Universidad de Chile
Doctorado en Nutricion y Alimentos

Incremento de la sintesis de compuestos fendlicos en
lechugas (Lactuca sativa L.) tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso
en respuesta a estrés abidtico controlado y su mantencion

en postcosecha

Tesis presentada como parte de los requisitos para optar al Grado de
Doctor en Nutricion y Alimentos

Programa Conjunto
Facultad de Ciencias Agrondmicas, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Facultad de Medicina, Facultad de Ciencias veterinarias y Pecuarias e Instituto de
Nutricidn y Tecnologia de Alimentos

Por
Monica Paola Flores Ramirez

Director de Tesis:
Profesor Doctor Victor Hugo Escalona Contreras

SANTIAGO, 2024



indice

ADFEVIATUIAS «.eurenreieriireitireirteereirerserestesserassesserassessesassessssassessesassessssassassssassassssassasssnas 13
UNIdades de Medida....cccceireiieeeireiieceireirereireseereereseesesressesssreseesssrossessssossessssessessssossosans 16
R 1 o Yo [ ol ol Yo 17

1.1.- Tendencias en la alimentacidn: compuestos funcionales y efectos en la salud humana. 17

1.2.- Lechuga (Lactuca SAtiVa L.).....cceuueiiieeenciiieceiiiiececcireneneesrenesssrenesesssensssssnenssssssennssssnennns 18
1.3.- Funcién de los compuestos funcionales en las plantas......c..cccceeecirieeecirieneccinrecencesnene. 20
1.3.1.- EStréS @biOtiCo . cceiuiieiiiieiiee ettt et ettt e s e e saee e 20
1.3.1.1.- Estrés luminico: Radiacion UV-Bi...........cooviiriiiiiiiieeiieenieeeite e e 20
1.3.1.2.- Estrés salino por cloruro de sodio (NaCl) .......cccccueeeiieiiiieceeecee e 25

1.4.- Compuestos antioxidantes y postcosecha .......cccccoiveeeiiiieieciiiiecccirreerecrreneee e reneee e e enens 28
TR 211 1 1o -4 ) - U 32

P O & [T+ Te] =1 L3RRt 39
O 0 1 o] 1] 1 |V 1Tt 39
3.1.- Objetivo eNeral..... ..ot renas e s sen e s s s n e e sasnsssesasnsssssanassssane 39
3.2.- Objetivos eSPECIfiCOS ...uuuiiiiruiiriiiuceritteeereiaeereennneeeeenaneseennsseeeennsssseennssssesnssnssennnnnnnens 39
LB |V =1 oo o] Lo ¥ - TSRS 40
4.1.- Material vegetal y condiciones de cultivo........ccc..corieeniiiieeniiiiiiccerreeccereceee e eenene e e eenens 40
4.2.- Montaje y disefio experimental ...........ccoiieniiiieiiiiiiiccereeeeee e reee e rena e e e s naneenenans 40
4.3.- Parametros de crecimiento de las plantas (MF, MS, % MS) .....ccccceeerreenierreennereeenneereennns 40
4.4.- Determinacion de compuestos fuNCIONAlES ......c.ceveeerieeiireniiieeiereeettenerreenerenserenserenseennns 40
4.4.1.- Extraccion de las fracciones fenOlicas.........coevvieeieiieniinieneceeee e 40
4.4.2.- Determinacion de la concentracidn de fenoles totales .........cccceeveenieniiiiiiieiieeneeen, 41
4.4.3.- Determinacion de la capacidad antioXidante ..........ceeeevieeeeciiei e e 41
4.4.3.1.- MELOAO dE FRAP ...ttt sttt et neennees 41
4.4.3.2.- MELOAO dE DPPH..ccueiiiiiiieeieeeetee ettt s s s 41

A.A4.4.- ANALISIS @STAUISTICO -.eeveieiiiiiiieeie ettt ettt st st 42

5.- Capitulo 1: Corte y radiacion UV-B como factores estresores.........cccceeereeecerenncrnnanens 43
5.1.- Determinacion de la dosis de UV-B a utilizar .........ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinciciinie, 43
5.1 L INEPOTUCCION ...ttt ettt et ae e et st st e bt e bt e sbeesaeesatesaeeebeans 43
5.1.2.- MELOAOIOZIA . ee ittt ettt e e e ettt e e e eette e e e e tbeeeeetbeeeeenraeeeetraeaeanes 43
5.1.2.1.- Material vegetal y condiciones de CUltiVO ........ccuueveeiiiiieeiiieie e 43



5.1.2.2- Montaje y disefio eXperimental ........cccueiiecieieeiiieie e e 44

5.1.2.3.- Parametro analitico de crecimiento de las plantas (% MS)........ccccevveevvieeeceeenneenns 45
5.1.2.4.- Determinacién de compuestos funcionales.........cccocveeeiriieeeinciee e 45
5.1.2.4.1.- Extraccion de las fracciones fendlicas ........cooceeveeriiniiiiiiieeeeeee e 45
5.1.2.4.2.- Determinacion de la concentracidn de fenoles totales.........cccoceereerieriiennenns 45
5.1.2.4.3.- Determinacion de la capacidad antioXidante........cccccevecieeiirciieenncieee e 45
5.1.2.4.3.1.- MEt0OdO de FRAP.....ccoittiee ettt e st e e s e e e s bee e s 45
5.1.2.4.3.2.- MEt0dO de DPPH....ccccciiieiiiiie ettt see e e aee e s ree e e s 45
5.1.2.5.- ANAlisis @STAISTICO ..eevutiriiriiiiietee ettt st 45
LT RS T (=T U1 =Yo [o 13 Vo 1Yol UL T Y o PR USN 45
5.1.3.1.- Parametro analitico de crecimiento de las plantas (% MS)........ccccevveevcieeeceeenneenns 46

5.1.3.2.- Determinacién de la concentracidon de compuestos fendlicos y capacidad

FE YA T0) <o =] 46
Lo S 0o Y o ol [V [0 T L= 50
R BT 2 1] o] o =4 | 1 - PSPPI 51

5.2.- Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de radiacion UV-B y la realizacion de cosechas
sucesivas en el rendimiento y concentracion de compuestos fendlicos de lechugas Lollo

Bionda cv. 'Levistro' y Lollo ROSSO CV. 'Carmoli’ .....ccceeeeriieeneremniiiencerennerencrennerenscernscernsnenennes 53
5.2.1.- INTrOTUCCION ...ttt st st et b e s reeseeesaneenreens 53
I A |V =Y oo o] [ -4 - TP PPPURN 54

5.2.2.1.- Material vegetal y condiciones de CUltiVO ........ccuuevieiiiiieeiiiiie e, 54
5.2.2.2.- Montaje de los ensayos y disefios experimentales..........ccooceeeeciieeieciieeccciiee e, 54
5.2.2.3.- Parametros analiticos del crecimiento de las plantas (MF, MS, % MS)................... 55
5.2.2.4.- Pardmetros de Color (L, C*, NUE) ..uiiicueeiiiiieie ettt ettt e 55
5.2.2.5.- Determinacién de la concentracion de compuestos funcionales ...........cccuee......... 57
5.2.2.5.1- Extraccién de las fracciones feNOliCas .......cceeveeieeniiiiiiiieeeeeeeeeee e 57
5.2.2.5.2.- Determinacién de la concentracién de fenoles totales.......c.ccceveereenieriiennienns 57
5.2.2.5.3.- Determinacion de la concentracién de flavonoides totales........cc.cccoceerieennnne 57
5.2.2.5.4.- Determinacion de la concentracién de antocianinas totales.......c..cc.cceecveenne 57
5.2.2.5.5.- Determinacion de la capacidad antioXidante........c.cccceecveeeeeciieececiiee e 58
5.2.2.5.5.1.- ME10d0 de FRAP........eeiictee ettt tee e e e et e s bae e eaaeeeanes 58
5.2.2.5.5.2.- MEtod0 de DPPH....c.ueiiiiiieeeeeteee e 58
5.2.2.6.- Determinacién de la concentracion de prolina.......cccceeeeeeieeeiccieee e, 58
5.2.2.7.- Andlisis de la anatomia celular foliar.........coceeveeiiiiienineeeeee e 59



5.2.2.7.1.- Determinacion de la densidad estomatica, densidad celular e indice

L1 (o] 4 g =1 i ol e F OO PT TP PP PPPTOPRRN 59
5.2.2.7.2.- Analisis histoldgico para la determinacién del espacio intercelular foliar ....... 59
5.2.2.8.- ANAliSis @STAISTICO ..eevueiriiriiiiieiie ettt 60
5.2.3.- ReSUItadOs Y iSCUSION ....ccccuiiiieiiiiiee ettt e et e et e e s e tee e e s e bae e e e eraneeseneneeeeans 60
5.2.3.1.- Efecto de las cosechas sucesivas en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso
(g T=T T o aT=T ) (o T ) PR 60
5.2.3.1.1.- Parametros analiticos del crecimiento de las plantas........c.cccceeevcvveeeecieeeens 60
5.2.3.1.2.- Pardmetros e COION ......couiiiiiiieiiente ettt st st s 60
5.2.3.1.3.- Concentracién de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
ANTIOXIOANTE. ..ttt ettt ettt e sb e sae e st e st et e b e beesbeesaeeeareereens 63

5.2.3.2.- Efecto de la radiaciéon UV-B y el tiempo de cosecha en lechugas tipo Lollo Bionda y

LOIO ROSSO (EXPEIIMENTO 2)..uiiiieiieiiieeciieeeieeeetteesteeete e e te e et e e sateestaeesabaestae e sseeebaeesnreeeanes 64
5.2.3.2.1.- Parametros analiticos del crecimiento de las plantas.......cccccocceevvciieeiicieenenns 64
5.2.3.2.2.- Pardmetros de COION ......couiiiiiiieeiieiteete ettt st 65
5.2.3.2.3.- Concentracién de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
ANTIOXIHANTE. ..ttt et sr e sttt st r e r e re e sae e saneeneens 67
5.2.3.2.4.- Concentracidn de prolina total.........ccooecieeeiiciiei e 71
5.2.3.2.5.- Densidad estomatica y celular y espacio intercelular ...........cccceeeeciieeeeciennens 73

5.2.4.- CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt sttt ettt e s bt e s at e st e st e e be e beesbeesbeesatesneeenseens 74
I T = 1] o] o= | - PSPPI 80

5.3.- Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de radiacion UV-B sobre el rendimiento y
concentracion de compuestos fenodlicos de lechugas Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo Rosso cv.

'Carmoli’' y su identificacion por cromatografia liquida.........cceueiiieeiiiiiinciiirccrrrecee s 84
5.3, 1 INTrOTUCCION ...ttt sttt st b e b e b e sreesaeesaneenneens 84
LI T |V =Y oo o] [ -4 - PRSI 84

5.3.2.1- Material vegetal y condiciones de CUltiVO.........cceoeeiciiiiiieee i, 84
5.3.2.2.- Montaje del ensayo y disefo experimental .........ccccoviieeeeeiicccciiieee e, 86
5.3.2.3.- Parametros de crecimiento de las plantas (MF, MS, % MS) .......ccccoevveeviieeeieeenneenns 86
5.3.2.4.- Pardmetros de Color (L, C*, NUE) ..uiiivueeiiiiiiee ettt e 86
5.3.2.5.-Determinacion de compuestos funCionales..........cceeecuveeeeiiieee e, 86
5.3.2.5.1- Extraccién de las fracciones fENOliCas .......ceeveeveeriiniiiiieeeeeeete e 86
5.3.2.5.2.- Determinacién de la concentracién de fenoles totales.......c.ccceveerieniieriienienns 86
5.3.2.5.3.- Determinacioén de la concentracién de flavonoides totales........ccccccoceerieennene 86
5.3.2.5.4.- Determinacién de la concentracién de antocianinas totales.......c..cc.ceecveennne 87



5.3.2.5.5.- Determinacion de la capacidad antioXidante........cccceeecvveeeeciieeeecieee e 87

5.3.2.5.5.1.- MEt0dO de FRAP.....ccoitieee ettt ettt e et e e s e e e s e e e s s 87
5.3.2.5.5.2.- MEt0dO de DPPH....ccccouiiiiiiiiiieeciee ettt e e e e s e s sree e s 87
5.3.2.6.- Cuantificacién e identificacion de compuestos fendlicos por UPLC........................ 87
5.3.2.7.- Cuantificacién e identificacidon de antocianinas en lechugas ‘Carmoli’ .................. 88
5.3.2.8.- Analisis @StadiStiCO . .cuueerreieiiieriie ettt 89
5.3.3.- ReSUtAdOS Y iSCUSION ...cciiiiiiiiiiiiiee ittt et e e s e e s sbte e e s satee e s sseeeeenans 89

5.3.3.1.- Rendimiento de lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso cultivadas con diferentes
Lo O Y e [N = Te [ Tei o T WU AV - TS 89

5.3.3.2.- Color de lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso cultivadas con diferentes dosis de
(7= (o 1= Toi oY T U AV - SR UUPRROt 89

5.3.3.3.- Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
antioxidante en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso cultivadas con diferentes dosis de
(= (o [ Toi o] L U AV - U PUUPROt 92

5.3.3.4.- Concentracion de acidos fendlicos y flavonoides determinada por UPLC en
lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso cultivadas con diferentes dosis de radiacién UV-B93

5.3.3.5.- Concentracion de antocianinas en lechugas tipo Lollo Rosso cultivadas con

diferentes dosis de radiaCion UV-B........ooeeieieccceeeeee e 99
5.3.4.- CONCIUSIONES . sasasnsnnasnsnnnnnnn 100
I BT = 11 o] Lo =d - | - TR 101

5.4.- Efecto del uso de estrategias de postcosecha que involucran bajas temperaturas en
combinacidn con una concentracion de gases con bajo O, y moderado CO;, en la
concentracion de compuestos fenolicos lechugas tipo Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo Rosso

cv. 'Carmoli' las cuales fueron tratadas con radiacion UV-B durante su cultivo.................... 104
L3R 0 B 11 o Yo [V ool To o H OO RSP TP PTUPRUPPR 104
RN V=Y oY o) [o =4 - TR U 105

5.4.2.1.- Material vegetal y condiciones de cultivo ..........cocccuviieieeiiiccccieee e, 105
5.4.2.2.- Minimo procesamiento €N freSCO .......cceivviiieiiiiiiii et 105
5.4.2.3.- Montaje y disefio eXperimental .......c.cccoecieeiiciei e 106
5.4.2.4.- Monitoreo concentracion de gases dentro de la bolsa.........ccccoeeeeciieieeciieecennee. 106
5.4.2.5.-Determinacion de compuestos funcionales.........cccccveeiecciieccciiee e, 106
5.4.2.5.1- Extraccién de las fracciones fendlicas........ccocueeverveeiienienicnicnceeeeeeeeen 106
5.4.2.5.2- Determinacién de la concentracidn de fenoles totales .......c.cccocceecieveenieenen. 106
5.4.2.5.3.- Determinacién de la concentracién de flavonoides totales..........ccccceeueeneee. 109
5.4.2.5.4.- Determinacién de la concentracién de antocianinas totales.........cccceevennee. 109



5.4.2.5.5.- Determinacion de la capacidad antioXidante........cccccceeevveeeeiciieeecccieeeecnenn, 109

5.4.2.5.5.1.- MEt0dO de FRAP......coteee ettt ettt e e s e s sbee e s e 109
5.4.2.5.5.2.- MEt0do de DPPH......ccuiiiiiiiiee ettt 109
5.4.2.6.- ANAlisis @STATISTICO ..eevvieriiiriiiiieieeeeee et 109
5.4.3- ReSUItadoS Y diSCUSION ....eeeiiiiiieeciiiieecciiee ettt ettt e e et e e et ae e e e saea e e e eataeeeennnaneean 109

5.4.3.1.- Concentracion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de lechugas a
cosecha y luego de tres dias de almacenamiento postcosecha........cccccvveveeeiiiiicciiieeeneennn, 109

5.4.3.2.- Efecto de la temperatura y atmosfera de almacenamiento en la concentracién de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de lechugas luego de tres dias de

almacenamiento POSTCOSECNA. . ..ccccuiiiiiiiiie e e e e e e e e e s saaeee s 112
R N e ] o Tol (V1] [0 o 1= USSR 113
RN = 11 o] o =d - | - PR 115

6.- Capitulo 2: Corte y salinidad por cloruro de sodio (NaCl) como factores estresores 117

6.1.- Determinacion de las concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) a utilizar en los

EXPEIIMENTOS ..euieiiieiiieiiieiieiteitaieenttessteseraserasersssssssesssasssnsssnsssnssesssasssasernsessssssssssssasssnssnns 117
6.1.0.- INTrOTUCCION ..ottt ettt s e e e st e e bt e e sab e e bt e e sabeesabeeesareesanes 117
Lo A |V =Y o Yo [o] [ -4 - PR 118

6.1.2.1.- Material vegetal y condiciones de CUltiVO ........c..ecoviiieiiiciiiee e, 118
6.1.2.2- Montaje y disefo eXperimental ........cccceeecuieeieciiiee e 118
6.1.2.3.- Parametros de crecimiento de las plantas (MF, MS, %MS)........ccccoevvvevieercreeennnen. 119
6.1.2.4.- Determinacién de compuestos funcionales.........ccccveeeiecieeeccciee e 119
6.1.2.4.1.- Extraccion de las fracciones fendlicas .......coceeeeieeneeniiiien e, 119
6.1.2.4.2.- Determinacién de la concentracién de fenoles totales.......c.cccoceeveeieeneennen. 119
6.1.2.4.3.- Determinacion de la capacidad antioXidante........c..ccceeecveeeeecciieeeecciieee e, 119
6.1.2.4.3.1.- MEt0d0 de FRAP.....ouiiiieieeeteeeete e 119
6.1.2.4.3.2.- MEtodo de DPPH....cuiiiiiieeeeee e 119
6.1.2.5.- ANAliSiS @STAISTICO ..erviiruiiiiiiiiee ettt 119
6.1.3.- ReSUITAadOS Y iSCUSION ....eeceeiiieeeiiiie ettt ettt e et e e e et e e e e ara e e e e ataee e e anaeeaas 119
6.1.3.1.- Masa fresca y seca de las plantas (MF, % MS)......ccccooueerieeecieesirie e 119
6.1.3.2.- Determinacion de compuestos funcionales.........cccccceeiiecieeieciiee e 123
6.1.4.- CONCIUSIONES ....uveeiiieiieiieett ettt ettt ettt ettt ettt b e s b e sae e st e et e e b e e nneesmeesane 126
6.1.5.- BIDIOZIafia ...uveeeeeieee et et e e et e e e b e e e e aaaaaan 127

6.2.- Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) y la
realizacidn de cosechas sucesivas sobre el rendimiento y concentraciéon de compuestos
fendlicos de lechugas Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo Rosso cv. 'Carmoli' .......ccccceeeininnennee 129

5



B.2.0.- INTFOTUCCION «.e s snnnsssnnnnnnn 129

Lo A |V, =Y e Yo [o] [ -4 - PR 130
6.2.2.1- Material vegetal y condiciones de CUltiVo.........cccceeveiieiiiiiiien i 130
6.2.2.2.- Montaje del ensayo y disefio experimental ..........ccccoveiiieiiee e, 130
6.2.2.3.- Pardmetros de crecimiento de las plantas (MF, MS, % MS) ........ccccccveeeeiiieeeennnen. 132
6.2.2.4.- Pardmetros de color (L, C¥, HUE) ..cccueieceie ettt e 132
6.2.2.5.-Determinacion de compuestos funcionales.........cccoecveeiieiier e 132

6.2.2.5.1- Extraccidn de las fracciones fendlicas........ccevveerieeriiieniiee i 132
6.2.2.5.2.- Determinacion de la concentracién de fenoles totales.........ccoceeveeieenneennen. 132
6.2.2.5.3.- Determinacion de la concentracién de flavonoides totales..........ccccceeueeneee. 132
6.2.2.5.4.- Determinacion de la concentracidn de antocianinas totales...........cc.c.cc....... 132
6.2.2.5.5.- Determinacion de la capacidad antioXidante........cccccceveiveeeriiieeeeiciiee e, 133
6.2.2.5.5.1.- MEt0dO de FRAP......cceeee ettt ettt e s e e s sbee e e 133
6.2.2.5.5.2.- MEt0d0 de DPPH....c.uiiiiiieeeeeeee e 133
6.2.2.6.- Determinacion de la concentracion de prolina........ccccceeecveeeecciec e, 133
6.2.2.7.- Analisis de la anatomia celular foliar........ccoereiriniiiniineee e, 133
6.2.2.7.1.- Determinacion de la densidad estomatica, densidad celular e indice
ESTOMATICO ...ttt ettt sttt e h e s ae e st st e bt b e b e naeas 133
6.2.2.7.2.- Analisis histoldgico para la determinacién del espacio intercelular foliar ..... 133
6.2.2.8.- ANAliSiS @STAISTICO ..eevveiriiiriiiriieie e 134

PR Tl s (eI U1 =Yoo 1 Vo 1Yol UE] e o PR 134
6.2.3.1.- Efecto del cloruro de sodio y el tiempo de cosecha en lechugas tipo Lollo Bionda y
LOIIO ROSSO ..ttt ettt ettt ettt ettt s be e st sttt e s bt e sb e e sae e sabesabeeabeebeenbeesbeesaeeenteenteans 134

6.2.3.1.1.- Parametros de crecimiento de las plantas ........ccccccuveeeicieeeccciie e, 134
6.2.3.1.2.- Pardmetros de COION .....eeiuiiiiiiieieeieestee ettt s 136
6.2.3.1.3.- Concentracidén de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
ANEIOXIANTE. ..ttt e s e e s e s b e e e ar e s re e e sar e sreeas 136
6.2.3.1.4.- Concentracidn de prolina total.........cceeeciieeieciiii e 140
6.2.3.1.5.- Densidad estomatica y celular y espacio intercelular .........cccceeeeeiveeeennnenn. 143

6.2.4.- CONCIUSIONES ettt et e st e e st e s b e s be e e sare e e be e e snreesareeesnneesanes 148

6.2.5.- BIDIOZIafia c..uveeeeiiiee e e e et e e e e e e aaaaaan 149

6.3.- Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) sobre el
rendimiento y concentracidon de compuestos fendlicos de lechugas Lollo Bionda cv. 'Levistro'y
Lollo Rosso cv. 'Carmoli y su identificacion por cromatografia liquida......cccccccceeeiiiinnnnnnnnnee. 153



6.3, 1. - INEFOTUCCION e sanasssnnnnnnn 153

LR T A |V, =Y Yo o] [ =4 - PRI 153
6.3.2.1- Material vegetal y condiciones de CUltiVo........cccceevviieiiiciiee e 153
6.3.2.2.- Montaje del ensayo y disefio experimental .........ccccccveeeieiiee e, 155
6.3.2.3.- Pardmetros de crecimiento de las plantas (MF, MS, % MS) ........ccccccveeeeiiiieeeennnen. 155
6.3.2.4.- Pardmetros de color (L, C¥, NUE) ..ccuee ettt 155
6.3.2.5.-Determinacion de compuestos funcionales.........cccoecveeiieciee e 155

6.3.2.5.1- Extraccidn de las fracciones fendlicas........ccevveerieerieieniieeiniecniec e 155
6.3.2.5.2.- Determinacion de la concentracidn de fenoles totales........cccoceeveeieenneenen. 155
6.3.2.5.3.- Determinacion de la concentracién de flavonoides totales..........ccceceeueeneee. 155
6.3.2.5.4.- Determinacion de la concentracidn de antocianinas totales...........cc.c.c....... 156
6.3.2.5.5.- Determinacion de la capacidad antioXidante........ccccccevevveeerciieeeeiiiee e, 156
6.3.2.5.5.1.- MEt0dO de FRAP......cceeeee ettt bee e e e 156
6.3.2.5.5.2.- MEt0d0 de DPPH.....uiiiieieieeeeeee e 156
6.3.2.6.- Cuantificacién e identificacion de compuestos fendlicos por UPLC...................... 156
6.3.2.7.- Cuantificacién e identificacion de antocianinas por UPLC.......cccccoevcveeeeiivee e, 156
6.3.2.8. ANAlisis @STAdISTICO ..eevviiriiiriiiriieieeeee ettt 156

6.3.3.- ReSUITAadOS Y diSCUSION ....ecccuiiiieeeiiiie ettt ettt e e e et e e e et ee e e e eara e e e eensaeeeeennaeeean 157
6.3.3.1.- Rendimiento de lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso cultivadas con diferentes
dosis de ClOruro de SO0 .....eiriiiiiiriiiiieee et 157
............................................................................................................................................. 159

6.3.3.2.- Color de lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso cultivadas con diferentes
concentraciones de cloruro de SOIO ......uuieciiiiiiiiiie e 160

6.3.3.3.- Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
antioxidante en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso cultivadas con diferentes
concentraciones de Cloruro de SOTIO . ... iieieieiccicccce e 160

6.3.3.4.- Concentracion de acidos fendlicos y flavonoides en lechugas tipo Lollo Bionda y
Lollo Rosso cultivadas con diferentes concentraciones de cloruro de sodio ...............uu..... 164

6.3.3.5.- Concentracion de antocianinas en lechugas tipo Lollo Rosso cultivadas con

diferentes concentraciones de cloruro de SOIO ... ...eieeeeiieiiee s 167
5.3.4.- CONCIUSIONES .. asasasnsnsnsnsnnnnnnn 168
6.3.5.- BIDIOZIafia c..uveeeeieiee e et e e e ra e e e e e e e aaaaaan 169

6.4.- Efecto del uso de estrategias de postcosecha que involucran bajas temperaturas en
combinacién con una concentracion de gases con bajo O, y moderado CO,, en la
concentracion de compuestos fenodlicos lechugas tipo Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo Rosso



cv. 'Carmoli’, provenientes de un tratamiento de campo con adicién de NaCl en la solucién

LTV L 172
B.4.1.- INTrOTUCCION ...ttt sttt st e et e e b e e sneesmee e 172
Lo |V =Y o Yo o] [o -4 - RS 172

6.4.2.1.- Material vegetal y condiciones de CUltiVO .......cccoeeeviiiiiiiiiiiee e 172
6.4.2.2.- Minimo procesamiento €N freSCO ......uuviivviiieiiiiiet et 173
6.4.2.3.- Montaje y disefio experimental .......cccceveiee e 173
6.4.2.4.- Monitoreo concentracion de gases dentro de la bolsa........cccccoeeeeecieieeciieeeennee, 173
6.4.2.5.-Determinacion de compuestos funcionales.........cccoocveeieeciee e 173
6.4.2.5.1- Extraccidn de las fracciones fenodlicas........ccevveerieiiieieniieeinieeniec e 173
6.4.2.5.2.- Determinacion de la concentracidn de fenoles totales.........ccoceeevveenieennneen. 173
6.4.2.5.3.- Determinacion de la concentracidn de flavonoides totales..........cccceeveenneeen. 176
6.4.2.5.4.- Determinacién de la concentracién de antocianinas totales..........ccccceeueeneee. 176
6.4.2.5.5.- Determinacion de la capacidad antioXidante.........c.cceeeeceeeeeciieeecciivee e, 176
6.4.2.5.5.1.- MEt0dO de FRAP.......cteeee ettt ettt e e s e e 176
6.4.2.5.5.2.- MEtodo de DPPH....cuiiiiiiieieeeeee s 176
6.4.2.6.- ANALiSiS @STAISTICO ..eeviiiuieiiiiiie ettt 176
(o T s (=T U1 =Yo (o 13 Vo 1Yol U1 Yo T 176

6.4.3.1.- Concentracion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de lechugas a
cosecha y luego de tres dias de almacenamiento postcosecha........cccecvvevevvcieeicciieeeenee, 176

6.4.3.2.- Efecto de la temperatura y atmosfera de almacenamiento en la concentracién de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de lechugas luego de tres dias de

almacenamiento POSTCOSECNA. .. .ccccuiiiiiiiiie e e e e e e e e srae e e e naeee s 180
6.4.4.- CONCIUSIONES ..oueveeiiiieiiieesiee ettt ettt ste e st e st e e sbe e s sabeesbeesbbeesabaeebbeesabaesabaeenaseesases 180
(T = 11 o] Lo =d - | = U 182
7.- ConcluSioNes SENEIaleS.....c.cceiiiieueiiiiirnniiiiiieniiiiiinniiiieaniiiiiensisirsssssiesnsssssensses 184
LI XL T LYot T 41T 1 o X3 186



indice figuras

Figura 1.1. Rangos de absorcidn de la luz de las clorofilas a, b y del a-caroteno................. 22
Figura 1.2. Foto receptores presentes en las plantas y sus longitudes de onda asociadas. 23
Figura 5.1. Montaje disefio determinacion de dosis de radiacién UV-B...........ccccccvveeennnen. 44
Figura 5.2. Efecto de diferentes dosis de radiacion UV-B sobre hojas de lechuga cv. ‘Levistro’.
........................................................................................................................................................... 46
Figura 5.3. Porcentaje de masa seca de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ cultivadas
con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B. .........ccoecuiiriiiiiniieniieeinieesee e e siee e 47
Figura 5.4. Concentracion de fenoles totales en lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’
cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B..........cccccoeevieiiniiiieeeccciee e 48
Figura 5.5. Capacidad antioxidante determinada por FRAP y DPPH para lechugas tipo Lollo
Bionda cv. ‘Levistro’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacién UV-B...................... 49

Figura 5.6. Temperaturas medias minimas y maximas del aire en el invernadero y
temperaturas de la solucidn nutritiva, conductividad eléctrica, pH y concentracién de oxigeno
disuelto de la solucién nutritiva y radiacién total global registradas durante el cultivo.................. 56

Figura 5.7. Masa fresca (MF) y porcentaje de masa seca (%MS) para lechugas Lollo Bionda
cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ luego de la realizacién (con) o la no realizacion (sin) de un
corte previo durante tres tiempos de COSECNA. .....cciiiiiiiiiiiiie e e 61

Figura 5.8. Luminosidad, croma y dngulo hue en lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y
tipo Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ luego de la realizacién (con) o la no realizacién (sin) de un corte previo
durante tres tiempPOSs A& COSECNA. .....cccuiiii it e e ree e e e be e e e e ree e e eanes 62

Figura 5.9. Masa fresca (MF) y porcentaje de masa seca (% MS) de lechugas Lollo Bionda
‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’ durante tres tiempos de cosecha cultivadas con diferentes dosis de
= To [T T Lo T A T U AV - TSR 67

Figura 5.10. Luminosidad, saturacién o croma y angulo hue en lechugas Lollo Bionda
‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’ durante tres tiempos de cosecha cultivadas con diferentes dosis de

(= To L= ToiTo 0T U AV RSP 68
Figura 5.11. Dafio visual en hojas de lechuga inducido por la radiacién UV-B..................... 69
Figura 5.12. Imagenes del corte transversal del tejido foliar de hojas lechuga Lollo Bionda
cv. 'Levistro' cultivadas con diferentes dosis de radiacion UV-B. ........ccccceevvieiniiiiniiiniiecnieeenieeee 78
Figura 5.13. Imagenes del corte transversal del tejido foliar de hojas lechuga Lollo Rosso cv.
'‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis de radiacion UV-B........ccccccevviiiniiiniiiiniieeniiiccieeniee e 79

Figura 5.14. Temperaturas medias minimas y maximas del aire en el invernadero y
temperaturas de la solucidn nutritiva, conductividad eléctrica, pH y oxigeno disuelto en la solucién

nutritiva y radiacion total global registradas durante el CUultivo. ........cccceeeecvieiicciiie e, 85
Figura 5.15. Imagen del tamafio comparativo de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo
Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis de radiacion UV-B........cccccceevcveiriiiinieenieennnnen. 90
Figura 5.16. Masa fresca (MF) de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis de radiacion UV-B...........ccccoviiinieinniiiniieeniieeenieeniee s 91
Figura 5.17. Porcentaje de masa seca (%MS) de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo
Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis de radiacion UV-B..........cccceevcvevcerecieeccieeennen, 91
Figura 5.18. Cromatograma comparativo para lechugas Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo
[20e 1T R ok VA -1 s s Vo | | S 95

Figura 5.19. Cromatograma de antocianinas presente en lechugas Lollo Rosso 'Carmoli'.. 96
Figura 5.20. Concentracidn de gases a 5°C dentro de las bolsas de lechugas provenientes de
diferentes tratamientos con radiaCion UV-B. ........ccccociiiiiiiiiiiecee et eee e sate e eaee e 107



Figura 5.21. Concentracion de gases a 10 °C dentro de las bolsas de lechugas provenientes
de diferentes tratamientos con radiacion UV-B. ........ccccovviiiiiiiiieiiiiiciec e esee e s e saaee e 108
Figura 6.1. Imagenes del tamafio comparativo de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’
(arriba) y lechugas tipo Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (abajo) cultivadas con diferentes concentraciones

(o LN - FO USSP 121
Figura 6.2. Masa fresca de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y tipo Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl. .........ccccceeveiieiieciieeeccciee e, 122
Figura 6.3. Masa seca de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y tipo Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl. .........cccccevvecieiiiniienecriee e 122
Figura 6.4. Concentracion de fenoles totales en lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y
Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (abajo) cultivadas con diferentes concentraciones de Nacl. .................. 124

Figura 6.5. Capacidad antioxidante determinada por el método de FRAP para lechugas tipo
Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de
1V T ST PRPPRINt 125
Figura 6.6. Capacidad antioxidante determinada por el método de DPPH para lechugas tipo
Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de
NV T SRR PUPPRRNt 125
Figura 6.7. Temperaturas medias minimas y maximas del aire en el invernadero y
temperaturas de la solucién nutritiva, conductividad eléctrica, pH y concentracién de oxigeno
disuelto de la solucién nutritiva registradas durante el CUultivo. ........ccccueeeieciiieicciiee e, 131
Figura 6.8. Masa fresca (MF) y porcentaje de masa seca (%MS) de lechugas Lollo Bionda
‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’ durante tres tiempos de cosecha cultivadas con diferentes
(o] aTol=T g N = Yol To T o =T o [N - [ USSP 135
Figura 6.9. Luminosidad, saturacion o croma y angulo hue en lechugas Lollo Bionda cv.
‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ durante tres tiempos de cosecha cultivadas con diferentes

[oleYaTol=T ol u w=Yol o) o [= e [ \\F- [ DO USRS 137
Figura 6.10. Imagenes del corte transversal del tejido foliar de hojas lechuga Lollo Bionda
cv. 'Levistro' cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl........c.cccooecvieeieciieeeccieee e, 146
Figura 6.11. Imagenes del corte transversal del tejido foliar de hojas lechuga Lollo Rosso cv.
'Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl. .......ccccoevieeiiiiiiiciee e 147

Figura 6.12. Temperaturas medias minimas y maximas del aire en el invernadero vy
temperaturas de la solucidn nutritiva, conductividad eléctrica, pH y oxigeno disuelto en la solucién
nutritiva registradas durante el CUltIVO.........cooieiiiiiii e 154

Figura 6.13. Imagen del tamafio comparativo de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y
lechugas tipo Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de Nacl. ........ 158

Figura 6.14. Masa fresca (MF) de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y tipo Lollo Rosso
cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl.........ooceevvieercieeniieinieenieeenieenns 159

Figura 6.15. Porcentaje de masa seca (%MS) de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y
Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl..........ccccceecvveernrenee. 159

Figura 6.16. Concentracidn de gases a 5°C dentro de las bolsas de lechugas provenientes de
diferentes tratamientos CON NACL ......oociii i e et e e e e s e e e snaeenns 174

Figura 6.17. Concentracion de gases a 10 °C dentro de las bolsas de lechugas provenientes
de diferentes tratamientos CON NACL ......cooviiiiiiiiiie e e s sbee e e s ssreeeeseans 175

10



indice tablas

Tabla 5.1. Concentracién de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
antioxidante para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’, luego de la
realizacion (con) o la no realizacidn (sin) de un corte previo durante tres tiempos de cosecha...... 66

Tabla 5.2. Concentracién de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
antioxidante para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ luego de la
aplicacion de diferentes dosis de radiacién UV-B durante tres cosechas sucesivas. ..........ccceeeuueee. 72

Tabla 5.3. Concentracién de prolina para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso
cv. ‘Carmoli’ luego de la aplicacién de diferentes dosis de radiacion UV-B durante tres cosechas
SUCESIVAS. -.tttteteeeeeeiitetteee e e e e e e e ettt e e e e aa e asb e e et e eeeeaaansbe et e e eeeeaaan s b e e eeeeeeeea e n s b e aeeeee e e e e e s bebeeeeeeeeeaannrrneneas 73

Tabla 5.4. Densidad estomatica, densidad celular e indice estomatico para lechugas Lollo
Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ luego de la aplicacién de diferentes dosis de radiaciéon
UV-B durante tres COSECNAS SUCESIVAS. ..eecviuvieeeiiiieeeeciieeeeeireeeestteeeesateeeesateeeeenasaeesenresesensresesennsens 76

Tabla 5.5. Espacio intercelular de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ luego de la aplicacion de diferentes dosis de radiacion UV-B..........cccccceeeeeieiiiiieeeeeeeenennns 77

Tabla 5.6. Luminosidad, saturacién o croma y angulo hue de lechugas Lollo Bionda cv.
‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B.

Tabla 5.7. Concentracién de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
antioxidante para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con
diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B...........ccooceiriiiiieeeiiiiiiiieeeee e ecireeeeeeeeessirreeeeeeeeens 94

Tabla 5.8. Concentracidn de acidos fendlicos, obtenida por UPLC, para lechuga Lollo Bionda
cv. 'Levistro' cultivada con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B........ccceeeeeeeeeveeevcienennnne 97

Tabla 5.9. Concentracion de flavonoides, obtenida por UPLC, para lechuga Lollo Bionda cv.
'Levistro' cultivada con diferentes dosis acumuladas de radiacidn UV-B. ........cccccceeviieeencieeeeennen, 97

Tabla 5.10. Concentracién de acidos fendlicos, obtenida por UPLC, para lechuga Lollo Rosso
cv. 'Carmoli' cultivada con diferentes dosis acumuladas de radiacidon UVB............c.cccoeeeeereeeeennnee. 98

Tabla 5.11. Concentracion de flavonoides obtenida por UPLC, para lechuga Lollo Rosso cv.
'‘Carmoli’ cultivada con diferente dosis acumulada de radiacion UV-B. ........ccccccvvveevciieeecciiee e, 98

Tabla 5.12. Concentracidn de antocianinas obtenida por UPLC, para lechuga Lollo Rosso cv.
'‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B.........ccccceevevviencivee e, 99

Tabla 5.13. Concentracidn a cosecha de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y
capacidad antioxidante (FRAP y DPPH) de lechuga Lollo Bionda ‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’
cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B...........ccccceeeevveinrveeieeeeeiicineeeeeeeennn 111

Tabla 5.14. Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
antioxidante (FRAP y DPPH) de lechuga Lollo Bionda ‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’ cultivadas con
diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B luego de 3 dias de almacenamiento utilizando
diferentes temperaturas y atmMOSTEIas. ....cccciiii i 114

11



Tabla 6.1. Concentracién de NaCl en la solucién nutritiva (mol L?) y sus respectivas
conductividades eléctricas (CE: dS m™) para los diferentes tratamientos utilizados. .........c.......... 118

Tabla 6.2. Rendimiento empirico de lechugas cvs. ‘Levistro’ y ‘Carmoli’ segin la
(ofe] g o [Nt A1V e F-To I=] 1=l d [ TR PUPRTUPPTTRP 120

Tabla 6.3. Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
antioxidante para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’, crecidas con
diferentes concentraciones de NaCl durante tres cosechas SUCESIVaS. ........ccocvuvveereeeeeiicirvreeereeeenn 141

Tabla 6.4. Concentracion de prolina para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso
cv. ‘Carmoli’ crecidas con diferentes concentraciones de NaCl durante tres cosechas sucesivas. 142

Tabla 6.5. Densidad estomatica, densidad celular e indice estomatico para lechugas Lollo
Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ crecidas con diferentes concentraciones de NaCl
dUrante tres COSECNAS SUCESIVAS. ..uuuiiiiciiiieiiiiieeieieeeeeite e e esite e e ssbaeeessbreeesssbeeeessbeeeessseeeessnseeeasanns 144

Tabla 6.6. Espacio intercelular de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ crecidas con diferentes concentraciones de NaCl........ccccoccveviieiieeeccciee e 145

Tabla 6.7. Luminosidad, saturacidn o croma y angulo hue de lechugas tipo Lollo Bionda cv.
‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’, cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl. ........... 161

Tabla 6.8. Concentracién de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
antioxidante para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’, cultivadas con
diferentes dosis de NaCl incorporada en la solucidon NULritiva. .......cccccveeeieciiee e 163

Tabla 6.9. Concentracidn de acidos fendlicos, obtenida por UPLC, para lechuga tipo Lollo
Bionda cv. 'Levistro' cultivada con diferentes concentraciones de NaCl...........ccccceeeveeeiiiven e, 165

Tabla 6.10. Concentracion de flavonoides, obtenida por UPLC, para lechuga tipo Lollo Bionda
cv. 'Levistro' cultivada con diferentes concentraciones de NaCl. .......ccceeeeveeeieieeieeieeieeiee e 165

Tabla 6.11. Concentracidn de acidos fendlicos, obtenida por UPLC, para lechuga tipo Lollo
Rosso cv. 'Carmoli’ cultivada con diferentes concentraciones de NaCl........cccoccvveeevecieiiiciien e, 166

Tabla 6.12. Concentracidon de flavonoides obtenida por UPLC, para lechuga tipo Lollo Rosso
cv. 'Carmoli' cultivada con diferentes concentraciones de NaCl. ...........ccoeecvieiieciieececiiee e, 167

Tabla 6.13. Concentracidn de antocianinas obtenida por UPLC, para lechuga tipo Lollo Rosso
cv. 'Carmoli' cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl...........cccoocvieeiiciieecccieee e 167

Tabla 6.14. Concentracién a cosecha de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y
capacidad antioxidante (FRAP y DPPH) de lechugas Lollo Bionda ‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’
cultivadas bajo diferentes concentraciones de NaCl. ........cccoueeiieiiiiiieiiie e e e 178

Tabla 6.15. Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad
antioxidante (FRAP y DPPH) lechuga Lollo Bionda ‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’ cultivadas bajo
diferentes concentraciones de NaCl luego de 3 dias de almacenamiento bajo diferentes
T1EMPEraturas ¥ atMOSTEIAS. ...ccuviiie et e e e et e e e e e e e et e e e e areeeeearaeesenreas 179

12



Abreviaturas

(C): Carmoli

(L): Levistro

*OH: Radical hidroxilo

1°: Primera

10, Oxigeno singlete

PAR Segunda

3% Tercera

4CL: Enzima 4-cumarato- CoA ligasa

A: Absorbancia

ADN: Acido desoxirribonucleico

AlCls: Cloruro de aluminio

ANOVA: Anilisis de varianza

APX: Enzima ascorbato peroxidasa

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

AsA: Acido ascérbico

B: Boro

B. parviflora: Buddleja parviflora

C*: Croma o saturacion de color

C. gloeosporioide: Colletotrichum gloeosporioides

C4H: Enzima cinamato-4-hidroxilasa

CA: Capacidad antioxidante

Ca: Calcio

CaCl,: Cloruro de calcio

CAT: Enzima catalasa

cc: con corte

CE: Conductividad eléctrica

CEPOC: Centro de Estudios Postcosecha

CHsCOOH: Acido acético

CHI: Enzima chalcona isomerasa

CHS: Enzima chalcona sintasa

Cian3gluc: Cianidina 3-Glucosido

CIE: Comission Internationale de |Eclairage, nombre francés de la
Comisidn Internacional sobre la lluminacién.

Cl: lon cloruro

COgy: Diéxido de carbono

Cu: Cobre

CV.: Cultivar

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

EAG: Equivalentes de acido galico

EAM: Envasado en atmdsfera modificada

EE: Error estandar

EE. UU.: Estados unidos

ei: Epidermis inferior

ein: Espacio intercelular

Eq: Equivalente
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EROs: Especies reactivas de oxigeno

es: Epidermis superior

£: Coeficiente de extincién molar

F3H: Enzima flavanona 3-hidroxilasa

FAA: Solucion formaldehido, alcohol, acético
FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations
FD: Factor de dilucién

Fe: Hierro

FeCls: Cloruro de hierro lll

FKF1: Fotorreceptor proteina KELCH REPEAT F-BOX1
FLS1: Enzima flavonol sintasa 1

FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power

FT: Fenoles totales

GSH: Glutatién

H,0: Agua

H,0;: Perdxido de hidrégeno

H,POg4: Fosfato

HCl: Acido clorhidrico

HCOOH: Acido férmico

HSD: Honestly Significant Difference

Hue: Angulo hue

hv: Haz vascular

IE: indice estomatico

INTA: Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos
ISTA: International Seed Testing Association

K: Potasio

L: Luminosidad

l: Largo cubeta

LKP2: Fotorreceptor proteina Lov Kelch Protein 2
LLDPE: Polietileno lineal de baja densidad

LSD: Least significant difference

Max: Maximo

MeOQOH: Metanol

MF: Masa fresca

Mg: Magnesio

Min: Minimo

Mn: Manganeso

Mo: Molibdeno

MS: Masa seca

n: Numero de muestras

N° Numero

N,: Nitrégeno

Na*: lon sodio

Na,COs: Carbonato de sodio

NaCl: Cloruro de sodio

NADPH: Nicotiamida-Adenina dinucledtido fosfato
NaNO,: Nitrito de sodio

NaOH: Hidroxido de sodio
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NFT:
NH4:
NO3:
ns:
Oz:
Oz*':
OD:
ODEPA:
ORAC:
PAL:
PAR:
PAS:

PC:

PDA:

PE:

pe:

pes:

PM:
POD:

PP:

PSiII:
PsP5CS1:

PsP5CS2:

PsPDH1:
PTFE:
PVDF:
Rut:
S.A.:
sc:
5042
SOD:
TPTZ:
UPLC:
uv:
UV-A:
UV-B:
UV-C:
UVRS:
v/v:
Vis:
Zn:
ZTL:
A:

Nutrient Film Technique

Amonio

Nitrato

No significativo

Oxigeno

Anidén superdxido

Oxigeno disuelto

Oficina de Estudios y Politicas Agrarias
Oxygen Radical Absorbance Capacity
Enzima fenilalanina amonio-liasa
Photosynthetic Active Radiation

Acido peryddico de Schiff

Policarbonato

Photo diode array detector

Polietileno

Parénquima empalizado

Parénquima esponjoso

Peso molecular

Enzima peroxidasa

Polipropileno

Fotosistema Il

Gen que codifica para la proteina D1-pirrolina-5-carboxilato
sintetasa

Gen que codifica para la proteina D1-pirrolina-5-carboxilato
sintetasa

Gen que codifica la prolina deshidrogenasa
Politetrafluoroetileno

Polyvinylidene Difluoride

Rutina

Sociedad anénima

Sin corte

Sulfato

Enzima superdxido dismutasa
2,4,6-tripiridil-s-triazina

Ultra Performance Liquid Chromatography
Ultravioleta

Ultravioleta A

Ultravioleta B

Ultravioleta C.

UV-B resistance locus 8, receptor de radiacion UV-B
Relacidn voliumen-volimen

Visible

Zinc

Fotorreceptor proteina Zeitlupe

Longitud de onda
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°C:
Mg:
uL:
pm:
pmol:
cm:
ds:

ha:

kg:
kJ:

mg:
min:
mL:

mM:
msnhm:
nm:

Unidades de medida

Grados Celsius
Microgramo
Microlitros
Micrémetro
Micro mol
Centimetro
Deci siemens
Gramo

Hora

Hectarea
Kilogramo
Litro

Metro

Molar; Moles L*
Miligramo
Minuto
Mililitros
Milimetro
Milimolar
Metros sobre el nivel del mar
Nandmetros
Segundo
Toneladas
Grado
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1.- Introduccion

1.1.- Tendencias en la alimentacion: compuestos funcionales y efectos en la salud

humana.

Las dietas ricas en frutas y hortalizas han sido asociadas con un menor riesgo de padecer
enfermedades como obesidad, diabetes, cancer y enfermedades cardiovasculares. Este efecto
protector ha sido atribuido a la presencia de ciertos metabolitos secundarios (Nicolle et al., 2004;
Amodio et al., 2014; Pérez-Lépez et al., 2018). A este conjunto de metabolitos presentes en los
alimentos que tienen efectos positivos en la salud humana, también se les denomina compuestos
bioactivos (Biesalski et al., 2009). Por otro lado, un alimento funcional es aquel que contiene
naturalmente compuestos bioactivos proporcionando beneficios para la salud mas allad del valor
nutricional basico del producto (Biesalski et al., 2009). Uno de los compuestos bioactivos mas
conocidos son los compuestos antioxidantes como la vitamina C, polifenoles, vitamina E y
carotenoides (Nicolle et al., 2004). En la actualidad, estos compuestos antioxidantes han ganado la
atencién tanto de los investigadores como de del propio consumidor, quien es mds consciente de
los beneficios que estos compuestos pueden entregar a su salud (Khanam et al., 2012; Martinez-
Ispizua et al., 2022). Los antioxidantes pueden retrasar la oxidacidn de otras moléculas al inhibir Ia
iniciacién o propagacion de reacciones en cadena oxidantes causadas por radicales libres y, por lo
tanto, pueden reducir el dafio oxidativo (Nicolle et al., 2004; Khanam et al., 2012).

Tal es el incremento del interés por los alimentos funcionales que desde 2014, la “Food
Technology” mantiene una publicacion especial para ellos denominada “The Top Ten Functional
Food Trends”. En la publicacion de 2014 se reportd que ocho de cada diez consumidores creen que
los alimentos funcionales pueden ayudar a prevenir o retrasar la aparicién de enfermedades
cardiacas, hipertension, osteoporosis y diabetes tipo 2 (Sloan, 2014). En esta revisidon se reporté
también que la generacion nacida entre 1981 y 2000 (Millenials) ven la eleccién de sus alimentos
como mads sana, mas cara, mas natural u orgdnica, menos procesada y con mejor sabor, que la
generacion de sus padres, siendo la frescura de los alimentos el criterio mas importante. Se
argumentd también que esta generacidn es incluso propensa a creer que se pueden utilizar
alimentos o bebidas funcionales en lugar de algunos medicamentos (Sloan, 2014). En el informe de
2016, se reitera la creencia de que los alimentos frescos proporcionan un mayor aporte nutricional.
Se considera que estos alimentos tienen el potencial de contribuir a la prevencion y mitigacion de
diversos problemas de salud, como el fomento de la salud digestiva, el incremento de la energia y
la inmunidad, la mejora de la salud de las articulaciones y los huesos, asi como la reduccién del
colesterol y la presién arterial elevada. Ademas, se les atribuye un papel importante en el control
del peso corporal (Sloan, 2016). Para nueve de cada diez consumidores la afirmacién “contiene una
racion completa de frutas u hortalizas” es la que transmite un mensaje de salud mas claro. En este
reporte se hace también referencia por primera vez a los alimentos e ingredientes minimamente
procesados como una de las principales tendencias culinarias (Sloan, 2016). Un ultimo aspecto por
destacar del reporte publicado en 2016 es que el 51 % de los consumidores hizo un esfuerzo para
incorporar especificamente mas antioxidantes en su dieta y que seis de diez prefiere incorporarlos
desde los alimentos (Sloan, 2016). Para 2018 la salud y el bienestar contindan impulsando el
crecimiento en la industria mundial de alimentos y bebidas (Sloan, 2018). Segun este autor, la
cualidad de los alimentos de promover la buena salud tuvo un impacto significativo en la decisién
de compra de los consumidores. En este reporte se hace referencia a que el consumidor
estadounidense cambid su decisién de compra de alimentos desde una basada principalmente en
la presentacion a una basada en los beneficios del producto. Debido a lo anterior, la industria de
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alimentos opta por técnicas de procesamiento que mejoren los beneficios nutricionales del
producto (Sloan, 2018).

