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EVALUACION DE LA RESPUESTA EN BROTES DE RABANO (RAPHANUS
SATIVUS L.) A LA APLICACION EXOGENA DE MELATONINA

ASSESSMENT OF THE RESPONSE OF RADISH SPROUT (RAPHANUS
SATIVUS L.) TO EXOGENOUS MELATONIN APPLICATION

Palabras indice adicionales: elicitacion, compuestos bioactivos, glucosinolatos,

fitoquimicos, antioxidantes.

RESUMEN

Las Brassicas destacan por su alto valor nutricional y su contenido de compuestos
fitoquimicos, como glucosinolatos, polifenoles y antocianinas, asociados a efectos
antioxidantes y antiinflamatorios con potencial rol protector frente a enfermedades
cronicas. En la etapa de brotes, estos metabolitos se encuentran en mayores
concentraciones que en plantas adultas. Para potenciar su biosintesis se emplea la
elicitacion, una estrategia que activa rutas metabdlicas de defensa, siendo la
melatonina un elicitor emergente. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de la aplicacion exdégena de melatonina sobre la biomasa, la capacidad antioxidante
y el contenido de compuestos bioactivos en brotes de Raphanus sativus L. Se
aplicaron 100, 200 y 300 ppm de melatonina, junto con controles con agua y Tween
20. La dosis mas alta redujo significativamente la biomasa, con una disminucién del
61,47 % en el peso fresco respecto al control (29,0 g). En contraste, 200 ppm
promovié una mayor acumulacion de glucosinolatos totales (595,0 mg 100 g™),
destacando la glucorafenina, mientras que polifenoles, antocianinas y capacidad
antioxidante respondieron de forma dosis dependiente. Estos resultados indican que
la melatonina modula el metabolismo secundario y representa una estrategia
prometedora para mejorar la calidad funcional de brotes con potencial aplicacién en

la industria alimentaria.

SUMMARY

Brassicas are recognized for their high nutritional value and their content of



phytochemicals such as glucosinolates, polyphenols, and anthocyanins, which are
associated with antioxidant and anti-inflammatory effects and a potential protective
role against chronic diseases. At the sprout stage, these metabolites are present at
higher concentrations than in mature plants. To enhance their biosynthesis,
elicitation is employed as a strategy that activates defense-related metabolic
pathways, with melatonin emerging as a promising elicitor. The aim of this study was
to evaluate the effect of exogenous melatonin application on biomass, antioxidant
capacity, and the content of bioactive compounds in Raphanus sativus L. sprouts.
Melatonin was applied at 100, 200, and 300 ppm, along with water and Tween 20
controls. The highest dose significantly reduced biomass, with a 61.47 % decrease
in fresh weight compared to the control (29.0 g). In contrast, 200 ppm promoted a
higher accumulation of total glucosinolates (595.0 mg 100 g™*), with glucoraphenin
as the predominant compound, while polyphenols, anthocyanins, and antioxidant
capacity showed dose-dependent responses. These results indicate that melatonin
modulates secondary metabolism and represents a promising strategy to enhance

the functional quality of sprouts with potential applications in the food industry.

INTRODUCCION

A nivel mundial existe una creciente preocupacién por acceder a alimentos
saludables que contribuyan a reducir la inseguridad alimentaria y mejorar la salud
(Afshin et al., 2019; Martinez-Sanguinetti et al., 2019). Entre estos, los alimentos
ricos en fitoquimicos destacan por su aporte complementario a carbohidratos,
proteinas, vitaminas y acidos grasos. Los fitoquimicos poseen reconocidas
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias asociadas a la prevencion de
enfermedades croénicas como cardiovasculares, diabetes, obesidad y trastornos
neurodegenerativos (Zhang et al., 2015). Su incorporacion en productos
alimentarios puede aumentar el valor saludable y la aceptacion por parte de los
consumidores (Sagar et al., 2018). Ademas, las hortalizas de hoja tradicionales
aportan fitoquimicos junto con minerales esenciales, reforzando su relevancia
nutricional (Sivakumar et al., 2018). Por lo tanto, una dieta rica en frutas y hortalizas,

fuente natural de estos compuestos, se asocia con una menor incidencia de



enfermedades cronicas (Boyer y Liu, 2004).

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios que contienen azufre y nitrégeno,
y se clasifican en alifaticos, aromaticos e inddlicos segun su precursor aminoacidico
(Fahey et al., 2001). Las Brassicas destacan por su alta acumulacion,
especialmente en brotes, donde pueden concentrarse hasta 20 veces mas que en
plantas adultas (Baenas et al., 2016). Aunque los glucosinolatos poseen baja
actividad bioldgica, sus productos de hidrdlisis, generados por la enzima mirosinasa,
son potentes bioactivos involucrados en defensa vegetal, atraccion de insectos y en
el sabor y aroma caracteristicos. Entre ellos, los isotiocianatos son los mas comunes
y se asocian a propiedades anticancerigenas. Asimismo, los glucosinolatos
inddlicos y aquellos con grupos alquenilo aportan notas amargas (Halkier y
Gershenzon, 2006).

La elicitacion consiste en aplicar pequefias cantidades de sustancias capaces de
activar o potenciar la biosintesis de compuestos especificos en los organismos
(Radman et al., 2003). Los elicitores suelen clasificarse segun su origen y estructura
molecular en biodticos, de origen bioldgico, provenientes del patégeno o de la planta,
y abidticos, que incluyen factores fisicos o quimicos (Vasconsuelo y Boland, 2007).
También pueden distinguirse por su interaccion con la planta en elicitores generales,
que inducen defensas en multiples hospedadores, y especificos, que actuan sélo
en plantas hospedantes (Vasconsuelo y Boland, 2007). La elicitacién representa
una herramienta valiosa para la industria hortofruticola, ya que permite incrementar
el contenido nutracéutico y mejorar el perfil fitoquimico de los productos. Estos
metabolitos aportan propiedades organolépticas, capacidad antioxidante, actividad
antimicrobiana y contribuyen al color de frutas y hortalizas (Baenas et al., 2014;
Cisneros-Zevallos, 2003).

