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RESPUESTA EN EL CRECIMIENTO Y CONTENIDO DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS EN BROTES DE REPOLLO (BRASSICA OLERACEA L. VAR.
CAPITATA) A DISTINTOS ELICITORES

RESPONSE ON GROWTH AND BIOACTIVE COMPOUND CONTENT IN
CABBAGE (BRASSICA OLERACEA L. VAR. CAPITATA) SPROUTS TO
DIFFERENT ELICITORS

Palabras indice adicionales: alimentacion saludable, glucosinolatos, fitoquimicos,

antioxidantes.

RESUMEN

El género Brassica se caracteriza por contener fitoquimicos importantes con
propiedades beneficiosas para la salud, como los glucosinolatos y compuestos
fendlicos. Dado que sus concentraciones en las plantas son muy bajas, es relevante
fortalecer su contenido con estrategias como la elicitacion. Los brotes se han
popularizado por tener mayor cantidad de compuestos bioactivos que las plantas
maduras. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el contenido de
compuestos bioactivos, asi como su actividad antioxidante, en brotes de 10 dias de
repollo (Brassica oleracea L. var. capitata) después de la aplicacion de elicitores
como el quitosano, metil jasmonato, agua electrolizada y acido salicilico,
comparados con un tratamiento control con agua destilada. Los resultados
obtenidos revelaron un aumento significativo en el contenido de glucosinolatos,
especialmente de gluconastutiina después de la aplicaciéon exdégena de agua
electrolizada (4 veces mas que el tratamiento control). Por otro lado, la aplicacion
de quitosano resulté en una mayor capacidad antioxidante (32% mas que el control).
Estos resultados respaldan la eficacia de la elicitacion como una estrategia
prometedora para mejorar el valor nutricional de los brotes de repollo, al incrementar

tanto el contenido de compuestos bioactivos como su actividad antioxidante.

SUMMARY



The Brassica genus is characterized by containing important phytochemicals with
beneficial properties for health, such as glucosinolates and phenolic compounds.
Due to their concentrations in plants are very low, it is relevant to strengthen their
content with strategies such as elicitation. Sprouts have become popular for having
higher amounts of bioactive compounds than mature plants. Therefore, the objective
of this study was to evaluate the content of bioactive compounds, as well as their
antioxidant activity, in 10-day-old sprouts of cabbage (Brassica oleracea L. var.
capitata) after the application of elicitors such as chitosan, methyl jasmonate,
electrolyzed water, and salicylic acid, compared with a control treatment with distilled
water. The results obtained revealed a significant increase in the content of
glucosinolates, especially gluconastutiin after the exogenous application of
electrolyzed water (4 times more than the control treatment). On the other hand, the
application of chitosan resulted in a higher antioxidant capacity (32% more than the
control). These results support the efficacy of elicitation as a promising strategy to
improve the nutritional value of cabbage sprouts by increasing both the content of

bioactive compounds and their antioxidant activity.

INTRODUCCION

Una alimentacion adecuada constituye uno de los factores fundamentales para
prevenir la aparicion de diversas enfermedades que impactan la salud humana. En
este sentido, la produccién de alimentos saludables que contengan vitaminas,
fibras, minerales y otros componentes beneficiosos, como los fitoquimicos, adquiere
una relevancia crucial. Especificamente, los fitoquimicos ejercen efectos
significativos en la salud humana al desempefiar una funcion nutracéutica en la dieta
(Martinez-Sanguinetti et al., 2019; Baenas et al., 2014).

Los fitoquimicos son parte del metabolismo secundario sintetizado en las plantas.
Estos comprenden una amplia variedad de compuestos importantes, tales como los
compuestos bioactivos (glucosinolatos, compuestos fendlicos, etc.), que
desempefian un rol importante en la respuesta de defensa, siendo capaces de
protegerlas de condiciones adversas, plagas y patdégenos. Dado que se encuentran

en bajas concentraciones en las plantas, una de las herramientas prometedoras que



permiten aumentar su concentracion es la elicitacién, un proceso que involucra
sustancias naturales llamadas elicitores, los cuales provocan transformaciones
fisiologicas en las plantas y actuan como agentes estresores que permite que se
activen y desencadenen una serie de respuestas de defensas y adaptabilidad
mediante la produccién de metabolitos secundarios (Caicecedo-Lopez, 2021).

Existen diversos tipos de elicitores los cuales se pueden clasificar en biéticos y
abidticos. Los primeros, son sustancias de origen bioldgico, que pueden ser de tipo
enddégenos y exogenos, que abarcan polisacaridos como quitosano, pectina y
celulosa (Naik y Al-Khayri, 2016). El quitosano, es un elicitor exdgeno derivado de
la quitina, que permite la inmunidad de las plantas ante ciertas enfermedades.
Ciertos estudios han demostrado que el quitosano promueve el crecimiento y la
fotosintesis en plantas de trigo. Por otro lado, se ha evidenciado que mejora la
sintesis de metabolitos secundarios beneficiosos en el cultivo de soja (Kecheng et
al., 2020). También, tratamientos con quitosano han logrado el aumento del peso
total, la tasa de germinacion y el contenido de isoflavonas en brotes de girasol
(Baenas et al., 2014).

