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RESUMEN

El consumo de brécoli se ha visto incrementado en todo el mundo debido a su alto
valor nutritivo. Ademas, el brocoli contiene una compleja mezcla de compuestos
bioactivos con actividad antioxidante, entre los que destacan los glucosinolatos y sus
derivados, asi como los compuestos fendlicos. Debido a los beneficios para la salud que
presentan estos metabolitos secundarios, el objetivo principal de este trabajo de
investigacion fue la utilizacion de suspensiones celulares de brocoli para incrementar la

produccion de estos compuestos de interés.

En primer lugar, se realiz6 una revision sobre la biosintesis, la regulacion y las
funciones bioldgicas de los glucosinolatos en las plantas. Ademas, se profundizé en las
diferentes estrategias biotecnoldgicas para su obtencidn, principalmente las basadas en
las técnicas de cultivo de plantas /1 vitro. Posteriormente, se utilizé la elicitaciéon como
estrategia para incrementar la produccion de glucosinolatos en suspensiones celulares de
brocoli y se analizaron los niveles de expresion de los genes que codifican enzimas
implicadas en la ruta de biosintesis de los glucosinolatos en estas suspensiones celulares
de brocoli bajo condiciones de elicitacion. También se realizaron experimentos de
elicitacion modificando diferentes condiciones de cultivo, con el fin de determinar cuales
fueron las condiciones Optimas para incrementar la produccioén de glucosinolatos en las

suspensiones celulares de brocoli.

Otro de los objetivos propuestos en este trabajo de investigacion fue analizar el
efecto de los elicitores sobre el metabolismo antioxidante de las células de brocoli. Para
ello, se realizaron medidas de la actividad de enzimas implicadas en el metabolismo
antioxidante, asi como el contenido en glutation y los niveles de peroxidacion de lipidos
en las suspensiones celulares de brocoli sometidas a elicitacion. Finalmente, se estudi6 el
patron de bandas de proteinas expresadas diferencialmente bajo condiciones de
elicitacion en células de brocoli mediante SDS-PAGE, con el fin de identificar proteinas

relacionadas con la defensa vegetal.

La principal conclusion obtenida de este trabajo de investigacion fue que la
elicitacion de suspensiones celulares de brdcoli con coronatina incrementd en gran
medida la produccion de glucosinolatos, constituyendo esta estrategia un sistema
biotecnoldgico de produccidn de estos compuestos alternativo a la extraccion tradicional

de compuestos bioactivos a partir de materia prima vegetal. Ademas, la cantidad de
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sacarosa, junto con la composicion nutricional del medio de cultivo, la densidad celular
utilizada y la adiciéon de triptéfano como precursor de la ruta de biosintesis, fueron
factores clave que limitaron la produccion de glucosinolatos en las suspensiones celulares
de brocoli. Entre los efectos desencadenados por la coronatina sobre las suspensiones
celulares de brocoli destaco el incremento en los niveles de expresion de genes implicados
en la ruta de biosintesis y la regulacion de los glucosinolatos. En relacién a los
compuestos fenodlicos, tanto la coronatina como el jasmonato de metilo fueron efectivos,
ya que incrementaron la produccion de estos compuestos bioactivos en las suspensiones

celulares de brocoli.

El incremento en la produccion de compuestos bioactivos conseguido por el
tratamiento con elicitores se correlaciond con alteraciones en las actividades enzimaticas
implicadas en el metabolismo antioxidante y en el estado redox del glutatién. Estos
resultados, combinados con el incremento observado en la peroxidacién de lipidos,
sugirieron que la elicitacion con coronatina y jasmonato de metilo condujo al
establecimiento de un estrés oxidativo moderado en las suspensiones celulares de brécoli.
Ademas, el estrés oxidativo indujo la sintesis de una serie de polipéptidos relacionados

con la defensa vegetal en las suspensiones celulares de brocoli.
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1. Metabolismo secundario de las plantas

Durante la evolucion, las plantas han desarrollado la habilidad de producir una
gran cantidad de compuestos gracias a la existencia de una extensa red de rutas
metabolicas (Pichersky y Gang, 2000) que se engloban, bien dentro del “metabolismo
primario” o bien, pertenecen al “metabolismo secundario”. El metabolismo primario
comprende una serie de procesos anabolicos y catabdlicos que son necesarios durante la
respiracion, la asimilacion de nutrientes y el crecimiento. Por otro lado, el metabolismo
secundario hace referencia a aquellos procesos que se realizan en células especializadas,
las cuales producen compuestos que no parecen tener una funcion directa con los procesos
relacionados con el crecimiento, pero son requeridos para la supervivencia de las plantas
en el medio que habitan (Kliebenstein, 2004), siendo de vital importancia en la interaccion
de las plantas con el ambiente, las estrategias reproductivas o los mecanismos de defensa

(Cheynier et al., 2013).

En este sentido, como organismos sésiles, las plantas no son capaces de escapar
del ataque de herbivoros o de las infecciones provocadas por microorganismos patdégenos,
como los hongos y las bacterias. Por ello, la planta pone en marcha otro tipo de respuestas
para repeler o producir efectos toxicos sobre los herbivoros o para inhibir el crecimiento
y desarrollo de hongos, bacterias o incluso virus. Ademas, los metabolitos secundarios
pueden ejercer funciones fisiologicas y ecoldgicas adicionales a la defensa, como es el
caso de los compuestos que sirven como reservorios de nitrogeno, los atrayentes de
animales polinizadores o los compuestos que actian de intermediarios en las

interacciones entre las bacterias simbidticas y las plantas hospedadoras (Wink, 2008).

La biosintesis de determinados metabolitos secundarios esté restringida a ciertos
grupos de plantas, siendo esta habilidad adquirida durante el transcurso de la evolucion,
dependiendo de las necesidades especificas de cada linaje de plantas (Pichersky y Gang,
2000). Por ejemplo, se piensa que la biosintesis de los glucosinolatos aparecié en las
plantas hace aproximadamente 85-90 millones de afios, debido a mutaciones ocurridas en
los genes implicados en la ruta de biosintesis de los glucdsidos cianogénicos (muy

distribuidos en el reino vegetal). En la actualidad, esta capacidad de producir
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glucosinolatos estd restringida al orden Brassicales y a determinados géneros de la familia

Putranjivaceae (Stauber et al., 2012).

Segun su naturaleza, los metabolitos secundarios se pueden clasificar en cuatro

grandes grupos:

Terpenoides. Este amplio grupo de metabolitos estd compuesto por
estructuras derivadas del isopreno y presentan diversas funciones en las
plantas, actuando como pigmentos (carotenoides), como componentes
estructurales de las membranas celulares (fitoesteroles) o como hormonas
(giberelinas y acido abscisico).

Compuestos fendlicos. Metabolitos con anillos aroméaticos cuya
estructura puede variar desde los 4cidos hidroxibenzoicos y
fenilpropanoicos sencillos como el acido benzoico o el p-cumarico, hasta
grandes polimeros de peso molecular elevado como los taninos
condensados o las ligninas.

Compuestos nitrogenados. Entre los compuestos nitrogenados destacan
los alcaloides (principalmente los derivados de aminoacidos) por su
amplia distribucion y sus funciones defensivas en plantas, asi como los
glucdsidos cianogénicos.

Compuestos azufrados. En general, estos compuestos presentan una
funcion defensiva en las plantas, destacando especialmente los
glucosinolatos en el orden Brassicales y la aliina en el género A/lium L.

(Ahmed et al., 2017).

1.1. Metabolismo secundario en |la defensa vegetal

En general, la exposicion de las plantas a estreses de diferente naturaleza inicia

una cascada de reacciones que conducen a la biosintesis de metabolitos secundarios con

propiedades defensivas (Pedras y Adio, 2008). Por ejemplo, cuando se produce el ataque

de un patogeno, la planta pone en marcha la biosintesis de las llamadas “fitoalexinas”,

que presentan actividad antimicrobiana. Estas fitoalexinas son compuestos de bajo peso

molecular que son sintetizados y acumulados en las células vegetales como resultado de

la interaccion con un patogeno, requiriendo la induccion de la expresion de los genes

implicados en su ruta biosintética (Lattanzio et al., 2006). Por el contrario, existen
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metabolitos secundarios de defensa que se encuentran en la planta de manera constitutiva,
aunque su biosintesis se puede incrementar en respuesta a diferentes condiciones de

estrés, siendo estos compuestos referidos como “fitoanticipinas” (Pedras et al., 2009).

Un gran numero de compuestos fenolicos se acumulan en los tejidos vegetales,
actuando como fitoalexinas y fitoanticipinas (Bhattacharya et al., 2010). Muchos de estos
compuestos fendlicos con actividad antimicrobiana se almacenan en las células en forma
de conjugados, permaneciendo inactivos. Sin embargo, cuando se produce el ataque de
un patdgeno, estos compuestos son rapidamente activados mediante la actuacién de
enzimas como las glucosidasas, liberandose sus formas agliconas (Lattanzio et al., 2006).
Un ejemplo de fitoanticipinas es el caso de los glucosinolatos, que se encuentran
almacenados en las células hasta que un dafio tisular pone en contacto estos compuestos
con la enzima mirosinasa, liberandose los compuestos con actividad biologica (War et al.,

2012).

Por otro lado, el metabolismo secundario no solo es esencial en la defensa de las
plantas frente a determinados patéogenos, herbivoros o factores ambientales, sino que
también existe la necesidad de desarrollar respuestas de defensa contra otras plantas. En
la naturaleza, las plantas compiten constantemente con otras plantas por recursos como
la luz, el agua o los nutrientes. A menudo, los metabolitos secundarios sirven como
mediadores en las interacciones entre plantas, teniendo lugar un fendémeno llamado
“alelopatia” (Wink, 2008). La alelopatia implica efectos directos o indirectos, asi como
adversos o beneficiosos, de una planta sobre otra, mediante la liberacion de compuestos
“aleloquimicos” al medio ambiente (Li et al., 2010; Samanta et al., 2011). Entre los
mecanismos de accion de los compuestos aleloquimicos destacan: el aumento en la
permeabilidad de las membranas, la inhibicion de ciertos procesos como la germinacion,
la absorcion de los nutrientes, la biosintesis de hormonas, la elongacion radicular o el

desarrollo de la planta completa, la alteracion de la fotosintesis o la respiracion, asi como

la inhibicién de la actividad de ciertas enzimas (Li et al., 2010).

Durante todo su ciclo vital, las plantas estan sujetas a una gran cantidad de factores
ambientales e intrinsecos a su metabolismo, los cuales pueden causar situaciones que
conducen, por ejemplo, a la generacion de una serie de radicales libres capaces de dafiar
los componentes celulares. Ademas de las funciones defensivas que presentan los

metabolitos secundarios, los cuales son capaces de neutralizar estos radicales, las plantas
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han desarrollado un complejo sistema antioxidante como defensa frente al dafio oxidativo

(Bartwal et al., 2013).

1.2. Aplicaciones de los metabolitos secundarios

Debido a sus diversas propiedades biologicas y fisico-quimicas, los metabolitos
secundarios han despertado un gran interés comercial, siendo ampliamente utilizados
como ceras, aceites, perfumes, cosméticos, drogas, colorantes y aditivos alimentarios,
entre otros usos (Ahmed et al., 2017; Theis y Lerdau, 2003). Cabe destacar también el
papel beneficioso que pueden desempefiar los metabolitos secundarios de las plantas en
la salud humana, actuando como compuestos bioactivos en el organismo (Jeandet, 2015).
Estas propiedades beneficiosas sobre la salud que presentan los metabolitos secundarios
son las principales responsables del término “superalimento”, que se le ha otorgado a
ciertas frutas y verduras (Van Den Driessche et al., 2018). Ademas, se han llevado a cabo
diferentes estrategias para aumentar la concentraciéon de estos compuestos en
determinados alimentos, dando lugar a lo que se conoce como “alimento funcional”. Los
alimentos funcionales, gracias al incremento en sus compuestos bioactivos, proporcionan
beneficios para la salud mas alla de la nutricion basica (Moreno et al., 2006). También se
ha acufiado el término de “nutracéuticos” para aquellos suplementos alimenticios que
proporcionan beneficios para la salud, incluyendo la prevencion y/o el tratamiento de
determinadas enfermedades (Kalra, 2003). Por todo ello, en los tultimos afios se ha
incrementado la demanda del uso de suplementos dietéticos, alimentos funcionales y

nutracéuticos en la industria alimentaria (Liu, 2003).

2. Metabolismo antioxidante y proteinas de defensa de las plantas

Las plantas se encuentran sujetas de forma irremediable a diferentes estreses, tanto
bidticos como abiodticos. Dentro del estrés bidtico se incluyen las infecciones por
patogenos (hongos, bacterias y virus), asi como la accion de determinados herbivoros.
Por otro lado, el estrés abiotico hace referencia a factores ambientales como las
temperaturas extremas, la salinidad, la sequia, la alta radiacion luminica, la falta de
nutrientes o la acumulacion de metales pesados o pesticidas. Estos factores pueden llegar
a afectar enormemente a la agricultura, provocando una disminucién de la productividad
en cultivos de gran importancia economica. En general, esta pérdida de la produccion

agraria estd causada por un incremento del estrés oxidativo en las plantas, y va a ser
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dependiente de sus capacidades adaptativas (Caverzan et al., 2016). En este sentido, las
plantas han desarrollado complejos mecanismos de defensa basados en las rutas de
senalizacion, los cuales pueden desembocar en la activacion del metabolismo
antioxidante y/o la sintesis de proteinas relacionadas con la defensa vegetal (Kim et al.,

2011; Sewelam et al., 2016; Sharma et al., 2012).

2.1.Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

Una consecuencia inevitable del metabolismo aerobio es la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), mediante la reduccion del oxigeno molecular (O2)
debido a una exposicion a energia alta o a reacciones de transferencia electronica. Las
actividades de transporte electronico llevadas a cabo en los cloroplastos, las mitocondrias
o las membranas celulares de las plantas son las responsables de la inevitable reduccion
del Oz que conduce a la formacion de ROS (Gupta y Igamberdiev, 2016). Ademas, ciertas
rutas metabolicas como la fotorrespiracion o la B-oxidacién de los acidos grasos
producida en los peroxisomas también pueden ser las desencadenantes de la produccion

de ROS (Gill y Tuteja, 2010).

Cuando los niveles de ROS se incrementan, las células entran en un estado de
“estrés oxidativo”, donde se producen fendmenos como la peroxidacion de lipidos de
membrana, la oxidacion de proteinas, el dafio de los acidos nucleicos, la inhibicion
enzimadtica o incluso la activacion de la muerte celular programada. Por todo ello, durante
afios se ha considerado que la produccion de ROS supone una condicion de patogénesis
en la fisiologia de las plantas (Kolupaev et al., 2019; Sharma et al., 2012). Sin embargo,
se ha observado que, a concentraciones bajas, las ROS actiian como moléculas sefial que
conducen a la induccion de respuestas de defensa en las plantas frente a condiciones de
estrés (Hasanuzzaman et al., 2012). Para ello, las plantas presentan una serie de
mecanismos que requieren de la existencia de proteinas sensibles a los cambios del estado
redox, siendo directa o indirectamente oxidadas por los radicales, y que son capaces de
iniciar las rutas de transduccién de la sefial que conducen a las respuestas defensivas de
las plantas (Das et al., 2015). Entre las formas mas comunes de ROS, cabe destacar las

siguientes:

e Oxigeno singlete (02). Se trata del primer estado de excitacion del Oz,

que ocurre mediante la elevacion de un electron a un orbital de mayor

11
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energia. Este radical libre es inusual desde el punto de vista de su
formacién, ya que no requiere una transferencia electronica, sino una
transferencia energética. La insuficiencia en la disipacion de energia
durante la fotosintesis puede conducir a la formacién de la clorofila en
estado triplete, la cual puede reaccionar con el O, para producir el 'Oz (Gill
y Tuteja, 2010). El 'Oz es capaz de reaccionar con diferentes moléculas,
oxidando proteinas y acidos grasos poliinsaturados de las membranas o
modificando el ADN mediante la reaccion selectiva con la guanina
(Ahmad et al., 2010).

Anion superoxido (02-). Se forma a partir del O> debido a la
transferencia de un solo electron. Esta reduccion del Oz ocurre en las
cadenas de transporte electronico que tienen lugar en compartimentos
celulares como las mitocondrias y los cloroplastos. En los tejidos de las
plantas, entre un 1 y un 2 % del oxigeno consumido conduce a la
generacion de O-". Este radical presenta una reactividad moderada, pero
puede dar lugar a la formacion de otros radicales mas reactivos. (Gill y
Tuteja, 2010).

Peroxido de hidrogeno (H202). El H,O, se forma a partir del Oy
mediante la aceptacion de un electrén y dos protones, tanto de forma no
enzimdtica como mediante la accion de la superdxido dismutasa (SOD):

202"+ 2H" — H,0, + 02

El H,0; es moderadamente reactivo, presentando una mayor estabilidad
en comparacion con otros radicales y no presenta electrones desapareados.
Ademas, es capaz de atravesar las membranas bioldgicas, causando
efectos oxidativos en compartimentos celulares distintos al lugar donde se
ha formado. A altas concentraciones, el H2O2 puede oxidar los residuos de
cisteina o metionina, asi como inactivar enzimas mediante la oxidacion de
sus grupos tiol. Sin embargo, debido a su alta difusion por las células, el
H>0: ha recibido una especial atencion como molécula sefial, actuando a
bajas concentraciones como inductor de las respuestas de defensa de las

plantas (Sharma et al., 2012).

12
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e Radical hidroxilo (OH-). La formacion de este radical se produce a partir
del H>O» y del O2-", mediante un proceso de catalisis metalica en dos pasos
conocido como la reaccion de Haber-Weiss:

Fe** + Oy~ — Fe*' + 0,
Fe?* + H O, — Fe** + OH + OH: (reaccion de Fenton)

Reaccion final: Oz~ + H202 — OH™ + OH- + O3

El OH- presenta un electron desapareado y es el radical mas reactivo,
interactuando con cualquier molécula biologica y causando dafios
celulares como la oxidacion de proteinas y del ADN, la peroxidacion
lipidica o la destruccion de membranas celulares. Debido a que no existe
un mecanismo enzimatico que elimine el OH-, el exceso en su produccion
puede conducir irremediablemente a la muerte celular (Gill y Tuteja, 2010;

Sharma et al., 2012).