Una de las moléculas que puede ser utilizadas en la elicitacion es la melatonina,
N-acetil-metoxitriptamina (Chen et al., 2009). Es una indolamina que fue descubierta
en animales en 1958 y tiempo después se detectdé en una microalga unicelular
llamada Lingolium polyedrum. Esto dio paso a estudiar la melatonina en plantas
superiores (Arnao y Hernandez-Ruiz, 2014).

En humanos, la melatonina tiene multiples funciones fisiolégicas, como influir en



los estados de animo, en lo ritmos circadianos, los que regulan la actividad
metabdlica y hormonal durante el dia. Ademas, influye en el suefio, en la
temperatura corporal, ingesta de alimentos, entre otros (Arnao y Hernandez-Ruiz,
2014).

En plantas, se ha estudiado que la melatonina cumple funciones de antioxidante
y elimina radicales libres, de esta manera protege a macromoléculas del estrés
oxidativo (Reiter et al., 2001). También es capaz de regular el crecimiento,
interfiriendo en funciones de las auxinas, junto con activar la germinacion y retrasar
senescencia foliar (Chen et al., 2009; Arnao y Hernandez-Ruiz, 2014).

En cuanto a la biosintesis de la melatonina, su precursor es el aminoacido
triptdfano, el cual modula su produccion. Multiples factores estimulan la biosintesis
de melatonina, como la luz, la maduracién de la fruta, el desarrollo de las hojas, la
sequia, el frio, calor, entre otros (Fan et al., 2018). Cuando es sintetizada
endégenamente se encarga de cumplir funciones contra el estrés bidtico y abidtico,
junto con la tolerancia a metales pesados, a sequia, radiacién UV, temperaturas,
etc. Funciones similares cumple si la planta es tratada exdbgenamente (Park et al.,
2021).

Ademas, la melatonina es un compuesto que se encuentra en bajas
concentraciones en los alimentos, como en frutas, verduras, cereales y algunas
legumbres (Aguilera et al., 2015). Burkhardt et al. (2001) investigaron la aplicacién
exogena en cerezas acidas Montmorency y Balaton (Prunus cerasus L. Rosaceae),
cuyo objetivo fue cuantificar la melatonina del fruto en diferentes condiciones. Estas
fueron cosechadas en diferentes épocas (julio y agosto) y grados de madurez.
Ambas especies presentaron concentraciones de melatonina equivalentes entre si.
Pero las cerezas Montmorency tenian diferencias al cosecharlas en arboles
distintos.

Por otro lado, Chen et al. (2009) estudiaron la aplicacion exégena de melatonina
en plantulas de mostaza de hoja silvestre (Brassica juncea) para evaluar el efecto
sobre el crecimiento radicular. Dentro de sus resultados encontraron que la
melatonina aplicada aument6 el crecimiento de las raices con bajas

concentraciones, pero al ser aplicada en concentraciones altas, el crecimiento fue



inhibido.

Este trabajo se enfocd en el rabano o rabanito (Raphanus sativus), especie
originaria de Europa y Asia, perteneciente a la familia Brassicaceae y al género
Raphanus (Gamba et al., 2021). Se trata de una hortaliza de ciclo corto, con
crecimiento rapido, destacada por su raiz comestible, junto con sus hojas y brotes,
que son utilizadas en diversas preparaciones alrededor del mundo. Ademas,
presenta una amplia variabilidad de colores y una pulpa blanca caracteristica
(Banihani, 2017). En los ultimos afios ha aumentado el interés de brotes por sus
propiedades anticancerigenas, especialmente debido a los isotiocianatos,
compuestos que exhiben multiples mecanismos con potencial antitumoral
(Manivannan et al., 2019). Asimismo, los rabanos, particularmente los de color rojo,
son ricos en antocianos, pigmentos responsables del color de las raices y cuyo
principal aporte radica en sus propiedades antioxidantes y su capacidad para
eliminar radicales oxidativos (Gamba et al., 2021).

Por lo tanto, un mayor contenido de estos fitoquimicos incrementaria la actividad
biolégica de brotes de rabano y su impacto positivo en la salud, por lo que
aplicaciones exogenas de elicitores, como la melatonina, podrian enriquecer su
composicion fitoquimica en un marco de sustentabilidad y seguridad alimentaria. En
este contexto, el objetivo general fue evaluar el efecto de la melatonina exdgena
sobre la biomasa, la capacidad antioxidante y el contenido de compuestos

bioactivos en brotes de Raphanus sativus L.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y germinacion de semillas

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Bioactivos en Plantas e
Ingredientes Vegetales (BIOINVE) de la Universidad de Concepcion, campus
Concepcion. Las semillas destinadas a la generacién de brotes de rabano
(Raphanus sativus L. cv. ‘Sparkler’) se obtuvieron en la Semilleria San Alfonso SL
(Santiago, Chile). Estas fueron remojadas en 5 g L-' de hipoclorito de sodio bajo
aireacion durante 4 horas,a continuacién, fueron sumergidas en agua destilada bajo

aireacion durante 24 horas. Posteriormente, las semillas se distribuyeron en



bandejas de brotacion (17 x 13 cm) con fibra de coco como sustrato (5 g de semillas
por bandeja). Estas bandejas fueron trasladadas a la camara de crecimiento vegetal
con condiciones ambientales controladas. El fotoperiodo se establecié en 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad (16:8). La temperatura del aire fue de 20 °C. Se
mantuvo una humedad relativa (HR) del 60 % y una radiacién fotosintéticamente
activa (PAR) de 350 pmol m?2s'. Las bandejas se ubicaron a 60 cm
aproximadamente de la luz. Durante los tres primeros dias todas las bandejas
permanecieron en condiciones deoscuridad con papel de aluminio para estimular la
elongacion del tallo.