Dentro de la clasificacidon abidtica se encuentran elicitores derivados de hormonas
vegetales, tales como el acido salicilico (AS) y metil jasmonato (MeJA), que cumplen
un rol importante en la mejora de la actividad biolégica. EI AS es un regulador de
crecimiento en las plantas. Estudios han demostrado que aumenta el contenido de
fenoles totales en plantas de maiz (Tucuch-Haas et al., 2017). También, ha
mostrado un efecto en el incremento de longitud de la raiz, peso fresco y seco de
vastago de plantulas de tomate (Larqué-Saavedra et al., 2010), asi como un
aumento de la calidad nutracéutica en frutos de tomates, tales como fenoles,
flavonoides y capacidad antioxidante (Diaz et al., 2016). Ademas, Tucuch Haas et
al. (2015), estudio el efecto del AS en plantulas de trigo, demostrando un aumento
en el peso fresco de la raiz, la altura de la planta y la biomasa fresca total.

El MeJA, participa en procesos de transduccion de sefales que regulan las
respuestas de defensa en las plantas. Segun estudios, promueven la acumulacion
de antocianinas en cultivos celulares de Vitis vinifera (Baenas et al., 2014). En frutos
de frutilla, se indujo el incremento de la capacidad antioxidante, contenido fendlico



y antocianinas (Moreno et al., 2010). En el cultivo de raps, al ser tratado con este
elicitor bajo estrés salino, mitigd el efecto inhibidor de la salinidad, permitiendo que
las plantas aumentaran su tasa de fotosintesis, contenido de agua y azucares
solubles (Ahmadi et al., 2018). Ademas, la pulverizacion exégena de MeJA en brotes
de brocoli y rabano, han tenido un gran impacto en el aumento del contenido de
glucosinolatos (Baenas et al., 2014).

Por otro lado, el agua electrolizada (AE), se esta usando como elicitor mas
recientemente. Se produce a partir del paso de corriente eléctrica en una solucion
salina, permitiendo el movimiento de iones y dada la concentracion de cloro
disponible se puede convertir en acido hipocloroso, obteniendo un pH casi neutro.
Esta actua como desinfectante y agente antimicrobiano. Ademas, ayuda a mejorar
el crecimiento y el desarrollo de las plantas (Huang et al., 2008). Por ejemplo, en col
china, el uso de agua electrolizada acida pudo acelerar la germinacion de semillas,
aumentar el peso fresco de los brotes, mejorar la tasa fotosintética y el contenido
de vitamina C (Al-Haq et al., 2005). Por otro lado, regula las actividades enzimaticas
que influyen en la sintesis de metabolitos secundarios, como la acumulacién de
GABA vy el flavonoide rutina presentes en trigo sarraceno, luego de ser sumergido
en soluciones con agua electrolizada (Hao et al., 2016).

Las plantas pertenecientes al género Brassica y a la familia Brassicaceae se
caracterizan por poseer propiedades nutricionales y ser abundantes en fitoquimicos,
principalmente los glucosinolatos (GSL). Estos son compuestos ricos en azufre
brindando un olor caracteristico y amargor. Ademas, son biolégicamente inactivos,
y solo se degradan cuando la planta esta expuesta a dafios (al masticar, cortar o
exposicion a la microbiota intestinal) y que, a través de una reaccién de hidrdlisis,
mediante la enzima vegetal mirosinasa, se convierten los glucosinolatos en variados
compuestos activos, tales como los isotiocianatos, tiocianatos y nitrilos (Baenas
et al., 2016). Los isotiocianatos (tales como el sulforafano y el isotiocianato de
bencilo y los indoles (indol-3-carbinol)) son los responsables de reducir, en cierta
medida, el desarrollo y progresién del cancer (gastrointestinal, pulmén y de
prostata). Estos pueden prevenir el crecimiento tumoral al bloquear el ciclo celular
provocando la apoptosis (Baenas et al., 2012). Por otro lado, fitoquimicos como los



compuestos fendlicos, tienen capacidad antioxidante la cual permite el
mantenimiento de las células y fortalece los mecanismos de proteccidén contra los
radicales libres y las especies reactivas del oxigeno (ROS). Estas ultimas, son
moléculas que, al estar en mayor cantidad, dafian a las células mediante la
oxidacion provocando el desarrollo de ciertas enfermedades cancerigenas,
cardiovasculares y neurodegenerativas (Singh et al., 2006).

El repollo (Brassica oleracea L. var. capitata), una de las plantas pertenecientes a
la familia Brassicaceae, es una especie que ha tenido gran expansion de superficie
en Chile, que segun datos obtenidos de ODEPA (2023), ha alcanzado las 2.242 ha
cultivadas. Se ha comprobado que la mayor cantidad de los compuestos bioactivos
se encuentran en las primeras etapas de desarrollo de las plantas, especificamente
en los brotes, por lo que se han ido popularizando y reconociendo como alimentos
promotores de salud (éamec et al., 2018; Hassini et al., 2016). Por lo tanto, estudios
en estadios iniciales nos servira tanto para evaluar la respuesta a elicitores, asi
como para diversificar su consumo, cambiando los habitos alimentarios hacia otros
formatos como los brotes, que pueden ser mas beneficiosos en el ambito nutricional.

