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En este proyecto de verano se llevo a cabo la evaluacion del efecto del estrés salino suave en tres
plantas Trigo, Fenogreco y Rabano sobre componentes del sistema antioxidante. Para lo cual se
determind la capacidad antioxidante (AOx) y el contenido de fenoles y flavonoides libres en extractos
metandlicos de la biomasa obtenida de cada planta expuesta a las diferentes concentraciones de
NacCl.

Metodologia experimental
e Preparacion de medio de crecimiento.

La germinacion, crecimiento y exposicion de las plantulas se llevaron a cabo en sistemas hidropdnicos
(Figura 1), utilizando como medio de cultivo solucion Hoagland modificada a pH 5.8 (en la Tabla 1 se
muestran los componentes y sus respectivas concentraciones).

Tabla 1. Composicidon de medio de crecimiento utilizado

Reactivo Concentracion en Medio
Ca(NOs), 0.35uM
CaCl,.2H,0 2.1 uM
MgcCl, 0.91 uM
KH,PO, 0.97 uM
KNO; 0.255 uM
H3BO; 23.13 M
MncCl,.H,0 3.9 uM
(NH,)6Mo070,, 23.13 uM
FeCl; 10 uM
Zn(N03).6H,0 0.37 uM
CuS0,.5H,0 0.44 uM

Como se menciond en la introduccidon en este trabajo se evalud el efecto de la salinidad en
condiciones suaves, para lo cual se seleccionaron para las tres plantas diferentes concentraciones de
NaCl en medio (0, 0.5, 5.0, 10, 30, 50 y 10 mg NaCl L'™"). Cada condicién de estrés incluyendo el control
se sembrd por duplicado.

e Siembra:

Las semillas de las tres especies de plantas fueron adquiridas en mercados especializados, para
eliminar las posibles fuentes de contaminacion, previo a la siembra las semillas fueron lavadas con



70% de etanol, durante 5 min, después con una solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante 10
min, por ultimo, se enjuagaron con agua desionizada.

La germinacién se llevé a cabo utilizando 50 mL de medio de cada condicidn de estrés, se utilizaron
60 semillas de trigo y 90 para rabano y fenogrego, previamente lavadas. La primera etapa de
crecimiento comenzdé con 48 horas de oscuridad (periodo en el cual comienzan a brotar las radiculas),
posteriormente las condiciones fueron fotoperiodos de 12 horas luz/12 horas oscuridad, humedad
relativa de 60% y temperatura de 25 °C, esto durante un periodo de 15 dias.

En la Figura (1) se presentan los sistemas hidropdnicos utilizados en este estudio para la germinacion
y crecimiento de las tres plantas seleccionadas.

Figura 1. Sistema de crecimiento utilizados para la germinacion, crecimiento y exposicién a NaCl

e Obtencion de biomasa y preservacion de muestras:

Al término de los 15 dias de crecimiento/exposicion, las plantulas obtenidas fueron lavadas con CaCl,
0.05My agua desionizada. La biomasa fue congelada, liofilizada y homogenizada para su preservacién
y posterior analisis.

Una vez obtenida la biomasa, se propuso un esquema general de tratamiento de muestra, el cual se
muestra en la Figura 2; las actividades propuestas para evaluar el efecto del estrés salino sueve sobre
algunos componentes del metabolismo antioxidante de las plantas seleccionadas en este proyecto
fueron: 1) La determinacion de la capacidad/actividad antioxidante, Il) Determinacion del contenido
de fenoles libres y Ill) Determinacién de flavonoides libres. Los tres factores determinados se
realizaron a partir de extractos metandlicos de la biomasa liofilizada.

e Extraccion de metabolitos

La extraccidon se realizd utilizando 50 mg de biomasa liofilizada de cada planta de todas las
condiciones de crecimiento; se adicion6 1 ml de metanol al 80%, la extraccién se realizd durante 16
horas a 4°C, al término de este periodo la muestra fue puesta en bafio de ultrasonido por 40 min.