Como puede observarse en la Figura 1, la produccion de ROS tiene lugar en
diferentes compartimentos celulares. Los cloroplastos son organulos que conllevan una
gran produccion de ROS en las células vegetales (Hasanuzzaman et al., 2012). La
formacion del 'Oz a partir de la clorofila en estado triplete tiene lugar en los complejos
antena y en el centro de reaccion del fotosistema II (Sharma et al., 2012). Por otro lado,
la sobrecarga de las cadenas de transporte electronico de ambos fotosistemas (I y II)
produce que el flujo de electrones pase desde proteinas como la ferredoxina hasta la
reduccion del Oz para formar Oz-", mediante la llamada reaccion de Mehler. El Oz~ es
transformado después en H>O» mediante la accion de Cu/Zn-SOD de las membranas de
los cloroplastos (Das y Roychoudhury, 2014) y, finalmente, la presencia de iones
metalicos en los cloroplastos induce las condiciones adecuadas para que se produzca la
reaccion de Fenton y se forme el OH- (Dietz et al., 2016). Ademas, diversos estreses como
la salinidad o la sequia provocan el cierre estomatico y desembocan en baja disponibilidad
de COy, lo cual favorece la formacién de 'O y O»-", produciendo efectos dafiinos sobre
los fotosistemas o sobre la maquinaria fotosintética en general (Das y Roychoudhury,

2014).

Cabe destacar que, cuando la fijacion de CO; se ve alterada en los cloroplastos, la
actividad oxigenasa de la enzima ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (rubisco)
se incrementa y el glicolato producido se transporta hacia los peroxisomas, donde ocurre

parte de la fotorrespiracion (Hasanuzzaman etal., 2012). Posteriormente, en los
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peroxisomas se forma H>0> mediante la accion de la glicolato oxidasa, que transforma el
glicolato en glioxilato. El H>O; también puede ser producido en los peroxisomas durante
la B-oxidacion de los acidos grasos. Por otro lado, el O;-~ también puede ser generado en
los peroxisomas, produciéndose mediante varios mecanismos: la accion de la xantina
oxidasa en la matriz de los peroxisomas y la oxidacion de NAD(P)H en la membrana de

estos organulos (Kolupaev et al., 2019).

Aunque la produccion de ROS en las mitocondrias es menor que en los
cloroplastos, se piensa que esta produccion de radicales actia como un importante
regulador de una serie de procesos celulares, incluyendo la adaptacion a estrés o la muerte
celular programada (Hasanuzzaman et al., 2012). La gran cantidad de transportadores
electronicos que se ubican en las mitocondrias conduce a la inevitable reduccion del O»
en O, especialmente a partir de los complejos 1 y III de la cadena de transporte

electronico (Gupta y Igamberdiev, 2016).

Otras fuentes importantes en la produccion de ROS en las células vegetales son
las reacciones de detoxificacion catalizadas por las enzimas citocromo P450 en el
citoplasma y en el reticulo endoplasmico (Gill y Tuteja, 2010). En el reticulo
endoplésmico, el transporte electronico dependiente de NAD(P)H y mediado por las
enzimas citocromo P450 genera O~ (Sharma et al., 2012). Ademas, la generacion de
ROS a nivel de la membrana plasmatica y en el apoplasto, parece tener una relacion
directa con la defensa de las plantas frente a infecciones por patdgenos (Das y
Roychoudhury, 2014). En este sentido, la NADPH oxidasa de las membranas celulares
es capaz de utilizar el NADPH citoplasmatico para producir Oz~ en el apoplasto
(Kolupaev et al., 2019). Otras enzimas implicadas en la produccion de ROS a nivel
extracelular son las oxidasas y las peroxidasas de pared celular, las cuales generan H>O»

que liberan al apoplasto (Caverzan et al., 2016).
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Figura 1. Esquema de la produccion de ROS en diferentes compartimentos de las células

oisejdody

vegetales. CI, complejo I de la cadena de transporte electronico; CIII, complejo III de la cadena
de transporte electronico; City, citocromo b; Citpaso, citocromo P450; Clf, clorofila; CTE, cadena
de transporte electronico; GOx, glicolato oxidasa; PSI, fotosistema I; PSII, fotosistema II; SOD,
superdxido dismutasa; XO, xantina oxidasa. (Caverzan et al., 2016; Das y Roychoudhury, 2014;
Dietz et al., 2016; Gupta y Igamberdiev, 2016; Hasanuzzaman et al., 2012; Kolupaev et al., 2019;
Sharma et al., 2012).

2.2. Antioxidantes

El balance entre la produccion y la eliminacion de ROS a nivel celular debe ser
estrechamente regulado, con el fin de evitar el dafio celular causado por los radicales y
garantizar el mantenimiento del metabolismo y el desarrollo de la planta. Sin embargo,
cuando se genera una sobreproduccion de ROS que no llega a ser neutralizada, como
ocurre en ciertas situaciones de estrés, la homeostasis redox se descompensa y se produce
una situacion de estrés oxidativo (Caverzan et al., 2016). Para combatir esta situacion, las
plantas presentan una serie de sistemas antioxidantes, los cuales incluyen mecanismos

enzimaticos y no enzimaticos (Sewelam et al., 2016).

15



Introduccion

2.2.1. Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes de bajo peso molecular se comportan como amortiguadores de
las reacciones redox y pueden actuar como cofactores enzimaticos, jugando un papel
clave en la defensa, la proliferacion celular o el envejecimiento en las plantas (Das et al.,
2015). Estos antioxidantes pueden ser agrupados en dos clases generales: los
antioxidantes liposolubles asociados a membranas (como el a-tocoferol y el B-caroteno)
y los antioxidantes hidrosolubles (como el glutation y el 4cido ascorbico) (Jaleel et al.,

2009).

e Acido ascérbico. El acido ascorbico (vitamina C) es el antioxidante mas
abundante y ampliamente estudiado en las plantas. Se trata de un potente
donador de electrones que interviene en un extenso rango de reacciones
enzimaticas y no enzimaticas (Das y Roychoudhury, 2014). En las células
vegetales, el acido ascorbico es el sustrato reductor mas potente para la
eliminacion del H>O, (Jaleel et al., 2009), siendo eficaz también en la
neutralizacion de otros radicales como el O»-" y el OH-. Ademas, el 4acido
ascorbico participa en la regeneracion de otros antioxidantes, como el a-
tocoferol, asi como en la reduccion de las xantofilas, como la violaxantina.
Por todo ello, el 4cido ascorbico también ejerce un efecto protector de las
membranas bioldgicas y actiia en la disipacion del exceso de energia. Gran
parte del 4cido ascorbico se localiza en el citoplasma, sin embargo,
también se encuentra en el apoplasto, donde se cree que podria constituir
la primera linea de defensa frente a agentes oxidantes externos (Das y
Roychoudhury, 2014).

e Glutation. Se trata de un tripéptido (a-Glu-Cys-Gly) que se localiza en
practicamente todos los compartimentos celulares y constituye la mayor
fuente de grupos tiol no proteicos en las c€lulas vegetales. La reactividad
quimica del grupo tiol del glutatién, junto con su relativa estabilidad y
solubilidad en agua hacen que este tripéptido sea particularmente
adecuado para cumplir una serie de funciones bioquimicas (Shao et al.,
2008). Entre estas funciones destacan el control de los niveles de ROS para
evitar el dafio sobre diferentes biomoléculas, asi como la regeneracion del
acido ascorbico mediante el ciclo ascorbato-glutation (Das vy

Roychoudhury, 2014) o la detoxificacion de xenobidticos. Se ha sugerido
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que la relacion entre el glutation reducido (GSH) y el glutation oxidado
(GSSG), indicativa del estado redox, puede estar implicada en la
percepcion de ROS por parte de las células (Shao et al., 2008). En este
sentido, se sabe que los cambios en la relacion GSH/GSSG debido a la
neutralizacion del H>O», actia directa o indirectamente sobre la regulacion
transcripcional 'y postraduccional de proteinas implicadas en el
metabolismo antioxidante (Szalai et al., 2009).

Tocoferoles. Se trata de un tipo de antioxidantes que se sintetizan en todas
las plantas. De entre los cuatro isémeros (a, B, v y 9), el a-tocoferol
(vitamina E) es el mas activo bioldgicamente, predominando en las
membranas de los cloroplastos donde actia eficazmente neutralizando el
10,. Otra de las funciones bésicas de estos compuestos es la proteccion de
los acidos grasos poliinsaturados, los cuales tienden a ser oxidados en los
cloroplastos debido a la produccion de ROS. Debido a su capacidad de
neutralizacion de ROS, asi como de los productos de la oxidacion lipidica,
los tocoferoles resultan esenciales en las plantas como estabilizadores de
las membranas celulares, especialmente las del aparato fotosintético
(Ahmad et al., 2010).

Carotenoides. Estos compuestos, presentes en plantas y
microorganismos, presentan una cadena de residuos de isopreno que
contiene dobles enlaces, lo cual les permite recibir energia desde otras
moléculas excitadas y la posterior disipacion del exceso de energia en
forma de calor (Sharma et al., 2012). Por tanto, los carotenoides, como el
B-caroteno o la xantofila zeaxantina, poseen un importante papel en la
fotoproteccion del aparato fotosintético. Al igual que los tocoferoles, los
carotenoides son capaces de secuestrar el !O», asi como otros radicales,
suprimiendo los efectos negativos de la peroxidacion lipidica y
protegiendo la maquinaria fotosintética (Gill y Tuteja, 2010).
Compuestos fenolicos. Estos metabolitos secundarios son muy
abundantes en los tejidos vegetales y su capacidad antioxidante se basa en
su reactividad como donadores de hidrogeno y electrones, lo que les
confiere la capacidad de neutralizar ROS. Ademads, los compuestos
fendlicos son quelantes de iones metalicos, los cuales son necesarios para

que tenga lugar la reaccidon de Fenton (Ahmad et al., 2010).
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2.2.2. Antioxidantes enzimaticos y el ciclo ascorbato-glutation

Los antioxidantes enzimaticos se localizan en diferentes compartimentos celulares
y juegan un papel muy importante en la neutralizacion de ROS en las células vegetales,
al igual que los antioxidantes no enzimadticos. Ente los principales antioxidantes
enzimaticos, destacan la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la peroxidasa
(POX) y la glutatiéon S-transferasa (GST). Ademas, es importante destacar las enzimas
implicadas en el ciclo ascorbato-glutation: la ascorbato peroxidasa (APX), la
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), la dehidroascorbato reductasa (DHAR) y la
glutation reductasa (GR) (Figura 2). En el ciclo ascorbato-glutation, estas enzimas
conforman una serie de reacciones ciclicas que tienen como fin la neutralizacion de ROS
y la posterior regeneracion de acido ascorbico y GSH (Das et al., 2015; Hasanuzzaman

et al., 2012).

\ /,| Sustrato oxidado
POX

Sustrato reducido

SOD

Ascorbato GSSG
NADPH
NAD(P)" <<\\
| MDHAR | | DHAR

GR
), /\
H,0 DHA

GSH
/ Xenobiodtico

Glutation-S-conjugado [€— GST

Figura 2. Mecanismos de neutralizacion de ROS mediante diferentes enzimas antioxidantes. Las
enzimas del ciclo ascorbato-glutation se indican en color amarillo. APX, ascorbato peroxidasa;
CAT, catalasa, DHA, dehidroascorbato; DHAR, dehidroascorbato reductasa; GR, glutation
reductasa; GSH, glutation reducido; GSSG, glutation oxidado; GST, glutation S-transferasa;
MDHA, monodehidroascorbato, MDHAR, monodehidroascorbato reductasa; NAD(P)", nicotina
adenina dinucledtido (fosfato) oxidado; NAD(P)H, nicotina adenina dinucledtido (fosfato)
reducido; POX, peroxidasa de clase III; SOD, superoxido dismutasa. (Hasanuzzaman et al., 2012;

Hernandez et al., 2017; Hiraga et al., 2001).
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La SOD es una enzima ampliamente distribuida entre todos los organismos
aerobios. Se trata de una metaloproteina multimérica que puede contener diferentes
cofactores metalicos, existiendo, por ejemplo, Cu/Zn-SOD (localizadas en el citosol y los
cloroplastos), Mn-SOD (dentro de la matriz mitocondrial) o Fe-SOD (presente en los
cloroplastos) (Mourato etal., 2015; Scandalios, 1993). Esta enzima cataliza la
eliminacion del Oz~ mediante su dismutacion hasta H>O> y O». Con ello se evita la
posibilidad de la formacién de OH- mediante la reaccion de Haber-Weiss. En diversos
estudios se ha observado un aumento en la expresion de SOD llevado a cabo por
diferentes condiciones de estrés, sugiriendo un papel clave de esta enzima en mecanismos

de adaptacion (Das y Roychoudhury, 2014; Gill y Tuteja, 2010).

El H2O> puede ser eliminado mediante la accion de la CAT, liberandose Oz y H20.
La CAT es una enzima tetramérica que contiene un grupo hemo y se localiza
especialmente en los peroxisomas, donde neutraliza el H,O, generado mediante el
metabolismo en estos organulos. Aunque esta enzima también ha sido detectada en otros
compartimentos celulares como el citosol, los cloroplastos o las mitocondrias, su

actividad parece ser menor que en los peroxisomas (Sharma et al., 2012).

Entre las enzimas neutralizadoras de H,O» también destacan las POX de clase 111,
las cuales son glicoproteinas que presentan un grupo hemo en su estructura. Estas enzimas
se encuentran localizadas en las paredes y en las vacuolas de las células vegetales y
catalizan la oxidorreduccion entre el H2O» y diferentes sustratos. Las POX presentan una
serie de funciones esenciales a lo largo de todo el ciclo vital de las plantas, estando
involucradas en procesos como la lignificacion o el metabolismo de las auxinas (Hiraga

etal., 2001).

En las plantas, las GST constituyen un extenso y diverso grupo de enzimas que
catalizan la inactivacion por conjugacion de sustancias xenobidticas con el GSH (Dixon
etal.,, 2010). Ademas, algunas GST son capaces de neutralizar per6éxidos generados
durante el estrés oxidativo utilizando el GSH (Dixon et al., 2002). Estas enzimas son muy
abundantes, llegando incluso a representar mas del 1 % de las proteinas solubles en las
células vegetales. Entre las funciones de las GST no solo se encuentra la detoxificacion
de xenobiodticos o radicales, también se han visto implicadas en el metabolismo
secundario, la homeostasis hormonal o la regulacion de la apoptosis en las respuestas

defensivas de las plantas (Dixon et al., 2010; Gill y Tuteja, 2010).
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En relacion al ciclo ascorbato-glutation en las plantas, se sabe que tiene lugar en
el citosol, las mitocondrias, los plastidios y los peroxisomas. Como se puede observar en
la Figura 2, la primera reaccion del ciclo consiste en la reduccion del H>O» hasta agua
mediante la enzima APX, la cual utiliza el ascorbato como donador de electrones
especifico, resultando en la formacion de monodehidroascorbato (MDHA) (Pang y Bao-
Shan, 2010). Esta enzima presenta una mayor afinidad por el H2O> que la CAT y la POX
pero, cuando la concentracion de ascorbato es menor de 20 uM, la APX es inactivada
rapidamente y pierde su estabilidad (Ahmad etal., 2010; Pang y Bao-Shan, 2010).
También se ha sugerido que la APX es muy importante durante los primeros estados de
la adaptacion de las plantas frente a condiciones de estrés, pudiendo ser requerida para la
estrecha modulacion de las rutas de transduccion de sefial desencadenadas por ROS

(Ahmad et al., 2010; Davletova et al., 2005).

El MDHA producido en este primer paso del ciclo ascorbato-glutation puede ser
espontaneamente transformado en dehidroascorbato (DHA) o bien ser directamente
reducido a ascorbato de nuevo mediante la enzima MDHAR. El DHA también puede
reducirse a ascorbato por la accion de la DHAR, a expensas de GSH (Chew et al., 2003).
La enzima MDHAR utiliza el NAD(P)H como donador de electrones y, junto con la
DHAR, juega un importante papel en el mantenimiento de las reservas de ascorbato en
las células vegetales (Caverzan et al., 2016; Das y Roychoudhury, 2014). Aunque la
reaccion catalizada por la MDHAR es mas rentable desde el punto de vista energético
para las células vegetales, se ha observado que, bajo ciertas condiciones, la enzima DHAR
puede resultar una buena estrategia para mantener el estado redox del ascorbato

(Hernandez et al., 2017).

La accion de la DHAR conduce a produccion de GSSG, el cual necesita volver a
ser reducido hasta GSH para cumplir sus funciones. La enzima encargada de reducir el
GSSG a GSH es la GR, que es una flavoproteina que contiene un puente disulfuro
esencial. La GR depende del poder reductor del NADPH para producir el GSH y mantener
alta la relacion GSH/GSSG en las células (Sharma et al., 2012). Mediante la accion de la
GR también se acelera, de forma indirecta, la neutralizacion del H2O2 que tiene lugar en
la primera reaccion del ciclo ascorbato-glutation. De esta manera, cabe destacar que tanto
el ascorbato como el glutation son reciclados y el flujo electronico neto en el ciclo ocurre
desde el NADPH hasta el H>O». Por todo ello, tanto la GR como la APX son las enzimas

clave del ciclo ascorbato-glutation; de hecho, la actividad de ambas enzimas se ha visto
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incrementada en diferentes especies de plantas bajo condiciones de estrés (Pang y Bao-

Shan, 2010).

2.3. Proteinas relacionadas con la defensa vegetal

Las plantas son capaces de responder a los factores ambientales mediante la
induccion de mecanismos que incluyen la expresion de una serie de genes que estan
asociados con las respuestas defensivas. Algunos de estos genes estan implicados
directamente en la induccion de la sintesis de las llamadas proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR). Estas proteinas PR han sido muy estudiadas y se ha observado que no
solo son inducidas en las plantas por la infeccion de los patdgenos, sino también por el
ataque de insectos y herbivoros o por la acciéon de otros estreses abidticos (Liu y
Ekramoddoullah, 2006; Sudisha et al., 2012). La acumulacién de proteinas PR no solo
tiene lugar localmente en el tejido afectado, sino que también se ha asociado con la
induccion de la respuesta hipersensible o la resistencia sistémica adquirida. Cabe destacar
que, aunque la mayoria de proteinas PR son de naturaleza extracelular, algunas de ellas
se encuentran en el interior celular, fundamentalmente en el citoplasma y en la vacuola
(Jain y Kumar, 2015). La aparicion de las proteinas PR es muy limitada en los eventos
tempranos de sefializacion desencadenados por un estimulo, apareciendo en mayor
medida como eventos tardios de las respuestas de defensa de las plantas. Ademas, las
proteinas PR pueden alcanzar altas concentraciones, llegando incluso a representar hasta

el 10 % del contenido en proteina soluble total (Sudisha et al., 2012).