En comparacién con otras brassicas, como el brocoli y el rabano, pocos estudios
han demostrado el poder elicitor en brotes de repollo por lo que este estudio trae
conocimiento novedoso en esta materia, sobre todo enfocado al enriquecimiento de
compuestos bioactivos mediante estrategias de elicitacion. Es por ello, que se
propuso realizar esta investigacion cuyo objetivo general fue evaluar el efecto de la
aplicacion de los elicitores quitosano, metil jasmonato, agua electrolizada y acido
salicilico en la biomasa, capacidad antioxidante, compuesto fendlicos y

glucosinolatos en brotes de Brassica oleracea L. var. capitata.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y germinacion de semillas

La investigacién se llevd a cabo en condiciones de cadmaras de crecimiento en el
laboratorio BIOINVE de la Universidad de Concepcién. Las semillas de repollo
(Brassica oleracea L. var. capitata "Copenhague’), para la produccion de brotes se
obtuvieron de Semilleria San Alfonso SL (Santiago, Chile). Las semillas se



remojaron en 5 g L' de hipoclorito de sodio bajo aireacion durante 4 horas y luego
fueron sumergidas en agua destilada bajo aireacién durante 24 horas. Las semillas
se esparcieron en bandejas de brotacién, con fibra de coco como sustrato (2 g por
bandeja). Las bandejas se trasladaron a una camara de ambiente controlado con
un ciclo de 16 horas de luz a 8 horas de oscuridad y temperatura del aire de 20 °C.
La humedad relativa (HR) fue del 60% y una radiacion fotosintéticamente activa
(PAR) de 350 pmol m=2 s*'. Durante los tres primeros dias, todas las bandejas se
mantuvieron en condiciones de oscuridad controlada con papel aluminio para
fomentar la elongacion del tallo.

Elicitores y diseno experimental

El estudio se realizé con un disefio completamente al azar, con 4 repeticiones por
tratamiento (Figura 1). Los tratamientos fueron aplicados mediante pulverizacion
exogena con 5 mL de solucion de cada elicitor diariamente a cada bandeja (17 x 13
cm), desde el dia de la siembra hasta el dia 10 del ensayo. Posteriormente, los

brotes se recolectaron después de 10 dias de crecimiento para su analisis.

Figura 1. Distribucidn correspondiente de los distintos tratamientos en brotes de
repollo mediante aplicacion de elicitores.

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Repeticion 4
MeJA AE Q C
AS C AE Q
C AS MeJA AE
Q MeJA C AS
AE Q AS MeJA

C: Control con agua destilada; Q: Quitosano 0,1 g L'; MeJA: Metil jasmonato 50 pM; AE: Agua
electrolizada; AS: Acido salicilico 250 uM. Fuente: Elaboracion propia.

Los elicitores y dosis de los tratamientos fueron seleccionados de acuerdo con la



literatura revisada en estudios de diferentes especies vegetales (Mendoza-Sanchez
etal., 2016; Hao et al., 2016; Lépez-Belchi et al., 2024). El estudio constdé de 5
tratamientos que abarcaron los elicitores quitosano (Q), acido salicilico (AS), metil
jasmonato (MeJA), agua electrolizada (AE) y un control con agua destilada. Para el
quitosano se utilizé una dosis de 0,1 g L-'. EI AS disuelto en etanol al 0,2 % se
pulverizo sobre los brotes de repollo hasta alcanzar concentraciones de 250 uM y
MeJA también disuelto en etanol al 0,2%, se aplicé en una concentracién de 50 pM.
El agua electrolizada se obtuvo de Hyposhield (Hyposhield, Puerto Montt, Chile) la
cual fue producida por celda de electrolisis y a base de acido hipocloroso (0,05% de
acido hipocloroso y 99,95% de agua).

Desarrollo de longitud del hipocétilo y biomasa

La longitud del brote se determin6 midiendo con una regla la distancia entre la base
del hipocdtilo y el apice de 10 brotes de repollo de cada muestra y luego se calculd
un promedio para cada tratamiento. Por otra parte, se calculé al inicio el peso fresco
promedio (g) mediante una balanza digital y posteriormente se liofilizaron las
muestras mediante un equipo liofilizador (OPERON, Corea) para registrar el peso
seco (g).

Extraccién y analisis de Glucosinolatos (GSLs)

Para extraer los GSLs, se afnadieron 100 mg de las muestras liofilizadas con 1 mL
de metanol al 70% (v/v) a tubos Eppendorf. Posteriormente, los tubos se calentaron
durante 20 min en un bafo calefactor a 70 °C y se agité en vortex cada 5 minutos
para mejorar la extraccion. Luego, para detener la extraccion de la mezcla, se
colocaron las muestras en un bafo de agua helada durante 5 minutos. Por ultimo,
los extractos se centrifugaron (13000 rpm, 15 min) y se filtraron a través de una
membrana de PVDF de 0,45 pm (Lépez-Belchi et al., 2024). Todas las muestras se
almacenaron a -20 °C antes de su analisis.

Los GSLs se identificaron mediante estandares y se determinaron sus espectros
UV-Vis y tiempos de retencién mediante HPLC-DAD (Hitachi Technologies, MERCK,
Darmstadt, Alemania), siguiendo el método establecido por Baenas et al. (2016), en
el que previamente se caracterizd su patron de fragmentacion (M- y MSn). Los

cromatogramas se registraron a una longitud de onda de 280 nm y los GSLs se



identificaron utilizando glucobrasicina como patrén externo. Los resultados se
expresaron como mg 100 g-' de peso seco.