Tratamientos y diseio experimental

El elicitor y dosis de los tratamientos se seleccionaron de acuerdo con la literatura
revisada en estudios de diferentes especies vegetales. El estudio se realiz6 con 5
tratamientos que contempld 3 concentraciones distintas de melatonina (MT1:100
ppm, MT2: 200 ppm y MT3: 300 ppm de melatonina respectivamente), un control
con agua destilada y otro control con Tween 20. La melatonina se obtuvo de Sigma
Aldrich (St. Louis, USA).

Tween 20 corresponde a un tensioactivo no iénico o surfactante, se utiliza como
agente humectante para reducir la tension superficial del agua y facilitar la
solubilizacion de compuestos lipofilicos. En este ensayo se utilizd a una
concentracion de 1 % (v/v), para disolver la melatonina, la cual es poco soluble en
agua.

En cuanto a la preparacién de los tratamientos con melatonina, se comenzdé con
la dosis de 300 ppm. Para ello, se pesé 300 mg de melatonina (pureza = 98 %), que
se disolvio con 10 mL de Tween 20 y se completé con 990 mL de agua destilada. A
partir de la disolucion preparada de 300 ppm se procedio a realizar la dosis de 200
ppm, donde se tomd 67 mL y se disolvido hasta completar con agua destilada un
volumen de 100 mL. Por ultimo, para la dosis de 100 ppm, se tom6 34 mL del stock
de 300 ppm y se disolvié hasta completar 100 mL con agua destilada.

El estudio se realizé con un disefio experimental completamente al azar, donde se
llevd a cabo 4 repeticiones por tratamiento (Figura 1). Lo cuales fueron aplicados a

través de pulverizacion exdgena aérea con 3 mL de la solucidon de cada



concentracion de MT y controles. Se realizaron un total de 5 aplicaciones, con una
frecuencia de dia por medio, ademas se aplicd un riego de mantencion (100 mL de
agua destilada por bandeja) en las mismas fechas de la aplicaciéon de los
tratamientos. Las aplicaciones se realizaron desde el dia siguiente a la siembra
hasta el dia 10. Después de este periodo de crecimiento, se recolectaron los brotes,
proceso realizado transcurridas 24 horas desde la ultima aplicacién. Con el propésito

de efectuar los analisis de las 20 bandejas, es decir 4 bandejas por tratamiento.

Figura 1. Distribucion de los tratamientos en el disefio experimental completamente
al azar.

C C+ MT2 C+ MT3 MT1 MT3 C MT2 C

MT2 MT3 MT1 C MT1 C+ MT2 MT3 C+ MT1

C: Control con agua destilada; C+: Control con Tween 20; MT1: Melatonina 100 ppm, MT2:
Melatonina 200 ppm, MT3: Melatonina 300 ppm. Fuente: Elaboracién propia.

Desarrollo de longitud del hipocétilo y biomasa

Se determind la longitud de 10 brotes por bandeja midiendo con una regla la
distancia desde la base del hipocétilo hasta la parte superior de los brotes del
rabano, luego se calcul6é un promedio por cada tratamiento. Ademas, se determind
el peso fresco promedio (g) con una balanza digital. A continuacion, se utilizé un
equipo liofilizador (OPERON, Corea) para liofilizar las muestras y de esta manera
realizar el pesaje del brote seco (g).

Extraccion de GSL y analisis HPLC-DAD-ESI-MSn

Los glucosinolatos (GSL) se extrajeron de muestras liofilizadas y molidas (100 mg),
utilizando 1 mL de metanol al 70% (v/v) en tubos Falcon de 15 mL. Los tubos fueron
calentados durante un periodo de 20 min en un bano calefactor a 70 °C, realizando
agitacion en vortex cada 5 min para mejorar la extraccion. Para detener la
extraccién, la mezcla de reaccidn se colocé en bafo de agua helada durante 5 min.
Por ultimo, los extractos se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 min. Se recogieron

los sobrenadantes y se filtraron a través de una membrana de fluoruro de



polivinilideno (PVDF) de 0,45 pm. Todas las muestras se almacenaron a -80 °C
antes de su analisis.

Los glucosinolatos se identificaron mediante los espectros de UV-Visible, tiempos
de retencidn y sus patrones de fragmentacion (M- y MSn) a través de la técnica
HPLC-DAD-ESI-MSn, segun el método detallado por Baenas et al. (2016). HPLC
hace referencia a la cromatografia liquida de alta eficiencia que esta conectada a la
deteccion de espectrometria de masas de ionizacion por electrospray (ESI-MS) y la
deteccion de matriz de fotodiodos (DAD) (Kajdzanoska et al., 2010). Los
cromatogramas se registraron a 227 nm, y la cuantificacion de los GSL intactos se
llevd a cabo utilizando glucoerucina y glucobrassicina como estandares para
glucosinolatos alifaticos e inddlicos, respectivamente (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Los resultados se expresaron como mg 100 g-! de peso seco.

Extracciéon de antioxidantes y fenoles totales en brotes

La extraccion se realizé basandose en el método utilizado por Ferreres et al. (2009).
Para extraer los compuestos se peso 0,5 g de cada muestra previamente liofilizada,
y se agrego 5 mL de soluciéon de H20/MeOH/acido férmico (24:25:1) a cada tubo
Falcon, los cuales fueron agitados en vortex durante 5 min. A continuacion, los tubos
fueron llevaros al ultrasonido (en frio) por 1 hora y posteriormente se refrigeraron a
4 °C durante la noche. Al dia siguiente se colocaron nuevamente en ultrasonido
durante 1 hora y se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min. Finalizada la
centrifugacion se filtré el sobrenadante por una membrana de PVDF de 0,22 um,
cuyo extracto se utiliz6 para analizar polifenoles totales, contenido total de
antocianinas y capacidad antioxidante (DPPH y ORAC).

