un ciclo de 16 horas de luz  8 horas de oscuridad, 

temperatura ambiente de 25  18 ºC y humedad relativa (HR) de 60  80 % 

respectivamente. La radiación fotosintéticamente a -2s-

1, suministrada por una combinación de tubos fluorescentes (Philips TLD 36W/83 

Alemania y Silvana F36W/GRO, USA) y lámparas halógenas (Osram HQI.T 400W, 

Alemania). Después de 3-5 días, y con la aparición de las primeras hojas verdaderas, 

se transplantaron a un cultivo hidropónico (Figura 3.4). Para ello, se colocaron en 

contenedores opacos de 15 L con disolución nutritiva ½ Hoagland: KNO3 (6 mM), 

Ca(NO3)2 (4 mM), KH2PO4 (1 mM), MgSO4 (1 mM), H3BO3 4 (2 

4 4 4)6Mo7O24 -

y aireación continua. 
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Figura 3.4. Plantas de bróculi en cultivo 
hidropónico. 

 

A los 15 días en hidroponía, cuando las plántulas ya tenían 22-24 días de 

edad, se aplicaron los distintos tratamientos y generalmente, la recolección de los 

tejidos así como las medidas fisiológicas de las plantas, se realizaron 15 días después 

de la aplicación de dichos tratamientos. La disolución nutritiva se reemplazaba 

completamente una vez a la semana y 3 días antes de cada experimento. Los distintos 

tratamientos aplicados, así como las condiciones de cultivo y experimentales, se 

describirán posteriormente en cada capítulo de forma específica. 

 

3.2.1. Condiciones experimentales en exterior 

 

Después de 24 días en hidroponía (Días 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 empleó la misma solución Hoagland 

para el riego (realizada 2 veces por semana). Diariamente (Tabla 3.1), se midió 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).  

 

 

 

El rango de temperatura del aire fue 18-20 ºC (máximo) y 2-10 ºC (mínimo) 

mientras que la humedad relativa (HR) fue de 70-100 % (máximo) y 20-40 % 

(mínimo) y la Radiación Fotosintéticamente Activa (PAR) estaba en torno a 1000 

mol m-2 s-1 durante los primeros 43 DAT con una reducción hasta 500 mol m-2 s-1 

en 41-71 DAT seguido de un aumento de hasta 1500 mol m-2 s-1 al final del cultivo 

(Tabla 3.1).  

 

3.2.2. Condiciones experimentales en invernadero 

 

Después de 24 días en hidroponía (Días 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 empleó la misma solución Hoagland 

para el riego (realizada 2 veces por semana). Diariamente se midió la temperatura y 

la Humedad Relativa (RH) en el cultivo usando un registrador de datos que tomaba 

Tabla 3.1. Condiciones experimentales (día / noche) para el cultivo al aire libre de bróculi de 
Diciembre de 2009 a Marzo de 2010, en un entorno no controlado con clima Mediterráneo del 
SE español (Murcia). 
Edad de la planta (DAT)a 0 1 a 12 13 a 43 44 a 71 72 a 95 

Temperatura del aire ( C)b 17.3/-1.7 20.4/3.7 16.7/-0.3 17.9/1.7 19.8/0.9 

Humedad Relativa (%)b 21.6/67.3 35.4/80.1 23.1/83.2 21.2/80.0 21.8/88.9 

PAR ( mol m-2 s-1)b 947 1162 1049 553 1482 

aDías Después del Transplante (DAT); 31 días de edad = 0 DAT.  
bValores medios del período de tiempo. 
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las medidas cada 30 minutos (Tinytag, Germini Dataloggers, AFORA, Murcia). La 

humedad registrada en el invernadero era de 50/80 % (día/noche) y la temperatura 

del aire presentó un rango máximo de 20-28 ºC y mínimo de 14-18 ºC. La Radiación 

Fotosintéticamente Activa (PAR) se redujo en un 58% con respecto a la PAR 

obtenida en condiciones de exterior (Ver punto anterior). 

 

3.3. Determinaciones analíticas 

 

3.3.1. Determinación de biomasa 

  

 Para las determinaciones de biomasa en la recolección, las plantas fueron 

limpiadas cuidadosamente, de cualquier resto de sustrato, ya fuera sustrato inerte o 

hidroponía. Cada planta se separó en raíz, tallo, hojas e inflorescencia (si lo hubiera) 

y se midió el peso fresco (PF g-1 planta). 

A continuación se midió el peso seco (PS) del material vegetal introduciendo 

las muestras en una estufa de aire forzado a 70 ºC durante un mínimo de 3 días hasta 

alcanzar un peso constante. 

 

3.3.2. Área foliar 

 

 Se estimó el área foliar de cada planta a lo largo del experimento, para ello se 

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

debidamente etiquetada con anterioridad, dibujando el contorno foliar en una 

transparencia. A continuación se escanearon todos los contornos foliares 
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pertenecientes a cada planta y se determinó el área (cm-2) con el software IMAGEJ 

(Li-Cor Model Li-3100 AreaMeter, Tecnoquim S.L., Murcia, España).  

 

  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 ºC en oscuridad, durante 24 horas.  

Después de esto, el sobrenadante se transfirió a un tubo de ensayo y el 

contenido en pigmentos (clorofila A, clorofila B y carotenoides) se midió con un 

espectrofotómetro (modelo Spectronic Helios Alpha UV-Vis, Thermo Scientific, 

Loughborough, Inglaterra) a una longitud de onda de 470 nm, 653 nm y 666 nm. 

La concentración de clorofilas y carotenoides (µg cm-2) se determinó 

utilizando las ecuaciones de Wellburn (1994): 

 

Clorofila A:  

 

 

Clorofila B: 

 

 

Carotenoides:  

 

 

   

nmnm AAClorA 653666 34.765.15

nmnm AAClorB 666653 21.1105.27

221

92.1286.21000 470 ClorBClorAA
Car nm
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3.3.4. Nutrientes 

 

3.3.4.1. Cationes y elementos totales 

 

 Se analizó la concentración de los macronutrientes (calcio (Ca), potasio (K), 

magnesio (Mg), sodio (Na), fósforo (P) y azufre (S) y de los micronutrientes (boro 

(B), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn), níquel (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 tamaño de 

partícula. Las muestras (100 mg) se sometieron a una digestión ácida de HNO3
 

concentrado y HClO4 (2:1) en un horno de microondas (CEM Mars Xpress, 

Matthews, NC, EE.UU.), llegando a 200 ºC en 20 minutos y manteniéndolas a esta 

temperatura durante 2 horas. Las concentraciones de los elementos se determinaron 

mediante espectrometría de emisión óptica 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 comparación de 

áreas de los picos con los de los estándares conocidos.  

 

3.3.4.2. Contenido de aniones 

 

Para la determinación de los aniones (Cl-, NO3
-, PO4

3-, SO4
2-), se pesaron 50 

mg de material vegetal seco molido, a los que se añadieron 10 mL de agua 

bidestilada. Se pusieron en agitación durante 30 minutos para que la mezcla quedara 

homogénea y posteriormente, se centrifugaron a 4 ºC, a 3000 g y durante 20 minutos, 
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usando una centrífuga Universal Hettich 132R (Tuttlingen, Alemania). Se recogió el 

sobrenadante para las determinaciones y se filtró a través de filtros de membrana de 

PVDF con un tamaño de poro de 0.2-

UK). Para determinar las concentraciones de aniones se utilizó un cromatógrafo 

iónico Dionex D-100 (Sunnyvale, CA) con una columna Ionpac AS12A (4 x 250 

mm) (10-32) y una pre-columna AG 14 (4 × 50 mm). El flujo de la fase móvil fue de 

1.5 mL min-1 y la composición del eluyente fue de 2.7 mM Na2CO3 y 0.3 mM 

NaHCO3. La concentración de Cl-, NO3
-, PO4

3- y SO4
2- se determinó con el programa 

de cromatografía Chromeleon/Peaknet 6.40 por comparación de las áreas de los 

picos de patrones con concentraciones conocidas (Equilabo, Las Torres de Cotillas, 

Murcia, España). 

 

3.3.4.3. Determinación de carbono y de nitrógeno totales 

  

Para realizar el análisis de carbono (C) y nitrógeno (N) total, las muestras 

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

GmbH & Co. KG, Staufen, Alemania) hasta un tamaño de partícula 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, Milán, Italia) (Figura 3.5). 

 

3.3.5. Parámetros de intercambio gaseoso 

 

 Tanto la asimilación neta de CO2 (ACO2) como la conductancia estomática 

(GS) y la transpiración de la hoja (E), se midieron utilizando un sistema configurado 

de fotosíntesis portátil (modelo LCA-4; ADC Bioscientific Ltd. Hoddesdon, Reino 

Unido) con una cámara foliar PLC-4N (con una superficie para la hoja de 11.35 cm2) 

para un sistema abierto (Figura 3.6). Se utilizaron las hojas jóvenes completamente 

expandidas.  

Las mediciones se realizaron una vez al día 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 más altos, y sólo se midió en los días 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 portátil de medición de 
fotosíntesis. 
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Por otra parte, la eficiencia de uso del agua (Water Use Efficiency, WUE) se 

determinó como la relación entre la transpiración y la asimilación neta de CO2 o tasa 

fotosintética (Xu y Zhou 2008). 

 

3.3.6. Medidas de relaciones hídricas 

 

3.3.6.1. Conductancia hidráulica de raíz (L0) 

 

 La conductancia hidraúlica de las raíces se midió mediante la cámara de 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.7. Cámara de Scholander para la determinación de la L0. 
 

 
La cámara de Scholander se compone de un envase de acero que tiene en la 

tapa una entrada con un tapón de goma perforado para ubicar el órgano de estudio. 

En el extremo del cilindro se encuentra la entrada de la presión de aire comprimido 

regulado por un manómetro. El día previo a las mediciones, se separaron las plantas 

en contenedores individuales para evitar que las raíces se enredaran entre sí y se 

rompieran.  
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En el momento del análisis, se cortó la parte aérea de cada planta, y se colocó 

la raíz dentro de la cámara de presión con la misma disolución nutritiva en la que 

había estado creciendo, quedando el hipocotilo en el exterior de la cámara. El 

hipocotilo ha de quedar bien ajustado con el tapón de goma del sistema para evitar 

cualquier escape de la presión que se aplique. La cámara se cerró herméticamente y 

se aumentó gradualmente la presión (desde 0.1 a 0.5 MPa) a las raíces cortadas. El 

flujo del xilema generado equivale al flujo de transpiración de la planta completa. En 

las medidas con cámara de presión, se asume que existe un equilibrio entre la presión 

negativa del xilema y la presión que fuerza a la salida del agua de las células a los 

vasos (Mota-Cadenas 2011, Ph. D. Thesis).  

El xilema se recogió en tubos Eppendorf y se pesaron en balanza de precisión 

(+/- 10 mg, ALC-210.4, Acculab, Sartorius Group, Goettingen, Germany). El flujo 

(Jv) se expresó en mg (g peso fresco de la raíz)-1 hora-1 y se representó frente a la 

presión (MPa), donde la pendiente representa el valor de la conductividad hidráulica 

de la raíz (L0) (mg (g peso fresco de la raiz)-1 hora-1 MPa-1).  

Las medidas de conductancia hidráulica se realizaron a mitad del fotoperiodo 

y dos semanas después de la aplicación de los tratamientos.   

 

  3.3.7. MSI. Índice de estabilidad de la membrana plasmática 

 

El índice de estabilidad de la membrana plasmática se calculó a partir de 

muestras de 200 mg de raíz, que se dividieron en dos submuestras y se pusieron en 

tubos que contenías 10 mL de agua bidestilada.  

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

baño de agua, y la conductividad eléctrica de la solución se registró como C1. El 
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segundo grupo, se colocó en un baño de agua a 100 ºC durante 10 minutos, y la 

conductividad eléctrica resultante fue conocida como C2.  

El índice de estabilidad de la membrana plasmática se calculó usando la 

siguiente ecuación (Sairam 1994):  

 

 

 

 

3.3.8. Determinación de actividades enzimáticas 

  

3.3.8.1. Actividad Serina Acetiltransferasa (SAT) 

 

El método de determinación de la SAT, se basó en la formación de cisteína 

por la enzima medida con el Reactivo de Ninhidrina. Se determinó de acuerdo con el 

método descrito por Nakamura et al. (1987). La enzima interviene en la siguiente 

reacción:  

 

 

Las muestras de hojas jóvenes plenamente desarrolladas (0.25 g PF) se 

homogeneizaron con 2.5 mL de tampón fosfato potásico 0.2 M (pH 8) que contenía 

2-mercaptoetanol 10 mM y EDTA 0.5 mM. El homogenado se filtró a través de una 

malla de nylon (100 µm) y se centrifugó a 10000 g durante 10 minutos a 4 ºC. El 

extracto filtrado se utilizó para la determinación de SAT.  

3PO4 2 mM, 

2 BSA (albúmina de suero 

100
2
1

1(%)
C

C
MSI

CoASHserinaacetilOCoAAcetilSerina
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bovino) 

incubó durante 20 minutos a 25 ºC. La reacción se detuvo al poner los tubos en hielo 

 

A continuación, se centrifugó la muestra a 15000 g durante 3 minutos y se 

tomó una alícuot eactivo de 

Ninhidrina (Gaitonde 1967). La mezcla se calentó a 100 ºC durante 10 minutos y 

99.5 % y pasados 15 

minutos, se determinó la absorbancia a 560 nm.  

La curva de calibración se realizó con el mismo procedimiento sustituyendo 

la cantidad de extracto enzimático por cisteína. Se empleó una solución madre de 

cisteína para obtener un rango de concentraciones de 10 a 660 nmol de cisteína. La 

solución madre se disolvió en el tampón de extracción (tampón fosfato potásico 0.2 

M, pH 8). La actividad se expresó como mmoles de cisteína mg proteína-1. 

 

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

 

Al igual que en la anterior actividad, el método de determinación de la 

actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa se basó en la formación de cisteína por la 

enzima medida con el Reactivo de Ninhidrina.  

Se determinó de acuerdo con el método descrito por Nakamura et al. (1987) 

modificado por Stuiver y De Kok (2001). La enzima interviene en la siguiente 

reacción: 

 

 
acéticoCisteínaSserinaacetilO 2
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Las muestras de hojas jóvenes plenamente desarrolladas (1 g PF) se 

homogeneizaron con 10 mL de tampón fosfato potásico 0.2 M (pH 8) que contenía 2-

mercaptoetanol 10 mM y EDTA 0.5 mM. El homogenado se filtró a través de una 

malla de nylon (100 µm) y se centrifugó a 10000 g durante 15 minutos a 4 ºC. El 

extracto filtrado se utilizó para la determinación de OASTL.  

-HCl (pH 

7.5) 0.2 M, DTE (ditioeitol) 0.01 M, O-acetil-L-serina-HCl 7.8 mM, Na2S 2.7 mM y 

una 

durante 30 minutos a 25 ºC. La reacción se detuvo al poner los tubos en hielo y 

 

A continuación, se centrifugó la muestra a 15000 g durante 3 minutos y se 

tomó eactivo de 

Ninhidrina (Gaitonde, 1967). La mezcla se calentó a 100 ºC durante 30 minutos y 

 % y pasados 15 

minutos, se determinó la absorbancia a 560 nm.  

La curva de calibración se realizó con el mismo procedimiento sustituyendo 

la cantidad de extracto enzimático por cisteína. Se empleó una solución madre de 

cisteína para obtener un rango de concentraciones de 10 a 660 nmol de cisteína. La 

solución madre se disolvió en el tampón de extracción (tampón fosfato potásico 0.2 

M (pH 8)). La actividad se expresó como mmoles de cisteína mg proteína-1. 
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3.3.8.3. Actividad ATP sulfurilasa 

 

La actividad ATP sulfurilasa fue medida por la formación de pirofosfato 

dependiente de molibdato tal y como describe Lappartient y Touraine (1996), que se 

representa por la reacción en la que actúa la enzima: 

 

 

Las muestras de hojas jóvenes plenamente desarrolladas (0.5 g PF) se 

homogeneizaron con 2.5 mL de tampón de maceración que consistió en Tris-HCl 20 

mM (pH 8) que contenía Na2EDTA 10 mM y DTT (ditioetriol) 2 mM, junto con 

0.025 g mL-1 de PVP (polivinilpirrolidona) insoluble. El homogenado se filtró a 

través de una malla de nylon (100 µm) y se centrifugó a 20000 g durante 10 minutos 

a 4 ºC. El extracto filtrado se utilizó para la determinación de la actividad ATP 

sulfurilasa.  

-HCl 80 

mM (pH 8), MgCl2 7 mM, Na2MoO4 5 mM, ATP (adenosín trifosfato) 2 mM, 0.032 

unidades mL-1 de pirofosfatasa inorgánica libre de sulfato disueltos en Tris-HCl 80 

 

to 

2MoO4 5 mM que se 

sustituyó por tampón Tris-HCl 80 mM (pH 8). Todos los tubos se incubaron durante 

5 minutos a 37 ºC. La reacción se detuvo al poner los tubos en hielo y adicionarles 

 

(Na2MoO4, Na-L-ascórbico y H2SO4 concentrado).  

PPiAPSMgATPSO
2

4
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Tras agitación durante 10 minutos, se determinó colorimétricamente el color 

azul a una longitud de onda de 660 nm frente a una curva patrón donde las diferentes 

concentraciones de Pi se prepararon con el tampón de maceración. Se empleó una 

Pi.  

Finalmente, la actividad ATP sulfurilasa se calculó mediante la diferencia 

entre el valor de muestra con la mezcla de reacción completa y la mezcla de reacción 

sin Na2MoO4 5 mM. La actividad se expresó como mmoles de Pi mg proteína-1. 

 

3.3.8 - -EC 

sintetasa) 

 

-glutamilcisteina sintetasa consistió en la medida del Pi 

liberado tras la hidrólisos del ATP por la enzima.  

La extracción se basó en el método de Rüegsegger y Brunold (1992) y la 

cuantificación estuvo basada en el método de Cobbett et al. (1998). La enzima 

interviene en la siguiente reacción: 

 

Glutamina PiADPECATPCisteína  

 

Las muestras de hojas jóvenes plenamente desarrolladas (0.5 g PF) se 

homogeneizaron con 2.5 mL de tampón de maceración que consistió en Tris-HCl 0.1 

M (pH 8) que contenía EDTA 5 mM. El homogenado se filtró a través de una malla 

de nylon (100 µm) y se centrifugó a 30000 g durante 10 minutos a 4 ºC. El extracto 

filtrado se utilizó para la determinación de la actividad -EC sintetasa.  
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ES-NaOH 

100 mM (pH 8), MgCl2 40 mM, L-glutamina 30 mM, L-cisteína 0.8 mM, DTT 0.4 

mM, ATP 5 mM, PEP (fosfoenolpiruvato) 5 mM y una cantidad apropiada de 

 

ºC. La reacción se d

2MoO4, Na-L-

ascórbico y H2SO4 concentrado).  

Tras agitación durante 10 minutos, se determinó colorimétricamente el color 

azul a una longitud de onda de 660 nm frente a una curva patrón donde las diferentes 

concentraciones de Pi se prepararon con el tampón de maceración.  

Se hizo también un control de cada muestra para ver el Pi del extracto crudo, 

en cuyo caso se paró la reacción inmediatamente tras la adición del extracto (sin 

incubar). Se empleó una solución madre de Pi para obtener un rango de 

 

Finalmente, la actividad glutation sintetasa correspondió a la diferencia entre 

el valor de muestra con la mezcla de reacción incubada y la mezcla de reacción sin 

incubar. La actividad se expresó como mmoles de Pi mg proteína-1. 

 

3.3.8.5. Actividad Glutation Sintetasa (GluS) 

 

La actividad glutation sintetasa consistió en la medida del Pi liberado tras la 

hidrólisos del ATP por la enzima.  

La extracción estuvo basada en el método de Rüegsegger y Brunold (1992) y 

la cuantificación se basó en el método de Cobbett et al. (1998).  
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La enzima interviene en la siguiente reacción: 

 

 PiADPGlutationATPGlicinaEC  

 

Las muestras de hojas jóvenes plenamente desarrolladas (0.5 g PF) se 

homogeneizaron con 2.5 mL de tampón de maceración que consistió en Tris-HCl 0.1 

M (pH 7.5) que contenía MgCl2 10 mM y EDTA 1 mM. El homogenado se filtró a 

través de una malla de nylon (100 µm) y se centrifugó a 30000 g durante 20 minutos 

a 4 ºC. El extracto filtrado se utilizó para la determinación de la actividad glutation 

sintetasa.  

-HCl 90 

mM (pH 8.4), MgCl2 -glutamilcisteina 0.5 mM, 

DTT 4 mM, ATP 7 mM, PEP 5 mM y una cantidad apropiada de extracto enzimático 

 ºC. La reacción se 

detuvo al poner los tubos 

2MoO4, sodio-L-ascórbico y H2SO4 

concentrado).  

Tras agitación durante 10 minutos, se determinó colorimétricamente el color 

azul a una longitud de onda de 660 nm frente a una curva patrón donde las diferentes 

concentraciones de Pi se prepararon con el tampón de maceración.  

Se hizo también un control de cada muestra para ver el Pi del extracto crudo, 

en cuyo caso se paró la reacción inmediatamente tras la adición del extracto (sin 

incubar). Se empleó una solución madre de Pi para obtener un rango de 

concentraciones de 10 a 100 

correspondió a la diferencia entre el valor de muestra con la mezcla de reacción 



Material y Métodos 

68 
 

incubada y la mezcla de reacción sin incubar. La actividad se expresó como mmoles 

de Pi mg proteína-1. 

 

3.3.8.6. Actividad Mirosinasa 

 

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

El análisis de la actividad mirosinasa se basó en la disminución de la 

absorbancia a 227 nm medida en un espectrofotómetro con luz UV (Shimadzu, 

Kyoto, Japón), resultado de la hidrólisis enzimática de sinigrina (Palmieri et al. 

1982).  

 Se homogeneizaron 300 mg de material vegetal congelado en nitrógeno 

líquido con 1 mL de tampón citrato-fosfato 30 mM (pH 7) que contenía EDTA 1 

mM. El homogenado se filtró por malla de nylon (100 µm) y se centrifugó a 30000 g 

durante 4 minutos a 4 ºC. El extracto filtrado se utilizó para la determinación de la 

actividad mirosinasa.  

La mezcla de reacción con un volumen final de 1.5 mL (25 ± 1 ºC) fue 

preparada con 1.35 mL de buffer citrato-fosfato  30 mM (pH 7), EDTA 1 mM y 100 

agitó en vórtex durante 5 segundos y transferida a microcuvetas de cuarzo (13 x 100 

mm) específicas para el espectrofotómetro (V-630 UV-VIS Spectrophotometer, 

Jasco Analytical Instrument, Easton, Maryland, Estados Unidos).  