Extraccion y analisis de los compuestos fendlicos en brotes

El ensayo se realiz6 por el método adaptado de Gu et al. (2019). Para la extraccion
de los compuestos fendlicos totales se tomé 0,5 g de la muestra liofilizada a la cual
se le agregd 5 mL de la mezcla (50% MeOH:49% H20:1% acido férmico) a tubos
Falcon. Los tubos se llevaron al ultrasonido por 1 hora y luego se refrigeraron a 4°C
durante 24 horas. Posteriormente, los tubos se llevaron al ultrasonido 1 hora y luego
se centrifugaron a 3500 rpm durante 30 min. Una vez finalizado se extrajo el
sobrenadante en viales, cuyo extracto se utilizé para analizar los polifenoles totales,
la capacidad antioxidante (DPPH Y ORAC) y el contenido de antocianinas.

Para la determinacion de los polifenoles totales, se utilizé el método de Folin
Ciocalteu para microplaca, descrito por Gu et al. (2019). Se adicion6 a cada pocillo
de la microplaca 25 pL de cada muestra, luego se agregd 25 pL de reactivo Folin
Ciocalteu 0,5 N y 200 pL de agua destilada. Posteriormente, se agité 30 segundos
y se incubo por 5 minutos a 25°C en oscuridad (Lector). Finalmente, se afiadi6 25
ML de Na2COs a la placa y se agité 30 segundos y se incub6 por 1 hora a 25°C en
oscuridad, a una lectura de 765 nm. Los resultados se expresaron en mg acido
galico 100 g™' muestra.

En cuanto al analisis de antocianinas, la identificacion se llevd a cabo mediante el
sistema HPLC-DAD-ESI-MSn en las condiciones establecidas para brotes de
repollo (Li et al., 2014). El sistema corresponde a HPLC-DAD de Hitachi (Hitachi
Technologies, MERCK, Darmstadt, Alemania), el cual cuantificé en condiciones
cromatograficas idénticas, con cromatogramas registrados a 520 nm. Se utilizd
cianidina 3-glucdsido como patron externo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.
UU.). Por ultimo, los resultados se expresaron en mg 100 g~' de peso seco.
Capacidad antioxidante en brotes
Para medir las actividades de eliminacién de radicales libres se utilizé el ensayo de
capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) (Lopez et al., 2018), asi
como el método del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Gu et al., 2019). Para el

ensayo DPPH se adicioné a cada pocillo 25 pL de la dilucion del extracto, luego se



agrego 200 pL de la solucion de DPPH, se agitd 30 segundos y se incub6 a 25°C
por 30 minutos. Se evalué midiendo la variacion de la absorbancia a 517 nm tras 30
minutos de reaccién con el radical. Ambos ensayos se llevaron a cabo utilizando
micro pocillos de 96 pocillos en un lector de microplacas multimodo hibrido Synergy
H1 (Biotek, Winooski, VT, Estados Unidos). Los resultados se expresaron como
umol Trolox 100 g-' muestra.

Para el método ORAC para microplaca, se agrego 150 pL de fluoresceina 0,111
MM a toda la placa, 25 pL de la muestra, 300 yL de AAPH 150 mM en los pocillos
11B-G y 12B-G. Luego se incub6 a 37°C por 30 min en el lector de microplacas.
Posteriormente se agreg6 25 uL de AAPH 150 nM a la placa. Aparte, se adiciono el
blanco que consistia en un buffer fosfato 75 mM pH 7,4. Finalmente, se ingreso la
placa al lector sin tapa y la intensidad de la fluoresceina fue medida cada 1 minuto
durante 1 hora con una longitud de onda de excitacién y emision de 485 y 520 nm,
respectivamente, a una temperatura de 37°C. Los resultados fueron expresados
como umol Trolox 100 g*' muestra.

Analisis estadistico

Los resultados de las muestras se analizaron mediante el analisis de varianza
(ANDEVA), para determinar las diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (P < 0,05), a través de la comparacion de medias efectuado por la
prueba de Tukey. Previamente, se comprobaron los supuestos del analisis de
varianza, con la prueba de Shapiro-Wilk para la distribuciéon normal y la prueba de
Levene para homogeneidad de varianzas. Los resultados se analizaron utilizando
el software Infostat. Ademas, se realizé un analisis de componentes principales
(PCA) con la media de los datos, para aclarar la correlacion entre las distintas
variables estudiadas ante la aplicacion de los tratamientos de elicitores, mediante el

software R con los paquetes FactoMineR y ggplot2.

RESULTADOS Y DISCUSION
Longitud hipocétilo y peso de los brotes de repollo
La respuesta de los diferentes tratamientos de elicitacion (C, Q, MeJA, AE y AS)

sobre el peso (g) y longitud del hipocétilo (cm) fueron evaluados. Los resultados
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indican que el tratamiento con acido salicilico fue el que mayor peso fresco y seco

presentd, con un promedio de 14,95y 2,08 g respectivamente (Figura 2).

Figura 2. Crecimiento de los brotes de repollo como respuesta a los diferentes
tratamientos de elicitacién, peso fresco (1), peso seco (2) y longitud hipocétilo (3).
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C: Control con agua destilada; Q: Quitosano 0,1 g L-'; MeJA: Metil jasmonato 50 uM; AE: Agua
electrolizada; AS: Acido salicilico 250 uM. Letras distintas representan diferencias significativas entre

tratamientos segun prueba de Tukey (P < 0,05).