Posteriormente la muestra fue centrifugada a 10000 g por 15 min, se recupero el sobrenadante para
los posteriores analisis, los procedimientos de cada determinacidon se presenten en el esquema

experimental de la Figura 2
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-Adicién 250uL de AICl;, incubacion por agitacion.
10 min. - Adicién de 250 pl Na,CO, 10% y agitacién.
|| -Adicién de 750uL de NaOH, incubacién

. - Incubacidén por 2 horas en oscuridad.
por 10 min.
. -volumen final de muestra de 3000l con
-Volumen final de muestra de 3000 pl con agua desionizada.
metanol al 80%
| - Determiancion a 760 nm.
-Determiancién a 510 nm.

—1 -100 pl del extracto metandlico para

-Preparar solucion ABTS+, incubacion por
16h.

-Ajuste de pH a 7.0 de la solucién de
ABTS+ con buffer de fosfatos

-Dilucidn se solucion de ABTS+ hasta
obtener valor de absorbancia de 0.7 a 734
nm.

fenogreco y 100ul del extracto diluido
previamente 10 veces para trigo y
rabano.

-Adicién de 22 pl de la solucion ABTS+ de
absorbancia 0.7

-Volumen final de muestra de 2000ul con
buffer de fosfatos

Figura 2. Esquema y procedimiento experimental realizado para la evaluacién del estrés salino suave
sobre el metabolismo antioxidante. *Cada determinacion se realizé por duplicado, considerando

también que para cada condicion



e Calibracion externa

Las determinaciones de los tres factores del metabolismo antioxidante se llevaron a cabo mediante
calibracién externa. Los estdndares de calibracion utilizados fueron rutina para determinar el
contenido de flavonoides libres y acido gélico para capacidad antioxidante y contenido de fenoles
libres. En la Tabla 2, se presentan los parametros analiticos obtenidos del proceso de calibracion.

Tabla 2. Parametros analiticos obtenidos de los respectivos procesos de calibracién

Rango de calibracion LD LC
Factor Funcién de calibracién R?
mg L' mg L' mg L'
Flavonoides 1.0-90.0 Abs=0.0121 c- 0.018 0.999 0.15 0.49
Fenoles 0.5-16.0 Abs=0.1084 c + 0.0127 0.999 0.02 0.07
AOx 0.2-2.0 Abs= 0.6805 c- 0.0171 0.999 0.05 0.17

¢ Analisis estadistico.

A partir de los resultados obtenidos de la determinacion del contenido de flavonoides libres, fenoles
libres y capacidad antioxidante y para observar mejor la estructura de los datos, se llevé a cabo el
analisis multivariante para cada factor determinado. Se selecciond el método de andlisis de
componentes principales (PCA — principal component andlisis, por sus siglas en ingles) y se utilizo el
paquete de software The Unscrambler 7.0 (CAMO).

Resultados y discusion
¢ Evaluacidn del crecimiento

Respecto al estrés salino al cual fueron sometidas todas las plantas seleccionadas, se considera suave
debido que las concentraciones de NaCl son muy bajas, ya que de acuerdo con la bibliografia un
medio de crecimiento para plantas se considera salino a partir de 2.3 g de NaCl por L™ °. En este
sentido la seleccidn del rango de exposicion de NaCl (0.5 a 100 mg L™) fue para: 1) evitar la afectacion
de funciones fisiolégicas esenciales de las plantas, 2) inhibicion de germinacion y crecimiento
significativo y 3) clorosis. Cabe mencionar que, para ninguna de las plantas y en ninguna condicién



de exposicidn se presentaron efectos fitotdxicos visibles como clorosis, sin embargo, Unicamente para
fenogreco se registré una disminucion en la produccidn de biomasa a la concentracion de 100 mg L
!, mientras que para rabano y trigo la cantidad de biomasa generada fue similar en todos los
tratamientos comparado con los controles.

e Evaluacién del efecto de NaCl en algunos factores del metabolismo antioxidante.