Como referencia se usó una mezcla de reacción sin sinigrina, que fue 

estabilización del espectrofotómetro y se midió la absorbancia durante 5 minutos. La 

actividad se midió en la fase lineal de la curva que representó la disminución de la 
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sinigrina en la mezcla de reacción. Se empleó la fórmula descrita anteriormente por 

Li y Kushad (2004): 

 

 

 

 Teniendo en cuenta que: 

- -1 cm-1 (Palmieri et al. 

1982).  

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

-El volumen total del ensayo (VA) fue 1.5 cm3. 

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

-El volumen de la solución de enzima (VE  

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

 

 

La concentración de proteínas del extracto crudo se determinó utilizando el 

kit de ensayo Bio-Rad (Laboratorios Bio-Rad, Hercules, CA, USA) el cual está 

basado en el método de Lowry (Lowry et al. 1951). La albúmina de suero bovino se 

usó para la realización de la curva estándar a fin de determinar la concentración de 

proteína expresada como mg de proteína por g de peso fresco y, se usó en la 

determinación de la actividad específica (U mg  de proteína). La actividad se 

expresó como mmoles de sinigrina mg proteína-1. 
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3.3.9. Determinación del contenido de glutation (GSH) 

 

El GSH total se determinó de acuerdo con el método descrito por Ruíz y 

Blumwald (2002). Para la determinación de GSH total, el tejido foliar se extrajo con  

ácido m-fosfórico (pH 2,8) 6 %, que contenía EDTA 1 mM. El GSH total se midió 

en una mezcla de reacción que consistió en 400 µl de reactivo A (Na2HPO4.7H2O 

110 mM, NaH2PO4.H2O 40 mM, EDTA 15 mM y 5,5-ditiobis (ácido 2-

nitrobenzoico) 0.3 mM), 320 µl 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 µl de una dilución 1:50 del extracto foliar en Na2HPO4 (pH 7,5) 5 %, 

preparado inmediatamente antes de iniciar el ensayo. La reacción se inició con la 

adición de 80 µl of NADPH y se midieron los cambios de absorbancia a 412 nm. 

 

3.3.10. Extracción y determinación de vitamina C 

 

En un agitador vórtex se homogeneizó 50 mg de muestra liofilizada durante 

30 segundos, con 5 mL de solución de extracción compuesta por MeOH/H2O (5:95), 

21 g L-1 de citrato, 0.5 g L-1 de EDTA y 0.1 g L-1 de NaF. El homogenado se filtró 

con gasas y el pH se ajustó a 2.2-2.4 por adición de HCl 6N. El extracto se centrifugó 

(3600 g durante 15 minutos a 4 ºC), se recogió el sobrenadante que posteriormente se 

filtró a través de cartuchos de Sep-Pack C18 (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 fr

PVDF (Millex HV13, Millipore, Bedford, MA, Estados Unidos). El ácido ascórbico 

(AA) y dehidroascórbico (DHAA) se determinaron según Zapata y Dufour (1992). 
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Los análisis por HPLC de la vitamina C (AA + DHAA) se llevaron a cabo después 

de la derivatización del DHAA al fluoróforo 3-(1,2-dihidroxietil)furo(3,4-b) 

quinoxalina-1-ona (DFQ) con 1,2-ortofenilendiamina (OPDA) preparado 

diariamente. La solución de OPDA se añadió a la fracción soluble en agua eluída 

anteriormente (1:3, v:v) y se incubó en oscuridad durante 37 minutos a temperatura 

ambiente. Las muestras (20 -Hitachi (Tokio, 

Japón) 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 

, España). La fase móvil estaba 

formada por metanol:agua (5:95, v:v) con 5 mM cetrimida y 50 mM 

dihidrogenofosfato potásico (pH 4.5). El flujo fue de 0.9 mL min-1, la longitud de 

onda del detector se puso inicialmente a 348 nm y, después de la elución de DFQ, se 

cambió manualmente a 261 nm para la detección de AA. 

 

3.3.11. Extracción y determinación de glucosinolatos y compuestos 

fenólicos 

 

El método utilizado para la extracción de glucosinolatos y compuestos 

fenólicos se basó en el método descrito por Domínguez-Perlés et al. (2010) y el 

análisis se realizó por HPLC-DAD. La muestra liofilizada molida (50 mg) se extrajo 

con 1.5 mL de MeOH 70 % en un baño caliente a 70 ºC durante 30 minutos agitando 

cada 5 minutos con un agitador vórtex. A continuación se centrifugaron las muestras 

con el fin de que el material insoluble precipitara, durante 15 minutos, a 10000 g y a 

4 ºC (Sigma 1-13, B. Braun Biotech International, Osterode, Alemania). El 

sobrenadante se recogió y el metanol se evaporó en un rotavapor (Laborota 4000-
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efficient, Heidolph) a 30 ºC hasta aproximadamente 1 mL. El material seco que se 

obtuvo se redisolvió en agua ultra pura Milli-Q con el mismo volumen inicial del 

Maidstone, Reino Unido). Las muestras se mantuvieron en hielo durante el 

procedimiento.  

líquida de alta presión (HPLC, figura 3.8) Waters (Waters Cromatografía S.A., 

Barcelona, España) compuesto por un sistema de reparto de eluyente W600E, un 

desgasificador en línea, un automuestreador W717 plus y un detector de fotodiodo 

W2996. La separación de los compuestos se llevó a cabo en una columna Luna C18 

(25 × enex, Macclesfield, Reino 

Unido) con una precolumna  C18-ODS (4 × 30 mm, Phenomenex). La fase móvil 

consistió en una mezcla de agua/ácido trifluoroacético (99.9:0.1, v:v) (A) y una 

mezcla de acetonitrilo/ácido trifluoroacético (99.9:0.1, v:v) (B). El flujo fue de 1 mL 

min-1 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. Cromatógrafo Waters (Waters Cromatografía S.A., Barcelona, España). 
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Los glucosinolatos y los compuestos fenólicos se identificaron con el método 

HPLC-LC/MS (Martínez-Sanchez et al. 2006; Domínguez-Perlés et al. 2010) y se 

cuantificaron utilizando sinigrina (sinigrina monohidrato procedente de Sinapis 

nigra, Phytoplan Diehm y Neuberger, Gmbh, Heidelberg, Alemania) como estándar 

externo de glucosinolatos alifáticos (Baenas et al. 2012) y glucobrasicina (Phytoplan 

Diehm y Neuberger, Gmbh,  Heidelberg, Alemania) como estándar externo de 

glucosinolatos indólicos.  

Los derivados del ácido cafeoilquínico fueron cuantificados usando ácido 

clorogénico (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Alemania), los flavonoles se 

cuantificaron usando quercetina-3-rutinosido (rutin trihydrate; Fluka) y los derivados 

del ácido sináptico fueron cuantificados usando ácido sinapínico (sinaptic acid-

Fluka).  

Los cromatogramas se registraron a 227 nm para los glucosinolatos y a 330 

nm para los compuestos fenólicos y la concentración de glucosinolatos y compuestos 

fenólicos se expresó en mg 100g-1 PF. 

 

3.3.12. Extracción y determinación de antocianinas 

 

Para analizar y cuantificar los antocianos presentes en la materia vegetal, se 

utilizaron muestras liofilizadas de 100 mg, extraídas en tubos con cubiertas de 

polipropileno usando 2 mL de MeOH:ácido fórmico:H2O (25:1:24, v:v:v), durante 

24 horas a 4 ºC, seguidas de una centrifugación (15 minutos, 10000 g, 4 ºC) y 

recuperación del sobrenadante, que se filtró con membrana inorgánica de 0.2 m 

(Anotop 10 plus, Whatman, Maidstone, Reino Unido).  
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La separación cromatográfica se llevó a cabo en una columna Luna C18 (250 

mm × 46 mm, tamaño de partícula de 5 m; Phenomenex, Macclesfield, Reino 

Unido),  y con precolumna C18-ODS (4 × 30 mm) (Security Guard, Phenomenex). 

La fase móvil consistió en ácido fórmico 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-1 y el volumen de inyección fue de 20 L.  

El sistema cromatográfico consistía en un HPLC equipado con bomba 

multicanal, detector de diodos y un espectrómetro de masas en serie Agilent 1100 

(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania), bomba quaternaria, inyector 

automático, desgasificador en línea 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 espectrómetro de masas con trampa de 

iones G2445A estaba equipado con un sistema de ionización por electrospray (ESI) y 

estaba controlado por el software LCMSD (Agilent, v. 4.1). Se utilizó nitrógeno 

como gas nebulizador a una presión de 65 psi y el flujo se ajustó a 11 L min-1. La 

temperatura y el voltaje del capilar se mantuvieron a 350 ºC y 5 kV, respectivamente. 

El intervalo de masas registradas fue entre 200 m/z y 1600 m/z. Los experimentos de 

fragmentación inducidos por colisión se realizaron en la trampa de iones utilizando 

helio como gas de colisión, con ciclos rampa de voltaje de 0.3 hasta 2 V. Los datos 

de MSn fueron adquiridos en el modo de ionización positiva. Los datos de 

fragmentación se recogieron de la exploración completa de los espectros de masas 

padres (MS) y MSn (MS2 y MS3) para la fragmentación de los iones moleculares 

más abundantes. 
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Tras la identificación de los picos de las muestras analizadas mediante HPLC-

DAD-ESI-MSn (Moreno et al. 2010), la solución acuosa fue entonces cuantificada 

por HPLC DAD usando cianidina-3-O- -glucopiranósido como estándar externo 

(Polyphenols, Norway). La concentración de antocianinas se expresó como mg 100 

g-1 PF. 

 

3.3.13. Digestión gastrointestinal in vitro 

 

Para estudiar la degradación de los glucosinolatos a isotiocianatos, así como 

estudiar su comportamiento y estabilidad en condiciones gastrointestinales teóricas 

se llevó a cabo una digestión con pepsina y HCl durante 2 horas y una digestión 

pancreática con sales biliares durante 2.5 horas, ambas a 37°C (Gil-Izquierdo et al. 

2002).  

La digestión con pepsina y HCl se llevó a cabo mediante la adición a 60 mL 

de extracto, de 15750 unidades de pepsina (EC 3.423.1; Sigma, Steinheim, 

Alemania).  

El pH se ajustó a 2, y las muestras se incubaron a 37°C en un baño con 

agitación constante (Selecta, Barcelona, Spain).  

La pepsina digerida (20 mL) se transfirió a tubos de polietileno que contienen 

tubos de diálisis de celulosa (con un peso molecular de corte de 12000 Da; Sigma) 

con 25 mL de agua y una cantidad de NaHCO3 (Sigma) equivalente a la acidez 

valorable (equivalentes de NaHCO3 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 añadió 5 mL de pancreatina-sales 

biliares (0.2:1g) y se mantuvo durante 2 horas para permitir la acción enzimática y 
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conseguir un equilibrio entre la fracción dializada (permeado) y no dializada 

(retenido).  

Los glucosinolatos presentes en ambas fracciones y los glucosinolatos 

presentes en la fracción inicial se analizaron mediante HPLC-DAD (Ver apartado 

3.3.9) y los isotiocianatos se analizaron mediante UPLC-MS/MS, como se explica a 

continuación. 

 

3.3.14. Análisis de isotiocianatos (ITCs) 

  

Después de la digestión gastrointestinal in vitro, las muestras de ambas 

fracciones dializada (permeado) y no dializada (retenido), y la fracción sin digerir se 

analizaron mediante UPLC-MS/MS (Agilent technologies, Waldbronn, Alemania). 

La separación de los isotiocianatos se llevó a cabo mediante un sistema 

UPLC acoplado a un espectrómetro de masas 6460 (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Alemania). La separación cromatográfica se llevó a cabo con una 

ologies, 

Waldrom, Alemania). La temperatura de la columna se mantuvo a 10 °C. La reacción 

múltiple monitorizada (MRM) se realizó usando un modo ESI positivo y el tiempo 

de permanencia fue de 25 ms para todas las transiciones MRM. El análisis MS se 

aplicó en modo MRM, asignando la transición MRM preferencial de los analitos 

correspondientes.  

Las fases móviles empleadas fueron: solvente A (H2O/acetato de amonio 13 

mM (pH4) (con ácido acético); 99.99:0.01, v:v) y solvente B (ACN/ácido acético; 

99.99:0.1, v:v). El flujo fue de 0.3 mL min-1 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 óptimas para la detección máxima de los analitos fueron: 

flujo de gas: 8 L min-1, nebulizador: 30 psi, voltaje capilar: 2750 V, tensión 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-1. El tiempo de adquisición 

fue de 13.5 minutos para cada muestra con 1.5 minutos para el equilibrado de la 

columna. Los parámetros MS del fragmentador (voltaje iónico de salida del capilar 

óptico) y la energía de colisión se optimizaron para cada compuesto, a fin de generar 

los iones producidos más abundantes para el modo MRM. Se desarrollaron las 

transiciones de la reacción monitorizada seleccionada (SRM) MS/MS para cada uno 

de los analitos usando la disociación inducida por colisión (CID). La adquisición de 

los datos se realizó utilizando el software MassHunter versión B.04.00 (Agilent, 

Waldrom, Alemania). La concentración de isotiocianatos se expresó como mg 100  

g-1 PS. 

 

3.3.15. Análisis de aminoácidos por HPLC-MS 

 

Los aminoácidos se extrajeron de los tejidos vegetales mediante una mezcla 

de metanol:cloroformo:agua (MCW) (5:12:3, v:v:v). En primer lugar, se pesó el 

tejido vegetal (0.2 a 1.0 g PF) y se molió utilizando nitrógeno líquido con mortero, 

hasta conseguir un polvo fino. A continuación se extrajeron los aminoácidos 

(Cisteína, ácido glutámico, metionina, triptófano y serina) mediante homogenización 

con 4 alícuotas de 2.5 mL de MCW. Posteriormente, al total de 10 mL de MCW se le 

añadieron 3 mL de agua y 2 mL de cloroformo, se mezcló y se permitió que las fases 
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se separaran dejándolo en reposo a 4 ºC durante al menos 1 hora, recogiendo 

entonces la fase superior acuosa (con los aminoácidos), y concentrándola hasta 

sequedad mediante burbujeo con gas N2. A continuación, se le añadió 1 mL de agua. 

El análisis se llevó 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 espectrómetro de masas (Agilent Technologies) usando una 

interfaz de electrospray (ESI). Los estándares de concentraciones conocidas de cada 

aminoácido (0.1, 0.5, 1, 10, 25 y 

utilizando la fase móvil A, que consistió en agua/acetonitrilo/ácido fórmico 

(89.9:10:0.1, v:v:  de PVDF (Millex 

HV13, Millipore, Bedford, MA, Estados Unidos). En

estándar o muestra en una columna Zorbax SB-

Agilent Technologies), termostatizada a 40 ºC, y s -1. 

Además, se usó una fase móvil B, que consistió en agua/acetonitrilo/ácido fórmico 

(10:89.9:0.1, v:v:v), para la separación cromatográfica. La elución consistió 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 equilibró con la composición de partida de la fase 

móvil durante 20 minutos antes de cada serie de análisis. El cromatograma UV se 

registró a 210 nm con el módulo DAD (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

Estados Unidos). El espectrómetro de masas se hizo funcionar en modo positivo con 

un voltaje del capilar de pulverización de 3500 V, y una velocidad de barrido de 

26000 (m z-1) segundo-1 a 50-250 m/z. Además, se ajustó la presión del gas 

nebulizador (He) a 15 psi, mientras que el gas de secado se fijó a un flujo de 5 L min-

1 y a una temperatura de 350 ºC. Se extrajeron los cromatogramas de cada 
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aminoácido tanto de los estándares como los de las muestras, y los picos se 

cuantificaron usando el programa de análisis de datos para LC/MSD Trap versión 3.2 

(Bruker Daltonik, GmbH, Alemania). Los datos de las áreas de los picos de los 

estándares, se utilizaron para el cálculo de la curva de calibración, de la cual se 

obtuvieron las concentraciones de cada aminoácido en las muestras. La 

concentración de los aminoácidos se expresó en µM. 

 

3.3.16. Técnicas de proteómica 

 

   3.3.16.1. Extracción de proteínas de membrana plasmática 

 

 Las membranas plasmáticas de células de raíz se aislaron mediante el sistema 

de doble fase de polímeros previamente descrito por Larsson et al. (1987) y 

posteriormente modificado por Gerbeau et al. (2002). 

El protocolo descrito a continuación se realizó a 4 ºC.  

Se tomaron 20 g de raíz, previamente lavada con agua destilada y se cortaron 

en trozos pequeños. Se añadieron 40 mL de tampón de extracción (sacarosa 500 mM; 

glicerol 10 %; Na2EDTA 20 mM; EGTA (ethylene glycol-bis(fl- aminoethylether)-

N,N, N',N'-tetraacetic acid -glicerofosfato 5 mM; 1,10-

fenantrolina 1 mM; Na3VO4 1 mM; PVP 0.6 %; ácido ascórbico 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 aplicó el vacío a la 

mezcla durante 10 minutos con el fin de romper las paredes celulares.  

A continuación, se homogeneizó el tejido mediante el uso de mano y mortero 

y se filtró el extracto a través de una membrana de nylon de tamaño de poro de 240 
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El filtrado se centrifugó a 10000 g durante 15 minutos, recuperando el 

sobrenadante que contiene las proteínas totales. Éste se centrifugó a 55000 g durante 

35 minutos obteniendo un precipitado microsomal que se resuspendió en 2 mL de 

tampón de resuspensión microsomal (sacarosa 0.33 M; DTT 2 mM; NaF 10 mM; 

tampón K-fosfato 5 mM; pH 7.8).  

La técnica de doble fase de polímeros (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 utilización de dos polímeros, el polietilenglicol 3350 (PEG, Sigma) 

y el dextrano T500 (GE Healthcare), los cuales se utilizan para la purificación de 

membrana plasmática a partir de la fracción microsomal. Así, esta fracción se añadió 

a un sistema de fase de 6g de composición mencionada previamente.  

A continuación, el sistema de fases se centrifugó a 4000 g durante 5 minutos 

obteniendo dos fases (sup1, inf1). La fase superior que contiene PEG está 

enriquecida en vesículas de membrana plasmática mientras que en la fase inferior 

quedan el resto de endomembranas.  

Cada una de las fases obtenidas se pasó a una nueva fase complementaria 

obtenida mediante la centrifugación en paralelo de una mezcla que contenía 2g de 

tampón de resuspensión microsomal en un sistema de 6g. Se llevaron a cabo varios 

procesos de homogeneización/centrifugación tal y como se indica en la figura 3.9.  
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Figura 3.9. Esquema representativo de la purificación de membrana plasmática por el 
sistema de doble fase de polímeros. 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 plasmática 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 plasmática se 

juntaron y diluyeron en 20 mL de tampón 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 resuspendió en el tampón de lavado 

utilizado anteriormente, complementado con DTT 5 mM, l

1 mM. Las vesículas se congelaron con N2 líquido y se conservaron a -80 ºC hasta su 

uso.  

La cuantificación de proteínas se realizó 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 proteínas en un gel de poliacrilamida con SDS (SDS-

PAGE) es uno de los sistemas más comúnmente utilizados para separar proteínas en 

función de su peso molecular (Laemmli 1970). Previamente a la electroforesis se 

añade a la muestra de proteínas, tampón de carga que contiene una cantidad de SDS 

suficiente para desnaturalizarlas y conferirles carga negativa. De esta manera, se 

mantiene constante su relación carga/masa. Cuando estas muestras se someten a un 

campo eléctrico establecido sobre un gel que contiene una malla de polímero 

acrilamida-bisacrilamida, las proteínas migran en función de su tamaño. En este tipo 

de electroforesis se preparan dos geles de diferente pH y concentración de 

arcrilamida: el gel concentrador y el gel separador. El porcentaje de acrilamida del 

gel separador varía en función del peso molecular de las proteínas 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 preteñidos, lo que nos 

permite visualizar la separación de las proteínas y calcular aproximadamente su 

tamaño molecular. Para los experimentos realizados en esta tesis, se ha utilizado el 

sistema de electroforesis Mini-Protean (BioRad), que permite trabajar con volúmenes 

de muestra relativamente pequeños y manipular fácilmente los geles.  

El procedimiento comienza con la polimeración de los geles. Para ello, las 

placas de cristal del sistema de electroforesis se montaron según las instrucciones del 

fabricante, para geles pequeños. A continuación se preparó el gel separador 12 % o 

resolving gel (4 mL archilamida/bisacrilamida 30 %, BioRad; 2.5 mL Tris-HCl pH 

8.8; 100 dodecilsulfato sódico) 10 %; 3.35 mL H2O Tipo Milli-
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APS (adenosina-5'-fosfosulfato) 10 tetrametiletilendiamina)). 

Antes de añadir el APS y el TEMED se desgasificó la mezcla puesto que el O2 inhibe 

la polimeración de la acrilamida. Rápidamente se vertió la disolución entre las placas 

evitando la formación de burbujas, y se depositó una capa de isobutanol para nivelar 

el gel, eliminar las burbujas y evitar que el oxígeno inhibiera la polimeración. Una 

vez polimerizado el gel (aproximadamente 35-40 minutos), se añadió el gel 

concentrador 4 % o stacking gel (600  %; 1.26 mL 

Tris-  %; 3 mL H2O Tipo Milli-  

TEMED). Inmediatamente se colocó el peine en el gel y se dejó polimerizar a 

temperatura ambiente.  

Una vez preparadas las muestras y polimerizado el gel, comenzó el proceso 

de electroforesis propiamente dicho. Para ello, se montaron los geles en el sistema de 

los electrodos y se sumergió en la cubeta con tampón de recorrido o tampón de 

electroforesis 1 X o running buffer (15.15 g Tris-Base; 72 g glicina; 5 g SDS; H2O 

Milli-Q hasta 500 mL). A continuación, se cargaron las muestras (10 

para su posterior análisis por Western-Blot así como el marcador de peso molecular 

-PAGE Standards, Broad Range, BioRad, 161.0318). Se fijó 

el amperaje a 20 mA/gel con un voltaje máximo de 200 V y se realizó la 

electroforesis durante 1 hora aproximadamente.  

 

3.3.16.3. Western-Blotting 

 

Las técnicas de immunoblotting permiten la identificación de una proteína 

combinando la resolución de la electroforesis en gel con la especificidad del 

reconocimiento antígeno-anticuerpo. Para realizar este reconocimiento, las proteínas 
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se transfieren de modo inespecífico 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.  

Así, con el fin de determinar la abundancia de acuaporinas en la membrana 

plasmática, tras la electroforesis, las proteínas se transfierieron a una membrana de 

PVDF (Immun-Blot PVDF Membrane for Protein Blotting, BioRad) y se realizó la 

transferencia en semiseco (TransBlot Semi Dry Transfer Cell, BioRad). Las 

proteínas cargadas negativamente al pH empleado, y como consecuencia de la 

adición de SDS a la solución de transferencia, migran electroforéticamente del gel 

hacia el polo positivo (ánodo) quedando retenidas en la membrana por unión no 

covalente. A continuación se explica el método de transferencia en semiseco 

detalladamente. 