Analisis de polifenoles totales en brotes

Para determinar polifenoles totales, se utilizé el método de Folin Ciocalteu utilizando
microplaca. A cada pocillo de la microplaca se agrego 25 uL de la muestra, 25 pL
del reactivo Folin Ciocalteu y 200 uL de agua Tipo 1. A continuacion, se agité 30
segundos en el lector y se incubd por 5 min a 25 °C en oscuridad. Transcurrido el
tiempo se adicion6 25 uL de Carbonato de Sodio (Na2CQOs). Luego se agité por 30
segundos y se incubd durante 1 hora a 25 °C en oscuridad. La lectura se realizé a

750 nm. Los resultados se expresaron en mg acido galico 100 g-'de muestra seca.



Anadlisis de antocianinas en brotes

El contenido y andlisis de antocianinas se realizd con la técnica HPLC-DAD-ESI-
MSn utilizando las condiciones previamente establecidas para brotes de rabano. El
sistema para cuantificar las muestras se llama HPLC-DAD de Hitachi (Hitachi
technologies, MERCK, Darmstadt, Alemania), el cual utiliza las mismas condiciones.
Se registraron cromatogramas a 520 nm y se utilizé cianidida-3-O-glucdsido como
estandar (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU). Los resultados se expresaron en
mg 100 g' de peso seco.

Capacidad antioxidante de brotes

Para medir la capacidad antioxidante de los brotes de rabano se emplearon dos
métodos: el ensayo de capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC)
(Lépez et al., 2018), y el método del 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) que mide las
actividades de eliminacién de radicales libres (Mena et al.,2011). Ambos ensayos se
realizaron utilizando microplacas de 96 pocillos en un lector de microplacas
multimodo hibrido Synergy H1 (Biotek, Winooski, VT, Estados Unidos).

La capacidad antioxidante mediante el ensayo ORAC para microplaca, se realizo
agregando a toda la placa 150 pL de fluoresceina (0,111 uM), se agregd 25 pL de
Trolox, blanco (buffer fosfato) y muestra, ademas se afnadié en pocillos diferentes
300 uL de AAPH (150 mM). Luego se incubd por 30 min a 37 °C en el lector de
microplaca. Terminado el tiempo, se agregd 25 pL de AAPH a toda la placa. Se
ingreso al lector donde se evalué midiendo la variacion de fluorescencia tras 120
min de reaccién con el radical. Los resultados se expresaron como pmol Trolox 100
g de peso seco.

La capacidad antioxidante DPPH para microplaca se realizé afnadiendo 25 uL de
la dilucién del extracto y 200 pL de la solucion DPPH, luego se agité por 30
segundos y se incubd a 25 °C por 30 min en el lector. El objetivo fue medir la
variacion de absorbancia a 517 nm tras 30 min de reaccion con el radical. Los
resultados se expresaron como pumol Trolox 100 g de peso seco.

Analisis estadistico
Se recogieron y analizaron los datos para cada tratamiento. Los resultados se

analizaron para encontrar diferencias significativas mediante el analisis de varianza
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(ANOVA), seguido de la prueba de comparacion de medias de Tukey. Los
resultados se consideraron significativos cuando p < 0,05 utilizando el software
Infostat. Previamente, se comprobaron los supuestos del analisis de varianza, con
la prueba de Shapiro-Wilk para normalidad y la prueba de Levene para

homogeneidad de varianzas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Longitud hipocétilo y peso de los brotes de rabano

La respuesta de los diferentes tratamientos de elicitacion (C, C+, MT1, MT2 Y MT3)
sobre el peso fresco (g), peso seco (g) y longitud del hipocdtilo fue evaluada. Los
resultados dan a conocer que el control con agua destilada (C) fue el que presento
mayor peso fresco y peso seco, con un promedio de 29,04 g y 5,01 gramos
respectivamente. Sin embargo, en ambos casos, C fue estadisticamente igual a C+,
MT1 y MT2. En cambio, para la longitud del hipocétilo, el mayor valor se obtuvo con

la dosis de 100 ppm de melatonina, con una media de 4,14 cm (Figura 2).

Figura 2. Crecimiento de los brotes de rabano como respuesta de los tratamientos
de elicitacion. Peso fresco (a), peso seco (b) y longitud del hipocdtilo (c).
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C C+ MT1MT2MT3 C C+ MT1MT2MT3 C C+ MT1MT2MT3

C: Control con agua destilada; C+: Control con Tween 20; MT1: Melatonina 100 ppm, MT2:
Melatonina 200 ppm, MT3: Melatonina 300 ppm. Letras distintas representan diferencias
significativas entre tratamientos segun prueba de Tukey (P < 0,05). Fuente: Elaboracion propia.

En peso fresco y seco, C mostro diferencias significativas unicamente frente a MT3.
En ambos parametros, el tratamiento MT3 evidenci6 los valores absolutos mas

bajos, siendo significativamente inferior al resto de los tratamientos. En comparacion
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con C, MT3 redujo el peso fresco y seco en un 61,47 % y 59,28 %, respectivamente,
equivalente a casi 2,5 veces menos biomasa. Estos resultados concuerdan con la
evidencia de que concentraciones elevadas de melatonina pueden inducir estrés
oxidativo leve y restringir la expansion celular, afectando negativamente la
acumulacién de biomasa. En Arabidopsis thaliana, Zhang et al. (2014) demostraron
que bajas dosis de melatonina (10-20 uM) mejoran el peso fresco, mientras que
concentraciones mayores tienen efectos inhibitorios.

En relacién con la longitud del hipocatilo, el tratamiento MT1 mostré el mayor valor
entre los tratamientos con melatonina y fue aproximadamente 1,4 veces superior a
C, MT2 y MT3, aunque sin diferencias significativas respecto del control enriquecido
C+. Estos resultados sugieren que dosis moderadas de melatonina pueden
promover la elongacién del hipocotilo, posiblemente mediante una interaccién
positiva con auxinas, hormona clave en el crecimiento. En contraste, las altas
concentraciones aplicadas en MT2 y MT3, produjeron una marcada inhibicion de la
elongacion, similar a C, lo que indica que niveles elevados podrian activar
respuestas al leve estés del elicitor y limitar la turgencia y expansion celular.