Los resultados obtenidos de la determinacidn de la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles
y flavonoides libres en el extracto metandlico se presentan en la Tabla 3 y Figura 3. Los datos
mostrados por planta son los promedios de las réplicas bioldgicas y técnicas analizadas con los
respectivos valores desviacién estandar.

Tabla 3. Resultados obtenidos de la determinacion de la capacidad antioxidante, contenido de
fenoles y flavonoides.

NacCl Flavonoides Capacidad antioxidante Fenoles
(mglL") (mgg") (eq. Acido galico g") (eq. Acido galico g")

Rabano
0 551 +0.33 3.21 + 0.08 6.29 £ 0.19
0.5 6.54 + 0.29 3.15+0.03 6.17 £ 0.33
1 6.65 £ 0.21 3.40 + 0.09 6.63 £ 0.39
5 6.73 £ 0.24 3.64 £ 0.09 7.77 £0.29
10 6.13 £ 0.22 3.91 £ 0.15 6.75 £ 0.78
30 6.05 + 0.19 344 £ 0.11 7.29 £ 0.26
50 585+ 0.12 3.23£0.19 7.01 £0.52
100 572 £0.23 3.19 £ 0.01 7.11 £ 0.50
Trigo
0 6.95 + 0.37 2.50 £ 0.10 429 + 0.26
0.5 6.24 + 0.02 2.51 £ 0.08 415 + 040
1 5.80 £ 0.26 243 + 0.07 391 +£0.27
5 6.27 £ 0.19 2.81 £ 0.12 421+ 0.15
10 6.00 £ 0.27 2.79 £ 0.17 433 +0.30
30 6.55 + 041 2.89 £ 0.22 492 +0.13
50 6.07 + 0.52 2.96 + 0.06 4.55 + 0.07
100 6.15 + 0.03 3.10 £ 0.12 452 +0.03
Fenogreco
0 342 £ 0.13 0.94 + 0.11 4.05 + 0.06
0.5 3.80 £ 0.12 0.91 + 0.06 377 £0.22
1 3.27 £ 0.16 0.81 £ 0.17 2.95 + 0.50
5 3.19 £ 0.04 0.95 £ 0.06 379 £ 0.12
10 3.09 + 0.23 1.02 + 0.09 3.92 £ 0.02
30 3.14 £ 0.15 0.95 £ 0.15 3.96 £ 0.08



50

3.35 + 0.07

1.01 £ 0.09

3.81 +0.23

100

341 £ 0.18

1.02 £ 0.03

3.83 £ 0.04

De acuerdo con los resultados, para el contenido de flavonoides libres el mayor contenido se registrd
para trigo (5.80 - 6.95 mg g ™), sequido de rabano (5.51 - 6.73 mg g™"), siendo fenogreco la planta en
la que se determiné el menor contenido (3.09 - 3.80 mg g ™). Para el caso de la capacidad antioxidante,
el comportamiento encontrado fue rabano (3.15 - 3.91 mg Eq Ac. Gal g™') >trigo (2.43 - 3.10 mg Eq
Ac. Gal g") >fenogreco (2.95 - 4.05 mg Eq Ac. Gal g'). Un comportamiento similar se observo para el
contenido de fenoles libres donde el mayor contenido se registré para rabano (6.17 - 7.77 mg eq Ac.
Gal g"), sequido de trigo (3.91- 4.92 mg eq Ac. Gal g™'), siendo el extracto de menor contenido de
fenoles libre el correspondiente a fenogreco (2.95 - 4.05 mg eq Ac. Gal g™).