Para el afio 2020, los alimentos funcionales son cada vez mas influyentes en el servicio de
comidas. Los alimentos ricos en proteinas, hortalizas y los super alimentos son los mds atractivos
(Sloan, 2020). Segun el reporte de ese afio, un 82 % de los consumidores adultos estuvieron
totalmente de acuerdo en que es importante comer alimentos que sean una fuente naturalmente
rica en vitaminas y minerales, siendo la declaracion “Una buena fuente de vitaminas y minerales” la
preferida por estos (Sloan, 2020). En este sentido, mas de la mitad (56 %) de los adultos estan
interesados en comer mas super-alimentos y cuatro de cada 10 personas estdn incorporando
antioxidantes a la dieta. Ademas, las soluciones rapidas, faciles y ricas en nutrientes contintan
impulsando el crecimiento en el mercado de la nutricidn funcional (Sloan, 2020). Cabe destacar que
seis de cada 10 consumidores creen que los productos cultivados hidropénicamente son mas
nutritivos que las hortalizas cultivadas de forma convencional (Sloan, 2020). En general, las
tendencias reflejan el creciente interés de los consumidores por la salud, el bienestar y la
sostenibilidad, lo cual se traduce en un incremento en el consumo de alimentos de origen vegetal y
una creciente demanda de productos frescos como las hortalizas de hoja con una alta concentracion
de compuestos antioxidantes (Liu et al., 2011; Martinez-Ispizua et al., 2022).

1.2.- Lechuga (Lactuca sativa L.)

Debido al incremento en el interés por la obtencién de hortalizas con alta concentracion de
compuestos antioxidantes, combinado con la creciente demanda de hojas coloreadas y con
diferentes formas y sabores para las ensaladas frescas (Mulabagal et al., 2010), hace que la lechuga
(Lactuca sativa L.) destaque entre otras especies debido a su alta variedad de tipos, formas, colores
y cultivares (Mulabagal et al., 2010; Kim et al., 2016). Asi, es importante determinar el tipo de
lechuga que proporciona no sélo productos innovadores, sino también que contenga un alto
contenido de compuestos con propiedades antioxidantes que promuevan la salud. Entre estos
compuestos destacan los polifenoles, sintetizados a través de la ruta de los fenilpropanoides, donde
destacan 4cidos fendlicos, flavonoides y antocianinas (Lafarga et al., 2020). En la lechuga, diferentes
atributos de la planta, como el color de la hoja, pueden influir en la calidad nutricional. Un claro
ejemplo es la pigmentacién de las hojas, que a menudo se asocia con la presencia de compuestos
antioxidantes. La lechuga roja destaca por su actividad antioxidante lipofilica y su contenido en acido
ascorbico y fendlico en comparacién con otras hortalizas de hoja (achicoria, lechuga verde, lechuga
de cordero, mizuna, acelga roja, lechuga roja, rucula, espinaca, acelga, tatsoi) (Martinez-Ispizua et
al., 2022).

De acuerdo con los datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
la Agricultura (FAO: del inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations), la
produccién mundial de lechuga y achicoria alcanzé 26.364.722 t en 2015 y se incrementd hasta
27.011.747 ten 2021, ocupando un area de 1.221.899 y 1.213.340 hectareas, respetivamente (FAO,
2023a).

Segln datos de la Oficina de Estudios y Politicas Agrarias (ODEPA), en Chile durante el afio
2018, la superficie total cultivada con hortalizas a nivel nacional abarcé 128.906 ha. De este total,
77.221 ha correspondieron a la superficie destinada al cultivo de hortalizas excluyendo la papaYy el
tomate industrial. A nivel nacional las hortalizas que presentaron las mayores superficies cultivadas
en el aflo 2018 fueron el choclo con 9.899 ha, la cebolla con 8.049 ha, la lechuga con 7.135 ha, el
tomate para consumo fresco con 5.294,2 ha, y el zapallo con 3.853,5 ha. En cuanto al tomate
destinado a la produccién industrial se plantaron 9.874 ha mientras que las papas cubrieron una
extension de 41.811 ha (Mufioz, 2020).

18



La lechuga es la hortaliza de hojas mas popular en las ensaladas, debido a su percepcion
como producto fresco, saludable y reconocida fuente de fitoquimicos con propiedades funcionales
(Llorach et al., 2008; Mulabagal et al., 2010; Pérez-Lopez et al., 2014; Martinez-Ispizua et al., 2022).
Se consume fresca, sola o en mezcla de ensaladas, es baja en calorias, grasas y sodio. Por otro lado,
es rica en fibra, acido félico y vitamina C, y en minerales esenciales como el hierro (Ztotek et al.,
2014; Kim et al., 2016). La lechuga es también una fuente de otros fitoquimicos y vitaminas que
promueven la salud, incluidos los flavonoides glicosilados, los acidos hidroxicindmicos, los
sesquiterpenos, lactonas, carotenoides, vitaminas del grupo B, dcido ascérbico y tocoferoles (Yang
et al., 2021). Sus propiedades saludables se atribuyen a sus altas concentraciones en vitaminas E y
C, carotenoides, fibra, minerales y polifenoles (Nicolle et al., 2004; Kim et al., 2016). Estos ultimos
compuestos destacan por sus propiedades antioxidantes capaces de proteger a las células humanas
de los efectos perjudiciales de las especies reactivas de oxigeno (EROs) (Romani et al., 2002). En este
sentido, Pepe et al. (2015) evidenciaron el potencial antioxidante y antinflamatorio de los
polifenoles extraidos de la lechuga. En este estudio, se observé que el extracto de lechuga redujo
significativamente la presencia de especies reactivas de oxigeno, disminuyd la liberacién de 6xido
nitrico y reguld a la baja la expresidn inducible de las enzimas éxido nitrico sintasa y ciclooxigenasa-
2. Estos resultados subrayan cémo el extracto de lechuga contribuyé de manera efectiva a la
mitigacién del proceso inflamatorio.

Entre los diferentes polifenoles definidos, se ha descrito que los flavonoles y antocianinas,
pertenecientes al grupo de los flavonoides, presentan una mayor actividad antioxidante que las
vitaminas Cy E (Kim y Lee, 2004; Llorach et al., 2008; Pérez-Lopez et al., 2014), destacando el interés
por este tipo de compuestos.

Varios autores han estudiado la capacidad antioxidante y los compuestos bioactivos de
diferentes cultivares de lechuga, demostrando que las lechugas de hojas rojas versus las de hojas
verdes presentan un mayor poder antioxidante (Neveu et al., 2010; Pérez-Lopez et al., 2014). Segun
la base de datos de la concentracidn de polifenoles de los alimentos, “Phenol-Explorer” (disponible
en http://phenol-explorer.eu), el contenido de polifenoles totales depende del tipo de lechuga
analizado. Asi, una lechuga verde registra un minimo de 3,7 y un maximo de 131,0 mg 100 g* MF
con una media de polifenoles totales de 65,92 mg 100 g MF. Mientras que los de tipos coloreados
presentan una media mayor, correspondiente a 114,00 mg 100 g* MF (Neveu et al., 2010). Por su
parte, la base de antioxidantes de hortalizas del Instituto de Nutricidn y Tecnologia de los Alimentos
(INTA), cuya ultima actualizacion fue el mes de septiembre de 2021, muestra que las lechugas
frescas crudas de diferentes variedades presentan diferencias en la concentracién de polifenoles
totales y en la actividad antioxidante media por el método de ORAC del inglés “oxygen radical
absorbance capacity”. Asi una lechuga tipo Costina posee, en promedio, 34 mg equivalentes de
acido galico (EAG) de polifenoles totales por cada 100 g de masa fresca y una capacidad a
antioxidante de 720 umol equivalentes (Eq) de Trolox 100 g'* MF, mientras que una lechuga de tipo
Cabeza (escarola) tiene una concentracién de 15 mg EAG 100 gt MF. Por otra parte, una lechuga
tipo hoja suelta como la espafiola posee 164 mg EAG 100 g* MF, una francesa 278 mg EAG 100 g'*
MF, y una Milanesa 141 mg EAG 100 g MF. Estas mismas variedades registraron una capacidad
antioxidante de 240, 2865, 6760 y 1993 umol eq Trolox100 g MF, respectivamente (INTA, 2021).
Sin embargo, hay muy poca informacidn sobre los compuestos antioxidantes en los diferentes
cultivares (Mulabagal et al., 2010).

Por otro lado, la concentracién de antioxidantes de las hortalizas varia dependiendo de sus
condiciones de crecimiento y en respuesta al estrés ambiental (Pérez-Lépez et al., 2018). Se ha
reportado que incluso una pequefia variacion en las condiciones ambientales puede generar una
variacion significativa en la concentracion de compuestos antioxidantes de las hortalizas como la
lechuga (Liu et al., 2007; Terfa et al., 2014; Galieni et al., 2015).
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1.3.- Funcidn de los compuestos funcionales en las plantas

1.3.1.- Estrés abiotico

El concepto de “estrés” suele ser empleado de manera general por los investigadores,
abarcando practicamente cualquier alteracién en la actividad metabdlica, el crecimiento y el patrén
de desarrollo inducida por factores ambientales, y que puede ser catalogada como una reaccion
ante situaciones de estrés (Hideg et al., 2012). Los términos “factor de estrés” o “estresor” se utilizan
para describir un factor externo impuesto el cual puede provocar un estrés reversible y elastico,
también denominado “eustrés”. El eustrés es por tanto un estrés activador en el desarrollo de las
plantas bajo el cual la planta es capaz de ajustar su metabolismo y aclimatarse al nuevo entorno. Sin
embargo, una vez que la exposicion a este factor estresor supera un limite de tolerancia provoca un
estrés severo o ‘distrés’ irreversible que tiene un efecto negativo en la planta y su desarrollo y ocurre
cuando las condiciones del entorno se vuelven demasiado desfavorables (Hideg et al., 2012). Es
importante destacar que la linea que limita el eustrés y el inicio del distrés, no siempre ocurre en las
mismas condiciones de exposicion al estresor, ya que las plantas pueden aumentar su resistencia al
estrés elastico y plastico mediante la adaptacion genética y/o la aclimatacion fisioldgica (Hideg et
al., 2012).

Por otro lado, estrés abidtico se refiere a cualquier factor ambiental no vivo que afecta
negativamente el crecimiento, el desarrollo y la productividad de las plantas. Algunos ejemplos de
estrés abidtico incluyen sequia, salinidad, temperaturas extremas (calientes o frias), inundaciones,
toxicidad por metales pesados y deficiencia de nutrientes (Mittler, 2006). Estos estreses pueden
tener un impacto significativo en la fisiologia de las plantas, como la interrupcion de la absorcién de
agua y la fotosintesis. Las respuestas de las plantas al estrés abiotico implican un conjunto complejo
de mecanismos moleculares, bioquimicos y fisioldgicos, incluida la produccidon de compuestos
protectores y la activacién de genes de respuesta al estrés (Ashraf y Foolad, 2007; Suzuki et al.,
2014). Segun algunos informes, la proyeccion del estrés abidtico contribuye significativamente y
afecta el crecimiento y la productividad al reducir el rendimiento de los cultivos en un 70% vy la
produccién total de cultivos en hasta un 50 % (Sharma et al., 2019).

Sin embargo, las plantas estan expuestas a diferentes factores de estrés abidticos y para
aclimatarse a estas condiciones ambientes desfavorables recurren a estrategias comunes como la
acumulacidn de compuestos fendlicos, por lo que la concentracién de fenoles en el tejido vegetal
es un buen indicador para predecir el grado de tolerancia al estrés abidtico en las plantas (Sharma
et al., 2019). Asi, se ha reportado que los compuestos fendlicos de las plantas juegan un papel
importante en varios procesos fisioldgicos para mejorar la tolerancia y adaptabilidad de las plantas
en condiciones subdptimas (Dixon y Paiva, 1995). La ruta de los fenilpropanoides es inducida por
diferentes tipos de estrés y la acumulacion de compuestos producidos por esta ruta como acidos
fendlicos, flavonoides y otros, mejoran el rendimiento de la planta en condiciones de estrés (Dixon
y Paiva, 1995).

Comprender como responden las plantas al estrés abidtico es crucial para desarrollar
cultivos que puedan tolerar condiciones ambientales adversas.

1.3.1.1.- Estrés luminico: Radiacion UV-B
La luz es la energia o radiacion electromagnética e incluye longitudes de onda en el rango
visible y no visible. Los diferentes tipos de radiacion se clasifican segun la longitud de onda (A) en
ultravioleta: de 100 a los 380 nandmetros (nm); visible: que corresponde al rango comprendido
entre los 380 y 780 nm; rojo lejano: que corresponde a las longitudes de onda entre los 700 y 800

20



nm; infrarrojo cercano: que va desde los 780 a los 2500 nm y finalmente el infrarrojo lejano en
longitudes de onda mayores a 2500 nm (Niu et al., 2016).

A diferencia de otros factores ambientales, la luz puede ser definida en tres variables
principales: espectro, intensidad y duracidn o fotoperiodo. El espectro describe la composicién de
longitudes de onda de la fuente de iluminacidon y se expresa en nandmetros; la intensidad
representa la cantidad de luz que incide en una superficie en un tiempo determinado y se expresa
en pmol m2 s (micro moles por metro cuadrado por segundo), y el fotoperiodo, corresponde a la
cantidad de tiempo de exposicién a la luz y oscuridad diaria expresado en horas (Vastakaite y Virsile,
2015).

En las plantas, la luz influye principalmente de dos maneras, como fuente de energia o como
medio de informacién. Como recurso energético es capturada por la planta y convertida en energia
guimica a través de la fotosintesis. Sin embargo, sélo el 10 % del total de la energia captada es
convertido en energia quimica, el resto de la energia es convertida en calor y liberada al ambiente
(Fan et al., 2013; Huché-Thélier et al., 2016). Como fuente de informacién, la luz permite la
evaluacion de las condiciones ambientales y esta involucrada en regular los diferentes procesos de
crecimiento y desarrollo, afecta directamente la fisiologia y morfologia de la planta y estimula la
sintesis de metabolitos secundarios (Zoltowski e Imaizumi, 2014; Kozai y Zhang, 2016).

Dentro del espectro electromagnético, el rango de la luz visible (380-780 nm), se ha descrito
como la regién del espectro mas relevante para el desarrollo y crecimiento de las plantas (Zhen y
lersel, 2016). Particularmente la region del espectro, conocido como radiacién fotosintéticamente
activa o PAR por sus siglas derivadas del inglés “Photosynthetically active radiation” va desde los
400 a los 700 nm y coincide con el rango de absorcién de las clorofilas (Figura 1.1). Esto debido a
que la eficiencia de los fotones para impulsar la fotosintesis, medida como la cantidad de O, emitido
o CO; fijado por mol de fotones absorbidos, es mas alto para los fotones rojos (aproximadamente
600-680 nm) y azules (400-500 nm) (Zhen y lersel, 2016; Zhen et al., 2021). Cabe destacar que para
el dptimo desarrollo de las plantas se requiere de un rango mas amplio del espectro, que va desde
los 300 a los 800 nm, denominado por algunos autores como rango fisiolégicamente activo. Este
rango incluye la radiacién PAR, pero también la radiacion UV y el rango correspondiente al rojo
lejano. Estas dos ultimas zonas del espectro afectan la morfologia de la planta y favorecen la sintesis
de compuestos bioactivos (Kozai y Zhang, 2016).

Especificamente la radiacién UV, se clasifica en tres tipos, definidos segun la longitud de
onda electromagnética en UV-C: 100-280 nm, UV-B: 280-320 nm y UV-A: 320-400 nm. De ellas la
radiacion UV-C es totalmente filtrada por la capa de ozono atmosférica por lo que no llega a la
superficie terrestre, aproximadamente el 95% de la radiacién UV que llega a la superficie de la Tierra
corresponde a la UV-A, mientras que alrededor del 5% restante es UV-B. Las radiaciones tipo UV-B
y UV-A pueden servir como inductor de diferentes respuestas en las plantas. Entre ellas, influir en
el crecimiento, desarrollo y reproduccidn de las plantas, asi como también modular aspectos
fisiolégicos, bioquimicos e incluso de expresidn genética (Nocchi et al., 2020). Concretamente, la
radiacidon UV-B representa menos del 0,5 % de la energia solar total, pero sus fotones son las ondas
mas energéticas que llegan a la superficie terrestre (Nocchi et al., 2020). En el afio 2003 los niveles
ambientales de radiacién UV-B durante la temporada de crecimiento oscilaron entre 2y 12 k) m™
por dia, lo que corresponde a un aumento del 6 al 14 % en comparacién con los niveles de los afios
80 (Kakani et al., 2003). Este aumento se produjo como consecuencia del agotamiento de la capa
de ozono provocada por la liberacion de compuestos como clorofluorocarbonos (CFCs) y otros
compuestos halogenados utilizados en productos como aerosoles y sistemas de refrigeracion. Estos
compuestos contienen atomos de cloro y bromo capaces de reaccionar con las moléculas de ozono
y destruirla (Kakani et al., 2003). De acuerdo con el reporte de Pyle et al. 2022, el Protocolo de
Montreal, un acuerdo de colaboracidn internacional disefiado para proteger la capa de ozono esta
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siendo exitoso. Este acuerdo ha regulado los gases halégenos responsables del agotamiento del
ozono estratosférico, y sus concentraciones atmosféricas estan disminuyendo, lo que ha llevado a
un aumento del ozono en algunas partes de la atmdsfera. Sin embargo, hoy en dia se esta utilizando
el concepto de "retraso en el retorno del ozono" para indicar el efecto e impacto que tendrian
nuevas emisiones ya sea no reguladas o no compatibles con el Protocolo de Montreal. Asumiendo
el pleno cumplimiento del Protocolo el retorno de la capa de ozono al valor umbral histdrico
(alrededor de 1960) ocurriria a mediados de la década de 2070. Esta normalizacién dependera de la
evolucidn de las sustancias que agotan el ozono como de las concentraciones de gases de efecto
invernadero. Por otro lado, asumiendo el mismo escenario de gases de efecto invernadero, pero
considerando nuevas emisiones, el retorno al valor de 1960 se retrasa hasta principios de la década
de 2080 (Pyle et al., 2022) por lo cual la recuperacidon de la capa de ozono sigue siendo de
preocupacién actual.
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Figura 1.1. Rangos de absorcidn de la luz de las clorofilas a, b y del a-caroteno.
Fuente: Murakamiy Matsuda, 2016.

Segun Nocchi et al. (2020) incluso pequefios aumentos en la cantidad de radiacién UV-B
pueden afectar significativamente procesos y atributos importantes en los organismos e incluso a
nivel del ecosistema. La radiacidon UV-B provoca muchas respuestas en la planta e impacta los niveles
de una amplia gama de metabolitos, incluidos compuestos fendlicos, terpenoides y alcaloides
(Jansen et al., 2008).

Para detectar el estimulo luminico las plantas tienen diferentes foto-receptores, estos
sensores son los encargados de percibir la luz y proveer a la planta la informacién sobre los cambios
en la composicion espectral de la luz, su intensidad, direccién y duracidn. Asi, le permiten a la planta
ajustar su desarrollo, responder a los cambios y asi optimizar su adecuacion al entorno local
(Zoltowski e Imaizumi, 2014).

Las sefiales luminicas percibidas por los foto-receptores afectan el ritmo circadiano de la
planta y activan respuestas como: cambios en la estructura y forma de las hojas, la germinacién de
las semillas, elongacion de los tallos, entrada de las plantas en floracidon y la sintesis de pigmentos,
entre otros (Higuchi y Hisamatsu, 2016). Sin embargo, estos procesos no ocurren al azar ya que la
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respuesta de la planta dependera del foto-receptor estimulado, por lo que a cada rango del espectro
se le asocia una funcidn determinada (Figura 1.2) (Higuchi y Hisamatsu, 2016). Entre los
fotorreceptores descritos se incluyen a los receptores de luz roja/roja lejana (600-700/700-780 nm)
denominados fitocromos, receptores de luz azul (400-500 nm) que incluyen criptocromos,
fototropinas y a las proteinas Zeitlupe (ZTL), FLAVIN-BINDING, Kelch Repeat F-Box 1 (FKF1), y Lov
Kelch Protein 2 (LKP2) involucradas en el ciclo circadiano y los procesos de floracién (Zoltowski e
Imaizumi, 2014) y el receptor UVR8 que detecta los cambios en la radiacion UV-B gatillando
respuestas como la sintesis de compuestos fendlicos de tipo flavonoide (Brown et al., 2005;
Murakamiy Matsuda, 2016; Coffey et al., 2017).
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Figura 1.2. Foto receptores presentes en las plantas y sus longitudes de onda asociadas.
Fuente: Higuchiy Hisamatsu, 2016.

Las longitudes de onda correspondientes a la radiacién PAR, ademas de estimular a los foto-
receptores son absorbidas por fitopigmentos. Estos pigmentos corresponden a moléculas organicas
que absorben luz de longitudes de onda especificas y reflejan otras, siendo los responsables de los
diversos colores de flores, frutos y hojas (Higuchi y Hisamatsu, 2016). Los principales tipos de
fitopigmentos son las clorofilas a y b, los carotenoides y los flavonoides. Las clorofilas son los
fitopigmentos mds importantes de las plantas ya que son esenciales para la fotosintesis, tienen la
capacidad de absorber la luz en las regiones azul y roja del espectro electromagnético y reflejar la
luz verde lo que da el color a las hojas (Higuchi y Hisamatsu, 2016). Los carotenoides absorben la luz
en el rango de los 350-500 nm, actlan como pigmentos accesorios participando en la recoleccién
de luz en la fotosintesis y la proteccidén contra el exceso de luz. Asi, reciben el exceso energia de la
clorofila y la disipan en forma de calor (Murakami y Matsuda, 2016; Kumari et al., 2017). En cambio,
los flavonoides absorben energia en longitudes de onda mds cortas, incluyendo la radiacién UV
protegiendo al aparato fotosintético y a las estructuras de la planta contra el dafio causado por la
luz UV vy el exceso de radiacion (Murakami y Matsuda, 2016; Kumari et al., 2017). Los flavonoides
son un grupo diverso de fitopigmentos que incluyen a las antocianinas, responsables de los colores
rojo, morado y azul de muchas frutas y flores y poseen importantes propiedades antioxidantes
(Kumariet al., 2017).
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La biosintesis de flavonoides y otros compuestos como los acidos fendlicos estd
fuertemente influenciada por la calidad de la luz y especificamente por la radiacién UV-B (Liu et al.,
2007; Ebisawa et al., 2008; Xu et al., 2008). En particular, la exposicidn a la radiacién UV-B estimula
la sintesis y acumulacidn de compuestos fendlicos en cuticulas, vacuolas o pared celular de la
epidermis, donde absorben tanto la luz visible (antocianinas) como la luz ultravioleta (antocianinas
y flavonoides) para proteger el meséfilo de la fotooxidacion (Dixon y Paiva 1995; Aksakal et al., 2016;
Xu et al., 2019).

En condiciones de alta intensidad de luz o de radiacion UV-B aumentada, la absorcion de
fotones vy, por lo tanto, de energia luminosa, puede ser mayor que la que se puede consumir en el
ciclo de Calvin para la fijacion de CO,. Esta asimilacion limitada de CO, conduce a una produccién
excesiva de EROs que, a su vez, causa dafio oxidativo en las plantas (Sharma et al., 2012). Si estas
especies no se eliminan de manera efectiva, podrian daiar diferentes componentes celulares,
incluida la maquinaria fotosintética y el fotosistema Il (PSll), lo que lleva a cambios en la tasa
fotosintética y fotoinhibicion (Larson, 1988; Xu et al., 2008; Wargent et al., 2011; Terfa et al., 2014;
Pérez-Lépez et al., 2018). Ademas, la radiacién UV-B tiene suficiente energia para promover la
sobreproduccién de radicales libres y desarrollar estrés oxidativo, desencadenando respuestas de
foto proteccidn para mantener el equilibrio entre la produccién y eliminacidon de EROs tales como
la activacién del sistema antioxidante enzimiatico (SOD, POD, CAT y APX) y la sintesis de
antioxidantes no enzimaticos como AsA, GSH y carotenoides y el aumento en la concentracidn total
de fenoles (Oh et al., 2009; Sharma et al., 2012).

Pese a los factores daninos descritos, algunos enfoques experimentales han revelado que la
radiacion UV-B actla mas como un factor regulador y de aclimatacién para controlar el crecimiento
y desarrollo de las plantas, que como un factor de estrés ambiental limitante (Parihar, et al., 2015;
Coffey et al., 2017; Nocchi et al., 2020). Asi, las respuestas a la radiacion UV-B incluyen el ajuste del
perfil metabdlico de la planta, incluidos aumentos y disminuciones en las concentraciones de
flavonoides, principalmente quercetinas y kaempferoles (Brown et al., 2005; Coffey et al., 2017).

En los cultivos bajo invernadero, se utilizan diversos materiales pldsticos, como el polietileno
(PE), policarbonato (PC) y polipropileno (PP), en una o dos capas para la cobertura. Estas peliculas
plasticas tienen un grosor que va desde 80 hasta 220 um y un ancho de hasta 20 m (Xu et al., 2019).
Los invernaderos brindan un ambiente controlado que favorece el cultivo de plantas de alto valory
de temporada cdlida, como tomates, pimientos, zapallos italianos, pepinos, frutillas y flores
cortadas. Sin embargo, se ha observado que la radiacion UV-B, es absorbida por las peliculas de PE,
reduciendo la acumulaciéon de compuestos bioactivos en los productos horticolas producidos en
bajo invernadero, en comparacidn con los cultivados en campo abierto, sin embargo, el efecto de la
radiacion UV-B puede variar dependiendo de la especie y la variedad cultivada (Ordidge et al., 2010;
Xu et al., 2019). Por lo tanto, la eleccién adecuada del material de cobertura y la seleccién de
variedades apropiadas son aspectos claves para mantener los niveles éptimos de compuestos
bioactivos de hortalizas cultivadas en invernaderos.

En este sentido y debido a que las peliculas plasticas de invernadero bloquean las longitudes
de onda correspondientes a la radiacidon UV-B, se estan utilizando lamparas capaces de suministrar
este tipo de radiacion y con ello promover la biosintesis de compuestos antioxidantes en
condiciones controladas (Jansen et al., 2008). De esta forma, la radiacion UV-B ha sido utilizada en
el cultivo de albahaca (Ocimum basilicum L.), como estrategia para el desarrollo normal de las
glandulas sebaceas (loannidis et al., 2002) y obtener mejores resultados en la biosintesis y
acumulacién de compuestos fendlicos (Nocchi et al., 2020).

Como se comento anteriormente, los antioxidantes en las plantas son parte de un complejo
mecanismo de defensa contra una amplia gama de estreses y, por lo tanto, se acumulan en
respuesta a estas condiciones. Estas respuestas de la planta, frente a los estresores brindan la
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oportunidad de mejorar la calidad funcional de las hortalizas mediante el uso de ambientes
regulados (Oh et al., 2009; Sgherri et al., 2017). Debido a lo anterior, estudiar las condiciones
Optimas de luz y manipular su aplicaciéon resulta transcendental para obtener hortalizas saludables
y enriquecidas con compuestos antioxidantes.

1.3.1.2.- Estrés salino por cloruro de sodio (NaCl)

La condicién de salinidad es caracterizada por la presencia de una concentracion alta de
sales solubles en el suelo que afecta negativamente el crecimiento y desarrollo de las plantas. Es
una de las principales causas de degradacion de los suelos agricolas (Negacz et al., 2022).

El nivel de salinidad del suelo se determina mediante la medicién de la conductividad
eléctrica (CE) medida en deci siemens por metro (dS m™). Los suelos salinos se clasifican en cuatro
categorias segln su concentracion de sal en: ligeramente salino cuando presenta una CE entre 2y
< 4 dS m'; moderadamente salino cuando presenta una conductividad entre 4 y <8 dS mY¥,
fuertemente salino cuando presenta una CE entre 8 y < 16 dS m™y muy fuertemente salino cuando
la conductividad es > a 16 dS m™ (Munns y Tester, 2008).

Diferentes autores mencionan que la salinidad es el mayor factor medioambiental que
restringe el crecimiento de las plantas (Parida y Das, 2005; Al-Maskri et al., 2010; Shabala et al.,
2015). Durante las ultimas décadas, la salinidad ha causado una reduccidn en el rendimiento medio
global en la produccién de cultivos de hasta un 20 % (Carillo et al., 2019).

Ya en 2007, Ashraf y Foolad reportaron que un 19,5 % de los suelos agricolas eran
considerados salinos y se proyecté que cada afio, aproximadamente 2 millones de hectareas se
volverian salinas debido a las malas practicas agricolas. Por su parte, Butcher et al. (2016), predijeron
que la salinidad impactara el 50 % de los suelos arables para el 2050. Segun la base de datos sobre
mapas de suelos salinos de la FAO, que actualmente incorpora la informacion de 118 paises, los que
cubren el 85 % de la superficie terrestre mundial, mas de 424 millones de hectareas de la capa
superficial del suelo (0-30 cm) y 833 millones de hectareas del subsuelo (30-100 cm) estan afectadas
por la sal (FAO, 2023b). Este aumento en la salinizacién tiene un gran impacto en la produccién de
alimentos, siendo uno de los principales desafios de la agricultura contemporanea (Negacz et al.,
2022).

La mayoria de los suelos afectados por la salinidad han surgido por causas naturales, siendo
el cloruro de sodio (NaCl) la sal mas distribuida (Muuns y Tester, 2008). Las bajas precipitaciones, la
alta evaporacién, la erosidn de las rocas y los problemas de drenaje de los suelos, sumados a las
pobres practicas agricolas y a la irrigacion con aguas salinas, son los principales factores que
aumentan la salinidad de los suelos (Muuns y Tester, 2008).

En Chile alrededor de 759.000 ha de suelos afectados por salinidad y otros 33.000 ha
afectados por sodicidad. La mayoria de esta superficie se encuentra en el norte del pais, donde las
sales se acumulan naturalmente debido a la escasa precipitacién existente. Los escasos suelos
agricolas de la zona norte del pais son particularmente susceptibles de sufrir procesos de
salinizacion, principalmente por el uso de agua de riego deficitario con altos contenidos de sales que
incluyen cloruros, sulfatos, carbonatos y bicarbonatos (Casanova et al., 2013).

Otro aspecto relevante que mencionar en este sentido es que, a nivel mundial, los recursos
de agua dulce subterrdnea de los acuiferos costeros son afectados significativamente por la
intrusién de agua de mar, proceso por el cual el agua de mar se infiltra en los acuiferos de agua
dulce y reduce la calidad del agua aumentando su salinidad, incrementando especificamente los
niveles de cloruro de sodio (NaCl). El fendmeno de intrusién es cada vez mas comun debido al
cambio climatico, aumento del nivel del mar, el cambio en el uso del suelo y el bombeo excesivo de
agua subterranea (Chang et al., 2018). Para la agricultura la intrusién salina es un importante
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desafio ya que afecta tanto el rendimiento de los cultivos como la calidad del suelo (Chang et al.,
2018).

El incremento de la salinidad, independiente de la sal, causa en la planta dos efectos
principales, un estrés hiperosmoético y un desbalance iénico, los cuales ocurren en fases. El primer
efecto corresponde a una fase osmética rapida, que inhibe el crecimiento de las hojas jovenes y
retarda el desarrollo de los brotes laterales. Esta fase tiene relaciéon con concentraciones altas de
las sales en el exterior de la planta, lo cual dificulta la extraccidon de agua por las raices. El segundo
efecto es una fase idnica, mas lenta, que acelera la senescencia de las hojas maduras y tiene relacion
con concentraciones altas de iones en el interior de la planta, las cuales pueden llegar a ser téxicas
después de una lenta acumulacion (Muuns y Tester, 2008; Butcher et al., 2016). Un sintoma comun
del exceso en la concentracion de iones es el dafio a la membrana, lo que induce a una reduccidn
de la expansion de las células y las hojas, al cierre de estomas, a la inhibicidn de la fotosintesis,
desestabilizacidn de proteinas y muerte celular, entre otros (Butcher et al., 2016).

Estos cambios causados por la acumulacién de sales resultan en un aumento de la presion
osmética de la rizosfera, disminuyen la disponibilidad de agua para las plantas, lo que, junto con la
toxicidad de los iones, en este caso de sodio (Na*) y cloruro (CI), resultan en un menor rendimiento
de los cultivos (Shabala y Munns, 2012; Lucini et al., 2015).

Sin embargo, en respuesta a la salinidad, las plantas han desarrollado varios mecanismos
capaces de integrar el estrés exégeno con sefiales de desarrollo enddgenas para optimizar el
balance entre el crecimiento y la respuesta al estrés (Shabala et al., 2015). Frente a la acumulacién
de NaCl las plantas han desarrollado 3 tipos de mecanismos de adaptacién conocidos: 1) tolerancia
a estrés osmotico, 2) exclusion de iones de sodio (Na*) y cloruro (CI') de las hojas y 3) tolerancia de
tejidos a la acumulacidn de iones Na* o CI. Sin embargo, no todas las plantas responden de igual
forma al estrés salino, sino que poseen diferentes niveles de tolerancia (Munns y Tester, 2008).

Si bien, existe evidencia de los mecanismos fisioldgicos de las especies haldfitas que las
hacen capaces de crecer en altas concentraciones de sal, como el aumento de la tolerancia
osmotica, la cual favorece la capacidad para producir hojas nuevas, o la tolerancia del tejido a las
altas concentraciones de iones de Na*, la cual aumenta la supervivencia de las hojas mas maduras
(Munns y Tester, 2008).

Uno de los mecanismos mas distribuidos que actua contra el estrés salino es la acumulacion
de solutos organicos de bajo peso molecular, compuestos altamente solubles y que por lo general
no presentan toxicidad celular, lo que les permite ser acumulados en altas concentraciones en el
citosol contrarrestando la presion osmdtica generada por la acumulacion de los iones Na* y CI
(Munns y Tester, 2008). El incremento de los osmolitos en la célula puede facilitar el movimiento de
agua dentro de la célula reduciendo el impacto del estrés osmdtico y la deshidratacion de las células
(Butcher et al., 2016). La prolina es un soluto cuya acumulacién juega un importante rol en
condiciones de estrés ya que, contrarrestar el estrés osmdtico, contribuye a la proteccién,
estabilizacidon y mantencion de la integralidad de las membranas y estructuras subcelulares, como
también a la estabilizacidn de las enzimas y proteinas (Ashraf y Foolad, 2007; Munns y Tester, 2008;
Lucini y Bernardo, 2015). En plantas de arroz la evidencia muestra que, cuando se utilizan
concentraciones de NaCl entre 0 y 300 mM, la acumulacion de prolina se produce en proporcion
directa con la concentracion de NaCl del medio en la cual se cultiva (Kumar et al., 2008).

Como se comentd mas arriba la salinidad reduce el consumo de agua y con ello provoca
cambios en la morfologia e histologia de la planta produciendo hojas mas densas, lo que afecta a su
vez la textura de las hojas de lechuga (Garrido et al., 2013). En el caso de las plantas de lechuga,
moderadamente sensibles al estrés por salinidad (Al-Maskri et al., 2010; Lucini y Bernardo, 2015),
la disminucidn en el consumo de agua reduce la tasa respiratoria, inhibe la divisidon y la expansion
celular (Carillo et al., 2019), reduce la actividad metabdlica general e impide el crecimiento de la
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planta (Butcher et al., 2016). Este ajuste osmético, en respuesta a la salinidad, no solo involucra la
acumulacién de compuestos osmdticamente activos, sino también otros procesos, donde destacan
los cambios en la pared celular (Iraki et al., 1989; Keutgen y Pawelzik, 2007; Zérb et al., 2015).

Ademas de los cambios morfoldgicos, fisiolégicos y metabdlicos que sufre la planta,
causados por el estrés osmatico e idnico, las altas concentraciones de sal alteran el transporte
electrénico celular y las vias metabdlicas, lo que resulta en la sobreproduccién de especies reactivas
de oxigeno (EROs), como anién superdxido (0,°7), radical hidroxilo (*OH), perdxido de hidrogeno
(H20,) y oxigeno singlete (*0?) (Miller et al., 2010; Sharma et al., 2012). Estas especies juegan un rol
clave en los procesos de senalizacidon del estrés de las plantas (Baxter et al., 2013). Ademas,
participan en eventos de sefializacién, regulan la actividad de los canales idnicos y la expresidon de
genes (Miller et al., 2010). Sin embargo, su incremento lleva a un estrés oxidativo y dafio celular
afectando negativamente el metabolismo normal de las plantas. Debido a su elevada reactividad,
su acumulaciéon en condiciones de estrés las hace tdxicas, ya que interactian con una amplia
variedad de moléculas causando peroxidacion de lipidos, destruccion de la membrana celular,
desnaturalizacion de las proteinas y mutaciones en el ADN (Miller et al., 2010; Sharma et al., 2012).

Para combatir los dafios causados por las EROs, las plantas responden al estrés salino
mediante la regulacidn positiva de genes y la activacién de enzimas antioxidantes como las enzimas
superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa (POD) y ascorbato peroxidasa (APX) y
mediante la accién de compuestos antioxidantes como los compuestos fendlicos, glutatién (GSH),
acido ascérbico (AsA), a-tocoferol, prolina y carotenoides (Miller et al., 2010). Asi, las plantas
tolerantes a la sal son las que muestran una mayor capacidad para mantener la homeostasis redox
y a proteger sus tejidos del dafo oxidativo (Sharma et al., 2012). Por tanto, el aumento de la
actividad antioxidante es utilizado estratégicamente para aumentar la tolerancia de la planta al
estrés salino (Du et al., 2014; Shgerri et al., 2017). Por otra parte, en un estudio llevado a cabo por
Deng et al. (2015), se logré aislar y caracterizar un mutante de arroz denominado rstl1, el cual
demostré una notable tolerancia a la salinidad en comparacién con el tipo salvaje. Los resultados
revelaron que este mutante presentd una mayor biomasa y una concentracién de clorofila superior
al del tipo salvaje. Este incremento en la concentracidn de clorofila, y la consecuente inhibicion de
su degradacion en el mutante rstl, sugiere un proceso de reduccion del dafio oxidativo mediante la
disminucién en la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS). Estos efectos insindan que
estos mecanismos desempefian un papel crucial en la capacidad de la planta para resistir el estrés
ocasionado por la salinidad del suelo. Finalmente, estos investigadores sostienen la premisa de que
mantener una fotosintesis eficiente es fundamental para asegurar la tolerancia de la planta frente
a la salinidad (Deng et al., 2015).

En cuanto a la tolerancia de la lechuga, se ha demostrado que depende del tipo e incluso
del cultivar. Asi, seglin algunos estudios la clasifican como relativamente sensible, con un valor
umbralde 1,0 a 1,4 dS m™y presentando un porcentaje de reduccién de la produccién del 13 % por
cada dS m™ adicional (Tanji y Kielen, 2002). Otros, como Carranza et al. (2009) reportaron que la
lechuga tipo Batavia presenté una tolerancia a una conductividad eléctrica de 2,16 dS m™ sin
disminuir su rendimiento. Por su parte Pasternak et al. (1986) mostraron que diferentes cultivares
de lechuga Romana fueron mas tolerantes a la salinidad que los cultivares de lechuga tipo Iceberg.
En este estudio, las lechugas Romanas irrigadas con una solucidn nutritiva con una CE de 10,5 dSm-
! redujeron un 14 % del rendimiento, mientras que para las lechugas Iceberg la reduccion fue del 40
%. Finalmente, Xu y Mou (2015) evaluaron 178 cultivares, 56 de lechugas tipo ‘Mantecosa’, 39 de
tipo ‘Iceberg’, 35 tipo ‘Romana’, 33 de ‘Hoja suelta’ y 15 de tipo ‘Silvestre’. De este estudio, se
concluyé que los genotipos difieren mucho en su sensibilidad a la salinidad y que algunas variedades
mostraron tolerancia en condiciones salinas (30:15 mM NaCl: CaCl,) correspondientes a una CE de
8,4 dS m}, presentando menos de 15 % de reduccidn en materia fresca.
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Por otra parte, un manejo adecuado del riego con agua salina pudiese mejorar la calidad de
los cultivos de lechuga cultivados en ambientes salinos, por lo que es necesario evaluar
detenidamente la tolerancia y comportamiento de los diferentes cultivares. Por lo que un mayor
conocimiento en esta drea contribuiria al desarrollo de estrategias de manejo y seleccién de
cultivares mas resistentes a la salinidad, lo cual resulta fundamental para garantizar un cultivo de
lechuga de alta calidad en ambientes salinos.

Asi, con el fin de obtener un cultivo de lechuga con mayores concentraciones de
antioxidantes y con ello aumentar su valor funcional, se expusieron lechugas de tipo Lollo Bionda
cv. ‘Levistro’ y de tipo Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ a diferentes tipos de estrés abidtico para evaluar su
respuesta en rendimiento y concentracién de compuestos fendlicos. Ambos cultivares fueron
escogidos debido a sus diferencias de color y por tanto en la concentracién de compuestos fendlicos
definidos para cada cultivar. Se selecciond un sistema de cultivo hidropdnico bajo condiciones de
invernadero con el propdsito de poder manipular, controlar y monitorear las condiciones
ambientales a las cuales las plantas fueron expuestas.

1.4.- Compuestos antioxidantes y postcosecha

La sostenibilidad de la industria agroalimentaria es una necesidad global. En los paises
industrializados se ha popularizado el término “desperdicio de alimentos”, que se refiere a la
eliminacion de alimentos en la fase de consumo, ya sea en los hogares, restaurantes, cadenas de
distribucién o en las instituciones. Este ocurre cuando los alimentos que son aptos para el consumo
humano se descartan en lugar de ser consumidos. Por otro lado, en los paises en vias de desarrollo,
predomina el término “pérdidas de alimentos”, que hace referencia a las pérdidas ocurridas durante
las etapas de produccién, manejo, almacenamiento y distribucién de la cadena de suministro
alimentario (Eguillor, 2019; Teigiserova et al., 2019). En conjunto, el desperdicio y las pérdidas de
alimentos movilizan una cantidad notable de recursos naturales consumiendo alrededor del 25% de
toda el agua utilizada en la agricultura cada afio, el 23% de toda la tierra de cultivo, y genera
alrededor del 8% de las emisiones anuales globales de gases de efecto invernadero (Teigiserova et
al.,, 2019).

En América Latina y el Caribe las pérdidas postcosecha de frutas y hortalizas frescas, rondan
el 55 % de todo lo que se produce (Eguillor, 2019). Sin embargo, existe una creciente demanda de
frutas y hortalizas frescas minimamente procesados (De Corato, 2019). El procesamiento minimo se
ha convertido en uno de los segmentos de mas rdpido crecimiento de la industria alimentaria, como
resultado de la aparicién de un nuevo perfil de consumidor definido como "rico en efectivo, pobre
en tiempo" (Alzamora et al., 2016; Ferreira et al., 2023). Estos productos minimamente procesados,
permiten aumentar el consumo diario de frutas y hortalizas de las personas debido a la conveniencia
y frescura del producto (Baselice et al., 2017) y, por tanto, la fuente mas conveniente para incluir
compuestos bioactivos beneficioso para la salud en la dieta diaria (Saini et al., 2016). Sin embargo,
las técnicas de procesamiento minimo enfrentan dos principales desafios: el primero es mantener
el producto fresco, suministrarlo en una forma conveniente sin perder su calidad funcional, basada
en la mantencion de la concentracién de los compuestos bioactivos presentes en el producto. El
segundo, es mejorar la vida util y calidad por mas tiempo para que su distribucién y consumo cumpla
con los requisitos del consumidor (De Corato, 2019).

La calidad de las frutas y hortalizas puede definirse como la combinacién de atributos fisicos
y quimicos (apariencia, textura, sabor y valor nutricional) que tienen un impacto determinante en
el grado de aceptabilidad del consumidor. Donde destacan atributos externos como tamafio, forma,
color, brillo, firmeza, textura y sabor e internos como las caracteristicas quimicas, fisicas y
microbianas (Palumbo et al., 2022). Una vez que los productos hortofruticolas son cosechados
siguen siendo metabdlicamente activos, por lo que son altamente perecederos y pierden calidad
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debido a los procesos de maduracidn y posterior senescencia resultando una vida util limitada y
mayores posibilidades de rechazo del producto por parte del consumidor (De Corato, 2019; Meitha
etal., 2020; Palumbo et al., 2022).

Utilizar tecnologias de conservacidon que mantengan la frescura de las frutas y hortalizas
garantizando la salud del consumidor es por tanto esencial para mantener la calidad microbiolégica,
organoléptica y nutricional de los productos durante el almacenamiento y retardar la senescencia,
reduciendo asi las pérdidas de alimentos (Ferreira et al., 2023).

Una vez que las frutas y hortalizas son cosechadas se generan especies reactivas de oxigeno
(EROs), las cuales agotan los antioxidantes presentes en los productos hortofruticolas,
disminuyendo por tanto la calidad funcional de los mismos (Meitha et al., 2020). Como se comentd
anteriormente, bajas concentraciones de EROs cumplen la funcién de actuar como segundo
mensajero en la sefalizacion intracelular. Sin embargo, en altas concentraciones pueden danar
varios tipos de biomoléculas como lipidos, proteinas, ADN y ARN, lo que lleva a la muerte celulary
consecuente deterioro del producto vegetal (Sharma et al., 2012). Durante la postcosecha, la
sintesis de EROs, producto de la respiracién, ocurre de manera natural, incluso en productos sanos
y sin dafios (Meitha et al., 2020). Para combatir estas especies reactivas y sus efectos perjudiciales
es determinante que el producto por si mismo cuente con un sistema antioxidante eficiente (Sharma
et al., 2012).

Dentro de los componentes antioxidante no enzimdtico se encuentran el AsA, GSH, a-
tocoferol, carotenoides, y polifenoles. EI AsA y GSH actian como antioxidantes al donar electrones
de manera directa a las EROs, estas especies también juegan un papel en la sefalizacion y
modulacién de la expresion génica relacionada con la actividad enzimatica (Meitha et al., 2020). Por
su parte, los tocoferoles, por su naturaleza lipidica ejercen un importante rol en la proteccién de las
membranas (Waszcza et al., 2018). Mientras que los carotenoides protegen la maquinaria
fotosintética de la célula e impiden la formacion de oxigeno singlete (Waszcza et al., 2018).
Finalmente, los polifenoles son uno de los antioxidantes mas importantes debido a su amplio rango
de accién, pueden combatir las EROs directamente, inhibir la peroxidacion lipidica protegiendo las
membranas y juegan un papel relevante en la degradacion del H,0, (Sharma et al., 2012). Por otro
lado, mucho de los compuestos fenilpropanoides inducidos por el estrés se pueden clasificar como
fitoalexinas debido a sus propiedades antimicrobianas, por lo que ademds de sus propiedades
antioxidantes cumplen un importante rol en proteger al producto frente al ataque de patdgenos
(Dixon y Paiva, 1995). Los polifenoles, especificamente los flavonoides han demostrado presentar
accion antimicrobiana contra diferentes bacterias presentes en alimentos como Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Salmonella enterica, Bacillus cereus,
Enteroccocus faecalis, y Staphylococcus aureus. Estos compuestos también pueden controlar
hongos como Alternaria alternata, Fusarium sp., Rhizopus stolonifer, Colletotrichum gloeosporioides
(Aguilar-Veloz et al., 2020). Su accion se basa en la inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos, en
lainterferencia de la funcidn de la membrana citoplasmatica o afectando el metabolismo energético
de los microorganismos (Cushnie y Lamb, 2005).

Para retardar la senescencia de los productos hortofruticolas y preservar su calidad
microbioldgica, organoléptica y funcional, existen diferentes estrategias postcosecha, donde
destacan la reduccion de la temperatura, la mantencién de una humedad relativa alta, los
tratamientos fisicos y/o quimicos y el uso de envases con atmdsfera modificada, los cuales pueden
reducir o inhibir el desarrollo de desérdenes fisioldgicos, ralentizar los procesos bioldgicos causados
por la senescencia y lamaduracién y minimizar la contaminacién y el desarrollo de microorganismos
(De Corato, 2019; Meitha et al., 2020).

La temperatura de almacenamiento es el factor critico mas importante que se debe
controlar para mantener la calidad y prolongar la vida util de las hortalizas (Hall et al., 2013). El uso
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de temperaturas bajas durante el almacenamiento es uno de los métodos mds extendidos y busca
reducir la tasa respiratoria, retardar la formacién de EROs y asi reducir la peroxidacién de las
membranas y otros procesos metabdlicos que provocan la senescencia (Meitha et al., 2020). Se ha
comprobado que el almacenamiento a bajas temperaturas (0 a 10 °C) relentece la tasa respiratoria
y protege a los compuestos bioactivos de los productos frescos de la degradacién, mientras que
ayuda a reducir el deterioro provocado por los microorganismos (Saini et al., 2016). Si bien ésta es
una practica eficiente y ampliamente extendida para preservar la calidad de las hortalizas y su
contenido de compuestos bioactivos, Santos et al. (2012) mostraron que, bajo idénticas condiciones
de almacenamiento, la estabilidad de estos compuestos depende tanto de la naturaleza quimica del
compuesto como del tipo de muestra. En cuanto a la concentracién de fenoles totales (FT), Lafarga
et al.,, (2020) mostraron que, durante la postcosecha de lechuga, el contenido de FT vario
significativamente entre variedades. Estos autores analizan dos grupos de lechugas definidos como
variedades modernas, obtenidas producto de un programa de reproduccién formal (Rutilai; Abago
y Murai de Rijk Zwanny Pelikan y Francesca de Syngenta) y variedades tradicionales, pertenecientes
a variedades autdctonas domesticadas (Maravilla 1LS044, Frances 219/855, Negre borratger
386/935, Carxofeta LS007, D’hivern LS008). En el estudio observaron una mayor concentracién de
FT en variedades modernas de lechuga en comparacién con variedades tradicionales, mientras que
la capacidad antioxidante, medida por los métodos de FRAP y DPPH, fue similar (Lafarga et al., 2020).
Por otro lado, observaron un aumento de la concentracion de FT luego del procesamiento minimo
para algunas de las variedades estudiadas (Rutilai RZ, Abago RZ, Maravilla LS044, Frances 219/855,
Negre borratger 386/935, y D’hivern LS008). Si bien este incremento, debido al minimo proceso,
mostré ser un comportamiento general, no afectd a todas las variedades estudiadas, sugiriendo que
es una respuesta variedad dependiente (Lafarga et al., 2020). Estos autores indicaron que debido a
estas diferencias en el comportamiento postcosecha, se necesitan optimizar las condiciones de
proceso y de almacenamiento por cada variedad de lechuga.