El AS fue 4,8% y 9,5% superior al tratamiento control en peso fresco y seco,
respectivamente. Sin embargo, estadisticamente no hubo diferencias significativas
entre el AS, en ambas variables, y el control. Por otro lado, en peso fresco, la
aplicacién de AS fue significativamente mayor que los elicitores quitosano y MeJA,
en un 40,9% y 65,01%, respectivamente. En peso seco, el tratamiento con AS
presenté diferencias estadisticamente significativas comparado a los elicitores
quitosano, MeJA y agua electrolizada, siendo casi 1,4 veces mayor que dichos
tratamientos.

Los brotes tratados con AS no presentaron diferencias estadisticamente
significativas con el tratamiento control y con los elicitores quitosano y agua
electrolizada en cuanto a la longitud del hipocdétilo. En cambio, el AS fue 1,4 veces
mayor estadisticamente que los brotes tratados con el elicitor MeJA.

En el estudio de Thiruvengadam et al. (2016), se compard la aplicacion de los
elicitores acido abscisico, acido jasmoénico y acido salicilico en el crecimiento de las
plantas de rabano (Brassica rapa ssp. rapa), en la cual no hubo resultados
significativos en la longitud y biomasa de los brotes, debido a que tuvieron

crecimientos uniformes y similares con respecto al control. Estos resultados se
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pueden explicar en base a que el AS es una hormona reguladora del crecimiento la
cual permite que se estimule el metabolismo, aumentando la divisién celular, en
sinergia con otras sustancias como las auxinas. Sin embargo, el crecimiento es
controversial ya que depende de las especies vegetales, sus etapas de desarrollo y
las concentraciones aplicadas. Estas ultimas, por lo regular, al estar en mayores
niveles de AS pueden generar efectos negativos en el desarrollo y crecimiento de
las plantas (Gutiérrez-Coronado et al., 1998; Koo et al., 2020). Por otro lado, los
elicitores quitosano, MeJA y agua electrolizada, desencadenaron un mayor estrés
en los brotes, que se vio reflejado en un crecimiento limitado de ellos,
probablemente afectando la fotosintesis, lo que afectd a la fijacion del carbono se
puede utilizar principalmente para la produccion de metabolitos secundarios
(Vargas-Hernandez et al., 2023).

Glucosinolatos en brotes de repollo

La identificacion y cuantificacion de los glucosinolatos permitié detectar diferentes
perfiles de glucosinolatos en los brotes de repollo, pertenecientes a distintos grupos
de GSL. Entre los alifaticos se encontraron glucoiberina (GIB), sinigrina (SIN),
glucorafanina (GRA); entre los inddlicos, se identificaron 4-hidroxiglucobrassicina
(OHGBS), glucobrasicina (GBS), 4-metoxiglucobrassicina (MGBS),
neoglucobrassicina (NGBS) y finalmente un aromatico, la gluconasturtiina (GNT).
En la tabla 1, se presenta el contenido promedio de los GSL individuales y totales.
El MeJA aumenté el contenido de GBS, de manera significativa en un 153,7% en
comparacion al control. Esto concuerda con estudios previos, en el que el MeJA ha
incrementado el contenido de GBS y NGBS en repollo morado y repollo verde,
aplicado de manera exdgena al tercer dia de crecimiento de los brotes y (Hassini
et al., 2016). No obstante, el tratamiento con MeJA tuvo un efecto muy limitado en
la sintesis de GSL totales, presentando los valores mas bajos con 419,12 mg 100 g
' dado que no se detectaron los glucosinolatos GRA y OHGBS. Esto se puede
deber a que la dosis utilizada para MeJA en este estudio no fue lo suficientemente

adecuada para impactar positivamente en el contenido de glucosinolatos.
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Tabla 1. Contenido de glucosinolatos (mg 100 g~' de peso seco) totales e individuales en brotes de repollo después

de diferentes tratamientos con elicitores.

Tratamientos
Glucosinolatos C Q MeJA AE AS
GIB 17,945,1b 39,612,3a 51,0+7,3a 40,847,0a 42,0+3,3a
SIN 54,546,7b 107,2+16,2a 24,442 7c 21,842,9c¢ 12,7+2,5¢
GRA 6,11+3,8a 6,815,3a Nd 9,0+1,8a 9,215,4a
OHGBS Nd 0,411,4a Nd Nd Nd
GBS 61,9+5,6bc 59,6+7,7c 157,1+17,0a 99,9+13,0b 58,1+4,4c
GNT 247,7+13,2bc 277,3+15,1b 75,7+11,6d 1026,0+20,8a 217,946,6¢
MGBS 57,7+11,1b 5,410,4c 3,410,7¢c 116,5+22,7a 62,95,6b
NGBS 97,04+24,0bc 64,2+3,2c 114,8+10,8ab 77,7£16,5¢ 143,6+19,9a
TGSL 540,2+47,9b 560,5+23,6b 419,1+46,1c 1387,9168,2a 544,0+20,0b