Tras la electroforesis se eliminó el gel concentrador y se sumergió el gel 

separador en el tampón 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 sumergió en metanol durante 2 minutos y a continuación 

se introdujo en el tampón de transferencia durante 10 minutos.  

Posteriormente, se humedecieron 2 papeles de filtro extragrueso (Extra thick 

Blot Paper, Mini Blot Size, BioRad) en tampón de transferencia, se colocó uno de 

ellos sobre la placa del sistema de transferencia que actuaría como ánodo (electrodo 

positivo), y se pasó el rodillo para eliminar posibles burbujas, pues interfieren en la 

transferencia de las proteínas. Se colocó encima la membrana de PVDF.  

A continuación se puso el gel eliminando las burbujas, y por último se colocó 

el segundo papel de filtro y se pasó de nuevo el rodillo. Finalmente, se depositó el 
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cátodo sobre el sándwich de manera que quedara la placa bien encajada y se cubrió 

con la tapa de seguridad. Se conectó a la fuente de electroforesis y se seleccionó un 

voltaje constante de 15 V durante 20 minutos.  

 

3.3.16.4. Immunodetección 

 

Transcurrida la transferencia, se preincubó la membrana con la solución de 

bloqueo o blocking buffer (leche desnatada en polvo al 2 % (p:v) en TBS) para 

bloquear los puntos de unión de la membrana aún sin ocupar, evitando de este modo 

la adsorción inespecífica de anticuerpos a la membrana. El TBS o Tris-buffered 

Saline consistió en 2.42 g de Tris-HCl 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 llevó a  cabo durante 2 horas 

a temperatura ambiente con agitación suave. Seguidamente se incubó la membrana 

con el anticuerpo primario, toda la noche a 4 ºC de manera que éste se uniera a su 

antígeno si estaba presente en la membrana.  

Hay que tener en cuenta la dilución del anticuerpo primario, que se prepara en 

la solución 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. Schäffner (dilución 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 (dilución 1:500). 
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Para eliminar el exceso de anticuerpo y evitar las uniones inespecíficas se 

realizaron 4 lavados de 5 minutos cada uno, con la solución de lavado o TBS-Tween 

(leche desnatada en polvo al 2 % en TBS y Tween 20 al 0.05 %) y se incubó con el 

anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente (anticuerpo de cabra 

anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa de rábano (Goat antirabbit IgG coupled to 

horseradish peroxidase HRP) (dilución 1:20000 en solución de bloqueo). 

Posteriormente, se realizaron 5 lavados de 7 minutos cada uno. El revelado se llevó a 

cabo añadiendo sobre la membrana 1.5 mL de reactivo quimioluminiscente (West 

Pico, Super Signal substrate, Pierce), que permite la detección de anticuerpos 

conjugados con HRP debido a que la peroxidasa cataliza una reacción química que 

produce luz, durante 5 minutos en oscuridad y las proteínas se detectaron tras una 

exposición a una película para autorradiografía en un cuarto oscuro. Se emplearon 

para ello, soluciones de revelado (32 mL en 1 L) y de fijación (1:8, v:v) (Kodak).  

Para cuantificar la señal, la intensidad de cada banda se normalizó con la 

de la preparación enriquecida con membrana plasmática, se disolvió en un gel con 12 

% SDS-PAGE usando un sistema de electroforesis Mini-PROTEAN (BioRad) a 100 

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

 

3.4. Análisis estadístico 

 

 Se realizó un análisis de varianza para determinar los efectos del tratamiento 

o condición de estudio, y el genotipo sobre los diferentes parámetros determinados. 

La comparación de medias se realizó mediante la prueba de diferencia significativa 

de Tukey y mediante el análisis de varianza (ANOVA). Además, en algunos 
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experimentos, los datos fueron analizados por el Test de Student (p<0.05). Todos los 

análisis se realizaron con el paquete de software estadístico SPSS Inc. (SPSS Inc., 

Chicago, IL, Estados Unidos) y se fijó el nivel de significación a un valor de 

probabilidad p<0.05. 
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4.1. INTRODUCCIÓN 

 

Este capítulo tenía 2 objetivos. Primero, examinar el crecimiento, desarrollo y 

estado nutricional de tres subcultivares de bróculi púrpura (típicos de climas fríos 

anglosajones) durante la estación de invierno en Murcia, dada la importancia socio-

económica que tiene el cultivo de bróculi en la Región. Segundo, estudiar el efecto 

del genotipo y los órganos seleccionados (parte aérea, pella, etc.) sobre el contenido 

en compuestos bioactivos como ácidos hidroxicinámicos, flavonoides 

(principalmente antocianinas) y glucosinolatos, con el fin de identificar el cultivar 

más idóneo para estas condiciones de clima Mediterráneo semiárido del SE Español 

y, promover su producción para ofrecer nuevos alimentos saludables. 

 

4.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

El experimento se realizó con un cultivar comercial de bróculi (Brassica 

oleracea L. [Grupo Italica]), con inflorescencias púrpuras, cv. Viola (Figura 4.1), ya 

que se trata de un cultivar poco conocido en España y en concreto, no se produce 

comercialmente en Murcia (SE España) donde se genera el mayor porcentaje de 

producción y exportación a la Unión Europea y a Europa del Este (el 65 % del total 

de la producción española, según la Memoria 2012 de Proexport). Se utilizaron 3 

subcultivares de acuerdo a su ciclo de producción: Extra-Temprano (Extra Early 

Purple Sprouting Broccoli Rudolph, EEP), Temprano (Early Purple Sprouting, EP) y 

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

 

La germinación y el desarrollo de las plántulas de bróculi se realizaron en una 

cámara de cultivo en condiciones controladas tal y como se describió en el apartado 

de Material y Métodos general (Sección 3). A continuación, el experimento se llevó a 

cabo durante el período de Otoño-Invierno (Noviembre de 2009 hasta Marzo de 

2010) en una finca experimental (latitud 38º06´N; 1º02´O) en clima Mediterráneo 

Semiárido, con condiciones climáticas típicas de la estación de invierno en Murcia, 

tal y como se detalló en el apartado de Material y Métodos (Sección 3). 

En este experimento, se emplearon un total de 10 plantas de bróculi por 

subcultivar espaciadas entre sí resultando en una densidad de 2 plantas m-2. Las 

plantas fueron recolectadas el día 95 DAT  (aproximadamente cuando las plantas 

tenían 120 días de edad) (Ver apartado 3.2.1. de la sección de Material y Métodos). 

La recolección y distintas medidas de las plantas se realizaron a mitad del periodo de 

luz y se determinaron distintos parámetros bioquímicos como contenido de 

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

 

4.3.1. Vitamina C 

 

Los tejidos analizados de distintos subcultivares de bróculi púrpura mostraron 

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

DHAA) en hojas y en inflorescencias (Figura 4.2).  

 

 
Figura 4.2. Vitamina C (mg 100g-1 PF) en hojas e inflorescencias de 
distintos subcultivares de bróculi púrpura. Las barras con diferente 
letra son estadísticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 10 
para cada subcultivar). 
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En hojas, la concentración de vitamina C fue significativamente mayor en el 

subcultivar LP, seguido por el subcultivar EP (con una reducción del 48 % con 

respecto a LP) y por último del EEP (con una reducción 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 llegó a producir inflorescencia.  

 

4.3.2. Compuestos Fenólicos 

  

Los subcultivares de bróculi púrpura estudiados mostraron similitudes en sus 

perfiles de ácidos fenólicos y flavonoides, con una ligera influencia del factor 

genético (Tabla 4.1). Sólo se encontraron diferencias a nivel cuantitativo en las hojas.  

En general, los principales compuestos fenólicos observados fueron 

glucósidos de flavonoides (flavonoles, derivados de kaempferol y quercetina) y 

antocianos. Los ácidos fenólicos fueron derivados del ácido clorogénico o del ácido 

sinápico. 
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Los ácidos hidroxicinámicos fueron mucho menores en hojas que en 

inflorescencias en todos los casos. Con respecto a los derivados del ácido sinápico, el 

subcultivar EP presentó los valores más altos (con un 8 % más que EEP y un 10 % 

más que LP). Así mismo, el subcultivar LP presentó los valores más altos de 

derivados del ácido clorogénico, seguido por el subcultivar EP (con un 44 % menos) 

Tabla 4.1. Contenido de compuestos fenólicos (mg 100g-1 PF) en hojas e inflorescencias 
de subcultivares de bróculi púrpura. 

Órgano Sub-cv. Ácidos hidroxicinámicos 

  

Derivados del ácido 

sinápico y del ácido 

ferúlico 

Derivados del ácido 

clorogénico 

Hoja EEP 142.73±1.68ba 50.08±0.49c 

 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±0.14c 

 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 Fenólicos 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 
aValores con letra diferente son estadísticamente diferentes entre órganos estudiados (Test 

de Tukey, P< 0.05, n=10 para cada subcultivar). 
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y por último del EEP (con un 85 % menos). Por otro lado, los flavonoles en hoja no 

mostraron diferencias significativas entre subcultivares, y las inflorescencias 

presentaron una concentración mayor de flavonoles, en comparación con las hojas. 

Ademas, la concentración de flavonoles de las inflorescencias no mostró diferencias 

significativas entre cultivares. 

Las antocianinas aciladas y glucosiladas son compuestos característicos de las 

crucíferas y del bróculi en particular, como en esta variedad púrpura. Los tiempos de 

retención (Tr) y los iones moleculares comunes (m/z) de las antocianinas y sus 

grupos acilados típicos se muestran en la Tabla 4.2. 

 

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

encontradas en estas variedades, si bien, todas eran derivadas de la cianidin-3-O-

Tabla 4.2. Identificación por HPLC-DAD-ESI-MSn de las principales antocianinas en 
subcultivares de bróculi púrpura  
Nº  de 

pico 

Tr. 

(min) 

[M]+ 

(m/z) 

[MS2/MS3]+ 

(m/z) Antocianina 

1 11.4 773 611/449/287 Cianidin 3-O-diglucósido-5-O-glucósido 

2 15.9 979 817/449/287 Cianidin 3-O-(sinapoil)diglucósido-5-O-glucósido 

3 16.4 859 535/287 Cianidin 3-O-diglucósido-5-O-(malonil)glucósido 

4 25.4 949 787/449/287 Cianidin 3-O-(feruloil)diglucósido-5-O-glucósido 

5 25.9 979 817/449/287 Cianidin 3-O-(sinapoil)diglucósido-5-O-glucósido 

6 28.0 1155 993/449/287 Cianidin 3-O-(sinapoil)(feruloil)diglucósido-5-O-glucósido 

7 28.2 1185 1023/449/287 Cianidin 3-O-(sinapoil)(sinapoil)diglucósido-5-O-glucósido 

8 28.5 1035 787/535/287 Cianidin 3-O-(feruloil)diglucósido-5-O-(malonil)glucósido 

9 28.5 1125 963/449/287 Cianidin 3-O-(p-coumaroil)(sinapoil)diglucósido-5-O-glc 

10 30.5 1241 993/535/449 Cianidin 3-O-(sinapoil)(feruloil)diglucósido-5-O-(malonil)glc 

11 31.6 1211 963/535/449 Cianidin 3-O-(p-coumaroil)(sinapoil)dic-5-O-(malonil)glc 
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diglucósido-5-O-glucósido (glc) con uno o varios grupos acilados unidos en las 

posiciones 3 y 5.  

La (m/z) característica de 287 en [MS3]+, se corresponde con la aglicona de 

la cianidina. La antocianina más abundante en las hojas del subcultivar EEP fue la 

Cianidina 3-O-(p-coumaroil)(sinapoil)diglucósido-5-O-(malonil)glucósido (pico 11), 

mientras que la Cianidina 3-O-(sinapoil)(feruloil)diglucósido-5-O-

(malonil)glucósido (pico 10) fue la más abundante en las inflorescencias. Sin 

embargo, las antocianinas más abundantes en hojas del subcultivar LP fueron la 

Cianidina 3-O-(feruloil) diglucósido-5-O-glucósido (pico 4) y la Cianidina 3-O-

(sinapoil)diglucósido-5-O-glucósido (pico 5) (Figura 4.3).   

 

Figura 4.3. Perfil tipo de la separación cromatográfica de cultivares 

se muestran en la tabla 4.3. 
 
 

En la figura 4.3, se muestra un perfil típico de antocianinas de la 

inflorescencia del subcultivar EEP, que exhibe la mayoría 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 

concentración de antocianinas, seguido por EP (que presentó una reducción del 18 % 

con respecto a LP) y, finalmente, EEP (que presentó una reducción del 12 % con 

respecto a EP). En cuanto a las inflorescencias disponibles, las antocianinas totales 

fueron significativamente más abundantes en EEP que en EP, que presentó una 

reducción del 54 % con respecto a EEP (Tabla 4.2). Para las inflorescencias del 

subcultivar EEP y en prácticamente todas las muestras, el pico principal, presentó 

una concentración de 22.45 mg 100 g-1 PF (datos no mostrados), que se correspondía 

con la Cianidina 3-O-(sinapoil)(feruloil)diglucósido-5-O-(malonil)glucósido (Figura 

4.3, pico 10). Hay que tener en cuenta que la abundancia y la calidad de los picos 

detectados difirieron entre muestras, órganos y subcultivares, con muchas diferencias 

a nivel cuantitativo. A nivel cualitativo, las inflorescencias siempre mostraron más 

picos de antocianinas, alrededor de 15 por muestra. La influencia del cultivar en la 

cantidad y el tipo de antocianinas se mostró y corroboró por el análisis de varianza 

(Tabla 4.1). 

En general, la cantidad de compuestos fenólicos totales en hojas se mantuvo 

constante entre subcultivares. A nivel de inflorescencias, la concentración de 

compuestos fenólicos en los subcultivares EEP y EP fue similar y además, tuvo un 

mayor rango de concentración que en las hojas. 

 

4.3.3. Glucosinolatos individuales 

  

El análisis de los glucosinolatos en las muestras de bróculi púrpura se realizó 

por determinación de los glucosinolatos intactos (Domínguez-Perlés et al. 2010). En 

las hojas de los distintos subcultivares de bróculi púrpura se encontraron diferencias 
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significativas en la concentración (Tabla 4.3). Entre los glucosinolatos alifáticos, la 

glucorafanina (GR) y la glucoalisina (GAL) no se detectaron en hoja mientras que sí 

se detectaron la glucoiberina (GI) y la glucoerucina (GE). Un análisis detallado de 

las diferencias entre subcultivares mostró que EEP y LP presentaron 

significativamente mayor concentración de GI que el subcultivar EP, el cuál presentó 

un 30 % aproximadamente menos con respecto a EEP y LP. Sin embargo, la 

concentración de GE fue más alta en EEP que en EP (que presentó una concentración  

del 81 % menos con respecto a EEP) y LP (que presentó una concentración del 97 % 

menos con respecto a EEP). 

 

 

Tabla 4.3. Glucosinolatos individuales (mg 100g-1 PF) en hojas e inflorescencias de 
subcultivares de bróculi púrpura. 

Órgano Sub-cv. Glucosinolatos alifáticos 

  GI GR GAL GE 

Hoja EEP 55.70±8.01aa n.d.b 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±0.03c 

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 indólicos  

  GBS MGB HGB NGB 

Hoja EEP 0.95±0.37c 86.65±0.19a 13.81±0.42a 11.79±2.08a 

 EP 13.65±0.83b 38.35±0.01b 1.22±0.02c 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. 
aValores con letra diferente son estadísticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 10 para 
cada subcultivar).  
bn.d. = no detectado 
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Para los glucosinolatos indólicos (glucobrasicina (GBS), 4-MeO-

Glucobrasicina (MGB), 4-OH-Glucobrasicina (HGB), Neoglucobrasicina (NGB)) se 

encontraron diferencias muy significativas de concentración entre los diferentes 

subcultivares.  

La concentración de GBS fue mayor en LP seguido de EP y finalmente de 

EEP. EEP mostró mayores concentraciones de MGB que EP y LP, que no 

presentaron diferencias significativas entre sí. La concentración 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 alifáticos, que 

mostraron la GI como principal glucosinolato (alrededor de 12 y 55 veces más que 

GR para los subcultivares EEP y EP, respectivamente). La concentración de 

glucosinolatos alifáticos fue mayor en el subcultivar EP, excepto para GI y GR cuyos 

niveles fueron mayores para el subcultivar EEP. Con respecto a los glucosinolatos 

indólicos, no hubo diferencias significativas en la concentración de GBS y NGB 

entre subcultivares, mientras que MHB y HGB fueron más abundantes en los 

subcultivares EEP y EP, respectivamente.  

 

4.4. DISCUSIÓN 

 

El análisis de los compuestos bioactivos de bróculi púrpura desarrollado bajo 

las condiciones ambientales impuestas puso de manifiesto para la vitamina C, 

resultados acordes con los descritos anteriormente por del Mondragón-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 análisis, tal y 
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como ocurrió en nuestro caso. La pérdida de vitamina C, se produjo principalmente 

por degradación química, que implica la oxidación del ácido ascórbico (AA) a ácido 

dehidroascórbico (DHAA), seguida de una hidrólisis a ácido 2,3-diquetogulónico y 

la posterior polimerización para formar otros productos nutricionalmente inactivos 

(Roy et al. 2009). Además, nuestros resultados indicaron que en cultivares de bróculi 

púrpura, 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 climáticos, 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 ºC) que cuando crecieron 

con temperaturas más elevadas (25 ºC) (Bumgarner et al. 2012). Por lo tanto, la 

cantidad de vitamina C podría ser menor bajo estas condiciones experimentales de 

temperaturas altas, que explican la influencia de la combinación de factores 

genéticos y ambientales, sobre este nutriente (Podsedek 2007; Moreno et al. 2008).  

Los compuestos fenólicos 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. Además, 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 bróculi como subproductos ricos en compuestos fenólicos, cualquier 

variedad empleada sería adecuada para tal fin. Borkowski et al. (2005) mostraron que 

el contenido de compuestos fenólicos estaba relacionado positivamente con la 

radiación solar y el crecimiento. De acuerdo con esto, se observó que las plantas del 

subcultivar EP tenían un contenido significativamente mayor de compuestos 

fenólicos, una mayor tasa fotosintética y una mayor biomasa (datos no mostrados). 
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Teniendo en cuenta que las diferencias entre los compuestos fenólicos estudiados en 

los distintos subcultivares, podrían ser el resultado de múltiples factores, incluyendo 

la metodología, las características 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 bróculi púrpura cultivado en el SE de España, podría ser 

una excelente fuente de compuestos fenólicos. 

Se utilizaron técnicas de HPLC-DAD-ESI-MSn como herramienta de 

diagnóstico y control de la concentración de las antocianinas del bróculi (Giusti y 

Wrolstad 2003; Moreno et al. 2010), de gran interés en estos subcultivares de bróculi 

púrpura tan poco conocidos (Tabla 4.2). Además, las antocianinas aciladas se 

consideran mejores candidatas que las antocianinas no aciladas para la elaboración 

de colorantes alimentarios, debido a su mayor estabilidad (Cevallos-Casals y 

Cisneros-Zevallos 2004). En los últimos años, el interés por las antocianinas aciladas 

se ha intensificado debido a sus beneficios para la salud (Pallauf et al. 2008) y los 

cultivares de bróculi púrpura muestran valores mayores de antocianinas que los 

cultivares verdes. Los factores ambientales como la luz visible y la radiación UV, las 

bajas temperaturas, la sequía y el estrés hídrico, son inductores de la acumulación de 

antocianinas en las plantas (Chalker-Scott 1999). Se ha demostrado además, la 

fotoinducción de las antocianinas en numerosas ocasiones, así 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 bróculi púrpura (por ejemplo en las inflorescencias del subcultivar EEP). Además, 

de entre los picos identificados, los significativamente mayores fueron los 

correspondientes a los isómeros 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. Así, se explicarían los niveles más 

altos de glucosinolatos en plantas crecidas con nuestras condiciones experimentales 

en comparación con otros cultivares de bróculi verde como Marathon (Moreno et al. 

2008; Lopez-Berenguer et al. 2009), o bróculi púrpura (Schönhof 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 bróculi 

púrpura 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 bróculi 

EEP, se 

encontró un contenido de 194.31 mg en 100 g de peso fresco. 

En cuanto a los glucosinolatos individuales, el cv. Viola mostró 8 veces más 

GI que otros cultivares verdes como Marathon o Nubia (Domínguez-Perlés et al. 

2010). De manera similar, Schönhof et al. (2004) observaron una proporción de GI, 

significativamente mayor en bróculi púrpura, que en bróculis verdes. Además, la 

concentración del glucosinolato indólico GB en hoja, fue mayor en el subcultivar LP 

que en otros cultivares de bróculi verde y púrpura; también, la concentración de 

NGB fue mayor en todos los subcultivares púrpuras que la observada en cultivares 

verdes (Domínguez-Perlés et al. 2010). En nuestros experimentos, la concentración 

de glucosinolatos encontrada en los subproductos, estuvo en el rango de la de las 

muestras de bróculi púrpura previamente descritas como et al. 

2010) y Viola (Domínguez-Perlés et al. 2010). Las hojas mostraron variaciones 

significativas entre subcultivares y podrían ser prometedoras en cuanto a la 
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utilización de subproductos derivados de bróculi, ya que actualmente están 

infrautilizadas o desperdiciadas, y son una fuente económica y natural de 

glucosinolatos (Domínguez-Perlés et al. 2010). El hecho de que la GI, GB y MGB, 

fueran mucho mayores en este cultivar, en comparación con los cultivares verdes y 

con otros cultivares púrpuras, mostró la influencia concomitante del cultivar, el 

medioambiente, el papel fisiológico en cada órgano, afectando a la concentración 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 producción de bróculi, es la temperatura, la cual influye en el 

crecimiento y desarrollo (Grevsen 1998). Además, un crecimiento adecuado de las 

inflorescencias de alta calidad, se logra entre 14 y 16 ºC (Wurr et al. 1996). Por lo 

tanto, puesto que los 3 subcultivares de bróculi, mostraron el mismo ciclo de vida, se 

demostró 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 específicos para predecir el momento de diferenciación 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 fructificación, 

especial . Es importante enfatizar que 

este es el primer trabajo sobre la producción de bróculi púrpura con inflorescencias 

comerciales de calidad, en estas latitudes (Murcia, SE, España). Hasta la fecha, no 

hay datos de producción de inflorescencias comerciales de bróculi púrpura (ver, 

proexport.com), y en este caso, se debe destacar que aparecieron sólo en plantas de 
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los subcultivares EEP y EP crecidas en campo abierto, lo cual es lo más adecuado 

para el bróculi. 