Otra de las practicas postcosecha bastante extendida y complementaria al uso de bajas
temperaturas es la utilizacion de envases plasticos. Esta practica ha mostrado ser esencial para
reducir eficientemente la deshidratacion y mantener la calidad de las hortalizas durante el
almacenamiento y la venta. El uso de envases permite la generacién de un ambiente de almacenaje
con un envasado en atmédsfera modificada (EAM). Actualmente, el EAM es ampliamente utilizado
en todo el mundo para preservar la calidad y prolongar la vida util de frutas y hortalizas frescas
enteras y minimamente procesadas (De Corato, 2019). El principio basico de esta estrategia es
utilizar un embalaje para almacenar el producto en una atmésfera modificada, con una composicion
gaseosa distinta a la del aire, la cual se puede lograr de forma pasiva, utilizando materiales de
embalaje adecuadamente permeables al oxigeno (02) y al didxido de carbono (CO:), o de manera
activa inyectando una mezcla de gases especifica al envase permeable. El objetivo ultimo de ambos
principios es encontrar un equilibrio de gases éptimo en el interior del envase para que la tasa
respiratoria del producto sea lo mas baja posible sin perjudicar la calidad (De Corato, 2019). En
general, para frutas y hortalizas minimamente procesadas se utiliza una disminucién de la
concentracién de O, y aumento de la concentracién de CO, con respecto al aire (20 % de O, un 0,03
% de CO, y un 78,8 % de N3) alcanzando una composicién de gasesde 2a 5% CO,yde2a5% O,
(De Corato, 2019). Esta baja en la concentracidn de O, y el aumento en el contenido de CO; resulta
en una disminucidn en la tasa respiratoria y por tanto en una reduccion en la produccion de EROs,
especificamente de la formacion de aniones superdxido y radicales hidroxilos y por tanto un retraso
en la senescencia, extendiendo la vida postcosecha de las hortalizas frescas (Guo et al., 2019; De
Corato, 2019; Meitha et al., 2020). Sin embargo, concentraciones excesivamente bajas de O,
favorecen procesos fermentativos y putrefactivos generando la formacion de acetaldehidos y otros
compuestos causante de malos olores y sabores (De Corato, 2019).

30



La tecnologia de EAM ha mostrado ser eficaz en retrasar el deterioro de las hortalizas de
hoja como la lechuga. Guo et al. (2019) reportaron que el uso de EAM con una concentracidn de
gases de 10/3/87% de CO,/0,/Nzen la lechuga tipo Grand Rapid, una lechuga de hoja suelta exhibid
una baja tasa respiratoria, redujo la pérdida de peso al proteger al producto de la deshidratacién y
retrasé la degradacion de clorofila, mejorando asi la calidad de la lechuga y prolongando su vida
postcosecha. Por su parte Escalona et al. (2006) observaron que una atmdsfera de 80 kPa O, y 10-
20 kPa CO; redujo la tasa respiratoria e impidid la fermentacién anaerdbica de la lechuga tipo
mantequilla recién cortada. Mientras que Martinez-Sanchez et al. (2011) mostraron que una
atmoésfera de almacenamiento con bajo oxigeno (entre 0,2 y 0,5 kPa) previene el pardeamiento y la
generacion de malos olores, preservando la calidad de la lechuga fresca cortada tipo Romana. Asi,
la concentracidn de gases 6ptima recomendada para la conservacion dependerd del tipo de
producto y efecto buscado (De Corato, 2019). Por tanto, sus beneficios dependen de una serie de
factores como la especie, el cultivar, prdcticas culturales, etapa de desarrollo, manejo postcosecha,
asi como la permeabilidad al gas del material de embalaje, la tasa respiratoria y las condiciones de
almacenamiento (Ghidelli y Pérez-Gago, 2016). Producto de una gestién deficiente de la
postcosecha se elevara el contenido de las EROS, por lo que el producto horticola tendrd que utilizar
su reserva de compuestos antioxidantes en aliviar este estrés, eliminando la ventaja de ser un buen
suministro de antioxidantes para el consumidor (Meitha et al., 2020). Debido a lo anterior es
fundamental no sélo buscar estrategias que potencien la sintesis y acumulacion compuestos
antioxidantes como los compuestos fendlicos, sino también estudiar cdmo se comportan estos
compuestos durante la postcosecha del producto para asegurar su llegada al consumidor.
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2.- Hipétesis

.- El estrés abidtico controlado (salinidad o radiacién UV-B), aplicado durante el cultivo, es
capaz de incrementar la sintesis de compuestos fendlicos en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso
cultivadas en un sistema hidropénico.

.- Estrategias de postcosecha que involucran bajas temperaturas y una mezcla de gases
compuesta por bajo O, y moderado CO; son capaces de mantener las concentraciones altas de
compuestos fendlicos alcanzados durante el cultivo de lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso
sometidas a estrés abiodtico, incrementando asi el valor funcional de estos tipos de lechuga.

Con el fin de abordar y responder adecuadamente la presente hipétesis, se formuld el
siguiente objetivo general y los siguientes objetivos especificos.

3.- Objetivos

3.1.- Objetivo general

Evaluar el valor funcional de lechugas mediante la estimulacidon de la sintesis de compuestos
fendlicos, en respuesta a la aplicacion de estimulos / estreses abidticos controlados durante el
cultivo y asegurar su llegada al consumidor mediante el uso de estrategias de postcosecha que
involucran bajas temperaturas y una concentracién de gases de bajo O, y moderado CO..

3.2.- Objetivos especificos

.- Evaluar la evolucién de la sintesis de compuestos fendélicos mediante cosechas sucesivas
en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso sometidas a diferentes niveles y tipos de estimulos /
estreses abidticos.

.- Evaluar el rendimiento y calidad funcional de lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso
cultivadas bajo diferentes niveles y tipos de estimulos / estreses abiodticos, identificar y determinar
la concentracion de los compuestos fendlicos mediante cromatografia liquida.

lll.- Evaluar el comportamiento, durante el almacenamiento, de la concentracidon de
compuestos fendlicos alcanzada en el cultivo mediante el uso de estrategias de postcosecha que
involucran bajas temperaturas en combinacién con una concentracidn de gases con bajo O, y
moderado CO; en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso.
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4.- Metodologia

4.1.- Material vegetal y condiciones de cultivo

El experimento se llevd a cabo en el Centro de Estudios Postcosecha (CEPOC) de la Facultad
de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile, ubicado en los 32° 40' de latitud sur, 70° 32' de
longitud oeste y a una altitud de 625 msnm (La Pintana, Santiago, Chile). Como material vegetal se
utilizaron dos tipos de lechugas, Lollo Bionda cultivar 'Levistro' de hojas verdes y Lollo Rosso cultivar
'Carmoli' de hojas rojas, ambas de la empresa Rijk Zwaan (Chile). La germinacidn de las semillas fue
testeada segln los estandares propuestos por la International Seed Testing Association (ISTA, 2017)
resultando tener un 99 % de germinacién.

La siembra se realizd a en una bandeja alveolada de 200 celdas, utilizando una mezcla de
lana de roca granulada (Agrolan®, El Volcan S.A., Chile) y perlita expandida A6 (Harbolite Chile Ltda.,
Chile), ambas pre hidratadas en proporcidn volumétrica 2:1. Se sembré una semilla por alvéolo a
0,5 cm de profundidad, asegurandose que la semilla quedara cubierta por el sustrato. Una vez
sembradas, las bandejas fueron llevadas a una cdmara de germinacién a 22 °C, 80 % de humedad
relativa y en oscuridad, durante 24 horas hasta la emision de la radicula. Una vez emergida la
radicula, las bandejas fueron llevadas al invernadero donde las plantulas fueron regadas con agua
potable hasta la etapa de cotiledones expandidos. Una vez que alcanzaron este estado, se regaron
con solucién nutritiva al 50 % de la concentracidn hasta el trasplante. La composicién de la solucidn
nutritiva utilizada fue la propuesta por Sonneveld y Straver (1994) para hortalizas de hoja, cuya
composicion al 100% consistié en (mol L™?): 1,25*103 NH4; 11,0*103 K; 4,5*103 Ca; 1,0¥103 Mg;
19,0%103 NOs; 1,125*%10°3 SO4; 2,0*1073 H,PO4; 40*10°° Fe; 5*10° Mn; 4*10° Zn; 30*10° B; 0,75*10°
€ Cu; 0,5%10° Mo. El pH de esta solucién se mantuvo entre 5,5 y 5,8 para maximizar la absorcidn de
nutrientes por parte del cultivo. El pH fue ajustado mediante la adicién de una solucién de acido
nitrico.

4.2.- Montaje y disefio experimental
El montaje de cada experimento y disefio experimental se describen detalladamente en el
capitulo y seccién correspondiente.

4.3.- Parametros de crecimiento de las plantas (MF, MS, % MS)

Como parametro analitico de crecimiento se midié la masa fresca (MF) y porcentaje de masa
seca (%MS). Para ello se utilizé la parte aérea de la planta y una balanza analitica con una precision
de 0,01 g (Radwag, AS 100/C/2, Poland). Una vez obtenida la MF, para la obtenciéon de MS, las
muestras fueron secadas a 70°C en una estufa de aire forzado (Labtech, LDO-150F, Corea) hasta
masa constante. El % MS fue estimado mediante la relacion de MS:MF y expresado en porcentaje.

4.4.- Determinacion de compuestos funcionales

4.4.1.- Extraccion de las fracciones fendlicas
Se recolectaron alrededor de 30 g de hojas frescas de lechuga por cada repeticion y se
almacenaron a -80 °C, luego fueron liofilizadas y trituradas con un molino eléctrico (Fagor, ML-
2006x, EE. UU.) hasta obtener un polvo fino. Las extracciones de los compuestos fendlicos solubles
se llevaron a cabo como se describe en Galieni et al. (2015) con algunas modificaciones. Para ello se
mezclaron 0,2 g de polvo con 10 mL de MeOH: H,0 en una proporcion de 70:30. Cada mezcla fue
agitada utilizando un vértex durante un minuto, luego colocadas en un bafio de ultrasonido durante
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15 min y centrifugadas a 4180 g durante 10 min a 4 °C en una centrifuga refrigerada (Hemle
Labortechnik, Z326k, Alemania). Posteriormente, el sobrenadante fue filtrado con un filtro de
jeringa estéril, con membrana de PVDF y 0,45 um de tamafo de poro (Merck S.A., Chile). El extracto
hidro-metandlico se almacené a -20 °C en tubos dmbar hasta la realizacién de los analisis de
compuestos fendlicos totales y actividad antioxidante.

4.4.2.- Determinacion de la concentracion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales (FT) se midié utilizando el método propuesto por Ainsworth
y Gillespie (2007). En un tubo Eppendorf de 2 mL se dejoé reaccionar durante 5 min una mezcla de
100 pL del extracto MeOH: H,0 y 200 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu al 10 %. Posteriormente se
agregaron 800 pL de una solucidn de carbonato de sodio (Na2C0O3)0,7 mol L y luego de dos horas
de reaccidn la muestra se centrifugd a 6000 g (HERMLE Labortechnik, Z326k, Alemania) por 2 min.
La absorbancia del sobrenadante se leyd en una placa de 96 pocillos a 765 nm utilizando un
espectrofotometro multi placa (ASYS, UVM340, Reino Unido). Como correccidn de la linea de base
se utilizd una reaccion control sin muestra. El contenido fendlico total se calculé utilizando una curva
de calibracion de acido galico (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y se expresé como miligramos
equivalentes de acido gélico (EAG) en 100 gramos de masa fresca (mg EAG 100 g* MF).

4.4.3.- Determinacion de la capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante (CA) de las diferentes muestras se llevd a cabo mediante dos
métodos. El primer método utilizado fue el de FRAP, del inglés Ferric reducing antioxidant power, el
cual mide la capacidad que tienen los antioxidantes presentes en la muestra de reducir el hierro. El
segundo método utilizado fue el método de DPPH, acrénimo del compuesto radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo, el cual busca cuantificar la capacidad de los antioxidantes presentes en el extracto de
atrapar radicales libres.

4.4.3.1.- Método de FRAP

El método de FRAP fue realizado de acuerdo con la metodologia descrita por Benzie y Strain
(1996) con algunas modificaciones. Para la preparacion del reactivo FRAP, se mezclé una solucidn
tampédn de acetato 0,3 mol L (pH 3,6), 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 0,01 mol L en HCI 0,04 mol
Ly FeCl; 6H,0 0,020 mol L't en proporcién 10:1:1. Esta mezcla fue calentada durante 10 min a 37°C
previo a su uso. Por otro lado, se prepararon diluciones de los extractos originales de MeOH: H,0
obtenidos del material vegetal. Para la reaccidon se tomd una alicuota de 20 plL de la dilucidn
obtenida y se mezclé con 600 pL de reactivo FRAP a 37°C. El producto de la reaccion fue puesto en
una placa de 96 pocillos y se midié la absorbancia a 593 nm cada 30 min hasta la estabilizacién de
la lectura (2 horas) utilizando para ello un espectrofotometro multiplaca (ASYS-UVM340, Reino
Unido). La capacidad antioxidante equivalente se calculé mediante una curva de calibracién de
Trolox (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Como correccién de la linea de base se utilizé una
reaccién control sin muestra y todas las mediciones se realizaron por triplicado. Los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de Trolox (eq Trolox) en 100 gramos de materia fresca
(mg eq Trolox 100 g MF).

4.4.3.2.- Método de DPPH
Para la determinacion de la de eliminacion de radicales libres, se utilizd el reactivo radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) segln la metodologia descrita en Gupta y Prakash (2009). Para
cada reaccion se prepararon diluciones de los extractos vegetales originales. Al mismo tiempo, se
prepard una solucién de DPPH a una concentracién de 0,2*103 mol L' y se protegié de la luz hasta
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su uso. Para cada reaccién se colocd una alicuota de 250 plL del extracto diluido en un tubo
Eppendorf de 2 mLy se le agregd 1 mL de la solucién de DPPH preparada. De la reaccidn obtenida
se colocaron 200 pL en una placa de 96 pocillos y se midié la absorbancia a 517 nm usando un
espectrofotdmetro multiplaca (ASYS-UVM340, Reino Unido) cada 30 min hasta la estabilizacion de
la lectura, después de 2 horas. La capacidad antioxidante equivalente se calculd utilizando una curva
de calibraciéon de Trolox (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) como lo describen Llorach et al. (2008).
Como correccidn de la linea de base se utilizdé una reaccidon control sin muestra. Los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de Trolox (eq Trolox) en 100 gramos de masa fresca (mg
eq Trolox 100 g'* MF).

4.4.4.- Anilisis estadistico
El analisis estadistico se realizd utilizando el software InfoStat versién 2017, un software
estadistico desarrollado por la Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina (Di Rienzo et al., 2017).
Los datos registrados fueron sometieron a un analisis de varianza multifactorial (ANOVA). Las
diferencias de medias se consideraron estadisticamente significativas cuando el valor p < 0,05y
fueron detectadas mediante la prueba de comparaciones multiples LSD de Fisher.

Metodologias adicionales para cada capitulo y experimento se describen en detalle en la
seccion correspondiente.
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5.- Capitulo 1: Corte y radiacion UV-B como factores estresores

5.1.- Determinacion de la dosis de UV-B a utilizar

5.1.1.- Introduccién

La radiacidon UV-B corresponde al rango de longitudes de onda comprendido entre los 280
y los 320 nm y representa menos del 0,5% de la energia solar total que llega a la Tierra. En
comparacién con las longitudes de onda del espectro visible o infrarroja que también llegan a la
superficie terrestre, la longitud de onda correspondiente a la radiacién UV-B es la presenta la menor
longitud de onda y por tanto una mayor energia (Nocchi et al., 2020). Debido a esto, pequefios
aumentos en la cantidad de radiacion UV-B, entendida como un aumento de la intensidad o mayores
periodos de exposicién, podrian tener un impacto significativo en diversos procesos fisioldgicos de
las plantas (Nocchi et al., 2020).

Los efectos mas comunes de la radiacion UV-B consisten en la disminucidn del contenido de
la concentracién de clorofila (10-70%), mientras que se produce un aumento en la concentracion
de compuestos capaces de absorber la radiacion UV-B (10-300%) como los fenoles donde destacan
los de tipo flavonoide (Kakani et al., 2003; Brown et al., 2005; Coffey et al., 2017).

Por otro lado, en condiciones de alta intensidad de radiacion UV-B se estimula la produccidn
excesiva de especies reactivas de oxigeno (EROs) que causan dafio oxidativo en las plantas (Sharma
et al., 2012). En estas condiciones, producto del dafio generado en la maquinaria fotosintética y el
fotosistema Il (PSIl) se reduce la tasa fotosintética (3—90%) por fotoinhibicion (Kakani et al., 2003;
Xu et al., 2008; Wargent et al., 2011; Terfa et al., 2014; Pérez-L6pez et al., 2018).

Pese a lo anterior, autores como Parihar, et al. (2015) consideran que la radiacién UV-B
actua mas como un factor regulador y de aclimatacién que como un factor de estrés ambiental
limitante. En este sentido, loannidis et al., (2002) mostraron que la radiacion UV-B es necesaria para
el desarrollo normal de las glandulas sebaceas en albahaca (Ocimum basilicum L), por su parte Xu et
al. (2019) discutieron sobre como las hortalizas que reciben menos luz UV-B resultan en una menor
acumulacidon de compuestos fendlicos debido a una disminucién en la actividad de la enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL), enzima clave en la ruta del acido shikimico de donde se obtienen los
compuestos fendlicos. Sin embargo, el efecto de la radiacién UV-B puede variar dependiendo de la
especie y la variedad cultivada. Ordidge et al. (2010) observaron un aumentoé la concentracién de
fenoles totales, antocianinas y flavonoides cuando lechugas tipo Lollo Rosso fueron cultivadas bajo
materiales de cubierta transparentes al UV, mientras que en lechugas tipo Lollo Bionda no
presentaron respuesta bajo una exposicion similar a la radiacién UV. Debido a lo anterior, se hace
indispensable estudiar el efecto de la radiacidn UVB y determinar la dosis umbral a utilizar para
favorecer la sintesis de compuestos funcionales, sin afectar la calidad del producto.

5.1.2.- Metodologia

5.1.2.1.- Material vegetal y condiciones de cultivo

Como material vegetal se cultivaron lechugas tipo Lollo Bionda cultivar 'Levistro' (hojas
verdes) y de tipo Lollo Rosso cultivar 'Carmoli' (hojas rojas) de la empresa Rijk Zwaan (Chile). La
germinacion de las semillas de lechuga de ambos cultivares, condiciones de cultivo de los almacigos
y trasplante se realizaron como se describe en la seccion 4.1 durante la temporada de otofio. Una
vez que las plantas alcanzaron el estado de cuatro hojas verdaderas fueron llevadas en un
invernadero de 5*4 m con una cubierta de vidrio en un sistema ubicado en las dependencias de la
Facultad de Ciencias Agrondémicas de la Universidad de Chile y trasplantadas a un sistema
hidropdnico recirculante de NFT (nutrient film technique). Este invernadero contd con un sistema
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de climatizacién para mantener una temperatura dia/noche de 22/18 °C. Cabe destacar que, de
acuerdo con los datos de la estacion meteoroldgica de Quinta Normal, Santiago, disponible en
https://climatologia.meteochile.gob.cl, la radiacidn global acumulada del periodo fue de 3858,7 W
h m2con un fotoperiodo medio de 10,5 horas de luz por dia.

5.1.2.2- Montaje y disefo experimental

Los tratamientos de radiacion UV-B fueron aplicados utilizando 6 lamparas de UV-B de
banda ancha TL (Philips, Paises Bajos) las cuales fueron fijadas de manera perpendicular a los perfiles
de NFT de 3 m de largo en una estructura metdlica quedando a diferentes alturas de las plantas
como se muestra en la Figura 5.1. Cuando las plantas alcanzaron un estadio de 5 a 6 hojas
verdaderas, el tratamiento radiativo comenzé a ser aplicado. Las diferentes dosis acumuladas de
radiacion UV-B fueron obtenidas por la distancia entre las plantas y las lamparas (Figura 5.1) y un
tiempo de encendido constante de 60 min al dia a las 12 del dia durante todo el periodo de cultivo
(30 dias). Las dosis acumuladas de radiaciéon UV-B correspondieron a 34,5; 61,2; 70,8 kJ m?
calculadas como la sumatoria de la dosis diaria de radiacién UV-B a la que las plantas fueron
expuestas. Luego de los 30 dias de cultivo, las lechugas fueron cosechadas y analizadas.

k) m2
70,8

| ——v‘ ‘—"?'i —
61,2 ST g X ; t £
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Figura 5.1. Montaje disefio determinacion de dosis de radiacién UV-B.
En la imagen se muestra el montaje del ensayo para definir la dosis maxima de radiacion UV-B, permitida por
la lechuga tipo Lollo Bionda cultivar ‘Levistro’ antes de la generacién de dafio fisico. Las diferentes dosis
acumuladas de radiacién UV-B se obtuvieron por las diferencias en la distancia de las plantas a la fuente de
iluminacién, manteniendo constante el tiempo de encendido (60 min).
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5.1.2.3.- Parametro analitico de crecimiento de las plantas (% MS)
Como parametro analitico de crecimiento se midio el porcentaje de masa seca (%MS) como
se describe en la seccidn 4.3. Para ello, luego de 30 dias de cultivo, cinco plantas por repeticion
fueron muestreadas de manera aleatoria (n=15 por tratamiento).

5.1.2.4.- Determinacién de compuestos funcionales

5.1.2.4.1.- Extraccion de las fracciones fendlicas
Para la extraccion de compuestos fendlicos se seleccionaron tres muestras de cada
repeticion (9 muestras por tratamiento) siguiendo las recomendaciones de Galieni et al. (2015),
como se describe en detalle en la seccion 4.4.1. El extracto de MeOH: H,0 se almacend a -20 °C en
tubos ambar hasta la realizacién de los analisis de compuestos fendlicos totales, flavonoides,
antocianinas y actividad antioxidante.

5.1.2.4.2.- Determinacion de la concentracion de fenoles totales
La concentracién de fenoles totales (FT) se midid utilizando el método propuesto por
Ainsworth y Gillespie (2007), como se describe en la seccién 4.4.2. Los resultados fueron expresados
como miligramos equivalentes de acido gélico por cada 100 gramos masa fresca (mg EAG 100 g
MF).

5.1.2.4.3.- Determinacion de la capacidad antioxidante
5.1.2.4.3.1.- Método de FRAP
El método de FRAP (Ferric reducing antioxidant power) se realizé de acuerdo con la
metodologia propuesta por Benzie y Strain (1996), detallado en la seccidn 4.4.3.1. Los resultados
fueron expresados como miligramos equivalentes de Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de
materia fresca (mg eq Trolox 100 g MF).

5.1.2.4.3.2.- Método de DPPH
Para la determinacion de la eliminacidn de radicales libres, se utilizo el reactivo radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) segun la metodologia descrita en Gupta y Prakash (2009) y detallada
en la seccidn 4.4.3.2. Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de Trolox (eq
Trolox) por cada 100 gramos de materia fresca (mg eq Trolox 100 g'* MF).

5.1.2.5.- Andlisis estadistico
El andlisis estadistico se realizd utilizando el software InfoStat version 2017 (Di Rienzo et al.,
2017) como se describe en la seccién 4.4.4.

5.1.3.- Resultados y discusion

Las lechugas cultivar ‘Levistro’ tratadas con una dosis acumulada de 34,5 k] m?2 no
mostraron dafios visuales en las hojas (Figura 5.2 A) mientras que las tratadas con 61,2 y 70,8 ki m-
2 presentaron quemaduras y decoloraciones en las zonas de las hojas méas expuestas a la radiacién
(Figura 5.2 B, C). La severidad del dafio aumenté con el incremento de la dosis de radiacion UV-B
aplicada (Figura 5.2). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Kakani et al. (2003a) quienes
postularon que la exposicion prolongada a dosis excesivas de radiacion UV-B afecta
significativamente la fisiologia de las plantas. Asi, dosis de 15 a 16 k] m2 por dia de radiacién UV-B
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afectaron las células foliares de arroz, observandose el rompimiento de la membrana de los
cloroplastos. Por otro lado, las hojas de maiz fueron afectadas de manera negativa con 9 kJ m2 por
dia observandose colapso de las células de la epidermis y reduccidn en el tamaiio de los cloroplastos.
Este estudio mostré que las plantas sometidas a estas condiciones adversas experimentaron una
alteracion en su pigmentaciéon, manifestada inicialmente como la aparicién de manchas bronceadas
o marrones en la epidermis foliar, similares a las observadas en este estudio en la Figura 5.2, en las
hojas tratadas con dosis de 61,2 y 70,8 kJ m™. Segun Kakani et al. (2003a) a medida que el dafio
progresa, se observa una clorosis generalizada y una posterior desecacién y necrosis de las hojas
como una respuesta negativa de las plantas frente a la exposicion crdnica a altas dosis de radiacién
UV-B.

34,5k m?2 61,2 k) m™2

Figura 5.2. Efecto de diferentes dosis de radiacion UV-B sobre hojas de lechuga cv.
‘Levistro’.
Acercamiento a las hojas de lechuga cv. ‘Levistro’ luego de 30 dias de cultivo con una exposicidon acumulada
de radiacién UV-B de 34,5 (A); 61,2 (B) y 70,8 k) m™2 (C). En la imagen se observa que para dosis de 61,2y 70,8
k) m las hojas presentan un importante dafio producto de la excesiva radiacién (manchas marrones).

5.1.3.1.- Parametro analitico de crecimiento de las plantas (% MS)

El porcentaje de masa seca de las plantas cultivadas bajo suplementacién de radiacion UV-
B se incrementé a medida que aumento la dosis acumulada de radiacion, pasando de 6,0 % a 0 kJ
m2 hasta llegar a un 7,8 % bajo 70,8 k) m™ (Figura 5.3). Esta respuesta se relacionaria con el aumento
en el grosor de las hojas, modificacion morfoldgica comun observada cuando las plantas son
expuestas a la radiacién UV-B (Aksakal et al., 2016) y con la modificacién en la anatomia de la hoja.
Kakani et al., 2003b observaron un incremento en el nimero de células del tejido empalizado para
algoddn expuesto a 8 y 16 kI m™ por dia de radiacién UV-B. Estas modificaciones en la estructura de
la hoja podrian modificar incidencia de la luz y con ello la respuesta de la planta a la radiacién UV-B
(Kakani et al., 2003b; Aksakal et al., 2016).

5.1.3.2.- Determinacion de la concentracion de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante
Las lechugas cultivadas con dosis iguales o superiores a 61,2 k] m?2, presentaron una
reduccion de 15 a 20% en la concentracion de fenoles totales respecto de las cultivadas con 30,4 kJ
m2tratamiento que registré la mayor concentracién de fenoles totales alcanzando 4870,6 + 28,9
mg EAG 100 g MF. Sin embargo, este incremento no logré ser significativo con respecto al control
sin radiacion UV-B (Figura 5.4).
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Figura 5.3. Porcentaje de masa seca de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ cultivadas
con diferentes dosis acumuladas de radiacién UV-B.
Gréfica de la determinacién de masa seca, expresada en porcentaje, de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’
cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B (0; 34,5; 61,2; 70,8 k) m™2). Barras representan
valores promedio de 5 réplicas bioldgicas. a,b Letras diferentes corresponden a diferencias significativas
determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de
p <0,05.

De acuerdo con varios autores, la sintesis y acumulacion de compuestos fendlicos,
flavonoides y antocianinas es una de las respuestas mas frecuente observada en las plantas
expuestas a la radiacion UV-B, ya que este tipo de radiacidn tiene la capacidad de inducir la
respuesta de las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL) y chalcona sintasa (CHS), enzimas claves de
la ruta de los flavonoides a la cual pertenecen este tipo de compuestos (Ebisawa et al., 2008; Xu et
al., 2008; Zhang y Bjorn, 2009; Aksakal et al., 2016). Frente a estos antecedentes se esperaria
observar un incremento significativo debido al uso de radiacién UV-B con respecto al control (0 kJ
m2), no obstante, los genotipos de una misma especie pueden presentar una amplia gama de
sensibilidad a la radiacién UV-B (Xu et al., 2008). Por otro lado, la capacidad antioxidante medida
por el método de FRAP presentd un comportamiento similar a la concentracion de fenoles totales,
incrementdndose cuando las dosis de radiacién UV-B utilizada fue de 34,5 k)] m? para luego
disminuir cuando la dosis acumulada de radiacién fue de 61,2 0 70,8 k) m™, sin presentar diferencias
entre dosis (Figura 5.5 A). Por su parte, la capacidad antioxidante medida por DPPH presenté una
reduccidn significativa cuando dosis de 61,2 y 70,8 kJ m2fueron comparadas con respecto al control
(0 kJ m2) o dosis de 34,5 k) m (Figura 5.5 B).
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Figura 5.4. Concentracion de fenoles totales en lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’
cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B.
Gréfica de la concentracion de fenoles totales en lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ expresado en
miligramos equivalentes de acido gélico por cada 100 gramos de masa fresca (mg EAG 100g™ MF). Barras
representan medias de 5 réplicas bioldgicas para cada tratamiento. a,b Letras diferentes corresponden a
diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un
nivel de significancia de p < 0,05.

Los resultados obtenidos a dosis de radiacién UV-B altas (61,2 y 70,8 kJ m'2) muestran dafios
en las hojas (Figura 5.2), producto de un exceso de EROs las cuales agotarian los compuestos
fendlicos (Figura 5.4; Figura 5.5) generando deterioros en la maquinaria fotosintética y en el
fotosistema Il (PSlI), provocando fotoinhibicidn y muerte celular (Xu et al., 2008; Wargent et al.,
2011; Terfa et al., 2014).

El alza en la concentracién de fenoles totales y capacidad antioxidante a dosis bajas de
radicacion y luego la disminucién de los valores a dosis altas de radiacién puede explicarse por lo
expuesto por Hideg et al. (2012) quienes explican que la exposicion de las plantas a un factor
estresante puede causar estrés eldstico reversible denominado “eustrés” el cual actia como un
estrés activador de procesos que ayudan a la planta a adaptarse al medio. Sin embargo, una vez que
la exposicion al factor estresante supera un limite de tolerancia la planta sufre dafo irreversible,
como ocurre con la exposicidon a altas dosis de radiacidn. Asi, bajo condiciones de eustrés se
mantienen niveles bajos de especies reactivas de oxigeno y la planta cuenta con suficiente capacidad
antioxidante para contrarrestarlos. Por el contrario, en condiciones de altas dosis de radiacidon UV-
B, se producen una concentracion de especies reactivas de oxigeno que supera las que la planta
puede contrarrestar, produciéndose los dafios antes mencionados (Hideg et al., 2012). Debido a lo
anterior, es determinante considerar las dosis de exposicion y sensibilidad a la radiacion UV-B de las
diferentes variedades y cultivares de lechuga a estudiar para obtener una hortaliza con mayores
concentraciones de compuestos antioxidantes sin perjudicar el rendimiento.
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Figura 5.5. Capacidad antioxidante determinada por FRAP y DPPH para lechugas tipo Lollo
Bionda cv. ‘Levistro’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B.
Gréfica de la determinacion capacidad antioxidante mediante los métodos de FRAP (A) y DPPH (B) expresado
en miligramos equivalentes de Trolox por cada 100 gramos de masa fresca (mg eq Trolox 100g* MF) en
lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B (kJ m
%), Barras representan medias de 5 réplicas bioldgicas para cada tratamiento. P Letras diferentes

corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05.
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5.1.4.- Conclusiones
Este estudio demostrd que la exposicidn crénica de lechugas cultivar ‘Levistro’ a altas dosis
de radiacién UV-B, iguales o superiores a 61,2 kl m, resultd en alteraciones en la pigmentacidn del
tejido foliar, en un incremento en masa seca y en una disminucidon en la concentracidon de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en las plantas. Estos resultados resaltan la
importancia de considerar las dosis de exposicion y la sensibilidad a la radiacion UV-B para
determinar su tolerancia
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5.2.- Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de radiacion UV-B y la realizaciéon de
cosechas sucesivas en el rendimiento y concentracion de compuestos fendlicos de
lechugas Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo Rosso cv. 'Carmoli’

5.2.1.- Introduccién

La radiacién UV-B tiene suficiente energia para promover la sobreproduccidn de radicales
libres y generar estrés oxidativo, lo que desencadena respuestas de foto proteccion como la
disminucién del area foliar y el rendimiento (Tsormpatsidis et al., 2008; Sakalauskaité et al., 2012).
Algunos estudios han demostrado que la radiacion UV-B actia mds como un factor regulador y de
aclimatacién que como un factor de estrés ambiental limitante para el crecimiento y desarrollo de
las plantas (Parihar et al., 2015; Coffey et al., 2017; Nocchi et al., 2020). Estas respuestas de
aclimatacion a la radiacién UV-B incluyen ajustes en el perfil de una gama amplia de metabolitos,
especialmente en la sintesis de compuestos fendlicos y flavonoides (Brown et al., 2005; Parihar et
al., 2015; Ebisawa et al., 2008; Xu et al., 2008; Coffey et al., 2017). Por otro lado, la radiacién UV-B
puede generar cambios morfoldgicos en las células de la planta (Staxén y Bornman 1994; Kakani et
al., 2003), resultando en la reduccion del drea foliar y modificando la densidad estomatica (Hollosy,
2002; Aksakal, et al., 2016). Por tanto, controlar las respuestas de adaptacion de las plantas frente
a la radiacion UV-B ofrece una oportunidad para mejorar la calidad funcional de las hortalizas
mediante el uso de ambientes controlados donde se suplemente radiacion UV-B en las dosis
adecuadas (Oh et al., 2009).

Por otro lado, los dafos fisicos como el corte de hojas durante el cultivo también podrian
generar una mayor produccién de compuestos fenélicos al aumentar la actividad de la fenilalanina
amoniaco liasa (Bi y Felton, 1995). Muchos compuestos derivados de la ruta fenilpropanoide son
inducidos en respuesta a las heridas (Dixon y Paiva, 1995). Una de las respuestas mas rapidas de las
células vegetales frente a heridas es la produccién acelerada de especies reactivas de oxigeno (EROs)
como mecanismo protector contra el estrés (War et al., 2012). Para controlar y regular este estallido
oxidativo, se gatilla también un incremento en la sintesis de metabolitos secundarios, siendo los
fenoles uno de compuestos defensivos mas comunes y extendidos. Asi, diferentes fuentes de estrés,
como ataques de microorganismos o plantas competidoras, dan como resultado la acumulacion de
compuestos fendlicos que actian como un mecanismo defensivo (Usha y Jyothsna, 2010; War et
al., 2012).

En este contexto, y debido a que se han utilizado practicas ambientales, culturales y de
manejo para mejorar la calidad de la lechuga y sus contenidos fitoquimicos y atributos promotores
de la salud (Mulabagal et al., 2010), el propdsito del estudio fue evaluar el efecto del corte generado
al realizar cosechas sucesivas de hojas, en diferentes estados fenoldgicos y la suplementacion de
diferentes dosis de radiacion UV-B, aplicadas durante el cultivo, como factores estresantes sobre la
biosintesis de compuestos y capacidad antioxidante, parametros agrondmicos y anatomia celular
foliar de lechugas tipo Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo Rosso cv. 'Carmoli'. La biosintesis de
compuestos antioxidantes se determind evaluando la concentracién de fenoles, flavonoides y
antocianinas totales y determinando la capacidad antioxidante por los métodos de FRAP y DPPH. Se
analizaron también la masa fresca y seca de las lechugas como parametros agrondmicos, y para la
evaluacidn de los cambios producidos en la anatomia celular foliar se realizé un recuento de la
densidad celular y estomatica y una cuantificacién del espacio intercelular en el tejido foliar.
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5.2.2.- Metodologia

5.2.2.1.- Material vegetal y condiciones de cultivo

Como material vegetal se cultivaron lechugas tipo Lollo Bionda cultivar 'Levistro' (hojas
verdes) y de tipo Lollo Rosso cultivar 'Carmoli' (hojas rojas) de la empresa Rijk Zwaan (Chile). La
germinacion de las semillas de lechuga de ambos cultivares, condiciones de cultivo de los almacigos
y trasplante se realizaron como se describe en la seccidn 4.1 durante la temporada de otofio.

El periodo de crecimiento de las lechugas se llevd a cabo en un invernadero plastico tipo
capilla de 8 m de ancho, 33 m de largo y 5,8 m de altura cenital y cubierto con una pelicula de
polietileno transparente de 200 um de espesor la cual permitié una transmisidon del 90 % y una
difusién global de la luz el 20 % (Proamco, Chile). El invernadero contd con ventanas cenitales de
apertura manual y un sistema automatico de apertura y cierre de ventanas laterales, ambas
cubiertas con malla anti-afidos.

Las condiciones ambientales de cultivo: temperatura minima y maxima del aire,
temperatura promedio, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto y pH de la solucién nutritiva y la
media diaria de radiacién solar total fueron registradas durante todo el periodo de cultivo y se
presentan en la Figura 5.6.

Para determinar el efecto del corte, el tiempo de cosechay el uso de radiacién UV-B como
practicas agricolas de cultivo sobre la concentracidon de compuestos fendlicos en lechugas verdes y
rojas se realizaron dos experimentos continuos. El objetivo del primer experimento fue aislar el
efecto del corte y el tiempo de cosecha sobre los pardmetros antes mencionados.

El objetivo del segundo experimento fue evaluar el efecto de la suplementacién UV-B en
combinacion con diferentes tiempos de cosecha en los mismos parametros. En este segundo
experimento, como evaluacién adicional, se consideré la concentracién de prolina como un
indicador de estrés, y también se evaluaron los cambios anatdmicos de las hojas.

5.2.2.2.- Montaje de los ensayos y disefios experimentales

Experimento 1:

El experimento fue realizado para los cultivares de lechuga 'Levistro' y 'Carmoli' y fue
dispuso en tres bloques con un arreglo de parcelas divididas, donde se consideraron dos factores.
El primer factor fue el tiempo de cosecha (12, 22, 3?) y el segundo a la ejecucidn del corte previo o
sin él (con: ccy sin: sc). El corte de las hojas fue realizado utilizando unas tijeras de acero inoxidable
sanitizada entre cortes con una solucién al 70 % de etanol. Debido a que en este experimento la
primera cosecha no tuvo corte previo, estos datos fueron analizados y presentados como valor de
referencia inicial.

Experimento 2:

El experimento fue realizado para lechugas tipo Lollo Bionda cv. 'Levistro'y tipo Lollo Rosso
cv. 'Carmoli' y fue dispuesto en tres bloques con un arreglo de parcelas divididas, donde se
consideraron dos factores. El primer factor fue el tiempo de cosecha (12, 22, 3?) y el segundo factor
la dosis de radiacién UV-B (0; 5,2; 10,5 kJ m™). Cada bloque representd una repeticién, por lo que
se dispuso de tres sistemas hidroponicos de raiz flotante independientes para cada dosis de
radiacion UV-B evaluada. Cada repeticidn consistido en una lamina de poliestireno expandido con
una densidad de plantacidon de 50 plantas m? de 0,5*1,5*0,025 m y 25 kg m™ de densidad. Sobre
esta repeticidn se aplicaron los tratamientos de radiacion UV-B utilizando 2 ldamparas de UV-B de
banda ancha TL (Philips, Paises Bajos). Las ldamparas fueron fijadas en el centro de una estructura
rectangular de acrilico transparente de 6 mm de espesor con las siguientes dimensiones: 0,63 m
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ancho, 1,54 m largo y 0,80 m alto. La radiacién UV-B fue aplicada a una distancia de 60 cm sobre la
base del cultivo.

Para seleccionar las dosis de UV-B se consideraron los resultados de la seccion 5.1, donde
una dosis acumulada de 34,5 k] m™ no generé dafios visibles en las hojas (Figura 5.2). Con esta
informacidn preliminar se definieron 3 dosis de radiacion UV-B acumulada ajustando el tiempo de
encendido de las [dmparas en 0, 30 y 60 min respectivamente, una vez por dia, durante 10 dias
consecutivos. De esta forma se obtuvieron dosis de 0 kJ m?, utilizado como control; 5,2 kI m2y 10,5
k) m2de radiacién UV-B. La intensidad de radiacién UV-B fue medida con un fotémetro y radiémetro
(Solar Light, modelo PMA 2200, EE. UU.) utilizando un sensor de eritema PMA2101 UV-B (Solar Light,
EE. UU.). Debido a que la cubierta del invernadero fue de polietileno, el cual no permitié el paso de
la radiacidon UV-B natural, las plantas sdlo recibieron la radiacién UV-B aplicada por las lamparas. Los
tratamientos de radiacién UV-B comenzaron a ser aplicados cada dia a las 10 am y, debido a que el
material acrilico de la caja permitio el paso de la radiacién fotosintéticamente activa (PAR) natural
(970 umol m2 s1), las plantas de lechuga recibieron el tratamiento de radiacién UV-B en presencia
de las otras longitudes de onda. De acuerdo con los datos de la estacién meteoroldgica de Quinta
Normal, Santiago disponible en https://climatologia.meteochile.gob.cl, la radiacién global
acumulada del periodo (abril 2016) fue de 2251,7 W h m?, con un fotoperiodo medio de 10,5 horas
de luz por dia.

5.2.2.3.- Parametros analiticos del crecimiento de las plantas (MF, MS, %
MS)

Para el primer experimento, las plantas se dividieron en dos grupos etiquetados con (cc) y
sin (sc) corte previo. Para el primer grupo, las hojas completamente expandidas de la misma planta
se cortaron los dias 10 (hojas 5 + 6?), 20 (hojas 72 + 82) y 30 (hojas 92 + 10?) y etiquetadas como
primera (1?), segunda (2?) y tercera (3°) cosecha. Para el segundo grupo, fueron muestreadas las
hojas totalmente expandidas en las mismas etapas fenoldgicas, provenientes de diferentes plantas
con corte (cc) y sin corte (sc) previo. En el segundo experimento, después de la aplicacion de
radiacion UV-B (0; 5,2 y 10,5 kJ m™2) se realizaron cosechas sucesivas. En la primera (1?) cosecha,
luego de 10 dias desde el trasplante, se recolectaron las hojas verdaderas nimero 5y 6. La segunda
(2?) cosecha fue realizada 20 dias tras trasplante y se recolectaron las hojas verdaderas nimero 7 y
8. La tercera (3?) y ultima cosecha, fue realizada luego de 30 dias desde el trasplante sobre las hojas
verdaderas numero 9 y 10. El corte para cada cosecha fue realizado utilizando una tijera de acero
inoxidable esterilizada con una solucién de etanol al 70 % previo a cada corte.

Las mediciones de masa fresca (MF) y seca (MS), se realizaron como se describié en la
seccion 4.3. Para cada cosecha, fueron seleccionadas cinco réplicas bioldgicas por repeticion (n= 15
por tratamiento).

5.2.2.4.- Parametros de color (L, C*, hue)

Los parametros de color fueron evaluados como una caracteristica de calidad de las hojas,
para ello en cada cosecha, se seleccionaron cinco hojas al azar por repeticion, provenientes de 5
plantas diferentes (n= 15 por tratamiento). El color se midié utilizando un colorimetro compacto tri
estimulo (espectrofotdmetro Konica Minolta CM-2500d, EE. UU.), con una fuente de luz D65 y un
angulo de observacion de 10°. Se midieron dos puntos en el haz de la hoja, por cada hoja, evitando
la nervadura central. Los datos fueron analizados utilizando el espacio de color CIE L*a*b* y el
software SpectraMagic NX, obteniéndose los valores de luminosidad (L), saturacion de color o croma
(C*) y el angulo del tono o matiz (hue) (McGuire, 1992).
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Figura 5.6. Temperaturas medias minimas y maximas del aire en el invernadero y temperaturas de la solucion nutritiva, conductividad
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eléctrica, pH y concentracidn de oxigeno disuelto de la solucidn nutritiva y radiacion total global registradas durante el cultivo.

En la figura se presentan los pardmetros ambientales registrados durante el cultivo de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ con aplicacion de diferentes dosis acumuladas de radiacién UV-B: 0; 5,2 y 10,5 kJ m™. A: Temperaturas maximas y minimas del aire dentro
del invernadero y temperaturas de la solucién nutritiva (SN) en °C. B: Conductividad eléctrica (CE) de la SN expresada en dS m™, C: pH de la SN. D:
oxigeno disuelto expresado en mg L presente en la SN. E: Promedio diario de la radiacién total global expresada en ] m™2 s, Puntos representan
medias * EE del registro diario, a las 10 am, de tres mediciones por repeticién (n=3). Registro de temperaturas minimas y maximas del aire realizadas

con data logger.
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5.2.2.5.- Determinacion de la concentracion de compuestos funcionales

5.2.2.5.1- Extraccion de las fracciones fendlicas
Para la extraccion de compuestos fendlicos se seleccionaron tres muestras de cada
repeticidon (9 muestras por tratamiento) siguiendo las recomendaciones de Galieni et al. (2015),
como se describe en detalle en la seccion 4.4.1. El extracto de MeOH: H,0 se almacend a -20 °C en
tubos dmbar hasta la realizaciéon de los andlisis de compuestos fendlicos totales, flavonoides,
antocianinas y actividad antioxidante por los métodos de FRAPP y DPPH.

5.2.2.5.2.- Determinacion de la concentracion de fenoles totales
La concentracién de fenoles totales (FT) se midid utilizando el método propuesto por
Ainsworth y Gillespie (2007), como se describe en la seccion 4.4.2. Los resultados fueron expresados
como miligramos equivalentes de acido gélico por cada 100 gramos masa fresca (mg EAG 100 g*
MF).

5.2.2.5.3.- Determinacion de la concentracion de flavonoides
totales
La concentracién de flavonoides totales se midié siguiendo el método propuesto por
Tharasena y Lawan (2014). En un tubo Eppendorf de 2 mL, se mezclaron 100 uL del extracto MeOH:
H,0 con 100 pL de solucién de NaNO; al 5 % y se dejo reaccionar 5 min en oscuridad. Una vez
transcurrido este tiempo, se ainadieron 100 pL de una solucién de AICl; al 10 % y se mezcld en vortex.
La mezcla se dejo reaccionar 6 min en oscuridad. Finalmente, se afadieron 670 pL de NaOH 1 mol
L'y se leyd la absorbancia en una placa de 96 pocillos a 510 nm utilizando un espectrofotémetro
multiplaca (ASYS, UVM340, Reino Unido). Como correccién de la linea de base se utilizé una reaccion
control sin muestra. La concentracién de flavonoides totales se calculd utilizando una curva de
calibracion de rutina (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y se expresaron como miligramos
equivalentes de rutina (eq Rut) en 100 gramos de masa fresca (mg eq Rut 100 g'* MF).

5.2.2.5.4.- Determinacion de la concentracion de antocianinas
totales
La concentracién de antocianinas totales se determind utilizando el método de pH
diferencial siguiendo las recomendaciones de Du et al. (2014). Este método consistid en el uso de
dos sistemas de tampones. El primero, una solucién tampén de cloruro de potasio 0,025 mol L a
pH 1,0 y el segundo una solucidn de acetato de sodio 0,4 mol L'*a pH 4,5. Los extractos de MeOH:
H,0 fueron preparados como se describe en el punto 4.4.1 y diluidos con metanol hasta alcanzar
una absorbancia a 520 nm en el rango de 0,1 a 1,2. Para la reaccién se mezcld una alicuota de 100
pL de la muestra diluida con 900 pL de cada tampdn. La absorbancia de cada reaccion se leyo a dos
longitudes de onda (520 y 700 nm) utilizando un espectrofotometro multiplaca (ASYS, UVM340,
Reino Unido). Como correcciéon de la linea de base se utilizé una reaccidn control sin muestra. La
absorbancia final se calculé utilizando la siguiente expresién:

A = (Asz0nm — A700 nm)le,O — (As20 nm — A700 nm)PH4,5

Una vez obtenido el valor de absorbancia final, se calculd la concentracidon de antocianinas
totales como equivalente de cianidina-3-glucésido (mg L?), utilizando la siguiente ecuacion:
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A*xPM % FD % 1000
exl

Antocianinas totales (mg L™1) =

Donde A= absorbancia, PM= peso molecular de la Cianidina-3-glucésido (449,2 g mol?), FD= factor
de dilucidn, e= coeficiente de absortividad molar de la Cianidina-3-glucosido (26900 L mol™* cm™), I= ancho de
la cubeta (cm).

La concentracidon de antocianinas totales se expresé como miligramos equivalentes de
cianidina-3-glucdsido (eq Cian3gluc) en 100 gramos de masa fresca (mg eq Cian3gluc 100 g'* MF).

5.2.2.5.5.- Determinacidn de la capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante (CA) de las diferentes muestras se llevd a cabo mediante dos
métodos descritos en la seccion 4.4.3.

5.2.2.5.5.1.- Método de FRAP
El método de FRAP (Ferric reducing antioxidant power) se realizd de acuerdo con la
metodologia propuesta por Benzie y Strain (1996), detallado en la seccidn 4.4.3.1. Los resultados
fueron expresados como miligramos equivalentes de Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de
materia fresca (mg eq Trolox 100 gt MF).

5.2.2.5.5.2.- Método de DPPH
Para la determinacidon de la eliminacién de radicales libres, se utilizo el reactivo radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) segun la metodologia descrita en Gupta y Prakash (2009) y detallada
en la seccion 4.4.3.2. Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de Trolox (eq
Trolox) por cada 100 gramos de materia fresca (mg eq Trolox 100 g'* MF).

5.2.2.6.- Determinacidn de la concentracion de prolina

La concentracién de prolina total se determind segun la metodologia propuesta por Bates
et al. (1973). Para ello, se suspendieron 0,2 g de polvo de lechuga liofilizado en 10 mL de solucién
de 4cido sulfosalicilico al 3 % y se colocé en un bafo de ultrasonido durante 10 min. Luego, las
muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 4 °C para separar el sobrenadante de las partes
solidas. Al mismo tiempo, se prepard una solucién de ninhidrina acida utilizando 1,25 g de
ninhidrina, 30 mL de acido acético glacial y 20 mL de acido fosférico a una concentracién de 6 mol
L'l. Una vez que las muestras fueron centrifugadas, se colocé 1 mL del sobrenadante en un tubo de
vidrio y se agregd 1 mL de solucién de acido-ninhidrina y 1 mL de acido acético glacial. La mezcla se
puso en un bafio termorregulado a 100°C donde se dejo reaccionar durante 1 h. Una vez
transcurrido el tiempo de reaccion, ésta se detuvo utilizando un bafio de hielo por 2 min. Cuando la
mezcla estuvo fria, se afadieron 2 mL de tolueno y se agité durante 20 segundos en un vortex. La
solucién se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 min hasta que se observé claramente la
separacion de dos fases. La absorbancia de la fase superior (tolueno) se midié a 520 nm utilizando
un espectrofotémetro multiplaca (ASYS, UVM340, Reino Unido). Como correccion de la linea de
base se utilizd una reaccidn control sin muestra. La concentracién de prolina total se determind
mediante una curva estandar de D-prolina (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Los resultados se
expresaron como microgramos de prolina por cada 100 gramos de materia fresca (ug de prolina 100
g1 MF).
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5.2.2.7.- Anilisis de la anatomia celular foliar

Para la evaluacion de la anatomia celular foliar se cortaron muestras circulares de hojas
frescas con un perforador de 1 cm? de 5 plantas por repeticién. Un conjunto de 15 muestras de
tejido fresco por tratamiento fue utilizado para observar y cuantificar la densidad estomatica y
celular. Otro conjunto formado también por 15 muestras por tratamiento fue fijado en una solucién
de formaldehido, alcohol y acido acético (FAA) en una proporcion de 10%, 50% y 5% en agua, para
luego ser incorporadas en resina. Posteriormente sobre esta resina se realizaron cortes histolégicos
del tejido foliar y finalmente se determiné el espacio intercelular.