La literatura respalda este comportamiento dual de la melatonina, donde dosis
bajas o moderadas ejercen efectos promotores del crecimiento y la biomasa,
mientras que dosis altas generan respuestas inhibitorias. Por ejemplo, Tang et al.
(2025) reportaron que la aplicaciéon de melatonina junto con sacarosa en brotes de
col rizada incrementé la altura y el peso fresco respecto a los tratamientos sin
melatonina. Asimismo, Arena et al. (2014) observaron en el control, brotes de brécoli
con valores de longitud del hipocétilo inferiores a lo obtenido en brotes de rabano
de este estudio (~3,0 cm), lo que evidencia diferencias fisioldgicas entre especies y
el potencial del rabano para responder favorablemente a ciertas concentraciones de
melatonina.

Glucosinolatos en brotes de rabano

El analisis de los glucosinolatos, junto con su identificacion y cuantificacién permitié
detectar distintos perfiles de glucosinolatos de los brotes de rabanito. Se
encontraron dos grandes grupos: alifaticos e inddlicos. Entre los alifaticos se

identificaron glucorafenina (GRE) y dehidroerucina (DER); entre los inddlicos se
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encontraron  4-hidroxiglucobrassicina (HGB), glucobrassicina (GB) y 4-
metoxiglucobrassicina (MGB).

En la tabla 1 se presenta el contenido promedio de los glucosinolatos de manera
individual y total segun la aplicacion de cada tratamiento. Los valores variaron de
359,05 a 595,00 mg 100 g~ de peso seco.

A pesar de que el mayor numero de compuestos fueron de caracterizacion
inddlica, los glucosinolatos alifaticos presentaron mayor contenido en todos los
tratamientos, con diferencia significativa. Se infiere que este aumento significativo
es por una fuerte activacion de las rutas de biosintesis alifaticas (Seo et al., 2017).

El mayor contenido total de glucosinolatos (TGSL) se vio reflejado en el
tratamiento MT2, con una media de 595,00 mg 100 g~', presentando diferencias
estadisticamente significativas con los otros tratamientos. Esto indica que una dosis
intermedia promueve la acumulacion y no hay un efecto lineal dependiente segun
la dosis. MT2 fue superior al control con agua destilada (C) en un 39,66 %, donde
cuya sintesis de GSL totales fue la menor del ensayo (359,95 mg 100 g™'). Ademas,
la dosis aplicada en MT2 dio lugar a los contenidos mas altos de glucosinolatos
individuales, en comparacion a los otros tratamientos, excepto Ia
hidroxiglucobrassina (HGB) y metoxiglucobrassina (MGB) que fueron menores, pero
sin diferencia significativa.

Con respecto a los glucosinolatos alifaticos, GRE fue el glucosinolato que mayor
presencia tuvo en los tratamientos, aumentando en MT1 y llegando a su maximo en
MT2, sin embargo, solo la aplicacién de MT2 presenté diferencia significativa con el
resto de elicitores y controles. La dosis mas alta de melatonina dio lugar a una menor
sintesis de GRE, disminuyendo significativamente en un 47,43 % con respecto al
mayor valor observado en MT2 con una media de 367,62 mg 100 g~'. Tendencia
similar se observa en DER, con un aumento progresivo, y una disminucion
significativa en el tratamiento MT3. Segun los reportes de Wang et al. (2024) donde
se estudié el efecto de la melatonina en brotes de col rizada china con y sin radiacion
UV-B, se indica que sin radiacion a concentraciones mas altas de melatonina (100
umol L") hubo una inhibicion en la acumulacién de ciertos glucosinolatos alifaticos,

en cambio con dosis mas bajas (5 ymol L") el total de glucosinolatos aumento.
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Tabla 1. Contenido de glucosinolatos (mg 100 g~! de peso seco) individuales y totales en brotes de rabano después
de la aplicacién de los elicitores en los tratamientos.

Tratamientos
Glucosinolatos C C+ MT1 MT2 MT3

GRE 203,82 + 21,305b 232,76 £ 60,913b 280,60 *+ 35,291ab 367,62 + 15,863a 193,27 + 18,671b
HGB 66,98 £ 2,450b 79,50 + 11,178ab 68,66 + 4,197b 87,37 £ 3,022a 88,88 + 7,004a
DER 23,51 +£1,693c 27,63 +1,405bc 63,24 + 3,534a 68,90 * 3,694a 34,51 £ 2,286b

GB 38,68 £ 4,347a 41,32 +1,877a 39,90 £ 3,592a 46,30 + 4,909a 42,51 + 2,408a
MGB 26,05+ 0,845ab 28,67 + 1,634a 19,33+1,373c 24,81 +1,396ab 22,41 + 3,174bc
TGSL 359,05 + 21,557b 409,87 £ 75,732b 471,73 £46,276b 595,00 £ 21,750a 381,58 +22,132b

C: Control con agua destilada; C+: Control con Tween 20; MT1: Melatonina 100 ppm, MT2: Melatonina 200 ppm, MT3: Melatonina 300 ppm.
GRE es glucorafenina; HGB es hidroxiglucobrassicina; DER es dehidroerucina; GB es glucobrassicina; MGB es metoxiglucobrassicina; TGSL
es total de glucosinolatos. Medida de variabilidad: desviacion estandar. Letras distintas representan diferencias significativas entre
tratamientos segun prueba de Tukey (P < 0,05).
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En el caso de los glucosinolatos de tipo inddlico la respuesta a la melatonina es
distinta. HGB obtuvo un contenido mayor en los tratamientos con aplicaciones mas
altas de melatonina (MT2 y MT3), donde se acumulé 87,37 y 88,88 mg 100 g~'de
peso seco respectivamente, siendo significativamente mayor que la acumulacién en
MT1 y en ambos controles. Esto indica que su respuesta fue dependiente de la dosis
de melatonina. Para GB no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos, ademas no siguié el mismo patrén que HGB pues el valor mas alto se
obtuvo con el elicitor MT2. Sin embargo, la acumulacion con la dosis mas alta fue
solo un 8,19 % menor. Estos resultados indican un redireccionamiento del
metabolismo inddlico, influenciando principalmente por la interaccion de la
melatonina con la ruta del triptofano (Gigolashvili et al., 2009).