 

4.5. CONCLUSIONES 

 

Los glucosinolatos, los compuestos fenólicos (ácidos fenólicos, antocianinas) 

y los nutrientes (vitamina C) en los bróculis púrpuras estudiados, variaron según el 

subcultivar (carga genética) y el órgano (papel fisiológico). Además, la identificación 

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 añadido y antioxidantes, y podría abrir nuevas oportunidades para su uso en 

otras aplicaciones industriales. Por lo tanto, nuestros datos sobre el desarrollo y la 

calidad nutricional del bróculi púrpura, mostraron una composición nutricional de 

gran interés del cultivar de nueva introducción, en comparación con bróculis verdes 

tradicionales o incluso sobre otros bróculis púrpuras, crecidos bajo diferentes 

condiciones climáticas. Además, se ha demostrado la adecuación de los subcultivares 

EEP y EP al clima Mediterráneo para propósitos de producción, aunque una 

investigación adicional sobre sucesivas generaciones o producciones de bróculi 

púrpura es necesaria. 
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5.1. INTRODUCCIÓN 

 

Los objetivos de este estudio, complementarios a los objetivos planteados en el 

Capítulo 1, fueron determinar la influencia de las condiciones de crecimiento (al aire libre y 

en invernadero) sobre el desarrollo de la planta, los parámetros de intercambio gaseoso, los 

pigmentos fotosintéticos, la composición de nutrientes y el contenido de glucosinolatos, en 

tres nuevos subcultivares de bróculi púrpura ('Viola'), cultivados en la temporada de invierno 

de Murcia (SE España). Por lo tanto, se estudiaron las respuestas fisiológicas, así como los 

parámetros de calidad de estos nuevos cultivares, con el fin de la seleccionar nuevos 

cultivares de brócoli púrpura y determinar su adaptación a la región de cultivo, identificar el 

cultivar más idóneo bajo estas condiciones de clima Mediterráneo y, promover su 

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

 

5.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

El experimento se realizó con un cultivar comercial de bróculi (Brassica oleracea L. 

[Grupo Italica]), con inflorescencias púrpuras, cv. Viola, ya que se trata de un cultivar poco 

conocido en España y en concreto, no se produce comercialmente en Murcia (SE España). 

Se seleccionaron 3 tipos o subcultivares de bróculi púrpura de acuerdo a su ciclo de 

producción: Extra-Temprano (Extra Early Purple Sprouting Broccoli Rudolph, EEP), 

Temprano (Early Purple Sprouting, EP) y Tardío (Late Purple, LP).  

Estos subcultivares son naturales de climas anglosajones más fríos, por lo que el 

experimento se llevó a cabo durante el período de Otoño-Invierno (Noviembre 2009-Marzo 

2010), en un invernadero con cubiertas de polietileno y marco de aluminio, ventanas 

mecánicas en el techo, ventilación pasiva e irrigación localizada, del CEBAS-CSIC (Finca 
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 1º02´O, Santomera, Murcia) y un cultivo al 

aire libre, en las condiciones edafoclimáticas de esta zona del clima Mediterráneo.  

La germinación y el desarrollo de las plántulas de bróculi se realizaron en cámara de 

cultivo con condiciones controladas, según lo descrito en Material y Métodos (Sección 3).  

A continuación, después de 24 días en hidroponía con solución Hoagland y aireación 

constante, las plantas, que tenían 31 días de edad, fueron transplantadas a contenedores con 

un sustrato inerte de perlita y vermiculita (una planta por contenedor) y, se empleó la misma 

solución Hoagland para el riego (realizado 2 veces por semana). Se usó el 50 % de las 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Figura 5.1. Detalle de plantas de bróculi 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 día 95 DAT  (aproximadamente 120 días de edad) (Ver 

apartado 3.2.1. de la sección de Material y Métodos). La recolección y distintas medidas de 

las plantas se realizaron a mitad del periodo de luz y se determinaron parámetros foliares de 

intercambio gaseoso, biomasa, nutrientes minerales, pigmentos foliares y contenido de 

glucosinolatos y compuestos fenólicos.  

 

5.3. RESULTADOS 

 

5.3.1. Parámetros foliares de intercambio gaseoso 

 

Durante los experimentos se midieron distintos parámetros de intercambio gaseoso. 

En primer lugar, se observó que la tasa fotosintética (Figura 5.2.A) fluctuó a lo largo de los 

días 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 

µmol m-2 s-1 (P< 0.05), en comparación con EEP y LP. Las plantas desarrolladas en 

invernadero, presentaron los valores de tasa fotosintética más bajos y, en general, los 

cultivares ordenados de mayor a menor según su tasa  EP. 
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Figura 5.2. Tasa fotosintética (A), transpiración (B), conductancia estomática 
(C) y WUE (D) de cada subcultivar. DAT 0=31 días de edad (Test de Tukey, P< 
0.05, n= 10 para cada subcultivar). 
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Con respecto a la tasa de traspiración (T) (Figura 5.2.B) y la conductancia estomática 

(Gs) (Figura 5.2.C), se observó una disminución 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 más altos para las plantas del subcultivar EEP, seguidos de EP y LP. Además, al 

final del ciclo de cultivo, no hubo diferencias significativas entre las condiciones de estudio. 

Por último, el estudio de la eficiencia en el uso del agua (WUE) (Figura 5.2.D) 

mostró que con el paso del tiempo, aumentó de forma general en los tres subcultivares, 

siendo el subcultivar EP el que obtuvo los valores más 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). Además, los valores más altos 

observados fueron los valores del subcultivar EP desarrollado al aire libre, con un 54 % más 

de biomasa que las plantas de invernadero y un 24 % más que el subcultivar LP desarrollado 

al aire libre, el cual presentó los valores más bajos de entre los subcultivares al aire libre. 
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Por otro lado, los resultados de rendimiento de biomasa en peso seco y área 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. Además, el área foliar 

de las plantas cultivadas al aire libre fue un 19 % más alta que el área 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/día en seres humanos 

adultos (ver aportes de minerales recomendados por la Junta de Alimentación y Nutrición 

del Instituto de Medicina en Washington D.C., 1997-2001).  

Tabla 5.1. Parámetros de biomasa (Peso fresco y Peso seco, g-1 planta) de la parte aérea 
de los subcultivares de bróculi púrpura estudiados, desarrollados al aire libre o en 
invernadero. 

  PF ( g-1 planta) PS ( g-1 planta) Área foliar (cm-2) 

Invernadero EEP  240.59±24.62ca 46.84±4.42c 225.44±4.99b 

 EP 273.65±11.80c 63.51±9.93b 223.10±7.91b 

 LP 238.39±20.85c 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 

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



Factores medioambientales como moduladores de la fisiología de nuevas variedades de 
bróculi 

115 
 

T
ab

la
 5

.2
. C

on
ce

nt
ra

ci
ón

 d
e 

m
ac

ro
nu

tr
ie

nt
es

 (
m

g 
g-1

PS
) 

en
 d

is
tin

to
s 

te
jid

os
 v

eg
et

al
es

, d
e 

ac
ue

rd
o 

a 
la

s 
co

nd
ic

io
ne

s 
de

 c
ul

tiv
os

: 
In

ve
rn

ad
er

o 
o 

A
ir

e 
li

br
e.

 

S   
1.

6±
0.

2a
 

1.
2±

0.
3a

 

 
0.

6±
0.

2b
 

0.
8±

0.
2b

 

  
1.

6±
0.

1a
 

1.
4±

0.
4a

 

 
0.

7±
0.

1b
 

0.
6±

0.
1b

 

  

1.
5±

0.
1a

 

1.
4±

0.
1a

 

 

0.
7±

0.
1b

 

0.
5±

0.
1b

 

a V
al

or
es

 c
on

 le
tr

a 
di

fe
re

nt
e 

en
 la

 m
is

m
a 

co
lu

m
na

 y
 s

ub
cu

lti
va

r,
 s

on
 e

st
ad

ís
tic

am
en

te
 d

if
er

en
te

s 
(T

es
t d

e 
T

uk
ey

, P
<

 0
.0

5,
 n

=
 1

0 
pa

ra
 c

ad
a 

su
bc

ul
tiv

ar
).

 

N
a   

1.
3±

0.
2a

 
1.

2±
0.

1a
 

 
0.

5±
0.

1b
 

0.
5±

0.
1b

 

  
1.

5±
0.

2a
 

1.
1±

0.
2a

 

 
0.

9±
0.

3b
 

0.
6±

0b
 

  

1.
4±

0.
2a

 

1.
3±

0.
2a

 

 

0.
6±

0.
1b

 

0.
3±

0c
 

M
g   

1.
7±

0.
1a

 
0.

9±
0.

1c
 

 
1.

2±
0.

1b
 

0.
9±

0.
1c

 

  
2.

2±
0.

1a
 

1.
1±

0.
1c

 

 
1.

5±
0.

1b
 

1.
0±

0.
1c

 

  

1.
6±

0.
1a

 

1.
2±

0.
1b

c 

 

1.
4±

0.
1b

 

1.
1±

0.
1c

 

C
a   

3.
1±

0.
4a

 
1.

2±
0.

1b
 

 
3.

0±
0.

5a
 

1.
0±

0.
2b

 

  
3.

6±
0.

2a
 

1.
3±

0.
1b

 

 
3.

4±
0.

3a
 

1.
0±

0.
1b

 

  

2.
1±

0.
9b

 

1.
1±

0.
1c

 

 

2.
7±

0.
3a

 

1.
0±

0.
2c

 

K
   

7.
9±

0.
8b

 
13

.5
±1

.2
a 

 
7.

1±
0.

4b
 

7.
7±

2.
3b

 

  
8.

9±
2.

7b
 

13
.1

±2
.3

a 

 
8.

0±
2.

9b
 

6.
7±

2.
0b

 

  

7.
6±

2.
4b

 

14
.4

±1
.9

a 

 

7.
1±

2.
8b

 

6.
0±

1.
9b

 

P
   

1.
2±

0.
1a

 
0.

9±
0.

1b
 

 
0.

9±
0.

1b
 

1.
2±

0a
 

  
1.

2±
0.

1a
 

1.
2±

0.
1a

 

 
1.

0±
0b

 
1.

0±
0b

 

  

1.
2±

0.
1b

 

1.
5±

0.
1a

 

 

1.
5±

0.
1a

 

0.
9±

0.
1c

 

N
 (

%
 P

S)
 

  
4.

5±
0.

1a
 

3.
3±

0.
4a

 

 
3.

1±
0.

2b
 

1.
8±

0.
2b

 

  
4.

9±
0.

4a
 

3.
6±

0.
4a

 

 
3.

2±
0.

2b
 

1.
6±

0.
2b

 

  

4.
7±

0.
2a

 

3.
7±

0.
8a

 

 

2.
5±

0.
1b

 

1.
7±

0.
3b

 

C
 (

%
 P

S)
 

  
43

.4
±0

.3
ba  

39
.9

±0
.9

b 

 
45

.2
±0

.3
a 

42
.3

±0
.4

a 

  
42

.6
±0

.1
b 

39
.8

±0
.8

b 

 
45

.0
±0

.4
a 

42
.6

±0
.2

a 

  

43
.7

±0
.4

b 

39
.3

±0
.1

b 

 

45
.0

±0
.2

a 

43
.0

±0
.7

a 

 

E
E

P
 

In
ve

rn
ad

er
o 

H
oj

as
 

T
al

lo
s 

A
ir

e 
li

br
e 

H
oj

as
 

T
al

lo
s 

E
P

 
In

ve
rn

ad
er

o 
H

oj
as

 

T
al

lo
s 

A
ir

e 
li

br
e 

H
oj

as
 

T
al

lo
s 

L
P

 
In

ve
rn

ad
er

o 

H
oj

as
 

T
al

lo
s 

A
ir

e 
li

br
e 

H
oj

as
 

T
al

lo
s 



Capítulo II 

116 
 

Se observaron los siguientes resultados: 

- La concentración de C total en los tres cultivares de bróculi, 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 concentración de N en los tres subcultivares de bróculi, mostró 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 ningún subcultivar.  

- La concentración de P en los tallos del subcultivar EEP fue mayor en 

plantas al aire libre que en las plantas en invernadero, mientras que 

ocurrió lo opuesto para EP y LP, y la concentración foliar de P en los 

subcultivares EEP y EP fue mayor en las plantas de invernadero mientras 

que en el subcultivar LP se observó lo opuesto.  

- Con respecto a la concentración de K en las hojas, no hubo diferencias 

significativas entre condiciones de cultivo o subcultivares. Sin embargo, 

su concentración en los tallos de las plantas cultivadas en invernadero fue 

mayor que en las plantas al aire libre.  

- La concentración de Ca no mostró 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. Además, la 

concentración de Ca fue mayor en hojas que en tallo, en todos los casos.  

- La concentración de Mg, de forma similar al Ca, fue mayor en hojas que 

en tallos en todos los casos. Además, en hoja, la concentración 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 concentración de Na, fue mayor en plantas cultivadas en invernadero, 

tanto en hojas como en tallos de los tres subcultivares. Además, no hubo 

diferencias entre la cantidad de Na en tallos y hojas en ningún 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 concentración de S, no hubo diferencias significativas entre 

hojas y tallos, en ninguno de los subcultivares. Además, la concentración 

de S fue mayor en plantas de invernadero, en todos los casos.  

- Con respecto a la concentración de Al, B, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y 

Zn, debido a que no hubo diferencias entre subcultivares, muestra vegetal 

o condición de crecimiento, y a que en la mayoría de los casos, la 

concentración fue inferior a 1 mg kg-1 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 estadísticamente diferentes 
(Tukey, P< 0.05, n= 10 para cada subcultivar). 

 

 

La concentración 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 concentración 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 concentración 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 fenólicos totales 

 

El análisis del contenido en glucosinolatos y compuestos fenólicos totales en 

las hojas, tallos e inflorescencias (Tabla 5.3) de distintos subcultivares de bróculi 

púrpura, mostró diferencias significativas entre subcultivares y condiciones de 

cultivo. En general, tanto la concentración de glucosinolatos como la de los 

compuestos fenólicos, 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 mostró la concentración más 

alta de glucosinolatos, en las plantas de invernadero, y en los tallos del subcultivar 

LP, no se observó diferencia significativa entre las distintas condiciones de cultivo. 
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Table 5.3. Glucosinolatos (mg 100g-1 PF) y compuestos fenólicos (g 100g-1 PF) 
totales en hojas, tallos e inflorescencias de cada subcultivar de bróculi púrpura estudiado, 
diferenciando entre el cultivo en invernadero y al aire libre.  
  Glucosinolatos Compuestos Fenólicos  

Hoja    

Invernadero EEP     84.86±5.96ca            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            3.94±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±3.58c           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±7.55c           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 

aValores con letra diferente en la misma columna y material vegetal, son estadísticamente 
diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 10 para cada subcultivar). 
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En relación con los compuestos fenólicos encontrados en la hoja, no hubo 

diferencias significativas entre los subcultivares de una misma condición de cultivo, 

pero al aire libre la concentrtación de compuestos fenólicos fue mayor a 3.5 g 100g-1 

PF, mientras que en invernadero, la concentración fue menor a 2.7 g 100 g-1 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 concentración de compuestos 

fenólicos 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, así como tampoco se obtuvieron inflorescencias en el 

subcultivar LP cultivado al aire libre. Además, no se observaron diferencias 

significativas en la concentración de glucosinolatos y compuestos fenólicos, entre el 

subcultivar EEP y el EP. La inflorescencia concentró la mayor concentración de 

glucosinolatos y compuestos fenólicos del vegetal.  

 

5.4. DISCUSIÓN 

 

En este capítulo, hemos estudiado los factores medioambientales que 

condicionaron el comportamiento fisiológico de distintos cultivares de bróculi, y su 

composición bioquímica. En condiciones de cultivo al aire libre, con mayor PAR, la 

mayor tasa fotosintética resultó en un mayor desarrollo de las plantas en relación a 

las cultivadas en el invernadero (Pettigrew y Meredith 1994; Faville et al. 1999). 

Además, 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 señalan que los niveles de 

fotosíntesis aumentaron con la PAR y que dependían del cultivo (Moens 1991). En 

nuestro caso, se observó una drástica disminución de la PAR (420 -2 s-1) en el 

invernadero. Estos resultados permitieron inferir que el brócoli púrpura cultivado en 

el invernadero, se vio afectado por la reducción de la PAR, lo cual modificó su 

capacidad fotosintética y su consiguiente crecimiento óptimo y desarrollo. De 

acuerdo con Lee et al. (2000), la intensidad y tipo de radiación puede modificar la 

estructura de la hoja (tanto de los estomas, como el grado y la forma de los espacios 

de aire), limitar la asimilación fotosintética y, alterar el contenido y la distribución de 

los pigmentos, todos estos elementos que en su conjunto, determinan la eficiencia en 

la captura de radiación por la hoja, e influyen en la actividad fotosintética. 

Además 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 único factor ambiental. Un menor 

contenido de clorofilas y carotenoides, en las plantas desarrolladas en el invernadero, 

en comparación con las crecidas al aire libre, pudo deberse a la reducción de la 

síntesis de pigmentos por las altas temperaturas, o por una intensidad de luz 

disminuida. En el bróculi de las parcelas al aire libre, dicha reducción en la síntesis 

de pigmentos no se compensó 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 áreas foliares mayores 

y mayor eficiencia en la asimilación de CO2 (como mayor tasa fotosintética), lo que 

se reflejó en una mayor acumulación de biomasa. Se sabe que el aumento de la 

conductancia estomática, aumentó la difusión del CO2 en las hojas, lo que mejoró la 

tasa de fotosíntesis (Rouphael et al. 2008). Sin embargo, la elevada tasa de 
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fotosíntesis encontrada en las plantas crecidas al aire libre, no se asoció a una mayor 

conductancia estomática, indicando que estuvo condicionada principalmente por la 

PAR. De manera similar, Zeiger y Field (1982), demostraron que la asimilación de 

CO2 no sólo estuvo subordinada a la actividad estomática y que la apertura de los 

estomas puede suceder de forma independiente tanto de la asimilación de CO2 en el 

mesófilo, como de la concentración interna de CO2 en la cavidad subestomática. Por 

el contrario, los niveles de transpiración encontrados en las plantas desarrolladas al 

aire libre, se correlacionaron con una conductancia estomática menor, maximizando 

el uso eficiente del agua, durante el trascurso del tiempo del cultivo (Figura 5.1). La 

reducción de la transpiración, es un signo común de senescencia foliar, que está 

generalmente relacionado con un aumento de la producción de ácido abscísico 

(Heaton et al. 1987). Sin embargo, aunque Singal et al. (1995), demostraron la 

disminución de la intensidad de la fotosíntesis en plantas de Brassica campestris L., 

como un proceso dependiente de senescencia, nuestros datos no reflejaron variación 

alguna de la tasa fotosintética con el tiempo, para ningún subcultivar ni condición de 

crecimiento y, las plantas realizaron las funciones relacionadas con los procesos de 

asimilación de la radiación solar. En nuestro estudio, las hojas del cultivar EP 

presentaron una tasa fotosintética por unidad de área foliar mayor, por lo tanto, 

interceptaron mayor radiación fotosintéticamente activa (Carbo et al. 2005). De esta 

manera, el subcultivar EP presentó mayores valores de área foliar, tasa fotosintética y 

biomasa, en comparación con los demás subcultivares.  

Se ha observado que las plantas cultivadas con altas intensidades de luz, 

tuvieron una mayor capacidad de uso de la radiación, a través de un aumento del 

contenido del Citocromo F, del Citocromo B6F, de la Rubisco y de la asimilación 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 fijación 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 está relacionado con la radiación 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 radiación y 

contenido de carbono (Tabla 5.2). Además, puesto que todas las plantas mostraron 

una captación similar de nutrientes minerales, se puede concluir que, para estos 

subcultivares, ninguna de las dos condiciones de cultivo, causó deficiencias en el 

contenido de macronutrientes, aunque sí 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 bróculi púrpura LP, fue el único que no pudo dar 

inflorescencias comerciales en cultivo al aire libre. Estudios anteriores han 

demostrado que uno de los factores determinantes de la producción de brócoli es la 

temperatura (Dufault 1996, 1997; Grevsen 1998), que influye en el crecimiento y el 

desarrollo (González-Benavente et al. 1993). Para la correcta producción de brócoli, 

la temperatura puede rondar entre 8 y 30°C, aunque la temperatura diurna óptima es 

de 16-18°C, para la mayoría de cultivares (Chaux y Foury 1994). El bróculi resiste 

las heladas, por lo que las bajas temperaturas del invierno encontradas en las parcelas 

al aire libre, no causaron ningún daño al cultivo. Además, 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 

formación (vernalización), por lo que en el invernadero, en el que las temperaturas 

mínimas oscilaron entre 14 - 18 ºC, las inflorescencias no aparecieron, ya que no se 

dieron temperaturas más bajas (<10 ºC). Además, las bajas temperaturas afectan a la 
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formación de inflorescencias prematuras (Miller et al. 1985) y la fecha de plantación 

afecta a las características de las inflorescencias y a la duración del ciclo, debido a 

las variaciones térmicas (Montoro et al. 1992). Por lo tanto, debido a que los tres 

subcultivares de bróculi se cultivaron en la misma estación, pero no desarrollaron las 

inflorescencias de forma sincrónica (90-120 días 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 brócoli, aumenta a 

temperaturas medias diarias entre 7 y 13 °C, combinadas con una radiación media 

diaria de 10-13 mol m-2 d-1 (Schönhof et al. 2004). Las diferencias en el contenido de 

glucosinolatos se deben a factores ambientales, tales como el tipo de suelo, o los 

factores agronómicos, como la intensidad de la fertilización (Fenwick et al. 1983), lo 

que explicaría los mayores niveles de glucosinolatos en plantas cultivadas al aire 

libre. Además, las concentraciones de glucosinolatos en las inflorescencias, fueron 

más altas en comparación con otros cultivares de brócoli verde, como Marathon 

(Moreno et al. 2008; López-Berenguer et al. 2009), o bróculi púrpura (Lewis y 

Fenwick 1987).  

Se sabe que el contenido de glucosinolatos en el bróculi, se ve afectado por la 

temperatura (Schönhof et al. 2004), más que por la radiación. Se debe recordar que 

estos cultivares y otros de bróculi verde, son cultivares de clima frío y cuyo ciclo 

productivo es en otoño-invierno. Por ello, el cultivo al aire libre presentó condiciones 

de temperatura y humedad más idóneas. Sin embargo, en las condiciones de 

invernadero, la temperatura ambiental fue mayor que en el exterior y por tanto, 

menos beneficiosa para la formación de inflorescencia de estas variedades. En el 

cultivo al aire libre se dio una activación del metabolismo secundario, mayor síntesis 

y acumulación de glucosinolatos (Yan y Chen 2007). De forma análoga, 
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Gl -  et al. (2007), demostraron que el contenido en compuestos 

fenólicos está relacionado positivamente con la radiación 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 

fenólicos, 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 brócoli 

púrpura estudiados, se adaptaron mejor a las condiciones de aire libre durante la 

temporada de invierno del SE de España. Se obtuvo así, un mayor WUE y una mayor 

producción asociada con la PAR, en dichas plantas en comparación con aquellas 

desarrolladas en invernadero. Además, la calidad nutricional y de compuestos 

beneficiosos para la salud (glucosinolatos y compuestos fenólicos), en estos 

subcultivares, fue mayor que en variedades de bróculi verde tradicional. Por otra 

parte, también se ha demostrado que los subcultivares de floración temprana (EEP y 

EP) del bróculi púrpura estudiados, se adaptaron mejor a las condiciones de invierno 

de la Región de Murcia, con un clima Mediterráneo semiárido. 
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6.1. INTRODUCCIÓN 

 

El objetivo de este estudio fue determinar la absorción de agua y minerales, 

así como la integridad de la membrana plasmática y expresión de acuaporinas PIP de 

dos cultivares de bróculi en respuesta al efecto combinado de la salinidad y el exceso 

de boro (B). Para ello, se usó como material vegetal, dos cultivares comerciales de 

bróculi, uno de una variedad verde (cv. Naxos) y otro de una variedad púrpura (cv. 