5.2.2.7.1.- Determinacion de la densidad estomatica, densidad
celular e indice estomatico
Para determinar la densidad estomatica y celular e indice estomatico se utilizaron 15
muestras por tratamiento, provenientes del tejido foliar de 5 plantas por repeticidon. Las muestras
fueron obtenidas del punto medio de la Idmina de la hoja entre la nervadura central y el margen
(Xie et al., 2012). De las muestras circulares del tejido foliar fresco se cortaron trozos cuadrados de
5*5 mm con un bisturi y cada seccion fue puesta en un portaobjetos de vidrio. Se raspé gentilmente
la cara adaxial de la hoja para ayudar a fijar la tincién de rojo neutro para contar los estomas por la
cara abaxial (Xie et al. 2012). Las muestras fueron observadas bajo un microscopio trinocular de
campo claro (BA310 Motic, China) con un lente que permitié un acercamiento de 400 X y fueron
fotografiadas por una camara digital (Moticam 5.0 MP, China). La densidad estomatica y celular se
determind luego del andlisis de cinco imagenes por seccidn, con el programa Imagel, un programa
desarrollado por los Institutos Nacionales de Salud (NIH) versién v1.51j8 (Schneider et al., 2012). La
densidad estomética y celular fue expresada como N° de estomas mm2 y N° de células mm?,
respectivamente. Finalmente se calculé el indice estomatico (IE) utilizando la siguiente férmula (Xie
etal., 2012).

indice estomatico (IE) = (Densidad de estomas/ (Densidad de estomas + densidad de
células epidérmicas)) * 100

5.2.2.7.2.- Analisis histoldgico para la determinacién del espacio

intercelular foliar
Este analisis se realizé Unicamente para las muestras provenientes de la 32 cosecha. Se
utilizaron 15 muestras de 1 cm? por tratamiento, obtenidas a partir de las hojas de 5 plantas
diferentes por repeticion. El tejido fue fijado con solucién FAA. Luego se realizaron una serie de
lavados con etanol al 50, 70, 90, 95% y dos lavados con etanol absoluto (Sivankalyani et al., 2016).
Una vez tratadas se obtuvieron cortes de 5*5 mm utilizando un bisturi. Se seleccionaron al azar tres
cuadrados de 25 mm por tratamiento para cada cultivar y se incluyeron en una resina utilizando el
kit de inclusidn JB-4, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Sigma, Aldrich, Darmstadt,
Alemania). A partir de cada muestra incluida en la resina se obtuvieron diez cortes de 10 um de
espesor utilizando un micrétomo manual (1516 Leitz, Alemania). Los cortes fueron colocados en un
portaobjetos de vidrio y tefiidos con acido peryddico de Schiff (PAS) y azul de anilina, segin el
método propuesto por Sumner (2015) con algunas modificaciones. Asi, los portaobjetos se
sumergieron en acido peryddico acuoso al 1 % durante 10 min y se lavaron con H,0 destilada
durante 5 min. Luego, se sumergieron en el reactivo de Schiff por 15 min y se lavaron nuevamente
con H,0 destilada por 10 min. Posteriormente, los portaobjetos permanecieron 2 min en una
solucidn de sulfato de sodio al 2 % y se lavaron con H,O destilada durante 10 min. Finalmente, los
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portaobjetos con los cortes se sumergieron en anilina azul-negro como contra tincidon durante 3 min
y se lavaron con H,0 destilada hasta que no se detecté color en el agua.

Los cortes tefiidos fueron observados bajo un microscopio trinocular de campo claro
(BA310, Motic, China) con un lente que permitié observar las células con un acercamiento de 100X.
Se obtuvieron imagenes utilizando una cdmara digital (Moticam 5.0 MP, China) acoplada al
microscopio. Se analizaron treinta de las imagenes obtenidas para cada tratamiento, utilizando el
programa de procesamiento de imagenes Imagel versiéon v1.51j8 (Schneider et al., 2012). Para ello,
cada imagen se calibré a la barra de escala obtenida del microscopio, se selecciond manualmente
el borde del tejido para asi eliminar el fondo de la imagen y obtener el drea total del tejido foliar
fotografiado. Luego se aplicaron los filtros ‘Convolve’ y ‘Minimun’ a la imagen, para finalmente
ponerla en blanco y negro (‘Binary’). Una vez obtenida la imagen binaria se ajusté el umbral de
analisis de particula y con ello se obtuvo el drea de los espacios intercelulares. La sumatoria de estos
espacios correspondid al espacio intercelular total. Los resultados fueron expresados finalmente
como porcentaje de espacio intracelular en el drea total del tejido foliar observado.

5.2.2.8.- Analisis estadistico
El andlisis estadistico se realizo utilizando el software InfoStat version 2017 (Di Rienzo et al.,
2017) como se describe en la seccidn 4.4.4.

5.2.3.- Resultados y discusién

5.2.3.1.- Efecto de las cosechas sucesivas en lechugas tipo Lollo Bionda y
Lollo Rosso (Experimento 1)

5.2.3.1.1.- Parametros analiticos del crecimiento de las plantas
Se observd un efecto significativo del corte para en el cultivar ‘Levistro’ donde los valores
significativamente mas altos fueron registrados en las plantas sin corte previo (sc = 22,6 g),
reduciendo la masa fresca obtenida en un 27 % con respecto a las plantas no cortadas (cc = 16,58 g)
(Figura 5.7 A). Para el mismo cultivar, el porcentaje de MS presentd un valor significativamente
mayor en la tercera cosecha de 8,64 % con respecto a la segunda de 6,80 % (Figura 5.7 B). En cambio,
para el cultivar 'Carmoli' hubo una interaccién entre los factores tiempo de cosecha y corte para MF
y MS. El valor significativamente mas alto de MF se observd en la tercera cosecha sin corte previo,
alcanzando una masa fresca de 25,5 g. Este resultado dobld la masa fresca de las hojas con el mismo
estado fenoldgico de plantas previamente cortadas (Figura 5.7 C). Por otro lado, se observé un
aumento significativo en el porcentaje de MS en el mismo tiempo de cosecha de las plantas a las
cuales se les realizé un corte previo, alcanzando valores de 7,84 %, con respecto a misma cosecha
sin corte con 6,41 % (Figura 5.7 D). Este aumento en el porcentaje de MS puede deberse a la mayor

sintesis de lignina y otros compuestos desencadenados en respuesta al corte (War et al., 2012).

5.2.3.1.2.- Parametros de color

En el cultivar ‘Levistro’ se observd una diferencia significativa en los tres pardmetros de color
(L, C* y hue) en funcién del tiempo de cosecha. Los valores de luminosidad y del dngulo hue
incrementaron significativamente desde 48,27 a 52,54 y de 105,28 a 108,24° cuando se compararon
la segunda con la tercera cosecha mientras que, en los mismos tiempos de cosecha, los valores de
croma se redujeron significativamente de 49,07 a 46,73 (Figura 5.8). El aumento significativo de 3
puntos en el angulo hue, indicaria un ligero movimiento hacia las tonalidades mas verdes y un
alejamiento de las amarillas, mientras que el mayor valor de croma alcanzado en la segunda
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cosecha, mostraria un color verde mas intenso (McGuire, 1992). Para el cultivar ‘Carmoli' se registré
una interaccion significativa entre el tiempo de cosecha y el corte para la luminosidad, presentando
un valor significativamente mas alto de 17,09 en la tercera cosecha sin corte con respecto a las otras
combinaciones (Figura 5.8). De manera similar, se observd un efecto significativo debido al corte,
sobre el croma (C*), registrando un mayor valor de 22,09 en las plantas con corte previo, lo cual
indicaria un color mas intenso que aquellas sin corte las cuales registraron un valor de 16,73. Estas
diferencias en el color concuerdan con el reporte de Liu et al. (2007) quienes indican que las
diferencias en el color de las plantas de lechuga fueron sensibles a las condiciones ambientales de
cultivo.
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Figura 5.7. Masa fresca (MF) y porcentaje de masa seca (%MS) para lechugas Lollo Bionda

cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ luego de la realizacion (con) o la no realizacién (sin) de un
corte previo durante tres tiempos de cosecha.
Las graficas muestran el efecto del corte sobre la masa fresca y porcentaje de masa seca en lechugas Lollo
Bionda cv. ‘Levistro’ (A, C) y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (B, D) durante varias cosechas sucesivas (22, 32 cosecha).
Barras representan medias (+ EE) de 15 datos (5 muestras bioldgicas por cada réplica de tratamiento) por de
materia fresca (MF) (A, B) y contenido de masa seca (MS) (C, D). #®%¢ Letras diferentes corresponden a
diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un
nivel de significancia de p < 0,05. Los valores de la 1° cosecha sin corte previo se reportan como valor
referencial inicial.
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Figura 5.8. Luminosidad, croma y angulo hue en lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y tipo Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ luego de la
realizacion (con) o la no realizacidn (sin) de un corte previo durante tres tiempos de cosecha.
Las graficas muestran los valores medios (+ EE) de los diferentes parametros que definen el color: Luminosidad (A, D); Saturacién (B, E); y angulo hue (C, F). De
lechugas de hoja verde ‘Levistro’ (A-C) y hoja roja ‘Carmoli’ (D-F) crecidas con o sin la aplicacion de radiacion UV-B durante varias cosechas sucesivas (12, 22, 32
cosecha).
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5.2.3.1.3.- Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas
totales y capacidad antioxidante

De acuerdo con este experimento en el cultivar 'Levistro' se observaron diferencias
significativas debido a la cosecha para la concentracién de fenoles y flavonoides totales. Para este
cultivar la concentracidn de FT se incrementd desde 1280,44 hasta 1654,15 mg EAG 100 g MF entre
la segunda y tercera cosecha, lo cual representa un incremento del 29%. Ademas, en el mismo
periodo hubo un aumento significativo en la concentracién de flavonoides totales desde 737,69
hasta 1029,72 mg Rut eq 100 g™ MF, mostrando un aumento del 40%. Por otro lado, el cultivar
‘Carmoli', mostrd una interaccién significativa entre el momento de cosecha y el corte para la
concentracién de fenoles y flavonoides totales. En ambos parametros los valores mas altos se
presentaron en la tercera cosecha con cortes previos, mostrando un aumento del 46 y 62 %, cuando
se compararon con los valores alcanzados en la tercera cosecha sin corte de 2254,19 mg EAG 100 g’
I MFy de 1021,90 mg Rut eq 100 g™* MF para fenoles y flavonoides respectivamente (Tabla 5.1). Del
mismo modo, se registré una mayor concentracién de antocianinas en ‘Carmoli’ cuando las plantas
fueron previamente cortadas, incrementando su concentraciéon en un 30 % con respecto a las
plantas sin corte (Tabla 5.1). Cortar algunas hojas de plantas durante el cultivo podria generar una
respuesta similar al estrés bidtico causado por la herbivoria, provocando una mayor produccion de
compuestos fendlicos al aumentar la actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL) en el tejido
debido al corte de la hoja (Bi y Felton, 1995). Por otro lado, de acuerdo con War et al. (2012) y Usha
y Jyothsna (2010), los fenoles constituyen uno de los grupos de compuestos defensivos mas
comunes y extendidos en las plantasy Luna et al. (2012), indican que la herida por corte induce una
acumulacién de compuestos fendlicos en lechuga, lo cual podria explicar las diferencias registradas
en este nuevo estudio en Levistro y Carmoli. De igual manera, Sellami et al. (2009) demostraron que
hubo un efecto de la etapa de crecimiento sobre la concentracién y composicion de la fraccion
fendlica de la mejorana dulce, presentando una mayor concentracién de fenoles totales durante la
etapa que los autores denominan etapa vegetativa tardia, por sobre las etapas vegetativa temprana,
brotacién, y floracidn. Por su parte Pinto et al. (2014) informaron que el valor nutricional mineral,
clorofilay carotenoides de la lechuga dependia en gran medida de la etapa de crecimiento y que sus
concentraciones disminuyen en funcion de la edad de las hojas. Marcando la relevancia de estudiar
los compuestos de interés asociados a la edad del cultivo. Las mayores concentraciones de fenoles
totales, flavonoides y antocianinas para el cultivar 'Carmoli' sobre el cultivar 'Levistro' confirmaron
las diferencias en la concentracién de estos compuestos antioxidantes entre cultivares rojos y
verdes (Pérez-Lépez et al., 2014; Sgherri et al., 2017).

Con respecto a la capacidad antioxidante (CA) el cultivar 'Levistro' presenté menor CA que
‘Carmoli’ presentando un comportamiento caracteristico entre lechugas verdes y rojas (Liu et al.,
2007; Llorach et al,, 2008). La CA medida por DPPH mostré un comportamiento similar a la
concentracién de fenoles y flavonoides totales para ‘Levistro’, presentando diferencias significativas
en respuesta al tiempo de cosecha. Esta relacion se explica debido a que este tipo de compuestos
presentan una conocida actividad antioxidante (Gazula et al., 2007). La tercera cosecha mostré
valores de 159,95 mg eq Trolox 100 g MF, mientras que la segunda presento un valor de 131,21
mg eq Trolox 100 g'* MF, lo cual representa un aumento del 22 % (Tabla 5.1). En este mismo cultivar,
la CA medida por FRAP presentd una interaccién significativa entre la cosecha y el corte. El mayor
valor se registré en la tercera cosecha con corte previo (451,88 mg eq Trolox 100 g* MF), lo cual
representa un incremento del 38 % con respecto a la segunda cosecha con corte (326,93 mg eq
Trolox 100 g MF) y fue mayor a los valores reportados por Llorach et al. (2008) para lechugas verdes
quienes reportaron concentraciones entre 63,5y 125,5 mg 100 g’ MF para lechugas tipo Romanay
Continental. Para el cultivar 'Carmoli' la CA medida tanto por el método de FRAP como por el
método de DPPH presentd una interaccidn significativa entre la cosecha y el corte. Los mayores
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valores de DPPH se registraron en la tercera cosecha con corte previo, registrando un valor de
290,59 mg eq Trolox 100 g* MF. A pesar de mostrar una tendencia similar a la de fenoles y
flavonoides totales, el aumento en la CA fue de solo un 15 % en comparacién con la tercera cosecha
sin corte previo (253,23 mg eq Trolox 100 g MF). Asimismo, la CA medida por FRAP, registré el
valor més alto en la tercera cosecha con corte anterior, alcanzando 862,13 mg eq Trolox 100 g MF,
lo que representa un incremento del 18 % con respecto al valor mas bajo de 732,91 mg eq Trolox
100 g MF, registrados en la segunda cosecha con corte anterior (Tabla 5.1) y corresponde con los
valores registrados por Llorach et al. (2008) para Lollo Rosso quienes reportaron 775,3 mg eq Trolox
100 g-! MF. Estos resultados confirman ademds que las plantas generan una respuesta antioxidante
frente al estrés por corte y producto de la edad fenoldgica descrita por Biy Felton (1995) y Pinto et
al. (2014).

5.2.3.2.- Efecto de la radiacién UV-B y el tiempo de cosecha en lechugas
tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso (Experimento 2)

5.2.3.2.1.- Parametros analiticos del crecimiento de las plantas

La aplicacion de radiacion UV-B durante el cultivo de las lechugas y las cosechas sucesivas
afectaron la MF y el porcentaje de MS para el cultivar 'Levistro'. Sin embargo, sélo el tiempo de
cosecha afectd los mismos parametros para el cultivar 'Carmoli'. A medida que aumentd el tiempo
de cosecha, aumentd la MF y el porcentaje de MS en ambos cultivares, obteniéndose los mayores
valores en la tercera cosecha (Figura 5.9). Cuando se compard la tercera cosecha con la primera, el
cultivar 'Levistro' mostré un aumento desde 4,64 a 15,52 g, lo que representa un incremento del
230 % en MF (Figura 5.9 A). Por el contrario, el cultivar 'Carmoli' sélo presenté un aumento desde
3,34 2 4,66 g (41 %) cuando se compararon los mismos tiempos de cosecha (Figura 5.9 C). Para el
caso del porcentaje de masa seca, al comparar la primera con la tercera cosecha, ‘Levistro” y
‘Carmoli’ registraron un incremento desde 6,55 a 6,72% y desde 5,8 a 7,46% respectivamente. Las
diferencias en MF y % MS registradas producto de la radiacidn UV-B y los diferentes estadios
fenolégicos, que en el caso de este experimento corresponden a los estados de desarrollo de 5% y 62
hojas verdaderas para la 1% cosecha; 7° y 8 hojas verdaderas para la 22 cosecha; y 9% y 10° hojas
verdaderas para la 3% cosecha, son consistentes con los resultados reportados por Sakalauskaité et
al. (2012) quienes mostraron que en Ocimum basilicum intensidades de 2 y 4 k) m2 dia™* de radiacidn
UV-B incrementaron el porcentaje de MS desde 8,5% a un 8,7% para el estadio de 3% y 4% hojas
verdaderas y desde 9,9% a 12,1% en el estadio de floracidn.

Por otro lado, la radiacion UV-B produjo una disminucidn significativa de la MF en ‘Levistro’
desde 10,93 g, registrado en el control (0 k) m?), hasta 8,66 g obtenidos con 10,5 k) m™2 lo cual
representa una disminucién de un 20 % en la MF. Mientras que en estas condiciones se generd un
aumento significativo del porcentaje de masa seca para el mismo cultivar desde 6,30% registrado
en las lechugas control (0 k) m) y de 6,62 en las cultivadas con 10,5 k) m™2de radiacién UV-B (Figura
5.9 Ay B). Esta respuesta se relacionaria con el aumento en el grosor de las hojas, modificacion
morfoldgica comuin observada cuando las plantas de lechuga son expuestas a dosis de 3,3 Wm?
durante 12 horas de radiacién UV-B, lo que equivale a una dosis acumulada de 142 kJ m (Aksakal
et al., 2016).

Bajo las condiciones de radiacién UV-B estudiadas, el cultivar 'Carmoli' sdlo mostré una
tendencia similar a 'Levistro' pero sin registrarse diferencias significativas (Figura 5.9 D). Este
comportamiento, observado en el cultivar 'Carmoli', difiere de los resultados obtenidos por
Tsormpatsidis et al. (2008) para lechugas tipo Lollo Rosso, donde reportaron una reduccion
significativa en el crecimiento vegetativo en presencia de radiacion UV-B, expresado como una
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reduccion en el numero total de hojas de 27 a 21 cuando las lechugas fueron cultivadas bajo una
transmisién de UV (280-400 nm) del 0 y 81% respectivamente. Sin embargo, Tsormpatsidis et al.
(2008) también reportaron que bajo un bloqueo completo de radiacion UV (0% de transmision de
UV en el rango de 280-400 nm), las plantas alcanzaron entre un 40 y 122% mas masa seca (g) que
las plantas crecidas bajo el tratamiento de transparencia de UV (81% de transmisidon de UV en el
rango de 280-400 nm), comportamiento opuesto al observado para el cultivar 'Carmoli,
perteneciente al mismo tipo de lechugas estudiado por estos autores.

5.2.3.2.2.- Parametros de color

Se ha observado una relacién directa entre los cambios de color y la concentracion de
compuestos fendlicos para diferentes cultivares de lechuga verde y roja cultivadas bajo distintas
condiciones ambientales (Gazula et al., 2007; Zhao et al., 2007). Asi, Gazula et al. (2007) mostraron
que la concentracidn de antocianinas (ug g MS?) en 9 cultivares de lechuga roja, se relaciona con la
reflectancia medida a 635 nm con un R?=0,89; con el dngulo hue con un R>=0.51, y con la saturacidn
del color o croma con un R%= 0,80. Por otro lado, Zhao et al. (2007), discuten que la radiaciéon UV-B
induce la sintesis de antocianinas y otros flavonoides y que las lechugas ‘Red Sails’ cultivadas a
campo abierto presentaron un color rojo mas pronunciado en primavera y mayores concentraciones
de acido clorogénico, diferentes derivados de quercetina, y mayores concentraciones de luteolina
que las cultivadas bajo invernadero. En cuanto a los diferentes pardmetros de color, sélo la
luminosidad (L) en el cultivar 'Levistro' presentd diferencias significativas respecto al tratamiento
con radiacion UV-B. En este sentido, se observé una reduccién de la L en las hojas tratadas con 5,2
0 10,5 kJ m?, lo cual indicaria un oscurecimiento respecto al control sin radiacién UV-B (0 k] m)
(Figura 5.10 A). Asimismo, hubo un efecto significativo de las cosechas sucesivas sobre la saturacion
del color o croma (C*) cuyo comportamiento dependioé de cada cultivar. Para el cultivar 'Levistro' el
C* alcanzé el valor mas alto en la segunda cosecha (55,82) y el valor mas bajo en la primera cosecha
(50,03) (Figura 5.10 B). Por el contrario, el cultivar 'Carmoli' presenté su valor mas bajo en la segunda
cosecha (5,06), indicando un color menos intenso (Figura 5.10 E).

En relacidn con el angulo hue, hubo un efecto significativo de las cosechas sucesivas para el
cultivar 'Levistro'. Las muestras de la primera cosecha alcanzaron 105,74°, valor significativamente
mas alto que los obtenidos para la 2% y 32 cosecha de 104,54 y 104,75°, respectivamente (Figura 5.10
C). Sin embargo, en el cultivar 'Carmoli' no se observé un efecto significativo de la radiacién UV-B ni
de las cosechas sucesivas en el angulo hue (Figura 5.10 F). Cabe sefialar que los valores de angulo
hue registrados para el cultivar 'Levistro' de 104 y 106° corresponden a tonalidades amarillo-verde
y que los de 'Carmoli' de 15 y 16° corresponden a tonalidades rojas (McGuire, 1992). Segun la
revision de Kakani et al. (2003) las plantas de cultivo extensivo como, algoddn, arroz, maiz, y plantas
de arveja, haba y pepino, cultivadas bajo condiciones de excesiva radiacién UV-B como 16 kI m2 d-
! muestran un cambio de coloracidn, presentando inicialmente manchas bronceadas o marrones
en la superficie de las hojas, lo que conduce posteriormente a una clorosis, necrosis y desecacién
de las hojas. En este sentido se observaron algunas hojas con manchas color marrén en el cultivar
'Levistro' (Figura 5.11 A, B) y unas manchas color verde en hojas del cultivar 'Carmoli' (Figura 5.11
C, D) cuando fueron cultivadas a 10,5 k] m™. La presencia de estas manchas a dosis de 10,5 kJ m™
indicarian que estas serian excesivas para estos cultivares y provocaron dafio en las zonas mas
expuestas de la hoja.
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Tabla 5.1. Concentracién de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad antioxidante para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo

Rosso cv. ‘Carmoli’, luego de la realizacién (con) o la no realizacién (sin) de un corte previo durante tres tiempos de cosecha.

Capacidad antioxidante

Fenoles Flavonoides Antocianinas
Nivel FRAP DPPH
Factor
‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’
mgeq A ME
----------- mg EAG 100 g MF mg eq Rut 100 g MF--—- Cian3gluc ~———-mg eq Trolox 100 g MF-- me €9 Tro'ox 100g™ MF
100 g MF
Media EE Media EE Media EE Media EE M:dl EE Media EE Media EE Media EE Media EE
12 (1811,2) 26,5 (2944,7) 88,0 (953,00 57,9 (1464,5) 668 (58) 0,1 (469,6) 252 (787,5) 32,3 (163,0) 0,6 (321,3) 2,2
Tiempo de cosecha (1) 22 1280,4b 53,7 2706,8 74,7 737,7° 33,2 1398,2 43,5 5,4 0,4 335,0 11,9 752,4 19,3 131,2> 0,9 269,4 1,3
32 1654,22 61,3 27745 236,3 1029,7@ 46,0 1336,7 142,4 6,1 0,5 414,6 18,5 801,6 33,8 160,00 0,5 2719 384
Corte (2) Sin (sc) 1532,5 96,5 3058,02 118,2 9284 68,5 1561,58 50,6 6,42 0,4 389,4 30,0 797,5 37,2 146,5 6,3 2787 5,4
orte
Con (cc) 1402,1 97,9 2423,3b 87,3 839,0 78,8 1173,4° 70,1 5,0b 0,3 360,1 11,5 756,5 14,1 144,6 6,6 262,6 4,2
23x sc 1362,2 72,0 2821,1b 78,8 797,1 22,2 1471,6b 51,4 5,9 0,5 326,9b 21,3 732,9° 31,2 132,5 1,4 266,7¢ 1,1
(1x2) 33x sc 1702,9 111,1 3294,92 87,0 1059,7 77,3 1651,5° 45,3 7,0 0,3 451,92 12,1 862,12 42,2 160,6 0,1 290,62 1,9
X
23x cc 1198,7 50,4 2592,4b 92,7 678,3 38,6 1324,9¢ 37,7 4,9 0,5 343,00 13,8 771,926 22,5 129,9 0,3 272,00 0,8
33x cc 1605,4 63,7 2254,2¢ 30,6 999,7 61,0 1021,9¢ 14,2 51 0,4 377,3P 13,2 741,1> 16,0 159,3 1,0 253,294 1,2
valor p (1) ** ns *Ex ns ns *okk ns *Ek *Ek
valor p (2) ns Hkx ns *E * ns ns ns ns
ns * %k % ns * %k ns * * ns ok

valor p (1x 2)

Corte: Sin corte (sc); Con corte (cc). Tiempo de cosecha: primera (1°); segunda (22); tercera (3?). Valores medios de 10 datos para el tiempo de cosecha, 10

mediciones para la realizacidn o no realizacién de corte y de 5 mediciones para la interacciéon (1 x 2). Primera cosecha (1?) incorporada como valor referencial

inicial. *>¢¢ Letras diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel
de significancia de p < 0,05. ns: no significante; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001.
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Figura 5.9. Masa fresca (MF) y porcentaje de masa seca (% MS) de lechugas Lollo Bionda
‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’ durante tres tiempos de cosecha cultivadas con diferentes dosis
de radiacién UV-B.

Las graficas muestran la materia fresca (MF) (A, B) y porcentaje de masa seca (% MS) (C, D) de lechugas Lollo
Bionda cv. ‘Levistro’ (A, C) y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (B, D) cultivadas con diferentes dosis de radiacién UV-B
durante varias cosechas sucesivas (12, 22, 32 cosecha). Barras representan de medias (+ EE) de 5 réplicas
biolégicas por repeticién (n=15). *P<de |etras diferentes corresponden a diferencias significativas
determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de
p <0,05.

5.2.3.2.3.- Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas

totales y capacidad antioxidante

La sintesis y acumulacion de compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas son una de
las respuestas mas frecuentemente observadas en plantas expuestas a radiacién UV-B ya que activa
la ruta metabdlica de los fenilpropanoides por la cual estos compuestos se sintetizan (Brown et al.,
2005; Morales et al., 2013). Se ha demostrado que la radiacion UV-B aumenta la actividad de la
enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) (Galieni et al., 2015), la flavanona 3-hidroxilasa (F3H), la
chalcona sintasa (CHS) y chalcona isomerasa (CHI), entre otras (Brown et al., 2005), que en lechuga
la radiacién UV-B activa la enzima flavonol sintasa (FLS) (Ebisawa et al., 2008) y que dosis de 15,7 kJ
m~2 son suficientes para activar la ruta y la acumulacién de flavonoides (Parihar et al., 2015). En
lechugas tipo Lollo Rosso la radiacion UV-B induce la acumulaciéon de fenoles, flavonoides y
antocianinas totales (Tsormpatsidis et al., 2008).

67



60

e 2 60 110
0 kJ*m’
—o— 525kI'm” A B C
55 4 —¥— 10,5kJ*m?
108 4
55 4
50 4 s
B )
© 106 4
o :5 S
[} o T
2 451 T 50 °
£ 3 =
5 3 2 104
a <
40 4
45
102 4
35 4
30 E B N 0 . . . 100 - ‘h » . ) - ‘h
cosecha cosecha cosecha
1% cosecha 2% cosecha 3" cosecha 12 cosecha 2% cosecha 3% cosecha
20 30 50
25 4
15 40
20 A .
K] c Z
o :g 3
2 T
4 © 4 4
2w €15 5
€ ® 3
3 @ .
10 A
5 4 20 4
M ]
0 T T T 0 T T T 10 . T R T B T
12 cosecha 22 cosecha 3% cosecha 1% cosecha 22 cosecha 3% cosecha 1% cosecha 27 cosecha 3% cosecha

Figura 5.10. Luminosidad, saturacidon o croma y angulo hue en lechugas Lollo Bionda ‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’ durante tres
tiempos de cosecha cultivadas con diferentes dosis de radiaciéon UV-B.
Las graficas muestran los valores medios (+ EE) de los diferentes pardmetros que definen el color: Luminosidad (A, D); Saturacién o croma (B, E); y angulo hue (C,

F). De lechugas cv. ‘Levistro’ (A-C) y cv. ‘Carmoli’ (D-F) crecidas con la aplicacion de diferentes dosis de radiacion UV-B y durante varias cosechas sucesivas (12, 22,
32 cosecha).
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Figura 5.11. Daio visual en hojas de lechuga inducido por la radiacién UV-B.
Imagen A: Dario foliar producido por una alta dosis de radiacién UV-B en cultivar ‘Levistro’; B: Acercamiento

al dafio foliar en cultivar ‘Levistro’. C: Dafio foliar producido por una alta dosis de radiacién UV-B en cultivar
‘Carmoli’. D: Acercamiento al dafio foliar en cultivar ‘Carmoli” UV-B.

Debido a lo anterior es importante determinar la concentracion de fenoles totales (FT),
flavonoides y antocianinas totales, como también la capacidad antioxidante (CA) en respuesta a la
aplicacion de radiacion UV-B durante el cultivo de lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso.

En el cultivar 'Levistro' se observé un aumento significativo en la concentracién de fenoles
totales desde 207,0 hasta 271,9 mg EAG*100 g* MF cuando se compard la tercera cosecha con la
primera, lo cual representa un incremento del 31 %, mientras que para el cultivar 'Carmoli' aumentd
desde 430,85 hasta 650,73 mg EAG*100 g'* MF, un incremento del 51 %, entre las mismas cosechas
(Tabla 5.2). Cabe destacar que los valores de fenoles totales para el cultivar 'Levistro', entre 190,2 y
298,1 mg EAG*100 g'* MF, fueron mas altos que los reportados por Llorach et al. (2008) y Zlotek et
al. (2014) para lechugas verdes. Estos autores reportaron entre 63,5y 125,2 mg EAG*100 g* MF
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para lechugas Romana y Continental y entre 40 y 140 mg EAG*100 g MF para lechuga variedad
capitata, respectivamente. Sin embargo, los valores medidos para el cultivar 'Carmoli’, entre 407,1
y 675,8 mg EAG*100 g'* MF, fueron similares a los reportados por Llorach et al. (2008) para lechuga
Lollo Rosso, de 571,2 mg EAG*100 g MF. Respecto de las dosis de UV-B aplicadas, no hubo un
efecto significativo en la concentracién de fenoles totales en 'Levistro' ni en 'Carmoli' (Tabla 5.2).

Seglin Morales et al. (2013) la biosintesis de flavonoides y antocianinas estarian
involucradas en la aclimatacidn a la radiacién UV-B, por lo que deben tratarse individualmente. Para
el cultivar 'Levistro' hubo una interaccidn entre el factor tiempo de cosecha y dosis de radiaciéon UV-
B para la concentracién de flavonoides totales, encontrandose valores significativamente mayores
en la tercera cosecha, de las plantas tratadas con 5,2 y 10,5 kJ m™ de radiacién UV-B, con un valor
entre 1071,5 y 1257 mg Rut eq 100g™ MF (Tabla 5.2) respecto a las otras cosechas con diferentes
intensidades de radiacién. Esto representa un aumento del 91 % en la concentracion de flavonoides
totales entre las plantas de la tercera cosecha tratadas con 10,5 k) m™ radiacion UV-B versus plantas
de la primera cosecha sin aplicaciéon de radiacion (0 k) m?). Cabe destacar que el rango de
concentracién encontrado para flavonoides totales corresponde a los valores reportados por Zlotek
et al. (2014) para lechugas verdes, entre 300 y 3.200 mg equivalentes de quercetina 100 g* MF.

En lechuga de hoja roja, como las de tipo Lollo Rosso, la radiacién UV-B puede inducir la
sintesis de antocianinas y otros flavonoides (Tsormpatsidis et al., 2008). Estos autores mostraron un
incremento en la concentracion de flavonoides cuando las lechugas Lollo Rosso cv. ‘Revolution’
fueron cultivadas con plasticos transparentes al UV-B. Segun los datos expuestos en la Tabla 5.2 la
concentracién total de flavonoides y de antocianinas del cultivar 'Carmoli' respondieron tanto al
tiempo de cosecha como a la dosis de radiacion UV-B aplicada, presentando las mayores
concentraciones en la tercera cosecha o en presencia de radiacién UV-B, independiente de las dosis
(Tabla 5.2). Para este cultivar, se observé un aumento del 95 % al comparar los valores de la tercera
cosecha (2.214,7 mg eq rutina 100 g MF) con respecto a la primera (1.130,2 mg eq rutina 100 g*
MF). Por otro lado, la dosis 10,5 k) m-2de radiacidon UV-B registrd 1.737,3 mg eq rutina 100 g* MFy
s6lo generd un aumento del 14 % en la concentracién total de flavonoides en comparacion con el
control (0 kJ m) donde se registrd una concentracién de 1.522,2 mg eq rutina 100 g MF. Pese a lo
anterior, incluso el valor mas bajo registrado en la concentracion de flavonoides totales fue superior
a los valores de 4 y 280 mg de quercetina 3-glucdsido 100 g MF informados para Lollo Rosso por
Kim et al. (2016), demostrando que el cultivar 'Carmoli' es rico en este tipo de compuestos. Por otro
lado, se registré un aumento en la concentracidn total de antocianinas del 65 % entre la terceray la
primera cosecha donde se registraron concentraciones de 8,6 y 5,2 mg cianidina 3-glucosido 100 g’
1 MF, respectivamente. Adicionalmente y, a pesar de que Huché-Thélier et al. (2016), describen que
la suplementacidon del cultivo de lechuga con longitudes de onda UV-A, UV-B o luz azul,
incrementaron la sintesis y acumulacién de antocianinas entre 11 y 800 % respecto a los controles.
En este experimento, la suplementacion con 5,2 k] m? de radiacién UV-B logré un aumento
significativo del 16 % con respecto al control (0 kJ m™2). Cabe destacar que los valores encontrados
de 5a9,5 mg cianidina 3-glucosido 100 g'* MF fueron similares al rango de 2 a 100 mg cianidina 100
g MF informado por Kim et al. (2016) para lechugas Lollo Rosso.

Respecto de la capacidad antioxidante (CA) medida por FRAP, se observd un
comportamiento similar al de fenoles totales, presentando diferencias significativas producto del
tiempo de cosecha. El mayor valor se obtuvo en la tercera cosecha, alcanzando un valor de 398,8
mg eq Trolox 100 g MF para ‘Levistro’ y de 1.075,9 mg eq Trolox 100 g* MF para ‘Carmoli’ (Tabla
5.2). Estos valores representan un incremento del 45 % y 20 % cuando fueron comparados con los
valores registrados para los cultivares 'Levistro' y 'Carmoli en la primera cosecha de 273,6 y 891,9
mg eq Trolox 100 g* MF, respectivamente. Ademds, el tiempo de cosecha influyd en la CA medida
por DPPH para ambos cultivares. Durante la tercera cosecha se registraron incrementos
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significativos del 39 %y 44 % respecto a la primera para 'Levistro'y 'Carmoli’, respectivamente (Tabla
5.2). Asuvez, para este pardmetro, la radiacién UV-B solo influyé en el cultivar 'Carmoli', mostrando
un comportamiento similar a la concentracidon de antocianinas totales y registrando las mayores
concentraciones, 373,58 mg eq Trolox 100 g MF, bajo 10,5 k] m? de radiacién UV-B, lo cual
constituye un aumento del 17 % respecto del control (0 k) m2) donde se registraron 318,3 mg eq
Trolox 100 g MF.

La relacién entre la capacidad antioxidante y la concentracién de antocianinas totales
presente en el cultivar 'Carmoli’, podria deberse a la fuerte actividad antioxidante de las
antocianinas (Llorach et al., 2008). Segun Caldwell (2003), la cianidina 3-malonilglucésido, es una
antocianina presente en la lechuga roja con alta capacidad antioxidante representa alrededor del
15 % de la actividad antioxidante total en el extracto, pudiendo ser el compuesto responsable de
este comportamiento.

5.2.3.2.4.- Concentracidn de prolina total

La prolina es un aminodcido que actla como osmoprotector, quelante de metales, inhibidor
de la peroxidacion de la membrana lipidica y eliminador de especies reactivas de oxigeno (EROs)
(Aksakal et al., 2016). Este aminoacido se acumula cuando la planta necesita un ajuste osmético y
juega un papel importante en condiciones de estrés (Munns y Tester, 2008; Bandurska et al., 2013;
Lucini y Bernardo, 2015). Bandurska et al. (2013) describieron que la acumulaciéon de osmolitos
como la prolina también interviene en la respuesta de la planta frente a la radiacién UV-B.
Adicionalmente, Aksakal et al. (2016) mostraron que la adicién de prolina exégena afectd la
acumulaciéon de hormonas enddgenas en lechuga y mejorando su adaptacién al estrés producido
por la radiacion UV-B. A pesar de esto, para ‘Levistro’ y ‘Carmoli’, la concentracién de prolina
registrada bajo los tratamientos de 5,2 y 10,5 k] m no presentaron diferencias significativas
respecto al control (0 k] m?2). Por otro lado, en ambos cultivares una reduccidn significativa en la
acumulacidén de prolina debido al tiempo de cosecha, indicando una mayor concentracion de este
compuesto en estadios tempranos de desarrollo (Tabla 5.3).

Para el cultivar 'Levistro' la concentracidn de prolina en la primera cosecha fue de 52,6 pg
100 g™* MF, mientras que en la tercera cosecha fue de 16,0 pg 100 g™* MF, representando un tercio
del valor inicial. Por otro lado, en la primera cosecha el cultivar 'Carmoli' registré una concentracién
de 14,8 ug 100 g MF que disminuyé a la mitad en las cosechas siguientes alcanzando valores de
7,0y 7,6 ug 100 g™ MF para la tercera y segunda cosecha, respectivamente (Tabla 5.3).

En un estudio realizado en arvejas por Zdunek-Zastocka et al. (2021) mostraron que la mayor
concentracién de prolina se registrd en las hojas mas jovenes e inmaduras, mientras que las hojas
mas antiguas y bien desarrolladas presentaron una menor concentracion de prolina. Estos autores
mostraron que la mayor concentracion de prolina encontrada en las hojas mas jovenes coincidid
con un mayor registro en la transcripcion de dos genes (PsP5CS1 y PsP5CS2) que codifican para la
proteina D1-pirrolina-5-carboxilato sintetasa, enzima involucrada en la sintesis de prolina. En
contraste con la expresion de los genes PsP5CS1 y 2, el nivel de ARNm del gen PsPDH1, un gen que
codifica para la enzima la prolina deshidrogenasa, involucrada en la degradacion de prolina, fue
menor en las hojas jévenes que en las hojas adultas. Esta mayor sintesis y menor degradacion de
prolina en las hojas jévenes explicaria la mayor concentracién de prolina reportada en la primera
cosecha.
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Tabla 5.2. Concentracién de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad antioxidante para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y
Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ luego de la aplicacidn de diferentes dosis de radiacion UV-B durante tres cosechas sucesivas.

Capacidad antioxidante

Fenoles Flavonoides Antocianinas
Nivel FRAP DPPH
Factor
‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’
mgeq
mg EAG 100 g* MF mg eq Rut 100 g* MF Cian3gluc 100 mg eq Trolox 100 g** MF mg eq Trolox 100 g** MF
g MF
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE
12 207,0° 16,2 430,8° 22,7 692,2 68,5 1130,2¢ 71,7 5,2¢ 0,2 273,6° 26,6 891,9° 90,0 239,0° 21,9 289,2¢ 17,4
Tiempo de cosecha (1) 22 222,7° 2,3 505,7° 6,1 813,0 14,8 1595,8° 24,5 7,4° 0,1 305,1° 8,0 782,9° 14,5 267,6° 3,5 334,8° 14,5
32 271,9% 5,9 650,72 14,4 1069,7 43,7 2214,72 59,4 8,62 0,0 398,82 12,2 1075,1° 25,2 333,72 9,9 419,72 11,5
0kJ m? 218,0 12,1 500,7 24,6 776,9 51,4 1522,2° 97,2 6,6° 0,2 310,9 21,8 893,3 68,9 256,4 16,6 318,3° 17,0
Dosis UV-B (2) 5,2k m? 247,4 11,3 537,4 22,3 906,1 50,3 1681,2? 102,6 7,62 0,2 342,4 18,1 929,2 55,7 300,1 16,0 351,82 14,8
10,5 ki m*? 236,3 10,0 549,3 23,8 891,9 64,3 1737,3? 105,4 7,120 0,2 324,3 20,6 927,4 52,5 283,9 14,4 373,6% 15,6
1°x0 198,2 35,9 407,1 52,0 657,9¢% 146,1 994,0 141,7 5,0 0,5 262,0 59,5 873,0 197,8 224,0 48,0 257,3 38,0
22x0 219,4 51 484,6 3,5 792,3¢cde 24,1 1560,7 27,5 6,8 0,0 316,2 13,3 757,6 17,2 267,3 5,4 314,4 7,9
32x0 236,4 53 610,4 23,8 880,5 25,2 2012,1 79,5 7,8 0,2 354,5 19,6 1049,4 38,0 277,8 11,6 383,3 16,9
1°x 5,2 232,8 31,4 430,8 24,6 805,6 136,0 1142,2 94,4 5,4 0,2 314,6 48,9 904,6 152,1 270,5 43,2 285,0 18,1
(1x2) 22x 5,2 228,1 4,0 515,2 13,8 841,1¢ 27,4 1615,4 65,7 8,0 0,1 315,4 7,1 805,3 32,0 279,3 7,0 340,0 12,4

32x5,2 281,2 4,9 666,0 22,7 1071,5% 13,6 2285,8 80,0 9,5 0,1 397,1 13,9 1077,6 36,7 350,5 9,4 431,0 17,2
1°x 10,5 190,2 12,8 454,7 39,5 613,0° 57,9 1254,3 128,2 53 0,4 244,3 25,4 898,2 129,4 222,6 18,4 325,4 29,9

22x 10,5 220,5 2,1 517,3 8,9 805,64 25,4 1611,2 23,8 7,4 0,1 283,7 17,5 785,8 24,1 256,4 3,0 350,5 6,2

32x 10,5 298,1 5,6 675,8 24,8 1257,0° 94,7 2346,2 117,2 8,5 0,2 4449 19,2 1098,2 57,0 372,7 11,1 444.8 21,2
Va|0rp (1) ¥k % * %k % %k % * %k %k % EE T kK %k % ¥k k.
valor p (2) ns ns ns * * ns ns ns **
valorp (1x2) ns ns * ns ns ns ns ns ns

Dosis de radiacion UV-B: 0 k) m-2 (control); 5,2 kl m2; 10,5 k) m-2. Tiempo de cosecha: primera (12); segunda (22); tercera (32). FRAP: Ferric reducing antioxidant power, DPPH: 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl, EAG: equivalentes de acido galico; Eq Rut: equivalentes de rutina; Eq Cian3gluc: equivalentes de cianidina 3 glucdsido; eq Trolox: equivalentes de Trolox;
MF: masa fresca. Los valores representan medias de 27 datos para la cosecha y dosis acumulada de radiacién UV-B y de nueve mediciones para la interaccion (1 x 2). @bcde [etras
diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no

significante; *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.
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Tabla 5.3. Concentracién de prolina para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso
cv. ‘Carmoli’ luego de la aplicacién de diferentes dosis de radiacion UV-B durante tres cosechas
sucesivas.

Prolina
Factor Nivel ‘Levistro’ ‘Carmoli’
————————————— pg 100 gt FM-----—--——---
Media EE Media EE
Tiempo de cosecha (1) 12 52,6° 2,9 14,82 1,8
2° 13,5° 1,8 7,6° 0,9
3@ 16,0° 1,4 7,0° 0,5
0kim? 26,2 6,2 10,0 1,5
Dosis UV-B (2) 5,2klm? 28,9 6,5 10,5 1,8
10,5 k) m? 27,0 7,2 9,0 1,8
valor p (1) * %k * %k
valor p (2) ns ns
valorp (1x2) ns ns

Dosis de radiacion UV-B: 0 kJ m™ (control); 5,2 0 kl m?y 10,5 0 k] m™. Tiempo de cosecha: primera (1%);
segunda (22); tercera (3%). MF: masa fresca. Los valores representan medias de 27 datos para la cosecha y
dosis acumulada de radiacién UV-B. *° Letras diferentes corresponden a diferencias significativas
determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de
p < 0,05. ns: no significante; ***: p <0,001.

5.2.3.2.5.- Densidad estomatica y celular y espacio intercelular

La radiacion UV-B modifica la morfologia de las plantas aumentando el grosor de las hojas,
promoviendo la ramificacidn axilar, reduciendo la longitud del hipocétilo, disminuyendo el area
foliar y disminuyendo las frecuencias estomaticas (Hollosy et al., 2002; Aksakal, et al., 2016). De
acuerdo con Hollosy et al. (2002) el aumento en el grosor de las hojas se ha interpretado como un
mecanismo protector contra la radiacién UV-B. Sin embargo, en plantas como maiz (Zea mays) se
ha observado el efecto contrario donde el grosor de la hoja disminuye como resultado al colapso
del tejido foliar de la epidermis y por la disminucién en el contenido de agua causado por la radiacién
UV-B. Por otro lado, Zlatev et al. (2012) comentan que cambios morfolégicos producidos por la
radiacion UV-B podrian ser interpretados como efectos perjudiciales causados por procesos foto-
destructivos o como respuestas foto-morfogénicas mediadas por fotorreceptores. Estos mismos
autores mencionan que en respuesta a la exposicion a la radiacién UV-B se observa un aumento en
la densidad estomatica, lo cual incrementa la conductancia estomatica y por tanto la pérdida de
agua. Asi, en el cultivar 'Levistro' la densidad estomatica presentd una interaccidn entre el tiempo
de cosecha y la radiacién UV-B, mostrando el valor mas alto, de 67,1 estomas mm™, en la tercera
cosecha bajo radiacion UV-B, independiente de la dosis (Tabla 5.4).

Por otro lado, el cultivar 'Carmoli’ mostré un aumento significativo en la densidad
estomatica del 22 % a 5,2 k] m? respecto a 0 k] m?, donde se registraron valores de 63,0 y 51,4
estomas mm, respectivamente y un aumento del 26 % con respecto a 10,5 k) m donde se registrd
un valor de 49,7%.

Por su parte, tanto el tiempo de cosecha como el tratamiento con radiacién UV-B tuvieron
un efecto significativo sobre la densidad celular en los dos cultivares estudiados (Tabla 5.4). El
cultivar 'Levistro' registré 682 células mm™ en la tercera cosecha, lo que representa un incremento
del 57% respecto de la primera. Por su parte, el cultivar 'Carmoli' registré un valor significativamente
mayor en la segunda cosecha, alcanzando 923 células mm, un incremento del 29% con respecto a
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la primera cosecha. Jiang et al. (2011) y Zlatev et al. (2012) sefialan, que la radiaciéon UV-B modifica
tanto la tasa y como la duracién de la divisién y alargamiento celular como un mecanismo de
proteccion que evita que las células con dafio en su ADN puedan dividirse, explicando asi la
inhibicidn del crecimiento. Jiang et al. (2011) mostraron que este efecto se debe a una baja en la
expresion de los genes de las histonas H4 y E2Fa, marcadores de transicion de las fases de
crecimiento (G1) a la de sintesis (S) del ciclo celular, cuando los niveles de radiacién superan los 0,45
J s m2. Si bien la divisién celular es retrasada, ambos cultivares presentaron el mayor numero de
células por superficie a 10,5 kJ m, registrando 637 y 917 células mm2 para el cultivar 'Levistro' y
'Carmoli' respectivamente (Tabla 5.4). Estos valores representarian un incremento del 21y 32 %
entre 10,5 k) m2y el control para 'Levistro' y 'Carmoli', respectivamente. Debido a que la expansion
celular es impulsada por la presidn de turgencia, este incremento en el recuento celular podria estar
relacionado con la presencia de células mas pequeiias debido a la baja eficiencia en el uso del agua
y el incremento en la tasa de respiracidon de las plantas expuestas a la radiacion UV-B (Staxén y
Bornman, 1994).

Paralelamente, se observaron manchas de color marrén en las hojas del cultivar 'Levistro'
(Figura 5.11 A, B) y de color verde en las hojas de 'Carmoli' (Figura 5.11 C, D) a dosis de 10,5 kJ m?
de radiacién UV-B, posiblemente debido a un exceso de radiacion UV-B (Kakani et al., 2003).

Respecto al indice estomatico, 'Levistro' disminuyé significativamente su valor después de
la primera cosecha y no vario frente a la radiacion UV-B estudiada (Tabla 5.4). Por el contrario, el
indice estomatico de 'Carmoli' respondié tanto al tiempo de cosecha como a la radiaciéon UV-B,
alcanzando el menor valor en la segunda cosecha, con un indice de 5,3, lo que representa una
disminucion del 34 % respecto a la primera cosecha. Por otro lado, a 10,5 k) m2de radiacién UV-B,
se registré un indice de 5,4 que representa una reduccién del 23 % respecto al control (0 k) m?)
(Tabla 5.4). Estos resultados coinciden con los reportados por Staxén y Bornman (1994), quienes
observaron una reduccién significativa en el indice estomatico en Petunia hybrid respecto al control
cuando las plantas fueron cultivadas con suplementacion de radiacién UV-B a una intensidad de 3,0
umol m2s™,

Después de la aplicacion de los tratamientos con radiacién UV-B, no se observaron cambios
visuales en la evaluacién histolégica del tejido foliar. El espacio intercelular (ein), el tejido
parenquimatico empalizado (pe) y esponjoso (pes) no mostraron cambios aparentes para el cultivar
'Levistro' (Figura 5.12) ni 'Carmoli' (Figura 5.13). Sin embargo, al cuantificar el porcentaje de espacio
intercelular del tejido foliar a través del procesamiento de imdgenes, se encontrd que, existe una
interaccion entre el cultivar y el tratamiento de radiacion UV-B (Tabla 5.5). El cultivar 'Levistro'
registré el porcentaje intercelular mas alto de 37,1 % a 10,5 kJ m mientras que 'Carmoli' registr6 el
porcentaje mas bajo de 8,2 % a la misma dosis de radiacion (Tabla 5.5).