MGB fue el glucosinolato con menor acumulacion en el ensayo, su valor absoluto
mas alto se obtuvo en los controles, en especial el control con Tween 20 (C+) con
una media de 28,67 mg 100 g~y fue significativamente mayor que MT1 en un 32,58
%. Estos resultados establecen que una aplicacién exdgena de melatonina afecta
negativamente la acumulacion de este glucosinolato. Baenas et al. (2016) evaluaron
brotes de rabano luego de la elicitacion, y reportaron que los valores de MGB fueron
los mas bajos del estudio. Por otro lado, Arena et al. (2024) compararon dos
cultivares de brocoli y evaluaron el efecto de la aplicacidon de melatonina en las
etapas iniciales de crecimiento, donde informaron que los niveles de MGB fueron
mayores en el control.

Polifenoles totales en brotes de rabano

La elicitacion con las tres dosis de melatonina presenté contenido de polifenoles
segun el ensayo de Folin-Ciocalteau, con diferencia estadisticamente significativa
con respecto a los controles (Figura 3). Ademas, entre los controles no solo hubo
diferencias en el total de polifenoles, sino que también hubo cambios significativos
uno del otro. Se vio reflejado en C+ que alcanzé una media de 570,49 mg de acido
galico en 100 g de muestra seca, el cual es 25,75 % mayor con respecto a C (423,61
mg 100 g™).

El tratamiento C+ presento el valor absoluto mas alto de polifenoles totales de
todo el ensayo, significativamente mayor que MT1 y MT2, en un 35,4 % y 29,9 %
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respectivamente, pero estadisticamente igual a MT3. Lo que puede indicar que el
Tween 20 tiene un efecto elicitante y genera una respuesta de defensa en la planta,
produciendo una mayor acumulacion de polifenoles. Segun lo informado en estudios
previos (Hosseinzadeh et al., 2013), se reportd que los tensioactivos, especialmente
los no idnicos tienen mayor capacidad de extraer compuestos fendlicos, debido a
su estructura anfipatica, que les permite interactuar con fases acuosas vy lipidicas,

facilitando solubilizacion y liberacidén de estos compuestos.

Figura 3. Contenido de polifenoles totales (mg 100 g' de peso seco) en brotes de
rabano.
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C: Control con agua destilada; C+: Control con Tween 20; MT1: Melatonina 100 ppm, MT2:
Melatonina 200 ppm, MT3: Melatonina 300 ppm. Letras distintas representan diferencias
significativas entre tratamientos segun prueba de Tukey (P < 0,05). Fuente: Elaboracién propia.

Con respecto a los tratamientos con melatonina, se tiene que MT1, MT2 Y MT3
presentaron contenidos de polifenoles dependientes de la dosis. El tratamiento MT1
representd el contenido mas bajo de polifenoles con una media de 368,48 mg de
acido galico 100 g™'. Esto podria relacionarse con que la concentracién de
melatonina exégena aplicada no fue suficiente para activar la via encargada de
sintesis de polifenoles, entonces la melatonina podria ejercer un efecto antioxidante
directo, lo que reduce las especies reactivas de oxigeno (ROS), y por ende se
disminuye la senalizacion que activa la via fenilpropanoide (Galano et al., 2011).
Esta via de biosintesis de polifenoles se inicia a partir de desaminacién del
aminoacido fenilalanina, proceso que es catalizado por la enzima fenilalanina

amoniaco-liasa (PAL) (Ruiz-Garcia y Gomez-Plaza, 2013). Ademas, las rutas
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metabdlicas son influenciadas por la accién de la melatonina, pues se encarga de
regular enzimas y transcripciones relacionadas con la sintesis de estos compuestos
(Arnao et al., 2022).

A diferencia de la dosis mas alta, MT3 es significativamente mayor que MT1,
elevando los niveles de polifenoles a 510,74 mg 100 g™ y superior a C en un 17 %.
Se puede inferir que se produce una activacion de la ruta biosintética del
metabolismo fendlico, como respuesta a un estrés. Sin embargo, segun lo reportado
por Zhou et al. (2025) en donde se aplicé 100 uM (23,2 ppm) de melatonina a brotes
de col, la acumulacion de polifenoles fue considerablemente mayor (1100 mg 100
g’ de peso seco). Este valor permite deducir que con dosis intermedias de
melatonina (tratamientos MT1 y MT2) la acumulacion de fenoles podria estar
inhibida.

Antocianinas en brotes de rabano

Las antocianinas son un grupo importante de pigmentos vegetales, responsables
de los colores intensos que ayudan en la aceptabilidad de los alimentos. Se
consideran componentes multifuncionales por su actividad antioxidante vy
propiedades beneficiosas (Moreno et al., 2010; Giusti y Wrolstad, 2003). En este
estudio se identificaron 17 antocianinas (Tabla 2), destacandose por ser derivados
de cianidina acilados (Baenas et al., 2015), estructura que le confiere mejora en la
estabilidad y proteccion del color rojo a un pH mas alto (de Pascual-Teresa y
Sanchez-Bellesta, 2008). El contenido de antocianinas totales varié de 8,65 mg 100
g'a 17,71 mg 100 g-' de peso seco.