En base a propiedades funcionales y estructurales, las proteinas PR se han
clasificado hasta en 17 familias diferentes (van Loon etal., 2006). Algunas de las
proteinas PR mas destacadas son las que tienen actividad B-1,3-glucanasa, tanto las
vacuolares como de secrecion (proteinas PR-2); las quitinasas con actividad hidrolitica
sobre enlaces B,1-4 en los residuos de N-acetilglucosamina de la quitina en las paredes
celulares de los hongos (proteinas PR-3, PR-4, PR-8 y PR-11) (Sudisha et al., 2012; Taiz
y Zeiger, 2010); o las POX con un papel de refuerzo de la pared celular y la participacion
en la sefializacion mediada por ROS (proteinas PR-9) (Almagro et al., 2009; Hiraga et al.,
2001).

Otras proteinas implicadas en la defensa vegetal son las lectinas o aglutininas, que

son un grupo de proteinas muy heterogéneo que reconocen y se unen reversiblemente a
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carbohidratos especificos. Estas lectinas presentan un papel clave en la defensa frente a
insectos fitofagos, uniéndose a carbohidratos presentes en el sistema digestivo de estos
insectos una vez que han ingerido la planta (Vandenborre et al., 2011; Xiang et al., 2011).
También son importantes otras proteinas como las inhibidoras de proteasas (inhibidoras
de serina proteasas, inhibidoras de cisteina proteasas o inhibidoras de aspartato/metalo
proteasas), las cuales también son inducidas en respuesta al ataque por patdogenos o
herbivoros (proteinas PR-6). A su vez, las proteinas inhibidoras de serina proteasas se
pueden subdividir en diferentes categorias, destacando las proteinas inhibidoras de tipo

Kunitz (20-22 kDa), muy distribuidas en la mayoria de plantas (Sudisha et al., 2012).

3. Brocoli

El brocoli (Brassica oleracea L. var. italica Plenck) es una planta herbacea anual
que pertenece a la familia Brassicaceae (Aires, 2015). La palabra “brocoli” tiene un origen
italiano y, a su vez, procede del latin “brachiunr’, que significa “brazo” o “rama” (Gray,
1982), refiriéndose a la ramificaciéon que tiene lugar en sus tallos florales. Las
inflorescencias en el brocoli se caracterizan por presentar un desarrollo hipertrofiado,
constituyendo una pella que generalmente es de color verde debido a la presencia de

clorofila (Branca, 2008).

3.1. Taxonomia y clasificacion del bracoli

La familia Brassicaceae o familia de las cruciferas alberga 375 géneros y alrededor
de 3.200 especies (Ishida et al., 2014). El nombre de esta familia hace referencia a sus
caracteristicas flores provistas de una corola de cuatro pétalos dispuestos en forma de cruz
(Franzke etal., 2011). En esta familia se ubican especies de plantas ampliamente
cultivadas con fines agricolas, como las hortalizas pertenecientes al género Brassica L.,
asi como la racula (£ruca vesicaria L. Cavan.), los rabanos (Raphanus sativus L.), los
berros (Lépidium sativum L.) o 1la mostaza blanca (Sinapis alba L.). También pertenecen
a esta familia géneros de plantas ornamentales como Alyssum L.y Hesperis L., ademas
de la especie modelo Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Couvreur et al., 2010; Koch et al.,
2003).

Desde el punto de vista evolutivo, la familia de las cruciferas representa un sistema

modelo fascinante debido a su amplia distribucion geografica, especialmente por regiones
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templadas y con escasa aparicion en regiones subtropicales. Ademds, resulta muy
interesante su alta tasa de diversificacion ocurrida en un tiempo relativamente corto, asi
como los sucesivos eventos de poliploidia que jugaron un papel clave en la evolucion de
esta familia (Lopez et al., 2017). Aunque no existen claras evidencias sobre el origen de
esta familia de plantas, se cree que aparecieron hace aproximadamente 37 millones de
afios y se postula que se extendieron ocupando nuevos nichos ecoldgicos en hébitats secos
creados mediante los cambios climaticos ocurridos durante el Mioceno (Franzke et al.,

2016).

Dentro de esta familia, el género Brassica es el mas importante desde un punto de
vista agronémico y econdmico (Aires, 2015). Entre los usos mdas destacados de este
género de plantas no solo se encuentra la produccion de hortalizas, sino también su
utilizacion para la obtencion de condimentos, aceites o como alimento animal debido a
su alto valor nutricional (Ali et al., 2011; Rakow, 2004). Diversos estudios también han
demostrado que las especies del género Brassica presentan posibles aplicaciones en el
campo de los combustibles renovables, pudiendo ser utilizados en la fabricacion de
biocombustibles (McVetty y Duncan, 2015; Onay y Kogkar, 2004). Ademas, se ha
observado que las plantas del género Brassica presentan una alta tolerancia a
determinados metales pesados, debida principalmente a la presencia de compuestos
quelantes capaces de secuestrar estos metales. Por ello, en diversos estudios se ha

sugerido un posible papel de estas plantas como fitorremediadoras (Mourato et al., 2015).

El género Brassica contiene 37 especies diferentes, destacando especialmente un
grupo de seis especies interrelacionadas, de las cuales tres son diploides y difieren en su
namero de cromosomas: B. nigra (L.) Koch (2n=16), B. oleracea (2n=18)y B. rapa L.
(2n=20). Las otras tres especies, B. carinata A. Braun (2n=34), B. juncea (L.) Czem.
(2n=36) y B. napus L. (2n=38), presentan una dotacién cromosdmica procedente de la
combinacion de las tres especies diploides. Esta relacion fue descrita por vez primera en
1935 por el botanico Nagaharu U, estableciendo lo que se conoce como el tridngulo de U
(Figura 3) (Gautam et al., 2014; Soengas et al., 2011). Se cree que el origen de las tres
especies diploides (B. nigra, B. oleraceay B. rapa) ocurri6 entre 4 y 8 millones de afios
atras y fueron estas especies las primeras del género Brassica en ser domesticadas por el
hombre hace varios miles de afios. Mientras que B. carinata, B. junceay B. napus son
mas jovenes en términos evolutivos, apareciendo hace aproximadamente 10.000 afos vy,

aunque fueron domesticadas por el hombre mas tarde que las especies diploides, su
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domesticacion probablemente sigue siendo temprana en la evolucién agraria de la
humanidad. El hecho de que estas plantas fueran de las primeras en ser domesticadas por
el hombre puede deberse a la gran variabilidad en los genomas de Brassica, haciendo que

respondan de manera inusual ante la seleccion (McVetty y Duncan, 2015).

Brassica nigra
2n=16

BBCC AABB

Brassica carinata Brassica juncea
2n=34 2n=36

@ —_— ' —
Brassica oleracea Brassica napus Brassica rapa

2n=18 2n=38 2n=20

Figura 3. Relacion gendmica entre las 6 principales especies de Brassica cultivables (McVetty y
Duncan, 2015).

3.2. Origen vy cultivo del brocoli

Uno de los ejemplos mds representativos de seleccion dentro del género Brassica
es la especie B. oleracea, que comprende una serie de variedades entre las que se
encuentra el brocoli (Branca, 2008). Dichas variedades horticolas se originaron a partir
de una especie de col silvestre (5. o/eracea var. oleracea) (Figura 4), que es una planta
herbacea procedente de regiones costeras del Mediterraneo, asi como del norte de Espaiia,

el oeste de Francia y el sur y suroeste de Gran Bretafia (Babula et al., 2007).

En sus poblaciones naturales, la col silvestre supone un excelente sistema modelo
para investigar las interacciones planta-herbivoro mediadas por metabolitos secundarios
(Newton et al., 2009). En este sentido, existen evidencias que indican que la abundancia
de determinados herbivoros varia segun el contenido en glucosinolatos entre las
poblaciones de esta planta (Harvey et al., 2011; Newton et al., 2010). Ademas, se ha
observado que la coloraciéon de las hojas en la col silvestre estd relacionada con su

contenido en glucosinolatos, sugiriendo que dicha coloracién puede indicar el nivel
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defensivo de la planta y estos pardmetros podrian ser detectados por determinados

herbivoros (Green et al., 2015).

Las diferentes variedades o morfotipos dentro de la especie B. o/eracea (Figura 4)
se caracterizan por la seleccion del desarrollo de determinados 6rganos que tuvo lugar
durante el proceso de domesticacion del cultivo hace al menos 2.500 afios (Babula et al.,
2007; Cheng et al., 2016). Esta variabilidad fenotipica dentro de una misma especie
podria ser debida a la plasticidad gendémica que posee B. o/éracea, presentando un alto
nivel de duplicaciones ocurridas mediante una serie de eventos de poliploidia, asi como
multiples reordenamientos genémicos (Lukens etal., 2004; Salmon etal., 2008).
Ademas, se ha sugerido que el alto grado de metilacion en el genoma de B. o/éracea
podria ser otro mecanismo de regulacion responsable de dicha variabilidad fenotipica

(Salmon et al., 2008).
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Brocoli
(B. oleraceavar. italica)
Seleccionde
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(B. oleraceavar. botrytis)
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Colirrabano
(B. oleraceavar. gongylodes)

Kale Col silvestre
(B. oleraceavar. acephala) (B. oleraceavar. oleracea)

Figura 4. Variedades o morfotipos mas representativos derivados de seleccion artificial de 5.

oleraceavar. oleracea. Adaptado de Cheng et al. (2016) y «Sissi 100% Organic», s. f.

En el brocoli, la parte comercializable son las inflorescencias que emergen del
meristemo apical del tallo de la planta (Farnham y Bjorkman, 2011a). Las inflorescencias
en brocoli han sido descritas como un corimbo, una panicula corimbosa o una panicula

racemosa modificada y, en el momento de su cosecha, consisten en un gran numero de
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flores funcionales inmaduras, un tallo floral y bracteas mas pequenas y simples que las
hojas vegetativas (Buck, 1956). Tanto el brocoli como la coliflor (B. oleracea var.
botrytis) presentan hipertrofia en las inflorescencias, sin embargo, la diferencia radica en
que esta hipertrofia ocurre en diferentes fases del desarrollo de la planta. Mientras que el
brocoli presenta una gran cantidad de yemas florales completamente diferenciadas, la
hipertrofia en la inflorescencia de la coliflor ocurre en un estado del desarrollo més
temprano, presentando una proliferacion de los meristemos florales, de los cuales
aproximadamente el 90 % no llegara a formar flores funcionales (Branca, 2008; Labate

et al., 2006).

El desarrollo y diversificacion de las primeras formas de brdcoli tuvo lugar
principalmente en la peninsula Italica hace aproximadamente 2.000 afios (Buck, 1956).
Fue durante el siglo XVII cuando el brocoli comenzo a cultivarse en Gran Bretafia y en
los paises del norte de Europa, asi como en Espafia en el siglo X VIII. Durante este periodo
se establecieron los diferentes cultivares del brocoli en funcidon de parametros como el
periodo de cosecha o la coloracion. Posteriormente, el cultivo de brocoli fue introducido
en Norte América durante el siglo XIX por la comunidad italiana emigrante, y finalmente,
fue extendido por todo el mundo durante el siglo XX, sobre todo durante el periodo
colonial (Branca, 2008). En Espafa, el cultivo de brocoli a gran escala comenzo6 al
principio de la década de 1970, producido y exportado por empresas hortofruticolas de la
Comunidad Valenciana, para extenderse posteriormente a otras regiones como Murcia,

Andalucia, Extremadura o Navarra (Maroto et al., 1996).

En el afio 2017, los principales paises productores de brocoli y coliflor fueron
China (10.449.387 toneladas) e India (8.557.000 toneladas) («kFAOSTAT», 2017). En
Espafia, gran parte de la produccion de brocoli tiene lugar en el sureste del pais,
concretamente la Region de Murcia contd con el 36 % de la superficie de cultivo de esta
hortaliza (12.088 ha) en el afio 2018, asi como el 37 % de la produccién a nivel nacional
(209.122 toneladas) («Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion», 2018). Cabe
destacar también la elevada exportacion de coles (brocoli, coliflor y otras) que tiene lugar
en la Region de Murcia, llegando a alcanzar 339.286 toneladas en el afio 2018 (Figura 5)
(«Proexport», 2018).
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Figura 5. Toneladas de coles (brécoli, coliflor y otras) exportadas en Espafa y Murcia.

(«Proexport», 2018).

Una de las razones por las que el brocoli supone uno de los principales cultivos
en la Region de Murcia podria ser la moderada tolerancia que presenta frente a
condiciones salinas (Sanchez-Monedero et al., 2004), permitiendo ser cultivado cerca de
regiones costeras. Ademas, el brocoli presenta ciertos requerimientos de temperatura que
varian durante su desarrollo. Mientras que las temperaturas de 30°C o superiores suponen
condiciones Optimas para el desarrollo vegetativo del brdcoli, se sabe que, en general, se
necesitan condiciones frias (por debajo de 23°C) para la induccion y el mantenimiento de
la vernalizacién que permite el desarrollo normal de la pella. Una vez que el desarrollo
floral del brécoli ha comenzado, una temperatura superior a 30°C es capaz de detener
dicho proceso (Farnham y Bjorkman, 2011a). Estos requerimientos de temperatura hacen
que, generalmente, el cultivo de brocoli sea apto durante la primavera y el otofio en
regiones templadas, asi como durante el invierno en lugares en los que esta estacion es

relativamente suave (Farnham y Bjorkman, 2011b).

3.3. Composicion nutricional del brocoli

Hoy en dia, la demanda del cultivo de brdcoli se atribuye fundamentalmente a sus
propiedades beneficiosas y su alto valor nutritivo (Lee et al., 2006). Entre las propiedades
nutricionales que presenta el brocoli destacan su bajo contenido calérico y una gran
cantidad de vitaminas, minerales y fibra (Mukherjee y Mishra, 2012; Pereira et al., 2002)

(Tabla 1). Ademas, el brocoli presenta una compleja mezcla de compuestos bioactivos,

27



Introduccion

siendo los glucosinolatos, los compuestos fenolicos y los carotenoides los grupos de
compuestos mas destacados (Lopez-Berenguer et al., 2009). Por todo ello, se ha
considerado al brécoli como un superalimento capaz de prevenir enfermedades como el
cancer, las enfermedades cardiovasculares o la diabetes (Ares et al., 2013; Jeffery y

Araya, 2009; Moreno et al., 2006).

Tabla 1. Composicion nutricional del brocoli (Mukherjee y Mishra, 2012).

Valor nutricional (/100 g) Vitaminas (/100 g)
Energia 34 kcal Vitamina A
Carbohidratos 6,64 g B-caroteno 361 ug
Proteinas 2,82¢ B-criptoxantina 1 Ug
Grasas 0,37 g Luteina + zeaxantina 1403 ug
Fibra 2,60g Vitaminas del grupo B
Folatos 63 ug
Minerales (/100 g) Niacina 0,639 mg
Calcio 47 mg g:l.zo ?antotenlco g?;: mg
Cobre 0,049 mg ridoxina ’ mY
. Riboflavina 0,117 mg
Hierro 0,73 mg
) Tiamina 0,071 mg
Magnesio 21 mg
Vitamina C 89,2 mg
Manganeso 0,21 mg
. Vitamina K 0,17 mg
Selenio 2,5 g Vitamina E 1016
Zinc 0,41 mg itamina 6 Ug
Sodio 33 mg
Potasio 316 ug

Multiples estudios han demostrado que el método de cocinado del brocoli afecta
significativamente a su contenido en nutrientes y compuestos bioactivos. En este sentido,
se ha observado que el brocoli cocinado al vapor durante 10 minutos mantiene intactos,
e incluso mas disponibles para su absorcion, los glucosinolatos, las vitaminas C y E, los
compuestos fendlicos y los carotenoides como el B-caroteno o la luteina. Por el contrario,
la coccion del brocoli durante 5 minutos resultd en la pérdida de gran parte de los
glucosinolatos, los compuestos fendlicos y la vitamina C, que se liberaron en el agua de
la coccion (Gliszezynska-Swigto et al., 2006). También se ha demostrado que el uso del
microondas para cocinar el brocoli provoco una gran degradacion de vitamina C, asi como
la pérdida de compuestos fendlicos y glucosinolatos en el agua de la coccion (Lopez-

Berenguer et al., 2007). Por todo ello, la mayoria de estudios coinciden en que los tiempos
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largos de cocinado y el uso de agua durante el proceso deben ser evitados para garantizar
una mayor estabilidad de los nutrientes y los compuestos bioactivos del brocoli (Vallejo

et al., 2003b).
4. Compuestos bioactivos en brocoli

Los beneficios del consumo de brocoli para la salud son multiples y no solo
radican en su alta concentracion de vitaminas o minerales, sino también en su compleja
mezcla de compuestos fitoquimicos con diferentes actividades fisioldgicas (Cartea et al.,
2011; Moreno et al., 2006). Numerosos estudios han evidenciado los efectos beneficiosos
que presenta el consumo de brdcoli, entre los que destacan un menor riesgo de padecer
cancer (Jeffery y Araya, 2009; Koh et al., 2009) o enfermedades asociadas a la edad como
la degeneracion macular (Mukherjee y Mishra, 2012; Singh et al., 2007). Debido a su
papel fisioldgico clave en las respuestas de defensa en brdocoli, asi como por la relevancia
que presentan en este trabajo de investigacion, cabe destacar los glucosinolatos y los

compuestos fenolicos entre los metabolitos secundarios mas importantes del brocoli.