Con el fin de observar el comportamiento de las plantas en las diferentes condiciones de exposicion,
se graficaron los resultados obtenidos (Tabla 2) por factor determinado (fenoles, flavonoides y AOx),
los cuales se presentan en la Figura 3.
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Figura 3. Distribucion de los resultados obtenidos de la determinacién de: A) Flavonoides libres,
B) Capacidad antioxidante y C) Fenoles libres.
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En la gréfica correspondiente al contenido de flavonoides libres (Figura 3A), se observa para el caso
de rabano un aumento en el contenido en todas las concentraciones del estresante respecto al
tratamiento control, siendo las condiciones de 0.5 a 5.0 mg NaCl L', en las que mayor cantidad de
flavonoides libres se determind. Para el caso del trigo, los valores encontrados de flavonoides libres
en todas las condiciones de exposicién son menores que la determinada en el tratamiento control.
Para fenogreco los valores encontrados en las diferentes condiciones de estrés son similares a las del
control, sin embargo, la condicion de 0.5 mg NaCl L™ fue en la que se registré la mayor cantidad de
flavonoides. Por otro lado, para el caso de la capacidad antioxidante (Figura 3B), se observa que para
rabano este factor aumenta paulatinamente conforme lo hace la concentracion de NaCl en el medio
en el rango de 0.5 a 10 mg NaCl L™, respecto al control; a concentraciones mayores de 10 mg NaCl
L' comienza a disminuir este factor. Para el caso del trigo, en las concentraciones superiores a 5.0 mg
NaCl L' se registra un aumento de la capacidad antioxidante respecto al tratamiento control. Para el
caso de fenogreco no se observa a simple vista cambios en la capacidad antioxidante en ninguno de
los tratamientos con NaCl respecto al control, lo que podria indicar que el NaCl no afecta la actividad
antioxidante de esta planta hasta en el rango de concentracién estudiado (0.5 — 100 mg NaCl L™). Por
ultimo, en la Figura 3C se presentan los resultados obtenidos de la determinacién del contenido de
fenoles libres. Para el caso del rdbano se observa un aumento en el contenido de fenoles en las
concentraciones superiores a 1.0 mg NaCl L' respecto al control, siendo la condicion de 5.0 mg NaCl
L'" en la que mayor contenido se determind. Para el caso de trigo las condiciones de 30 — 100 mg
NaCl L fueron en las que se determiné el mayor contenido de fenoles se determiné. Por Ultimo, al
igual que en la capacidad antioxidante no se observo a simple vista un efecto en el contenido de
fenoles libre para el fenogreco.

Para disminuir la dimensionalidad y observar mejor la estructura de los datos, se llevd a cabo el andlisis
multivariante de los resultados obtenidos de los tres factores determinados, flavonoides libres,
capacidad antioxidante y fenoles libres; para lo cual se realizd el método de analisis de componentes
principales (PCA) para cada uno. Los resultados obtenidos se presentan en las Figuras 4, 5y 6,
respectivamente.
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Figura 4. Modelo PCA obtenido de los resultados obtenidos de la determinacion del contenido de
flavonoides libres

El modelo PCA obtenido para el contenido de flavonoides libres de todas las plantas se presenta en
la Figura 4. Como se puede observar, los dos primeros componentes principales describen 89% de la
variabilidad total de los datos, lo que confirma la significancia estadistica del modelo. En el gréafico de
“scores”, el modelo ordena las muestras de acuerdo con la concentracién de NaCl en el medio. En el
gréfico de “loadings”, en las mismas coordenadas de los dos primeros componentes principales, se
obtiene la distribucion de variables descriptivas, las cuales correspondes a las plantas. De acuerdo
esta grafica se puede observan 3 asociaciones: 1) entre el fenogreco y las condiciones de 50 y 100
mg NaCl L, 2) entre rabano con las condiciones de 5.0 y 10 mg NaCl L y 3) entre el trigo y el
tratamiento control. Dichas asociaciones sugieren que en las concentraciones sefialas el contenido de
flavonoides libres se ve favorecido.
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Figura 5. Modelo PCA obtenido de los resultados obtenidos de la determinacion de la capacidad
antioxidante.