Viola). Se determinaron la biomasa, la conductancia hidráulica radicular, la 

abundancia de Proteínas Intrínsecas de Membrana Plasmática (PIP1 y PIP2), el 

índice de estabilidad de la membrana plasmática y la concentración y distribución de 

los nutrientes minerales, en plantas sometidas a dos concentraciones de B sólas o en 

combinación con salinidad. Además, se analizó la concentración de compuestos 

fenólicos, como un indicador biológico de la influencia del B en el metabolismo 

secundario de las plantas. 

 

6.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

El experimento se realizó con dos cultivares comerciales de bróculi verde y 

púrpura (Brassica oleracea L. (Grupo Italica): cultivares Naxos y Viola, 

respectivamente. 

La germinación y el cultivo de las plantas se realizaron en una cámara de 

germinación y de cultivo, respectivamente, en condiciones controladas tal y como se 

describió en el apartado de Material y Métodos.  

Después de 15 días en hidroponía con solución Hoagland y aireación 

constante (cuando las plantas tuvieron 21 días de edad), se les aplicaron los distintos 
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tratamientos: 0 mM NaCl, 80 mM NaCl, una concentración de B of 0.024 mM (1.5 

mg L-1) (H3BO3 (B1)), una concentración de B de 0.065 mM (4 mg L-1) (H3BO3 

(B2)), 80 mM NaCl junto con 1.5 mg L-1 H3BO3 (NaCl+B1) y 80 mM NaCl junto 

con 4 mg L-1 H3BO3 (NaCl+B2).  

El bróculi es moderadamente sensible al boro, con un umbral de 1 mg L-1 

(Boron Tolerance Databases Global Change Master directory, NASA, 

http://gcmd.nasa.gov); por esta razón, para el desarrollo de este experimento, se 

eligieron concentraciones de B de 1.5 mg L-1 y 4 mg L-1. 

Las plantas se recolectaron a los 15 días de tratamiento, aproximadamente 

cuando tenían 36 días de edad. La recolección y distintas medidas de las plantas se 

realizaron a mitad del periodo de luz. 

Se determinaron parámetros como la biomasa, la conductancia hidráulica 

radicular (L0), la abundancia de PIP, el Índice de Estabilidad de la Membrana 

Plasmática (MSI), el contenido mineral y los compuestos fenólicos. 

 

6.3. RESULTADOS 

 

6.3.1. Biomasa 

 

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

significativas entre los tratamientos y cultivares (Tabla 6.1).  
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En general, tanto el tratamiento con NaCl como los de NaCl-B disminuyeron 

la biomasa de ambos órganos en los dos cultivares, con la excepción de las raíces del 

cv. Naxos tratadas con NaCl+B1 cuyo peso seco se mantuvo en los niveles del 

tratamiento control. Además, a pesar de que se observó una reducción de la biomasa 

de la parte aérea en las plantas del cv. Naxos, tratadas con NaCl+B1 con respecto a 

las plantas control, este tratamiento fue capaz de recuperar el peso seco de la parte 

aérea del cv. Naxos, cuando lo comparamos con el tratamiento con NaCl.  

Para ambos cultivares, la biomasa de ambos órganos en las plantas tratadas 

con B, no mostró diferencias con respecto a los valores control, excepto las raíces 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 

aérea y las raíces de los cultivares Naxos y Viola, en los tratamientos con B2 y 

 

 

Tabla 6.1. Peso Seco (g PS planta-1) de la parte aérea y de las raíces de las plantas de 
bróculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM NaCl, H3BO3 1.5 
mg L-1 (B1), H3BO3 4 mg L-1 (B2), 80 mM NaCl and H3BO3 1.5 mg L-1 (NaCl+B1) 
o 80 mM NaCl y H3BO3 4 mg L-1 (NaCl+B2) durante 2 semanas. 

 Control NaCl B1 B2 NaCl+B1 NaCl+B2 

Naxos Parte aérea 5.8aa 3.4c 6.3a 6.1a 5.0b 3.8c 

Viola Parte aérea 5.3a 3.2b 5.4a 4.5a 3.6b 3.2b 

ANOVA nsb ns ns ** *** ns 

Naxos Raíz 0.9a 0.6b 1.1a 1.1a 0.8a 0.6b 

Viola Raíz 0.9a 0.5c 1.0a 0.8b 0.6c 0.6c 

ANOVA nsb ns ns * * ns 

aValores con letra diferente son estadísticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 10 
para cada tratamiento). 
bSe empleó 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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NaCl+B1 cuando fueron comparados individualmente. De esta forma, el cv. Viola, 

presentó mayor sensibilidad a la adición de B, lo cual se reflejó en la inferior 

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

 

6.3.2. Tasa de transpiración y tasa fotosintética 

 

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

distintos tratamientos, se muestran en la Tabla 6.2. 

Tabla 6.2. Tasa de transpiración (mmol m-2s-1) y tasa fotosintética (µmol m-2s-1) de la 
parte aérea de las plantas de bróculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas 
con 80 mM NaCl, H3BO3 1.5 mg L-1 (B1), H3BO3 4 mg L-1 (B2), 80 mM NaCl and 
H3BO3 1.5 mg L-1 (NaCl+B1) o 80 mM NaCl y H3BO3 4 mg L-1 (NaCl+B2) durante 2 
semanas. 

  Tasa de transpiración Tasa fotosintética 

Naxos Control  2.06 ± 0.11aa   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 ± 0.42c 

 NaCl+B1          1.62 ± 0.02b  6.49 ± 0.15bc 

 NaCl+B2          1.59 ± 0.06b              5.85 ± 0.31c 

aValores con letra diferente para el mismo cultivar, son estadísticamente diferentes 
(Test de Tukey, P< 0.05, n= 10 para cada tratamiento). 
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 La tasa de transpiración 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 mostró diferencias significativas entre ambos tratamientos 

(control y NaCl). Por otro lado, tanto la tasa de transpiración como la tasa 

fotosintética, no causó diferencias significativas en los tratamientos con boro (B1 y 

B2) con respecto al control. Por último, los tratamientos combinados (NaCl+B1 y 

NaCl+B2) no presentaron diferencias con respecto al tratamiento con NaCl, aunque 

la tasa de transpiración fue inferior al tratamiento control pero la tasa fotosintética no 

mostró diferencias entre tratamientos (control y NaCl+B1 y NaCl+B2). 

En el cv. Viola, el tratamiento salino produjo una disminución de la tasa de 

transpiración y fotosintética con respecto al tratamiento control. Por otro lado, el 

tratamiento con B1 no mostró diferencias significativas con respecto al control, 

mientras que el tratamiento con B2 produjo una disminución de la tasa de 

transpiración y la tasa fotosintética, así como también lo hicieron los tratamientos 

combinados con NaCl y B. 

 

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

radicular (L0) 

 

La L0 de las plantas de bróculi se midió utilizando una cámara de presión 

Scholander, dos semanas después de aplicar los tratamientos (Figura 6.1).  
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Figura 6.1. Conductancia hidráulica (L0) de las raíces de las plantas de 
bróculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM 
NaCl, H3BO3 1.5 mg L-1 (B1), H3BO3 4 mg L-1 (B2), 80 mM NaCl and 
H3BO3 1.5 mg L-1 (NaCl+B1) o 80 mM NaCl y H3BO3 4 mg L-1 
(NaCl+B2) durante 2 semanas. Las barras con diferente letra dentro del 
mismo cv. son estadísticamente diferentes (Tukey, P< 0.05, n= 6 para 
cada tratamiento). Se empleó 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 

disminución significativa de L0 (alrededor del 50 %), comparado con los valores de 

L0 observados en las plantas control. Sin embargo, a pesar de que L0 disminuyó en 

las plantas tratadas con NaCl+B1 con respecto a las controles, se observó una 

restitución de los valores con respecto al tratamiento con NaCl. Por otra parte, los 

tratamientos con B1 y B2 no tuvieron efectos significativos sobre L0, al compararlos 

con las plantas control.  

En el cv. Viola, los tratamientos con NaCl, NaCl+B1 y NaCl+B2 produjeron 

disminuciones de L0 similares al cv. Naxos (40, 50 y 45 %, respectivamente), 

comparado con las plantas control. Además, tal y como ocurrió en el cv. Naxos, los 

tratamientos con B1 y B2 no tuvieron efectos significativos sobre L0. 
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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 plasmática de 

raíces de plantas de bróculi, se estudió mediante Western blotting (Figura 6.2). Se 

detectó 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 inmunotinción difirió entre los distintos tratamientos. 

 
NAXOS 
 
              Con              NaCl            B1             B2         NaCl+B1     NaCl+B2 

PIP1 
            
 

           0.6bc         1.26a    0.9ab         0.4bc         0.5bc            0.1d   
 
       Con              NaCl             B1                 B2         NaCl+B1     NaCl+B2  

PIP2 
 
            

         6.1c           15.6a          15.3a             11.8b           13.9a            9.5b 
  
VIOLA 
 
               Con              NaCl           B1           B2       NaCl+B1      NaCl+B2 

PIP1 
                                                                                 
 

   0.18c           3.07a          0.2c        1.8b          4.0a               4.2a 
 
       Con             NaCl            B1              B2         NaCl+B1      NaCl+B2 

PIP2 

  
        0.2c           6.8b             0.5c            1.0c           15.9a            21.7a 

 

Figura 6.2. Inmunodetección de homólogos de PIP1 y PIP2 en la membrana plasmática 
(MP) de las raíces de bróculi crecidas con los diferentes tratamientos. Las proteínas 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 números 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 estadísticamente diferentes (Tukey, P< 0.05, n= 3 para cada tratamiento).  
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De esta forma, en el cv. Naxos, se encontró un ligero pero significativo, 

aumento del contenido de la proteína PIP1 de la membrana plasmática de raíz, 

cuando se añadió NaCl, mientras que el contenido de la proteína, se mantuvo con 

valores similares al control, en las plantas tratadas con B1, B2 y NaCl+B1 y 

disminuyó con NaCl+B2. 

En el cv. Viola, la adición de NaCl resultó 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 proteínas 40 

veces. La abundancia de proteínas PIP2 en el cv. Naxos, incrementó con todos los 

tratamientos, mientras que en el cv. Viola, la concentración de proteínas PIP2, se 

incrementó tras el tratamiento con NaCl o su combinación con B, siendo el valor más 

alto el producido por el tratamiento con NaCl+B2. 

 

6.3.5. Índice de Estabilidad de la Membrana (MSI) 

 

En ambos cultivares, el MSI mostró una disminución con respecto al control, 

después de la adición de NaCl, NaCl+B1 o NaCl+B2; en general, la reducción en el 

cv. Naxos fue mayor que para el cv. Viola (Tabla 6.3).  
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Los tratamientos con B1 y B2 no tuvieron efectos significativos en el MSI, en 

comparación con los valores control. Los tratamientos de NaCl y NaCl+B2 

produjeron las mayores reducciones en el MSI del cv. Naxos, en relación al cv. 

Viola, cuando los dos cultivares se compararon individualmente para cada 

tratamiento (Tabla 6.3). 

 

6.3.6. Análisis mineral 

 

Las condiciones salinas y la adición de ácido bórico alteró significativamente 

el estado nutricional de las raíces y la parte aérea de los cultivares Naxos y Viola 

(Tabla 6.4 y 6.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 6.3. Índice de Estabilidad de la Membrana (%) de las raíces de las plantas de 
bróculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM NaCl, H3BO3 1.5 mg 
L-1 (B1), H3BO3 4 mg L-1 (B2), 80 mM NaCl and H3BO3 1.5 mg L-1 (NaCl+B1) o 80 mM 
NaCl y H3BO3 4 mg L-1 (NaCl+B2) durante 2 semanas. 

 Control NaCl B1 B2 NaCl+B1 NaCl+B2 

   Naxos 66.4aa 37.9c 67.6a 65.2a 51.4b 39.7bc 

   Viola 72.1a 51.9b 69.0a 63.7a 52.3b 55.0b 

ANOVA nsb ** ns ns ns ** 

aValores con letra diferente son estadísticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 
10 para cada tratamiento). 
bSe empleó 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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 aValores con letra diferente son estadísticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 10 
para cada tratamiento). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 6.4. Concentración ( mol g-1PS) de elemento mineral del tejido vegetal de las 
plantas de bróculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM NaCl, 
H3BO3 1.5 mg L-1 (B1), H3BO3 4 mg L-1 (B2), 80 mM NaCl and H3BO3 1.5 mg L-1 
(NaCl+B1) o 80 mM NaCl y H3BO3 4 mg L-1 (NaCl+B2) durante 2 semanas. 

Naxos 

 Parte aérea 
B Ca K Na Cl- 

Control 3.4da 774a 1239a 24b 78.9c 

NaCl 3.6d 516bc 704b 1844a 1859.1a 

B1 8.0b 707ab 1232a 32b 59.1c 

B2 17.8a 798a 1403a 29b 78.9c 

NaCl+B1 5.9cd 459c 615b 1688a 1278.8b 

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

Raíz      

Control 1.7c 558a 1122a 35b 121.1b 

NaCl 2.0c 302b 659b 871a 540.8a 

B1 3.2b 566a 1220a 77b 78.9c 

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 
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La concentración de B en ambos cultivares y órganos 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, únicamente el tratamiento con NaCl+B2 

presentó un efecto significativo sobre la concentración de B con respecto a las 

plantas control. 

Tabla 6.5. Concentración ( mol g-1PS) de elemento mineral del tejido vegetal de las 
plantas de bróculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM NaCl, 
H3BO3 1.5 mg L-1 (B1), H3BO3 4 mg L-1 (B2), 80 mM NaCl and H3BO3 1.5 mg L-1   
(NaCl+B1) o 80 mM NaCl y H3BO3 4 mg L-1 (NaCl+B2) durante 2 semanas. 

Viola 

Parte aérea 
B Ca K Na Cl- 

Control 3.3ca 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 28c 59.1b 

NaCl+B1 4.6c 507b 510b 2015ab 921.1a 

NaCl+B2 9.4b 443b 485b 1841b 701.4a 

Raíz      

Control 1.8c 313a 1455a 36b 59.1b 

NaCl 1.8c 116b 1083b 880a 380.28a 

B1 3.7b 357a 1445a 38b 59.1b 

B2 5.6a 320a 1495a 37b 39.4b 

NaCl+B1 2.2c 122b 1140b 765a 380.3a 

NaCl+B2 3.1b 128b 1258b 821a 419.7a 

aValores con letra diferente son estadísticamente diferentes (Test de Tukey, P< 0.05, n= 
10 para cada tratamiento). 
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La concentración de Ca y K disminuyó en todos los tratamientos con NaCl, 

en ambos órganos y cultivares. Además, 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 órganos vegetales, la concentración 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 concentración de Na de la parte aérea de 

ambos cultivares, así como el cv. Viola acumuló en la parte aérea mayor 

concentración de Na que el cv. Naxos.  

Con respecto a la concentración del anión Cl-, se observó un aumento en 

todos los tratamientos con NaCl. Sin embargo, no se observaron diferencias en la 

concentración de Cl- en las raíces del cv. Naxos o en la parte aérea o raíz del cv. 

Viola, entre los tratamientos con NaCl, NaCl+B1 o NaCl+B2. En la parte aérea del 

cv. Naxos, la concentración de Cl- en los tratamientos con NaCl+B1 y NaCl+B2 

disminuyó con respecto al tratamiento con NaCl. 

 

6.3.7. Compuestos fenólicos 

 

La concentración total de compuestos fenólicos 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.  
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Por otro lado, en las plantas tratadas con B, la concentración de compuestos 

fenólicos fue menor que la encontrada en las plantas control o en las plantas tratadas 

con NaCl. El efecto opuesto entre la acción del NaCl y B sobre la abundancia de 

compuestos fenólicos, se reflejó en los tratamientos con NaCl+B1 y NaCl+B2, donde 

no se encontraron diferencias en la concentración de estos compuestos, con respecto 

a las plantas control o las tratadas con NaCl. 

 

6.4. DISCUSIÓN 

 

La relación linear entre la producción 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 disminución de la biomasa tanto de la raíz como de la 

parte aérea tras la adición de NaCl, estuvo de acuerdo con estudios previos realizados 

en el grupo (López-Berenguer et al. 2006). Además, en hojas de lechuga, se observó 

que el incremento de la concentración de B no causó ninguna reducción del peso 

Tabla 6.6. Compuestos fenólicos totales (mg 100g-1 DW) de la parte aérea de las plantas 
de bróculi control (cv. Naxos y Viola) y las plantas tratadas con 80 mM NaCl, H3BO3 1.5 
mg L-1 (B1), H3BO3 4 mg L-1 (B2), 80 mM NaCl and H3BO3 1.5 mg L-1 (NaCl+B1) o 80 
mM NaCl y H3BO3 4 mg L-1 (NaCl+B2) durante 2 semanas. 

 Control NaCl B1 B2 NaCl+B1 NaCl+B2 

Naxos 9.3ba 14.8a 5.3c 6.1c 11.2ab 12.1ab 

Viola 12.7b 22.0a 2.9c 5.8c 18.2ab 16.5ab 

ANOVA *b ** * ns ** ** 

aValores con letra diferente para el mismo cultivar, son estadísticamente diferentes (Test 
de Tukey, P< 0.05, n= 10 para cada tratamiento). 
bSe empleó 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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seco en la planta (Eraslan et al. 2007b). Similares resultados se encontraron en trigo 

(Díaz y Grattan 2009) indicando que este cultivar era tolerante a B (20 mg L-1) a 

pesar de los síntomas de toxicidad descritos en hoja. Sin embargo, también se ha 

descrito una disminución de la biomasa de la parte aérea con B, en plantas de tomate 

(Ben-Gal y Shani 2002b) e incluso en bróculi (Smith et al. 2010a), por lo que esta 

respuesta depende no sólo del cultivar sino también de la concentración de B 

suministrada y de las condiciones experimentales. En este trabajo, las plantas tratadas 

exclusivamente con B1, mostraron mayor crecimiento que las tratadas con NaCl, 

indicando que esta concentración de B es óptima para ambos cultivares, 

especialmente para el cv. Naxos. Sin embargo, al comparar las raíces y las partes 

aéreas de los cvs. Naxos y Viola, se observó una respuesta diferente tras la adición de 

B1 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-1), a plantas de Pisum sativum L. 

encontraron que este elemento facilitó la tolerancia a la salinidad durante el 

crecimiento de la planta. Sin embargo, los resultados encontrados para el cv. Viola, 

podrían indicar una mayor sensibilidad al B. De hecho, en el cv. Viola se observó 

una disminución de la transpiración y tasa fotosintética en tratamientos con B2 con 

respecto al control, que no ocurrió en el cv. Naxos (Tabla 6.2). 

El efecto de la salinidad sobre la conductancia hidráulica, L0, se ha estudiado 

en bróculi y se ha sugerido, que la reducción de L0 era debida al estrés hiperosmótico 

y al desequilibrio iónico causado por la alta concentración de iones Cl- y Na+ en el 

apoplasto, así como a la inactivación de las acuaporinas (López-Berenguer et al. 

2006, López-Pérez et al. 2009; Muries et al. 2011). Sin embargo, no hay estudios de 

la respuesta de los cultivares de bróculi, con respecto a la absorción de agua y 
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modulación de acuaporinas tras la adición simultánea de B y NaCl. En el cv. Naxos, 

una mayor L0 de las plantas tratadas con NaCl+B1, en comparación con los valores 

obtenidos antes de la adición de B1, podría explicar la recuperación de la biomasa de 

la raíz y la parte aérea en relación al tratamiento exclusivo con NaCl. De forma 

similar, el MSI también se recuperó en el cv. Naxos cuando se le añadió B1 a las 

plantas tratadas con NaCl. Ésto no ocurrió sin embargo en el cv. Viola o en las 

plantas tratadas con NaCl+B2 de ningún cultivar. De esta forma, la concentración de 

B1 tuvo un efecto positivo sobre la acción del NaCl en el cv. Naxos, en relación al 

transporte del agua y crecimiento, lo que indica que este cultivar podría ser regado 

con agua salina combinada con niveles moderados de B.  

Se ha observado que en las raíces de bróculi, los genes de acuaporinas PIP se 

expresan en la membrana plasmática y son modificados en condiciones de estrés 

salino (Muries et al. 2011). De esta forma, en este trabajo se consideró si la 

abundancia de acuaporinas PIP podría explicar los cambios en la L0 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 plasmática en condiciones salinas no 

resultó en un aumento paralelo de L0. Estos resultados estaban de acuerdo con 

trabajos previos (López-Pérez et al. 2009) que mostraron un engrosamiento de la 

capa phi en las raíces de plantas de Brassica oleracea L. crecidas con salinidad, 

siendo ésta una barrera física al transporte de agua en el apoplasto. Este 

descubrimiento apoya la acumulación de proteínas PIP en estas condiciones, donde 

la contribución de la vía apoplástica es relativamente baja y el agua es 

principalmente transportado vía célula a célula. La falta de correlación entre L0 y la 

abundancia de proteínas PIP, podría deberse también a la contribución de las 

distintas isoformas PIP a la L0, a la localización diferencial de PIPs a lo largo de las 
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raíces (Benabdellah et al. 2009) o a una disminución de la fosforilación de las 

proteínas PIP, que podría afectar a la funcionalidad de las mismas y disminuir la L0 

(Van Wilder et al. 2008).  

Un punto interesante es que la abundancia de PIP2 en el cv. Viola incrementó 

sólo con los tratamientos con NaCl, mientras que en el cv. Naxos incrementó 

también como consecuencia de los tratamientos con ácido bórico. Además se 

observó un patrón de expresión diferente de las subfamilias PIP1 y PIP2 en cada 

cultivar, lo cual indicó una sensibilidad hídrica diferente, entre estos dos cultivares, a 

los tratamientos con B y NaCl-B. Estos resultados están de acuerdo con trabajos 

previos donde se ha observado un patrón de expresión distinto para PIP1 y PIP2 en 

plantas de maíz (Martínez-Ballesta et al. 2008b). Aunque se ha sugerido que las 

acuaporinas están implicadas en el transporte de B en plantas superiores (Dordas et 

al. 2000, Fitzpatrick y Reid 2009) la falta de correlación entre las isoformas PIPs 

analizadas y la acumulación de B en las raíces de ambos cultivares, indica que otras 

isoformas de acuaporinas podrían estar implicadas en el transporte de B. Además, se 

ha relacionado la toxicidad por B con una reducción de la absorción de agua y la 

expresión de PIP y TIP en Arabidopsis thaliana, produciendo estrés hídrico e 

inhibición del crecimiento (Aquea et al. 2012). Sin embargo, se encontraron 

resultados diferentes en nuestras plantas de bróculi. 