4.1. Glucosinolatos

Los glucosinolatos son compuestos sulforados caracteristicos de la familia de las
brasicaceas, aunque su presencia también se ha descrito en otras familias del orden
Brassicales (Brown et al., 2003), asi como en la familia Putranjivaceae (Stauber et al.,
2012). Quimicamente, estos compuestos estan formados por un motivo B-tioglucosa, una
oxima sulfonada y una cadena lateral procedente de aminodcidos (Vig et al., 2009).
Dependiendo del aminoécido a partir del que se forme la cadena lateral, podemos agrupar
a los glucosinolatos en alifaticos (derivados de alanina, leucina, isoleucina, metionina o
valina), aromaticos (derivados de fenilalanina o tirosina) o indolicos (derivados de

triptofano) (Figura 6) (Halkier y Gershenzon, 2006).

o} — Z
I Zan
/S\/\/\TS_GIC IH'L-“PMS_GIC S | S—CGlc
| | |
N\ _ ___"II N N
0—S05 HN ~0-S0y ~0—-S0y
Glucorafanina Glucobrasicina Gluconasturtina
(Alifatico) (Inddlico) (Aromatico)

Figura 6. Ejemplos mas representativos de los tres tipos de glucosinolatos: alifaticos, inddlicos y

aromaticos. Adaptado de Ishida et al. (2014).
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4.1.1. Biosintesis y distribucion de los glucosinolatos en plantas
En general, la ruta biosintética de los glucosinolatos comprende tres etapas:

e Elongacion de la cadena lateral del precursor aminoacidico (solo en el
caso de metionina y fenilalanina). La primera reaccion de esta etapa tiene
lugar en el citosol, mientras que el resto de la elongacion de la cadena
lateral se produce en los cloroplastos.

e Formacion de la estructura central del glucosinolato. Algunos estudios
indican que esta etapa y el resto de la biosintesis de los glucosilonatos
ocurren en el citosol de la célula (Senderby et al., 2010). Para que tenga
lugar la formacion de la estructura central de los glucosinolatos es
necesario un donador de azufre, el cual se pensaba que se trataba de la
cisteina, sin embargo, estudios recientes han sugerido que es mas probable
que el donador de azufre sea el GSH (Geu-Flores et al., 2011).

e Modificaciones secundarias de la cadena lateral. Esta etapa, junto a la
primera, son las responsables de la gran variedad estructural existente
entre los glucosinolatos, con més de 120 estructuras conocidas (Senderby

etal., 2010).

Diferentes estudios sugieren que los glucosinolatos se localizan en la vacuola de
las células vegetales (Andréasson y Jargensen, 2003) y su distribucion varia segun el
organo y la edad de la planta (Brown et al., 2003), siendo mas abundantes en plantas
jovenes en el caso del brocoli (Maldini etal., 2012). Ademas, el contenido en
glucosinolatos varia segun diferentes factores como el genotipo, las condiciones
ambientales o el procesado de la planta. Por ejemplo, un estudio revelo que el contenido
en glucosinolatos en 50 cultivares de brocoli varid, en mayor medida, para los
glucosinolatos alifaticos (3,0 — 31,4 umoles/g peso seco) que para los glucosinolatos
inddlicos (0,4 — 6,2 umoles/g peso seco) (Jeffery et al., 2003). En relacion al periodo de
postcosecha, Vallejo et al. (2003a) observaron que, tras mantener al brocoli durante 7 dias
a 1°C, el contenido en glucorafanina disminuy6 un 48 % (de 3,1 a 1,6 pmoles/g peso
seco). Sin embargo, la mayor pérdida se observo en el caso de los glucosinolatos
inddlicos, con un descenso del 62 % del contenido en glucobrasicina (de 7,0 a 2,6
umoles/g peso seco) y del 96 % del contenido en neoglucobrasicina (de 12,0 a 0,5

umoles/g peso seco).
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El perfil de glucosinolatos puede resultar caracteristico para cada crucifera e
incluso para cada variedad en particular, dentro de la especie B. o/éracéa (Kushad et al.,
1999). Mientras que todas las verduras cruciferas contienen el glucosinolato indodlico
glucobrasicina, la mayoria también contienen grandes cantidades de sinigrina. Sin
embargo, en el brocoli, el contenido en sinigrina es mas bajo y el glucosinolato mas
abundante es la glucorafanina, que normalmente constituye el 50 % del total de
glucosinolatos (Jeffery et al., 2003). Ademas, se han descrito cambios en los perfiles de
glucosinolatos en plantas de brécoli durante los diferentes estados de maduracion. En este
sentido, en la Tabla 2 se puede observar como el contenido en glucosinolatos varia en
funcién del estado de maduracion, tanto en plantulas de 3 y 10 dias de edad (Maldini

et al., 2012), como en inflorescencias de brocoli (Kushad et al., 1999).

Tabla 2. Abundancia relativa expresada en porcentaje del contenido en glucosinolatos en

diferentes estados de maduracion del brocoli (Kushad et al., 1999; Maldini et al., 2012).

Abundanciarelativa (%)

Naturaleza Glucosinolato
Plantulas 3 dias Plantulas 10 dias Inflorescencias
Glucorafanina 46,1 40,6 55,5
Glucoiberina 8,9 75 0,7
Progoitrina 4,01 5,35 78
Sinigrina 2,00 3,74 0,8
Glucoalisina 1,56 3,21 1,6
Alifatico Gluconapina 2,00 3,74 7,8
Glucoiberverina 1,56 2,67 0,0
Glucoerucina 10,02 6,42 0,0
Gluconapoleiferina 6,68 6,42 55
Glucocheirolina 1,78 2,67 0,0
Glucobrasicanapina 0,0 0,0 2,3
Glucobrasicina 2,23 3,21 8,6
4-hidroxiglucobrasicina 7,57 3,74 1,6
Inddlico
4-metoxiglucobrasicina 3,79 4,81 3.1
Neoglucobrasicina 1,78 5,88 1,6
Aroméatico Gluconasturtina 0,0 0,0 3,1
Referencias Maldini et al. (2012) Kushad et al. (1999)

4.1.1. Funciones de los glucosinolatos en plantas

Actualmente se conoce que la mayor parte de la actividad bioldgica que presentan
los glucosinolatos procede de sus productos de hidrdlisis. La enzima mirosinasa (EC

3.2.3.1) es la encargada de hidrolizar los glucosinolatos, transformandolos en una serie
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de productos hidroliticos como son los isotiocianatos, tiocianatos, nitrilos, epitionitrilos
u oxazolidin-tionas (Rask et al., 2000) (Figura 7). La mirosinasa se encuentra en las
células vegetales en compartimentos celulares diferentes a los glucosinolatos; sin
embargo, cuando las células sufren un dafio, por la masticacion de herbivoros, por
ejemplo, la mirosinasa se libera y entra en contacto con los glucosinolatos dando lugar a
los productos de hidrdlisis (Vig et al., 2009). Estos productos de hidrolisis presentan
diversas funciones en las plantas, siendo agentes toxicos frente a una extensa variedad de
herbivoros (Textor y Gershenzon, 2009), presentando actividad antifungica y
antibacteriana (Aires et al., 2009; Ishida et al., 2014) o incluso se ha determinado que
tienen un papel importante en la defensa de la planta frente a estreses abidticos tales como

la salinidad, la sequia o las altas temperaturas (Martinez-Ballesta et al., 2013).
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Figura 7. Estructura general de los glucosinolatos (siendo “R” la cadena lateral procedente de
aminoacidos) transformados mediante la accién de la mirosinasa en una aglicona inestable y,

posteriormente, en los diferentes productos de hidrélisis. Adaptado de Rask et al. (2000).

4.1.2. Papel fisioldgico de los glucosinolatos en humanos

Ademas de las multiples funciones que presentan los productos de hidrdlisis de
los glucosinolatos en las plantas, se sabe que, en concreto, los isotiocianatos tienen
actividad bioldgica en humanos (Guzman-Pérez et al., 2016). La hidrolisis de los
glucosinolatos en el organismo humano no puede producirse debido a la ausencia de la

enzima mirosinasa. Sin embargo, en la microflora intestinal, algunas bacterias del género
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Bifidobacterium son capaces de realizar esta degradacion de los glucosinolatos hacia sus

productos de hidrolisis (Cheng et al., 2004).

Los isotiocianatos han sido ampliamente estudiados debido a su potente capacidad
antioxidante, pudiendo actuar de manera directa neutralizando radicales libres (Barillari
etal., 2005). Dentro de los isotiocianatos destaca el sulforafano (derivado del
glucosinolato glucorafanina), que también es considerado como un antioxidante
indirecto, debido a su capacidad de activar genes que codifican enzimas de fase Il como
las GSTs o la quinona oxidorreductasa (NQO1), las cuales son importantes en la
detoxificacion de grupos electrofilos y en la proteccion frente al estrés oxidativo (Ishida
et al., 2014). La induccion de estas enzimas es posible gracias a la activacion del factor 2
relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), el cual es un factor de transcripcion
que interacciona con el elemento de respuesta antioxidante (ARE), activando la
transcripcion de una serie de genes que codifican enzimas de fase II. En condiciones
normales, el factor de transcripcion Nrf2 se encuentra inactivado en el citoplasma por una
proteina reguladora rica en cisteina llamada Keapl, lo cual conduce a la
poliubiquitinacion y posterior degradacion de Nrf2. El sulforafano actia reaccionando
con ciertos grupos tiol de los residuos de cisteina de Keapl, liberando a Nrf2 que se
transporta al nicleo, donde interacciona con ARE para activar la transcripcion de genes

que codifican enzimas de fase II (Bai et al., 2015) (Figura 8A).

Sin embargo, la activacion de Nrf2 mediada por sulforafano y otros isotiocianatos
también puede estar modulada indirectamente por una serie de kinasas, incluyendo las
proteina kinasas activadas por mitdégenos (MAPK), como ERK, JNK y p38MAPK
(Fuentes et al., 2015). Alternativamente, el sulforafano puede activar a Nrf2 mediante una
fosfoinositol 3-kinasa (PI3K) y la proteina kinasa B (AKT), asi como mediante la proteina
kinasa C (PKC). En cualquiera de los casos, la ruta concluye con la activacion de Nrf2 y
la induccion de la transcripcion de genes que codificaran enzimas capaces de reducir el

estrés oxidativo (Bai et al., 2015) (Figura 8B).
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Figura 8. A. Esquema de la activacion directa de la transcripcion de enzimas de fase I mediante
la accion del sulforafano. Cuando el sulforafano modifica los residuos de cisteina de la proteina
Keapl en el citosol, Nrf2 se transloca al nucleo formando un heterodimero con pequeios factores
de transcripcion de tipo Maf e interactuando con el elemento de respuesta antioxidante (ARE),
para finalmente activar la maquinaria de transcripcion de genes que codifican enzimas de fase II.
Adaptado de Ishida et al. (2014). B. Activacion de Nrf2 mediante sulforafano (SFN) a través de
diferentes vias: proteina kinasas activadas por mitogenos (MAPKs), como la proteina kinasa
regulada por sefial extracelular (ERK1/2), la kinasa c-Jun N-terminal (JNK) y la p38MAPK;
fosfoinositol 3-kinasa (PI3K) y proteina kinasa B (AKT); y la proteina kinasa C (PKC).
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Finalmente, Keapl libera a Nrf2 que se une al elemento de respuesta antioxidante (ARE) y
transcribe genes que codifican enzimas como la hemo-oxigenasa 1 (HO-1), la quinona

oxidorreductasa 1 (NQO1) o glutation S-transferasas (GST) (Bai et al., 2015).

En las células del endotelio vascular, esta misma ruta de activaciéon de Nrf2
mediada por el sulforafano conduce a la activacion de genes que codifican enzimas
capaces de inhibir ciertos factores proinflamatorios (Vazquez-Prieto y Miatello, 2010).
Zakkar et al. (2009) observaron que el sulforafano actuaba en las células endoteliales de
ratones via Nrf2, inhibiendo a la molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1), que
es un factor proinflamatorio. Debido a las propiedades antiinflamatorias que presenta el
sulforafano sobre el tejido vascular, diversos estudios han demostrado su posible papel
en la prevencion contra enfermedades cardiovasculares. De hecho, este compuesto fue
capaz de prevenir enfermedades cardiovasculares como la arteriosclerosis en ratas
propensas a sufrir ataques de hipertension espontaneos, ya que el sulforafano logréd
disminuir el estrés oxidativo en los tejidos cardiovasculares y del rifion de estos animales
(Wu et al., 2004). Resultados similares fueron descritos por Senanayake et al. (2012),
quienes observaron una disminuciéon de la presion sanguinea y una mitigacion de
patologias renales en los mismos modelos animales. En lo relativo a estudios
epidemioldgicos en humanos, se ha visto que la ingesta de brdcoli con alto contenido en
glucorafanina indujo una reduccion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) en sangre

(Armabh et al., 2015).

La funcioén protectora de los isotiocianatos frente al desarrollo del cancer ha sido
ampliamente estudiada (Dinkova-Kostova y Kostov, 2012; Ishida et al., 2014; Vig et al.,
2009). Esta funcién protectora se debe en parte a la induccidon de enzimas de fase II

anteriormente descrita, pero también se produce gracias a otros mecanismos:

o Detencion del ciclo celular en fase G2/M. Varios estudios han
demostrado que los isotiocianatos producen una parada del ciclo celular
y/o la induccion de la apoptosis en lineas celulares tumorales. Cheng et al.
(2016) mostraron que el sulforafano fue capaz de detener el ciclo celular
de células de cancer cervical mediante la inhibicion del gen que codifica
la ciclina B1. En otro estudio realizado en células de cancer de prostata se
observo una parada del ciclo celular en fase G2/M y una induccién de la
apoptosis provocadas por la aplicacion de alil-isotiocianato (Xiao et al.,

2003).
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e Regulacion epigenética. Las variaciones epigenéticas como la
modificacion de las histonas pueden contribuir al desarrollo del cancer.
Los derivados de los glucosinolatos, como el sulforafano o el fenetil
isotiocianato, tienen actividad inhibidora de las histona deacetilasas
(Fuentes et al., 2015). Por otro lado, la metilaciéon del ADN causada por
una sobreexpresion de ADN metiltransferasas que silencian genes
supresores de tumores, también puede promover el inicio de la
carcinogénesis. Diversos estudios han demostrado que los isotiocianatos
presentan actividad inhibidora de las ADN metiltransferasas en diferentes
modelos de cancer de mama, colon y préstata (Novio et al., 2019).

e Modulacion hormonal. Ciertos tipos de cancer, como el de mama o
prostata, estin muy relacionados con la desregulacion de las sefales
hormonales. Kang et al. (2009) demostraron que el bencil- y el fenetil-
isotiocianato fueron capaces de inhibir el crecimiento estimulado por
estrogenos y la reduccion de los niveles de expresion del receptor
estrogénico en células de cancer de mama.

e Inhibicion de la angiogénesis y la metastasis. La angiogénesis y la
metastasis son procesos clave en el desarrollo de un tumor maligno. Los
isotiocianatos actian como inhibidores de la angiogénesis mediante
diferentes vias, como puede ser la reduccion de la expresion de factores
pro-angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) o el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NF-kB). Ademas, la tubulina, una proteina requerida
para la morfogénesis y la migracion celular durante la angiogénesis,
también es reconocida como diana por los isotiocianatos, inhibiendo su
polimerizacién e induciendo su degradacion en células tumorales. En
relacion a la metastasis, también se ha observado que los isotiocianatos
inhiben la migracion celular /n Vvitro y reducen la metastasis /17 Vivo
mediante la inhibicion de metaloproteinasas de la matriz extracelular

(MMP) y la sobreexpresion de inhibidores de MMP (Navarro et al., 2011).

Por otro lado, el estrés oxidativo puede ser uno de los causantes de la diabetes tipo
2, en cuya enfermedad, la resistencia a la insulina no permite reprimir la gluconeogénesis.

Los resultados de un estudio realizado con lineas celulares humanas sugerian que el bencil
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isotiocianato (derivado del bencil glucosinolato) podria desempefiar un papel en la
prevencion de la diabetes tipo 2 debido a su efecto inhibidor de la gluconeogénesis y la
activacion de los sistemas de defensa antioxidantes (Guzman-Pérez et al., 2016).
Similarmente, un estudio clinico realizado en pacientes de diabetes tipo 2 mostré que el
consumo de brotes de brocoli (ricos en glucorafanina) provocaba efectos beneficiosos, ya
que se reducia el nivel de estrés oxidativo, mediante el incremento de la capacidad
antioxidante en el suero y la reduccion de los niveles de LDL en sangre (Bahadoran et al.,

2011).

Paralelamente, los isotiocianatos presentan efectos protectores contra
enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central. De hecho, el sulforafano fue
capaz de proteger la retina frente a dafos provocados por la luz en ratones, activando la
tiorredoxina mediante la secuencia ARE (Tanito et al., 2005). Este efecto protector
también fue descrito en modelos de animales con isquemia cerebral, lesiones cerebrales,
hemorragias intracerebrales y lesiones de la médula espinal (Dinkova-Kostova y Kostov,

2012).

Por otra parte, los isotiocianatos también poseen propiedades antimicrobianas, ya
que se ha observado que el alil isotiocianato es eficaz actuando contra patdgenos humanos
como Sa/monella (Chen et al., 2012). Ademas, el sulforafano presenta un efecto protector
contra Ulceras de estdmago, siendo capaz de reducir la colonizacion gastrica de
Helicobacter pyloriy/o reduciendo la inflamacion asociada a esta bacteria (Fahey et al.,
2013).

4.2. Compuestos fendlicos

El grupo de los compuestos fenolicos consta de mas de 8.000 estructuras
diferentes ampliamente distribuidas por todo el reino vegetal. Estos metabolitos
secundarios se caracterizan por poseer, al menos, un anillo aromatico con uno o mas
grupos hidroxilo unidos (Cartea et al., 2011). Los compuestos fenolicos son muy diversos
y divergen en tamafio y estructura, pudiéndose agrupar desde estructuras simples, de bajo
peso molecular como los 4cidos hidroxibenzoicos (Figura 9A), hasta largos polimeros de
peso molecular elevado, como es el caso de los taninos condensados (Tomas-Barberan y

Espin, 2001).
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Dentro de los compuestos fenodlicos, los flavonoides son el grupo de mayor
importancia debido a su abundancia en los alimentos y sus propiedades beneficiosas para
la salud (Panche et al., 2016). Todos los flavonoides comparten una estructura central
basica, que consiste en dos anillos aromaticos de 6 carbonos (A y B) y un anillo
heterociclico (C) que contiene un atomo de oxigeno (Ghasemzadeh y Ghasemzadeh,
2011) (Figura 9A). En el brocoli, los flavonoides mas abundantes son los flavonoles
quercetina y kaempferol (Koh etal., 2009), los cuales se encuentran comunmente
conjugados con azucares y acidos organicos (Cartea et al., 2011; Moreno et al., 2006).
Esta conjugacion ocurre con mas frecuencia en la posicion 3 del anillo C, pero también

se suele dar en las posiciones 5, 7,3",4" y 5" (Cartea et al., 2011) (Figura 9B).