Se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en el contenido de
antocianinas totales (AT) entre tratamientos (Tabla 2), con una tendencia similar al
contenido de polifenoles totales (Figura 3). EI mayor contenido se acumulé en el
control con Tween 20 (C+) con una media de 17,71 mg 100 gy ligeramente
superior a MT3 en un 7,0 %. Ademas, C+ presento diferencias significativas con el
control con agua destilada (C) siendo 1,6 veces mayor. En contraste, MT1 presentd
el nivel mas bajo (8,65 mg 100 g™') y fue estadisticamente similar a C. En el caso de
tratamientos con melatonina hubo diferencias significativas, y los datos presentaron

una posible respuesta dosis dependiente, donde a medida que aumentd la



concentracion de melatonina, aumentaron los antocianos.

17

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

Tratamientos

A C C+ MT1 MT2 MT3

A1 0,05+0,026b 0,13 +0,011b Nd 0,15+ 0,038ab 0,27 + 0,080a
A2 0,22 +0,042ab 0,13 £0,040b 0,32 +0,112a 0,27 + 0,076ab 0,18 + 0,055ab
A3 0,14 £0,057cd 0,30 £0,013c 0,08 £0,024d 1,11 £0,009a 0,59 £ 0,164b
A4 0,41+0,080c 1,58+ 0,083b 0,56+0,130c 1,29+ 0,178b 3,11 £ 0,066a
A5 0,58 £0,150bc 1,69 +£0,112a 0,77 £0,220b 0,20 £ 0,020c 1,41 £ 0,283a
A6 0,27 +£0,039¢c 0,18 +£0,041c 1,10 £ 0,056a Nd 0,76 £ 0,161b
A7 0,79+0,0650 1,81+0,268a 0,16 +0,035¢c 1,76 £ 0,079a 2,05 £ 0,409a
A8 145+0,360b 2,05+0,112a 0,72 +0,073c 0,23 £ 0,070d 0,30 = 0,054cd
A9 0,35+0,070b 0,37 +£0,103b 1,82 +0,347a 0,32 +0,075b 0,41 £ 0,109b
A10 0,43+£0,078b 0,57 £0,166b Nd 2,03+0,168a 1,73 = 0,050a
A11 0,38+0,049 0,55+0,115b 0,51 £0,076b 1,62 £ 0,081a Nd

A12 1,80+0,313b 3,03+0,348a 0,49 +0,116¢c 0,45+ 0,090c 2,34 + 0,565ab
A13 2,20%x0,273a 2,30 +£0,370a 1,07 £0,079b 0,63 £ 0,037bc 0,22 + 0,034c
A14 0,35+0,065b 0,44 £ 0,067b Nd Nd 1,69 + 0,356a
A15 0,65+0,158b 1,03+0,123a 0,66 + 0,062b 0,55 + 0,024bc 0,29 + 0,086¢
A16 0,54 +0,120b 0,56 £ 0,121b 0,40 £ 0,093b 0,94 £ 0,096a 0,95 £ 0,114a
A17 0,52 +0,124b 0,99 + 0,060a Nd Nd 0,19 £ 0,068c
AT 11,12 +1,055bc 17,71 £ 1,172a 8,65 + 0,803c 11,55 + 0,664b 16,47 + 1,340a

C: Control con agua destilada; C+: Control con Tween 20; MT1: Melatonina 100 ppm, MT2:
Melatonina 200 ppm, MT3: Melatonina 300 ppm. A es antocianinas; A1 es Cianidina-3-O-sofdsido-
5-O-(malonil)glucésido; A2 es Cianidina-3-O-(sinapoil)sofésido-5-O-glucésido ; A3 es Cianidina-3-O-
(sinapoil)sofésido-5-O(malonil)sofésido; A4 es Cianidina-3-O-(disinapoil)sofésido-5-O-
(malonil)glucésido; A5 es Cianidina-3-O-(feruloil-sinapoil)diglucésido/ Cianidina-3-O-
(feruloil)sofésido-5-O-(malonil)sofésido; A6  es  Cianidina-3-O-(feruloil-sinapoil)sofésido-5-O-
sofésido; A7 es Cianidina-3-O-(p-cumaroil)sofésido-5-O-(malonil)glocésido; A8 es Cianidina-3-O-(p-
cumaroil)sofésido-5-O-(malonil)glucésido/Cianidina-3-O-(feruloil-sinapoil)diglucésido-5-O-glucdsido;
A9 es Cianidina-3-O-(feruloil-sinapoil)diglucdsido-5-O-glucdsido/Cianidina-3-O-(feruloil)sofésido-5-
O-(malonil)sofésido; A10 es Cianidina-3-O-(sinapoil)sofésido-5-O-(malonil)glucdsido; A11 es
Cianidina-3-O-(feruloil)sofésido-5-O-(malonil)glucdsido; A12 es Cianidina-3-O-(diferuloil)sofésido-5-
O-(malonil)sofésido; A13 es Cianidina-3-O-(feruloil-sinapoil)sofésido-5-O-(malonil)glucésido; A14 es
Cianidina-3-O-(p-cumaroil-sinapoil)sofésido-5-O-(malonil)glucésido; A15 es Cianidina-3-O-(p-
cumaroil-sinapoil)sofésido-5-O-(malonil)sofésido; A16 es Cianidina-3-O-(feruloil-sinapoil)sofésido-5-
O-(malonil)glucosido; A17 es Cianidina-3-O-(diferuloil)sofésido-5-O-(malonil)glucésido; AT es
antocianinas totales; Nd: no detectado. Medida de variabilidad: desviacion estandar. Letras distintas
representan diferencias significativas entre tratamientos segun prueba de Tukey (P < 0,05).

Al analizar las antocianinas de manera individual, se observa un comportamiento
variable frente a la estimulacién de la melatonina. Se tiene que antocianos como

A4, A5, A7, A12 mostraron incrementos significativos en C+ con respecto a C. En
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MT3 también se destacan las mismas antocianinas con valores altos lo que podria
indicar que dosis altas estimulan el metabolismo flavonoide, y que estructuras con
acilacién multiple son mas susceptibles a estimulos fuertes.