En el cv. Naxos, la concentración de B1 restituyó L0 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 lipídica, tal y como sugiere la 

recuperación del MSI. En cualquier caso, el aumento de la abundancia de PIP2 no se 

relacionó directamente con la restitución de L0.  
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En el cv. Viola, hubo sin embargo, una mayor regulación de PIP2 en los 

tratamientos con NaCl-B que no se asoció con los cambios en L0. Esto sugiere que se 

debe considerar además la contribución de otras o distintas isoformas de PIP a la 

conductancia hídrica del cv. Viola en los tratamientos con NaCl-B. Los resultados 

indicaron que el umbral de sensibilidad a la concentración de B difirió en ambos 

cultivares, ya que al contrario que en el cv. Naxos, la concentración de B1 no tuvo un 

efecto positivo en la L0 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 plasmática. Esta mayor acumulación de proteínas PIPs 

en el cv. Viola, en comparación con el cv. Naxos, en los tratamientos con NaCl, 

podría estar determinada por el hecho de que las reducciones del MSI tras la adición 

de NaCl son en general menores en el cv. Viola que en el cv. Naxos. Por tanto, las 

diferencias en la composición lipídica de la membrana plasmática de ambos 

cultivares, se debe tener en cuenta como un factor que condiciona la modulación del 

tráfico vesicular y de proteínas en condiciones de estrés salino (Li et al. 2011, Melser 

et al. 2011). Todos estos hallazgos resaltaron la complejidad de la interacción entre 

ácido bórico y salinidad y una mayor investigación se requiere para clarificar la 

contribución y el papel de cada isoforma de acuaporinas, así como su regulación en 

la respuesta a la interacción de estrés por NaCl y B en los distintos cultivares de 

bróculi. 

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 acumulación de B en las raíces y parte aérea de ambos 

cultivares aumentó en función de la concentración de B en la solución nutritiva, 

como ocurrió en trabajos previos (Grattan et al. 1997). Además, en los tratamientos 
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de NaCl+B1 y NaCl+B2, las plantas acumularon menos B en su parte aérea y raíces 

que con B1 y B2, de acuerdo con resultados anteriores donde las concentraciones de 

B disminuyeron en las plantas de bróculi sometidas a estrés salino (Ben-Gal y Shani 

2002b, Smith et al. 2010b). Se ha postulado que una disminución en la tasa de 

transpiración con la salinidad puede reducir la absorción pasiva y la difusión de B 

(Alpaslan y Gunes 2001), o que un efecto combinado sobre la absorción de B y agua 

(Wimmer et al. 2003, Bastías et al. 2004a) reduciría la concentración de B en la parte 

aérea. Por lo tanto, la disminución observada en L0 causada por salinidad tendría 

consecuencias significativas, con efectos sobre la absorción de ácido bórico por las 

raíces y su transporte desde la raíz a la parte aérea. Sin embargo, en este trabajo, no 

hubo diferencias significativas entre la concentración de B en la parte aérea y la raíz 

de plantas control y plantas tratadas con NaCl, de ambos cultivares, lo que indicó que 

el transporte mediado por canales de B puede producirse en paralelo a la absorción 

pasiva dentro de la corriente de transpiración. Además, 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 plasmática (Eraslan et al. 2007b). De acuerdo con 

esto, en este trabajo, las plantas tratadas sólo con B mostraron mayor MSI que 

aquellas tratadas con la combinación 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 González-Fontes 2011). Por lo 

tanto, no debe descartarse un posible papel del Ca, sólo o en combinación con B, 

sobre la pared de la célula o sobre la estructura de la membrana plasmática de las 
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raíces de las plantas del cv. Naxos tratadas con NaCl+B1, ya que el MSI se recuperó 

con respecto al tratamiento con NaCl. 

Entre ambos cultivares se observaron diferencias en la acumulación de Cl- y 

Na+. El B afecta a la concentración de Cl- en los tejidos y viceversa (Yermiyahu et al. 

2008, Smith et al. 2010b), lo que sugiere que esta interacción puede ser importante 

en la comprensión de la relación NaCl-B. En este trabajo, la reducción en la 

concentración de Cl- en la parte aérea de las plantas del cv. Naxos tratadas con 

NaCl+B1, en comparación con el tratamiento con NaCl, podría estar relacionado con 

la recuperación de la biomasa, mediante la reducción de la absorción de Cl- 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 adición de NaCl sólo - y 

la biomasa de la parte aérea no se restableció, indicando el papel del transporte de 

agua en la recuperación de la biomasa más que una disminución del Cl- en la parte 

aérea. Aunque el cv. Viola acumuló menores concentraciones de Cl- en la parte 

aérea, en comparación con el cv. Naxos, en todos los tratamientos salinos, se 

encontraron cantidades más altas de Na+, lo que indicó un efecto tóxico de este ión. 

En plantas tratadas con B, no se observaron reducciones de Cl- con respecto 

al control, una posible explicación para esto pudo ser que bajo la adición de B, el 

contenido de Cl- en la solución Hoagland fue mucho menor que el observado en los 

tratamientos con NaCl, y por lo tanto, el efecto de B1 y B2 sobre la absorción de Cl- 

podría diferir con respecto a los tratamientos con NaCl-B. De hecho, trabajos 

anteriores mostraron que distintas combinaciones de B y Cl- en la solución de riego, 

podrían cambiar la acumulación de Cl- en la parte aérea de las plantas (Yermiyahu et 

al. 2008, Smith et al. 2010b). 
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Finalmente, la formación de compuestos fenólicos es un parámetro clave en 

relación con la influencia del B en los procesos fisiológicos (Ruiz et al. 1998, Brown 

et al. 2002, Landi et al. 2012). El contenido de fenoles totales se incrementó 

significativamente con la salinidad en los dos cultivares de bróculi, 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 Taârit et al. 2012). El mayor incremento en el cv. Viola podría 

indicar que este cultivar sintetizó compuestos fenólicos como un mecanismo de 

adaptación y protección contra la salinidad, en lugar de acumular B como un 

complejo B-fenoles en las membranas. 

Se ha estudiado en muchas especies de plantas herbáceas, el aumento de las 

concentraciones de compuestos fenólicos en situaciones de deficiencia de boro 

(Chatterjee et al. 2005); sin embargo, hay poca información 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 fenólicos en hojas de 

plantas de tabaco cultivadas tanto en condiciones de deficiencia de B como de 

toxicidad. En plantas de tomate, la concentración total de compuestos fenólicos y de 

flavonoides se incrementó 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 concentración de compuestos fenólicos cuando el agua 

de riego contenía alta concentración de B. Por el contrario, Blevins y Lukaszewski 

(1998) mostraron una disminución en la cantidad de compuestos fenólicos en 

diferentes cultivares tratados con alta concentración de B. Por lo tanto, estos 

resultados - junto con los encontrados en este trabajo - indican una variación 

considerable en el metabolismo fenólico entre especies, cultivares y tejidos. El efecto 
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opuesto de los tratamientos con NaCl y B sobre los compuestos fenólicos, se refleja 

en los tratamientos combinados con NaCl-B, dónde la concentración de fenólicos se 

mantuvo con respecto al control. 

 

6.5. CONCLUSIONES 

 

En conclusión, se observó una respuesta diferencial a la interacción NaCl-B 

en los dos cultivares de bróculi. La absorción de ácido bórico a través de la 

membrana plasmática, por penetración a través de la bicapa lipídica, así como la 

funcionalidad de las acuaporinas, podrían influir en gran medida en la tolerancia a la 

salinidad del cv. Naxos en el tratamiento NaCl+B1, a través de los cambios 

asociados en la conductividad hidráulica de la raíz, más que a través de una menor 

acumulación de Cl- en la parte aérea. De esta forma, existe un efecto positivo entre la 

salinidad y la concentración de B1 en el cv. Naxos: una disminución de la toxicidad 

por NaCl en presencia de B1, lo que permite recuperar el crecimiento, y muestra que 

este cultivar podría ser regado con aguas salinas combinadas con aguas con 

moderado contenido en B. 

Por el contrario, en el cv. Viola, se observó una mayor expresión de PIP2 en 

los tratamientos con NaCl-B en comparación al tratamiento con NaCl. Sin embargo, 

este aumento de BoPIP2 no estuvo asociado con ningún cambio de L0 con respecto al 

tratamiento con NaCl, indicando que el umbral de concentración de B difirió entre el 

cv. Viola y el cv. Naxos. Se observó una disminución de la transpiración y tasa 

fotosintética en el cv. Viola con respecto al control en el tratamiento con B2, que no 

ocurrió en el cv. Naxos, por lo que el cv. Viola presentó 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 plasmática. Además, el cv. Viola acumuló menor 

concentración de Cl- en la parte aérea en comparación con el cv. Naxos, en todos los 

tratamientos salinos, pero se encontraron cantidades más altas de Na+, lo cual indicó 

un efecto tóxico de este ion. Se sugiere un posible papel del B, en la pared celular o 

en la estructura de la membrana plasmática de las raíces de las plantas del cv. Naxos 

tratadas con NaCl+B1, ya que el MSI se recuperó con respecto al tratamiento salino. 

Finalmente, una mayor concentración de compuestos fenólicos en el cv. Viola en 

todos los tratamientos salinos, indicó el uso de compuestos fenólicos como un 

mecanismo de adaptación para la protección contra el estrés salino en este cultivar.
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7.1. INTRODUCCIÓN 

 

Los problemas derivados de la salinidad y el continuo aumento de las 

concentraciones atmosféricas de CO2, así como la poca información sobre el 

metabolismo del azufre (S) en fisiología vegetal, incluyendo la respuesta de los 

glucosinolatos a la elevada concentración de CO2 atmosférico y salinidad, motivaron 

el diseño de este experimento, con el fin de determinar el efecto de la interacción 

entre el CO2 (ambiental-elevado) y la salinidad en el medio de crecimiento, sobre los 

parámetros de biomasa, concentración mineral, y contenido de glucosinolatos (totales 

e individuales) en el bróculi, y estudiar la respuesta de las enzimas del metabolismo 

del S en la planta, que participan de las rutas de biosíntesis y de degradación de 

glucosinolatos, así como de los aminoácidos azufrados y el glutation. 

 

7.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

El experimento se llevó a cabo con dos cultivares comerciales de bróculi 

(Brassica oleracea L. (Grupo Italica): 

Viola . 

La germinación y el cultivo de las plantas de bróculi se realizaron en una 

cámara de cultivo en condiciones controladas tal y como se describió en el apartado 

de Material y Métodos.  

Después de 15 días en hidroponía con solución Hoagland y aireación 

constante (cuando las plantas tuvieron 21 días de edad), las plantas se trataron con 0 

mM NaCl (control) y 80 mM NaCl. Además, la mitad de estas plantas fueron 

tratadas con elevado CO2 (800 ppm) y la otra mitad con CO2 ambiental (350 ppm). 
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Las plantas se recolectaron a los 15 días de tratamiento, aproximadamente 

cuando tenían 36 días de edad. La recolección 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 

parámetros como la biomasa, el contenido mineral, los glucosinolatos, diferentes 

actividades enzimáticas, los aminoácidos y el glutation.  

 

7.3. RESULTADOS 

 

7.3.1. Determinación de la biomasa 

 

En ambos cultivares, tanto en condiciones control como de salinidad, el peso 

seco fue mayor en las plantas crecidas a elevada concentración de CO2, con respecto 

a las plantas crecidas en condiciones ambientales de CO2 (Figura 7.1).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.1. Peso seco de la parte aérea de las plantas de bróculi 
control (cv. Naxos y Viola), y las plantas tratadas con 80 mM NaCl en 
condiciones ambientales de CO2 (350 ppm) y elevado CO2 (800 ppm) 
durante 2 semanas. Las barras con diferente letra dentro del mismo cv. 
son estadísticamente diferentes (Tukey, P< 0.05, n= 6 para cada 
tratamiento). Se empleó 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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Además, la salinidad redujo el peso seco de las plantas, en comparación con 

las plantas control, tanto en los tratamientos con alta concentración de CO2 como en 

los tratamientos con una concentración de CO2 ambiental. Por otro lado, no hubo 

diferencias significativas entre cultivares en ningún tratamiento. 

 

7.3.2. Concentración de SO4
2-, S total, Na+, Cl- y relación C/N y 

N/S. 

 

En ambos cultivares, el nivel de sulfato (SO4
2-) fue mayor en las plantas 

crecidas con una concentración de CO2 elevada, en comparación a las plantas 

crecidas con una concentración de CO2 ambiental (Tabla 7.1). Por otro lado, la 

salinidad aumentó la concentración de SO4
2- con respecto al tratamiento control, en 

ambas condiciones de CO2. Además, entre cultivares no hubo diferencias 

significativas en la concentración de SO4
2- en ningún tratamiento. 
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Con respecto a la concentración de azufre (S) total, ésta fue mayor en las 

plantas crecidas en CO2 ambiental al compararlas con las crecidas en condiciones de 

elevado CO2, en el tratamiento control de ambos cultivares y en el tratamiento salino 

del cv. Naxos, mientras que la concentración de CO2 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 disminuyó la concentración de S con respecto al control en el cv. Naxos 

desarrollado en condiciones de CO2 ambiental, y no tuvo efectos significativos en 

condiciones de elevado CO2. En el cv. Viola, la salinidad aumentó la concentración 

de S en condiciones de elevado CO2 y no tuvo efectos significativos en condiciones 

de CO2 ambiental. Además, la concentración de S mostró diferencias significativas 

entre cultivares, en ambas condiciones de CO2 pero sólo en condiciones de estrés 

salino, donde se observó una mayor concentración en el cv. Viola que en el cv. 

Naxos. 

En condiciones control, para ambos cultivares, la elevada concentración de 

CO2 supuso una reducción del contenido en Na+, sin embargo este efecto no se 

observó en condiciones de salinidad en el cv. Naxos, donde no hubo diferencias 

significativas entre ambas concentraciones de CO2 y, ésta fue mayor en las plantas 

tratadas con elevado CO2 en el cv. Viola, en comparación con las plantas tratadas con 

CO2 ambiental. Además, la salinidad incrementó la concentración de Na+ en ambos 

cultivares y a ambas condiciones de CO2. Por otro lado, no hubo diferencias 

significativas entre cultivares en ningún tratamiento, excepto en las plantas tratadas 

con salinidad en condiciones de elevado CO2, donde el cv. Viola mostró una mayor 

concentración de Na+ que el cv. Naxos. 

La concentración de Cl-, no mostró diferencias significativas entre las 

distintas concentraciones de CO2 en ambos cvs. desarrollados en condiciones  
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control. Por otra parte, la concentración de Cl-, fue mayor en las plantas del cv. Viola 

crecidas con elevado CO2 y salinidad en comparación con las que crecieron con 

condiciones de CO2 ambiental y salinidad. Además, la salinidad incrementó, en 

ambos cultivares y en ambas concentraciones de CO2, el contenido de Cl-. Por 

último, las plantas del cv. Viola mostraron una mayor concentración de Cl- que las 

del cv. Naxos a concentraciones de CO2 elevadas y en condiciones de salinidad, 

mientras que en condiciones ambientales de CO2 y salinidad, el cv. Naxos mostró 

una concentración de Cl- mayor que el cv. Viola. 

La relación C/N fue mayor en las plantas tratadas con elevado CO2 en todos 

los tratamientos como consecuencia de un incremento en la asimilación de C. 

Además, en ambos cultivares la salinidad no tuvo efectos significativos sobre la 

relación 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 CO2, que mostraron 

una relación C/N mayor en el cv. Naxos que en el cv. Viola. 

El CO2 no ejerció ningún efecto sobre la relación N/S con la excepción de las 

plantas control del cv. Viola, que presentaron una mayor relación N/S a elevado CO2 

que a CO2 ambiental. La salinidad, incrementó la relación N/S en el cv. Naxos, 

mientras que el estrés salino no influyó en la relación N/S en las plantas del cv. Viola 

crecidas en condiciones ambientales de CO2, y disminuyó la relación N/S en plantas 

crecidas en condiciones de elevado CO2. Finalmente, en todos los casos, hubo 

diferencias significativas entre cultivares, siendo la relación N/S de las plantas 

control mayor en el cv. Viola y en el caso de las plantas crecidas con salinidad, la 

relación N/S fue mayor en el cv. Naxos. 
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7.3.3. Contenido en glucosinolatos  

 

Los glucosinolatos alifáticos (Glucoiberina (GI) y Glucoerucina (GE)) y los 

glucosinolatos indólicos (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 concentración total de glucosinolatos fue mayor en condiciones de 

elevada concentración de CO2 en comparación a la concentración de CO2 ambiental 

(Tabla 7.2). Además, la concentración de glucosinolatos totales fue mayor en plantas 

tratadas con salinidad en ambas condiciones de CO2. En general, el cv. Viola tuvo 

mayor concentración 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 CO2 ambiental y NGB fue menor en el cv. Viola en las 

plantas control crecidas en condiciones de elevado CO2. 

 

 

 

 

 

 



Capítulo IV 

160 
 

T
ab

la
 7

.2
. 

G
lu

co
si

no
la

to
s 

in
di

vi
du

al
es

 y
 t

ot
al

es
 (

m
g 

10
0 

g-1
 PF

) 
de

 l
a 

pa
rt

e 
aé

re
a 

de
 l

as
 p

la
nt

as
 d

e 
br

óc
ul

i 
co

nt
ro

l 
(c

v.
 N

ax
os

 y
 V

io
la

),
 y

 l
as

 p
la

nt
as

 
tr

at
ad

as
 c

on
 8

0 
m

M
 N

aC
l e

n 
co

nd
ic

io
ne

s 
am

bi
en

ta
le

s 
de

 C
O

2 
(3

50
 p

pm
) 

y 
el

ev
ad

o 
C

O
2 

(8
00

 p
pm

) 
du

ra
nt

e 
2 

se
m

an
as

. 

 

T
ot

al
 

31
.9

6±
3.

05
 

6.
20

±0
.6

5 

**
* 

81
.2

7±
11

.1
5 

14
.9

3±
0.

66
 

**
 

**
 

**
*  

22
.1

6±
2.

57
 

9.
28

±0
.7

3 

* 

94
.0

1±
9.

25
 

21
.7

8±
5.

44
 

**
* 

**
* *  * * ns
 

ns
 

G
I:

 G
lu

co
ib

er
in

a,
 G

E
: G

lu
co

er
uc

in
a,

 G
B

: G
lu

co
br

as
ic

in
a,

 M
G

B
: 4

-M
eO

-G
lu

co
br

as
ic

in
a,

 H
G

B
: 4

-O
H

-G
lu

co
br

as
ic

in
a,

 N
G

B
: N

eo
gl

uc
ob

ra
si

ci
na

.  

a  S
ig

ni
fi

ca
ci

ón
 e

n 
la

s 
pl

an
ta

s 
tr

at
ad

as
 c

on
 8

00
 p

pm
 C

O
2 

(+
 C

O
2)

 y
 la

s 
pl

an
ta

s 
cr

ec
id

as
 c

on
 c

on
di

ci
on

es
 a

m
bi

en
ta

le
s 

de
 C

O
2 

(-
C

O
2)

. 
b 

Si
gn

if
ic

ac
ió

n 
(n

=
 6

) 
a 

P
<

 0
.0

5 
de

 a
cu

er
do

 a
l T

es
t d

e 
St

ud
en

t, 
no

 s
ig

ni
fi

ca
ti

vo
 a

 P
>

 0
.0

5 
(n

s)
, s

ig
ni

fi
ca

tiv
o 

a 
P

<
 0

.0
5 

(*
),

 P
<

 0
.0

1 
(*

*)
 y

 P
<

 0
.0

01
 (

**
*)

.  
 

c 
n.

d.
 =

 n
o 

de
te

ct
ad

o.
 

G
lu

co
si

no
la

to
s 

in
dó

lic
os

 

N
G

B
 

8.
62

±1
.8

8 

0.
78

±0
.0

2 

**
 

10
.3

3±
2.

75
 

1.
16

±0
.2

0 

* ns
 

ns
  

3.
26

±1
.3

8 

1.
79

±0
.3

1 

ns
 

12
.4

6±
2.

01
 

7.
54

±1
.9

2 

ns
 

**
 

*  * * ns
 

* 

H
G

B
 

0.
87

±0
.2

1 

n.
d.

c  

ns
 

7.
90

±0
.8

9 

4.
53

±0
.4

7 

**
* 

**
* 

**
  

2.
25

±0
.8

7 

0.
29

±0
.0

4 

ns
 

10
.2

7±
1.

31
 

1.
60

±0
.1

0 

* **
 

*  ns
 

ns
 

ns
 

**
* 

M
G

B
 

6.
65

±1
.1

5 

1.
94

±0
.0

9 

**
* 

13
.4

9±
0.

79
 

3.
44

±0
.2

6 

**
 

**
* 

**
*  

9.
20

±0
.7

8 

6.
69

±2
.3

8 

ns
 

8.
14

±1
.7

6 

2.
65

±0
.7

1 

ns
 

**
* 

**
  ns
 

ns
 

* ns
 

G
B

 

9.
99

±1
.3

6 

2.
91

±0
.6

8 

**
* 

21
.7

6±
5.

31
 

4.
98

±0
.0

7 

* * *  

1.
13

±0
.5

8 

0.
17

±0
.0

4 

ns
 

11
.7

9±
1.

46
 

0.
21

±0
.0

3 

**
* 

**
* 

ns
  

**
* * ns
 

**
* 

G
lu

co
si

no
la

to
s 

al
if

át
ic

os
 

G
E

 

0.
35

±0
.0

6 

0.
16

±0
.0

1 

**
 

0.
76

±0
.1

4 

0.
32

±0
.0

2 

* * **
*  

0.
50

±0
.0

8 

0.
48

±0
.0

6 

ns
 

3.
86

±0
.9

3 

0.
60

±0
.1

8 

* * ns
  ns
 

**
 

* ns
 

G
I 

 

5.
47

±1
.2

4 

0.
40

±0
.0

1 

**
* b

 

27
.0

3±
7.

27
 

0.
50

±0
.0

5 

* * ns
  

5.
82

±0
.2

4 

2.
81

±0
.8

6 

* 

47
.4

8±
2.