A

COOH

+

COOH (0]

[:::::I// C
Acidos hidroxibenzoicos  Acidos hidroxicinamicos Flavonoides

B

Quercetina Kaempferol

Figura 9. A. Estructura basica de acidos fendlicos y flavonoides. Adaptado de Khoddami et al.
(2013). B. Flavonoides mas abundantes en brocoli. Adaptado de Cartea et al. (2011).

Generalmente, el contenido en flavonoides en las pellas comerciales del brocoli
depende de muchos factores, como pueden ser el genotipo, las condiciones ambientales,
los métodos de produccion agricola o el manejo y su transporte después de la cosecha
(Koh et al., 2009; Neugart et al., 2018). Por ejemplo, Khan et al. (2011) observaron un
aumento significativo del contenido en kaempferol en brdcoli sometido a estrés hidrico.

Vallejo et al. (2003a) estudiaron los cambios en el contenido en flavonoides durante el
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periodo postcosecha, mediante el analisis de inflorescencias de brocoli mantenidas
durante 7 dias a 1°C. Estos autores observaron una disminucion del contenido en

flavonoides de hasta el 61 % con respecto al dia de la cosecha (Vallejo et al., 2003a).

4.2.1. Biosintesis y metabolismo de los compuestos fendlicos

La biosintesis, tanto de los flavonoides como del resto de compuestos fenolicos,
comienza generalmente a partir de la fenilalanina (aunque también se pueden formar a
partir de tirosina), que procede, a su vez, de la ruta del acido siquimico (Ghasemzadeh y
Ghasemzadeh, 2011). La fenilalanina se desamina para formar acido #rans-cinamico y un
ion amonio mediante la accidon de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) (Cochrane
etal., 2004) (Figura 10). Este primer paso de la ruta biosintética supone un punto de
regulacion clave entre el metabolismo primario y secundario de las plantas (Kim y

Hwang, 2014).

Desde su descubrimiento en 1961, la enzima PAL ha sido extensamente estudiada
y se ha descrito su presencia en plantas superiores, asi como en algunos hongos y ciertas
bacterias, pero no en animales (Zhang y Liu, 2015). Aunque existen excepciones, la
mayoria de estudios coinciden en que el peso molecular de esta enzima varia entre 300 y
340 kDa, siendo normalmente un homotetrdmero, aunque también se han descrito
enzimas PAL heterotetraméricas (Hyun et al., 2011). La actividad de la enzima PAL esta
fuertemente regulada por fitohormonas como el etileno, el acido salicilico o los
jasmonatos, asi como por una serie de factores ambientales, incluyendo el ataque mediado
por patdgenos, la rotura tisular, la radiacion ultravioleta, la exposicion a metales pesados,
las bajas temperaturas o la escasez de nutrientes (Dehghan et al., 2014; Zhang y Liu,

2015).

Después de la actuacion de la enzima PAL, el &cido frans-cinamico se metaboliza
en diversos metabolitos fenilpropanoides como el acido p-cumaérico (Cochrane et al.,
2004). Siguiendo la ruta fenilpropanoide, los flavonoides son sintetizados por la chalcona
sintasa mediante la condensacion del p-cumaril-CoA con tres moléculas de malonil-CoA,
dando lugar a la naringenina, que es una chalcona. Posteriormente, una isomerasa
transforma las chalconas en flavanonas y, a partir de este punto, la ruta biosintética es
diferente para cada tipo de flavonoide. Los flavonoles quercetina y kaempferol derivan
de las flavanonas mediante la accion de una flavanona 3-hidroxilasa, produciendo

dihidroflavonoles que después seran transformados en flavonoles gracias a la accion de
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una flavonol sintasa y finalmente estos metabolitos seran glucosilados (Dao et al., 2011)

(Figura 10).

COOH S COOH
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Figura 10. Ruta biosintética de los flavonoides y otros compuestos fendlicos a partir de la

fenilalanina. PAL, fenilalanina amonio liasa. Adaptado de Taiz y Zeiger (2010).

El proceso de degradacion de los compuestos fenodlicos causa uno de los mayores
problemas en la industria alimentaria, ocasionando pérdidas que pueden ser superiores al
50 % en el mercado de frutas y verduras. Este fendmeno, conocido como “pardeamiento
enzimatico”, se produce debido a la accion de la enzima polifenol oxidasa (PPO). En
general, los compuestos fenolicos se encuentran localizados en las vacuolas de las células

vegetales, mientras que la PPO se localiza en los plastidios. Cuando se produce un dafio
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tisular, los compuestos fenolicos entran en contacto con la PPO, dando como resultado la
oxidacion de estos metabolitos hasta su correspondiente quinona. Este proceso se traduce
finalmente en un efecto negativo en el color, el sabor y el valor nutricional de ciertas

frutas y verduras (Ferreira Holderbaum et al., 2010).

Las quinonas formadas mediante la accién de la enzima PPO son altamente
reactivas y tienen tendencia a formar polimeros (Gawlik-Dziki et al., 2007), pudiendo
unirse a proteinas y reduciendo su digestibilidad por los herbivoros (Queiroz et al., 2008).
En multiples estudios se ha evidenciado el papel que presenta la enzima PPO en la defensa
vegetal, siendo incrementada su expresion en presencia de diversos estreses bioticos y

abidticos (Bhonwong et al., 2009).

4.2.2. Funciones de los compuestos fenolicos en plantas

La acumulacién de compuestos fendlicos en los tejidos vegetales de plantas
sometidas a estrés sugiere una funcién de adaptacion por parte de estos metabolitos que
resulta clave para la supervivencia frente a condiciones adversas (Cheynier et al., 2013).
Ademas, se sabe que los compuestos fendlicos estan relacionados con funciones basicas
como el crecimiento y la reproduccion. En este sentido, la biosintesis de compuestos
fenolicos complejos como las ligninas resulta un proceso clave en el desarrollo vegetal
(Bhattacharya et al., 2010), asi como en la proteccion fisica frente a patogenos y
herbivoros (War et al., 2012). Sin embargo, ciertos flavonoides como la quercetina y el
kaempferol han sido relacionados con una inhibicioén del crecimiento, a través de una
interrupcion del transporte polar de las auxinas (Besseau et al., 2007; Brown et al., 2001).
Otros flavonoides, como son las antocianinas, son responsables de la pigmentacion en las
flores y los frutos, resultando esenciales en la reproduccion gracias a su capacidad de

atraer polinizadores y otros animales que se encargan de dispersar las semillas (Samanta

etal., 2011).

Generalmente, el papel de los compuestos fendlicos en la defensa vegetal esta
relacionado con sus propiedades antimicrobianas y disuasorias. En las plantas, estos
compuestos suelen estar distribuidos en las células epidérmicas, en la capa de cera de las
hojas o en exudados de las raices (Lattanzio et al., 2006). Numerosos estudios han
indicado que ciertos compuestos fendlicos presentan propiedades antifingicas, como es
el caso de la quercetina y la luteolina, entre otros flavonoides, en la defensa del olivo

(Olea europaeaL.) contra Verticillium dahliae Kleb. (Baidez et al., 2007). Otros estudios
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han corroborado el efecto antifingico de ciertos derivados del metabolismo de la
quercetina, como la dihidroquercetina, que inhibe el crecimiento de Fusarium
(Skadhauge et al., 1997) o la quercetina 3-metil-éter y sus glucdsidos 4’ y 7, que
disminuye la germinacioén de Neurospora crassa (Parvez et al., 2004). Los compuestos
fenolicos también presentan actividad antimicrobiana sobre bacterias gracias a su
capacidad de interferir en la integridad estructural de las membranas bacterianas y la

inhibicién de enzimas implicadas en el transporte electronico (Bhattacharya et al., 2010).

Los compuestos fendlicos en las plantas también desempefian una funcioén
protectora frente a los insectos u otros animales. Por ejemplo, determinados cultivares de
trigo ricos en compuestos fenolicos resultaron menos atractivos para el pulgon de los
cereales (Rhopalosiphum padi) (Fiirstenberg-Hégg et al., 2013). Ademas, los taninos
tienen efectos negativos sobre el sistema digestivo de los insectos, actuando como toxinas
capaces de unirse a proteinas salivares (Rehman etal., 2012). Otros compuestos
fenodlicos, como el acido cinamico o el p-cumarico, resultaron ser relativamente toxicos
frente a los insectos Helicoverpa armigera y Spodoptera litura (Dixit et al., 2017).
Ademas de las funciones defensivas que presentan los compuestos fendlicos frente a los
insectos, existen evidencias sobre el potente efecto que poseen estos compuestos contra

los nematodos (Ohri y Pannu, 2010).

En cierta medida, estas propiedades toxicas o disuasorias de los compuestos
fendlicos también pueden ser debidas a su metabolismo. La accion de la enzima PPO
sobre los compuestos fenolicos produce su polimerizacion mediante uniones covalentes
a proteinas, lo que conduce a una reaccidon necrotica en los tejidos vegetales. Esta reaccion
ocasiona una barrera impermeable que impide el desarrollo de los patogenos (Lattanzio
et al., 2006). Ademas, la polimerizacion de las quinonas es capaz de inhibir la digestién
de los herbivoros y causa una toxicidad directa sobre los insectos, reduciendo

considerablemente el valor nutricional de la planta (War et al., 2012).

Los compuestos fenolicos también tienen un papel clave en la defensa de las
plantas frente a estreses abidticos como la sequia (Herndndez et al., 2004; Varela et al.,
2016) o el exceso de radiacion de luz ultravioleta B (UVB). En relacion al estrés causado
por la radiacion UVB, cabe destacar que algunos de estos compuestos absorben luz en la
region UVB (280-320 nm) del espectro solar (Ryan et al., 2001). Por ello, los compuestos

fenolicos pueden tener un efecto protector de la epidermis, evitando dafos celulares
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causados por las alteraciones en el ADN o la inactivacion de coenzimas NAD(P) debidas
a un exceso de radiacion UVB (Lattanzio et al., 2006). Ademas de su funcion protectora
mediante la absorcion de luz UVB, los compuestos fenolicos pueden reducir el estrés
oxidativo mediante la neutralizacion de ROS generadas por este tipo de radiacion
(Neugart et al., 2016). Diversos estudios han evidenciado el papel fotoprotector de los
compuestos fenolicos, como se ha observado en el trabajo realizado por Ryan et al.
(2001), donde se comprobd que el contenido en flavonoides se incremento en presencia
de luz UVB en plantas de A. thaliana. Otros estudios llevados a cabo en kale (5. o/eracea
var. acéphala) confirmaron que la biosintesis de glicosidos de flavonoles y derivados de
acidos hidroxicinamicos es dependiente de la luz UVB y la temperatura. Dichos
compuestos se incrementaron en el kale mediante un tratamiento con luz UVB y una
temperatura de 15°C, en comparacion con el tratamiento de 5°C (Neugart et al., 2014).
Ademas, bajo esas condiciones, se observo un aumento en la expresion de los genes
relacionados con la ruta biosintética de los compuestos fenilpropanoides (Neugart et al.,

2016).

Por otro lado, ciertos flavonoides juegan un papel fundamental como moléculas
sefal en la simbiosis entre las plantas y los microorganismos (Taiz y Zeiger, 2010). Uno
de los casos mas conocidos es el de la familia de las leguminosas, las cuales liberan
isoflavonas desde las raices que actian como sefiales para las bacterias fijadoras de
nitrogeno del suelo. Las isoflavonas desencadenan una respuesta en estas bacterias que
finaliza con la formacion de los nddulos radiculares en la planta hospedadora, donde tiene
lugar la simbiosis (Samanta et al., 2011). Sin embargo, los compuestos fendlicos también
pueden actuar como fitoalexinas, incrementando las respuestas de defensa de las plantas

frente al ataque de los patdgenos, como es el caso de los estilbenoides (Jeandet, 2015).

La funcion de ciertos compuestos fendlicos como moléculas alelopaticas ha sido
ampliamente estudiada. En este sentido, algunos compuestos fenilpropanoides simples
liberados por las plantas en el suelo, como el &cido ferulico, son capaces de inhibir el
crecimiento y la germinacion de otras plantas competidoras por los recursos nutricionales
(Taiz y Zeiger, 2010). Por otro lado, se ha demostrado que una serie de compuestos
fenolicos, como el acido clorogénico, el 4cido galico, el 4cido cafeico o el acido p-
hidroxibenzoico, producidos por la planta Dé/onix regia (Bojer ex Hook.) Raf. (Fabaceae)
son capaces de inhibir el crecimiento de plantas de lechuga (Lactuca satival.) y col china
(B. rapa ssp. chinensis) (Li et al., 2010). Muchos compuestos fenolicos con efectos
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alelopaticos y de defensa contra microorganismos se localizan también en las semillas de
las plantas, siendo el caso de la quercetina en semillas del género 7rifol/iumL. (Fabaceac)
o de la rutina (diglucésido de la quercetina) en semillas del género Brassica (Samanta

etal., 2011).

4.2.3. Papel fisioldgico de los compuestos fendlicos en humanos

Diversos estudios clinicos y epidemioldgicos apoyan la evidencia de que el
consumo de compuestos fenolicos disminuye el riesgo de padecer ciertas enfermedades
degenerativas asociadas al estrés oxidativo como el cancer, las enfermedades
cardiovasculares o los desordenes metabolicos (Zhang y Tsao, 2016). Una de las
principales caracteristicas por las cuales los compuestos fenolicos presentan beneficios
sobre la salud son sus propiedades antioxidantes contra los radicales libres que se generan
en el organismo. Esta capacidad antioxidante depende principalmente de los grupos
hidroxilo de los anillos aromaticos de estos compuestos (Ozcan et al., 2014). En este
sentido, los grupos hidroxilo del anillo B de los flavonoides es un factor determinante en
la capacidad de estos compuestos para neutralizar radicales libres. Ademas, se ha sugerido
que los flavonoles, que tienen un grupo hidroxilo en la posicion 3, podrian presentar la

mayor actividad antioxidante dentro de los flavonoides (Wang et al., 2006).

Otro mecanismo de actuacion de los compuestos fendlicos frente al estrés
oxidativo es la induccion de la expresion de genes que codifican enzimas de fase II,
mediante la activacion del factor transcripcional Nrf2 (Zhang y Tsao, 2016). En diferentes
estudios /71 Vitro se ha evidenciado este papel de los compuestos fendlicos en la activacion
de Nrf2, tanto en astrocitos (Erlank et al., 2011), como en células cancerosas de higado
(Saw et al., 2014). Ademas, los flavonoides también son capaces de activar el factor
transcripcional Nrf2 en ensayos /77 Vivo, donde se ha observado un posible efecto neuro-
protector de estos compuestos en diferentes modelos animales (Leonardo y Doré, 2011).
Estos estudios sugieren un papel protector de los compuestos fenolicos frente a dafios
cerebrales u otros problemas neurologicos. Ademas, los flavonoides tienen la capacidad
de inhibir la progresion del ciclo celular mediante diferentes mecanismos y actian
disminuyendo la carcinogénesis y la angiogénesis /11 vitro (Fotsis et al., 1997; Jeong et al.,

2009).
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Gran parte de los flavonoides presentan propiedades antiinflamatorias tanto /77

vitro como /1 Vivo, actuando a través de diversos mecanismos sobre las células encargadas

de la respuesta inflamatoria (Kim et al., 2004) (Figura 11):

Inhibicion de la fosfolipasa A2 (FLA2). La enzima FLA?2 es la encargada
de la liberacion del acido araquiddnico (precursor de los eicosanoides)
desde las membranas celulares, siendo una mediadora crucial en el inicio
de la respuesta inflamatoria (Kim et al., 2004). Uno de los flavonoides que
presenta una mayor actividad inhibidora de FLA?2 es la quercetina (Cotrim
et al., 2011).

Inhibicion de la ciclooxigenasa (COX) y de la lipoxigenasa (L O X). Las
enzimas COX y LOX juegan un papel clave como mediadores de la
inflamacion, siendo las responsables de la transformacion del acido
araquidonico en los eicosanoides. Ciertos compuestos fenolicos han
mostrado una inhibicién de estas enzimas, como es el caso de la luteolina
en la inhibicion de la COX /n Vvivo (Ziyan et al., 2007), o el caso de la
quercetina y el kaempferol como inhibidores de ambas enzimas (Garcia-
Mediavilla et al., 2007).

Produccion de 0xido nitrico (NO). EI NO es uno de los mediadores en
las respuestas fisioldgicas y patoldgicas, siendo sintetizado a partir de la
L-arginina por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS). Entre las isoformas
de esta enzima, cabe destacar la NOS inducible (iNOS), que es altamente
expresada mediante los estimulos inflamatorios en células animales como
los macrofagos (Kim et al., 2004). En un estudio llevado a cabo por Raso
et al. (2001), se demostrd que una flavona, la apigenina, y la quercetina
actuaron como potentes inhibidores de la produccion de NO en
macrofagos y su accion fue dependiente de la dosis utilizada. Este efecto
fue provocado por la inhibicion de las enzimas iNOS y COX-2 por parte
de dichos flavonoides.

Interaccion en las cascadas de sefalizacion. Los efectos
antiinflamatorios llevados a cabo por los flavonoides también pueden ser
debidos a la inhibicion de proteina kinasas implicadas en la transduccion
de senales, como la PKC o las MAPK. La inhibicion de estas rutas de

transduccion de sefales conduce a la modificacion de la expresion de
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genes relacionados con la respuesta inflamatoria (Kim etal., 2004;
Nijveldt et al., 2001).

e Inhibicion de moléculas proinflamatorias. Se ha observado en modelos
animales /11 V/VO que la quercetina también es capaz de disminuir los
marcadores proinflamatorios en sangre, como son las interleucinas IL-1a

e IL-4 o el factor de necrosis tumoral (TNF-a) (Pan et al., 2010).

Estimulo inflamatorio

f

Proteina kinasas
PKC, PTK
COX-2

MAPK
iNOS l ®

TNF-a

IL-1B, -6 ®

&
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Figura 11. Mecanismo propuesto para el modelo de acciéon de los flavonoides (F) sobre la
respuesta inflamatoria. Los flavonoides actuan a nivel de proteina kinasas como la proteina kinasa
C (PKC), tirosina kinasas (PTK) o proteina kinasas activadas por mitogenos (MAPKSs). Los
flavonoides también tienen un efecto sobre la produccién de acido araquidonico (AA) y
eicosanoides, inhibiendo enzimas como la fosfolipasa A2 (PLA»), las ciclooxigenasas (COX) y
las lipoxigenasas (LOX). Finalmente, los flavonoides también pueden reducir la respuesta
inflamatoria mediante la inhibicion de moléculas proinflamatorias como las interleucinas (IL), el
factor de necrosis tumoral (TNF-a) o el 6xido nitrico (NO) mediante la inhibicion de la enzima

oxido nitrico sintasa inducible (iNOS). Adaptado de Kim et al. (2004).