El modelo PCA obtenido de la determinacién de la capacidad antioxidante de todas las plantas se
presenta en la Figura 5. Como se puede observar, los dos primeros componentes principales
describen 94% de la variabilidad total de los datos, lo que confirma la significancia estadistica del
modelo. En el gréafico de “scores”, el modelo ordena las muestras de acuerdo con la concentracién de
NaCl en el medio. En el grafico de “loadings”, en las mismas coordenadas de los dos primeros
componentes principales, se obtiene la distribucion de variables descriptivas, las cuales correspondes
a las plantas. De acuerdo esta gréfica se puede observan 2 asociaciones: 1) la correspondiente a
trigo-fenogreco con las condiciones de 50 y 100 mg NaCl L'y 2) la de rabano con las condiciones de
5y 10 mg NaCl L'. La primera asociacion sugiere trigo y fenogreco pudieran tener un
comportamiento similar en la capacidad antioxidante obtenido la mayor actividad en las condiciones
de 50y 100 mg NaCl L; mientras que para la segunda asociacion sugiere que el rdbano a
concentraciones 10 veces menores (5 y 10 100 mg NaCl L") se registra la maxima actividad de
antioxidante.
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Figura 6. Modelo PCA obtenido de los resultados obtenidos de la determinacion del contenido de
fenoles libres.

El modelo PCA obtenido para el contenido de fenoles libres de todas las plantas se presenta en la
Figura 4. Como se puede observar, los dos primeros componentes principales describen 99% de la
variabilidad total de los datos, lo que confirma la significancia estadistica del modelo. En el gréafico de
“scores”, el modelo ordena las muestras de acuerdo con la concentracion de NaCl en el medio. En el
gréfico de "loadings”, en las mismas coordenadas de los dos primeros componentes principales, se
obtiene la distribucion de variables descriptivas, las cuales correspondes a las plantas. De acuerdo
esta grafica se puede observan, en la region de los valores positivos del primer componente (PC-1)
se acomodan las concentraciones mas altas de NaCl y se asocian con las 3 plantas, mientras que en
la seccion de los valores negativos del PC1 se distribuyen el control y la concentracion mas baja del
estresante (0.5 mg NaCl L™). Este acomodo sugeriria que el contenido de flavonoides libres se ve
favorecido para las tres plantas en el rango de 10 — 100 mg NaCl L.



Conclusion

Con el fin de generar conocimiento aplicable en el campo de la nutracéutica, agronomia y quimica
analitica para la produccién de alimentos funcionales, en el presente trabajo se llevé a cabo el estudio
analitico del efecto del estrés salino suave en la sintesis de metabolitos secundarios (fenoles y
flavonoides libres) y la capacidad antioxidante. Para este estudio se seleccionaron 3 plantas
comestibles (rdbano, trigo y fenogreco) las cuales fueron germinadas a diferentes concentraciones de
NaCl (0 — 100mg NaCl L"). En estas condiciones de salinidad suave para ninguna de las plantas y en
ninguna condicién de exposicion se presentaron efectos fitotoxicos visibles como clorosis, sin
embargo, Unicamente para fenogreco se registré una disminucion en la produccion de biomasa a la
concentraciéon de 100 mg L', mientras que para rabano y trigo la cantidad de biomasa generada fue
similar en todos los tratamientos comparado con los controles. La respuesta de cada planta a las
mismas condiciones de estrés fue diferente en los tres factores evaluados, siendo la planta de rdbano
la que presentd los mejores resultados de respuesta al estrés impuesto, ya que se vio favorecido la
sintesis de flavonoides y fenoles libres en practicamente todo el rango de exposicion comparado con
el control. Es este sentido se propone como perspectiva de trabajo futuro el uso de esta planta en
estudios agrondmicos para la obtencién de alimentos funcionales.
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