C: Control con agua destilada; Q: Quitosano 0,1 g L-'; MeJA: Metil jasmonato 50 uM; AE: Agua electrolizada; AS: Acido salicilico 250 pM. GIB
es glucoiberina; SIN es sinigrina; GRA es glucorafanina; OHGBS es 4-hidroxiglucobrassicina; GBS es glucobrasicina; GNT es
gluconasturtiina; MGBS es 4-metoxiglucobrassicina; NGBS es neoglucobrassicina; TGSL es glucosinolatos totales; Nd: no detectado. Letras
distintas entre las filas representan diferencias significativas entre tratamientos segun prueba de Tukey (P < 0,05).
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Para GIB no se encontraron diferencias entre los elicitores, pero si presentaron
diferencias significativas con el tratamiento control. Por otra parte, el quitosano
produjo un aumento significativo de SIN, con un 96,7% mas que el control, y en
OHGBS que solo fue detectado por quitosano. En el contenido de glucosinolatos
totales no se encontraron diferencias significativas del quitosano con respecto al
control. Sivanandhan et al. (2023) observaron en el cultivo de brotes de Brassica
rapa ssp. pekinensis (col china) que el quitosano en concentracion de 150 mg L™
indujo una mejor produccion del contenido de glucosinolatos (7,344 umol g~' DW),
sin embargo, no se detectd la SIN a concentraciones de 100 mg L™, situaciéon que
no fue evidenciada en este estudio.

EIAS presenté mayor valor en NGBS con 43,57% mas que el control, sin embargo,
no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos. En
contraste, el AE fue el que mejores resultados presentd en el contenido de GSLT,
con una media de 1387,9 mg 100 g™', 2,57 veces mas que el tratamiento control. El
GSL que mas predominé fue GNT (1026,0 mg 100 g'), aumento ejercido por el
tratamiento de agua electrolizada (4 veces mas que el control), con diferencias
significativas entre los distintos tratamientos. La GNT es la precursora de la 2-
feniletilo, un isotiocianato importante en algunas brassicas como el berro. Esta es
antimicrobiana y anticancerigena, ya que inhibe enzimas de fase 1 que son las
responsables de la activacion de sustancias cancerigenas en animales e induce las
enzimas de fase 2, que aumentan la secrecion de dichas sustancias (Aires et al.,
2013). Ademas, el agua electrolizada mostré mejores resultados en el contenido de
MGBS (131,74 mg 100 g'), siendo significativamente mayor al tratamiento control
en un 101,9%. Se ha informado en estudios previos que el agua electrolizada ha
aumentado significativamente el contenido de glucosinolatos, principalmente en
brotes de brécoli (Li et al., 2018). Este aumento se puede deber a que el agua
electrolizada probablemente regula la actividad de la mirosinasa y la expresion de
algunos genes responsables en la biosintesis de glucosinolatos.

Polifenoles Totales en brotes de repollo
Los elicitores no se asociaron a cambios estadisticamente significativos en el

contenido de polifenoles totales con respecto al control (Figura 3). Sin embargo, en
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el tratamiento con MeJA, se observé mayor contenido de los compuestos fendlicos
alcanzando una media de 1509,80 mg 100 g~', con 1,28% de mayor rendimiento

con respecto al control (1478 mg 100 g™').

Figura 3. Contenido de polifenoles totales en brotes de repollo.
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C: Control con agua destilada; Q: Quitosano 0,1 g L"; MeJA: Metil jasmonato 50 uM; AE: Agua
electrolizada; AS: Acido salicilico 250 pM. Letras iguales representan que no existe diferencias
significativas entre tratamientos segun prueba de Tukey (P > 0,05).

Ademas, el MeJA obtuvo un 5,5% mas que el agua electrolizada que menor valor
presentd con una media de 1430,88 mg 100 g~'. La aplicacion de MeJA en
diferentes concentraciones, en distintos cultivos ha sido evaluada. Pérez et al.,
(2011) determinaron que el tratamiento MeJA 10 uM, fue eficaz en aumentar el
contenido de polifenoles totales en un 23% en brotes de brocoli de 7 dias. Ademas,
segun los reportes de Kim et al., (2006), los compuestos fendlicos fueron inducidos
positivamente con la aplicacion exdégena del MeJA en brotes de rabano, en
concentraciones de 1mM disuelto en etanol al 0,25%. En ese estudio se aplico el
tratamiento a los 7 dias de edad de los brotes y se cosecharon en diferentes horas
luego de la aplicacién. Estos resultados y diferencias se pueden explicar en base a
que cada elicitor afecta de manera distinta las vias de sintesis de los compuestos
fendlicos. Estudios previos explican que los compuestos fendlicos se acumulan a
partir de la via fenilpropanoide, que proviene de la desaminacién de la fenilalanina
que se cataliza a partir de la fenilalanina amoniaco-liasa (PAL), y el MeJA es un

regulador de la sefalizacion de defensa que es capaz de activar dichas enzimas lo
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que sugiere la induccion de esta via a partir de este elicitor (Ruiz-Garcia y Gomez-
Plaza, 2013). Los compuestos fendlicos se sintetizan cuando la planta esta frente a
condiciones de estrés y dado que los elicitores son muy especificos, se puede decir
que las concentraciones utilizadas para efecto de este estudio no fueron suficientes
para mantener a los brotes estresados con tal que aumenten significativamente su
contenido en el repollo.