Las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de los compuestos fenolicos se

encuentran estrechamente relacionadas con sus efectos protectores frente a enfermedades
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cardiovasculares. Debido a sus propiedades antioxidantes, se ha comprobado en diversos
estudios /77 Vivo o epidemioldgicos que ciertos flavonoides son capaces de reducir la
oxidacion del LDL en sangre, lo cual dafia los endotelios vasculares y promueve la
formacion de placas ateroesclerdticas (Nijveldt et al., 2001; Pan et al., 2010). Ademas,
existen claras evidencias de que los flavonoles ejercen un efecto vasodilatador sobre los
endotelios, como es el caso de la quercetina y uno de sus derivados, la isoramnetina, que
incluso mostraron un mayor efecto sobre arterias coronarias (Ibarra et al., 2002). Todas
estas evidencias relacionadas con los flavonoides, junto a otros efectos como el
antitrombogénico mediante la inhibicidon de la agregacion plaquetaria (Nijveldt et al.,
2001) o la reduccion de la presion sanguinea, hacen que estos compuestos posean un
importante efecto preventivo frente a las formas mas comunes de enfermedades

cardiovasculares (Perez-Vizcaino y Duarte, 2010).

5. Cultivo /n vitro de plantas

El término “cultivo /n Vitro” de plantas hace referencia al cultivo en condiciones
asépticas de células, tejidos, 6rganos y sus componentes bajo condiciones fisico-quimicas
definidas /n vitro (Thorpe, 2007). La historia del cultivo de células y tejidos vegetales se
remonta a més de un siglo, cuando Haberlandt consigui6 aislar diferentes células de
plantas que mantuvo con vida durante varias semanas en soluciones nutritivas.
Microscopicamente, Haberlandt observé en estas células cambios morfoldgicos en las
paredes celulares, los nucleos y los cloroplastos, aunque no consigui6 evidenciar la
division celular (Hoxtermann, 2003). Fue en 1902 cuando Haberlandt presentd su
hipotesis sobre la capacidad intrinseca de las células vegetales aisladas para mantener una
vida autonoma (Fehér, 2019). Durante la década de 1930, esta hipdtesis fue apoyada por
Philip White, quien consiguié mantener raices de tomate (So/anum lycopersicum L.) en
crecimiento sobre un medio de cultivo liquido durante un periodo de tiempo de un afio

(White, 1934).

Este hallazgo fue seguido por el descubrimiento del papel de las fitohormonas en
la proliferacion de las células vegetales /17 Vitro. Ademas, se establecid que la proporcion
de estas hormonas determina la morfogénesis en el tejido cultivado /7 vitro. una
proporcion de citoquininas elevada en relacion a auxinas favorece la caulogénesis
(regeneracion de tallos), mientras que una baja proporcion de citoquininas en relacion a

auxinas favorece la rizogénesis (formacién de raices); sin embargo, una proporcioén
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equilibrada de ambos tipos de fitohormonas induce el crecimiento de una masa celular
(Skoog y Miller, 1957; Skoog y Tsui, 1948). Esta masa de células en proliferacion fue
llamada “callo”, debido a su parecido al tejido vegetal en reparacion después de un dafo

mecanico.

A finales de la década de 1950, se comprobd que, ademas de regenerar tallos o
raices a partir de células vegetales cultivadas /7 Vitro, se podian obtener plantas completas
a partir de células mediante la formacion de embriones (Steward, 1958). Posteriormente,
este descubrimiento se denomind ‘“embriogénesis somatica” por Backs-Hiisemann y
Reinert (1970) y constituye la confirmacion de la hipotesis de la “totipotencia” inherente
en la Teoria Celular de Schleiden y Schwann de 1839 (Vasil, 2008), asi como de los
experimentos realizados por Haberlandt (Fehér, 2019). Sin embargo, el término
“totipotencia” no fue popularizado entre los botanicos hasta la década de 1950, segun el
cual cada célula vegetal, bajo las condiciones apropiadas, tiene el potencial de

desarrollarse mediante regeneracion en un organismo completo (Hoxtermann, 2003).

Esta totipotencialidad de las células vegetales ha sido explotada mediante las
diferentes técnicas de cultivo /17 vitro (Thorpe, 1994). Entre estas técnicas destaca el
cultivo de tejidos vegetales diferenciados, como la micropropagaciéon de brotes o el
cultivo de raices pilosas (hairy roots), las cuales se obtienen mediante el co-cultivo de
raices y la bacteria Agrobacterium rhizogenesy son capaces de crecer sin la aplicacion
de reguladores del crecimiento (Steingroewer et al., 2013). Otra técnica destacada dentro
del cultivo /n vitro de plantas supone la induccion de la desdiferenciacion de tejidos para
obtener callos, los cuales constituyen una masa de células que crecen sobre un medio de
cultivo solido. A partir del cultivo de callos puede iniciarse el crecimiento de
suspensiones celulares vegetales, mediante la transferencia de una porcion de callo friable
(facilmente disgregable) en un medio de cultivo liquido, obteniéndose un crecimiento de

células individuales o de pequefios agregados celulares (Malik et al., 2011).

El cultivo /77 vitro de plantas supone una herramienta importante, tanto en la
investigacion basica como aplicada, asi como en diferentes aplicaciones comerciales
(Thorpe, 2007). Las técnicas de cultivo /n vitro de plantas suponen una estrategia
biotecnoldgica rentable para la obtencion de metabolitos de interés, de alto valor afiadido
y con aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética o agro-alimentaria. Esto es

posible debido a que las células de las plantas cultivadas /17 Vvitro también son totipotentes
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desde el punto de vista biosintético, lo que implica que cada célula, bajo las condiciones
adecuadas, es capaz de producir los mismos compuestos quimicos que la planta de la cual
procede (Yue et al., 2016). Existen numerosos estudios relacionados con la aplicabilidad
del cultivo /n vitro de plantas como biofactorias vegetales para la produccion de
metabolitos de interés, ya sea mediante el cultivo de 6rganos (Hussain et al., 2012;
Karuppusamy, 2009; Skrzypczak-Pietraszek et al., 2014), raices pilosas (Fattahi et al.,
2013; Georgiev et al., 2007; Pitta-Alvarez y Giulietti, 1995) o suspensiones celulares
(Ochoa-Villarreal et al., 2016).

Ademas, el cultivo /17 Vitro de plantas presenta otras aplicaciones como es el uso
de los cultivos celulares vegetales para producir proteinas recombinantes (Hellwig et al.,
2004), la generacion de haploides mediante técnicas como el cultivo de anteras (Mishra
y Rao, 2016), asi como la conservacion de especies silvestres mediante la
micropropagacion (Fay, 1994) o la produccion de semillas artificiales mediante la

embriogénesis somatica (Paunescu, 2009).

5.1. Técnicas de cultivo /n vitroen brécoli

En general, las técnicas de cultivo /77 Vitro ofrecen una excelente oportunidad para
la mejora genética de las especies de importancia en la agricultura. El cultivo /17 vitro
supone una gran ventaja a la hora de propagar mas rdpidamente aquellas plantas con
caracteristicas genotipicas de interés, obteniendo una gran cantidad de plantas idénticas
o clones (Cao y Earle, 2003). En este sentido, existen muchos estudios donde se emplean
estas técnicas en brocoli, incluyendo organogénesis directa o indirecta, embriogénesis

somatica y micropropagacion (Kumar y Srivastava, 2016).

Aunque existen numerosos estudios en la década de 1970 que tratan sobre la
regeneracion /11 Vitro de diferentes plantas del género Brassica mediante la organogénesis
directa (ya sea a partir de explantos como hojas, anteras, raices o protoplastos), no fue
hasta la década de 1980 cuando Lazzeri y Dunwell publicaron sus resultados obtenidos
de la regeneracion /1 vitro de brocoli a partir de explantos de raices (Lazzeri y Dunwell,
1984) y de otros tejidos obtenidos de plantas jovenes (Lazzeri y Dunwell, 1986). Entre
las conclusiones extraidas de estas investigaciones destaca que la tasa de regeneracion
aumentaba con la edad de la plantula y que los hipocétilos fueron los explantos con mayor

capacidad de regeneracion /1 Vitro.
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Otros estudios de regeneracion /11 Vitro fueron realizados mediante organogénesis
indirecta, donde existe un paso intermedio en el que se produce el crecimiento de un callo,
para después inducir su diferenciaciéon en brotes. Los explantos de partida en estos
estudios también pueden ser variables, desde protoplastos de hoja de brocoli (Robertson
y Earle, 1986) hasta tejidos, siendo el hipocoétilo el mas utilizado (Kim y Botella, 2002).
Cabe destacar que un gran niimero de estudios sefialan que los explantos de hipocotilo
ofrecen los mejores resultados en la regeneracion de plantas de brocoli /7 Vitro, lo cual
podria ser debido a que este tejido es muy activo fisiologicamente y sus células presentan
una pared menos rigida, pudiendo ser mas facilmente influenciado por factores exdgenos

como los reguladores del crecimiento (Kumar y Srivastava, 2016; Ravanfar et al., 2009).

La embriogénesis somdtica también puede ser utilizada para obtener un gran
numero de plantas, asi como fuente de semillas artificiales (Thorpe, 1994). Esta técnica
requiere la induccién de callos que, posteriormente, seran estimulados para desarrollar
embriones somaticos. Existen numerosos estudios donde se ha aplicado la embriogénesis
somatica en brocoli, partiendo de granos de polen en estado de microsporas (Takahata y
Keller, 1991), estigmas (Zenkteler et al., 2006) u otros tejidos mas utilizados como los

cotiledones y los hipocotilos (Qin et al., 2007).

5.2. Suspensiones celulares vegetales como biofactorias para la
produccion de compuestos bioactivos

Debido a las multiples propiedades que presentan los metabolitos secundarios de
las plantas, asi como por sus posibles aplicaciones en la industria, resulta interesante
desarrollar estrategias para su obtencion que sean alternativas al cultivo convencional, el
cual presenta una serie de desventajas: se encuentra muy expuesto a factores ambientales
bidticos y abiodticos; muchos metabolitos secundarios son sintetizados en baja cantidad y
en tejidos especializados, lo que puede complicar el proceso extractivo; y muchas
especies de plantas, usadas para extraer farmacos u otros compuestos, no son cultivadas
sino silvestres, lo que puede provocar su extincion (Steingroewer et al., 2013). La sintesis
quimica de estos metabolitos de interés es una estrategia alternativa importante,
especialmente para aquellas moléculas de estructura relativamente sencilla. Sin embargo,
muchos compuestos bioactivos presentan estructuras complejas que estan relacionadas
con sus funciones, haciendo que su sintesis quimica resulte muy compleja o inviable

(Ochoa-Villarreal et al., 2016).
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La estrategia biotecnologica de produccion de compuestos bioactivos mediante el
uso de suspensiones celulares vegetales presenta una serie de ventajas frente al cultivo

convencional:

e La produccion es independiente de las condiciones climaticas y
estacionales, siendo también ajena a contaminantes (Malik et al., 2011).

e Evita problemas ecologicos relacionados con la destruccion del medio
ambiente o la explotacion de especies en peligro de extincion (Matkowski,
2008).

e Las suspensiones celulares vegetales estan libres de microorganismos y
plagas, ya que se cultivan en condiciones de asepsia (Hussain et al., 2012).

e Presenta menores requerimientos de agua que el cultivo convencional
(Ochoa-Villarreal et al., 2016).

e La obtencion de los compuestos puede resultar mas controlada, rapida y
eficiente (Anand, 2010). Ademas, la posibilidad de secrecion de los
metabolitos de interés al exterior celular supone una gran ventaja a la hora
de obtener estos compuestos, sin la necesidad de utilizar complejos
procesos extractivos (Cai et al., 2012).

e Se pueden optimizar las condiciones de cultivo con el fin de incrementar

la produccion de compuestos de interés (Matkowski, 2008).

Uno de los parametros que pueden ser optimizados con el fin de incrementar la
produccion de metabolitos secundarios es el crecimiento de las suspensiones celulares.
Para ello, se puede realizar una curva de crecimiento midiendo una serie de parametros
como la densidad y viabilidad celular, el pH del medio de cultivo o el consumo de
nutrientes por las células (Azevedo etal., 2008). Las curvas de crecimiento de las
suspensiones celulares vegetales muestran tres fases tipicas: una fase /ag o de latencia, en
la que las células se adaptan y preparan metabdlicamente antes de comenzar el
crecimiento; una fase exponencial del crecimiento, donde las células se dividen
activamente; y finalmente, una fase estacionaria, donde la densidad celular permanece
constante debido a que la velocidad de crecimiento se iguala a la muerte celular
promovida por el agotamiento de nutrientes (Figura 12). Cabe destacar que, en algunos
casos, puede producirse una cuarta fase de muerte celular donde la escasez total de
nutrientes en el medio de cultivo y en las reservas intracelulares conduce a la disminucion

de la densidad celular (Zabala et al., 2010).
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La caracterizacion de la curva de crecimiento en un cultivo celular vegetal puede
ofrecer una serie de pardmetros cinéticos como la velocidad de crecimiento exponencial
(Vexp), que se corresponde con la pendiente de la fase exponencial del crecimiento, o el
tiempo de agotamiento de nutrientes (Ta), que tiene lugar en la interseccion de las rectas
que delimitan la fase exponencial y la estacionaria, e indica el momento necesario para
realizar el subcultivo de las suspensiones celulares (Figura 12). El anélisis de la curva de
crecimiento y sus parametros cinéticos resulta de utilidad en la optimizacion de las
condiciones de produccion de metabolitos secundarios en las suspensiones celulares y su
posterior escalado a nivel industrial. Este andlisis es importante ya que, en general, la
produccion de metabolitos secundarios en las suspensiones celulares vegetales no esta
asociada al crecimiento. En la mayoria de los casos, la biosintesis de los metabolitos
secundarios tiene lugar cuando ocurre el cese de la multiplicacion celular y la suspension

celular entra en la fase estacionaria (Taticek et al., 1991).
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Figura 12. Ejemplo de curva de crecimiento de suspensiones celulares vegetales y morfologia
tipica de las células en cada fase del crecimiento. Parametros cinéticos: velocidad de crecimiento

exponencial (Vey) y tiempo de agotamiento de nutrientes (Ta).

En la optimizacion de la produccion de metabolitos secundarios mediante el uso
de suspensiones celulares también es necesario tener en cuenta las condiciones de cultivo,
ya que la biosintesis de estos compuestos es facilmente modificable por factores externos

como las condiciones de luz, temperatura o los niveles de nutrientes y reguladores del
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crecimiento (Ramachandra Rao y Ravishankar, 2002; Yue et al., 2016). En este sentido,
un aumento en la concentracion de sacarosa, que es un componente clave en los medios
de cultivo actuando como fuente de carbono y energia para las células, es capaz de
incrementar, en algunos casos, la produccion de metabolitos secundarios en suspensiones
celulares vegetales. Al contrario que la sacarosa, una reduccion de los macronutrientes en
el medio de cultivo, especialmente de fosfatos, puede producir un aumento en la
produccion de metabolitos secundarios, seguido de una reduccion del crecimiento celular.
Ademas, los reguladores del crecimiento en el medio de cultivo también juegan un papel
clave en la induccion o inhibicién de la produccién de metabolitos secundarios, siendo
sus efectos muy dependientes de la linea celular y el tipo de fitohormona (Matkowski,

2008; Taticek et al., 1991).

Entre las diferentes aproximaciones realizadas para incrementar la biosintesis de
metabolitos secundarios de interés en suspensiones celulares destaca la adicion de
precursores. Este método se basa en la utilizacion de cualquier compuesto que forme parte
de la ruta biosintética del producto final, ya sea un precursor o un intermediario en dicha
ruta. Sin embargo, el principal problema relacionado con esta estrategia es la posible
toxicidad del precursor utilizado ya que, a ciertas concentraciones, podria inhibir el
crecimiento o incluso provocar respuestas indeseadas en las células vegetales (Yue et al.,
2016). Entre los compuestos utilizados para incrementar la produccion de metabolitos
secundarios en suspensiones vegetales destacan los precursores aminoacidicos, como
puede ser el uso de la fenilalanina para estimular la produccion de compuestos fendlicos
u otros metabolitos secundarios que dependen de la ruta de biosintesis de los
fenilpropanoides (Matkowski, 2008; Ramachandra Rao y Ravishankar, 2002;
Skrzypczak-Pietraszek et al., 2014).

Finalmente, como una de las estrategias mas efectivas en la induccion de la
biosintesis de metabolitos secundarios de interés en cultivos celulares vegetales destaca
la elicitacion (Cusido et al., 2014). La elicitacion consiste en la adicion de elicitores, los
cuales son moléculas que desencadenan una situacion de estrés en el cultivo celular,
induciendo como resultado la acumulacion de metabolitos secundarios (Vasconsuelo y
Boland, 2007; Zabala et al., 2010). La exposicion a factores de estrés como los elicitores
también esta asociada con una excesiva produccion de ROS y un desequilibrio del estado
redox, asi como con la sintesis de proteinas PR (Belchi-Navarro et al., 2019; Bru et al.,

2006; Matkowski, 2008; Sabater-Jara et al., 2014a).
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En general, los elicitores se utilizan a bajas concentraciones y, dependiendo de su
naturaleza, pueden ser clasificados en bidticos o abidticos (Malik et al., 2011). Los
elicitores abidticos son considerados sustancias que no tienen un origen bioldgico, siendo
principalmente compuestos inorgdnicos como sales o iones metalicos (Ramirez-Estrada
et al., 2016) y factores fisicos como la luz ultravioleta o los cambios de temperatura (Yue
et al., 2016). Por otro lado, los elicitores bidticos, que tienen un origen bioldgico, pueden
ser derivados de un patdgeno (como la quitina o el quitosan) o de la misma planta (como
ciertas moléculas sefial). Estos elicitores bidticos pueden tener una composicion definida,
cuando sus estructuras moleculares son conocidas, o presentar una composicion
compleja, como es el caso del extracto de levadura o las esporas de hongos (Vasconsuelo

y Boland, 2007).