68
 

9.
19

±1
.0

6 

**
* 

**
* 

**
  ns
 

* * ns
 

  

+
C

O
2 a

 

-C
O

2 

Si
gn

if
ic

ac
ió

n 

+
C

O
2 

-C
O

2 

Si
gn

if
ic

ac
ió

n 

   

+
C

O
2 

-C
O

2 

Si
gn

if
ic

ac
ió

n 

+
C

O
2 

-C
O

2 

Si
gn

if
ic

ac
ió

n 

   

+
C

O
2 

-C
O

2 

+
C

O
2 

-C
O

2 

 

N
ax

os
 P

ar
te

 a
ér

ea
 

C
on

tr
ol

 

  

N
aC

l 

  

+
C

O
2 

Si
gn

if
ic

ac
ió

n 

-C
O

2 
Si

gn
if

ic
ac

ió
n 

V
io

la
 P

ar
te

 a
ér

ea
 

C
on

tr
ol

 

  

N
aC

l 

  

+
C

O
2 

Si
gn

if
ic

ac
ió

n 

-C
O

2 
Si

gn
if

ic
ac

ió
n 

G
en

ot
ip

o 
si

gn
if

ic
ac

ió
n 

C
on

tr
ol

 

 

N
aC

l 

 



Efecto de la interacción del elevado CO2 y salinidad sobre el metabolismo del azufre 
en dos cultivares de bróculi (Brassica oleracea L.) 

161 
 

Al analizar el efecto individual del CO2, el cv. Naxos mostró un aumento 

significativo de todos los glucosinolatos individuales con alta concentración de CO2, 

independientemente del tratamiento salino. En el cv. Viola este aumento en los 

glucosinolatos individuales con elevado CO2 fue significativo para GI en el 0 mM 

NaCl y para GI, GE, GB y HGB con 80 mM NaCl. 

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 CO2. 

De forma similar, se observaron los mismos resultados en condiciones de CO2 

ambiental en el caso de GI, pero no a elevada concentración de CO2 donde la 

salinidad aumentó la concentración 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 CO2 ambiental, mientras que en condiciones de 

elevado CO2, así como en la gran mayoría de los glucosinolatos restantes, la 

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

 

7.3.4. Actividades enzimáticas  

 

Los resultados obtenidos con el análisis de las actividades enzimáticas O-

acetil-L-serina(tiol)liasa (OAS-TL), serina acetiltransferasa (SAT), ATP sulfurilasa 

(ATPS), Glutation sintetasa (GluS) -Glutamilcisteina sintetasa ( -ECS) y 

mirosinasa, se muestra en la Tabla 7.3. En general, todas las actividades enzimáticas 

aumentaron en las plantas tratadas con 80 mM salvo la mirosinasa que disminuyó 

con este tratamiento.  
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Además, la concentración elevada de CO2 (800 ppm) aumentó el nivel de 

todas las actividades con respecto al CO2 ambiental (300 ppm), excluyendo de 

nuevo, el caso de la actividad mirosinasa. Por otro lado, en condiciones de alta 

concentración de CO2, 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 concentración de 

CO2. En el caso de la actividad SAT, en ambos tratamientos (control y salinidad), no 

se observaron diferencias entre cultivares a ambas concentraciones de CO2. En 

condiciones de CO2 ambiental, se encontraron valores similares en el caso de la 

actividad ATPS entre ambos cultivares, mientras que en condiciones de elevado CO2, 

el cv. Viola mostró valores mayores que el cv. Naxos. La actividad GS fue 

ligeramente mayor en el cv. Naxos que en el cv. Viola en condiciones de CO2 

ambiental, tanto en el tratamiento control como en el salino, pero fue similar en 

ambos cultivares en condiciones de elevado CO2. La actividad -ECS fue mayor en 

el cv. Naxos que en el cv. Viola en todos los tratamientos. Por último, la actividad 

mirosinasa del cv. Naxos fue mayor en plantas control crecidas en condiciones de 

elevado CO2 con respecto al cv. Viola, mientras que el cv. Viola mostró una mayor 

actividad mirosinasa en comparación al cv. Naxos, en ambos tratamientos (control y 

salinidad) en condiciones de CO2 ambiental. Sin embargo no hubo diferencias 

significativas entre la actividad mirosinasa de ambos cultivares tratados con salinidad 

y a elevada concentración de CO2. 
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7.3.5. Concentración de aminoácidos  

 

Los dos aminoácidos con azufre cisteína (Cys) y metionina (Met), el ácido 

glutámico (Glu), así como el triptófano (Trp) y serina (Ser) se determinaron mediante 

HPLC (Tabla 7.4).  
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En general, la concentración de aminoácidos fue mayor en plantas tratadas 

con NaCl con respecto al control, siendo los niveles mayores en plantas crecidas a 

concentraciones elevadas de CO2 en comparación con las plantas crecidas a una 

concentración de CO2 ambiental, excepto en el caso de la Ser, que no mostró 

diferencias significativas entre tratamientos, en la mayoría de los casos. 

Por otra parte, la concentración de Cys fue mayor en el cv. Naxos que en el 

cv. Viola, mostrando las diferencias más pronunciadas en condiciones de elevado 

CO2. Sin embargo, la concentración de Glu fue mayor en el cv. Viola que en el cv. 

Naxos, con la excepción de las plantas tratadas con NaCl en condiciones de CO2 

ambiental. De forma similar, la concentración de Met y Trp fue en general mayor en 

el cv. Viola que en el cv. Naxos. Por otro lado, la concentración 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 aminoácidos, la concentración de GSH en ambos cultivares, 

fue mayor en plantas crecidas a concentraciones elevadas de CO2 en comparación 

con las plantas crecidas a una concentración de CO2 ambiental (Tabla 7.4). Además, 

la salinidad aumentó los niveles de GSH con respecto a los tratamientos control. Por 

último, la concentración de GSH fue mayor en el cv. Naxos en todos los 

tratamientos, excepto en las plantas control crecidas en condiciones de CO2 

ambientales, cuya concentración de GSH no mostró diferencias entre cultivares. 
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7.4. DISCUSIÓN 

 

Se sabe muy poco sobre el efecto que la interacción entre una elevada 

concentración de CO2 y la salinidad ejerce sobre la concentración de los 

glucosinolatos y las actividades enzimáticas implicadas en el metabolismo del azufre 

en los vegetales.  

Se ha observado que una concentración elevada de CO2 puede aliviar los 

efectos represivos de la salinidad sobre el crecimiento de la planta, a través del 

aumento en la eficiencia de la fotosíntesis, que produce una mayor acumulación de 

hidratos de carbono y una mayor productividad (Mavrogianopoulos et al. 1999; 

Poorter y Navas 2003; Pérez-López et al. 2009, 2010; del Amor 2013). En 

consonancia con lo anterior, en este trabajo una elevada concentración de CO2 

incrementó la biomasa de la planta tanto en condiciones de estrés salino como en 

condiciones control y ocasionó una mejoría de los efectos adversos de la salinidad. 

Sin embargo, aunque se ha descrito la influencia del genotipo en el crecimiento, en 

condiciones de CO2 y salinidad en tomate (del Amor 2013) y en plantas de cebada 

(Pérez-López et al. 2009) no hay datos relacionados con la respuesta de las Brassicas 

a la interacción entre el CO2 y el estrés salino y, la variación 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. 

Además, la exudación de la raíz, que puede aumentar en las plantas cultivadas 

en condiciones de enriquecimiento de CO2 (Norby et al. 1987), podría mejorar la 

adquisición de nutrientes, especialmente en condiciones de estrés (Uren y Reisenauer 

1988; Dakota 2002). Mientras que elevados niveles de CO2 inhibieron la asimilación 
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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 CO2 en comparación con los datos observados en 

condiciones de CO2 ambiental. En ambos cvs. Naxos y Viola, la concentración total 

de N foliar se vio afectada por el CO2, mientras que en el cv. Viola además, la 

interacción entre CO2 y salinidad disminuyó el contenido de N con respecto al 

control, debido a una mayor reducción en la absorción de NO3
- (datos no mostrados). 

Además, el cv. Viola acumuló en el tejido foliar (en condiciones de salinidad) mayor 

cantidad de Na+ en condiciones de elevado CO2 (3,01 g 100g-1PS) que en 

condiciones de CO2 ambiental (2,08 g 100g-1PS) o que el cv. Naxos (1,83 y 1,67 g 

100g-1PS en condiciones de elevado CO2 y en condiciones ambientales de CO2, 

respectivamente). Se notó así un efecto aditivo de ambas condiciones, NaCl y alta 

concentración de CO2, 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 concentración de CO2, ya que el aumento en la síntesis de proteínas, 

relacionado con el mayor crecimiento en condiciones de elevada concentración de 

CO2 (Pérez-López et al. 2009), requiere tanto N como S reducido, en una relación 

específica (Dijkshoorn y van Wijk 1967). La concentración de SO4
2- se incrementó 

severamente por la combinación de elevado CO2 y salinidad. Sin embargo, esto no se 

reflejó en el contenido total de S, que se vio afectado más por la salinidad que por el 

CO2 atmosférico y donde se observó una influencia del genotipo en la respuesta a 

salinidad con respecto a la asimilación de S. La combinación entre el elevado CO2 y 

salinidad, aumentó la concentración de Cys de acuerdo con los mayores niveles de 

SO4
2- y de glucosinolatos encontrados. 



Efecto de la interacción del elevado CO2 y salinidad sobre el metabolismo del azufre 
en dos cultivares de bróculi (Brassica oleracea L.) 

169 
 

Se sabe que los glucosinolatos podrían verse afectados por el enriquecimiento 

de CO2 atmosférico, ya que ésto mejora el suministro de carbono de la planta, 

aumentando la relación 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 

concentración de glucosinolatos indólicos y de gluconasturtina aromática, se 

incrementaron en una atmósfera enriquecida con CO2. Schonhof et al. (2007a) 

observaron que el contenido total de glucosinolatos en bróculi, aumentó a niveles 

elevados de CO2, como resultado de un fuerte incremento tanto de glucorafanina 

(GR) como de glucoiberin (GI). Por el contrario, y de forma simultánea, la 

concentración de glucosinolatos indólicos disminuyó debido principalmente a la 

reducción de glucobrasicina (GB) y de 4-MeO-glucobrasicina (MGB). Por otro lado, 

en Brassica napus, la concentración de glucosinolatos indólicos disminuyó tras la 

exposición a niveles elevados de CO2 (Himanen et al. 2008; Ahuja et al. 2010a). La 

concentración de glucosinolatos alifáticos, así como la de los glucosinolatos totales, 

aumentó significativamente en col china (Brassica alboglabra L) mientras que la 

concentración de glucosinolatos indólicos no se vió afectada, por el incremento del 

CO2 atmosférico (La et al. 2009). Hasta donde sabemos, ningún trabajo previo ha 

estudiado el efecto de la interacción del CO2 y la salinidad sobre el contenido de 

glucosinolatos. En este trabajo, el nivel de glucosinolatos totales se incrementó en 

plantas cultivadas a elevada concentración de CO2 y NaCl en el cv. Naxos y el cv. 

Viola, pero no se observaron cambios significativos en la concentración de los 

glucosinolatos indólicos individuales MGB y NGB, en las plantas del cv. Viola 

crecidas en condiciones salinas después del enriquecimiento con CO2. Este hecho 

indica que la respuesta inducida por la combinación de CO2 y NaCl es dependiente 

tanto del genotipo como del glucosinolato individual considerado. En general, el 
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principal efecto del NaCl sobre la concentración de glucosinolatos, fue más 

pronunciado en plantas cultivadas en condiciones de elevado CO2, en comparación 

con las que crecieron a CO2 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 CO2, cuando los 

suelos o los recursos hídricos 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 disminución de la relación N/S causó un aumento de la síntesis de sulfo-Cys 

(Hesse et al. 2004), un precursor de Met que está implicado en la síntesis de 

glucosinolatos alifáticos e indólicos (Mikkelsen et al. 2002). Sin embargo, en este 

estudio, la relación N/S no predijo los cambios en la concentración de glucosinolatos 

del bróculi cultivado en condiciones de elevado CO2. La concentración de S 

disminuyó con el CO2, mientras que la concentración de N y la relación N/S no 

variaron, sugiriendo que los cambios en la concentración de glucosinolatos en las 

hojas del bróculi en condiciones de elevado CO2 y salinidad, no fueron causados por 

modificaciones en la relación N/S. De forma similar, la concentración de 

glucosinolatos indólicos no se vio afectada por la reducción de la relación N/S en 

condiciones de elevado CO2 (Schonhof et al. 2007a; La et al. 2009). Se ha estudiado 

que una relación N/S adecuada influye en la concentración de glucosinolatos, de 

manera que, una relación N/S mayor de 10/1 tiende a disminuir la concentración de 

glucosinolatos (Schonhof et al. 2007a). Así, en colza, el nivel de glucosinolatos fue 

superior a una relación de N/S por debajo de 10/1 que a relaciones N/S superiores. 

En nuestras plantas de bróculi, la relación N/S no fue mayor de 10/1 en todos los 

tratamientos y por tanto, una síntesis adecuada de glucosinolatos se vio favorecida. 

Sin embargo, el contenido de C aumentó con niveles elevados de CO2 tanto en 
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condiciones salinas como no salinas, aumentando la relación C/N, así como el nivel 

de glucosinolatos. Por lo tanto, la relación C/N podría ser un indicador del cambio de 

glucosinolatos con el CO2, pero no de las modificaciones en los niveles de 

glucosinolatos que produce el tratamiento de NaCl. 

El menor incremento que el CO2 produjo en la concentración de 

glucosinolatos, en el cv. Viola en condiciones no salinas (2.38 veces) en 

comparación 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) podría estar 

indicando la síntesis 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 observó una mayor actividad -ECS y una mayor 

concentración de glutation, especialmente en condiciones de elevado CO2 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 aclimatación por salinidad, se han descrito 

anteriormente en estos cultivares. En general, en ambos cultivares, los aminoácidos 

sintetizados aumentaron con el elevado CO2 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 asimilación de azufre. En nuestro caso, se 

encontró un mayor aumento de ATPS en el cv. Viola (34 veces) que en el cv. Naxos 

(18 veces) por el efecto del elevado CO2, pero en ambos cultivares el CO2 favoreció 
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la asimilación del azufre. Sin embargo, el hecho de que en condiciones salinas, el 

incremento de la actividad ATPS con CO2 fuera similar en ambos cultivares, podría 

indicar que el efecto del elevado CO2 sobre la asimilación de S, estuvo atenuado por 

la salinidad en el cv. Viola, comparado con el cv. Naxos, lo cual está en consonancia 

con los altos niveles de Na+ y Cl- que se encontraron en las hojas de este cultivar.  

En condiciones de estrés salino, el CO2 aumentó 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 concentración de Ser fuera mayor en el cv. Naxos que en el cv. Viola, 

podría asegurar una producción mayor de Cys en el cv. Naxos en comparación con el 

cv. Viola. El papel del azufre en la tolerancia a la salinidad, se evidencia todavía 

más, por la regulación de diferentes enzimas de asimilación de S en condiciones de 

estrés salino. López-Berenguer et al. en 2007 demostraron que las enzimas de 

asimilación de azufre, aumentaron con el estrés salino. Además, se sabe que la 

isoforma citosólica más abundante de la OASTL, OAS-A1, está implicada en las 

respuestas de defensa de Arabidopsis contra la salinidad (Domínguez-Solís et al. 

2001). El hecho de que el CO2 aumentara esta actividad enzimática en condiciones 

de salinidad, podría ser un indicador de los efectos beneficiosos del CO2 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 

abiótico como el estrés salino (Kim et al. 2006; Yan y Chen 2007; Yuan et al. 2009). 

En nuestro estudio, la actividad mirosinasa se inhibió por los tratamientos con 

elevado CO2 y salinidad y resultados similares se encontraron en brotes de rábano 

(Yuan et al. 2010). Sin embargo, una disminución de la disponibilidad en la 
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hidrólisis de glucosinolatos en condiciones combinadas de elevado CO2 y salinidad, 

podría comprometer la respuesta de defensa de la planta contra herbívoros y 

patógenos, lo cual podría estar compensado por la concentración elevada de 

glucosinolatos que se encontraron en plantas de bróculi en estas condiciones. De 

manera que otros estudios sobre la respuesta de la interacción planta-huésped o la 

interacción planta-herbívoro 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 

asimilación de S que derivó a diferentes niveles de glucosinolatos, con una mayor 

producción en el cv. Viola que en el cv. Naxos, en consonancia con una mayor 

concentración de Met en el cv. Viola. En ambos cultivares, el elevado CO2 provocó 

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 ECS 

entre otras. Sin embargo, la salinidad podría estar atenuando el efecto del elevado 

CO2 sobre las enzimas del metabolismo del S en el cv. Viola, lo cual se relacionó con 

una mayor acumulación de Na+ y Cl- en sus hojas. El estrés salino produjo un 

aumento en la concentración de Cys intracelular y la actividad -ECS, lo cual explica 

el metabolismo implicado en la inducción de la acumulación celular de glutation 

(Liang et al. 2009). Además, la producción 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 asimilación de S, entre ambos cultivares. La 

conexión conocida entre la fijación de C y la asimilación de S (Kopriva et al. 1999) 
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se observó también en este estudio y, el efecto de mejoría que el incremento de CO2 

ejerció en condiciones de estrés salino, favoreció el metabolismo del S de una 

manera dependiente del genotipo. 
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8.1. INTRODUCCIÓN 

 

El objetivo de este estudio fue caracterizar la producción de isotiocianatos 

(ITCs) tales como sulforafano (SFN) e iberina (IB) y metabolitos relacionados, 

procedentes de diferentes fuentes de glucosinolatos (GLSs), por medio de la 

comparación entre muestras de plantas de brócoli verde y lila/púrpura, con respecto a 

muestras de procedencia industrial, tanto de brócoli como de Lepidium sp. (maca), 

investigando su composición y disponibilidad in vitro, y su bioaccesibilidad y 

metabolismo.  

La determinación de los metabolitos que se originan tras la ingestión del 

brócoli  en particular, los que proceden de la hidrólisis de los glucosinolatos, los 

isotiocianatos y sus formas conjugadas  es necesaria en los estudios de prevención 

de enfermedades crónicas y diferentes tipos de cáncer, y en los que se realiza una 

intervención, mediante la alimentación complementada o suplementada con brócoli o 

sus derivados, tanto a nivel de estudios de nutrición como en el medio clínico.  

 

8.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

Muestras de bróculi. Para obtener brócoli, se cultivaron variedades 

comerciales de bróculi (Brassica oleracea L. [Grupo Italica]), de inflorescencias 

verdes y lilas o púrpuras, Naxos y Viola, respectivamente. La germinación y el 

desarrollo de las plántulas de bróculi se realizaron en una cámara de cultivo con 

condiciones controladas, según lo descrito en Material y Métodos (Sección 3). A 

continuación, el experimento se llevó a cabo durante el período de Otoño-Invierno 

(Noviembre de 2009 hasta Marzo de 2010) en una finca experimental (latitud 
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38º06´N; 1º02´O) en clima Mediterráneo Semiárido, con condiciones climáticas 

típicas de la estación de invierno en Murcia, tal y como se detalló en el apartado de 

Material y Métodos (Sección 3). 

En este experimento, se emplearon un total de 10 plantas de bróculi por 

subcultivar espaciadas entre sí resultando en una densidad de 2 plantas m-2. Las 

plantas se recolectaron el día 95 después de transplante (DAT), cuando tenían 

aproximadamente 120 días de edad (Ver apartado 3.2.1. de la sección de Material y 

Métodos). La recolección y distintas medidas de las plantas se realizaron a mitad del 

periodo de luz. 

Brotes de bróculi. Los brotes (germinados) de bróculi Naxos y Viola se 

obtuvieron de semillas prehidratadas y germinadas en bandejas de celulosa durante 8 

días en una cámara de cultivo con condiciones controladas, según lo descrito en 

Material y Métodos (Sección 3). Las muestras de brotes y de semillas procedentes de 

imbibición  se congelaron instantáneamente  utilizando nitrógeno líquido, 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 análisis.  

Muestras comerciales de bróculi. Se empleó polvo de bróculi procedente de 

AQP&Ingredients SL (Murcia, España) y de Draco Natural Products, Inc. (San Jose, 

California, EE.UU.), para poder realizar la comparación 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 proporción en 

brócoli Naxos) y de glucoiberina (GLS parental de la Iberina (IB), presente en alta 
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proporción en brócoli púrpura o violeta), se integró en el experimento el polvo 

comercial de maca (Lepidium meyenii Walp), procedente de Lima, Perú, con 

diferentes muestras comercializa -

 

 

8.3. RESULTADOS 

 

Glucosinolatos. Se empleó el HPLC-DAD para cuantificar los principales 

glucosinolatos intactos de las muestras vegetales (Brassica oleracea - bróculi, y 

Lepidium spp.  maca) y los resultados se muestran en las Figuras 8.1, 8.2 y 8.3. Los 

GLS alifáticos (Glucoiberina, Glucoerucina y Progoitrina) y los GLS indólicos 

(Glucobrasicina, 4-MeO-Glucobrasicina, 4-OH-Glucobrasicina y Neoglucobrasicina) 

se identificaron y cuantificaron en los extractos de muestras de bróculi 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 digestión in vitro a 

37 °C. Los datos recogidos al finalizar la digestión, tanto del interior como del 

exterior de la membrana de diálisis de celulosa, se analizaron para determinar la 

presencia de GLS e ITCs en la fracción dializada (permeada) y no-dializada 

(retenida), respectivamente.  

 En la Tabla 8.1 se muestran las condiciones MRM optimizadas para el 

análisis de los metabolitos de los glucosinolatos glucorafanina y glucoiberina, 

mediante UPLC acoplado a espectrofotómetro de masas con tecnología de triple 

cuadrupolo (serie UPLC-1290 y un 6460 QqQ-MS/MS; Agilent Technologies, 
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Waldbronn, Alemania). La hidrólisis de los glucosinolatos a sus productos bioactivos 

(isotiocianatos) se realizó en condiciones gastrointestinales in vitro (Gil-Izquierdo et 

al. 2002). De esta manera, se estudió la presencia y producción de compuestos 

parentales y derivados de metabolismo o digestión de estos glucosinolatos (GR, SFN, 

GIB, IB, y  metabolitos conjugados de SFN).  

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

Analito  Transición/ 

Precursor MRM 

Fragmentador 

(V) 

CEb  

(eV) 

Tiempo 

(min) 

GRa  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 

GIB 

 485/178 

421.9/357.7 

80 

100 

0 

0 

0.9 

2.2 

IB  164/105 90 6 1.4 

aCompuestos analizados: GR: glucorafanina, SFN-GSH: sulforafano-glutation, SFN-Cys: 
sulforafano-cisteína, SFN-NAC: sulforafano-N-acetilcisteína, SFN: sulforafano, GIB: 
glucoiberina, IB: iberina.  
bCE: Energía de Colisión. 

 

El cv. Naxos mostró la mayor concentración de glucosinolatos (Figura 8.1) en 

las muestras de partida no digeridas (iniciales), y una concentración relativamente 

menor en muestras dializadas, siendo la fracción no-dializada la que presentó los 

valores más bajos en todos los órganos analizados. En las muestras iniciales (Figura 

8.1.A), existieron diferencias cuantitativas entre órganos, así, las semillas y las 

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

hojas presentaron una concentración más baja. Con respecto a los glucosinolatos 
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indólicos, se observó una mayor retención en las semillas, reserva principal de estos 

compuestos. Las flores mostraron las concentraciones más bajas, tanto de 

glucosinolatos indólicos como de glucosinolatos totales.  