Antocianinas

Se identificaron 6 antocianinas, destacando la cianidina 3-diglucésido-5-glucdsido,
cianidina 3-(sinapoil)diglucésido, Cianidina 3-(sinapoil) diglucésido-5-glucdsido,
cianidina 3-(p-cumaroil) (sinapoil)diglucésido-5-glucdsido, cianidina 3-(feruloil)
(sinapoil) diglucésido-5-glucdsido y la cianidina 3-(sinapoil) (sinapoil) diglucésido-5-
glucosido (Tabla 2). En los tratamientos, el contenido de antocianinas totales vario
de 7,19 mg 100 g' a 19,75 mg 100 g™".

Tabla 2. Contenido de antocianinas (mg 100 g-') en brotes de repollo después de la
aplicacién de diferentes tratamientos con elicitores.

Antocianinas
T A1 A2 A3 A4 A5 AB AT
C 3,6x1,5a 3,4+1,2a 0,9+0,3b 8,8+2,0a 3,1%1,1a Nd 19,8+6,0a

Q 1,3+0,4bc 3,1+0,6ab 0,8+0,2b 6,8+1,9a 1,8+0,4ab Nd 13,9+3,5ab
MeJA 0,9+0,2bc 1,5+0,3c 0,6+0,2b 8,3+0,5a 0,4+0,1b 1,9+0,3b 13,6%1,4ab
AE 0,2+0,17c 1,7+0,3bc 1,6+0,4a 0,5+0,1b 0,8+0,1b 2,5+0,3a 7,2+1,0b

AS 2,7+0,9ab 2,9+0,9abc 0,9+0,3b 7,4%+2,0a 2,8+1,4a Nd 16,7+5,0a

T: Tratamientos; C: Control con agua destilada; Q: Quitosano 0,1 g L-'; MeJA: Metil jasmonato 50
uM; AE: Agua electrolizada; AS: Acido salicilico 250 uM. A1 es cianidina 3-diglucésido-5-glucésido;
A2 es cianidina 3-(sinapoil) diglucésido; A3 es Cianidina 3-(sinapoil) diglucdsido-5-glucdsido; A4 es
cianidina 3-(p-cumaroil) (sinapoil)diglucésido-5-glucésido; A5 es cianidina 3-(feruloil) (sinapoil)
diglucosido-5-glucosido; A6 es cianidina 3-(sinapoil) (sinapoil) diglucésido-5-glucésido; AT es
antocianos totales. Letras distintas entre las columnas representan diferencias significativas entre
tratamientos segun prueba de Tukey (P < 0,05).

El efecto de los elicitores no fue lo esperado ya que no hubo diferencias

estadisticamente significativas entre los elicitores y el tratamiento control. Sin
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embargo, el AS, presentd los niveles mas altos en comparacién a los demas
elicitores, con 13,90 mg 100 g™, lo cual corresponde a 2,3 veces mas que el
tratamiento con agua electrolizada, que presentd menores concentraciones (7,19
mg 100 g-"). La aplicacién del quitosano fue ligeramente superior a MeJA, en un 5,9
%, a pesar de que no existieron diferencias significativas entre ellos. Los resultados
no concuerdan con lo informado por Hassini et al. (2016), en el que el MeJA
aumento significativamente en un 41% los niveles de antocianinas en repollo verde.
Por otro lado, Lopez-Belchi et al. (2024) encontraron que el contenido de
antocianinas era mas bajo en brotes de rabano silvestre, luego de la aplicacion de
elicitores, que los brotes de brocoli. Estos resultados dejan en evidencia la
complicada interaccién de los elicitores y como afectan diferentes vias de sintesis
de los compuestos bioactivos y que pueden variar frente a diferentes situaciones.
Capacidad antioxidante en brotes de repollo

En el ensayo del DPPH se obtuvieron diferencias significativas entre los diferentes

elicitores, mejorando las capacidades antioxidantes de los brotes (Figura 4).

Figura 4. Ensayos de capacidad antioxidante, DPPH y ORAC (umol Trolox 100 g™),
en brotes de repollo verde.
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C: Control con agua destilada; Q: Quitosano 0,1 g L'; MeJA: Metil jasmonato 50 uM; AE: Agua
electrolizada; AS: Acido salicilico 250 uM. Letras distintas representan diferencias significativas entre
tratamientos segun prueba de Tukey (P < 0,05).

Se consiguieron valores mas altos con el elicitor quitosano (17660,26 pmol Trolox

100 g™"), un 32% mas en comparacién con el tratamiento control del cual se obtuvo
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una media de 13390,04 umol Trolox 100 g~'. Por otro lado, los valores mas bajos se
presentaron en MeJA, con una media de 9116,25 umol Trolox 100 g, siendo el
quitosano 2 veces superior a MeJA y el que demostré buenas propiedades de
eliminacién de los radicales libres. Por otra parte, no se encontraron diferencias
significativas entre el control, MeJA y agua electrolizada. En estudios de Carvacho
et al. (2014) en brocoli, la exposicion de brotes a los elicitores MeJA y quitosano
produjeron una disminucion en la capacidad antioxidante, dado que se utilizé una
dosis de 90 umol L' de quitosano, siendo 10 veces mas baja que la utilizada en el
presente estudio. Ademas, otros compuestos pueden estar influenciando a la
capacidad antioxidante total, como los glucosinolatos, el sulforafano y algunas
vitaminas.