Los compuestos fendlicos de tipo flavonoide, incluidas las antocianas, protegen a las células
del dafio causado por la radiacién UV-B (Aksakal et al., 2016), lo cual podria explicar las diferencias
en distribucién celular observada en ambos cultivares.

5.2.4.- Conclusiones

Las practicas culturales, como las cosechas sucesivas y la suplementacion con UV-B,
mostraron tener un impacto significativo en la masa fresca y seca de las hojas de lechuga,
especificamente para los cultivares 'Levistro' y 'Carmoli'. Estas practicas también juegan un papel
crucial en la acumulacion de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y capacidad
antioxidante. La concentracién total de flavonoides en el cultivar 'Levistro' aumentd
significativamente en respuesta a una estrategia combinada del uso de radiaciéon UV-B y corte hecho
por las cosechas sucesivas, mientras que para ‘Carmoli’ cada estrategia por separado fue capaz de
incrementar la concentracion de compuestos antioxidantes. Al implementar estas estrategias, es
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posible cultivar variedades especificas de lechuga con concentraciones elevadas de compuestos
fendlicos, lo que ofreceria una via prometedora para obtener hortalizas de hojas ricas en
antioxidantes. Ademas, segun la etapa de desarrollo de la hoja, correspondientes a los diferentes
tiempos de cosechas (primera cosecha: hojas 5° y 6%; segunda cosecha: hojas 7% y 82; tercera cosecha:
hojas 92y 10?), se observaron variaciones significativas en la acumulacién de compuestos fendlicos,
flavonoides y antocianinas totales en el cultivar 'Carmoli', lo que muestra su gran potencial en la
acumulacién de compuestos antioxidantes. Asimismo, vale la pena sefialar que diferentes cultivares
de lechuga, como ‘Levistro' y ‘Carmoli’, exhiben distintas estrategias anatdmicas de distribucion de
células en respuesta al estrés UV-B. El cultivar 'Levistro' mostré un aumento en el espacio
intercelular, mientras que 'Carmoli' redujo el espacio intercelular. Para cultivar hortalizas con
caracteristicas que promueven la salud, seria esencial implementar estrategias de agricultura
controlada que consideren la variabilidad en la respuesta entre diferentes cultivares al mismo
estimulo, particularmente cuando se emplean variedades de diferente color. Este reconocimiento
de la variabilidad permitird enfoques de cultivo personalizados que optimicen las caracteristicas
deseadas para cada cultivar.

*Este ensayo dio origen al articulo cientifico titulado “Changes in Agronomic, Antioxidant
Compounds, and Morphology Parameters of Green and Red Lettuces (Lactuca sativa L.) by
Successive Harvests and UV-B Supplementation” publicado en junio de 2023 por los autores Modnica
Flores, Asuncion Amords y Victor Hugo Escalona, en la revista Horticulturae de MDPI
(https://doi.org/10.3390/horticulturae9060677).
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Tabla 5.4. Densidad estomatica, densidad celular e indice estomatico para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’
luego de la aplicacion de diferentes dosis de radiacion UV-B durante tres cosechas sucesivas.

Factor Nivel Densidad estomdtica Densidad celular indice estomatico
‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’
--- Estomas mm?-- Células mm2 ---—

Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE
1° 44,8 2,3 58,0 3,0 432,7¢ 8,7 715,4> 53,7 9,4° 04 80 0,5
Tiempo de cosecha (1) 2@ 45,6 3,1 51,4 4,4 546,3° 27,4 923,4* 33,0 78 04 53 05
3 59,7 5,0 54,7 4,4 682,22 38,6 719,5° 36,5 81° 0,5 7,22 0,5
0kim? 43,9 3,1 51,4° 3,7 527,2° 27,9 695,5° 34,0 78 04 7,1° 06
Dosis UV-B (2) 5,2 ki m? 50,6 4,5 63,0° 4,2 497,4° 30,9 746,0° 40,2 9,2 0,5 8,00 0,5
10,5kim? 555 3,7 49,7° 3,5 636,6° 40,0 916,8° 51,1 8,2 0,5 54> 0,5
1°x0 44,8 5,2 59,7 6,4 455,1 14,4 567,0 38,3 8,9 0,8 9,5 0,7
22x0 42,3b 3,5 44,8 6,4 489,9 13,9 850,5 37,7 7,9 0,6 4,9 0,6
32x0 44,8°¢ 7,5 49,7 5,9 636,6 65,4 669,0 42,1 6,6 0,8 6,9 0,7
1°x5,2 47,2 3,2 59,7 3,2 397,9 12,8 666,5 35,4 10,6 0,6 8,4 0,7
(1x2) 22x5,2 37,3¢ 2,5 64,7 7,3 457,6 28,9 937,5 52,6 7,6 0,2 6,6 0,8
32x 5,2 67,1° 10,4 64,7 10,6 636,6 58,6 634,1 53,4 9,3 1,0 9,0 1,0
1x 10,5 42,3 3,5 54,7 5,9 445,1 8,4 912,7 124,8 8,7 0,7 6,2 1,0
22x10,5 57,2% 6,3 44,8 7,6 691,3 33,3 982,3 72,3 7,9 1,2 4,5 0,7
32x 10,5 67,1° 5,9 49,8 4,5 773,4 71,7 8554 63,0 8,2 0,7 5,6 0,6

vanrp(Z) ns * * ok ok *ok ok ns * ok ok

valor p (1 x 2) * ns ns ns ns ns

Dosis de radiacién UV-B: 0 k] m™(control); 5,2 k)l m™2 y 10,5 k] m™2. Tiempo de cosecha: primera (1?); segunda (2?); tercera (3%). MF: masa fresca. Los
valores representan medias de 15 datos para la cosecha y dosis acumulada de radiaciéon UV-B, mientras que para la interaccion (1 x 2) la media fue calculada
usando 5 repeticiones bioldgicas. El analisis de 7 imdgenes contribuyd a la obtencién del dato de cada réplica bioldgica. ¢ Letras diferentes corresponden a
diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia dep < 0,05. ns: no significante;
*:p<0,05; **: p<0,01; ***: p < 0,001.
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Tabla 5.5. Espacio intercelular de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ luego de la aplicacidn de diferentes dosis de radiacion UV-B.

Factor Nivel Espacio intercelular
‘Levistro’ ‘Carmoli’
% area con respecto al total
Media EE Media EE

0 kJm? 24,0° 11 17,2¢ 1,1
Dosis UV-B 5,2kim? 19,6¢ 0,9 16,2¢ 0,9
10,5 kJ m? 36,6° 3,8 8,2¢ 0,6

%k %k %

valor p
Dosis de radiacién UV-B: 0 k) m=2 (control); 5,2 k) m™2y 10,5 kJ m=. Los valores corresponden a medias del
procesamiento de datos de 108 imagenes para cada cultivar. **< Letras diferentes corresponden a diferencias
significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de
significancia dep < 0,05. ***: p < 0,001.
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Figura 5.12. Imagenes del corte transversal del tejido foliar de hojas lechuga Lollo Bionda cv. 'Levistro' cultivadas con diferentes dosis
de radiacion UV-B.
Dosis de radiacién UV-B: 0 kJ m™2 (A), 5.2 k) m2 (B) y 10.5 k) m~2 (C). Imagenes capturaras por un microscopio 6ptico con un objetivo de 100X. (D-F) corresponden
a imagenes procesadas por el software Imagel para A-C donde se destacan los espacios intercelulares del tejido foliar. es: epidermis superior; ei: epidermis
inferior; pe: parénquima empalizado; pes: parénquima esponjoso, ein: espacio intercelular; hv: haz vascular.
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Figura 5.13. Imagenes del corte transversal del tejido foliar de hojas lechuga Lollo Rosso cv. 'Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis de
radiacion UV-B.
Dosis de radiacién UV-B: 0 kJ m™ (A), 5.2 k) m™2 (B) y 10.5 k) m2 (C) de radiacién UV-B. Imadgenes capturaras por un microscopio 6ptico con un objetivo de 100X.
(D-F) corresponden a imagenes procesadas por el software Imagel para A-C donde se destacan los espacios intercelulares del tejido foliar. es: epidermis superior;
ei: epidermis inferior; pe: parénquima empalizado; pes: parénquima esponjoso, ein: espacio intercelular; hv: haz vascular.
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5.3.- Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de radiacion UV-B sobre el rendimiento y
concentracion de compuestos fendlicos de lechugas Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo
Rosso cv. 'Carmoli' y su identificacion por cromatografia liquida

5.3.1.- Introduccién

Algunas investigaciones han revelado que la radiacion UV-B no solo actia como un factor
de estrés limitante, sino que desempefia un papel importante como regulador y factor de
aclimatacidn en las plantas (Parihar et al., 2015). La radiacidn UV-B actia como una sefial ambiental
clave que desencadena respuestas bioquimicas y fisiolégicas en las plantas, lo que resulta en un
incremento de la sintesis de metabolitos secundarios (Jansen et al., 2008).

Una de las respuestas mds destacadas a la exposicién a la radiacion UV-B es la induccion de
la biosintesis de metabolitos secundarios, en particular flavonoides, acidos fendlicos y otros
antioxidantes (Frohnmeyer y Staiger, 2003; Jansen et al., 2008; Eichholz et al., 2012; Du et al., 2014).
En particular los flavonoides desempefian un papel crucial en la defensa de las plantas contra el
estrés oxidativo causado por los rayos UV (Ebisawa et al., 2008; Xu et al., 2008). Ademads, su
acumulacidn en las células epidérmicas permite la absorcidn y filtracion eficaz de la radiacién UV-B,
reduciendo la penetracion a tejidos mas sensibles como el mesoéfilo (Frohnmeyer y Staiger, 2003;
Krizek et al., 2004; Bandurska et al., 2013; Du et al., 2014).

La sintesis de flavonoides esta regulada por vias de sefializacién especificas que se activan
en respuesta a la radiacion UV-B (Brown et al., 2005; Ebisawa et al., 2008). El fotorreceptor UVR8
percibe la radiacidn UV-B y activan factores de transcripcion que regulan la expresion de genes
involucrados en la biosintesis de flavonoides como la chalcona sintasa (CHS), chalcona isomerasa
(CHI); flavanona 3-hidroxilasa (F3H) y flavonol sintasa 1 (FLS1) entre otros (Brown et al., 2005). Esta
regulacién precisa y coordinada asegura la produccién de compuestos que ayudan a las plantas a
adaptarse y protegerse contra el estrés causado por la radiaciéon UV-B (Xu et al., 2008; Morales et
al., 2013; Coffey et al., 2017).

Asi, la radiacion UV-B no solo representa un factor de estrés para las plantas, sino que
también desempefia un papel crucial como factor regulador y de aclimatacion (Parihar, et al., 2015).
Al estimular la sintesis de flavonoides, la radiacion UV-B permite que las plantas se defiendan del
estrés oxidativo inducido por los rayos UV y mantengan su funcionamiento fisiolégico en estas
condiciones ambientales (Brown et al., 2005; Coffey et al., 2017; Nocchi et al, 2020). Por tanto, el
objetivo de este ensayo fue identificar y cuantificar los compuestos fendlicos acumulados en
lechugas Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo Rosso cv. 'Carmoli' cultivadas bajo diferentes dosis de
radiacion UV-B, mediante cromatografia de alto rendimiento.

5.3.2.- Metodologia

5.3.2.1- Material vegetal y condiciones de cultivo

El material vegetal utilizado en este ensayo correspondid a lechugas de tipo Lollo Bionda
cultivar 'Levistro' (hojas verdes) y de tipo Lollo Rosso cultivar 'Carmoli' (hojas rojas) de la empresa
Rijk Zwaan, las cuales fueron cultivadas como se describe en la seccién 4.1 durante la temporada de
primavera. Las caracteristicas del invernadero donde se llevd a cabo el cultivo correspondieron a las
descritas en la seccion 5.2.2.1.

Las condiciones ambientales de cultivo: temperaturas minimas y maximas del aire; la
temperatura, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto y pH de la soluciéon nutritiva; y la media diaria
de radiacion solar total, fueron registradas durante todo el periodo de cultivo y se presentan en la
Figura 5.14.
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Figura 5.14. Temperaturas medias minimas y maximas del aire en el invernadero y temperaturas de la solucién nutritiva, conductividad
eléctrica, pH y oxigeno disuelto en la solucidn nutritiva y radiacion total global registradas durante el cultivo.
En la figura se presentan los parametros ambientales registrados durante el cultivo de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’
con aplicacion de diferentes dosis acumuladas de radiaciéon UV-B: 0; 10,5 y 21 kJ m™. A: Temperaturas maximas y minimas del aire dentro del
invernadero y temperaturas de la solucién nutritiva (SN) en °C. B: Conductividad eléctrica (CE) de la SN expresada en dS m™, C: pH de la SN. D:
oxigeno disuelto expresado en mg L presente en la SN. E: Promedio diario de la radiacién total global expresada en ] m? s, Puntos representan
medias + EE del registro diario, a las 10 am, de tres mediciones por repeticion (n=9).
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5.3.2.2.- Montaje del ensayo y disefio experimental

Para evaluar el efecto la radiacion UV-B sobre el rendimiento y la concentracién e
identificacion de compuestos fendlicos en lechugas, se estudiaron dos cultivares de lechuga,
'Levistro' y 'Carmoli'. El experimento fue dispuesto en tres bloques con un arreglo de parcelas
divididas. La parcela principal correspondio a la dosis acumulada de radiacién UV-B (0; 10,5; 21,0 kJ
m2)y la subparcela al cultivar. Cada bloque representd una repeticion por lo que hubo tres sistemas
hidropdénicos de raiz flotante independientes para cada dosis de radiacién UV-B aplicada.

Los tratamientos de radiacién UV-B fueron aplicados utilizando 2 |ldmparas de UV-B de
banda ancha TL (Philips, Paises Bajos) como se describe en la seccién 5.2.2.2. Las tres dosis de
radiacion UV-B fueron obtenidas por la acumulacién de la radiacién aplicada durante el cultivo. Para
esto, el cultivo de 30 dias se separd en 3 periodos de 10 dias cada uno. Durante el primer periodo
de 10 dias, se aplicé el tratamiento de radiacién UV-B una vez por dia, considerando la intensidad
de la luz y ajustando el tiempo de encendido de las [dmparas en 0, 30 y 60 min. A este periodo le
siguié un segundo periodo de 10 dias sin aplicacidn de radiacién UV-B. Finalmente durante los
ultimos 10 dias de cultivo, se volvié a aplicar el tratamiento de radiacién UV-B de la misma manera
logrando asi una dosis de radiaciéon acumulada final de 0 kJ m, utilizado como tratamiento control;
10,5 kI m2y 21,0kl m=.

5.3.2.3.- Parametros de crecimiento de las plantas (MF, MS, % MS)
Los parametros de crecimiento de masa fresca (MF), masa seca (MS) y porcentaje de masa
seca (% MS) fueron obtenidos de acuerdo con la metodologia descrita en la seccion 4.3.

5.3.2.4.- Parametros de color (L, C*, hue)

Los parametros de color fueron evaluados como una caracteristica de calidad de las hojas y
se evaluaron siguiendo la metodologia descrita en la seccién 5.2.2.4. Los datos fueron analizados
utilizando el espacio de color CIE L*a*b* y el software SpectraMagic NX, obteniéndose los valores
de luminosidad (L), saturacién de color o croma (C*) y el dngulo del tono o matiz (hue) (McGuire,
1992).

5.3.2.5.-Determinacion de compuestos funcionales

5.3.2.5.1- Extraccion de las fracciones fenodlicas

Las extracciones de los compuestos fendlicos solubles se llevaron a cabo siguiendo las
recomendaciones de Galieni et al. 2015, como se describe en detalle en la seccion 4.4.1.

5.3.2.5.2.- Determinacion de la concentracion de fenoles totales
La concentracién de fenoles totales (FT) se midid utilizando el método propuesto por
Ainsworth y Gillespie (2007), como se describe en la seccion 4.4.2. Los resultados fueron expresados
como miligramos equivalentes de acido gélico por cada 100 gramos masa fresca (mg EAG 100 g
MF).

5.3.2.5.3.- Determinacion de la concentracion de flavonoides

totales
La concentracién de flavonoides totales se midié siguiendo el método propuesto por
Tharasena y Lawan (2014) como se detalla en la seccién 5.2.2.5.3. Los resultados de esta
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determinacidn fueron expresados como miligramos equivalentes de rutina (eq Rut) en 100 gramos
de masa fresca (mg eq Rut 100 g MF).

5.3.2.5.4.- Determinacion de la concentracién de antocianinas
totales
La concentracién de antocianinas totales se determind utilizando el método de pH
diferencial siguiendo las recomendaciones de Du et al. (2014) y detallado en la seccién 5.2.2.5.4. El
contenido total de antocianinas se expresé como miligramos equivalentes de cianidina-3-glucésido
(eq Cian3gluc) en 100 gramos de masa fresca (mg eq Cian3gluc 100 g* MF).

5.3.2.5.5.- Determinacidn de la capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante (CA) se llevé a cabo mediante dos métodos, descritos en la
seccién 4.4.3.

5.3.2.5.5.1.- Método de FRAP
El método de FRAP (Ferric reducing antioxidant power) fue realizado de acuerdo con la
metodologia propuesta por Benzie y Strain (1996) y detallado en la seccién 4.4.3.1. Los resultados
fueron expresados como miligramos equivalentes de Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de
materia fresca (mg eq Trolox 100 gt MF).

5.3.2.5.5.2.- Método de DPPH
El método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) fue realizado segin la metodologia
propuesta por Gupta y Prakash (2009) y detallada en la seccion 4.4.3.2 Los resultados fueron
expresados como miligramos equivalentes de Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de materia
fresca (mg eq Trolox 100 g™ MF).

5.3.2.6.- Cuantificacidn e identificacion de compuestos fenédlicos por UPLC

La cuantificacion e identificacion de los compuestos fendlicos de tipo acidos fendlicos y
flavonoides se llevd a cabo mediante un andlisis de cromatografia liquida de ultra alto rendimiento
(UPLC) con un equipo marca Waters Acquity (Milford, EE. UU). Equipado con un detector de arreglo
de diodos (PDA) UV/Vis con rango de deteccion entre 190 y 500 nm, una precisién de + 1 nm y una
resolucidn oéptica de 1,2 nm.

La preparacion de las muestras para la inyeccién fue realizada como se describe en la
seccion 4.4.1 y luego filtradas con un filtro de jeringa estéril, con membrana de PVDF y 0,22 um de
tamafio de poro (Merck S.A., Chile). El extracto de MeOH: H,0 se almacend a -20 °C en viales de
borosilicato de 2 mL con tapa rosca y septum de silicona/PTFE pre perforado (Waters S.A., Chile),
hasta la inyeccidn.

La separacion de los componentes de la muestra se realizé mediante el uso de una columna
C18 de 2,1*50 mL de tamafio y con un didametro de particula de 1,7 um (Waters S.A., Chile). Como
fases maviles se utilizaron acetonitrilo (A) y agua (B), ambos acidificados con acido férmico al 0,1 %
(Merck S.A., Chile).

Las condiciones cromatograficas fueron seteadas utilizando el sistema de datos de
cromatografia Empower (Waters, Milford, EE. UU). La temperatura de la columna se ajusté en 40°C,
y la temperatura de mantencién de las muestras en 10°C. El flujo de las fases moéviles fue de 0,6 mL
min?, el volumen de inyeccién en 10 plL y el rango de longitud de onda para la adquisicién de datos
del PDA entre 190 y 500 nm.
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Para la separacion de los compuestos se utilizé un gradiente que comenzé con 5 % de fase
A la cual se mantuvo durante 0,5 min. Luego se incrementé de manera lineal hasta llegar a un 10 %
de fase A al minuto 1. La fase A se siguié aumentando de manera lineal hasta llegar a un 15 % en el
minuto 2,0, luego hasta alcanzar un 18 % de fase A a los 2,5 min para finalmente llegar a una
proporcién del 20 % de fase A al minuto 3,0. El gradiente continud con una baja en el porcentaje de
fase A hasta el 18 % al minuto 3,5; 15 % de A al min 4,0; 10 % de A al minuto 4,5 y luego se volvid a
las condiciones iniciales de 5 % de A al minuto 5. Los cromatogramas fueron extraidos a 350 nm
siguiendo las recomendaciones de Romani et al. (2002).

Una vez obtenidos los cromatogramas y utilizando el sistema de datos de cromatografia
Empower, se seleccionaron los peaks de manera manual obteniéndose el drea y espectro de
absorcién de cada uno de ellos. El espectro de absorcidn de cada peak fue utilizado para identificar
la familia de compuestos a la cual pertenecia y la concentracion de los diferentes acidos fendlicos
se determind utilizando una curva de calibracién de 4acido clorogénico y expresados como
miligramos equivalentes de acido clorogénico por cada 100 gramos de masa fresca (mg eq acido
clorogénico 100g™* MF). Por su parte, para la determinacion de la concentracién de los flavonoides
se utilizd una curva de rutina, los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de
rutina por cada 100 g de masa fresca (mg eq rutina 100g? MF). Para los calculos finales se
consideraron los resultados nueve inyecciones, correspondientes a extracciones de tres muestras
por repeticion.

5.3.2.7.- Cuantificacion e identificacion de antocianinas en lechugas
‘Carmoli’

La cuantificacién e identificacion de antocianinas se llevo a cabo mediante cromatografia
liqguida de ultra alto rendimiento (UPLC) con un equipo marca Waters Acquity (Milford, EE. UU.) el
cual conté con un detector de arreglo de diodos (PDA) UV/Vis con un rango de deteccién entre 190
y 500 nm, una precisién de +1 nm y una resolucién dptica de 1,2 nm.

La preparacion de las muestras para la inyeccién fue realizada como se describe en la
seccion 4.4.1 y luego filtradas con un filtro de jeringa estéril, con membrana de PVDF y 0,22 um de
tamanfio de poro (Merck S.A., Chile). El extracto de MeOH: H,0 se almacené a -20 °C en viales de
borosilicato de 2 mL con tapa rosca y septum de silicona/PTFE pre perforado (Waters S.A., Chile),
hasta la inyeccion.

La separacidn de las antocianinas de la muestra se realizdo mediante el uso de una columna
C18 de 2,1*50 mL de tamafio y con un didametro de particula de 1,7 um (Waters S.A., Chile). Como
fases moviles se utilizaron acetonitrilo (A) y agua acidificada con 4cido férmico 5 % (B) (Merck S.A.,
Chile).

Las condiciones cromatograficas fueron seteadas utilizando el sistema de datos de
cromatografia Empower (Waters, Milford, EE. UU) siguiendo las recomendaciones descritas por
Blackhall et al. (2018). La temperatura de la columna se ajusté en 35°C, y la temperatura de
mantencidn de las muestras en 10°C. El flujo de las fases mdviles fue de 0,35 mL min, el volumen
de inyeccién de la muestra de 10 plL y el rango de longitud de onda para la adquisicién de datos del
PDA entre 190y 500 nm.

Para la separacion de las antocianinas se utilizé un gradiente que comenzd con 5 % de fase
A, durante 2 min. Luego se incrementd la proporcion de fase A, de manera lineal, hasta alcanzar un
17,5 % al minuto 7. Finalmente se incorpord un periodo de re-equilibracién de 3 min para volver a
las condiciones iniciales. Los cromatogramas fueron obtenidos a 497 nm siguiendo el método
descrito por Blackhall et al. (2018).

Con los cromatogramas y utilizando el sistema de datos de cromatografia Empower, se
seleccioné cada peak de manera manual para obtener el area. Con esta informacion y basandose
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en una curva de calibracidn para cianidina se cuantificd la concentracién de cada una de las
antocianinas. La concentracion de las diferentes antocianinas se expresé como miligramos
equivalentes de cianidina 3 glicdsido por cada 100 gramos de masa fresca (mg eq cian3gluc 100 g
MF) y fueron resultado de medias aritméticas de nueve inyecciones, correspondientes a tres
muestras por repeticién.

5.3.2.8.- Analisis estadistico
El andlisis estadistico se realizé utilizando el software InfoStat version 2017 (Di Rienzo et al.,
2017) como se describe en la seccion 4.4.4.

5.3.3.- Resultados y discusion

5.3.3.1.- Rendimiento de lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso
cultivadas con diferentes dosis de radiacion UV-B
En la Figura 5.15 se puede apreciar el tamafio relativo de lechugas tipo Lollo Bionda
cv. 'Levistro' y Lollo Rosso cultivar 'Carmoli' de 30 dias de cultivo luego de la aplicacidon de
suplementacion de radiacion UV-B.

Luego de la cosecha, se observd que el tratamiento de 10,5 y 21 kJ m™ aplicado sobre el
cultivar 'Levistro', no presentd un efecto significativo en la masa fresca de las lechugas, alcanzando
una masa promedio de 85,3 y 81,1 g por lechuga, respectivamente, mientras que el control registré
una masa promedio de 80,28 g (Figura 5.16 A). Por otro lado, las lechugas tipo Lollo Rosso, cv.
‘Carmoli', presentaron una reduccidn significativa en la masa fresca debido a la radiacién UV-B del
20 %. Esta variedad de lechuga presentd una masa fresca promedio de 32,5 g para el tratamiento
control (0 k) m2) mientras que para los tratamientos de 10,5 y 21 k) m™ presentd valores de masas
frescas promedios de 25,4y 26,1 g, respectivamente (Figura 5.16 B). La reduccion en la masa fresca
para el cultivar de hojas rojas respalda los resultados obtenidos por Tsormpatsidis et al. (2008) para
lechugas tipo Lollo Rosso, quienes reportaron que este tipo de lechuga mostré una reduccion en su
crecimiento vegetativo, expresado como numero de hojas, cuando estas crecieron en presencia de
radiacion UV. Esta reduccidn en la masa fresca podria explicarse debido a que la radiacion UV-B
tiene un impacto negativo en la fotosintesis de las plantas al inhibir la expresién de genes
fotosintéticos resultando en una disminucion de la concentracién de clorofila y captacion de CO; y
en la inhibicion de la divisidn celular (Aksakal, et al., 2016).

Luego de la aplicacién de los tratamientos con radiacion UV-B no se observé diferencias
significativas en el porcentaje de materia seca para ninguno de los dos cultivares de lechuga
estudiados (Figura 5.17).

Sin embargo, cabe destacar que las lechugas 'Carmoli' presentaron un mayor porcentaje de
materia seca, entre 5,3y 5,6 % que las 'Levistro' que presentaron valores entre 4,1y 4,2 %.

5.3.3.2.- Color de lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso cultivadas con

diferentes dosis de radiacién UV-B
El color en las hortalizas puede presentar cambios dependiendo de las condiciones
ambientales a las que se ven expuestas durante su crecimiento y desarrollo (Hawrylak-Nowak et al.,
2021; Zhao et al., 2007). Algunos factores, como una mayor intensidad luminica o la radiacién UV-B
pueden estimular la produccién de pigmentos capaces de absorber el exceso de energia y
acumularlos en las capas superficiales para proteger las estructuras mas internas (Frohnmeyer y
Staiger, 2003; Morales et al 2013; Huché-Thélier et al., 2016; Coffey et al., 2017). Entre estos
compuestos destacan los carotenoides, que confieren tonalidades amarillas y naranjas a las
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hortalizas como también las antocianinas, responsables de los colores rojos, morados y azules
(Kumari et al, 2017). Por tanto, comprender cdmo las condiciones ambientales impactan en el
cambio de color de las hortalizas es fundamental para optimizar su cultivo y garantizar una alta
calidad visual y funcional.

Oklm? 10,5 kJm™ 21 kim™ Okim? 10,5kim? 21kim?

Levistro . . Carmoli

4

Figura 5.15. Imagen del tamaiio comparativo de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo
Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis de radiacion UV-B.
La imagen muestra el efecto de la suplementacion de radiacion UV-B sobre el tamafio relativo de lechugas
‘Levistro’ (izquierda) y ‘Carmoli’ (derecha) luego de 30 dias de cultivo.

Para el cultivar 'Levistro' ninguno de los pardmetros de color fue influenciado por la
suplementacién de radiacién UV-B durante el cultivo (Tabla 5.6). En cambio, el cultivar 'Carmoli’
presentd un efecto significativo de la suplementacion por radiaciéon UV-B en la luminosidad y en el
angulo hue, presentando los menores valores cuando las plantas fueron suplementadas con dosis
de 10,5 kJ m™2. Para la luminosidad, este valor correspondid a 19,35 lo cual representa una reduccion
del 30 % respecto del valor medio registrado en las lechugas control de 27,88. Esta reduccidn
indicaria una coloracién mas oscura en las lechugas tratadas con 10,5 kJ m™. Por otro lado, el menor
valor del dangulo hue fue de 59,15° registrado también para el tratamiento de 10,5 kJ m™. Con
respecto al control, que registré un valor de 79,18°, las diferencias en el angulo hue significé una
reduccidon del 25 % e indicd coloraciones mas cercanas al rojo (McGuire, 1992) (Tabla 5.6).
Finalmente, y a diferencia del ensayo anterior desarrollado en otofio, en primavera no se
observaron las manchas bronceadas o marrones en la superficie de las hojas verdes ni las manchas
cloréticas color verde para el cultivar de hojas rojas, provocadas por un exceso de radiacion UV-B
descritas por Kakani et al., (2003).
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Figura 5.16. Masa fresca (MF) de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis de radiacion UV-B.
Las graficas muestran la masa fresca (MF) de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ (A) y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’
(B) cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B durante 30 dias. Las barras representan
medias (+ EE) de 5 réplicas bioldgicas por repeticidon (n=15). ® Letras diferentes corresponden a diferencias
significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de
significancia de p < 0,05.

10 10
8 A 8 -
~ 61 — 6 a
) 0
2 4 4 2 4 B
2 A 21
0 - 0
0kFm?  105kFm?  21kJm? 0 kJ*m? 105 kIFm? 21 kIm?
Dosis acumulada de radiaciéon UVB Dosis acumulada de radiacion UVB

Figura 5.17. Porcentaje de masa seca (%MS) de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo
Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis de radiacion UV-B.
Las graficas muestran el porcentaje de masa seca (%MS) de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ (A) y Lollo
Rosso cv. ‘Carmoli’ (B) cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiaciéon UV-B durante 30 dias. Las
barras representan medias (+ EE) de 5 réplicas bioldgicas por repeticién (n=15). @ Letras diferentes
corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05.
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Tabla 5.6. Luminosidad, saturacion o croma y angulo hue de lechugas Lollo Bionda cv.
‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B.

Tratamiento Luminosidad Saturacion o croma Angulo hue
Uv-B
(kI m?) ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE
0 524 09 279 18 472 09 275 1,2 1057 0,1 79,2*% 3,2
10,5 525 06 193° 18 478 06 256 0,6 1057 0,1 592° 4,2
21 51,8 05 245 13 472 08 268 09 1057 0,1 714 3,8
valor p ns ok ns ns ns ok

En la tabla se presentan los diferentes parametros que definen el color: Luminosidad, saturacién o cromay
angulo hue en lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes
dosis acumuladas de radiacién UV-B. Los valores representan medias y error estandar (EE) de 30 datos. *°
Letras diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no significativo; *: p <0,05; **: p <0,01;
***. p <0,001.

5.3.3.3.- Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y

capacidad antioxidante en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso

cultivadas con diferentes dosis de radiacion UV-B

Tanto la concentraciéon de fenoles como de flavonoides totales respondié de manera
significativa a la radiacion UV-B en ambos cultivares (Frohnmeyer y Staiger, 2003; Jansen et al.,
2008; Morales et al., 2013). Para el cultivar ‘Levistro’ se observé un aumento significativo en la
concentracidn de fenoles totales a dosis de 10,5 kJ m™ de radiacidn UV-B, alcanzando valores de
411,20 mg EAG 100 g MF. Este aumento correspondié al 19,6 % con respecto al control (0 kJ m?)
donde se registrd un valor medio de 343,77 mg EAG 100 g'* MF (Tabla 5.7). Los valores de fenoles
totales encontrados para este cultivar fueron mayores a los maximos encontrados por Llorach et al.
(2008) para lechugas verdes tipo Romana y Continental cultivadas a campo abierto, las cuales
presentaron valores de 63,5y 125,5 mg EAG 100 g MF, respectivamente. También fueron mayores
a los reportados por Zlotek et al. (2014) quienes registraron entre 40 y 140 mg EAG 100 g MF para
lechugas verdes var. Capitata cultivadas bajo condiciones indoor (25/18 °C, fotoperiodo 14/10 h
dia/noche, y una intensidad de luz a nivel de planta de 500-700 umol m2s?y una humedad relativa
del 70%.

Por su parte el cultivar ‘Carmoli’ presenté diferencias entre las dosis de 10,5y 21 kI m2 de
radiacién UV-B, obteniéndose la mayor concentracién de fenoles totales de 2.598 mg EAG 100 g'*
MF, cuando se utilizé una dosis de 10,5 kJ m2 y la menor concentracién (2310 mg EAG 100 g MF)
cuando se utilizdé una dosis de 21 kJ m (Tabla 5.7). Si bien la concentracidn de fenoles totales en
estas lechugas fue muy superior a la reportada por Llorach et al. (2008) quien registré
concentraciones de 571,2 mg EAG 100 g MF. Segun la revision de Dannehl y Josuttis (2014), se ha
observado que existen importantes diferencias en la concentracidon de compuestos funcionales de
una misma especie. Segln esta publicacion el contenido de fenoles totales puede variar incluso de
hasta 14 veces entre diferentes cultivares de tomate; la concentracion total de antocianinas en
rabano puede presentar diferencias de hasta 149 veces; la concentracion de acido elagico en frutilla
podria presentar diferencias de mas de cinco veces mientras que la concentracion de fenoles totales
puede registrar diferencias de 1,6 veces. Estas variaciones podrian explicar las importantes
diferencias entre los valores registrados en este estudio y los reportados por otros autores.

La concentracidn de flavonoides para el cultivar ‘Levistro’ también presenté diferencias de
concentracién cuando ambas dosis de radiacién fueron evaluadas. La mayor concentracion de
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flavonoides fue registrada en las plantas tratadas con 10,5 k) m?2 (362 mg eq rut 100 g'* MF) mientras
que la menor concentracidn se registrd a 21 k] m2(mg eq rut 100 gt MF) (Tabla 5.7). Para este tipo
de compuestos, el cultivar ‘Carmoli’ presentd una reduccidn significativa en la concentracion con
respecto al control de 143,34 mg eq rut 100 g MF, lo cual representa una reduccién del 12,6 %
(Tabla 5.7). Si bien, autores como Huché-Thélier et al. (2016), describen una acumulacion
significativa de antocianinas promovida por la suplementacién con longitudes de onda UV-A, UV-B
o azul, la concentracién de antocianinas en el cultivar ‘Carmoli’ solo presentd una tendencia al
aumento a dosis medias de radiacién y una reduccién a mayores dosis de radiacion UV-B, sin ser
significativa. Finalmente, a dosis de 10,5 kJ m™ de radiacidn, la capacidad antioxidante para el
cultivar ‘Levistro’ medido por el método de FRAP mostré un aumento del 14,8 % con respecto al
control mientras que el cultivar ‘Carmoli’ a dosis de 21 kJ m2 presentd una reduccién de 70,4 mg eq
Trolox 100 gt MF (14 %) con respecto al control (Tabla 5.7). La capacidad antioxidante medida por
DPPH no presentd diferencias significativas para el tratamiento en ninguno de los cultivares
evaluados.

5.3.3.4.- Concentracidn de acidos fendlicos y flavonoides determinada por

UPLC en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso cultivadas con diferentes

dosis de radiacion UV-B

A partir de los extractos hidro-metandlicos se lograron separar 12 peaks diferentes para el
cultivar 'Levistro' y 13 para el cultivar 'Carmoli'. Cabe destacar que la mayoria de los compuestos
separados por este método se encuentran presente en ambos cultivares, y que el cultivar ‘Carmoli'
(rojo) presentd mayores concentraciones para cada uno de los compuestos (Figura 5.18). De los 12
peaks, 4 correspondieron a compuestos de tipo acidos fendlicos, 7 a flavonoides, y uno quedd sin
clasificar. El peak adicional, obtenido para las muestras del cultivar 'Carmoli', correspondié a una
mezcla de 3 antocianinas (Figura 5.19).

Para este ensayo, se observd que para el cultivar 'Levistro' de los 4 acidos fendlicos
cuantificados sélo el peak N° 6 (Figura 5.18), identificado como 4cido chicérico (Ribas-Agusti et al.,
2010; Santos et al., 2014; Marin et al., 2015), respondié de manera significativa al tratamiento con
radiacién UV-B, obteniéndose valores de 482 mg eq acido clorogénico 100 g* MF a una dosis de 21
kJ m?, una concentracién 9,3 % menor con respecto a la del control sin radiacién (0 k) m) (Tabla
5.8). Por otro lado, para el mismo cultivar, el peak N° 1 (Figura 5.18) fue identificado como 4acido 5-
cafeoilquinico (Marin et al., 2015) y presenté concentraciones entre 399 y 433 mg eq 4acido
clorogénico 100 g'* MF (Tabla 5.8). Por su parte los peaks N° 5y 12 (Figura 5.18) fueron identificados
como derivados de acido clorogénico y alcanzaron concentraciones entre 34,65 y 40,99 y entre
50,11y 57,60 mg eq acido clorogénico 100 g MF, respectivamente (Tabla 5.8).
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Tabla 5.7. Concentracidn de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad antioxidante para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y
Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B.

Fenoles totales

Flavonoides totales

Antocianinas

Capacidad antioxidante

FRAP DPPH
Tratamiento ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’
UV-B B N mg eq 1
m? Mg EAG 100 g MF--nos weoemeeees mg eq rut 100 gt MF----- cian3gluc 100 mg eq Trolox 100 g* MF—— mg q Trolox 100 g MF——
IMF R
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE
0 343,8° 1,1 2496,8° 42,1 329,4*® 9,1 1135,4® 29,5 3,2 0,2 1053 43 505,1* 13,5 109,7 3,6 541,8 47,6
10,5 411,22 30,2 2598,42 141,8 362,37 12,6 1078,1° 36,1 3,5 0,2 120,9° 3,5 510,6° 16,7 122,7 5,6 524,7 52,2
21 336,4° 19,5 2309,0° 119,3 318,2° 16,1 992,0° 35,7 2,9 02 101,8® 82 4347° 247 1092 7,1 5446 57,8
valor p * * * *k ns * * ns ns

En la tabla se muestra la concentracidn de fenoles totales (mg EAG 100 g* MF), flavonoides (mg eq rut 100 g MF), antocianinas (mg eq cian3gluc 100 g* MF) y
capacidad antioxidante medida por los métodos de FRAP (mg eq Trolox 100 g* MF) y DPPH (mg eq Trolox 100 g'* MF) para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y
Lollo Rosso cv. “‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiaciéon UV-B (k) m2). Valores medios y error estandar (EE) de 9 datos para cada dosis
acumulada de radiacion UV-B. EAG: equivalentes de acido galico; eq rut: equivalentes de rutina; eq cian3gluc equivalentes de cianidina 3-glicdsido; eq Trolox:
equivalentes de Trolox; MF: Masa fresca. *° Letras diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no significante; *: p <0,05; **: p <0,01.
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Figura 5.18. Cromatograma comparativo para lechugas Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo
Rosso cv. 'Carmoli'.
Cromatograma visto a 350nm. El cromatograma muestra los peak correspondientes a los compuestos
fendlicos presente en extractos de lechugas Lollo Bionda cv. 'Levistro' (azul) y Lollo Rosso cv. 'Carmoli' (negro).
Los numeros sobre cada peak indican el orden de salida de los compuestos presente en lechuga. Nimeros en
posicidn vertical muestran los tiempos de retencién de cada peak. Peak N° 1: Acido 5-cafeoilquinico; N° 2, 3,
7, 8, 11: Derivados de quercetina; N° 4: No identificado; N° 5, 12: Derivado de &cido clorogénico; N° 6: Acido
chicérico; N° 9; Luteolina-3-O-glucuronido; N° 10: Quercetina 3-0-(6"”-O-malonil)-glucésido; N° 13:
Antocianinas. Este peak se indica con un asterisco (*) ya que es un peak que sélo aparece en las lechugas tipo
Lollo Rosso cv. 'Carmoli'.
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Figura 5.19. Cromatograma de antocianinas presente en lechugas Lollo Rosso '‘Carmoli'.
Cromatograma visto a 499 nm. El cromatograma muestra los peak correspondientes a las antocianinas
presente en extractos de lechuga tipo Lollo Rosso cv. 'Carmoli'. Los nimeros sobre cada peak indican el orden
de salida de los compuestos presentes en este cultivar de lechuga. En el eje ‘x’ se muestran los tiempos de
retencion y en el eje ‘y’ la abundancia relativa de cada una de las antocianinas encontradas. Peak N° 1:
cianidina 3-O-glicosido; Peak N° 2: Cianidina 3-0-(3”-O-malonil) glicdsido o cianidina-3-0-(6""-O-acetil)
glicésido; Peak N° 3: Cianidina 3-0-(6”-O malonil)-glicésido.

Para el cultivar 'Levistro' se cuantificaron tres compuestos de tipo flavonoide, los peaks
nameros 7, 9 y 10 (Figura 5.18). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la
concentracién de estos compuestos en respuesta a la aplicacion de radiaciéon UV-B (Tabla 5.9). El
peak N° 10 (Figura 5.18) identificado como quercetina 3-O-(6"-O-malonil)-glucésido (Santos et al.,
2014; Marin et al., 2015) fue el flavonoide que registré las mayores concentraciones, presentando
entre 39,68 y 50,38 mg eq rutina 100g™ MF (Tabla 5.9). Por su parte, el peak N° 7, identificado como
un derivado de quercetina alcanzd concentraciones entre 21,41 y 23,56 mg eq rutina 100g* MF,
siendo el segundo flavonoide mas abundante en este cultivar de lechugas. Finalmente, el peak N° 9
(Figura 5.18) fue identificado como luteolina-3-O-glucuronido (Barbosa et al., 2013; Marin et al.,
2015) y registrd dosis entre 0,97 y 1,35 mg eq rutina 100g™? MF. Si bien no hubo diferencias
significativas las mayores concentraciones de Quercetina 3-0-(6”-O-malonil)-glucésido fueron
alcanzadas a dosis de radiacion UV-B de 10,5 kJ m™. Lo anterior sugiere que la sintesis de acidos
fendlicos y flavonoides se vio incrementada a una dosis de 10,5 kJ m~? de radiacién UV-B y que a
dosis mas elevadas como 21 kJ m-2 podrian llevar a la degradacién de estos compuestos, ya sea
como una respuesta para mitigar el estrés causado por la alta exposicidon a la radiacion UV-B
(Jenkins, 2009), o debido a una reduccién en su sintesis como consecuencia de posibles dafios a
nivel celular (Coffey et al., 2017).
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Tabla 5.8. Concentracion de acidos fendlicos, obtenida por UPLC, para lechuga Lollo Bionda
cv. 'Levistro' cultivada con diferentes dosis acumuladas de radiacién UV-B.

Peak N° 7 Peak N° 9 Peak N° 10
. Derivado de Luteolina-3-0O- Quercetina 3-0-(6”-0-
Tratamiento . . . (-
UV-B quercetina glucuronido malonil)-glucésido
(kI m?) mg eq rutina 100 g* MF
Media EE Media EE Media EE
0 21,4 1,7 1,0 0,9 39,7 5,5
10,5 23,6 3,8 1,0 0,8 50,4 4,9
21 22,4 2,0 1,4 0,9 42,4 5,3
valor p ns ns ns

En la tabla se presenta la concentracidn, determinada por UPLC, de 4 acidos fendlicos presentes en lechuga
Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ cultivada con diferentes dosis acumuladas de radiacién UV-B (kJ m™). Los acidos
fendlicos fueron identificados por tiempo de retencidn, espectro de absorcion y abundancia relativa en
lechuga. Los valores representan medias y error estandar (EE) de 9 datos expresados en mg eq acido
clorogénico 100 g MF. *® Letras diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la
prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no
significativo; **: p <0,01.

La concentracién de &acidos fendlicos presentes en el cultivar 'Carmoli' no presentd
diferencias significativas producto de la aplicaciéon de radiacién UV-B (Tabla 5.10). Sin embargo,
presentd los mismos acidos fendlicos que el cultivar ‘Levistro’. Para el caso del acido chicérico el
cultivar ‘Carmoli’ presentd concentraciones entre 1.492,61y 1.550,17 mg eq acido clorogénico 100
g MF (Tabla 5.10). El 4cido 5-cafeoilquinico registré concentraciones entre 809,29 y 984,51 mg eq
4cido clorogénico 100 g* MF y los peaks 12 y 5, derivados de acido clorogénico, presentaron entre
116,57 y 179,99 y entre 23,78 y 28,48 mg eq acido clorogénico 100 g'* MF, respectivamente (Tabla
5.10).

Tabla 5.9. Concentracion de flavonoides, obtenida por UPLC, para lechuga Lollo Bionda cv.
'Levistro' cultivada con diferentes dosis acumuladas de radiacion UV-B.

Peak N° 1 Peak N° 5 Peak N° 6 Peak N° 12
Acido 5- Derivado de acido - L DerI,V?dO de
. g L. Acido chicérico acido

Tratamiento cafeoilquinico clorogénico clorogénico

UV-B (k) m?) — — 1 g
mg eq acido clorogénico 100 g™* MF

Media EE Media EE Media  EE Maed' EE

0 399,4 21,2 34,6 3,5 532,32 9,0 53,2 5,2

10,5 415,2 24,9 41,0 5,5 543,0° 14,0 57,6 2,5

21 433,3 26,1 38,6 3,7 482,9* 156 50,1 3,0
valor p ns ns ok ns

En la tabla se presenta la concentracién, determinada por UPLC, de 3 compuestos tipo flavonoides presentes
en lechuga Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacién UV-B (k) m2).
Los flavonoides fueron identificados por tiempo de retencidn, espectro de absorcidn y abundancia relativa en
lechuga. Valores representan medias y error estandar (EE) de 9 datos expresados en mg eq rutina 100 g MF.
ns: no significativo.
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Por otro lado, para los 5 flavonoides cuantificados para el cultivar ‘Carmoli’ no se observaron
diferencias significativas producto del tratamiento por radiacién UV-B. Los peaks N° 7, 8 y 11 (Figura
5.18), derivados de quercetina, presentaron valores en los rangos 124,03 y 138,24; 30,71 y 44,08;
11,66 y 13,04 mg eq rutina 100 g'* MF, respectivamente (Tabla 5.11). Por su parte, la luteolina 3-O-
glucoronido presentd concentraciones entre 94,57 y 112,51 mg eq rutina 100 g MF, mientras que
la quercetina 3-0-(6”-0O-malonil)-glucésido registré las mayores concentraciones, presentando un
rango entre 377 y 413 mg eq rutina 100 g* MF (Tabla 5.11).

Tabla 5.10. Concentracién de acidos fendlicos, obtenida por UPLC, para lechuga Lollo Rosso cv.
'Carmoli' cultivada con diferentes dosis acumuladas de radiacién UVB.

Peak N° 1 Peak N° 5 Peak N° 6 Peak N° 12
Tratamiento Acido 5- Derivado de acido - o Derivado de
o L. Acido chicérico L . .
UV-B cafeoilquinico clorogénico acido clorogénico
(kI m?) mg eq acido clorogénico 100 g'* MF
Media EE Media EE Media EE Media EE
0 984,5 72,4 23,8 1,5 1504,4 56,4 171,0 23,2
10,5 913,5 83,6 26,0 1,7 1550,2 71,5 133,8 23,2
21 809,3 75,2 28,5 1,4 1492,6 30,2 116,6 8,4
valor p ns ns ns ns

En la tabla se presenta la concentracién, determinada por UPLC, de 4 acidos fendlicos presentes en
lechuga Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacién UV-B (kJ m™). Los
acidos fendlicos fueron identificados por tiempo de retencidn, espectro de absorcion y abundancia relativa
en lechuga. Valores representan medias y error estandar (EE) de 9 datos expresados en mg eq acido
clorogénico 100 g* MF. ns: no significativo.

Tabla 5.11. Concentracién de flavonoides obtenida por UPLC, para lechuga Lollo Rosso cv. 'Carmoli’
cultivada con diferente dosis acumulada de radiacién UV-B.

Peak N° 7 Peak N° 8 Peak N°9 Peak N° 10 Peak N° 11
Tratamiento Derivado de Derivado de Luteolina-3-0O- C()‘;,Eiroc?r:giii_l)o__ Derivado de
UVv-B quercetina quercetina glucuronido . quercetina
(K m?) . glucésido
mg eq rutina 100g™* MF
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE
0 124,0 7,8 30,7 4,2 94,6 7,7 377,3 11,6 11,7 0,7
10,5 138,2 6,9 44,0 3,8 112,5 10,7 413,4 19,0 13,0 1,1
21 128,5 5,2 38,4 2,9 98,8 9,5 387,6 19,3 12,1 1,0
valor p ns ns ns ns ns

En la tabla se presenta el efecto de suplementacién con radiacién UV-B (k)] m™) sobre la concentracidn,
determinada por UPLC, de 5 compuestos tipo flavonoides presentes en lechuga Lollo Rosso cv. 'Carmoli'. Los
flavonoides fueron identificados por tiempo de retencién, espectro de absorcidén y abundancia relativa en
lechuga. Valores representan medias y error estandar (EE) de 9 datos expresados en mg eq rutina 100g™* MF.
ns: no significativo.
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5.3.3.5.- Concentracion de antocianinas en lechugas tipo Lollo Rosso
cultivadas con diferentes dosis de radiacion UV-B
Se logré la identificacién de dos de las tres antocianinas presente en lechuga tipo Lollo Rosso
cv 'Carmoli' (Figura 5.19). Sin embargo, estas no presentaron variaciones significativas en la
concentracién en respuesta a la aplicacion de radiacion UV-B.
El peak N° 1 de la figura 5.19 correspondié a cianidina 3-O-glicosido (Blackhall et al., 2018)
y registré una concentracién entre 12,0y 16,6 mg eq cian3gluc 100 g* MF. Por su parte, el peak N°
3 de la figura 5.19 fue identificado como cianidina 3-O-(6"-O malonil)-glicésido, compuesto que
segln Viacava et al., (2017), corresponde a la antocianina mas abundante en lechugas de variedades
rojas. Esta antocianina, registré concentraciones 14,1y 17,1 mg eq cian3gluc 100 g MF (Tabla 5.12).
Finalmente, el segundo peak podria corresponder a cianidina 3-0-(3""-O-malonil) glicésido o bien a

cianidina-3-0-(6""-O-acetil) glicésido, antocianinas encontradas por Viacava et al. (2017) en lechugas
hoja de roble de coloracion roja.

Tabla 5.12. Concentracién de antocianinas obtenida por UPLC, para lechuga Lollo Rosso cv.
'Carmoli' cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacién UV-B.

Antocianina N° 1 Antocianina N° 3
Tratamiento
UV-B cianidina 3-O-glicosido cianidina 3-O-(6”-0 malonil)-glicésido
(kI m?) mg eq cian3gluc 100 g* MF
Media EE Media EE
0 12,0 3,3 14,1 4,5
10,5 13,7 4,6 15,1 5,6
21 16,6 6,2 171 6,2
valor p ns ns

En la tabla se presenta la concentracion, determinada por UPLC, de 2 antocianinas presentes en lechuga Lollo
Rosso cv. 'Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacién UV-B (k) m). Las antocianinas
fueron identificadas por tiempo de retencién, espectro de absorcion y abundancia relativa en lechuga. Valores

representan medias y error estandar (EE) de 9 datos expresados en mg eq cian3gluc 100 g* MF. ns: no
significativo.