En las muestras dializadas del cv. Naxos (Figura 8.1.B), se encontraron los 

valores más altos de GLS alifáticos en las inflorescencias (con una disminución del 

26 % respecto a las muestras iniciales) y las concentraciones más bajas en los brotes 

(con un 20 % de disminución). La concentración más elevada de GLS indólicos se 

cuantificó en las semillas (con una disminución del 32 %) y la más baja en las flores 

(con una disminución del 35 %).  

En las muestras no-dializadas del cv. Naxos (Figura 8.1.C.), se observó una 

mayor concentración de glucosinolatos alifáticos e indólicos en los tallos y una 

menor concentración en las flores (con una disminución del 75 y el 88 %, 

respectivamente, con respecto a las muestras iniciales). 
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Figura 8.1. Glucosinolatos alifáticos (Glucoiberina, Glucoerucina) e indólicos 
(Glucobrasicina, 4-MeO-Glucobrasicina, 4-OH-Glucobrasicina, Neoglucobrasicina) 
(mg 100 g-1 PF) en muestras de bróculi verde del cv. Naxos. Fracción no-digerida 
(inicial, A), dializada (permeada, B) y no-dializada (retenida, C) de la digestión 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 

encontró una concentración de GLS más 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 concentración más elevada de GLS alifáticos 

e indólicos se encontró en las inflorescencias y en los brotes, respectivamente. 

Además, los tallos presentaron los valores más bajos de GLS. 

En las muestras dializadas (Figura 8.2.B), la mayor y menor concentración de 

glucosinolatos alifáticos se mostró en inflorescencias y en brotes (29 y 62 % menos 

que en las muestras iniciales, respectivamente), mientras que en el caso de los 

glucosinolatos indólicos, se mostró una mayor concentración en las semillas y, las 

concentraciones más pequeñas se dieron en los tallos (32 y 76 % menos que en las 

muestras iniciales, respectivamente), de forma similar a lo observado en la 

concentración de glucosinolatos totales.  

En las muestras no-dializadas (Figura 8.2.C), la concentración más elevada de 

GLS alifáticos se observó en los tallos (67 % menos que en las muestras iniciales), y 

la concentración más pequeña en los brotes (97 % menos que en las muestras 

iniciales). En el caso de los glucosinolatos indólicos, las inflorescencias presentaron 

los valores más elevados y los tallos los valores más pequeños (76 y 78 % menos que 

en las muestras iniciales, respectivamente). Además, la concentración más elevada de 

GLS totales en las muestras no-dializadas, fue la de las inflorescencias (80 % menos 

que en muestras iniciales) y la concentración más pequeña fue la observada en los 

brotes (con un 94 % menos que en muestras iniciales).  
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Figura 8.2. Glucosinolatos alifáticos (Glucoiberina, Glucoerucina) e 
indólicos (Glucobrasicina, 4-MeO-Glucobrasicina, 4-OH-
Glucobrasicina, Neoglucobrasicina) (mg 100 g-1 PF) en muestras de 
bróculi púrpura del cv. Viola. Fracción no-digerida (inicial, A), 
dializada (permeada, B) y no-dializada (retenida, C) de la digestión in 
vitro (n= 4 para cada muestra). 
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En las muestras comerciales (Figura 8.3), se observó una tendencia común, 

por la que ambas muestras de brócoli presentaban una concentración 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 concentración de GLS alifáticos 

fue mayor en las muestras procedentes de AQP&I que en las muestras de Draco, con 

una reducción del 14 y 48 % respectivamente. En el caso de los GLS indólicos, la 

reducción 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 concentración de GLS se 

redujo fuertemente y, de nuevo, se observó una mayor concentración en las muestras 

de polvo de bróculi 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 observó ningún 

glucosinolato indólico, y sólo se encontró el bencil-glucosinolato (glucotropeolina) y 

sus derivados (hidroxi- y metoxi-benzil-glucotropeolina). Además, hubo una cierta 

variabilidad entre la concentración 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 disminución del 27 % en Harina, 12 % en 

Energy y 20 % en maca natural, con respecto a los valores iniciales) así como las 

muestras no-dializadas (con una disminución 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 alifáticos (Glucoiberina, Glucoerucina) e indólicos 
(Glucobrasicina, 4-MeO-Glucobrasicina, 4-OH-Glucobrasicina, Neoglucobrasicina) 
(mg 100 g-1 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). Fracción no-digerida 
(inicial, A), dializada (permeada, B) y no-dializada (retenida, C) de la digestión in 

vitro (n= 4 para cada muestra). 
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Cuando se comparan las muestras de los distintos brócolis experimentales y 

comerciales (Figuras 8.1 a 8.3), destaca Naxos, en las muestras de partida o iniciales, 

y en la fracción dializada, con la mayor concentración de GLS alifáticos en las 

semillas y en las inflorescencias, y en las muestras no-dializadas el mayor contenido 

de GLS se observó en los tallos. En el brócoli Viola, la influencia del órgano fue 

diferente, con una mayor concentración de GLS alifáticos en las inflorescencias y las 

semillas, tanto en las muestras iniciales como en las dializadas. No obstante, al igual 

que en el brócoli verde Naxos, los tallos presentaron los valores más elevados de 

GLS alifáticos en la fracción no-dializada. Además, las muestras comerciales, tanto 

las iniciales como las dializadas, mostraron una concentración mucho menor de GLS 

que las muestras de bróculi experimentales, que no han sufrido un tratamiento 

térmico a nivel industrial, y por lo tanto preservan mejor su composición, en las 

condiciones más favorables de liofilización, que son más respetuosas con los 

fitoquímicos, en general.  

Por último, las muestras de Lepidium Energy, presentaron, en el caso de las 

muestras dializadas y no-dializadas, una concentración de GLS totales, mayor a la de 

las muestras de bróculi comerciales, pero no ocurrió lo mismo en el material no-

digerido inicial. No obstante, en las muestras de maca, sólo se detectó la presencia 

del bencil-GLS bencil (glucotropaoelina), y no se detectó ni glucoiberina, 

glucoerucina ni glucorafanina, glucosinolatos alifáticos con potencial de ejercer un 

beneficio en la salud con el consumo de brócoli. 

Al estudiar los productos de degradación 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 

empleó la tecnología UPLC-(QQQ)MSn y el análisis simultáneo de sulforafano, 
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iberina, las formas mercapto-conjugadas del SFN, y los glucosinolatos de partida, 

glucorafanina y glucoiberina, en la misma inyección (Tabla 8.2). Este procedimiento 

novedoso supone una ventaja qualitativa en lo que respecta a sensibilidad, capacidad 

de análisis y reducción en el tiempo de análisis con muestras de matrices complejas 

como son los alimentos vegetales y sus extractos.  

El cv. Naxos mostró en todos los órganos analizados, una concentración de 

GR mayor en las muestras iniciales, excepto en hojas y flores, dónde no se detectó. 

En las muestras dializadas, sólo se detectó GR en semillas y, finalmente, en la 

fracción no-dializada no se detectó GR.  

Con respecto a la concentración de SFN, el cv. Naxos mostró en todos los 

órganos, una tendencia similar: muestra inicial > muestra dializada > muestra no-

dializada. Para los metabolitos estudiados, el SFN-CYS se detectó en muestras no-

digeridas. Las muestras dializadas y no-dializadas presentaron SFN-CYS en semillas, 

brotes y flores. Por otro lado, el SFN-NAC, detectado en todos los órganos del cv. 

Naxos de las muestras iniciales, sólo se detectó en semillas, hojas y flores de las 

muestras dializadas y, no se detectó en prácticamente ningún órgano, excepto en las 

flores, de las muestras no-dializadas. El SFN-GSH, se detectó sólo en semillas, 

brotes y tallos de las muestras iniciales y, sólo se detectó en semillas en las muestras 

dializadas. 

En relación a la GIB, la concentración encontrada en los diferentes órganos, 

fue mucho mayor en muestras iniciales, salvo en las semillas dónde no se detectó. 

Los niveles encontrados en las muestras dializadas fueron inferiores y finalmente, los 

más bajos en las muestras no-dializadas. Por último, el ITC derivado de la GIB, IB se 

encontró 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 bróculi del cv. Viola (Tabla 8.2), todos los extractos de 

material no-digerido mostraron GR, excepto el caso de las hojas. Además, hubo una 

gran reducción del contenido de GR en las muestras dializadas, dónde sólo se detectó 

en inflorescencias. Por otra parte, no se detectó GR en muestras no-dializadas. Con 

respecto a la concentración de SFN en muestras del cv. Viola no-digeridas, todos los 

órganos presentaron SFN, en mayor proporción que GR. En las muestras dializadas, 

el contenido de SFN se redujo y, también se detectó en menor proporción en 

muestras no-dializadas. Al analizar los metabolitos de SFN en estas muestras del cv. 

Viola, la concentración de SFN-CYS fue mayor en las muestras iniciales, excepto en 

hojas y tallos, dónde no se detectó. Las muestras dializadas y no-dializadas no 

mostraron SFN-CYS. Además, se encontró una situación similar en el caso de SFN-

NAC, con baja concentración en muestras iniciales, y sólo detectado en hojas, tallos 

e inflorescencias de las muestras dializadas y, en inflorescencias de las muestras no-

dializadas. El SFN-GSH, se detectó sólo en semillas de muestras no-digeridas del cv. 

Viola, al igual que en el cv. Naxos.  

La concentración 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 encontró una alta 

proporción de GIB que atravesó la membrana y fue detectado en la fracción 

dializada, y sólo una pequeña cantidad de GIB se mantuvo en la fracción no-

dializada. En el caso de IB, la concentración fue también mucho mayor en el cv. 

Viola que en el cv. Naxos y, de nuevo, se detectó una baja proporción en las 

muestras dializadas y, niveles muy escasos en las muestras no-dializadas.  

En muestras de bróculi comerciales, en el caso de los glucosinolatos GR y 

GIB y, sus respectivos ITCs y metabolitos relacionados (Tabla 8.2), sólo 

encontramos GR, SFN y GIB en el polvo de bróculi AQP&I, con sólo SFN y GIB en 
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el extracto dializado. Por otro lado, el polvo de bróculi Draco, presentó baja cantidad 

de SFN y SFN-CYS, pero mayor nivel de GIB. De forma similar, sólo se detectó 

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

 

8.4. DISCUSIÓN 

 

La concentración de glucosinolatos, principalmente glucosinolatos alifáticos, 

varía ampliamente entre los diferentes estados de desarrollo de la planta, y también 

entre los diferentes órganos (Rask et al. 2000, Clossais-Besnard y Larher 2006, 

Padilla et al. 2007). Además, los glucosinolatos alifáticos se regulan claramente por 

el genotipo; no obstante, el efecto del medio ambiente y la interacción genotipo × 

medio ambiente, sobre la concentración de glucosinolatos indólicos, parecen ser los 

principales efectos de esta variación (Francisco et al. 2011). Las diferencias 

encontradas entre los cultivares de brócoli verde y violeta o entre el brócoli 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, así 

como de sus derivados, y la ausencia de otros glucosinolatos alifáticos o indólicos 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 climáticas y los factores ecofisiológicos, como la 

temperatura y la radiación, la humedad relativa y el grado de hidratación, tienen un 

papel muy relevante en el contenido fitoquímico de las crucíferas en general, y del 

brócoli en particular (Jeffery et al. 2003, Abercrombie et al. 2005).  En este sentido, 

Brown et al. (2002) evaluaron un subconjunto de 10 variedades de brócoli cultivadas 
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durante 4 estaciones diferentes lo que permitió determinar la medida en la que el 

contenido de glucosinolatos varía con el genotipo y con las condiciones del entorno. 

Así, y al igual que Charron et al. (2005a), encontraron variaciones en el contenido de 

glucosinolatos en hoja (en col cosechada en primavera y otoño), pero las 

concentraciones de glucosinolatos totales más elevadas se encontraron en los cultivos 

que se cosecharon durante los períodos de altas temperaturas y días largos. Además, 

la mayoría de los brotes o germinados de variedades de brócoli estudiados 

recientemente, contienen glucorafanina como principal glucosinolato tiofuncional, y 

su concentración depende del genotipo y de la duración del período de germinación 

(Charron et al. 2005a, Pérez-Balibrea et al. 2011). 

A la hora de estudiar la biodisponibilidad de estos compuestos, cabe señalar 

que, la digestión simulada es mucho menos compleja que un estudio de alimentación 

animal ya que existe una gran variedad de factores que podrían afectar a la 

recuperación in vivo, tales como la absorción de glucosinolatos intactos 

(Bheemreddy y Jeffery 2007). De esta forma, en este trabajo, la digestión simulada 

con enzimas como la -amilasa, la  pepsina gástrica y la pancreatina intestinal, 

fueron responsables de las diferencias encontradas en la concentración de 

glucosinolatos analizados, procedentes de las diferentes etapas de la digestión in 

vitro.  

Los actuales métodos para extraer y preparar isotiocianatos de muestras 

biológicas, son a menudo complicados y requieren mucho tiempo (Conaway et al. 

2001). Sin embargo, Domínguez-Perlés et al. (2013) desarrollaron un método 

cuantitativo, para la determinación directa de los isotiocianatos intactos, de muestras 

vegetales y biológicas.  
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Oliviero et al. (2012) mostraron que la degradación de glucosinolatos 

aumenta con la temperatura. En nuestro caso, hubo una mayor concentración de 

glucosinolatos en las muestras de material vegetal originales, antes de la digestión in 

vitro. 

En este trabajo, la concentración 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 había observado en la literatura (Pérez-Balibrea et al. 2011).  

Además, 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 y, 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 

parámetro. 

Por otro lado, los resultados de GR y GIB y sus productos de hidrólisis, 

mostraron que el cv. Naxos presentó mayor nivel de ITCs en todas las muestras 

analizadas. Además, los brócolis 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 degradación: 

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 digestión, pero a un ritmo menor que en los sistemas de 

mirosinasa vegetal  (Hayes et al. 2008). Los ITCs absorbidos ejercen su función 

biológica asociada con la prevención del cáncer (Thornalley y IARC Workgroup 

2004), por esta razón, la fracción no-dializada mostró los valores más 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 mínima, mostrando así una alta bioaccesibilidad y 

liberación de estos compuestos, procedentes del tejido vegetal original, en 

condiciones gastrointestinales. Además, los resultados obtenidos en la fracción 

permeada (dializada) indican que la mayor parte de estos compuestos ingeridos, 

podrían 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 

crucíferas como el bróculi (Shapiro et al. 1998), y así,  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 ácido 

mercaptúrico (Higdon et al. 2007). Se han obtenido recientemente más evidencias de 

que los metabolitos generados a través de la ruta del ácido mercaptúrico, pueden 

contribuir a la actividad biológica 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 crucíferas (Seow et al. 1998; 

Cramer et al. 2011). En este sentido, la digestión in vitro permitió el análisis de los 

ITCs en diferentes estados de este proceso, y poniendo de manifiesto la degradación 

que los ITCs sufren con la digestión. 

Cramer et al. (2011) demostraron que la fuente de mirosinasa es relevante 

para obtener una mejor conversión de GR a SFN. En este experimento, la digestión 

in vitro mostró la hidrólisis de GR a SFN principalmente y/o a derivados de SFN 

(Tabla 8.2), y cabe señalar 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 formación de SFN y sus conjugados. Por lo tanto, la mirosinasa puede verse 

favorecida en estas condiciones de digestión in vitro. La medida de los metabolitos 
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del SFN en bróculi, ha sido una herramienta útil para evaluar la exposición humana a 

SFN, lo que se asocia a la actividad biológica de este fitoquímico para reducir el 

riesgo de diferentes tipos de cáncer (Shapiro et al. 2006), y para el brócoli verde 

Naxos, supone la fuente más relevante de las estudiadas, por la mayor cantidad de 

ITCs y metabolitos producidos (en semillas, brotes e inflorescencias). 

Por otra parte, la digestión in vitro mostró en el cv. Viola, una concentración 

alta del glucosinolato GIB, que también se reflejó en un alto nivel de IB. Sin 

embargo, las muestras de Lepidium sp., no mostraron GLS alifáticos tales como GR 

o GIB, por esta razón, no se esperaba la formación 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 visión actual de cómo una dieta rica en vegetales como 

Brassica sp. está asociada con un menor riesgo de padecer cáncer, especialmente 

cáncer de pulmón, estómago, boca-faringe, colorectal, próstata y vejiga (Thornalley 

y IARC Workgroup 2004, Jeffery y Araya 2009).   

Desde el punto de vista metodológico, los procedimientos novedosos que se 

han utilizado en este capítulo mediante la tecnología de UPLC-(3Q)MS, representan 

una novedosa herramienta sensible y rápida para evaluar la ingesta de GLS y su 

biodisponibilidad a través del estudio simultáneo 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 simultánea, con un tiempo de 

análisis muy corto, y mostrando que la mayoría del SFN estaba conjugado en lugar 

de libre, corroborando que el metabolismo del SFN tiene lugar en el lumen 

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

 

En conclusión, podemos decir que la concentración de ITCs depende del 

cultivar, el órgano 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 crucíferas como el bróculi. En este sentido, podríamos decir que el cv. 

Naxos presenta los mejores resultados de composición, y por lo tanto, mayor 

potencial para quimioprevención. Además, las muestras experimentales (liofilizadas) 

mostraron mayor concentración de ITCs que las muestras comerciales (con 

procesado térmico).  

Nuestro estudio, mostró que la digestión in vitro reduce significativamente la 

concentración de fitoquímicos como glucosinolatos en el brócoli, ya que se 

hidrolizan a ITCs durante la digestión. De esta forma, se ha mostrado una mayor 

concentración de GSL e ITCs en los pasos iniciales del proceso de digestión, seguido 

de las concentraciones encontradas en las muestras dializadas y, finalmente en las 

muestras no dializadas, lo que muestra una alta bioaccesibilidad y liberación de estos 

compuestos bajo condiciones gastrointestinales, desde el tejido original del vegetal.  

Por otra parte, la identificación y cuantificación de los GLSs que dan lugar a 

ITCs con potencial para ejercer un beneficio con el consumo de estos alimentos, 

ayudará en el diseño de intervenciones nutricionales y clínicas para estudios sobre 

enfermedades crónicas y el cáncer.  Por lo tanto, estudiar la biodisponibilidad de 

estos compuestos en adultos humanos y evaluar su beneficio en diferentes 

parámetros fisiológicos es una clara y urgente necesidad. 
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9. CONCLUSIONES 

 

1. Los resultados de la evaluación del desarrollo y la calidad nutricional del 

bróculi púrpura, revelan que este tipo de bróculi es de gran interés en 

comparación con los bróculis verdes tradicionales o incluso comparado 

con otros bróculis púrpuras, crecidos bajo diferentes condiciones 

climáticas. Las variedades más tempranas (EEP y EP) del bróculi púrpura, 

se han adaptado a las condiciones de invierno de la Región Murciana por 

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

 

2. La identificación y cuantificación de los compuestos bioactivos del 

, que incluye su contenido en 

glucosinolatos y compuestos fenólicos (flavonoles, ácidos fenólicos y 

antocianinas), favorecerá una mayor demanda de esta hortaliza para el 

consumo y la industria alimentaria, como fuente de ingredientes 

saludables, pigmentos naturales, y un alto valor añadido por sus 

características antioxidantes. Sin duda, abre nuevas oportunidades para su 

uso en aplicaciones industriales.  

 

3. En el estudio de la adaptación del cultivo de bróculi a las condiciones 

adversas de riego con aguas de baja calidad (exceso de NaCl y B), se 

observó que Viola

los niveles de B presentes en el medio. Sin embargo, en la variedad verde 

cuando hay condiciones de salinidad, que disminuyen sus efectos nocivos, 
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a través de una recuperación en la biomasa, y los parámetros hídricos 

como la conductancia hidráulica de las raíces y la estabilidad de la 

membrana plasmática, lo que fue indicativo de que esta variedad, de 

interés para su cultivo en invierno y primavera, puede regarse con agua 

procedente de desalinización, en la que confluyen dos condiciones de 

estrés, como son la alta salinidad y la presencia de concentraciones 

elevadas de B.  

 

4. En el estudio de los efectos de la interacción entre una elevada 

concentración de CO2 en el ambiente, con la aplicación de salinidad en el 

medio de crecimiento, se observaron diferencias en los mecanismos de 

respuesta a estrés en las variedades de bróculi Naxos y Viola, con 

respecto a la asimilación de S. En ambos cultivares, el elevado CO2 

provocó 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 ECS entre otras. Sin embargo, la salinidad 

podría estar atenuando el efecto del elevado CO2 sobre las enzimas del 

metabolismo del S en el cv. Viola, lo cual se relacionó con una mayor 

acumulación de Na+ y Cl- en sus hojas. Además, el estrés salino aumentó 

-ECS, lo que explica el mecanismo 

implicado en la inducción de la acumulación celular de glutation y su 

mayor producción en el cv. Naxos, indicando diferencias en los 

mecanismos implicados en respuesta a salinidad con respecto a la 

asimilación de S entre ambos cultivares.  
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5. La evaluación del posible beneficio para la salud del consumo de bróculi, 

pasa por establecer la biodisponibilidad de sus constituyentes y/o 

accesibilidad de los mismos. Para tal fin, se realizó un experimento in 

vitro con un modelo de digestión gástrica en el que poder estudiar el 

comportamiento de los glucosinolatos en el brócoli, y como se 

hidrolizaban a ITCs durante dicha digestión. Se puso de manifiesto como 

en la fase inicial de la digestión, aún permanecen altos niveles de GSLs. 

En las membranas de diálisis se observó una redución importante en la 

presencia de estos compuestos y la producción de ITCs, y por último, en 

las muestras no dializadas en las que prácticamente no se detectaron 

niveles cuantificables de ITCs. Estos resultados, in vitro, demostraron  

una alta bioaccesibilidad y liberación de estos compuestos bajo 

condiciones gastrointestinales, desde el tejido original del vegetal. 

Además, de la comparación entre diferentes muestras ricas en 

glucosinolatos, se pudo constatar que las muestras experimentales 

(liofilizadas) producían mayor concentración de ITCs que las muestras de 

origen comercial (en las que se emplean procesados térmicos que inducen 

a degradación de estos compuestos).  

  

6. El bróculi púrpura de nueva introducción, y en especial las variedades de 

desarrollo temprano, se adaptan perfectamente al clima del sureste 

español y resultan de gran interés para su estudio, debido a su alta calidad 

nutricional, en comparación con el bróculi verde tradicional. Además, 

aunque el bróculi púrpura es más sensible que el bróculi verde, al cultivo 

con agua de baja calidad, se desarrolla correctamente y permite su cultivo 
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en estas condiciones de estrés, así como en condiciones elevadas de CO2 

debido al inminente cambio climático, lo cual resultó en una mayor 

concentración de compuestos bioactivos en este bróculi de color púrpura.  
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