5.2.1. Elicitacion de suspensiones celulares con ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son oligosacdridos ciclicos derivados del almidon y
compuestos por unidades de D-glucopiranosa conectadas mediante enlaces glucosidicos
a-1,4. Seglin las unidades de D-glucopiranosa que contengan (6, 7 u 8), las ciclodextrinas
se clasifican en a-, B- o y-ciclodextrinas, respectivamente (Figura 13) (Tang et al., 2018).
Las ciclodextrinas son solubles en agua y, a su vez, presentan una cavidad central
hidrofobica que les permite formar complejos de inclusiéon con compuestos hidrofobicos.
Dependiendo del tamafio de la ciclodextrina y de la molécula que alberguen, estos
complejos pueden ser de tipo 1:1, 1:2 o 2:1 (molécula:ciclodextrina). Por ello, las
ciclodextrinas presentan un gran nimero de aplicaciones en la quimica supramolecular y
la nanotecnologia (Freitag y Galoppini, 2011).
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Figura 13. Estructura quimica y arquitectura de los tres tipos principales de ciclodextrinas (CD):

a-, B- 0 y-CD (Freitag y Galoppini, 2011).
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El efecto elicitor de las ciclodextrinas puede ser debido a su semejanza quimica a
los oligosacaridos pécticos alquil-derivados que se liberan de forma natural de las paredes
celulares vegetales durante un ataque fungico y que inducen la activacion de una serie de
eventos celulares que conducen a la biosintesis de metabolitos secundarios de tipo
fitoalexina (Bru et al., 2006). Ademas, la capacidad de formar complejos de inclusion con
los metabolitos secundarios hace que ¢€stos dejen de ser perceptibles por las células
vegetales, disminuyendo, por tanto, la posible toxicidad de estos compuestos y
reduciendo la inhibicion por mecanismos de retroalimentacion (fgedback) (Belchi-
Navarro et al., 2012). Cabe destacar que la alta acumulacion de metabolitos de interés en
el medio de cultivo debido a la accion de las ciclodextrinas supone una gran ventaja a la
hora de extraer dichos metabolitos directamente desde el medio de cultivo (Cai et al.,

2012; Miras-Moreno et al., 2016).

En numerosos estudios se ha evidenciado el papel de las ciclodextrinas como
moléculas elicitoras, incrementando la produccion de compuestos bioactivos de interés
en diferentes cultivos celulares. Estos metabolitos producidos por la accion de las
ciclodextrinas son de diferente naturaleza y presentan diversas aplicaciones, destacando
compuestos como el taxol (Ramirez-Estrada et al., 2015; Sabater-Jara et al., 2014b), los
tocoferoles (Almagro etal., 2016), diferentes acidos grasos (Sanchez-Pujante et al.,
2017), isoprenoides como los fitoesteroles (Bricefio et al., 2012; Miras-Moreno et al.,
2016; Sabater-Jara y Pedrefio, 2013) y los carotenoides (Rizzello et al., 2014; Sanchez-
Pujante et al., 2017), asi como compuestos fendlicos como el frans-resveratrol y sus
analogos (Belchi-Navarro et al., 2012; Martinez-Marquez et al., 2016) o la silimarina
(Belchi-Navarro et al., 2011) y otros compuestos como la antraquinona (Perassolo et al.,

2016).

5.2.2. Elicitacion de suspensiones celulares con jasmonato de metilo

Los jasmonatos son moléculas sefial que pueden actuar de forma local o sistémica
en las plantas y regulan una serie de procesos como el desarrollo floral, la maduracion del
polen o la senescencia (Jung et al., 2007). Entre los jasmonatos destaca el 4&cido jasmonico
y su derivado mas activo, el jasmonato de metilo, los cuales han sido propuestos como
componentes clave en la via de transduccion de sefiales implicadas en las reacciones de

defensa de las plantas, que conllevan respuestas como la induccion de la biosintesis de
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metabolitos secundarios y la expresion de proteinas PR como las POX o los inhibidores

de proteasas (Bricefo et al., 2012; Farmer y Ryan, 1992; Gundlach et al., 1992).

Inicialmente, el jasmonato de metilo fue descubierto a partir del aceite esencial de
jazmin en 1962. Durante la década de 1980, se evidencid la amplia distribucion de esta
molécula senal por todo el reino vegetal, asi como su papel como inhibidor del
crecimiento y promotor de la senescencia (Schaller et al., 2004). La biosintesis de los
jasmonatos en plantas tiene su origen a partir de la ruta de los octadecanoides, la cual
tiene lugar entre los cloroplastos, los peroxisomas y el citoplasma (Figura 14). Cuando
un estimulo activa las fosfolipasas, éstas liberan el 4cido a-linolénico, presente en las
membranas lipidicas de los cloroplastos. Este acido a-linolénico es oxigenado por una
LOX para formar el acido 13-hidroxi-peroxilinolénico (13-HPOT), que después es
convertido en acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA) por la enzima aleno 6xido sintasa
(AOS) y la aleno o6xido ciclasa (AOC) (Schaller y Stintzi, 2009). Se cree que el OPDA es
transportado a los peroxisomas donde tiene lugar una reduccion llevada a cabo por la
OPDA reductasa, seguido de tres pasos de f-oxidacion para sintetizar el acido jasmonico.
Finalmente, el acido jasmoénico puede ser metilado y transformado en jasmonato de
metilo mediante la accion de la acido jasmoénico carboxil metiltransferasa (JMT), que es

una enzima localizada en el citoplasma (Cheong y Choi, 2003).
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Figura 14. Ruta biosintética de los jasmonatos. Intermediarios de la ruta: 13-HPOT, acido 13-

hidroxi-peroxilinolénico; Aleno 6xido, acido 12,13-epoxi-9,11,15-octadecatrienoico; OPDA,

acido 12-oxo-fitodienoico; OPC 8:0, acido 3-oxo-2(2’-pentenil)-ciclopentano-1-octanoico.
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Enzimas en color azul: FLA1, fosfolipasa Al; LOX, lipooxigenasa; AOS, aleno 6xido sintasa;
AOC, aleno 6xido ciclasa; JMT, acido jasmonico carboxil metiltransferasa. Adaptado de Cheong

y Choi (2003) y Schaller et al. (2004).

La naturaleza volatil del jasmonato de metilo hace posible su papel como molécula
sefal en las respuestas vegetales, las interacciones planta-herbivoro y las interacciones
entre diferentes plantas (Cheong y Choi, 2003). Entre las respuestas que desencadena el
jasmonato de metilo destacan la sobreexpresion de genes relacionados con la defensa, el
estrés oxidativo, la modificacion de la pared celular y la senescencia (Jung et al., 2007).
Por otro lado, esta molécula sefial tiene un efecto inhibidor de la expresion de genes
implicados en la sintesis de clorofila y la fotosintesis (Tsuchiya et al., 1999). Ademas,
cabe destacar el papel del jasmonato de metilo sobre determinadas fitohormonas, como
es el caso de su efecto antagonista contra las respuestas producidas por el 4cido abscisico
(Jung et al., 2007) o su efecto sinérgico junto al etileno sobre las respuestas de defensa

(Xu et al., 1994).

Por todo ello, el jasmonato de metilo ha sido ampliamente utilizado como elicitor
con el fin de incrementar la biosintesis de metabolitos secundarios. En cultivos celulares,
el jasmonato de metilo se ha empleado como inductor de la biosintesis de centellosidos
(Bonfill et al., 2011), ginsendsidos (Ali et al., 2006), alcaloides como la ajmalicina (Lee-
Parsons et al., 2004) y proteinas PR (Sabater-Jara et al., 2011). Cabe destacar que el
jasmonato de metilo ha sido ampliamente utilizado en combinacion con otros elicitores,
particularmente ciclodextrinas, incrementando la biosintesis de compuestos bioactivos en
suspensiones celulares vegetales (Belchi-Navarro etal., 2012, 2011), observandose
incluso un efecto sinérgico en la produccion de frans-resveratrol (Lijavetzky et al., 2008),
antraquinonas (Perassolo et al., 2016), alcaloides indolicos (Almagro et al., 2014) o
taxanos (Sabater-Jara et al., 2014b) derivado del uso conjunto de ambos elicitores.
Ademas, el jasmonato de metilo también ha sido utilizado como inductor de la biosintesis

de glucosinolatos inddlicos en plantas de A. thaliana (Wiesner et al., 2014).

5.2.3. Elicitacion de suspensiones celulares con coronatina

La coronatina es una toxina producida por la bacteria fitopatdgena Pseudomonas
syringae, que acta como un analogo funcional y estructural de un derivado del acido

jasmoénico producido por la conjugacion de éste y el aminoacido isoleucina (Fonseca
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et al., 2009). De hecho, la coronatina es aproximadamente 1.000 veces mas activa que el
conjugado entre el acido jasmonico y la isoleucina /7 vitro (Katsir et al., 2008). Esto
puede ser debido a que la coronatina presenta una estructura fija que imita la
configuracion en ¢/s del acido jasmonico unido al aminoacido [(+)-7-/S0-JA-L-Ile],
mientras que éste puede encontrarse en posicion #rans en condiciones fisiologicas,
produciendo un conjugado con la isoleucina que resulta ser inactivo [(-)-JA-L-Ile]

(Nakamura et al., 2014) (Figura 15).

Diversos estudios han demostrado que la coronatina actua sobre las plantas
mediante la activacion de la ruta de sefalizacion mediada por el acido jasmonico,
inhibiendo la elongacion radicular, produciendo hipertrofia y clorosis, provocando la
emision de etileno e induciendo la acumulacion de metabolitos secundarios y proteinas

como los inhibidores de proteasas (Onrubia et al., 2013).

o)
A T N—
3
HO 0
(-)-JA
B 0 0

Coronatina (-)-JA-L-Ile  (+)-7-i50-JA-L-Ile

Figura 15. A. Epimeros del 4cido jasmonico: forma activa en ¢/8 [(+)-7-/50-JA] y forma inactiva
en trans [(-)-JA]. B. Estructura quimica de la coronatina y los conjugados entre las diferentes

formas del acido jasmoénico y la L-isoleucina. Adaptado de Fonseca et al. (2009).

Weiler et al. (1994) fueron los primeros autores que utilizaron la coronatina como
elicitor y observaron un incremento en la acumulacion de metabolitos secundarios
relacionados con la defensa en varios cultivos celulares vegetales. Aunque la coronatina

ha sido menos utilizada como elicitor que el jasmonato de metilo, se ha demostrado que
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determinados cultivos celulares vegetales tratados con coronatina producen mas
metabolitos secundarios que cuando son tratados con jasmonato de metilo, incluso a
mayor concentracion de elicitor y bajo las mismas condiciones de cultivo (Ramirez-

Estrada et al., 2016).

La coronatina ha sido capaz de incrementar la produccion de metabolitos
secundarios como el taxol (Onrubia et al., 2013) o los fitoesteroles y ciertos compuestos
fendlicos (Kim et al., 2017) en diferentes cultivos celulares vegetales. Ademas, también
se ha observado un efecto sinérgico derivado del uso de la coronatina en combinacion
con las ciclodextrinas incrementando la biosintesis de frans-resveratrol (Almagro et al.,
2015) y taxol (Ramirez-Estrada et al., 2015) en cultivos celulares de vid (Vitis vinifera
L.) y tejo (7axus x media Rehder), respectivamente. En otros estudios, la coronatina
también ha sido utilizada con el fin de aliviar los sintomas producidos por determinados
estreses abiodticos como la sequia o la salinidad, incrementando el metabolismo
antioxidante en diferentes plantas como el algodon (Gossypium hirsutum L.) (Xie et al.,
2008), el arroz (Oryza sativa L.) (Ai et al., 2008) o la coliflor (Wu et al., 2012).

5.2.1. Elicitacion de suspensiones celulares con cloruro sodico

La induccion de estrés fisioldgico en cultivos celulares vegetales es una estrategia
a tener en cuenta cuando se trata de incrementar la biosintesis de metabolitos secundarios
(Matkowski, 2008; Taticek et al., 1991). Entre los efectos provocados por el estrés salino
en las plantas destaca el aumento de la actividad de las enzimas del metabolismo
antioxidante (Ahmad et al., 2010). En este sentido, se ha demostrado que el estrés salino
provocado por el tratamiento con cloruro soédico es capaz de incrementar la biosintesis de
alcaloides en diferentes cultivos celulares vegetales (Anitha y Ranjitha Kumari, 2006;
Bhat et al., 2008). Aunque el brocoli es conocido por ser moderadamente tolerante al
estrés salino, se ha demostrado que el tratamiento con cloruro sddico induce un
incremento en los niveles de glucosinolatos, tanto en plantas de brocoli como en otras

brasicaceas (Lopez-Berenguer et al., 2008; Martinez-Ballesta et al., 2013).
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El objetivo principal de este trabajo de investigaciéon fue la utilizacion de

suspensiones celulares de brocoli elicitadas para producir compuestos bioactivos, asi

como analizar el efecto que desencadenan los elicitores sobre las células de brocoli. Para

ello, se plantearon los siguientes objetivos concretos:

1.

Estudiar la biosintesis y regulacion de los glucosinolatos, asi como su
implicacion en los mecanismos de defensa vegetal.

Describir las diferentes estrategias biotecnoldgicas llevadas a cabo para
incrementar la produccion de glucosinolatos en cultivos vegetales /17 Vitro.
Establecer las suspensiones celulares de brocoli y caracterizar su
crecimiento.

Caracterizar la produccion de glucosinolatos en suspensiones celulares de
brocoli bajo diferentes condiciones de elicitacion.

Analizar los niveles de expresion de los genes que codifican las enzimas
implicadas en la ruta de biosintesis de los glucosinolatos en suspensiones
celulares de brocoli elicitadas.

Estudiar el efecto de diferentes condiciones de cultivo sobre la produccion
de glucosinolatos en suspensiones celulares de brécoli elicitadas.

Evaluar la produccion de compuestos fenolicos y la actividad de las
enzimas implicadas en su metabolismo en suspensiones celulares de
brocoli elicitadas.

Analizar el efecto de los elicitores sobre el estado oxidativo de las células
de brocoli mediante medidas de actividad de las enzimas implicadas en el
metabolismo antioxidante, el contenido en glutation y los niveles de
peroxidacion de lipidos.

Identificar proteinas relacionadas con la defensa vegetal en las

suspensiones celulares de brocoli elicitadas.
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PUBLICACIONES

En base a los antecedentes descritos y los objetivos propuestos en este trabajo de

investigacion, se han publicado un total de tres articulos en revistas cientificas indexadas

en bases de datos internacionales de reconocido prestigio:

1.

P. J. Sanchez-Pujante, M. Borja-Martinez, M. A. Pedrefio y L.
Almagro (2017). “Biosynthesis and bioactivity of glucosinolates and

their production in plant /n vitro cultures”. Planta, 246(1), 19-32.

En este articulo se llevaron a cabo los dos primeros objetivos propuestos.
Debido a la importancia que presentan los glucosinolatos como
compuestos bioactivos del brocoli, se realizd una profunda busqueda
bibliografica sobre su biosintesis, su regulacion y sus funciones en las
plantas. Ademads, se describieron los diferentes sistemas de produccion de
estos compuestos basados en el uso de diferentes estrategias
biotecnologicas, como son las técnicas de cultivo /77 Vitro de plantas.

Contribucion del doctorando: redaccion y revision critica del

manuscrito; conceptualizacion y preparacion de las figuras y tablas.

P. J. Sanchez-Pujante, A. B. Sabater-Jara, S. Belchi-Navarro, M. A.

Pedrenoy L. Almagro (2018). “Increased glucosinolate production in

Brassica oleracea var. italica cell cultures due to coronatine activated
genes involved in glucosinolate biosynthesis”. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 67(1), 102-111.

Debido a las multiples ventajas derivadas del uso de las suspensiones
celulares vegetales, se utilizd este sistema para producir compuestos
bioactivos de brocoli. En este sentido, se han logrado establecer
suspensiones celulares de brocoli y mantener su crecimiento de forma
prolongada. En primer lugar, se utiliz6 la elicitacion como técnica para
incrementar la produccion de glucosinolatos en las suspensiones celulares
de brécoli. Una vez establecido cual fue el elicitor que increment6 en
mayor medida estos compuestos, se analizaron los niveles de expresion de
los genes que codifican las enzimas implicadas en la ruta de biosintesis de
los glucosinolatos en las suspensiones celulares de brocoli elicitadas.

Finalmente, se realizaron experimientos de elicitacion modificando
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diferentes condiciones de cultivo, con el fin de determinar cuales fueron
las condiciones Optimas de produccion de glucosinolatos en las
suspensiones celulares de brocoli.

Contribucion del doctorando: realizacion de los experimentos
necesarios para el desarrollo del trabajo; extraccion y andlisis de los
compuestos bioactivos; andlisis de la expresion génica; elaboracion de las

figuras y tablas; redaccion y revision critica del manuscrito.

P. J. Sanchez-Pujante, M. Gionfriddo, A. B. Sabater-Jara, L.
Almagro, M. A. Pedrefio y P. Diaz-Vivancos (2020). “Enhanced
bioactive compound production in broccoli cells due to coronatine and

methyl jasmonate is linked to antioxidative metabolism”. Journal of
Plant Physiology, 248, 153136.