En el ensayo del ORAC (Figura 4), la aplicacion de los elicitores demostrd
diferencias significativas entre ellos, comportamiento similar al DPPH, en el cual el
quitosano presentd mayor capacidad antioxidante (36845,35 umol Trolox 100 g~')
en comparacion a MeJA, el cual presentdé menores valores (22513,20 ymol Trolox
100 g7"). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre el quitosano y el
tratamiento control (32371,80 umol Trolox 100 g™).

El quitosano cuando esta en contacto con las células emite una sefial generando
oxido nitrico y a través de la via de octadecanoides genera el peroxido de hidrégeno
(H202). Este ultimo, desencadena el sistema de eliminacién de las especies
reactivas del oxigeno (ROS) y la generacioén de otros genes que responden al estrés
oxidativo, a partir de la sintesis de varias enzimas antioxidantes tales como el
superéxido dismutasa (SOD), la peroxidasa (POX) y la catalasa (Pichyangkura y
Chadchawan, 2015), lo que puede explicar que la elicitacion con quitosano
respondiera mejorando la capacidad antioxidante.

Matriz de correlaciéon y analisis de componentes principales en brotes de
repollo

Se realiz6é una matriz de correlacion para identificar las relaciones entre las distintas
variables estudiadas (Figura 5). Los valores cercanos a uno indican que existe una

correlacion positiva, y los valores cercanos a -1 indican una correlacién negativa.
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Figura 5. Matriz de correlacion entre las diferentes variables estudiadas con
tratamientos de elicitores para brotes de repollo.
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LH: longitud hipocoétilo, PF: peso fresco, PS: peso seco, DPPH: ensayo DPPH, ORAC: ensayo
ORAC, AT: Antocianinas totales, TGSL: Glucosinolatos totales, PT: Polifenoles.

Las variables de crecimiento tuvieron una correlacion positiva entre ellas. Por otro
lado, el contenido total de glucosinolatos se correlaciond negativamente con las
antocianinas totales, dado que estas ultimas disminuyeron considerablemente ante
la aplicacion de los elicitores, o que se puede sugerir que el aumento de los
glucosinolatos en este estudio afecta directamente el contenido de antocianinas.
Aparte, las variables DPPH y ORAC estuvieron correlacionadas positivamente entre
si y levemente correlacionadas a las antocianinas totales y no presentaron
correlacién con el contenido de glucosinolatos y los polifenoles totales. Este analisis
da cuenta que los elicitores en el repollo respondieron a diferentes vias de sintesis
de los metabolitos secundarios, y lo especifico que pueden llegar a ser en diferentes
plantas.

El analisis de componentes principales se realizé para 8 rasgos de los brotes de
repollo (Figura 6). Teniendo en cuenta la variabilidad, Dim 1 retuvo el 36,34%
mientras que Dim 2 retuvo el 24,57%. Las distintas variables se agruparon cercanas
a los tratamientos de elicitores que tuvo mayor impacto. En ese sentido, el

tratamiento con agua electrolizada (13, 14, 15 y 16) tuvo un claro impacto positivo
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en el total de glucosinolatos, dado al aumento de parte del glucosinolato individual

GNT, como se menciond anteriormente.

Figura 6. Analisis de componentes principales (PCA) de las diferentes variables de
brotes de repollo.
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LH: longitud hipocoétilo, PF: peso fresco, PS: peso seco, DPPH: ensayo DPPH, ORAC: ensayo
ORAC, AT: Antocianinas totales, TGSL: Glucosinolatos totales, PT: Polifenoles totales para brotes de
repollo.

El contenido de DPPH y ORAC fueron inducidos por el tratamiento de quitosano (4,
5, 6, 7 y 8). Por ende, el agua electrolizada y quitosano fueron elicitores efectivos
en el aumento de los componentes bioactivos del repollo. Mientras que los demas
tratamientos no se vieron influenciados en el crecimiento de los brotes. En este
estudio las antocianinas totales no se vieron afectadas por los distintos tratamientos
de elicitores. Por otro lado, el MeJA (8, 9, 10 y 11) tuvo leve impacto en la
concentracion de polifenoles totales. Lo anterior pone en evidencia la efectividad de
la aplicacion de algunos elicitores en diversas variables fisicoquimicas en brotes de

repollo, trayendo consigo diversas propiedades bioactivas a los brotes.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se puede afirmar que:

1. El tratamiento con elicitores no favorecio el incremento de peso fresco y seco de
los brotes de repollo, asi como la longitud del hipocétilo.

2. El elicitor quitosano fue efectivo en desencadenar el sistema de eliminacion de

las especies reactivas del oxigeno por tener alta capacidad antioxidante.
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3. La aplicacion exdgena de los distintos elicitores indujo los compuestos bioactivos
en los brotes de 10 dias de repollo, particularmente el agua electrolizada fue efectiva
en aumentar el contenido de glucosinolatos, compuestos beneficiosos para la salud
en el sentido de la prevencidn y proteccion ante ciertas enfermedades
cancerigenas.

4. El agua electrolizada resultaria en un elicitor econdmico y eficaz para el
enriquecimiento de compuestos bioactivos como los glucosinolatos.

5. Las dosis estudiadas permitieron la acumulacién de ciertos compuestos
especificos en los brotes, por lo que surge la necesidad de estudios futuros sobre
las concentraciones mas adecuadas para el repollo, para enriquecer y mejorar aun

mas con fitoquimicos.
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