99



5.3.4.- Conclusiones

Los resultados de este estudio revelaron diferencias significativas en el tamafio y la masa
fresca entre las lechugas tipo Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo Rosso cv. '‘Carmoli', sin embargo, la
suplementacion con radiacién UV-B no tuvo un efecto significativo en el rendimiento de lechugas
'Levistro', mientras que las lechugas 'Carmoli' mostraron una ligera reduccidn en su tamano
producto de la radiacién, pero independiente de la dosis.

La suplementacion con radiaciéon UV-B resultd en cambios significativos en la concentracion
de fenoles totales y flavonoides en los cultivares de lechuga 'Levistro' y 'Carmoli'. La dosis de 10,5 kJ
m2 mostré la mayor concentracién de fenoles totales y flavonoides en ambos cultivares. Sin
embargo, a dosis mas elevadas se observd una disminucidon en la concentracion de compuestos
fendlicos, lo que sugiere la posible degradacidn de estos compuestos como un mecanismo de
defensa de la planta para contrarrestar el estrés causado por un exceso de radiacién UV-B.

En cuanto a los 4cidos fendlicos y flavonoides especificos, solo el acido chicérico presente
en el cultivar 'Levistro' presentd una disminucién significativa del 9,3 %, con respecto al control, a
una dosis de 21 kJ m™. No se encontraron diferencias significativas en la concentracién de otros
acidos fendlicos o en la concentracion de flavonoides producto de la radiacién UV-B ni para el
cultivar 'Levistro' ni 'Carmoli'.

Lo anterior sugiere que la sintesis de compuestos fendlicos y flavonoides en ambos
cultivares fue estimulada a dosis moderadas de radiacién UV-B, pero se degradaron a dosis mas
altas, posiblemente como una respuesta defensiva al estrés inducido por la radiacion UV-B. Las
variaciones y diferencias entre cultivares resaltan la importancia de considerar las caracteristicas
especificas de cada cultivar al implementar practicas de cultivo en entornos con exposicion a
radiacion UV-B.
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5.4.- Efecto del uso de estrategias de postcosecha que involucran bajas temperaturas en
combinacién con una concentracién de gases con bajo O, y moderado CO,, en la
concentracion de compuestos fendlicos lechugas tipo Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo
Rosso cv. 'Carmoli' Ias cuales fueron tratadas con radiacién UV-B durante su cultivo

5.4.1.- Introduccién

El uso de bajas temperaturas durante el almacenamiento postcosecha es la principal
estrategia para extender la vida util y preservar la calidad de los alimentos (Saini et al., 2016; Meitha
et al., 2020). Las bajas temperaturas ayudan a retardar el metabolismo y la respiracion de los
productos agricolas, reduciendo la velocidad de los procesos asociados a la senescencia y como
consecuencia, prolongando su vida util (Meitha et al.,, 2020). Adicionalmente, las bajas
temperaturas inhiben el crecimiento de microorganismos y reducen la actividad enzimatica,
minimizando la descomposicion de la clorofila y el deterioro de las membranas (Jiang et al., 2010;
Guo et al., 2019; Meitha et al., 2020). Asi, esta estrategia contribuye a mantener parametros de
calidad sensorial, como el color, textura y sabor, asi como también los valores nutricionales y
funcionales de los productos horticolas (Jiang et al., 2010; Saini et al., 2016; Meitha et al., 2020. Si
bien esta tecnologia es ampliamente usada en lechugas, la respuesta a la baja temperatura puede
variar segun la variedad (Lafarga et al., 2020).

Por otro lado, la tecnologia de envases con atmdsfera modificada (EAM) es una herramienta
postcosecha que busca extender la vida util del producto hortofruticola mediante su
almacenamiento a concentraciones de O, y CO, diferentes a las del aire (20 % O,y 0,03 % CO;) (De
Corato, 2019). Estas modificaciones en las concentraciones de O, y CO;, normalmente de 2 a5 %
CO;y de 2 a5 % O, logran prolongar la vida postcosecha de las hortalizas frescas debido a que
provoca una reduccion en la tasa de respiracion, biosintesis de etileno, pérdida de agua, oxidacion
fendlica y recuento microbiano, ralentizando los procesos de madurez y senescencia (Ghidelli y
Pérez-Gago, 2016; De Corato, 2019; Guo et al., 2019).

Para la aplicacion de la tecnologia de atmdsfera modificada el producto hortofruticola debe
ser puesto dentro de un envase plastico cerrado, normalmente de polietileno o polipropileno con
una permeabilidad especifica a los gases (0, y CO;) que depende del tipo de plastico y su espesor
(Bastarrachea et al., 2011). En el interior del envase, como resultado del proceso de respiracion del
producto hortofruticola, se produce una disminucidn en la concentracién de oxigeno y un aumento
en las de diéxido de carbono y cuyo estado estacionario de equilibrio se alcanza cuando la cantidad
de O consumido y de CO; producido por el producto dentro del envase es igual a la cantidad de O,
y CO que permite permear el plastico (Ghidelli y Pérez-Gago, 2016; De Corato, 2019).

Cabe destacar que las atmodsferas modificadas se pueden conseguir de forma pasiva o
activa. El proceso de obtencion de una atmdsfera modificada pasiva se basa en alcanzar el estado
de equilibrio entre la respiracion del producto y la permeabilidad del envase plastico partiendo de
la concentracidn de gases presente en el aire (20 % O,y 0,03 % CO,) como condicion inicial. Por otro
lado, la atmdsfera modificada activa se consigue desplazando el aire dentro del envase con una
mezcla de gases diferente a la del aire como condicidn inicial, y busca alcanzar la condicién de
equilibrio en un menor tiempo (Ghidelli y Pérez-Gago, 2016). A pesar de que la tecnologia de EAM
ha mostrado ser eficaz en retrasar el deterioro de las hortalizas de hoja como la lechuga, la respuesta
postcosecha dependen de diversos factores entre ellos: la especie, cultivar y practicas culturales
(Escalona et al., 2006; Martinez-Sanchez et al., 2011; Ghidelli y Pérez-Gago, 2016; Guo et al. 2019).

Finalmente, como se comenté en ensayos anteriores, la radiacion UV-B puede actuar como
un factor de estrés y/o como factor regulador en las plantas (Parihar et al., 2015), desencadenando
respuestas bioquimicas y fisioldgicas como el aumento de la sintesis de metabolitos secundarios
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(Jansen et al., 2008), donde destacan los compuestos fendlicos, especificamente los compuestos de
tipo flavonoide (Jansen et al., 2008; Eichholz et al., 2012; Du et al., 2014). La sintesis de estos
compuestos estd regulada por vias de sefializacién especificas, activadas por el fotorreceptor UVR8
en respuesta a la radiacion UV-B (Brown et al., 2005) y desempefian un papel importante en la
defensa contra el estrés oxidativo (Ebisawa et al., 2008; Xu et al., 2008), reducen la penetracion de
la radiacidn en tejidos sensibles (Frohnmeyer y Staiger, 2003; Krizek et al., 2004; Bandurska et al.,
2013) y actian como compuestos antioxidantes al ser incorporados en la dieta. Sin embargo, una
gestién inadecuada de la postcosecha puede resultar en un aumento desmedido de las especies
reactivas de oxigeno y por tanto en un gasto excesivo de los compuestos antioxidantes de interés
presentes en el producto como respuesta a la defensa oxidativa (Meitha et al., 2020).

Debido a lo anterior y con el objetivo de mantener la calidad y concentracion de compuestos
antioxidantes acumulados durante el cultivo de las lechugas Lollo Bionda cv. “Levistro” y Lollo Rosso
cv. “Carmoli” tratadas con diferentes dosis de radiacién UV-B y garantizar su llegada al consumidor,
se evalud el comportamiento de la concentracion de compuestos fendlicos luego del
almacenamiento con estrategias de postcosecha que involucran bajas temperaturas en
combinacion con una concentracion de gases con bajo O, y moderado COs.

5.4.2- Metodologia

5.4.2.1.- Material vegetal y condiciones de cultivo

Como material vegetal se utilizaron lechugas de tipo Lollo Bionda cultivar 'Levistro' (hojas
verdes) y de tipo Lollo Rosso cultivar 'Carmoli' (hojas rojas) de la empresa Rijk Zwaan (Chile). La
germinacion de las semillas de lechuga de ambos cultivares, condiciones de cultivo de los almacigos
y trasplante se realizaron como se describe en la seccién 4.1. Las caracteristicas del lugar y
condiciones en las que se desarrollé el cultivo corresponden a las descritas en la seccidn 4.1 durante
la temporada de otofio. Las caracteristicas del invernadero donde se llevd a cabo el cultivo
correspondieron a las descritas en la seccién 5.2.2.1.

Los dos cultivares de lechuga, 'Levistro'y 'Carmoli' fueron dispuestos en tres bloques con un
arreglo de parcelas divididas, donde la parcela principal correspondidé a la dosis acumulada de
radiacién UV-B (0; 10,5; 21 kJ m2), mientras que la subparcela correspondié al cultivar. Cada bloque
representé una repeticion, por lo que hubo tres sistemas hidropdnicos de raiz flotante
independientes para cada tratamiento evaluado.

Los tratamientos de radiacién UV-B fueron aplicados utilizando 2 ldamparas de UV-B de
banda ancha TL (Philips, Paises Bajos) como se describe en la seccidon 5.2.2.2. Las tres dosis
acumuladas de radiacién (0; 10,5 y 21,0 kJ m™2) se obtuvieron como se describe en la seccién misma
seccion. Una vez que las lechugas del tratamiento control alcanzaron un tamafio adecuado para la
cosecha, luego de 30 dias, se cosecharon las plantas completas para su analisis. Con el fin de contar
con suficiente material vegetal para el ensayo de postcosecha, las plantas provenientes de las tres
repeticiones, correspondientes a un mismo cultivar y tratamiento UV-B, fueron mezcladas.

5.4.2.2.- Minimo procesamiento en fresco

El material vegetal recién cosechado se llevd a una sala de proceso a 5°C donde las hojas de
lechuga fueron recibidas y seleccionadas. Luego de la seleccidn, las hojas fueron sumergidas durante
2 minutos en una solucién de hipoclorito de sodio a 100 ppm (Clorox, California, EEUU) a un pH de
6,5y 5 °C. La concentracién del hipoclorito de sodio utilizada fue confirmada con un fotometro
portatil de cloro libre y total HI 96711 (Hanna instruments, Rhode Island, EEUU) segun las
instrucciones del fabricante y el pH fue ajustado con acido clorhidrico 37 % (Merck, KGaA,
Darmstadt, Alemania) utilizando para ello un medidor de pH multiparametro Edge, HI2020 (Hanna
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instruments, Rhode Island, EE. UU.). Una vez sanitizadas, las hojas de lechugas fueron enjuagadas,
durante 1 min, con agua a 5°C para eliminar cualquier resto de hipoclorito de sodio. Luego, fueron
centrifugadas durante 1 min con una centrifuga manual para eliminar el agua libre para finalmente
envasar 20 g de hojas en bolsas de propileno de 10 x 10 cm cuyas caracteristicas se detallan en la
seccion siguiente.

5.4.2.3.- Montaje y diseiio experimental

El experimento consistié en un disefio factorial de 2 x 2 x 3 donde el primer factor
correspondid a la temperatura de almacenamiento: 5 o0 10 °C; el segundo factor a la concentracion
de gases utilizada para el almacenamiento: aire o barrido de nitrégeno (N) y el tercer factor
correspondi6 al tratamiento de radiacién UV-B aplicado durante el cultivo (0; 10,5; 21 kJ m™). Cabe
destacar que se realizaron mediciones al momento de la cosecha y luego de 3 dias de
almacenamiento, simulando el periodo que transcurre desde la cosecha hasta que el producto llega
al consumidor.

Para el almacenamiento en aire se utilizaron bolsas perforadas de polietileno mientras que
para el almacenamiento con atmdsfera modificada activa se utilizé una poliolefina (Empack Link,
Santiago, Chile) (LLDPE (75 %), PP (25 %); Espesor (um) 18,9; a la cual se le realizé un barrido de
nitrégeno (N3) (Indura, Santiago, Chile). Una vez envasadas y selladas, las bolsas fueron almacenadas
en oscuridad a 5y 10 °C. Los resultados de este experimento fueron presentados separados por
cultivar: 'Levistro'y 'Carmoli’.

5.4.2.4.- Monitoreo concentracién de gases dentro de la bolsa

La composicion gaseosa del espacio de cabeza (O, y CO,) de las bolsas fue monitoreada
durante 3 dias utilizando un analizador tipo Dansensor CheckPoint con un sensor de deteccidn
electroquimica de celda de ceramica de 6xido de circonio para el oxigeno (O2) y un sensor infrarrojo
no dispersivo con compensacion de temperatura para la concentracién de didxido de carbono (CO,)
(Ametek Mocon, Minnesota, EE. UU.) segun las instrucciones del fabricante. Las muestras de gases
fueron obtenidas desde el espacio de cabeza de las bolsas. En cada dia de muestreo, se midieron
tres envases por cada repeticién (n=9) y se tomaron dos mediciones de cada bolsa. La concentracién
de gases dentro de las bolsas almacenadas a 5°C se presenta en la Figura 5.20, mientras que la
composicion gaseosa en las bolsas almacenadas a 10 °C se presenta en la Figura 5.21.

5.4.2.5.-Determinacion de compuestos funcionales

5.4.2.5.1- Extraccion de las fracciones fendlicas
La extraccidon de los compuestos fendlicos se llevd a cabo siguiendo las recomendaciones de
Galieni et al. (2015), como se describe en detalle en la seccion 4.4.1. El extracto de MeOH: H,0 se
almacenéd a -20 °C en tubos ambar hasta la realizacion de los analisis de compuestos fendlicos
totales, flavonoides, antocianinas y actividad antioxidante.

5.4.2.5.2- Determinacion de la concentracion de fenoles totales
La concentracién de fenoles totales (FT) se midid utilizando el método propuesto por
Ainsworth y Gillespie (2007), como se describe en detalle en la seccion 4.4.2. Los resultados fueron
expresados como miligramos equivalentes de acido gélico por cada 100 gramos masa fresca (mg
EAG 100 g™* MF).
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Figura 5.20. Concentracion de gases a 5°C dentro de las bolsas de lechugas provenientes
de diferentes tratamientos con radiaciéon UV-B.
Las graficas muestran la concentraciéon de gases (O2 y CO2) en % para los tratamientos de aire (Ay C) y
atmodsfera modificada activa, generada por barrido de N2 (B, D), para lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’
(A, B) y tipo Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (C, D), cultivadas con diferentes dosis de radiaciéon UV-B (0; 10,5y 21,0
k) m?), durante 6 dias de almacenamiento a 5 °C. Puntos representan valores medios + EE de 3 réplicas
bioldgicas por repeticidon (n=9).
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Figura 5.21. Concentracidn de gases a 10 °C dentro de las bolsas de lechugas provenientes de diferentes tratamientos con radiaciéon UV-

B.

Concentracion de gases Oz y CO2 en % para los tratamientos de aire (A y C) y atmdsfera modificada activa, generada por barrido de N2 (B, D), para lechugas tipo
Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ (A, B) y tipo Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (C, D) cultivadas con diferentes dosis de radiaciéon UV-B (0; 10,5 y 21,0 kJ m™2), durante 6 dias de
almacenamiento a 10 °C. Puntos representan valores medios * EE de 3 réplicas bioldgicas por repeticidén (n=9).
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5.4.2.5.3.- Determinacién de la concentracion de flavonoides
totales
La concentracion de flavonoides totales se midié de acuerdo al método propuesto por
Tharasena y Lawan (2014) como se detalla en la seccidén 5.2.2.5.3. Los resultados fueron expresados
como miligramos equivalentes de rutina (eq Rut) en 100 gramos de masa fresca (mg eq Rut 100 g*
MF).

5.4.2.5.4.- Determinacion de la concentracién de antocianinas
totales
La concentracién de antocianinas totales se determind utilizando el método de pH
diferencial siguiendo las recomendaciones de Du et al. (2014), como se detalla en la seccién
5.2.2.5.4. Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de cianidina-3-glucésido
(eq Cian3gluc) en 100 gramos de masa fresca (mg eq Cian3gluc 100 g* MF).

5.4.2.5.5.- Determinacidn de la capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante (CA) de las diferentes muestras se llevd a cabo mediante dos
métodos, descritos en la seccion 4.4.3.

5.4.2.5.5.1.- Método de FRAP
El método de FRAP (Ferric reducing antioxidant power) fue realizado de acuerdo con la
metodologia descrita por Benzie y Strain (1996), como se detalla en la seccidn 4.4.3.1. Los resultados
fueron expresados en miligramos equivalentes de Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de
materia fresca (mg eq Trolox 100 gt MF).

5.4.2.5.5.2.- Método de DPPH
El método de DPPH fue realizado segun la metodologia descrita en Gupta y Prakash (2009)
como se detalla en la seccion 4.4.3.2. Los resultados fueron expresados como miligramos
equivalentes de Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de materia fresca (mg eq Trolox 100 g™* MF).

5.4.2.6.- Analisis estadistico
El andlisis estadistico se realizd utilizando el software InfoStat version 2017 (Di Rienzo et al.,
2017) como se describe en la seccion 4.4.4.

5.4.3- Resultados y discusion

5.4.3.1.- Concentracion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
de lechugas a cosecha y luego de tres dias de almacenamiento

postcosecha
El dia de la cosecha, la concentraciéon de fenoles y flavonoides totales en el cultivar ’Levistro’
fue significativamente menor cuando las plantas fueron cultivadas con una dosis de radiacién de
UV-B de 21 k] m?2(Tabla 5.13), presentando un valor de 780,8 mg EAG 100 g MF y 156,2 mg eq
rutina 100 g! MF respectivamente. Respecto del control (0 kJ m2), los valores de fenoles y
flavonoides totales registrados representaron una disminucién del 13,7 y del 44,6%
respectivamente. Por otro lado, al tercer dia de almacenamiento los valores de fenoles para el
control, en el mismo cultivar, aumentaron un 40 %, desde 905,0 a 1269,8 mg EAG 100 g'* MF. Para
la dosis de 10,5 k) m2el aumento fue de casi un 70% incrementando desde 949,7 a 1610,4 mg EAG
100 g'* MF. Mientras que para el tratamiento de 21 k) m2 el incremento fue de un 95%, desde 780,8
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hasta 1522,1 mg EAG 100 g' MF. Para el caso de los flavonoides totales, al tercer dia de
almacenamiento el tratamiento control (0 kJ m2) alcanzé una concentracidn de 524,1 mg eq rutina
100 g MF, un 86% mayor que el mismo tratamiento a cosecha, donde registré un valor de 281,9
mg eq rutina 100 g MF (Tabla 5.13). Por su parte el tratamiento de 10,5 k) m™ presenté un
incremento de 194% con respecto al mismo tratamiento a cosecha alcanzando al tercer dia de
almacenamiento valores de 839,3 mg eq rutina 100 g MF (Tabla 5.14). Adicionalmente la dosis de
21 kJ m2 registré una concentracidn de 683,1 mg eq rutina 100 g* MF (Tabla 5.14), lo que representa
un incremento del 337% con respecto del mismo tratamiento a cosecha que registré 156,2 mg eq
rutina 100 g MF (Tabla 5.13).

Por otro lado, el dia de la cosecha el cultivar ‘Carmoli’ registré una concentracién de fenoles
y flavonoides totales de entre 1303,0y 1799,5 mg EAG 100 g* MF y entre 383,7 y 534,5 mg eq rutina
100 g! MF respectivamente (Tabla 5.13). Para ambas determinaciones los valores mas elevados
fueron registrados para el control (0 k) m™) (Tabla 5.13) siendo un 27,5y 21,1% mayor para fenoles
y flavonoides respectivamente, en comparacion a las concentraciones alcanzadas a dosis de 21 kJ
m2. Al igual que para el cultivar ‘Levistro’, al tercer dia de almacenamiento en el cultivar ‘Carmol{’
se observd un incremento en la concentracidon de fenoles y flavonoides totales.

Para el tratamiento control, la concentracidon de fenoles totales aumentd un 27,7% desde la
cosecha (1799,5 mg EAG 100 g'* MF) al tercer dia de almacenamiento (2298,7 mg EAG 100 g'* MF).
Por su parte, para el tratamiento 10,5 kJ m™, el aumento en la concentracién de fenoles desde la
cosecha al tercer dia de almacenamiento fue del 78,9% y para el tratamiento de 21 k) m™ fue de un
117,8%, desde 1303 mg EAG 100 g MF registrados a cosecha (Tabla 5.13), hasta 2838,1 mg EAG
100 g MF, registrados al tercer dia de almacenamiento (Tabla 5.14). Adicionalmente para ‘Carmoli’,
el tratamiento control (0 kJ m™) presenté un incremento del 11,6% en la concentracion de
flavonoides totales al tercer dia de almacenamiento (596,5 mg eq rutina 100 g MF) con respecto
al dia de la cosecha (534,5 mg eq rutina 100 g MF). Por su parte, para el tratamiento 10,5 kl m™, el
incremento en la concentracion de flavonoides totales correspondié a un 42,8%, desde un valor de
383,7 mg eq rutina 100 g MF registrado a cosecha, hasta un valor de 547,8 mg eq rutina 100 g
MF, registrado al tercer dia de almacenamiento. Finalmente, para el tratamiento de 21 kJ m?, la
concentracidn de flavonoides varié desde la cosecha al tercer dia de almacenamiento desde 422,3
hasta 661,7 mg eq rutina 100 g* MF, respectivamente, lo cual representé un incremento del 56,8%

Los incrementos en las concentraciones de fenoles y flavonoides totales, registrados luego
de tres dias de almacenamiento, confirman lo reportado por Zhao et al. (2007) quienes registraron
un incremento significativo de fenoles totales en lechuga romana cv. ‘Kalura’ y una lechuga de hoja
suelta cv. ‘Red Sails’ luego de 16 dias de almacenamiento a 4°C. De igual manera, Martinez-Sanchez
et al. (2012) presentaron un aumento en el contenido de fenoles, flavonoides y antocianinas totales
en lechuga de hoja verde, hoja roja y Lollo Rosso luego de un almacenamiento de 3 dias a 4°C
seguido de un almacenamiento de 7-8 dias a 7°C. Si bien los incrementos en las concentraciones de
fenoles y flavonoides totales registrados en este estudio concuerdan con el comportamiento
reportado por otros autores, no logran alcanzar las magnitudes del incremento reportado por Luna
et al. (2012), para lechuga iceberg quienes, al segundo dia de almacenamiento a 7°C, registran un
incremento de entre dos y cuatro veces en la concentracion de fenoles totales registradas a cosecha.
Ademas, para el cultivar ‘Carmoli’ el dia de la cosecha se registraron valores de antocianinas totales
de 18,8; 19,3 y 13,6 mg eq cian3gluc 100 g MF para los tratamientos de 0, 10,5 y 21 kl m?,
respectivamente (Tabla 5.13). Al tercer dia de almacenamiento estos valores aumentaron un 55,3;
85,5 y un 166,9% hasta registrar 29,2; 35,8 y 36,3 mg eq cian3gluc 100 g* MF, respectivamente
(Tabla 5.14).

110



Tabla 5.13. Concentracion a cosecha de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad antioxidante (FRAP y DPPH) de lechuga Lollo
Bionda ‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacién UV-B.

Capacidad antioxidante

Fenoles totales Flavonoides totales Antocianinas totales
FRAP DPPH
Tratj\rrlBento ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ Levistro Carmoli
2y - mg EAG 100 g'* MF------- -mg eq rutina 100 g MF-  mg eq cian3gluc 100 g MF -mg eq Trolox 100 g MF- -mg eq Trolox 100 gt MF-
(k) m™2)

Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE
0 905,0° 17,1 1799,5* 60,7 281,9*® 22,8 534,5° 33,3 18,8° 0,4 283,6 7,5 670,4° 18,2 885,5° 9,4 933,6° 31,8
10,5 949,7® 34,6 1461,8® 104,6 285,7° 24,9 383,7° 49,2 19,3° 0,6 292,9 6,9 610,8° 19,6 826,1° 6,5 814,1* 23,5
21 780,8° 26,0 1303,0° 89,0 156,2° 23,0 422,3" 46,7 13,6° 0,7 211,5 10,0 452,6° 21,6 656,7° 10,8 667,5° 38,8

vanrp * % * * * * ns * * *

En la tabla se muestra el efecto de la dosis acumulada de radiacién UV-B (k) m™) sobre la concentracidn de fenoles totales (mg EAG 100 g* MF), flavonoides (mg
eq rut 100 g* MF), antocianinas (mg eq cian3gluc 100 g MF) y capacidad antioxidante medida por los métodos de FRAP (mg eq Trolox 100 g MF) y DPPH (mg eq
Trolox 100 gt MF) para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ a cosecha. Valores representan medias y error estandar (EE) de 9 datos para
cada concentracion de NaCl. EAG: equivalentes de acido galico; eq rut: equivalentes de rutina; eq cian3gluc equivalentes de cianidina 3-glicésido; eq Trolox:
equivalentes de Trolox; MF: Masa fresca. ¢ Letras diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no significativo; *: < 0,05; **: <0,01.
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Adicionalmente, para el dia de la cosecha, la capacidad antioxidante medida por FRAP para
‘Levistro’ registré valores comprendidos entre 211,5 y 292,9 mg eq trolox 100 g MF (Tabla 5.13) y
entre 653,0 y 773,8 mg eq trolox 100 g* MF para el tercer dia de almacenamiento (Tabla 5.14). Los
valores alcanzados al tercer dia de almacenamiento representan un incremento de 130,2; 164,2 y
218,3% con respecto a la cosecha, para los tratamientos 0; 10,5 y 21 kim™, respectivamente. Por
otro lado, el cultivar ‘Carmoli’ el dia de la cosecha registré valores entre 452,6 y 670,4 mg eq trolox
100 g! MF (Tabla 5.13) y entre 931,2 y 1131,1 mg eq trolox 100 g! MF al tercer dia de
almacenamiento (Tabla 5.14). Representando un incremento respecto los valores registrados a
cosecha del 53,7; 52,5 y 150% para los tratamientos 0; 10,5 y 21 kim™, respectivamente.

Para el cultivar ‘Levistro’, se registraron valores de CA medida por DPPH entre 656,7 y 885,5
mg eq trolox 100 g' MF al dia de la cosecha (Tabla 5.13) mientras que al tercer dia de
almacenamiento los valores registrados oscilaron entre 932,9 y 1086,2 mg eq trolox 100 g* MF
(Tabla 5.14). Elincremento en la capacidad antioxidante registrado al tercer dia de almacenamiento,
con respecto a los valores obtenidos a cosecha, para los tratamientos 0; 10,5 y 21 kim, fue de un
22,7; 15,2 y 42,1%, respectivamente. Por otro lado, los valores registrados para el cultivar ‘Carmoli’
oscilaron entre 667,5 y 933,6 mg eq trolox 100 g'* MF el dia de la cosecha (Tabla 5.13) y entre 1.464,1
y 1.752,6 mg eq trolox 100 g MF al tercer dia de almacenamiento (Tabla 5.14), lo que indica un
incremento del 61,7% para el tratamiento control (0 k] m), un incremento de 115,3% para el
tratamiento de 10,5 kJ m2 y un incremento del 119,3% para 21 kim™. Este incremento en la CA
confirma los resultados reportados por Lafarga et al. (2020), quien registré que el procesamiento
minimo seguido de un periodo de almacenamiento de siete dias resulté en un aumento en los
valores de FRAP y DPPH en diez variedades diferentes de lechuga entre ellas dos rojas y una verde
de tipo hoja de roble, dos verdes de tipo mantecosa, una verde y dos rojas de tipo costina y dos
rojas de tipo Batavia.

5.4.3.2.- Efecto de la temperatura y atmosfera de almacenamiento en la
concentracion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de lechugas
luego de tres dias de almacenamiento postcosecha

Por otro lado, el uso bajas temperaturas durante el almacenamiento muestra un efecto
significativo en la conservacidn de la concentracion de flavonoides totales para ambos cultivares de
lechuga y para la CA medida tanto por FRAP como por DPPH sdlo para el cultivar ‘Levistro’.

El cultivar ‘Levistro’ registré una disminucién de 210,5 mg eq rutina 100 g MF cuando las
lechugas fueron almacenadas a 5°C, lo cual representa una disminucién en la concentracion de
flavonoides del 26,7% respecto al valor registrado a 10 °C de 787,4 mg eq rutina 100 g* MF (Tabla
5.14). Por su parte, el cultivar ‘Carmoli’ presentd el comportamiento opuesto, registrando un
aumento significativo de 135,8 mg eq rutina 100 g MF cuando las lechugas fueron almacenadas a
5°C, lo cual representa un aumento del 25,4% con respecto al valor registrado a 10 °C (Tabla 5.14).

Cuando los valores de CA, medidos por FRAP y DPPH, registrados a 5 °C fueron comparados
con los registrados a 10 °C, en el cultivar ‘Levistro’ se registré una disminucion significativa de 240,2
mg eq trolox 100 g* MF y un aumento también significativo de 56,5 mg eq trolox 100 g'* MF para
los métodos de FRAP y DPPH, respectivamente.

El uso de atmdsfera modificada sélo presenté un efecto significativo en la concentracién de
flavonoides totales y para la CA determinada por FRAP para el cultivar ‘Levistro’. En este sentido se
logré una mayor concentracion de flavonoides totales cuando se utilizé el almacenamiento de
atmosfera modificada con barrido de nitrégeno (N,), registrando un incremento de 213,6 mg eq
rutina 100 g MF, lo cual representa un incremento del 37 % en comparacion con el almacenamiento
tradicional en aire (Tabla 5.14). Adicionalmente, la CA determinada por FRAP presentd un
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incremento de la misma magnitud (211,4 mg eq trolox 100 g MF), lo cual representa un incremento
de 35,6 % en comparacion con el almacenamiento en aire.

Aunque el empleo de estas herramientas postcosecha estda ampliamente difundido, Lafarga
et al., 2020 revelaron que efecto del almacenamiento a bajas temperaturas es especifico para cada
variedad de lechuga estudiada y que los beneficios de los EAM dependen de una serie de factores
entre ellos la variedad y condicién de cultivo (Luna et al., 2012; Ghidelli y Pérez-Gago, 2017; Lafarga
et al., 2020) confirmando los resultados aqui presentados para ambos cultivares de lechuga.

5.4.4.- Conclusiones

Al momento de la cosecha, las concentraciones de fenoles y flavonoides totales alcanzaron
las menores dosis cuando las lechugas fueron cultivadas bajo una dosis de radiacién UV-B de 21,0
kJ m2. Sin embargo, se observé un incremento significativo en los valores de fenoles y flavonoides
totales durante el almacenamiento. Este incremento, entre la cosecha y el tercer dia de
almacenamiento, fue de mayor magnitud cuando las plantas fueron tratadas con 21,0 k) m?2de
radiacién UV-B. En este sentido, los valores mas altos en la concentracion de fenoles totales fueron
registradas al tercer dia de almacenamiento en las plantas tratadas con cualquiera de las dosis de
radiacion UV-B utilizadas.

El uso de bajas temperaturas como estrategia postcosecha (5 °C) tuvo un efecto significativo
en la conservacién de los flavonoides totales y en la capacidad antioxidante medida por FRAP en el
cultivar 'Carmoli', mientras que el cultivar ‘Levistro' mostré un comportamiento opuesto,
obteniendo menores valores de compuestos a bajas temperaturas. Asimismo, el uso de atmdsfera
modificada mostrd un efecto significativo en la concentracién de flavonoides totales y la capacidad
antioxidante medida por FRAP para el cultivar 'Levistro'. Estos resultados respaldan la evidencia
previa que sugiere que los efectos de las bajas temperaturas y las estrategias de atmdsfera
modificada son dependientes de la variedad de lechuga estudiada.
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Tabla 5.14. Concentracidn de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad antioxidante (FRAP y DPPH) de lechuga Lollo Bionda
‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiaciéon UV-B luego de 3 dias de almacenamiento utilizando

diferentes temperaturas y atmdsferas.

Fenoles totales

Flavonoides totales

Antocianinas

Capacidad antioxidante

Factor totales FRAP DPPH
‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmol’
mg eq
——————— mg EAG* 100g! MF------ --mg eq rutina* 100 g1 MF-- cian3gluc * 100 ---mg eq Trolox* 100 g1 MF--- ---mg eq Trolox*100 g'* MF---
gl MF
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media  EE Media EE Media EE Media EE
) 1472,4 59,6 25654 89,7 576,9° 43,2 669,92 53,8 34,2 1,5 579,9° 259 1077,2 49,3 1018,7° 26,4 L 119,0
1462,4 42,1 2604,8 98,0 787,4* 104,6 534,1° 32,2 334 1,8 820,12 104,1 984,8 40,6 962,2° 23,1 14669 39,7
Atm (2) 14756 455 2686,3 91,4 5754 4,7 6403 56,9 35,7 1,5 594,3> 26,8 1082,7 54,1 974,8 25,4 16584 123,7
1459,2 57,0 24840 90,2 789,00 103,8 564,6 32,6 319 1,7 805,7¢ 105,7 979,3 33,0 1006,0 25,5 14925 31,9
1269,8° 40,1 2298,7° 56,6 524,1°® 954 596,5 62,2 29,2° 1,4 653,0 104,3 1030,7®* 71,6 1086,22 20,4 1509,6 29,9
Tratamiento (3) 10,5kim? 1610,4> 47,6 2618,6° 143,4 839,32 109,6 547,8 70,2 35,8° 2,5 773,8 110,9 931,2° 47,2 952,1» 26,2 1752,6 172,0
1522,12 52,9 2838,1° 62,2 683,1®* 84,2 661,7 31,3 36,32 1,2 673,2 81,5 1131,12 29,3 932,9®° 26,4 1464,1 69,9
ns ns * * ns * ns * ns
ns ns * ns ns * ns ns ns
% %k % %k * ns * ns * % %k %k ns
ns ns rxk ns ns *x ns ns ns
ns ns ns ns ns ns ns ns ns

En la tabla se muestra el efecto de diferentes condiciones de almacenamiento: temperatura (5 y 10 °C); atmodsfera (Aire, Atmadsfera modificada (AM)) al tercer
dia de almacenamiento, sobre la concentracién de fenoles totales (mg EAG 100 g* MF), flavonoides (mg eq rut 100 g* MF), antocianinas (mg eq cian3gluc 100 g°
1 MF) y capacidad antioxidante medida por los métodos de FRAP (mg eq Trolox 100 g* MF) y DPPH (mg eq Trolox 100 g* MF) para lechugas Lollo Bionda cv.
‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes dosis acumuladas de radiacién UV-B (k) m™). Evaluacién realizada al tercer dia de almacenamiento
(Periodo de comercializacion). Valores representan medias y error estandar (EE) de 3 datos para la interaccidn (1*2*3). EAG: equivalentes de acido galico; eq rut:
equivalentes de rutina; eq cian3gluc equivalentes de cianidina 3-glicésido; eq Trolox: equivalentes de Trolox; MF: Masa fresca. *° Letras diferentes corresponden
a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no
significativo; *: < 0,05; **: <0,01; ***<0,001. No existe interaccidn 2x3 ni interaccidn triple (1x2x3) para ninguno de los factores estudiados.
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6.- Capitulo 2: Corte y salinidad por cloruro de sodio (NaCl) como factores estresores

6.1.- Determinacion de las concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) a utilizar en los
experimentos

6.1.1.- Introduccion

La lechuga (Lactuca sativa L.) es un cultivo ampliamente cultivado y consumido en todo el
mundo (Mulabagal et al., 2010; Pérez-Lépez et al., 2014). Sin embargo, su productividad puede
verse afectada por la salinidad del suelo y del agua de riego, lo que limita su éptimo crecimiento y
desarrollo (Shabala et al., 2015).

Diversos estudios han investigado la tolerancia de la lechuga a la salinidad. Sin embargo, los
resultados presentados parecen contradictorios ya que la tolerancia a la salinidad depende del tipo
de lechuga y cultivar. Algunos estudios consideran que la lechuga es relativamente sensible a la
salinidad, con un umbral de tolerancia de 1,0 a 1,4 dS m™, lo que significa que, a partir de este valor,
se observaria una reduccién significativa en la produccion. Estos estudios han reportado una
disminucion del 13 % en la produccidn por cada incremento de 1 dS m™* en la conductividad eléctrica
(CE) del suelo o del agua de riego (Tanji y Kielen, 2002). Otros estudios clasifican a la lechuga como
moderadamente tolerante. Asi, Carranza et al. (2009) demostraron que la lechuga tipo Batavia
presenta tolerancia a una CE de 2,16 dS m™, soportando niveles mas altos de salinidad que las
reportadas por Tanji y Kielen (2002) sin sufrir una reduccion significativa en su rendimiento. Por otro
lado, se ha observado que la variedad Iceberg puede tolerar una CE de hasta 4,4 dS m™ sin afectar
su rendimiento o calidad, mientras que las lechugas tipo Romana pueden soportar incluso hasta
10,5 dS m sin presentar una reduccidn significativa en su rendimiento (Pasternak et al., 1986). Xu
y Mou (2015) por su parte, demostraron que los genotipos de lechuga difieren en su sensibilidad a
la sal observando variedades que mostraron una menor reduccién de la produccion bajo
condiciones salinas, manteniendo un porcentaje de reduccién en el peso fresco por debajo del 15
% a una CE de 8,4 dS m™. Estos resultados resaltan la importancia de seleccionar cultivares
tolerantes a la salinidad y de gestionar adecuadamente el agua de riego en entornos salinos para
mejorar tanto el rendimiento como la calidad de los cultivos de lechuga.

A pesar de los avances en la comprensidn de la respuesta de la lechuga al estrés salino, aln
falta informacidn, especialmente en lo que respecta a los tipos de lechuga Lollo Rosso y Lollo Bionda
y su tolerancia a la salinidad. Estos tipos de lechuga se caracterizan por sus atractivas hojas crespas
de intenso color rojo y verde respectivamente. En este sentido, y con el fin de comprender la
respuesta antioxidante al estrés salino, el presente estudio se enfocd en investigar la respuesta
antioxidante y la tolerancia a la salinidad de dos tipos de lechuga con una concentracion de
antioxidantes naturalmente diferentes. Las lechugas utilizadas fueron: Lollo Rosso cv. 'Carmoli’, con
hojas de color rojo y una mayor concentracion de antioxidantes, y Lollo Bionda cv. 'Levistro', con
hojas de color verde y una menor concentracion de estos compuestos (Nicolle et al., 2004; Llorach
et al., 2088; Pérez-Lépez et al., 2014). El objetivo principal de este estudio consistié en evaluar
diferentes concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva en ambos cultivares de lechuga y
determinar la posible manifestacion de estrés a la salinidad y su tolerancia. Para ello, se llevo a cabo
un experimento utilizando un sistema hidropdnico de raiz flotante y una solucién nutritiva estandar
con diferentes concentraciones de NaCl (0; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1 mol L%).

Durante el estudio, se analizaron parametros representativos del rendimiento de las
plantas, como la masa fresca y el porcentaje de masa seca. Ademas, se determind la concentracion
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de fenoles totales presentes en las hojas y se evalud la capacidad antioxidante mediante los
métodos de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).

6.1.2.- Metodologia

6.1.2.1.- Material vegetal y condiciones de cultivo

El material vegetal correspondié a lechugas tipo Lollo Bionda cultivar 'Levistro' (hojas
verdes) de la empresa Rijk Zwaan (Chile). La germinacidon de las semillas, las condiciones de cultivo
durante el desarrollo de los almacigos y trasplante se realizaron como se describe en la seccién 4.1
durante la temporada de otofio. Una vez que las plantas alcanzaron el estadio de cuatro hojas
verdaderas fueron trasplantadas a un sistema hidropdnico cerrado de raiz flotante, formado por un
reservorio de agua de 0,5%1,5*%0,12 m que contuvo la solucién nutritiva, una plancha flotante de
poliestireno expandido 0,5%1,5*%0,025 m y 25 kg m= de densidad y una bomba de acuario (HJ-542,
super aquatics, China) para airear la solucion. Las planchas fueron perforadas con un arreglo de 3
bolillos con una densidad de 50 plantas m. Cada planta fue sujetada en un orificio con una esponja
de baja densidad. Luego de dos dias desde el trasplante se anadid la solucion nutritiva completa
siguiendo las recomendaciones de Sonneveld y Straver (1994) para hortalizas de hoja cuya
composicion se detalla en la seccién 4.1. El pH de la solucion durante el cultivo de las plantas se
mantuvo entre 5,5 y 5,8 y fue ajustado con una solucion de acido nitrico. Las caracteristicas del
invernadero donde se llevé a cabo el cultivo correspondieron a las descritas en la seccién 5.2.2.1.

6.1.2.2- Montaje y disefio experimental

El experimento fue realizado para los dos cultivares de lechuga donde se probaron cinco
concentraciones de NaCl aplicadas a la solucién nutritiva cuando las plantas fueron trasplantadas,
en un estadio de 3-4 hojas verdaderas. Las concentraciones de NaCl fueron 0; 0,025; 0,050; 0,075 y
0,1 mol L%, Los valores de CE registrados durante el cultivo, debido a la adicidn de NaCl en la solucién
nutritiva se muestran en la Tabla 6.1. Una vez que las lechugas del tratamiento control (0 mol L de
NaCl) alcanzaron un tamafio adecuado para la cosecha, luego de 30 dias, se cosecharon las plantas
completas de todos los tratamientos para su analisis.

Tabla 6.1. Concentracién de NaCl en la solucién nutritiva (mol L) y sus respectivas
conductividades eléctricas (CE: dS m™) para los diferentes tratamientos utilizados.

Conductividad eléctrica

[IjaCI] Media ) Error Minima Maxima
(mol L) estandar
dSm
0,000 3,68 0,044 3,00 4,01
0,025 6,58 0,038 6,19 6,88
0,050 9,11 0,063 8,66 9,66
0,075 10,08 0,070 9,32 10,83
0,100 12,22 0,073 11,45 12,86

En la tabla se presentan los valores de concentracidn de NaCl en mol L y sus respectivas conductividades
eléctricas (CE), medias, minima y méaxima como deciSiemens por metro (dS m™) registradas durante el
periodo cultivo. Valores medios + error estandar calculados como resultado de 3 mediciones diarias durante
los 30 dias de cultivo.

118



6.1.2.3.- Parametros de crecimiento de las plantas (MF, MS, %MS)

Para estudiar el comportamiento de crecimiento de las lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo
Rosso sometidos a diferentes concentraciones de NaCl se cosecharon 5 plantas de cada tipo por
tratamiento, a las cuales se les midié la masa fresca (MF) y el porcentaje de masa seca (% MS) como
pardmetros indicadores de la productividad y crecimiento en condiciones salinas como se describio
en la seccidén 4.3. Sélo se considerd la parte aérea de planta para la medicién descrita. MF y MS
fueron expresados en gramos (g) y el % MS fue estimado mediante la relacion de MS:MF y expresado
en porcentaje.

6.1.2.4.- Determinacidon de compuestos funcionales

6.1.2.4.1.- Extraccion de las fracciones fendlicas
La extracciéon de los compuestos fendlicos se llevé a cabo siguiendo las recomendaciones de
Galieni et al. (2015), como se describe en detalle en la seccién 4.4.1.

6.1.2.4.2.- Determinacion de la concentracion de fenoles totales
La concentracién de fenoles totales (FT) se midid utilizando el método propuesto por
Ainsworth y Gillespie (2007), como se describe en detalle en la seccion 4.4.2. Los resultados fueron
expresados como miligramos equivalentes de acido gdlico por cada 100 gramos masa fresca (mg
EAG 100 g MF.

6.1.2.4.3.- Determinacidn de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante (CA) de las diferentes muestras se llevé a cabo mediante los

métodos de FRAP y DPPH.
6.1.2.4.3.1.- Método de FRAP

El poder antioxidante reductor del hierro (FRAP) fue determinado utilizando la metodologia
descrita por Benzie y Strain (1996) con algunas modificaciones. La metodologia utilizada se describe
en detalle en la seccion 4.4.3.1. Los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de
Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de materia fresca (mg eq Trolox 100 g MF).

6.1.2.4.3.2.- Método de DPPH
Para la determinacion de la de eliminacion de radicales libres, se utilizo el reactivo radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) segun la metodologia descrita en Gupta y Prakash (2009), como
se detalla en la seccion 4.4.3.2. Los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de
Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de materia fresca (mg eq Trolox 100 g* MF).

6.1.2.5.- Analisis estadistico
El andlisis estadistico se realizd utilizando el software InfoStat version 2017 (Di Rienzo et al.,
2017) como se describe en la seccion 4.4.4.

6.1.3.- Resultados y discusion

6.1.3.1.- Masa fresca y seca de las plantas (MF, % MS)
Al utilizar la ecuacién de rendimiento propuesta por Torres y Acevedo (2008) (a) para los
diferentes tratamientos, se obtuvieron estimaciones de pérdida de rendimiento.

a) Rendimiento lechuga en %: 102,96 — (11,894 * C.E.) R=0,959
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Segun la ecuacién (a), un rendimiento del 100 % se alcanzaria con una conductividad de 0,25
dS m?, conductividad diferente de las utilizadas en este ensayo. Segun las estimaciones obtenidas
con esta ecuacién (Tabla 6.2) el tratamiento control presentaria un rendimiento del 59,2 %y a partir
del tratamiento con 0,050 mol L de NaCl (CE: 9,11 dS m™) las lechugas ya no podrian desarrollarse
ya que, segun esta ecuacion, presentarian un rendimiento negativo. Esto indica que la ecuacion
propuesta por Torres y Acevedo (2008) es aplicable sélo a la variedad utilizada en su estudio. En
este experimento, al usar una concentracion de NaCl de 0,025 mol L las lechugas cultivar ‘Levistro’
presentaron un rendimiento del 82,2% con respecto al control que presentd un valor promedio de
64,2 + 2,8 g MF. Por otro lado, las lechugas de cultivar ‘Carmoli’ presentaron un rendimiento del
98,3 % al ser cultivadas con de 0,025 mol L™ de NaCl con respecto al control que registré 36,2 g MF
(Tabla 6.2). Este rendimiento fue reduciéndose a medida que se incrementd la concentracidn de
NaCl en la solucidon nutritiva hasta alcanzar un rendimiento del 62,6% en el cultivar ‘Levistro’
respecto del control y uno del 59,7% para el cultivar ‘Carmoli’ cuando fueron cultivadas con una
concentracion de 0,1 mol L'* de NaCl (Tabla 6.2). Considerando la conductividad eléctrica (CE) de la
soluciéon nutritiva y los rendimientos obtenidos para cada cultivar estudiado, se obtuvieron las
siguientes ecuaciones predictivas del rendimiento:

Rendimiento (%) = -3,4828 (CE) + 112,9 con un R? = 0,6639 para el cultivar ‘Levistro’
Rendimiento (%) = -4,5072(CE) + 121,62 con un R? = 0,788 para el cultivar ‘Carmoli’

Tabla 6.2. Rendimiento empirico de lechugas cvs. ‘Levistro’ y ‘Carmoli’ segun la
conductividad eléctrica.
Conductividad Rendimiento
[NaCl] eléctrica estimado en % de

Rendimiento empirico
respecto del control

(mol L?) . acuerdo a Torres
Media EE Acevedo (2008) ! (%)
dSm? ‘Levistro’ ‘Carmoli’
0,000 3,68 0,044 59,21 100 100
0,025 6,58 0,038 24,72 82,2 98,3
0,050 9,11 0,063 -5,42 92,6 75,8
0,075 10,08 0,070 -16,98 81,9 86,3
0,100 12,22 0,073 -42,41 62,6 59,7

En la tabla se presentan los valores medios y error estandar de la conductividad eléctrica, el rendimiento
(%) estimado para lechuga segun la ecuacién propuesta por Torres y Acevedo (2008), ecuaciéon que
relaciona el rendimiento con la conductividad eléctrica (CE) de la solucién nutritiva y el rendimiento
obtenido durante el desarrollo del experimento en porcentaje. Los valores registrados corresponden a
medias de 3 mediciones diarias registradas diariamente durante los 30 dias de cultivo.

En la Figura 6.1 se muestra el tamafio comparativo de las lechugas sometidas a los diferentes
tratamientos de NaCl (0; 0,025; 0,05; 0,075 y 0,1 mol L) al momento de la cosecha. Si bien se
observaron diferencias en el tamario de las lechugas entre tratamientos (Figura 6.1) al comparar la
masa fresca (g) no se observaron diferencias significativas producto de la adicion de NaCl en la
solucidn nutritiva (Figura 6.2). Sin embargo, la tendencia de los resultados fue opuesta a la reportada
por otros autores como Bartha et al. (2015), que encontraron que concentraciones de como 0,05 y
0,1 mol L't de NaCl en la solucién nutritiva redujeron significativamente la tasa de crecimiento,
medida como masa fresca, en cinco variedades de lechuga; ‘Valdor’ y ‘Parella Green’ de tipo
Mantecosa, ‘Paris Island’ de tipo Romana, ‘Salad Bowl Red’ de hoja suelta y ‘Asparragina’ de tipo
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Steam lettuce o Latifolias. De acuerdo con el reporte estos autores, la reduccién mds pronunciada,
relacionada con el control, se observé en el cultivar ‘Asparagina’, observandose una disminucién del
31 % en presencia de 0,05 mol L de NaCl y reduccién del 51 % con 0,1 mol L'*de NaCl. Por otro lado,
la reduccién mas leve en el crecimiento se registrd para el cultivar ‘Paris Island’ la cual presento una
reduccion del 24 % 0,05 mol L'*de NaCl y del 41 % a 0,1 mol L' de NaCl. Por otro lado, el cultivar de
hojas rojas (Figura 6.2 abajo) presentd valores de masa fresca entre 36,2 y 21,6 g MF, valores
significativamente menores a los registrados para el cultivar de hojas verdes de entre 64,3y 40,2 g
MF (Figura 6.2 arriba), lo cual corresponderia a una respuesta esperada para variedades verdes y
rojas.

0 mol L? 0,025 mol L? 0,050 mol L* 0,075molL* 0,1 molL?

Figura 6.1. Imagenes del tamafio comparativo de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’
(arriba) y lechugas tipo Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (abajo) cultivadas con diferentes concentraciones
de NaCl.