En primer lugar, por la importancia de los compuestos fendlicos en
brocoli, se evalud la produccion de estos metabolitos y se midi6d la
actividad de las enzimas implicadas en su metabolismo en las suspensiones
celulares de brocoli elicitadas. Una vez establecidas las condiciones de
elicitacion, se analizo el efecto de los elicitores sobre el nivel de estrés
oxidativo causado en las suspensiones celulares de brocoli. Para ello, se
midi6 la actividad de las enzimas implicadas en el metabolismo
antioxidante, asi como el contenido en glutation y los niveles de la
peroxidacion de lipidos en las suspensiones celulares de brocoli elicitadas.
Finalmente, se identificaron aquellas proteinas de las células de brécoli
que se expresaban diferencialmente bajo condiciones de elicitacion.
Contribucion del doctorando: realizacion de los experimentos
necesarios para el desarrollo del trabajo; extraccion y andlisis de
compuestos bioactivos y proteinas; realizacion de las medidas de la
actividad antioxidante; elaboracion de las figuras y tablas; redaccion y

revision critica del manuscrito.
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1. Biosynthesis and bioactivity of glucosinolates and their production in
plant /n vitrocultures

Pedro Joaquin Sanchez Pujante, Maria Borja Martinez, Maria Angeles Pedrefio y Lorena

Almagro

Departamento de Biologia Vegetal, Facultad de Biologia, Universidad de Murcia,
Campus de Espinardo, 30100 Murcia, Espafia

Revista: Planta
Publicado: 10-05-2017
DOI: 10.1007/s00425-017-2705-9

Abstract: Glucosinolates are a class of secondary metabolites found mainly in
Brassicaceae, which contain nitrogen and sulfur in their structures. Glucosinolates are
divided into three groups depending on the amino acid from which they are
biosynthesized. Aliphatic glucosinolates are generally derived from leucine, valine,
methionine, isoleucine and alanine while indole and aromatic glucosinolates are derived
from tryptophan and phenylalanine or tyrosine, respectively. These compounds are
hydrolyzed by the enzyme myrosinase when plants are stressed by biotic and abiotic
factors, obtaining different degradation products. Glucosinolates and their hydrolysis
products play an important role in plant defense responses against different types of
stresses. In addition, these compounds have beneficial effect on human health because
they are strong antioxidants and they have potent cardiovascular, antidiabetic,
antimicrobial and antitumoral activities. Due to all the properties described above, the
demand for glucosinolates and their hydrolysis products has enormously increased, and
therefore, new strategies that allow the production of these compounds to be improved
are needed. The use of plant /17 vitro cultures is emerging as a biotechnological strategy
to obtain glucosinolates and their derivatives. This work is focused on the biosynthesis of
glucosinolates and the bioactivity of these compounds in plants. In addition, a detailed
study on the strategies used to increase the production of several glucosinolates, in
particular those synthesized in Brassicaceae, using /77 Vitro plant cultures has been made.
Special attention has been paid for increasing the production of glucosinolates and their

derivatives using metabolic engineering.

https://link.springer.com/article/10.1007/s00425-017-2705-9
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2. Increased glucosinolate production in Brassica oleracea var. italica
cell cultures due to coronatine activated genes involved in
glucosinolate biosynthesis

Pedro Joaquin Sanchez Pujante, Ana Belén Sabater Jara, Sarai Belchi Navarro, Maria

Angeles Pedrefio y Lorena Almagro

Departamento de Biologia Vegetal, Facultad de Biologia, Universidad de Murcia,

Campus de Espinardo, 30100 Murcia, Espafia
Revista: Journal of Agricultural and Food Chemistry
Publicado: 19-12-2018

DOI: 10.1021/acs.jafc.8b04298

Abstract: In this work, the effect of different elicitors and culture conditions on the
production of glucosinolates in broccoli cell cultures was studied. The results showed that
0.5 uM coronatine was the best elicitor for increasing glucosinolate production (205-fold
increase over untreated cells after 72 h of treatment). Furthermore, the expression levels
of some genes related to the biosynthetic pathway of glucosinolates as well as three Myb
transcription factors also have been studied. The highest glucosinolate levels found in
coronatine-treated cells were closely correlated with the highest gene expression levels
of Cyp7962, Cyp83b1, Stba, Myb51, and Myb122 after 6 h of treatment. The data shown
in this study provide new insight into the key metabolic steps involved in the biosynthesis
of glucosinolates, which will be of use for future applications of metabolic engineering

techniques in broccoli.

https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.jafc.8b04298
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3. Enhanced bioactive compound production in broccoli cells due to
coronatine and methyl jasmonate is linked to antioxidative
metabolism

Pedro Joaquin Sanchez Pujante!, Matteo Gionfriddo®, Ana Belén Sabater Jara!, Lorena

Almagro', Maria Angeles Pedrefio! y Pedro Diaz Vivancos!

"Departamento de Biologia Vegetal, Facultad de Biologia, Universidad de Murcia,
Campus de Espinardo, 30100 Murcia, Espafia

’Department of Medicine, Unit of Food Science and Human Nutrition, Campus Bio-

Medico University of Rome, via Alvaro del Portillo 21, 00128, Rome, Italy
Revista: Journal of Plant Physiology

Publicado: 22-02-2020

DOI: 10.1016/j.jplph.2020.153136

Abstract: Elicited broccoli suspension-cultured cells (SCC) provide a useful system for
obtaining bioactive compounds, including glucosinolates (GS) and phenolic compounds
(PCs). In this work, coronatine (Cor) and methyl jasmonate (MJ) were used to increase
the bioactive compound production in broccoli SCC. Although the use of Cor and MJ in
secondary metabolite production has already been described, information concerning how
elicitors affect cell metabolism is scarce. It has been suggested that Cor and MJ trigger
defence reactions affecting the antioxidative metabolism. In the current study, the
concentration of 0.5 uM Cor was the most effective treatment for increasing both the total
antioxidant capacity (measured as ferulic acid equivalents) and glucosinolate content in
broccoli SCC. The elicited broccoli SCC also showed higher polyphenol oxidase activity
than the control cells. Elicitation altered the antioxidative metabolism of broccoli SCC,
which displayed biochemical changes in antioxidant enzymes, a decrease in the
glutathione redox state and an increase in lipid peroxidation levels. Furthermore, we
studied the effect of elicitation on the protein profile and observed an induction of
defence-related proteins. All of these findings suggest that elicitation not only increases
bioactive compound production, but it also leads to mild oxidative stress in broccoli SCC

that could be an important factor triggering the production of these compounds.

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0176161720300249
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ANEXO: RESULTADOSNO PUBLICADOS

1. Estudio del efecto de la adicion de precursores biosintéticos sobre la
produccion de glucosinolatos

La adicion de precursores supone una estrategia muy comun que tiene como fin
incrementar la produccion de un metabolito de interés. Este método estd basado en la
teoria de que cualquier compuesto que forme parte de una ruta biosintética supone una
buena oportunidad para inducir la acumulacién del producto final de dicha ruta (Yue
etal., 2016). En diversos estudios se ha utilizado la adicion, tanto de precursores
aminoacidicos como de otros intermediarios de la ruta, con el fin de incrementar la
biosintesis de glucosinolatos (Gijzen et al., 1994; Songsak y Lockwood, 2004; Wielanek
y Urbanek, 1999). Ademads, puede resultar ventajosa la omision de ciertas rutas
metabolicas para redirigir la utilizacion de estos precursores hacia la ruta biosintética
deseada (Matkowski, 2008). En este sentido, se ha observado que la inhibiciéon de la
enzima PAL combinada con la adicion de precursores aminoacidicos, resultdo en la
redireccion de estos aminodcidos hacia la produccion del glucosinolato aromatico
glucotropaeolina en cultivos de raices pilosas de 7ropaeolum majus L. (Tropaeolaceae)
(Wielanek y Urbanek, 2006).

1.1. Efecto de la adicion de hidrolizado de caseina sobre la
produccion de glucosinolatos en suspensiones celulares de bracoli
elicitadas

El hidrolizado de caseina es una mezcla de aminoacidos y péptidos producida
mediante hidrolisis acida o enzimatica de la caseina (Kumar et al., 2018). Debido a que
los glucosinolatos se biosintetizan a partir de aminoacidos (Halkier y Gershenzon, 2006),
resulta interesante comprobar si las modificaciones en la concentracion de hidrolizado de
caseina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) en el medio de cultivo induce un incremento en
la acumulacion de glucosinolatos en las suspensiones celulares de brocoli. Para ello, se
realizd6 un experimento de elicitacion bajo condiciones de produccién Optimas en
suspensiones celulares de brocoli de 100 g/L de densidad celular en las que se anadi6 0,5
uM de coronatina y diferentes concentraciones de hidrolizado de caseina (100, 250, 500,

750 mg/L y 1 g/L) en el medio de cultivo durante 72 horas (Figura 1).
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Los resultados mostraron que la produccion de glucosinolatos se vio afectada por
el tratamiento de elicitacion con coronatina y por la cantidad de hidrolizado de caseina
anadida en el medio de cultivo de las suspensiones celulares de brécoli. Sin embargo, la
produccion de glucosinolatos resultd inversamente proporcional a la concentracion de
hidrolizado de caseina en el medio de cultivo, siendo mas elevada en presencia de
concentraciones bajas (100 mg/L) de hidrolizado de caseina y no mostrando diferencias
significativas con respecto a la adicion de 250 mg/L de hidrolizado de caseina, la cual es
la concentracion utilizada de forma habitual para crecer las suspensiones celulares de
brocoli. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Rubin et al. (2018), quienes
observaron una disminucién de los niveles de gluconasturtina y glucotropaeolina en
plantas /n vitro de MNasturtium officinale W.T. Aiton (Brassicaceae) conforme se
incrementaba la concentracion de hidrolizado de caseina en el medio de cultivo (desde
0,5 hasta 2 g/L). Estos resultados sugieren que concentraciones bajas de hidrolizado de
caseina, y por tanto de aminoacidos, en el medio de cultivo son suficientes para

incrementar la produccion de glucosinolatos.
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Figura 1. Produccion de glucosinolatos totales expresada en mg/g de peso seco (PS) en
suspensiones celulares de brocoli cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de
hidrolizado de caseina (HC) y elicitadas con coronatina (Cor) durante 72 horas. Los valores

representan la media y la desviacion estandar de tres réplicas bioldgicas independientes.
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Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas en cada tratamiento, seglin el
test de Tukey para p<0,05. Los valores F del test ANOVA de dos colas son significativos al nivel
de probabilidad del 99,9 % (***), 99 % (**) 0 95 % (*).

Por otro lado, paralelamente al experimento de elicitacion, se realizd la medida de
la viabilidad celular con el fin de determinar si existe un posible efecto perjudicial debido
al exceso de aminodacidos en el medio de cultivo (Figura 2). Mientras que el tratamiento
con coronatina no provocd un efecto significativo en la viabilidad celular, la adicion de
hidrolizado de caseina si tuvo un efecto significativo en la viabilidad de las suspensiones
celulares de brocoli. De hecho, se observo una disminucion de la viabilidad celular
relacionada con el aumento en la concentracion de hidrolizado de caseina, alcanzando un
minimo del 60 % de viabilidad en las suspensiones celulares de brocoli cultivadas en un
medio que contenia 1 g/L de hidrolizado de caseina. Este incremento en la muerte celular
podria estar asociado a un efecto toxico provocado por la alta concentracion de
aminoacidos en el medio de cultivo de las suspensiones celulares de brocoli. La posible
toxicidad de los precursores es un factor a tener en cuenta cuando se trata de incrementar
la produccion de metabolitos secundarios, ya que, a ciertos niveles, los precursores
pueden disminuir el crecimiento de las células vegetales o incluso inhibir el metabolismo

secundario por un mecanismo de feedback (Yue et al., 2016).
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Figura 2. Viabilidad celular en suspensiones celulares de brocoli cultivadas en presencia de
diferentes concentraciones de hidrolizado de caseina (HC) y elicitadas con coronatina (Cor) a las
48 horas de tratamiento. La viabilidad celular fue medida utilizando ioduro de propidio y diacetato
de fluoresceina como marcadores en un microscopio optico equipado con filtros de fluorescencia
(Duncan y Widholm, 1990). Los valores representan la media y la desviacion estandar de tres
réplicas bioldgicas independientes. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas en cada tratamiento, segun el test de Tukey para p<0,05. Los valores F del test
ANOVA de dos colas son significativos al nivel de probabilidad del 99,9 % (***), 99 % (**) o
95 % (*).

1.2.Efecto de la adicion de triptofano sobre la produccion de
glucosinolatos en suspensiones celulares de brocoli elicitadas

El triptéfano es el precursor de la biosintesis de los glucosinolatos inddlicos y
cualquier alteracion en el metabolismo de este aminoacido puede resultar clave en la
biosintesis de estos metabolitos secundarios (Chavadej et al., 1994). Debido a la elevada
acumulacion de glucosinolatos indolicos provocada por la presencia de coronatina en las
suspensiones celulares de brocoli, se realizd un experimento de elicitacion en el que se
afiadid triptofano (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) a diferentes concentraciones: 100,
200 y 500 mg/L. Este experimento de elicitacion se realizo bajo las condiciones 6ptimas
de produccion de glucosinolatos, utilizando suspensiones celulares de brocoli de 100 g/L

de densidad celular en las que se afiadi6 0,5 uM de coronatina durante 72 horas.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 3, donde se puede
observar que la produccion de glucosinolatos en las suspensiones celulares de brocoli fue
afectada por el tratamiento con coronatina y por la adicion de triptéfano. El tratamiento
que indujo una mayor acumulaciéon de glucosinolatos con respecto al control fue la
combinacion de la coronatina con triptéfano a una concentracion de 200 mg/L, aunque
no se observaron diferencias significativas con respecto al tratamiento de coronatina y
100 mg/L de triptéfano. También se observd una tendencia similar en las suspensiones
celulares de brécoli sin el tratamiento con coronatina, alcanzando un maximo en la
produccion de glucosinolatos en presencia de 200 mg/L de triptéfano, aunque no
existieron diferencias estadisticamente significativas con el resto de tratamientos control
sin elicitor. Estos resultados fueron similares con los observados por Songsak y

Lockwood (2004), quienes determinaron que un aumento en la concentracion de
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triptoéfano en el medio de cultivo de callos y suspensiones celulares de . montanum Wall.
provoco un incremento en la acumulacion de indolacetonitrilo, que es un producto de
hidrdlisis de los glucosinolatos inddlicos, alcanzando los niveles maximos en presencia

de 200 mg/L de triptofano.
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Figura 3. Produccion de glucosinolatos totales expresada en mg/g de peso seco (PS) en
suspensiones celulares de brocoli cultivadas en presencia de diferentes concentraciones de
triptofano (Trp) y elicitadas con coronatina (Cor) durante 72 horas. Los valores representan la
mediay la desviacion estdndar de tres réplicas bioldgicas independientes. Diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas en cada tratamiento, segin el test de Tukey para
p<0,05. Los valores F del test ANOVA de dos colas son significativos al nivel de probabilidad
del 99,9 % (***), 99 % (**) 0 95 % (*).

Los resultados obtenidos de la medida de la viabilidad celular en las suspensiones
celulares de brocoli tratadas con coronatina y triptéfano se muestran en la Figura 4. La
coronatina no tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la viabilidad, mientras
que el triptofano si afectdé de forma significativa a la viabilidad de las suspensiones
celulares de brocoli. Sin embargo, cabe destacar que la combinacion de ambos factores
no tuvo un efecto significativo sobre la viabilidad celular y no se observaron diferencias
estadisticas entre todos los tratamientos segun el test de Tukey. Estos resultados sugieren

que las concentraciones utilizadas de triptofano no inducen la muerte celular, por lo que

71



Resultados no publicados

podria resultar ventajosa la utilizacion de este precursor para incrementar la produccion

de glucosinolatos en las suspensiones celulares de brocoli.
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Figura 4. Viabilidad celular en suspensiones celulares de brocoli cultivadas en presencia de

diferentes concentraciones de triptofano (Trp) y elicitadas con coronatina (Cor) a las 48 horas de

tratamiento. La viabilidad celular fue medida utilizando ioduro de propidio y diacetato de

fluoresceina como marcadores en un microscopio optico equipado con filtros de fluorescencia

(Duncan y Widholm, 1990). Los valores representan la media y la desviacion estandar de tres

réplicas bioldgicas independientes. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas en cada tratamiento, segun el test de Tukey para p<0,05. Los valores F del test

ANOVA de dos colas son significativos al nivel de probabilidad del 99,9 % (***), 99 % (**) o

95 % (*).
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A continuacion, se detallan las conclusiones obtenidas de este trabajo de

investigacion:

Debido a la actividad biologica de los glucosinolatos, resulta interesante
desarrollar alternativas biotecnologicas al cultivo convencional para su
obtencion, mediante el uso de técnicas de cultivo /17 vitro de células y
tejidos vegetales. Ademas, la produccion de estos compuestos bioactivos
puede ser incrementada mediante estrategias como la optimizacion de las
condiciones de cultivo, la elicitacion, la adicion de precursores, la
ingenieria metabdlica o la transformacion genética.

La elicitacion de suspensiones celulares de brocoli supone un sistema
biotecnoldgico de produccion de glucosinolatos alternativo a la extraccion
tradicional realizada a partir de materia prima vegetal. De entre los
elicitores utilizados, la coronatina indujo un mayor incremento en la
biosintesis de los glucosinolatos, alcanzdndose la produccion maxima en
presencia de este elicitor a una concentracion de 0,5 uM a las 72 horas de
tratamiento.

La coronatina incremento los niveles de expresion de genes implicados en
la biosintesis y la regulacion de los glucosinolatos en las suspensiones
celulares de brocoli.

La concentracién de sacarosa, junto con la composicion nutricional del
medio de cultivo y la densidad celular utilizada suponen factores que
limitan la produccion de glucosinolatos en las suspensiones celulares de
brocoli. Los mayores niveles de produccion de estos compuestos fueron
alcanzados con el tratamiento con 0,5 uM de coronatina, utilizando una
densidad celular de 100 g/L en un medio de cultivo que contenia 30 g/L
de sacarosa y una mezcla de sales minerales basales de Murashige y
Skoog.

Tanto la coronatina como el jasmonato de metilo incrementaron la
produccion de compuestos bioactivos, en particular los compuestos
fendlicos y los glucosinolatos indolicos, en las suspensiones celulares de
brocoli. Al igual que en el caso de los glucosinolatos, las concentraciones

mas bajas de elicitores indujeron un mayor incremento en la produccion
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de compuestos fenolicos. Ademads, el tratamiento con coronatina y
jasmonato de metilo alterd significativamente las actividades enzimaticas
de PAL y PPO, que son enzimas clave en el metabolismo de los
compuestos fendlicos.

El incremento en la produccion de compuestos bioactivos provocado por
el tratamiento con elicitores se correlaciond con alteraciones en las
actividades enzimaticas implicadas en el metabolismo antioxidante y en el
estado redox del glutation. Estos resultados, combinados con un
incremento en la peroxidacion de lipidos, sugirieron que la elicitacion con
coronatina y jasmonato de metilo conduce al establecimiento de un estrés
oxidativo moderado en las suspensiones celulares de brocoli.

El estrés oxidativo indujo la sintesis de una serie de polipéptidos
relacionados con la defensa vegetal en las suspensiones celulares de
brocoli.

La disminucion de GSH, asociada con el incremento en los niveles de
glucosinolatos y la induccion de la proteina glutamina amidotransferasa,
apoyan la hipotesis de que el GSH estd directamente implicado en la
biosintesis de los glucosinolatos.

La adicién de triptofano, precursor de la ruta de biosintesis de los
glucosinolatos indolicos, provoco un incremento de la produccion de estos
compuestos en las suspensiones celulares de brdocoli cuando este
aminoacido se adicion6 al medio de cultivo a una concentraciéon de 200

mg/L.
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