En algunos compuestos como A3 y A11, la respuesta fue mas pronunciada en MT2
que en MT3. Hay casos como A2, A13 y A15 donde la acumulacion de antocianinas
disminuye a medida que aumenta la concentracion de melatonina. Ademas, con la
concentracion mas baja de melatonina, A7, A8 y A12 tienen una acumulacion
significativamente menor que lo acumulado en el control C.

El resultado de antocianina total del control de este estudio (Tabla 2) es menor a
lo reportado por (Hanlon y Barnes, 2011), quienes obtuvieron 29,0 mg 100 g' de
peso seco. Diferencia que se puede atribuir a la antocianina principal presente en
aquella variedad (R. sativus var Red Meat), la cual correspondia a pelargonidina.
Por otro lado, Matera et al. (2012) aislaron antocianinas en brotes de Sango, donde
casi el 100 % fueron identificadas como cianidinas y solo 1 % pertenecian a la familia
de las peonidinas. Investigaciones han mencionado que la caracterizacion de
antocianinas depende de la variedad estudiada (Hanlon y Barnes, 2011).

En brotes de B. juncea y otras brassicas se ha demostrado que aplicacion
exogena de melatonina (ej: 100 uM) estimula la activacion de biosintesis de
hormonas vegetales y activacion de genes claves para la biosintesis de
antocianinas, ademas de un crecimiento vegetativo y aumento de fenoles y
glucosinolatos totales (Hernandez-Ruiz et al., 2022).

Lo anterior sugiere que cada derivado de cianidina posee una sensibilidad
diferente, y por ende una repuesta no lineal a la dosis de melatonina. Donde algunos
compuestos responden mejor al surfactante, otros a la melatonina, e incluso otros
son inhibidos.

Capacidad antioxidante en brotes de rabano

La tendencia observada en la acumulacion de antocianinas coincidio con los
ensayos de capacidad antioxidante, aunque con distinta sensibilidad analitica para
ambos métodos. En el ensayo ORAC se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos, a diferencia del ensayo DPPH que la respuesta fue contraria

(Figura 4). Lo que sugiere que los brotes tratados presentaron mayor capacidad de
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antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos para romper cadenas y neutralizar radicales
peroxilos que son altamente reactivos. No asi radicales sintéticos como el DPPH

que reaccionan lento (Huang et al., 2005).

Figura 4. Evaluacién de la capacidad antioxidante, DPPH y ORAC (umol Trolox 100
g"), en brotes de rabano.
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C: Control con agua destilada; C+: Control con Tween 20; MT1: Melatonina 100 ppm, MT2:
Melatonina 200 ppm, MT3: Melatonina 300 ppm. Letras distintas representan diferencias
significativas entre tratamientos segun prueba de Tukey (P < 0,05). Fuente: Elaboracién propia.

En el caso de ORAC, el control con Tween 20 (C+) fue el que obtuvo mayor
capacidad de eliminacién de radicales libres con una media de 11988,68 umol
Trolox 100 g~" mostrando diferencia estadisticamente significativa con C y con MT1.
Sin embargo, ambos controles no presentaron diferencias con los tratamientos MT2
y MT3, los cuales fueron inferiores a C+ en un 10,55 % y 11,10 % respectivamente.
Por otro lado, los valores mas bajos se obtuvieron con la aplicacion de MT1 con una
media de 7297,52 umol Trolox 100 g, siendo inferior en un 39,13 % con respecto
a C+.

En el ensayo de capacidad antioxidante DPPH (Figura 5) los valores obtenidos
mostraron un comportamiento sin diferencias significativas entre tratamientos,
oscilando entre 3756,50 umol Trolox 100 g~' de peso seco (dosis baja, MT1) hasta
4536,57 ymol Trolox 100 g~' de peso seco (control Tween 20, C+).

Con respecto al control C+, este presentd los valores absolutos mas altos en
ambos métodos, coincidiendo con polifenoles totales y antocianinas. El aumento se

explicaria posiblemente por el efecto fisico-quimico del surfactante, lo que generaria
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un estrés leve, ademas de su funcion de antioxidante, lo que estaria modificando la
respuesta fisioldgica.

La aplicacion de melatonina exégena afecto la capacidad antioxidante de forma
dependiente de la concentracién. El incremento con dosis medias- altas se
explicaria por una activacion de rutas antioxidantes endoégenas, luego de una sefal
hormonal frente al estrés quimico del elicitor. Ademas, la melatonina a ciertas dosis
posee la capacidad de estimular la expresién de enzimas antioxidantes como
superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasas (POD), etc., que a su
vez aumentan la expresién de genes como APX1, CAT1, entre otros (Khan et al.,
2020).

Estudios previos determinaron que brotes de la variedad Pink Beauty de rabano
contenian un valor de ORAC de 22200,0 ymol Trolox 100 g~' de peso seco, valor

que supera el doble de lo reportado en este ensayo (Hanlon y Barnes, 2011).

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se puede afirmar que:

-El efecto de la melatonina en brotes de rabano es dependiente de la dosis aplicada,
observandose respuestas contrastantes en crecimiento y metabolismo.

-Dosis elevadas no resultan adecuadas para el desarrollo vegetal, sugiriendo un
posible efecto fitotdxico, mientras que concentraciones bajas a intermedias
favorecen el crecimiento y la elongacién del hipocatilo.

-La aplicacion de melatonina modula el metabolismo de los glucosinolatos, con una
mayor estimulacion de la via alifatica y una respuesta negativa de los glucosinolatos
inddlicos.

-El aumento en el contenido de compuestos fendlicos y en la actividad antioxidante
observado en algunos tratamientos se asocia a respuestas de estrés mas que a una
mejora directa de la calidad metabdlica.

-La melatonina se perfila como un potencial elicitor metabdlico, cuyo uso requiere
una optimizacién cuidadosa de la dosis para equilibrar crecimiento y respuesta al

estrés.
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