Respecto al porcentaje de materia seca, ambos cultivares mostraron un aumento
significativo a medida que se incremento la concentracidon de NaCl en la solucién nutritiva (Figura
6.3). El cultivar ‘Levistro’ presenté un incremento desde 4,7% de masa seca registrado en
tratamiento control (0 mol L de NaCl) hasta llegar a 5,6% para el tratamiento con 0,1 mol L' de
NaCl. Por su parte el cultivar ‘Carmoli’ registrd un incremento de masa seca desde 5,1% en el control
(0 mol L de NaCl) hasta alcanzar 6,0% al utilizar 0,1 mol L'*de NaCl. Esto coincide con los resultados
encontrados por Bartha et al. (2015) quienes mostraron que el porcentaje de masa seca foliar fue
mayor en plantas expuestas a 0,1 mol L't de NaCl que en plantas cultivadas en presencia de 0,05 mol
L' de cloruro de sodio y ambas mayores que el control sin NaCl. Para la lechuga ‘Asparagina’, los
autores anteriores, registraron valores que van desde 5% para el control, hasta valores de 8,5 % MS
para el tratamiento con 0,1 mol L'*de NaCl y para la lechuga ‘Paris Island’ valores que van desde 3,5
% hasta 6% para los mismos tratamientos. Finalmente, al comparar ambos cultivares entre si, se
observo que el cv. ‘Carmoli’ (Figura 6.3 B) presentd un porcentaje de masa seca significativamente
mayor que el cv. ‘Levistro’ registrando, para el tratamiento control, valores de 5,1 y 4,7 %
respectivamente y de 6,0 y 5,6 % para el tratamiento con 0,1 mol L' de NaCl (Figura 6.3 A).
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Figura 6.2. Masa fresca de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y tipo Lollo Rosso cv.

‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl.

Grafica de la determinacidn de masa fresca expresada en gramos (g) de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’
(arriba) y tipo Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (abajo) cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl expresada en
mol L. Barras representan valores promedio de 5 réplicas bioldgicas. a Letras diferentes corresponden a
diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un
nivel de significancia de p < 0,05.
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Figura 6.3. Masa seca de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y tipo Lollo Rosso cv.

‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl.

Grafica de la determinacidon de masa seca, expresada en porcentaje, de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’
(arriba) y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (abajo) cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl (mol L'). Barras
representan valores promedio de 5 réplicas bioldgicas. *>¢ Letras diferentes corresponden a diferencias
significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de
significancia de p < 0,05.
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6.1.3.2.- Determinacidon de compuestos funcionales

Al analizar la concentracidon de compuestos fendlicos totales se observd que ésta depende
tanto del cultivar como de la concentracion de NaCl de la solucidn nutritiva. Para el caso de las
lechugas Lollo Bionda se observé un incremento conforme aumentd la concentracidén de NaCl de la
solucidn nutritiva desde 0 hasta 0,1 mol L™ (Figura 6.4 arriba). Por su parte en las lechugas tipo Lollo
Rosso, hubo un incremento significativo en la concentracién de compuestos fendlicos totales
cuando se aplicaron concentraciones de NaCl 0,1 mol L (Figura 6.4 abajo). La concentracién de
fenoles totales obtenidas para las lechugas tipo Lollo Bionda en la solucién nutritiva control fue de
43,5 a 66,6 mg EAG 100 gt MF y coincide con los valores reportados por Ninfali et al. (2005) de 54,7;
44,2; 55,6 y 66,2 mg EAG 100 g! MF para lechugas tipo Romana, Cappucio estiva ‘Kagnran’,
Catalogna y Cocarde obtenidas de un mercado local en ltalia. Por su parte, los valores obtenidos
para las lechugas tipo Lollo Bionda cultivadas en los tratamientos con NaCl varié entre 65,1 y 140,5
mg EAG 100 g'* MF (Figura 6.4 arriba), valores coincidentes con los encontrados por Llorach et al.
(2008) de 18,2; 63,5 y 125,5 mg EAG 100 g* MF en lechugas tipo Iceberg, Romana y Continental
cosechadas en Murcia, Espafia.

Por otro lado, Liu et al. (2007) reportaron una concentracion de fenoles totales entre 210y
857 mg EAG 100 g MF para diferentes lechugas de hojas rojas (‘New Red Fire’, ‘Rave’, ‘Vulcan’,
‘Black Jack’ y ‘Galactic’), mientras que Llorach et al. (2008) determinaron que la concentracién total
de fenoles para lechugas tipo Lollo Rosso, fue de 571 mg EAG 100 g MF, valores mayores a los
encontrados en este estudio que variaron entre 288,2 y 468,8 mg EAG 100 g* MF (Figura 6.4 abajo).
Las diferencias encontradas con los resultados publicados por estos autores pueden deberse a que
la concentracién de compuestos fendlicos es afectada por la época de cultivo, la genética del cultivar
estudiado y los métodos de extraccion utilizados (Liu et al., 2007; Kim et al., 2016; Yang et al., 2021).

Ademas, al comparar los cultivares, el cultivar ‘Levistro’ de hojas verdes presentd
concentraciones significativamente menores de fenoles totales que ‘Carmoli’ de hojas rojas (Figura
6.4), lo cual concuerda con los resultados presentados por Kim et al. (2018) donde los cultivares de
lechuga roja tuvieron mayores concentraciones de fenoles totales, con un valor promedio de 524
mg EAG 100 g MF, seguido por los cultivares rojos/verdes con un promedio de 227 mg EAG 100 g°
L MF. En contraste, los cultivares de hoja verde tuvieron el promedio mas bajo de 133 mg EAG 100
g’ MF. Otros autores como Llorach et al. (2008), Kim et al. (2016), Yang et al. (2021) y los publicados
en la pagina del portal antioxidantes del INTA (INTA, 2021) también muestran una mayor
concentracién de fenoles totales en las lechugas rojas por sobre las verdes.

Al comparar la capacidad antioxidante (CA) de los extractos metandlicos se observd que la
capacidad antioxidante determinada por FRAP (Figura 6.5) presentd un incremento significativo sélo
en las lechugas verdes ('Levistro') a concentraciones de NaCl de 0,075 y 0,1 mol L de NaCl y
alcanzando valores superiores a los 200 mg eq Trolox 100 g MF. Estos valores coinciden con los
reportados por Llorach et al. (2008) de 98, 114 y 320 mg eq Trolox 100 g MF para lechugas verdes
de tipo Iceberg, Romanay Continental, respectivamente. Para el cultivar 'Carmoli', no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos de NaCl, registrando una capacidad antioxidante entre
550 y 800 mg eq Trolox 100 g* (Figura 6.5), valores similares a los 810 mg eq Trolox 100 g*
encontrados por Llorach et al. (2008) para lechugas tipo Lollo Rosso. Respecto de la capacidad
antioxidante, 'Levistro' registrd valores significativamente menores que 'Carmoli', resultado
esperado entre lechugas verdes y rojas (Llorach et al., 2008; INTA, 2021).
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Figura 6.4. Concentracion de fenoles totales en lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y
Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (abajo) cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl.
Gréfica de la concentracidn de fenoles totales expresado como miligramos equivalentes de acido galico (mg
EAG 100 g MF) en lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ (arriba) y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (abajo) cultivadas
con diferentes concentraciones de NaCl (mol L). Barras representan medias de 5 réplicas bioldgicas para cada
tratamiento. >P¢ Letras diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05.

La capacidad antioxidante medida por DPPH (Figura 6.6) respondié tanto a la concentracién
de NaCl de la solucién nutritiva como al cultivar. Al igual que la CA medida por FRAP, la
determinacidn por DPPH presentdé un compartimento similar la concentracién de fenoles.
Especificamente el cultivar ‘Levistro’ presentd valores entre 169 y 340 mg eq Trolox 100 g MF
(Figura 6.6), similares a los reportados por Llorach et al. (2008) de 68,6; 99,7 y 244 mg eq Trolox 100
gl MF) para lechugas verdes tipo Iceberg, Romana y Continental. Por otro lado, el cultivar ‘Carmol{’
presentd valores entre 549 y 750 mg eq Trolox 100 g™ MF (Figura 6.6), ligeramente menores a los
770 mg eq Trolox 100 g MF reportados previamente para lechuga Lollo Rosso por Llorach et al.
2008. Las diferencias encontradas en la capacidad antioxidante entre ambos métodos de
determinacidn, FRAP y DPPH, se deberian a que miden diferentes propiedades de los antioxidantes
presentes en los extractos. El método de FRAP mide la capacidad de los compuestos para reducir el
hierro desde la forma férrica a la ferrosa a pH bajo (Benzie y Strain, 1996), mientas que el método
de DPPH mide la capacidad de los compuestos antioxidantes de atrapar radicales libres (Gupta y
Prakash, 2009).
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Figura 6.5. Capacidad antioxidante determinada por el método de FRAP para lechugas tipo
Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de
NacCl.
Gréfica de la determinacidn capacidad antioxidante mediante el método de FRAP, expresado en miligramos
equivalentes de Trolox por cada 100 gramos de masa fresca (mg eq Trolox 100g* MF) en lechugas tipo Lollo
Bionda cv. ‘Levistro’ (arriba) y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (abajo) cultivadas con diferentes concentraciones de
NaCl (mol L%). Barras representan medias de 5 réplicas bioldgicas para cada tratamiento. ®° Letras diferentes
corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05.
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Figura 6.6. Capacidad antioxidante determinada por el método de DPPH para lechugas

tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes
concentraciones de NaCl.
Gréfica de la determinacidn capacidad antioxidante mediante el método de DPPH, expresado en miligramos
equivalentes de Trolox por cada 100 gramos de masa fresca (mg eq Trolox 100g™* MF) en lechugas tipo Lollo
Bionda cv. ‘Levistro’ (arriba) y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (abajo) cultivadas con diferentes concentraciones de
NaCl (mol L?). Barras representan medias de 3 réplicas biolégicas para cada tratamiento). ®° Letras
diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05.
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6.1.4.- Conclusiones

Los resultados sugieren que para los cultivares 'Levistro' y 'Carmoli', una solucién nutritiva
suplementada 0,1 mol L'! de NaCl no reduciria de manera significativa el rendimiento, pudiendo
crecer en conductividades eléctricas de hasta 12,86 dS m™siendo cultivares tolerantes al NaCl. Por
otro lado, se encontraron diferencias de masa fresca y seca entre cultivares, presentando el cultivar
de hojas rojas valores menores respecto al verde.

La concentracion de compuestos fendlicos totales en lechugas estaria influenciada tanto por
el cultivar como por la concentracién de NaCl en la soluciéon nutritiva. En el caso de las lechugas tipo
Lollo Bionda, se observé un aumento en la concentracién de compuestos fendlicos totales a medida
gue aumento la concentracién de NaCl. Por otro lado, en las lechugas tipo Lollo Rosso, se encontrd
un incremento significativo en la concentracién de compuestos fendlicos totales al aplicar el
tratamiento con NaCl. Finalmente, se encontraron diferencias significativas en la capacidad
antioxidante (CA) de los extractos metandlicos en funcién del cultivar y la concentracion de NaCl. La
CA medida por el método FRAP mostrd una correlacién positiva con la concentracidon de compuestos
fendlicos totales. En las lechugas verdes, se observd un aumento significativo de la CA a
concentraciones altas de salinidad, mientras que en las lechugas rojas no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos salinos destacando un comportamiento diferencial solo entre
cultivares.
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6.2.- Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) y la
realizacidon de cosechas sucesivas sobre el rendimiento y concentracién de compuestos
fendlicos de lechugas Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli'

6.2.1.- Introduccion

La lechuga es una de las hortalizas de hoja mas populares del mundo (Mulabagal et al., 2010;
Pérez-Lopez et al., 2014). Sin embargo, su cultivo puede verse afectado negativamente por la
salinidad del suelo y del agua de riego (Shabala et al., 2015). Siendo el cloruro de sodio (NaCl) la sal
mas distribuida (Muuns y Tester, 2008). Algunos reportes han mostrado que la lechuga es una
hortaliza relativamente sensible a la salinidad, presentando un umbral de tolerancia de 1,0 a 1,4 dS
m* (Tanjiy Kielen, 2002), otros la han clasificado como moderadamente tolerante, pudiendo tolerar
una CE de 2,16 dS m™ (Carranza et al., 2009). Otros estudios como el de Pasternak et al. (1986) han
demostrado que algunos cultivares de lechuga, como la variedad Iceberg y romana, puede tolerar
CE mas elevadas. Segun el estudio de estos autores la variedad Iceberg puede tolerar una CE de
hasta 4,4 dS m™ sin afectar su rendimiento y/o calidad, mientras que la lechuga tipo romana puede
soportar incluso 10,5 dS m™ sin una reduccion significativa en su rendimiento. Otras investigaciones
como la de Xu y Mou, (2015), donde evaluaron la tolerancia a la salinidad por cloruro de sodio de
178 cultivares de lechuga (56 de tipo Mantequilla, 39 de tipo Iceberg, 35 de tipo Romana, 33 de hoja
suelta y 15 de tipos silvestres) confirmaron que los diferentes genotipos difieren en su sensibilidad
a la salinidad, resaltando la importancia de seleccionar cultivares tolerantes y de gestionar
adecuadamente el agua de riego.

Puesto que la salinidad genera un desequilibrio osmético, las diferencias en la tolerancia a
la salinidad entre variedades y cultivares, podrian estar relacionadas con la capacidad de sintetizar
y acumular compuestos de tipo osmoreguladores, como la prolina, capaces de combatir el estrés
osmotico y la deshidratacion de las células (Butcher et al., 2016). Este compuesto osmoregulador
participa ademas en la proteccidn, estabilizacién y mantencién de la integralidad de las membranas
y estructuras subcelulares, como también en la estabilizacion de enzimas y proteinas, permitiendo
qgue puedan seguir cumpliendo sus funciones y como consecuencia la supervivencia de la planta
(Ashrafy Foolad, 2007; Munns y Tester, 2008; Lucini y Bernardo, 2015). Por otro lado, tanto el estrés
osmotico con el estrés idnico generado por el cloruro de sodio, provocan una sobre produccion de
especies reactivas de oxigeno, las cuales deben ser eliminadas para asegurar la supervivencia de la
planta (Sharma et al., 2012). En este sentido, los compuestos antioxidantes como los fenoles juegan
un rol fundamental en la tolerancia a este tipo de estrés ya que protegen los tejidos y las diferentes
estructuras celulares del dafio oxidativo (Miller et al., 2010; Sharma et al., 2012). Asi, las plantas
tolerantes a la sal, muestran una mayor capacidad para sintetizar y acumular este tipo de
compuestos (Miller et al., 2010; Sharma et al., 2012).

Adicionalmente, junto con la sintesis de compuestos osmoreguladores, y de compuestos
fendlicos, otro factor capaz de interferir en la tolerancia diferencial a la salinidad de los diferentes
cultivares es la capacidad de generar cambios en la pared celular. En este sentido, Zérb et al. (2015)
observaron que, en hibridos de maiz sensibles a la salinidad, las paredes celulares epidérmicas son
mas rigidas que las de las plantas menos sensibles.

Dado que la mayoria de las variedades de lechugas cultivadas comercialmente crecen en
condiciones no salinas, existe una limitada informacién disponible sobre la respuesta al estrés salino
de las diferentes variedades (Bartha et al., 2015). Si bien existen algunos estudios sobre la respuesta
del rendimiento en diferentes tipos de lechuga frente al estrés salino (Pasternak et al., 1986; Taniji
et al., 2002; y Carranza et al., 2009; Xu y Mou et al., 2015), éstas se concentran en la respuesta del
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rendimiento, y se ha reportado muy poco sobre la tolerancia a la salinidad en diferentes cultivares
y su relacidn con la concentracién de compuestos antioxidantes y las modificaciones en la anatomia
celular foliar (Bartha et al., 2015). Por otro lado, existe poca informacion sobre la respuesta
generada por el estrés salino en la lechuga después de sucesivas cosechas. A pesar de los avances
en la comprensidn de la respuesta de la lechuga al estrés salino, aun existe una falta de informacién,
especialmente en lo que respecta a los tipos de lechuga Lollo Rosso y Lollo Bionda. En este contexto,
el objetivo del presente estudio fue determinar el efecto del corte generado al realizar cosechas
sucesivas de hojas, en diferentes estados fenoldgico y la aplicacién de diferentes concentraciones
de NaCl (0; 0,05; 0,1 mol L) aplicadas en la solucidn nutritiva sobre, la biosintesis de compuestos y
capacidad antioxidante, parametros agrondmicos y anatomia celular foliar de lechugas tipo Lollo
Bionda cv. 'Levistro' y Lollo Rosso cv. 'Carmoli'. La biosintesis de compuestos antioxidantes se
determind evaluando la concentracién de fenoles, flavonoides y antocianinas totales y
determinando la capacidad antioxidante por los métodos de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Se analizaron también la masa fresca y seca de las
lechugas como parametros agronédmicos, y para la evaluacién de los cambios producidos en la
anatomia celular foliar se realizd un recuento de la densidad celular y estomdtica y una
cuantificacion del espacio intercelular en el tejido foliar.

6.2.2.- Metodologia

6.2.2.1- Material vegetal y condiciones de cultivo

Como se describe en la secciéon 4.1 el material vegetal utilizado en este experimento
correspondio a lechugas de tipo Lollo Bionda cultivar 'Levistro' (hojas verdes) y de tipo Lollo Rosso
cultivar 'Carmoli' (hojas rojas) de la empresa Rijk Zwaan (Chile), las cuales fueron cultivadas como
se describe en la misma seccion durante la temporada de otofo. Las caracteristicas del invernadero
donde se llevd a cabo el cultivo correspondieron a las descritas en la seccion 5.2.2.1.

Las condiciones ambientales de cultivo: temperatura minima y madaxima del aire,
temperatura promedio, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto y pH de la solucién nutritiva
fueron registradas durante todo el periodo de cultivo se presentan en la Figura 6.7.

6.2.2.2.- Montaje del ensayo y disefio experimental

El experimento fue realizado para lechugas tipo Lollo Bionda cv. 'Levistro'y tipo Lollo Rosso
cv. 'Carmoli' y fue dispuesto en tres bloques con un arreglo de parcelas divididas, donde se
consideraron dos factores. El primer factor correspondid al tiempo de cosecha (12, 22, 3?) y el
segundo factor a la concentracién de NaCl (0; 0,05; 0,1 mol L) en la solucién nutritiva (Sonneveld y
Straver, 1994). Cada bloque representd una repeticion, por lo que habia tres sistemas hidropénicos
de raiz flotante independientes para cada concentracion de NaCl evaluada. Cada repeticidn consistié
en una ldmina de poliestireno expandido con una densidad de plantacién de 50 plantas m2 de
0,5*%1,5*0,025 m y 25 kg m™ de densidad. Para la obtencidn de las diferentes concentraciones de
cloruro de sodio (NaCl), una cantidad determinada de una solucién concentrada de NaCl fue
incorporada en cada uno de los reservorios hasta obtener las tres concentraciones de NaCl: 0 mol L
! utilizado como control; 0,05 mol Ly 0,1 mol L%, Estas diferentes concentraciones de NaCl fueron
seleccionadas a partir de los resultados obtenidos en la seccion 6.1, donde concentraciones de 0;
0,05 y 0,1 mol L registraron conductividades eléctricas de 3, 9y 13 dS m™* respectivamente.
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Figura 6.7. Temperaturas medias minimas y maximas del aire en el invernadero y temperaturas de la solucién nutritiva, conductividad
eléctrica, pH y concentracidn de oxigeno disuelto de la solucidn nutritiva registradas durante el cultivo.

En la figura se presentan los pardmetros ambientales registrados durante el cultivo de lechugas tipo Lo

lo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv.

‘Carmoli’ con aplicacién de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl): 0; 0,05 y 0,1 mol L en la solucién nutritiva. A: Temperaturas
maximas y minimas del aire dentro del invernadero y temperatura de la solucién nutritiva (SN) en °C. B: Conductividad eléctrica (CE) de la SN
expresada en dS m?, C: pH de la SN. D: oxigeno disuelto expresado en mg L' presente en la SN. Puntos representan medias * EE del registro diario,
a las 10 am, de tres mediciones por repeticidn (n=9). Registro de temperaturas minimas y maximas del aire realizadas con data logger.
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6.2.2.3.- Parametros de crecimiento de las plantas (MF, MS, % MS)

Luego de la aplicacién de los tratamientos con NaCl, 10 dias después del trasplante, se
recolectaron las hojas verdaderas nimero 5y 6, lo que correspondio a la primera (1%) cosecha. La
segunda (2?) cosecha fue realizada 20 dias tras el trasplante y se recolectaron las hojas verdaderas
numero 7 y 8. Finalmente, la tercera (3?) y Ultima cosecha, fue realizada luego de 30 dias desde el
trasplante sobre las hojas verdaderas nimero 9 y 10. El corte para cada cosecha fue realizado
utilizando una tijera de acero inoxidable esterilizada con una solucién de etanol al 70 % previo a
cada corte.

Las mediciones de masa fresca (MF) y seca (MS), se realizaron como se describié en la
seccion 4.3. Brevemente, para cada cosecha, cinco réplicas bioldgicas por repeticion (n = 15 por
tratamiento) fueron seleccionados al azar y consideradas para cada determinacion.

6.2.2.4.- Parametros de color (L, C*, hue)

Los parametros de color fueron evaluados como una caracteristica de calidad de las hojas y
determinados siguiendo la metodologia descrita en la seccién 5.2.2.4. Los datos fueron analizados
utilizando el espacio de color CIE L*a*b* y el software SpectraMagic NX, obteniéndose los valores
de luminosidad (L), saturacién de color o croma (C*) y el dngulo del tono o matiz (hue) (McGuire,
1992).

6.2.2.5.-Determinacion de compuestos funcionales

6.2.2.5.1- Extraccion de las fracciones fendlicas
Para la extraccidn de compuestos fendlicos se seleccionaron tres muestras de cada
repeticién (9 muestras por tratamiento) siguiendo las recomendaciones de Galieni et al. (2015),
como se describe en detalle en la seccion 4.4.1. El extracto de MeOH: H,0 se almacend a -20 °C en
tubos ambar hasta la realizacién de los analisis de compuestos fendlicos totales, flavonoides,
antocianinas y actividad antioxidante.
6.2.2.5.2.- Determinacion de la concentracion de fenoles totales
La concentracién de fenoles totales (FT) se midid utilizando el método propuesto por
Ainsworth y Gillespie (2007), como se describe en detalle en la seccion 4.4.2. Los resultados fueron
expresados como miligramos equivalentes de acido gélico por cada 100 gramos masa fresca (mg
EAG 100 g MF).
6.2.2.5.3.- Determinacion de la concentracion de flavonoides
totales
La concentracién de flavonoides totales se midié siguiendo el método propuesto por
Tharasena y Lawan (2014) como se detalla en la seccidén 5.2.2.5.3. Los resultados fueron expresados
como miligramos equivalentes de rutina (eq Rut) en 100 gramos de masa fresca (mg eq Rut 100 g*
MF).

6.2.2.5.4.- Determinacion de la concentracion de antocianinas
totales
La concentracién de antocianinas totales se determind utilizando el método de pH
diferencial siguiendo las recomendaciones de Du et al. (2014) como se detalla en la seccidon 5.2.2.5.4.
La concentraciodn final de antocianinas se expresé como como miligramos equivalentes de cianidina-
3-glucésido (eq Cian3gluc) en 100 gramos de masa fresca (mg eq Cian3gluc 100 g* MF).
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6.2.2.5.5.- Determinacion de la capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante (CA) de las diferentes muestras se llevd a cabo mediante dos
métodos, descritos en la seccion 4.4.3.

6.2.2.5.5.1.- Método de FRAP
El método de FRAP (Ferric reducing antioxidant power) fue realizado de acuerdo con la
metodologia descrita por Benzie y Strain (1996) como se detalla en la seccién 4.4.3.1. Los resultados
fueron expresados como miligramos equivalentes de Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de
materia fresca (mg eq Trolox 100 g* MF).

6.2.2.5.5.2.- Método de DPPH
Para la determinacion de la de eliminacion de radicales libres, se utilizo el reactivo radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) segin la metodologia descrita en Gupta y Prakash (2009) y
detallada en la seccién 4.4.3.2. Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de
Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de materia fresca (mg eq Trolox 100 g MF).

6.2.2.6.- Determinacidn de la concentracion de prolina
La concentracion total de prolina se determind segun la metodologia propuesta por Bates
et al. (1973) como se detalla en la seccidn 5.2.2.6. Los resultados se expresaron como microgramos
de prolina por cada 100 gramos de materia fresca (ug de prolina 100 g MF).

6.2.2.7.- Analisis de la anatomia celular foliar
La evaluacién de la anatomia celular foliar fue desarrollada como se describié en detalle en
la seccién 5.2.2.7. Para cuantificar la densidad estomatica y celular se utilizé un conjunto de 15
muestras de tejido fresco provenientes de 5 plantas por repeticion. Otro conjunto de 15 muestras
fue fijado en una solucidn de formaldehido, alcohol y acido acético (FAA) y luego incorporado en
resina.

6.2.2.7.1.- Determinacion de la densidad estomatica, densidad
celular e indice estomatico
Para determinar la densidad estomatica se utilizaron 15 muestras por tratamiento,
provenientes del tejido foliar de 5 plantas por repeticién, siguiendo las recomendaciones de Xie et
al. (2012) y detallado en la seccién 5.2.2.7.1. Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el
programa Imagel (Schneider et al., 2012) como se detalla en la misma secciéon. La densidad
estomaticay celular fue expresada como N° de estomas mm2y N° de células mm?, respectivamente
y el indice estomitico (IE) utilizando féormula detallada en la seccién (5.2.2.7.1).

6.2.2.7.2.- Analisis histoldgico para la determinacidn del espacio
intercelular foliar
La determinacion del espacio intercelular se realizé Unicamente para las muestras
provenientes de la 32 cosecha siguiendo la metodologia descrita en la seccién 5.2.2.7.2. lLa
preparacion de las muestras fue realizada siguiendo las recomendaciones de Sivankalyani et al.
(2016) y Sumner (2015) y detalladas en la misma seccion. El posterior analisis histoldgico y
determinacidn del espacio intercelular fue realizado utilizando el programa de procesamiento de
imagenes Imagel version v1.51j8 (Schneider et al., 2012) como se describe en la seccién 5.2.2.7.2.
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6.2.2.8.- Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd utilizando el software InfoStat version 2017 (Di Rienzo et al.,
2017) como se describe en la secciéon 4.4.4.

6.2.3.- Resultados y discusion

6.2.3.1.- Efecto del cloruro de sodio y el tiempo de cosecha en lechugas
tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso

6.2.3.1.1.- Parametros de crecimiento de las plantas

En términos generales, el cultivar 'Levistro' presenté una masa fresca (MF)
significativamente mayor que el cultivar '‘Carmoli' (Figura 6.8 A, B). Como resultado de las cosechas
sucesivas, el cultivar 'Levistro', mostré un incremento significativo en la MF, sin embargo, presentd
una disminucién con la incorporacién de NaCl en la solucidn nutritiva, independiente de la
concentracién. En la primera cosecha, la MF de las plantas de este cultivar, tratadas con 0,05y 0,1
mol L NaCl, disminuyd significativamente entre un 32 % y 41 % con respecto al control (0 mol L™
NacCl), sin embargo, no hubo diferencias significativas entre ambos tratamientos. Con respecto a la
segunda y tercera cosecha, se observo un comportamiento similar a la primera cosecha (Figura 6.8
A). En las lechugas del cultivar 'Carmoli' del tratamiento control (0 mol L™* NaCl), la segunda y tercera
cosechas registraron valores de MF significativamente mayores que la primera cosecha. Incremento
no observado en los tratamientos con 0,05y 0,1 mol L'* NaCl (Figura 6.8 B). Por otro lado, se observé
una disminucion significativa de MF en las plantas tratadas con NaCl con respecto al control (Figura
6.8 B). La reduccion de la MF en plantas de lechuga debido a la incorporacion de NaCl en
concentraciones de 0,05 y 0,1 mol L™ fue confirmada por Kim et al. (2008) en lechuga romana y Al-
Maskri et al. (2010) en lechuga costina cv. ‘Paris Islands’. Bartha et al. (2015) también reportd que
una alta concentracién de NaCl en la solucién nutritiva como 0,05y 0,1 mol L es capaz de reducir
significativamente la tasa de crecimiento en masa fresca de los brotes en cinco cultivares de lechuga:
'Asparagina’, 'Valdor', 'Salad B. Red', 'Paris Island' y 'Parella Green'.

Diversos estudios han proporcionado evidencia de que la salinidad reduce el crecimiento de
las plantas debido a una induccién de estrés osmatico, que limita la absorcién de aguay la alteracion
en la homeostasis idnica, el desequilibrio idnico y la toxicidad causada por los iones Na*y Cl" en altas
concentraciones dentro de las células vegetales (Munns y Tester, 2008; Kim et al., 2008). A medida
gue aumenta la concentracién de sales en la solucién nutritiva, en este caso de NaCl, el potencial
osmotico se vuelve mas negativo, lo que provoca una reduccién en el contenido de agua de la hoja
(Garrido et al., 2013). Por otro lado, el cloruro de sodio aumenta la concentracién de iones Na*y CI
en la zona radicular provocando un desequilibrio nutricional (Lucini et al., 2015). Estos efectos
negativos del NaCl en el crecimiento de las plantas podrian generar una reduccién en la
conductancia estomatica y, por lo tanto, en la transpiracién y en la ganancia de CO, (Garrido et al.,
2013).

Por otro lado, tanto el tiempo de cosecha como la concentracidn de NaCl, afectaron el
porcentaje de MS. Ambos cultivares presentaron un incremento en el % MS, con respecto al control
cuando, se agregé de NaCl a la solucidn nutritiva. Sin embargo, no hubo diferencias significativas
entre las diferentes concentraciones de NaCl evaluadas (0,05 y 0,1 mol L?) (Figura 6.8 C, D). El
aumento en el % MS de las hojas de lechuga cultivadas con soluciones salinas de 0,05y 0,1 mol L7,
encontrado para el cv. ‘Levistro’ fue informado previamente por Al-Maskri et al. (2010) para ‘Paris
Islands’ y por Bartha et al. (2015) para 'Asparagina’, 'Valdor', 'Salad B. Red', 'Paris Island' y 'Parella
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Green'. Sin embargo, para los cultivares evaluados por estos autores, el incremento en la masa seca
fue dependiente de la concentracién de NaCl utilizada mientras que para el cultivar 'Levistro' y
'Carmoli' no se encontraron diferencias en % MS entre 0,05 y 0,1 mol L™ NaCl. El aumento de MS
registrado en las hojas de plantas cultivadas con NaCl podria deberse a la acumulacidn de iones y
osmolitos compatibles como proteinas, aminoacidos (prolina) y azlcares, como resultado de la
activacion de mecanismos protectores frente al estrés salino (Parida y Das, 2005). Asimismo, se
registrdo un % MS mds bajo en la primera cosecha en comparacién con las siguientes, mostrando
diferencias entre los diferentes estados fenoldgicos de la planta y el estrés causado por el corte de
las sucesivas cosechas. En este sentido, Sakalauskaité et al. (2012) reporté que, un estrés como la
radiacion UV-B, aplicado en diferentes estados de desarrollo de plantas de albahaca genera
respuestas diferenciales en los pardmetros de crecimiento como darea foliar y masa fresca y seca.
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Figura 6.8. Masa fresca (MF) y porcentaje de masa seca (%MS) de lechugas Lollo Bionda

‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’ durante tres tiempos de cosecha cultivadas con diferentes
concentraciones de NaCl.
Las graficas muestran la materia fresca (MF) (A, B) y porcentaje de masa seca (% MS) (C, D) de lechugas Lollo
Bionda cv. ‘Levistro’ (A, C) y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (B, D) cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl
en la solucion nutritiva durante varias cosechas sucesivas (12, 2?2, 32 cosecha). Barras representan medias (+
EE) de 5 réplicas bioldgicas por repeticion (n=15). »b<¢ Letras diferentes corresponden a diferencias
significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de
significancia de p < 0,05.
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6.2.3.1.2.- Parametros de color

Considerando la evaluacion de los parametros de color, el cultivar 'Levistro' presentd un
mayor valor de luminosidad (L) en el control (0 mol L'* NaCl) en comparacién con los tratamientos
con NaCl, los cuales revelaron mayor oscurecimiento (Figura 6.9 A). Por otro lado, para el control,
el mayor valor de luminosidad se registré en la tercera cosecha (Figura 6.9 A). A diferencia del
cambio en luminosidad registrado para el cultivar 'Levistro', para 'Carmoli’ no se encontraron
diferencias significativas en este parametro cuando se aplicaron los tratamientos con 0,05 0 0,1 mol
Lt NaCl (Figura 6.9 D).

Para el pardmetro de saturacién del color o croma, el cultivar 'Levistro' tratado con 0,1 mol
L de NaCl, registré valores significativamente menores que cuando fue tratado con 0,05 mol L de
NaCl y ambos tratamientos registraron valores mas bajos que el control (0 mol L) (Figura 6.9 B).
Por su parte el cultivar 'Carmoli' también presentd valores mas bajos de saturacidn del color cuando
las plantas fueron tratadas con NaCl, independiente de la concentracién, indicando un color menos
intenso que el control (Figura 6.9 E). Segun los reportes de Garrido et al. (2013), las lechugas verdes,
variedad Capitata cultivar ‘Tempo neutro’, presentaron una reduccidn progresiva en la
concentracién de clorofila a medida que aumenté la concentracién de NaCl 0; 0,05; 0,1 y 0,15 mol
L de sal, lo cual podria explicar la disminucion encontrada en los valores de saturacion del color del
cultivar de hojas verdes.

Respecto a los valores de angulo hue o tono, las lechugas 'Levistro' cultivadas con NaCl,
presentaron valores significativamente mayores comparadas con las del control (0 mol L?). Los
valores registrados, entre 106 y 108° corresponden a tonalidades amarillas-verdes (Figura 6.9 C)
(McGuire, 1992). Por el contrario, el cultivar 'Carmoli' no mostré diferencias en el angulo hue entre
los tratamientos con NaCl y el control. Los valores registrados para este cultivar, fueron entre 15y
17°, correspondientes a valores de tonalidad roja (Figura 6.9 F) (McGuire, 1992).

Segun los reportes de Pinto et al. (2014) existiria una relacion directa entre la concentracion
de pigmentos coloreados como clorofilas y carotenoides en diferentes condiciones ambientales y
estadios fenolégicos, lo que podria estar relacionado con estos cambios de color. Por otro lado,
Mulabagal et al. (2010) indicaron que los compuestos fendlicos, especificamente las antocianinas,
con alto poder antioxidante, son los pigmentos responsables de dar a los cultivares de lechuga de
hojas rojas su coloracion, haciendo de la medicién del color una medicién sencilla para estimar la
concentracién de pigmentos de interés como la clorofila, los carotenoides y las antocianinas.

6.2.3.1.3.- Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas
totales y capacidad antioxidante
La concentracion de compuestos antioxidantes presentd diferencias significativas entre
ambos cultivares. En este sentido, el cultivar 'Carmoli' presenté una mayor concentracién de fenoles
totales, entre 380 y 750 mg EAG 100 g* MF, que el cultivar 'Levistro', el cual presentd valores entre
230y 340 mg EAG 100 g* MF (Tabla 6.3). Estos valores indican que el cultivar 'Carmoli' registré entre
1,6 y 2,2 veces una mayor concentracion de fenoles totales respecto a 'Levistro'. Los resultados
anteriores fueron consistentes con los encontrados por Liu et al. (2007), quienes reportaron grandes
variaciones en la concentracion de fenoles totales entre cultivares de diferente color. Asi, las
variedades rojas: ‘Galactic’, ‘Black Jack’, ‘New Red Fire’, ‘Vulcan’ y ‘Rave’ presentaron valores entre
55,2y 85,7 mg EAG g1 MS, mientras que las de variedades verdes: ‘Envy’, ‘Green Vision’, ‘Two Star’,
‘Marin’, ‘Crisp & Green’, ‘Concept’ y ‘Thai Green’ presentaron valores entre 21,0y 34,70 mg EAG g’
L' MS. Por su parte Llorach et al. (2008) también presentaron importantes diferencias entre
cultivares de hojas verdes y rojas, registrando valores entre 18,2 y 125,5 mg EAG 100 g'* MF para las
variedades verdes de tipo Iceberg, Romana y Continental, y entre 322,1 y 571,2 mg EAG 100 g MF
para las variedades rojas, hoja de roble roja y Lollo Rosso, respectivamente.
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Figura 6.9. Luminosidad, saturacién o croma y angulo hue en lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ durante tres
tiempos de cosecha cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl.
Las graficas muestran los valores medios (+ EE) de los diferentes parametros que definen el color: Luminosidad (A, D); Saturacién o croma (B, E); y angulo hue (C,

F). De lechugas cv. ‘Levistro’ (A-C) y cv. ‘Carmoli’ (D-F) cultivadas con la aplicacion de diferentes concentraciones de NaCl en la solucidn nutritiva y durante varias
cosechas sucesivas (1?, 22, 32 cosecha).
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Con respecto al control (0 mol L'* de NaCl) la concentracion de FT en el cultivar 'Levistro'
(Tabla 6.3) fue significativamente mayor cuando hubo un tratamiento salino, independiente de la
concentracién de NaCl y alcanzd su mayor concentracion a 0,05 mol L de NaCl (303,7 mg EAG 100
g MF). Ademads, presentd una respuesta significativa frente tiempo de cosecha. Asi, después de la
tercera cosecha, se registrd la mayor concentracién de FT de 316,2 mg EAG 100 g MF (Tabla 6.3).
Por su parte el cultivar 'Carmoli' presentd interaccidén entre el factor concentracion de NaCl y el
tiempo de cosecha, registrando los mayores valores en la tercera cosecha en las lechugas cultivadas
con NaCl, pero independiente de la concentracion de NaCl aplicado (728-753 mg EAG 100 g* MF).
Los valores de FT encontrados para el cultivar 'Levistro' fueron mayores que los informados por Liu
et al. (2007), Ztotek et al. (2014) y Kim et al. (2016) para lechugas verdes. En el reporte de Liu et al.
(2007) las concentraciones de fenoles totales, calculadas considerando un contenido de agua del
95% en la lechuga, fueron entre 105 y 173,5 mg 100 g MF para las variedades verdes. Por su parte,
las concentraciones de fenoles totales reportadas por Ztotek et al. (2014) para una lechuga verde
tipo mantecosa, correspondieron a concentraciones entre 40 y 140 mg 100 g MF. Mientras que
Kim et al. (2016), reportaron entre 52 y 100 mg 100 g'* MF para lechuga tipo mantecosa; 10 y 45 mg
100 g* MF para lechuga Romana y entre 42 y 100 mg 100 g MF para lechuga de hoja suelta.

En relacién al cultivar 'Carmoli' se encontraron valores entre 380 y 750 mg EAG 100 g* MF
(Tabla 6.3), valores que coincidieron con el rango informado por Liu et al. (2007) y Llorach et al.
(2008), quienes encontraron 552 y 850 mg EAG 100 g FM para lechugas rojas, respectivamente.

Las concentraciones de flavonoides totales mostraron un comportamiento similar al de FT
frente a los tratamientos con NaCl y el tiempo de cosecha. Sin embargo, para ambos cultivares
existi6 una interaccion entre los factores evaluados. El cultivar 'Carmoli' registré unas
concentraciones de flavonoides totales entre 1.190 y 2.480 mg eq rut 100 g' MF, valores
significativamente mayores que 'Levistro’, el cual presenté valores entre 960 y 1.500 mg eq rut 100
g MF. En ambos cultivares la concentracidon mas alta de flavonoides totales se alcanzé en la tercera
cosecha, particularmente en presencia de NaCl, pero independiente de la concentracion de NaCl
aplicada (Tabla 6.3). Estos resultados confirman el aumento de flavonoides totales en condiciones
salinas para lechuga verde reportado por Garrido et al. (2013) en lechuga variedad Capitata cv.
‘Tempo neutro’ cultivada con concentraciones de 0,15 mol L. Los resultados anteriores también
confirman el reporte de Lucini y Bernardo (2015) quienes discuten el incremento de la
concentracién de flavonoides como respuesta al estrés salino, producto de la activacion de las
enzimas Fenilalanina amonio-liasa (PAL), 4-coumarato-CoA ligasa (4CL) y Flavanona-3-beta-
hidroxilasa (F3H), involucradas en su sintesis. Ademas, la concentracién de flavonoides registrada
para el cultivar 'Levistro' estuvo cerca del rango mencionado por Ztotek et al. (2014) quienes
reportaron entre 100 y 3.000 mg de quercetina 100 g MF para lechugas verdes y dentro del rango
reportado por Ferreres et al. (1997) de 1.384 a 1.686 g g para lechugas de hojas rojas.

Por otro lado, la concentracién de antocianinas totales medidas en el cultivar 'Carmoli'
alcanzé los valores més altos en la tercera cosecha en presencia de 0,1 mol L't de NaCl, alcanzando
valores de 61,2 mg Cian3gluc eq 100 g* MF (Tabla 6.3). Esto representd un incremento del 43 %
respecto al control (0 mol L?) durante el mismo tiempo de cosecha. Algunos autores han descrito
valores similares de antocianinas totales para lechugas Lollo Rosso. Asi, Luna et al. (2012) reportaron
entre 21,4y 31,1 mg de antocianinas 100 g* MF y Kim et al. (2016) entre 2 y 130 mg de antocianinas
100 g MF para el mismo tipo de lechugas.

En cuanto a la capacidad antioxidante (CA) medida por FRAP, el cultivar 'Levistro' tuvo una
CA mas baja que el cultivar 'Carmoli', siguiendo el comportamiento caracteristico reportado para
lechugas verdes y rojas descrito por Liu et al. (2007) y Llorach et al. (2008). Lo anterior se relaciona
ademas con las mayores concentraciones de fenoles totales, flavonoides y antocianinas reportadas
para los cultivares de hojas rojas con respecto a las verdes. En este sentido, el cultivar 'Levistro'
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registrd valores entre 360 y 560 mg eq Trolox 100 g* MF, mientras que el cultivar 'Carmoli' registré
entre 590 y 1.200 mg eq Trolox 100 g! MF. Los valores encontrados en este estudio fueron
superiores a los informados por Llorach et al. (2008), quienes reportaron entre 98 y 320 mg eq
Trolox 100 g* MF para lechugas verdes, pero similares para los reportados los mismos autores para
Lollo Rosso, con valores de 810 mg eq Trolox 100 g! MF. Cabe destacar que la capacidad
antioxidante medida por FRAP mostré un comportamiento similar a la concentracién de fenoles,
flavonoides y antocianinas totales (Tabla 6.3). Resultados que se relacionan directamente con la
actividad antioxidante que presentan los compuestos tipo fenoles, flavonoides y antocianinas
presentes en lechugas (Ztotek, et al., 2014). Al igual que los demas parametros estudiados, la CA
medida por FRAP, tanto para el cultivar 'Levistro' como para 'Carmoli’, presentd los valores mas
elevados durante la tercera cosecha y cuando las plantas fueron tratadas con 0,1 mol L'* de NaCl
(Tabla 6.3). Paralelamente, la capacidad antioxidante medida por DPPH mostré un comportamiento
similar a la medicién realizada por el método de FRAP. Los valores de CA medida por DPPH para el
cultivar 'Levistro' estuvieron entre 290 y 470 mg eq Trolox 100 g * MF, siendo superiores a los valores
reportados por Llorach et al. (2008) de 70 y 240 mg eq Trolox 100 g'* MF para lechuga verde por esta
metodologia. Por otro lado, el cultivar ‘Carmoli' presentd valores de DPPH entre 450 y 860 mg eq
Trolox 100 g MF, valores similares a los 770 mg eq Trolox 100 g'* MF reportados previamente por
Llorach et al. (2008) para Lollo Rosso. De acuerdo a Liu et al. (2007), la mayor concentracion de
fenoles y CA de las lechugas de hojas rojas podria atribuirse a la presencia de antocianinas,
especificamente a la cianidina 3-malonilglucdsido, una antocianina que segun Caldwell (2003)
aporta alrededor del 15 % del total de CA en el extracto de lechuga roja.

Las concentraciones significativamente mas altas de fenoles totales, flavonoides,
antocianinas y CA detectadas para el cultivar 'Carmoli' respecto a 'Levistro', confirmarian que
cultivares de hojas rojas presentan un mayor aporte de compuestos antioxidantes a la dieta de los
consumidores que los cultivares de hojas verdes (Neveu et al., 2010; Pérez-Lépez et al., 2014;
Sgherri et al., 2017).

Por tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos, el tiempo de cosecha de la planta
también determind la acumulacidon de fenoles y su respuesta al estrés abidtico presentando
mayores concentraciones de fenoles, flavonoides, antocianinas y capacidad antioxidante durante la
tercera cosecha (Tabla 6.3). En este sentido, Sellami et al. (2009) observaron que el estado de
crecimiento de la planta de mejorana dulce (Origanum majorana L.), tuvo un impacto significativo
en la cantidad y la composicidn de los compuestos fendlicos presentes en la planta. Del mismo
modo, Liu et al. (2007) mostraron que la temporada de cosecha afecta la concentracion de
compuestos antioxidantes y que las plantas cosechadas en verano tenian mayor concentracién de
FT y CA que las lechugas cosechadas en otofio, haciendo relevante considerar las condiciones de
cultivo para la obtencién de productos con alto contenido antioxidante.

Adicionalmente, el aumento de fenoles totales, flavonoides y antocianinas obtenido en
condiciones de salinidad derivd en un aumento en la actividad antioxidante total. Esto podria
explicarse debido a que el efecto osmotico generado por el NaCl, conduciria a una mayor produccidn
de especies reactivas de oxigeno (EROs), lo que resultaria en un incremento de la respuesta de
defensa de la planta frente al estrés oxidativo (Munns y Tester, 2008; Shabala y Munns 2012;
Shabala et al., 2015). En estas condiciones, las plantas activan varios mecanismos fisioldgicos para
aclimatarse a este ambiente estresante y segiin Neocleous et al. (2014) y Lucini et al. (2015), una de
las respuestas metabdlicas a la salinidad por NaCl involucra la sintesis de metabolitos secundarios
tales como fenoles totales, flavonoides y antocianinas e implica una activacién de la actividad de
enzimas pertenecientes a la ruta de sintesis de los fenilpropanoides como fenilalanina amonio-liasa
(PAL), 4-cumarato- CoA ligasa (4CL), flavanona-3-beta-hidroxilasa (F3H) y cinamato-4-hidroxilasa
(C4H). El aumento en la concentracion de fenoles, flavonoides y antocianinas totales como la CA,
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sugiere que las concentraciones de 0,05 y 0,1 mol L™ de NaCl, aplicadas en la solucién nutritiva,
activarian los pasos clave de la biosintesis y acumulacién de compuestos fendlicos en ambos
cultivares de lechuga.

Debido a que estos compuestos antioxidantes presentan efectos promotores de la salud, se
consideran un valor agregado a las caracteristicas nutricionales basicas de las hortalizas de hojas
como las lechugas (Di Mola et al., 2017). De igual manera, debido a que existen variaciones en la
concentracién de compuestos antioxidantes, reaccionadas a las condiciones ambientales y de
crecimiento, el incremento en la concentracién de compuestos antioxidantes, mediante el control
de las condiciones de cultivo, se hace sumamente relevante, abriendo una nueva oportunidad para
la obtencidon de productos ricos en compuestos de interés.

6.2.3.1.4.- Concentracidn de prolina total

La prolina es un metabolito soluble de bajo peso molecular que contrarresta la fuerza idnica
generada en las vacuolas por la acumulacion de iones. Su acumulacion bajo estrés salino se ha
relacionado con el ajuste osmético, la proteccién de proteinas y membranas y la extincion de las
EROs en varias especies vegetales (Shabala y Munns, 2012; Lucini et al., 2015).

Las concentraciones de prolina mostraron diferentes respuestas al NaCl y el tiempo de
cosecha segun el cultivar. En el cultivar 'Levistro', las cosechas consecutivas y el aumento de la
concentracién de NaCl afectaron significativamente la concentracién de prolina (Tabla 6.4). La
concentracion de prolina alcanzé los valores mas altos a 0,10 mol L2 de NaCl. En estas condiciones
de salinidad, la concentracién de prolina el cultivar 'Levistro' disminuyd significativamente en
respuestas de las cosechas consecutivas desde 396,9 pg 100 g MF, en la primera cosecha, a 184,5
pg 100 g MF en la tercera (Tabla 6.4). Por el contrario, el cultivar 'Carmoli' solo mostré un aumento
significativo en la concentracion de prolina cuando se incrementd la concentracion de NaCl hasta
0,1 mol L}, pero no se afectd por el tiempo de cosecha. A 0,1 mol L de NaCl, el cultivar 'Carmoli’
evidencié un aumento significativo de alrededor del 350 % en la concentraciéon de prolina en
comparacién con el tratamiento control (0 mol L NaCl), incrementando su concentracién desde
12,4 a 56,0 ug 100 g'* MF (Tabla 6.4).

Al comparar ambos cultivares se observé una diferencia significativa en las concentraciones
de prolina. El cultivar 'Carmoli' alcanzé valores mads bajos que 'Levistro' en todas las concentraciones
de NaCl utilizadas, lo que indicaria que las lechugas verdes sintetizaron y acumularon mas prolina
que el cultivar ‘Carmoli’, como un mecanismo de proteccién frente a las concentraciones de NaCl
evaluadas en este estudio.

Segln Shabala et al. (2015), las altas concentraciones de NaCl podrian activar a la enzima
NADPH oxidasa (Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato), lo que resultaria en un aumento de la
produccién de EROs, especies sobre las cuales la prolina actuaria para facilitar su extincién (Lucini
et al., 2015). Debido a que los compuestos fendlicos también son una estrategia de defensa
involucrada en la eliminacién de EROs, la sintesis de prolina estaria relacionada con la acumulacion
de compuestos fendlicos. Dado que el cultivar 'Carmoli' presentd valores naturalmente mas altos
de compuestos fendlicos que el cultivar 'Levistro' (Tabla 6.4), seria capaz de proteger de manera
mas eficaz las células contra el dafio generado por las EROs. Por lo que, los cultivares de variedades
rojas como 'Carmoli', no necesitarian una concentracion tan elevada de prolina para combatir la
produccién de EROs causada por las concentraciones altas de NaCl. Por el contrario, la menor
concentracién de compuestos antioxidantes presentes en las variedades de hojas verdes como
‘Levistro’ necesitaria de otras estrategias, como la sintesis de prolina para combatir las EROs
generadas por el estrés salino, reflejandose en un incremento significativo de esta especie en
respuesta a la concentracidn de NaCl (Tabla 6.4).
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Tabla 6.3. Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad antioxidante para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo
Rosso cv. ‘Carmoli’, crecidas con diferentes concentraciones de NaCl durante tres cosechas sucesivas.

Capacidad antioxidante

Eactor Nivel Fenoles Flavonoides Antocianinas FRAP DPPH
‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’
mg EAG 100 g* MF mg eq Rut 100 g* MF me €d (;l_?r:\ilg:luc 100 mg eq Trolox 100 g** MF mg eq Trolox 100 g** MF
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE
Tiempo de 1° 279,1° 8,7 408,4 9,2 1124,9 16,7 1282,2 26,8 28,6 0,9 458,2 10,4 631,3 17,1 355,9 3,8 70,1 10,1
cosecha (1) 22 262,5¢ 4,2 596,0 13,8 1099,5 24,1 1895,1 53,5 38,5 0,6 403,7 10,1 899,0 23,5 336,0 7,3 640,8 20,2
32 316,22 6,0 685,6 16,2 1376,8 42,7 2247,2 64,0 53,3 1,8 506,4 15,9 1080,4 31,8 443,7 9,8 782,1 19,0
0 mol L 259,2b 49 491,9 17,3 1075,0 23,5 1533,7 57,0 36,3 1,2 412,9 12,2 752,6 30,2 343,3 8,9 556,6 18,8
Nacl (2) 0,05 mol L* 303,7° 9,4 598,5 23,7 1283,4 44,9 1938,0 86,7 42,3 2,1 468,1 13,3 907,7 39,3 396,2 11,6 659,3 28,0
0,1 mol L* 294,9° 5,7 599,6 30,3 1242,8 31,4 1952,8 104,5 41,8 3,1 487,3 15,1 950,4 50,0 396,2 11,5 677,1 35,8
1°x0 260,6 8,0 384,3f 20,0 1101,2° 40,4 1191,1f 56,5 30,3¢ 1,8 456,1° 23,7 593,2¢ 39,9 349,9¢ 8,1 474,0¢ 23,1
2% 0 237,4 3,1 515,84 7,4 962,9° 11,1 1570,4¢ 29,6 35,74 0,5 361,1° 13,9 769,64 23,0 292,8¢ 5,2 532,7¢ 15,6
32x 0 279,7 7,0 575,6° 9,0 1160,9° 32,1 1839,7¢ 32,8 42,7¢ 1,2 421,6° 11,5 895,1¢ 31,5 387,2° 10,8 663,0° 18,2
12 x 0,05 301,2 23,1 441,9¢ 8,0 1151,0° 24,6 1380,2¢ 21,7 30,9¢ 0,9 451,5P 11,3 672,1¢ 18,4 360,9¢ 6,4 483,3¢ 11,1
1x2 22x 0,05 272,8 52 625,6° 9,8 1176,5° 37,6 2011,5° 33,6 39,9¢ 0,5 417,8° 14,8 910,6¢ 21,5 355,5¢ 5,9 673,6° 15,5
32x 0,05 337,1 6,6 728,12 8,5 1522,7° 82,7 2422,4° 52,2 56,1° 1,4 535,12 21,5 1140,3? 24,2 472,02 12,4 820,82 11,8
1°x0,1 275,4 6,1 399,2f 12,0 1122,5° 17,7 1275,3¢f 33,5 24,6f 1,3 467,20 19,0 628,6° 23,2 356,8¢ 5,0 452,9¢ 16,8
22x0,1 277,5 3,5 646,6° 21,6 1159,3° 25,0 2103,5° 75,1 39,7¢ 1,4 432,1° 15,6 1016,9° 23,4 359,7¢ 10,6 716,0° 34,7
32x0,1 331,8 3,0 753,12 9,2 1446,7° 28,0 2479,62 69,0 61,2° 2,5 562,72 21,6 1205,9° 39,6 471,92 8,9 862,42 16,6
Va|0rp(l) * k¥ * %k k * %k k % %k k % %k k % %k k % %k k * k% * k%
Va|0rp(2) * k% * k% %k k %k ok %k ok %k k %k k * %k %k * %k %k
* k% %k k %k ok %k ok %k k %k k * %k %k * %k %k

valorp (1x2)

ns

Concentracién de NaCl: 0 mol L'} (control); 0,05 mol L't; 0,1 mol L. Tiempo de cosecha: primera (12); segunda (22); tercera (32). FRAP: Ferric reducing antioxidant
power, DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, EAG: equivalentes de acido gélico; Eq Rut: equivalentes de rutina; Eq Cian3gluc: equivalentes de cianidina 3 glucdsido;
eq Trolox: equivalentes de Trolox; MF: masa fresca. Los valores representan medias de 27 datos para la cosecha y la concentracién de NaCl y de 9 mediciones
para la interaccién (1 x 2). @bcdef | etras diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD)

de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no significante; ***: p <0,001.
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Debido a que la sintesis de prolina tiene un costo energético asociado (Munns y Tester,
2008), este ocurria a expensas del crecimiento de la planta. Lo anterior estaria relacionado con la
disminucién de MF observada en las plantas de lechuga cultivadas en presencia de NaCl. El hecho
de que el cultivar 'Carmoli' presenté sélo una leve reduccién de masa fresca a concentraciones de
NaCl de 0,1 mol L (Figura 6.8 D), lo que indicaria que este cultivar de hojas rojas estaria mas
adaptado para responder frente a este tipo de estrés debido a su mayor concentracidn de fenoles,
flavonoides y antocianinas totales no necesitaria destinar parte de su energia a la sintesis de prolina
(Munns y Tester, 2008). Esta respuesta reafirmaria la posible relacién entre la concentracién de
prolina y de compuestos fendlicos, sin embargo, se necesitarian estudios a nivel transcripcional y
funcional de las vias de sintesis de prolina y de compuestos fendlicos para esclarecer su relacion y
confirmar esta hipdtesis.

Tabla 6.4. Concentracién de prolina para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso
cv. ‘Carmoli’ crecidas con diferentes concentraciones de NaCl durante tres cosechas sucesivas.
‘C i’ d dif t t de NaCld tet h

, Prolina
Factor Nivel - -
‘Levistro’ ‘Carmoli’
---------- ug 100 g MF ----------
Media EE Media EE
1° 168,4 58,7 28,9 8,6
Tiempo de cosecha (1) 2° 117,4 45,0 29,7 8,4
3 84,2 25,8 24,6 5,9
0 mol L? 19,6 3,0 12,4° 1,4
NaCl (2) 0,05 mol L 58,2 11,5 14,9° 0,5
0,1 mol L? 292,2 31,7 56,0° 5,5
1°x0 10,0f 4,6 12,1 2,3
2*x0 27,6 1,7 13,9 4,1
3*x 0 21,3¢f 0,6 11,0 0,5
1°x 0,05 98,2¢ 12,8 15,6 0,8
(1x2) 22x 0,05 29,5¢f 3,5 13,7 1,0
3?x 0,05 46,8° 11,2 15,4 1,0
1°x 0,1 396,9° 9,2 59,0 14,3
2?°x0,1 295,2° 23,3 61,6 8,6
3x0,1 184,5¢ 11,3 47,3 5,4
valor p (1) Hokok ns
valor p (2) * kK * k%
valor p (1x2) *xk ns

Concentracién de NaCl: 0 mol L (control); 0,05 mol L; 0,1 mol L. Tiempo de cosecha: primera (12); segunda
(2?); tercera (3?). Los valores representan medias de 27 datos para la cosecha y concentracion de NaCl y de
nueve mediciones para la interaccién (1 x 2). b<d&f | etras diferentes corresponden a diferencias significativas
determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de
p < 0,05. ns: no significante; ***: p <0,001.
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6.2.3.1.5.- Densidad estomatica y celular y espacio intercelular
Debido a que la salinidad reduce la absorcién de agua por parte de la planta, ésta
podria afectar la morfologia de la hoja como el area, densidad y cierre estomatico, como una forma
de regular los procesos de conductancia estomatica y transpiraciéon (Romero-Aranda et al., 2001).

Tanto para el cultivar 'Levistro' como 'Carmoli' se observd un efecto significativo en la
densidad estomatica en respuesta al tiempo cosecha. Ademds, ambos cultivares presentaron
valores significativamente mds bajos en la primera cosecha en comparacién con la segunda y tercera
cosechas (Tabla 6.5), lo que indicaria una diferencia de la densidad estomatica segun el estado de
desarrollo en las plantas de lechuga. Por otro lado, la densidad estomatica para el cultivar 'Levistro'
fue significativamente menor que 'Carmoli' mostrando un valor promedio de 47,0 y 56,4 estomas
mm, respectivamente.

Contrario a lo reportado por Romero-Aranda et al. (2001), en tomate, donde las plantas
regadas con una solucidn nutritiva a la cual se le incorporé 0,035 y 0,070 mol L de NaCl,
presentaron una disminucidon en la densidad estomatica respecto del control sin NaCl, en las
lechugas del cultivar 'Levistro' y 'Carmoli' no se registraron disminuciones significativas en la
densidad estomatica producto de la incorporacién de NaCl en la solucidn nutritiva. Por otro lado, el
indice estomatico no fue afectado por el tiempo de cosecha ni por la concentraciéon de NaCl (Tabla
6.5). Finalmente, respecto de la densidad celular, en el cultivar 'Levistro' hubo una interaccién
significativa entre el tiempo de cosecha y la concentracidn de NaCl. Los mayores valores de densidad
celular fueron registrados en la tercera cosecha para las lechugas ‘Levistro’ del control (0 mol L) y
cuando fueron cultivadas con 0,1 mol L™ de NaCl (Tabla 6.5). Por el contrario, para el cultivar
'‘Carmoli' se encontré un efecto significativo independiente para cada factor, registrandose valores
significativamente mayores en la tercera cosecha (830,6 células mm2) y en plantas cultivadas en
presencia de NaCl, alcanzando valores de 737,8-746,1 células mm™ (Tabla 6.5). Este incremento en
el recuento celular pudo deberse a que la disminucidn en el consumo de agua reduce la divisién y
expansion celular (Carillo et al., 2019) por lo que, en una misma area de hoja, se observarian mas
células pequenas. Cabe destacar que la densidad celular fue significativamente mayor en el cultivar
'Carmoli' que en 'Levistro' con valores medios de 708,5 y 492,9 células mm™?, respectivamente.

Respecto del espacio intercelular, se ha reportado que la salinidad causa alteraciones
anatomicas en algunas especies vegetales. En poroto, algodén y atriplex se ha observado que el
aumento en la salinidad provoca un incremento en el grosor de la epidermis, del meséfilo, longitud
y didametro de las células del tejido empalizado y didmetro de las células del tejido esponjoso (Yadav
et al., 2011). En contraste, en Brugueira parviflora tratadas con 0,4 mol L de NaCl, el grosor de la
epidermis, meséfilo, y los espacios intercelulares disminuyeron significativamente (Parida et al.,
2004). Para evaluar el efecto del cloruro de sodio sobre la morfologia celular se realizaron cortes
histoldgicos en hojas de lechuga del cultivar 'Levistro' (Figura 6.10) y 'Carmoli' (Figura 6.11). En estas
imagenes se observé una reduccion en los espacios intercelulares (ein) y un aumento en los tejidos
parenquimatico empalizado (pe) y esponjoso (pes), para ambos cultivares, a medida que aumento
la concentracién de NaCl. El analisis de resultados mostrd una interaccidn significativa entre el
cultivar y la concentracidon de NaCl en el espacio intercelular. En estas condiciones, el cultivar
'Levistro' registré un mayor porcentaje de espacio intercelular que 'Carmoli' el cual disminuyd
significativamente, de 30,7 % en el control a 0 mol L't hasta llegar a un 21,7 % a una concentracidn
de 0,1 mol L'* de NaCl. De manera contraria, el espacio intercelular en el cultivar ‘Carmoli’, se
mantuvo entre 12,6 y 15,6 % (Tabla 6.6) sin presentar diferencias significativas producto de la
adicién de NaCl.

La reduccién en el espacio intercelular encontrada en el cultivar ‘Levistro’ fue confirmada
por Garrido et al. (2013) para la lechuga verde variedad Capitata cv. ‘Tempo neutro’, donde
reportaron un espacio intercelular del 56,1 % para el control (0 mol L?); 53,0 % para las plantas
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tratadas con 0,05y 0,1 mol L'y de 47,8 % tratadas con 0,15 mol L. Por otro lado, Parida et al., 2004
para B. parviflora también mostraron cambios en la estructura anatémica de la hoja, registrando
una reduccién en la cantidad de espacios intercelulares en el tejido esponjoso de un 21 a un 16%
cuando las plantas fueron tratadas con 0,4 mol L de NaCl.

Tabla 6.5. Densidad estomatica, densidad celular e indice estomatico para lechugas Lollo
Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ crecidas con diferentes concentraciones de NaCl
durante tres cosechas sucesivas.

Factor Nivel Densidad estomatica Densidad celular indice estomatico
‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’
— N° Estomas mm2 — — N° Células mm? —
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE
Tiempo de cosecha 1° 36,5° 2,4 51,4° 3,3 395,4 11,0 579,4¢ 22,3 8,5 0,5 8,1 0,4
(1) 2@ 53,17 2,5 54,72° 3,7 501,5 16,1  715,4° 20,2 9,6 0,5 7,1 0,4
32 51,4° 2,5 63,0° 2,8 581,9 20,5 830,6° 35,4 8,2 0,4 7,2 0,3
0 mol L? 48,1 2,9 52,2 3,2 491,6 26,3 641,6° 36,6 9,0 0,4 7,7 0,4
NaCl (2) 0,05mol Lt 47,3 3,4 60,5 2,8 470,0 12,8  746,1° 25,7 9,1 0,6 7,5 0,3
0,1 mol L 45,6 2,5 56,4 4,0 517,3 27,7 737,82 37,5 8,2 0,4 7,2 0,4
1°x0 37,3 2,5 49,7 5,9 368,1¢ 12,8  499,8 25,4 9,2 0,5 9,0 0,8
22x0 52,2 5,4 49,7 5,9 494,9* 26,3 636,6 30,1 9,4 0,6 7,3 0,9
32x0 54,7 4,5 57,2 5,0 611,82 33,0 7883 70,0 8,3 0,8 6,8 0,3
12x 0,05 34,8 5,4 57,2 6,3 432,7¢ 20,6 6341 20,8 7,5 1,1 8,2 0,6
(1x2) 22x 0,05 57,2 5,0 54,7 2,5 480,0° 27,1 785,8 21,0 10,8 1,1 6,5 0,2
32x 0,05 49,7 4,5 69,6 3,8 497,4 10,6  818,2 50,0 9,1 0,8 7,9 0,4
1°x0,1 37,3 4,5 47,3 5,0 385,5¢ 15,9 604,3 47,2 8,8 1,0 7,3 0,6
2°x0,1 49,7 2,5 59,7 0,2 529,7° 31,1 723,7 29,6 8,7 0,5 7,5 1,0
32x0,1 49,7 4,5 62,2 5,2 636,62 34,2  885,3 65,8 7,2 0,4 6,7 0,7
valor p (1) * ok ok * %% % * ok ok ns ns
valor p (2) ns ns ns *E ns ns
valor p (1 x 2) ns ns *Ekx ns ns ns

Concentracién de NaCl: 0 mol L (control); 0,05 mol L'; 0,1 mol L. Tiempo de cosecha: primera (13); segunda
(2?); tercera (32). Valores corresponden a medias de 15 datos para el tiempo de cosecha y concentracién de
NaCl y de cinco mediciones para la interaccién (1 x 2). <9 Letras diferentes corresponden a diferencias
significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de
significancia de p < 0,05. ns: no significante; *: <0,05; **: <0,01; ***<0,001.
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Tabla 6.6. Espacio intercelular de lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ crecidas con diferentes concentraciones de NaCl.

Factor Nivel Espacio intercelular
---% area---
Media EE
. ‘Levistro’ (L) 27,2° 0,9
Cultivar (1) ‘Carmol?’ (C) 13,7° 0,6
0O mol L? 24,9° 1,5
NaCl (2) 0,05 mol L? 18,7° 1,3
0,1 mol L? 16,8° 1,0
Lx0 30,7° 1,4
L x 0,05 29,0° 0,9
Lx0,1 21,7° 1,4
(1x2) Cx0 15,6 1,4
Cx0,05 12,9¢ 0,9
Cx0,1 12,6¢ 0,8
valor p (1) *Ek
valor p (2) *Ek
valor p (1 x2) *Ek

Concentracién de NaCl: 0 mol L (control); 0,05 mol L'}; 0,1 mol L. Valores corresponden a medias del
procesamiento de datos de 108 imagenes para el cultivar, de 72 imagenes para la concentracion de NaCl y de
36 imagenes para la interaccién (1 x 2). ¢ Letras diferentes corresponden a diferencias significativas
determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de
p <0,05. ***: p <0,001.

La alta presencia de antioxidantes naturales en las lechugas rojas como las del cultivar
‘Carmoli' sugiere que debe promoverse su consumo y cultivo debido al mayor aporte de compuestos
saludables y a su mayor adaptabilidad a condiciones ambientales adversas.

*Este ensayo dio origen al articulo cientifico titulado “Changes in Agronomic, Antioxidant
Compounds, and Morphology Parameters of Green and Red Lettuces (Lactuca sativa L.) by
Successive Harvests and UV-B SupplementatioEffect of NaCl and harvest time on antioxidant
compounds and morphological cell changes in Lollo Bionda and Lollo Rosso lettuces” publicado en
mayo de 2022 por los autores Ménica Flores, Asuncién Amords y Victor Hugo Escalona, en la revista
Chilean Journal of Agricultural Research (https://doi.org/10.4067/50718-58392022000400537
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Figura 6.10. Imagenes del corte transversal del tejido foliar de hojas lechuga Lollo Bionda cv. 'Levistro' cultivadas con diferentes
concentraciones de NaCl.

Concentraciones de NaCl: 0 (A); 0,05 (B) y 0,1 mol L™* de NaCl (C). Imagenes capturadas con un microscopio dptico con un objetivo de 100X. (D-F) corresponden a

imagenes procesadas con el software Imagel para A-C donde se destacan los espacios intercelulares. es: epidermis superior; ei: epidermis inferior; pe: parénquima
empalizado; pes: parénquima esponjoso, ein: espacio intercelular; hv: haz vascular.
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Figura 6.11. Imagenes del corte transversal del tejido foliar de hojas lechuga Lollo Rosso cv. 'Carmoli' cultivadas con diferentes
concentraciones de NaCl.

Concentraciones de NaCl: 0 (A); 0,05 (B) y 0,1 mol L™* de NaCl (C). Imdgenes capturadas con un microscopio ptico con un objetivo de 100X. (D-F) corresponden a
imagenes procesadas con el software Imagel para A-C donde se destacan los espacios intercelulares. es: epidermis superior; ei: epidermis inferior; pe: parénquima
empalizado; pes: parénquima esponjoso, ein: espacio intercelular; hv: haz vascular.
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6.2.4.- Conclusiones

La presencia de NaCl en la solucién nutritiva de lechugas hidropdnicas y consecuente
aumento en la conductividad eléctrica aumenta la MS y la concentracion de compuestos
antioxidantes de los cultivares 'Levistro' y 'Carmoli’, pero también reduce la masa fresca. Sin
embargo, el aumento de la concentracién de NaCl y las cosechas consecutivas estimularian la
sintesis de compuestos antioxidantes de ambos cultivares.

Las mayores concentraciones iniciales de antioxidantes presentes en las lechugas rojas, las
protegerian contra el estrés abidtico causado por 0,05y 0,1 mol L™* de NaCl y el dafio provocado por
los cortes realizados durante las cosechas sucesivas, evidenciado por una menor respuesta en la
concentracién de prolina en comparacién con las lechugas verdes. Estos resultados ademas
concuerdan con la mayor reduccién en el espacio intracelular, registrado en las lechugas verdes
cultivadas en presencia de NaCl en la soluciéon nutritiva.
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6.3.- Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) sobre
el rendimiento y concentracion de compuestos fendlicos de lechugas Lollo Bionda cv.
'Levistro' y Lollo Rosso cv. 'Carmoli y su identificacidon por cromatografia liquida

6.3.1.- Introduccion

El exceso de salinidad puede tener consecuencias perjudiciales en el crecimiento y
desarrollo de las plantas y en casos extremos, incluso, causar la muerte (Munns y Tester, 2008). Sin
embargo, la salinidad se considera un factor de estrés quimico que ha demostrado afectar tanto la
calidad fisica como la composicidon quimica de diversas hortalizas. Este estrés es capaz de mejorar
atributos como el color, la textura, apariencia visual, firmeza y sabor, asi como también las
propiedades promotoras de salud debido a que provoca un incremento en la concentracién de
antioxidantes y compuestos bioactivos (Rouphael et al., 2018; Hawrylak-Nowak et al., 2021).

En este sentido, se ha observado que niveles leves o moderados de salinidad de entre 25y
50 mmol L' de NaCl pueden tener un efecto estimulante en la sintesis y acumulacién de metabolitos
secundarios, mejorando el potencial antioxidante y calidad funcional de las hortalizas de fruto como
melén, sandia, tomate, pimentdn, pepino y frutilla (Rouphael et al., 2018). Por otro lado, se ha
reportado que concentraciones de entre 25 y 80 mmol L de NaCl serian capaces de mejorar la
calidad de hortalizas como Ipomoea acudtica, incrementando la concentracién de antocianinas y
otros compuestos de interés como los tocoferoles (Kitayama et al.,, 2021). Ademas, las
concentraciones elevadas de salinidad, de hasta 150 mmol L?, podrian incrementar de manera
significativa la concentracion de flavonoides en lechuga (Rouphael et al., 2018). Sin embargo, en
variedades de lechuga de interés comercial como Lollo Bionda y Lollo Rosso, no hay informacién
suficiente sobre los cambios en la concentracion de los acidos fenélicos y flavonoides de manera
individual.

Dado el potencial de mejora en la calidad funcional de las hortalizas inducida por la
salinidad, la implementacion de estrategias que incrementen la salinidad en el agua de riego puede
ser una valiosa herramienta en la horticultura moderna para satisfacer, por un lado, las demandas
de la industria agroalimentaria y por otro, las demandas de los consumidores que buscan productos
de alta calidad y que aporten beneficios a su salud. Por lo anterior, el objetivo de este ensayo es
evaluar el efecto de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl), aplicadas a la solucién
nutritiva, durante el cultivo de las lechugas Lollo Bionda cultivar 'Levistro' y Lollo Rosso cultivar
‘Carmoli' en la identificaciéon y cuantificacién de compuestos fendlicos mediante cromatografia
liqguida de alto rendimiento.

6.3.2.- Metodologia

6.3.2.1- Material vegetal y condiciones de cultivo

El material vegetal utilizado en este ensayo correspondid a lechugas de tipo Lollo Bionda
cultivar 'Levistro' (hojas verdes) y de tipo Lollo Rosso cultivar 'Carmoli' (hojas rojas) de la empresa
Rijk Zwaan, las cuales fueron cultivadas como se describe en la seccién 4.1, durante la temporada
de primavera. Las caracteristicas del invernadero donde se llevé a cabo el cultivo correspondieron
a las descritas en la seccién 5.2.2.1. Las condiciones ambientales de cultivo: temperaturas minimas
y maximas del aire, temperatura, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto y pH de la solucion
nutritiva, fueron registradas durante todo el periodo de cultivo y se presentan en la Figura 6.12.
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Figura 6.12. Temperaturas medias minimas y maximas del aire en el invernadero y temperaturas de la solucién nutritiva, conductividad
eléctrica, pH y oxigeno disuelto en la solucion nutritiva registradas durante el cultivo.
En la figura se presentan los pardmetros ambientales registrados durante el cultivo de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ con aplicacién de diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl): 0; 0,05 y 0,1 mol L en la solucién nutritiva. A: Temperaturas
maximas y minimas del aire dentro del invernadero y temperaturas de la solucién nutritiva (SN) en °C. B: Conductividad eléctrica (CE) de la SN
expresada en dS m?, C: pH de la SN. D: oxigeno disuelto expresado en mg L™ presente en la SN. Puntos representan medias * EE del registro diario,
alas 10 am, de tres mediciones por repeticién (n=9).
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6.3.2.2.- Montaje del ensayo y diseifio experimental

Para evaluar el efecto del cloruro de sodio (NaCl) sobre el rendimiento y la concentracién e
identificacion de compuestos fendlicos en lechugas, se estudiaron dos cultivares de lechuga,
'Levistro' y 'Carmoli'. El experimento fue dispuesto en tres bloques con un arreglo de parcelas
divididas. La parcela principal correspondié a la concentracion de cloruro de sodio aplicado en la
soluciédn nutritiva (0; 0,05; 0,1 mol L?) y la subparcela correspondié al cultivar. Cada bloque
representd una repeticion, por lo que hubo tres sistemas hidropdnicos de raiz flotante
independientes para cada tratamiento de NaCl evaluado.

La aplicacion de los tratamientos con cloruro de sodio, se realizé mediante la preparacion
de una solucidn concentrada de NaCl y la incorporacién de una cantidad determinada de esta en
cada reservorio de solucidén nutritiva hasta obtener las tres concentraciones de NaCl deseadas: 0
mol L%, usado como control; 0,05 mol Ly 0,1 mol L.

6.3.2.3.- Parametros de crecimiento de las plantas (MF, MS, % MS)
Los pardmetros de crecimiento de masa fresca (MF), masa seca (MS) y porcentaje de masa
seca (% MS) fueron obtenidos de acuerdo con la metodologia descrita en la seccidn 4.3.

6.3.2.4.- Parametros de color (L, C*, hue)

Los parametros de color fueron evaluados como una caracteristica de calidad de las hojas 'y
se evaluaron siguiendo la metodologia descrita en la seccién 5.2.2.4. Los datos fueron analizados
utilizando el espacio de color CIE L*a*b* y el software SpectraMagic NX, obteniéndose los valores
de luminosidad (L), saturacion de color o croma (C*) y el angulo del tono o matiz (hue) (McGuire,
1992).

6.3.2.5.-Determinacion de compuestos funcionales

6.3.2.5.1- Extraccion de las fracciones fendlicas
Las extracciones de los compuestos fendlicos solubles se llevaron a cabo siguiendo las
recomendaciones de Galieni et al. 2015, como se describe en detalle en la seccion 4.4.1.

6.3.2.5.2.- Determinacion de la concentracion de fenoles totales
La concentracién de fenoles totales (FT) se midid utilizando el método propuesto por
Ainsworth y Gillespie (2007), como se describe en la seccion 4.4.2. Los resultados fueron expresados
como miligramos equivalentes de acido gélico por cada 100 gramos masa fresca (mg EAG 100 g
MF).

6.3.2.5.3.- Determinacion de la concentracion de flavonoides
totales
La concentracién de flavonoides totales se midié siguiendo el método propuesto por
Tharasena y Lawan (2014) como se detalla en la seccién 5.2.2.5.3. Los resultados de esta
determinacidn fueron expresados como miligramos equivalentes de rutina (eq Rut) en 100 gramos
de masa fresca (mg eq Rut 100 g* MF).
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6.3.2.5.4.- Determinacion de la concentracién de antocianinas
totales
La concentracién de antocianinas totales se determind utilizando el método de pH
diferencial siguiendo las recomendaciones de Du et al. (2014) y detallado en la seccién 5.2.2.5.4. El
contenido total de antocianinas se expresé como miligramos equivalentes de cianidina-3-glucésido
(eq Cian3gluc) en 100 gramos de masa fresca (mg eq Cian3gluc 100 g* MF).

6.3.2.5.5.- Determinacion de la capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante (CA) se llevd a cabo mediante dos métodos, descritos en la 4.4.3.

6.3.2.5.5.1.- Método de FRAP
El método de FRAP (Ferric reducing antioxidant power) fue realizado de acuerdo con la
metodologia propuesta por Benzie y Strain (1996) y detallado en la seccién 4.4.3.1. Los resultados
fueron expresados como miligramos equivalentes de Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de
materia fresca (mg eq Trolox 100 g'* MF).

6.3.2.5.5.2.- Método de DPPH
El método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) fue realizado segun la metodologia descrita
en Gupta y Prakash (2009) como se detalla en la seccion 4.4.3.2. Los resultados fueron expresados
como miligramos equivalentes de Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de materia fresca (mg eq
Trolox 100 g* MF).

6.3.2.6.- Cuantificacién e identificacion de compuestos fenélicos por UPLC
La cuantificacion e identificacion de los compuestos fendlicos de tipo acidos fendlicos y
flavonoides, se llevé a cabo mediante cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UPLC)
siguiendo las recomendaciones de Romani et al. (2002) como se describe en detalle en la seccién
5.3.2.6. El espectro de absorcién de cada peak fue utilizado para identificar la familia de compuestos
a la cual pertenecia y la concentracidn de los diferentes acidos fendlicos se determiné utilizando
una curva de calibracién de 4cido clorogénico y expresados como miligramos equivalentes de acido
clorogénico por cada 100 gramos de masa fresca (mg eq acido clorogénico 100g™* MF). Por su parte,
para la determinacidn de la concentracién de los flavonoides se utilizd una curva de rutina, los
resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de rutina por cada 100 g de masa
fresca (mg eq rutina 100g™ MF). Para los célculos finales se consideraron los resultados nueve
inyecciones, correspondientes a extracciones de tres muestras por repeticién.

6.3.2.7.- Cuantificacidn e identificacion de antocianinas por UPLC
La cuantificacién e identificacion de antocianinas se llevo a cabo mediante cromatografia
liguida de ultra alto rendimiento (UPLC) siguiendo las recomendaciones de Blackhall et al. (2018)
como se describe en detalle en la seccién 5.3.2.7. La concentracion de las diferentes antocianinas
se expresd como miligramos equivalentes de cianidina 3 glicésido por cada 100 gramos de masa
fresca (mg eq cian3gluc 100 g'* MF) y fueron resultado de medias aritméticas de nueve inyecciones,
correspondientes a tres muestras por repeticion.

6.3.2.8. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd utilizando el software InfoStat version 2017 (Di Rienzo et al.,
2017) como se describe en la seccién 4.4.4.
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6.3.3.- Resultados y discusion

6.3.3.1.- Rendimiento de lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso
cultivadas con diferentes dosis de cloruro de sodio

En la Figura 6.13 se observa el tamafio relativo de las lechugas tipo Lollo Bionda cv. 'Levistro'
y Lollo Rosso cv. 'Carmoli’, luego de 30 dias de cultivo en un sistema hidropdnico de raiz flotante con
una aplicacién de 0, 0,05 y 0,1 mol L™ de NaCl en la solucién nutritiva. En la imagen se observa una
reduccion en el tamafio de las lechugas producto de la adicidn de NaCl. El analisis estadistico para
la masa fresca de las lechugas confirma esta observacion (Figura 6.14). De acuerdo con los analisis
estadisticos, la masa fresca mostré una diferencia significativa entre cultivares y para el tratamiento
con NaCl. En este sentido el cultivar 'Levistro' presentdé mayor MF que el cultivar 'Carmoli’,
presentando valores en un rango entre 39,40y 82,9y 22,5-53,9 g, respectivamente (Figura 6.14). La
presencia de NaCl en la solucidn nutritiva disminuyd la MF en ambos cultivares, siendo una
respuesta concentracion dependiente. Las plantas de lechuga cultivada con 0,05 mol L de NaCl
presentd menor MF que el control y la lechuga cultivada con una concentracién de 0,1 mol Lt de
salinidad presentd valores aun menores. La reduccién de materia fresca para el cultivar 'Levistro'
cuando fueron cultivadas con 0,05 mol L'* de NaCl fue de un 27 % con respecto al control (0 mol L?)
y de un 53 % cuando fueron cultivadas con 0,1 mol L™ de NaCl (Figura 6.14 A). De igual manera, el
cultivar 'Carmoli' también se vio afectado por la salinidad y mostré un comportamiento similar al
cultivar 'Levistro'. Cuando las plantas fueron cultivadas con 0,05 mol L' de NaCl presentaron una
reduccion del 34 % con respecto al control (0 mol L'). Mientras que las cultivadas con 0,1 mol L*de
salinidad registraron una reduccion del 58 % (Figura 6.14 B). Bartha et al. (2015), reportaron un
comportamiento similar para el cultivar 'Asparagina’, donde se alcanzé una reduccién del 31 %
cuando las plantas fueron cultivadas con 0,05 mol L de NaCl y del 51 % cuando se utilizé 0,1 mol L
1 de NaCl. Por otro lado, estas reducciones en la masa fresca fueron un poco superiores a las
reportadas por Al-Maskri et al. (2010) para el cultivar 'Paris Islands Cos', estos autores encontraron
que, con respecto al testigo, la MF disminuyd en un 10 y un 41 % cuando las plantas fueron
cultivadas con 0,05 mol L' y 0,1 mol L™ de NaCl respectivamente. La variabilidad en las respuestas
podria deberse a la sensibilidad innata a la concentracién de sal de cada uno de los cultivares (Bartha
etal., 2015).

El porcentaje de masa seca también presentd diferencias significativas entre cultivares y
tratamiento salino. El cultivar 'Carmoli' registré un mayor porcentaje de MS, con valores entre 5,7 y
7,8 % en comparacion con el cultivar 'Levistro' el cual registro valores entre 4,8 y 6,8 % (Figura 6.15).
Un alto contenido de NaCl en la solucidn nutritiva produjo un incremento en el porcentaje de MS
en ambos cultivares (Figura 6.15). En el caso del cultivar 'Levistro', al comparar el control (0 mol L)
con los tratamientos 0,05 mol L' y 0,1 mol L de NaCl el incremento fue de 0,8 y 2 puntos
porcentuales (Figura 6.15 A). Para el cultivar 'Carmoli’ se observdé una tendencia similar,
registrandose un incremento de 0,8 puntos porcentuales para 0,05 mol L™ de NaCl con respecto al
control y un incremento de 2,1 puntos porcentuales para 0,1 mol L? (Figura 6.15 B). Este
comportamiento fue informado previamente por Bartha et al. (2015) quienes reportaron un mayor
porcentaje de MS en hojas de lechuga cultivadas con elevada salinidad. Este aumento podria
deberse a la acumulacidn de iones y la sintesis de solutos compatibles como proteinas, aminoacidos
y azlcares, como mecanismo de proteccidn contra el estrés salino (Parida y Das, 2005).
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Figura 6.13. Imagen del tamafo comparativo de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y lechugas tipo Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’
cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl.
La imagen muestra el efecto de la salinidad (NaCl) sobre el tamafiio relativo de lechugas ‘Levistro’ (izquierda) y ‘Carmoli’ (derecha) luego de 30 dias de cultivo.
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Figura 6.14. Masa fresca (MF) de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y tipo Lollo Rosso
cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl.
Las graficas muestran la masa fresca (MF) de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ (A) y Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ (B) cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva durante 30 dias. Las
barras representan medias (+ EE) de 5 réplicas bioldgicas por repeticién (n=15). **¢ Letras diferentes
corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05.
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Figura 6.15. Porcentaje de masa seca (%MS) de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y

Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl.

Las graficas muestran el porcentaje de masa seca (%MS) de lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ (A) y Lollo
Rosso cv. ‘Carmoli’ (B) cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva durante 30
dias. Las barras representan medias (+ EE) de 5 réplicas bioldgicas por repeticién (n=15). ¢ Letras diferentes
corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD)

de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05.
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6.3.3.2.- Color de lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso cultivadas con
diferentes concentraciones de cloruro de sodio

El cultivar 'Levistro' presentd una diferencia significativa producto del tratamiento salino en
la luminosidad registrando un mayor valor (53,1) cuando las plantas fueron cultivadas con una
concentraciéon de 0,05 mol L? de NaCl (Tabla 6.7). También se registré un efecto significativo
producto de la salinidad para el angulo hue, donde el mayor valor fue registrado en las plantas
crecidas con 0,1 mol L' de NaCl, acercandose a tonalidades méas verdes (McGuire, 1992). De acuerdo
con Bartha et al. (2015) el menor contenido de agua registrado en la masa fresca confiere un color
verde mas oscuro a las hojas de lechuga, lo que podria explicar esta tendencia. Por otro lado, para
el cultivar 'Carmoli’, el tratamiento salino sélo ejercié un efecto significativo en la saturacion de color
o croma, disminuyendo su valor a medida que aumenté a concentracién de NaCl en la solucidn
nutritiva, lo cual indica una menor definicion en el color (Tabla 6.7). Por su parte, la luminosidad y
el tono o angulo hue para este cultivar no presentaron diferencias en respuesta al tratamiento
salino.

6.3.3.3.- Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y
capacidad antioxidante en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso
cultivadas con diferentes concentraciones de cloruro de sodio

Como se ha reportado previamente, el contenido total de fenoles totales presentd
diferencias significativas entre el cultivar 'Levistro' y el cultivar 'Carmoli'. Registrando valores entre
443 y 580 mg EAG 100 g* MF para el cultivar verde y entre 3.222 y 4.385 mg EAG 100 g* MF para el
cultivar rojo (Tabla 6.8). Esta menor concentracion en el contenido total de fenoles registrada en los
cultivares verdes por sobre los rojos ha sido mencionada anteriormente por Liu et al. (2007) y
Llorach et al. (2008) entre otros. El contenido fendlico mas alto observado en el cultivar 'Carmoli' en
comparacién con el cultivar 'Levistro', se puede atribuir a la presencia de una gran cantidad de acido
fendlico, flavonoides y antocianinas en lechuga con hojas rojas (Liu et al., 2007; Tsormpatsidis et al.,
2008).

Cabe destacar que los valores reportados para el cultivar 'Levistro' fueron mayores a los
reportados por Llorach et al. (2008) y Ztotek et al. (2014) quienes, para otras lechugas verdes,
encontraron rangos entre 18 y 126 mg EAG 100 g! MF y entre 40 y 130 mg EAG 100 g MF,
respectivamente. Para el caso del cultivar 'Carmoli' también se registraron valores superiores a los
informados por Llorach et al. (2008) registrando un valor medio de 571 mg EAG 100 g* MF para un
cultivar no especificado de ‘Lollo Rosso’. Estas diferencias en la concentracion de fenoles totales
entre cultivares han sido reportadas previamente por autores como; Llorach et al. (2008) y
Mulabagal et al. (2010). Adicionalmente Dannehl y Josuttis (2014), reportaron que es posible
encontrar enormes diferencias, incluso de 14 veces, en la concentracion de compuesto fendlicos al
comparar 30 cultivares diferentes de tomate. Lo anterior explicaria las importantes diferencias entre
los valores registrados en este estudio con los reportados por otros autores.

Ademas de las diferencias en los cultivares estudiados y en las condiciones de crecimiento
entre los estudios, las diferencias en los protocolos de extraccidon podrian explicar parcialmente las
discrepancias en las concentraciones de compuestos fendlicos y en la actividad antioxidante
registrada (Liu et al., 2007; Lafarga et al., 2012). Por otro lado, no sélo la concentracién de
polifenoles afecta la capacidad antioxidante de los alimentos sino también el tipo de polifenoles
estudiados. Se han identificado varios miles de moléculas que tienen una estructura de polifenol,
los cuales pueden clasificarse en: (1) acidos fendlicos, que se pueden subdividir en los derivados del
benzoico 4acido y los derivados del acido cindmico; (2) flavonoides, tales como quercetina y
antocianinas; (3) estilbenos y (4) lignanos, con diferente capacidad antioxidante (Manach et al.,
2004).
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Tabla 6.7. Luminosidad, saturacidon o croma y dngulo hue de lechugas tipo Lollo Bionda cv.
‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’, cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl.

Tratamiento Luminosidad Saturacion o croma Angulo hue
NaCl ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’
(mol LY Media  EE Media EE Media  EE Media EE Media EE Media EE
0 49,8° 0,9 11,5 1,6 46,2 1,2 21,32 0,9 106,0° 0,2 39,0 4,0
0,05 53,1° 1,0 9,2 1,4 44,6 0,7 19,8%° 1,1 106,2° 0,2 35,2 3,7
0,1 48,2° 0,7 7,8 1,5 45,4 0,8 16,4° 1,6 106,9° 0,2 31,4 4,9
valor p ok ns ns * o ns

En la tabla se presentan los diferentes pardmetros que definen el color: Luminosidad, saturaciéon o croma y
angulo hue en lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes
concentraciones de NaCl. Los valores representan medias y error estandar (EE) de 30 datos. *® Letras
diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no significativo; *: p <0,05; **: p <0,01;
***. p <0,001.

Existen importantes diferencias en la composicion de compuestos fendlicos de variedades
verdes y rojas de lechuga. Por ejemplo, Martinez-Sanchez et al. (2012) informaron que los acidos
fendlicos fueron el grupo principal de fenoles en variedades de lechugas de hoja verde, mientras
que los flavonoles fueron los mas abundantes en lechugas de hojas rojas. Estos autores informaron
también que las antocianinas, pigmentos altamente antioxidantes pertenecientes al grupo de los
flavonoides, sélo estaban presentes en las variedades de hoja roja. Mulabagal et al. (2010)
mostraron que la mayor actividad biolégica de las lechugas rojas, medida como inhibicién en la
peroxidacidon de lipidos, esta dada por la presencia de antocianinas.

Segun los reportes de Mulabagal et al. (2010), Ztotek et al. (2014) y Galieni et al. (2015), la
concentracién de compuestos con actividad antioxidantes como los compuestos fendlicos también
responden a las condiciones ambientales. En este sentido, al evaluar el efecto del tratamiento por
NaCl para los cultivares estudiados se observé un incremento significativo en la concentracién de
fenoles totales a medida que aumento la concentracién de NaCl en la solucidn nutritiva (Tabla 6.8).
Al comparar con el control (0 mol L'* de NaCl) con los tratamientos de 0,05 mol L'* y 0,1 mol L de
NaCl, el cultivar 'Levistro' presentd un aumento en la concentracién de fenoles totales de 14 y un
31 %, respectivamente. Para el cultivar 'Carmoli’, los resultados siguieron una tendencia similar con
un aumento de 14 y 36 % para los tratamientos de 0,05 mol L't y 0,1 mol L'* de NaCl (Tabla 6.8). El
incremento en la concentracion de fenoles totales, producto del aumento de la concentracién de
NaCl en la solucion nutritiva, confirma los resultados reportados por Colla et al. (2012), donde un
incremento de 0,001 a 0,03 mol L* de NaCl en la solucién nutritiva, aumentd la concentracion total
de polifenoles en alcachofa y cardo en un 6 % e incrementd un 94 y un 190 % la concentracion de
acido clorogénico y luteolina, respectivamente.

Por otro lado, la concentraciéon flavonoides totales presentd un comportamiento similar al
contenido de fenoles. El cultivar 'Carmoli' presentd una mayor concentracién de flavonoides que el
cultivar 'Levistro' registrando una concentracion entre 1.538 y 1.974 mg eq Rut 100 g MF y entre
449 y 567 mg eq Rut 100 g* MF, respectivamente. Ademas, se registré un incremento significativo
en la concentracidn de flavonoides a medida que se aumentd la concentracién de NaCl en la solucién
nutritiva (Tabla 5.8). En concordancia con los resultados reportados por Garrido et al. (2013), para
lechuga verde var. Capitata, se observd un incremento en la concentracién total de flavonoides
producto de la concentracion de NaCl. Sin embargo, estos autores reportan que este incremento se
produjo cuando se alcanzd una concentracion de NaCl de 0,15 mol L'}, mientras que en este ensayo
el incremento en la concentracion de flavonoides totales, tanto para el cultivar 'Levistro' como para
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el cultivar 'Carmoli' se observd a partir de concentraciones de NaCl més bajas (0,05 y 0,1 mol L?)
(Tabla 6.8). Para el caso del cultivar 'Levistro', el incremento alcanzado fue del 26 % cuando las
plantas fueron cultivadas con una concentracién de 0,1 mol L™ con respecto al control (0 mol L?).
De igual manera, para el cultivar 'Carmoli' el incremento comprando las mismas concentraciones de
NaCl (0,1 y 0 mol L) alcanzé el 28 %.

La concentracién de antocianinas en el cultivar Carmoli aumenté debido al incremento en
la concentracion de NaCl. Cuando las lechugas fueron cultivadas con una concentracion de 0,1 mol
L de NaCl registraron 5,4 mg eq Cian 100 g MF, lo cual representa un incremento del 31 % con
respecto al control (0 mol L'* NaCl) (Tabla 6.8). Esta concentracidon de antocianinas estuvo dentro
del rango reportado por Kim et al. (2016), entre 2 y 130 mg de antocianinas 100 g MF, para el
mismo tipo de lechugas.

Debido a que los compuestos fendlicos: fenoles, flavonoides y antocianinas, son
compuestos biolégicamente activos, con propiedades antioxidantes (Ztotek et al., 2014), la
capacidad antioxidante medida por FRAP y DPPH tuvo un comportamiento similar a estas
determinaciones en ambos cultivares y respondié a la aplicacion de NaCl. En este sentido, la
capacidad antioxidante medida por el método de FRAP presentd diferencias significativas entre los
cultivares 'Levistro' y 'Carmoli', exhibiendo mayores valores para la variedad de hojas rojas. Asi, la
CA medida por FRAP exhibié valores entre 165 y 215 mg eq Trolox 100 g MF para 'Levistro',
mientras que presenté entre 600 y 818 mg eq Trolox 100 g* MF para 'Carmoli' (Tabla 6.8). Estos
valores de FRAP se encontraron dentro del rango reportado por Llorach et al. (2008) para lechugas
de hojas verdes, con valores entre 98 y 320 mg eq Trolox 100 g* MF y entre 660y 810 mg eq Trolox
100 g'* MF para lechugas rojas. La presencia de acidos fendlicos y flavonoides, pero sobre todo, la
presencia de antocianinas en la lechuga roja, explicaria la alta capacidad antioxidante en las lechugas
cv. ‘Carmoli’ (Tabla 6.8) (Liu et al., 2007).

Por otro lado, se produjo un incremento significativo en la capacidad antioxidante debido al
aumento en la concentracidn de NaCl en la solucién nutritiva, para ambos cultivares. Para el cultivar
'Levistro', el incremento con respecto al control (0 mol L), fue de un 14 % para las plantas crecidas
con 0,05 mol L't de NaCl y de un 30 % cuando se incorpord una concentracion de 0,1 mol L'* de NaCl
en la solucidn nutritiva. Para el cultivar 'Carmoli', este incremento fue significativo sélo para la
mayor concentracion de NaCl evaluada (0,1 mol L?), registrando un aumento del 36 % en la
capacidad antioxidante respecto del control.

Adicionalmente, la CA medida por DPPH, el cultivar 'Levistro' registrd valores entre 121y
173 mg eq Trolox 100 g MF, mientras que el cultivar 'Carmoli' registré valores entre 692 y 954 mg
eq Trolox 100 g MF (Tabla 6.8). Estos valores estuvieron dentro del rango presentado por Llorach
et al. (2008) para lechugas verdes de entre 70 y 240 mg eq Trolox 100 g MF, y ligeramente mas
altos a los reportados por el mismo autor para lechugas rojas, de entre 580y 775 mg eq Trolox 100
gl MF.

La capacidad antioxidante medida por DPPH también presentd un incremento en respuesta
a la salinidad. Con respecto al control (0 mol L2), el cultivar 'Levistro' presentd un incremento del 21
% de la capacidad antioxidante a una concentracién de 0,05 mol L™ de NaCl y de un 43 % a una
concentracién de 0,1 mol L. Por su parte, el incremento en la capacidad antioxidante medida por
DPPH para el cultivar 'Carmoli', a una concentracién de 0,05 mol L fue de un 21 % respecto del
control y a una concentracién de 0,1 mol L fue del 38 % (Tabla 6.8).
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Tabla 6.8. Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad antioxidante para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y
Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’, cultivadas con diferentes dosis de NaCl incorporada en la solucién nutritiva.

. Antocianinas Capacidad antioxidante
Fenoles totales Flavonoides totales
Tratamiento totales FRAP DPPH
Nacl ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’
. mg eq cian3gluc

(molLh) e mg EAG 100 g* MF-------- mg eq rut 100 gt MF------ glo% gl ME ---mg eq Trolox 100 g™* MF--- ---mg eq Trolox 100 g MF--
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE
0 443,0¢ 11,3 3222,3¢ 56,7 448,8¢ 9,5 1538,2¢ 50,5 4,1b 0,2 165,2¢ 4,7 600,1P 17,3 121,0¢ 7,6 692,2¢ 30,7
0,05 506,0P 15,5 3689,9 b 112,0 512,1b 13,6 1712,6° 46,4 4,3b 0,2 187,9b 4,5 639,2bP 19,6 147,1b 5,0 836,4P 17,2
0,1 580,32 18,8 4384,8 2 105,9 566,62 15,2 1973,8?2 49,8 5,42 0,3 215,02 8,3 818,52 14,5 173,02 6,1 954,42 31,7

Valorp %k %k %k %k %k %k % %k k % 3k k %k k %k %k k %k %k % % %k k %k %k %k

En la tabla se muestra la concentracidn de fenoles totales (mg EAG 100 g MF), flavonoides (mg eq rut 100 g* MF), antocianinas (mg eq cian3gluc 100 g1 MF) y
capacidad antioxidante medida por los métodos de FRAP (mg eq Trolox 100 g* MF) y DPPH (mg eq Trolox 100 g'* MF) para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y
Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl (mol L?). Valores representan medias y error estdndar (EE) de 9 datos para cada
concentracion de NaCl. EAG: equivalentes de acido galico; eq rut: equivalentes de rutina; eq cian3gluc equivalentes de cianidina 3-glicésido; eq Trolox:
equivalentes de Trolox; MF: Masa fresca. ¢ Letras diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no significante; ***: p <0,001.
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6.3.3.4.- Concentracion de acidos fendlicos y flavonoides en lechugas tipo
Lollo Bionda y Lollo Rosso cultivadas con diferentes concentraciones de
cloruro de sodio

Las muestras de lechuga cultivadas con diferentes concentraciones de cloruro de sodio en
la solucién nutritiva presentaron los mismos cromatogramas que las cultivadas con radiacién UV-B
(Figuras 5.18 y 5.19).

Para el cultivar 'Levistro' el peak N° 1 (Figura 5.18), clasificado como acido fendlico, fue el
segundo 4acido fendlico de mayor concentracién encontrado en este tipo de lechuga. Debido a su
espectro de absorcién y su abundancia relativa en lechuga, fue identificado como derivado de acido
clorogénico (Llorach et al., 2008; Santos et al., 2014). Segun los resultados de Marin et al. (2015), el
segundo acido fendlico de mayor abundancia relativa presente en lechuga corresponderia
especificamente al acido 5-cafeoilquinico. En el cultivar 'Levistro', este acido fendlico mostré un
incremento significativo en su concentracién a medida que aumenté la concentracion de NaCl en la
solucidon nutritiva. Con respecto al control, la concentraciéon del acido 5-cafeoilquinico en el
tratamiento con 0,1 mol L de NaCl presentd una diferencia de 217,2 mg eq acido clorogénico 100
g MF, lo cual representa un incremento del 82 % (Tabla 6.9). Debido al importante aumento del
acido 5-cafeoilquinico en una condicidn de cultivo con una alta concentracién de NaCl, pudiese
considerarse como un indicador para identificar plantas expuestas a este tipo de condicidn salina.

Por su parte, el peak N° 5, segundo acido fendlico presentado en la tabla 6.9 y clasificado
como un derivado de 4cido clorogénico debido a su espectro de absorcion, respondié de manera
significativa al tratamiento con NaCl. Con respecto al control (0 mol L?), este derivado de acido
clorogénico registrd una reduccién en su concentracion de 16,9 mg eq acido clorogénico 100 g* MF
en las plantas cultivadas con 0,1 mol L de NaCl, lo cual representa una reduccién del 37 % con
respecto al control (Tabla 6.9).

El peak N° 6, fue el acido fendlico mas abundante. Para el cultivar 'Levistro' alcanzé
concentraciones entre 451,2 y 500,4 mg eq acido clorogénico 100 g* MF y no presentd variaciones
en su concentracién producto del uso de NaCl en la solucidon nutritiva (Tabla 6.9). Segun los reportes
de Ribas-Agusti et al. (2010); Santos et al. (2014) y Marin et al. (2015) el acido el 4cido fendlico mas
abundante en lechugas corresponderia al acido chicérico. Finalmente, en el cultivar 'Levistro', el
peak N° 12 también identificado como derivado de 4acido clorogénico, mostré un incremento
significativo cuando las plantas fueron expuestas a 0,1 mol L*de NaCl. Para este tratamiento salino
la diferencia en la concentracién fue de 10,5 mg eq &cido clorogénico 100 g'* MF con respecto al
control, representando un incremento del 44 %.

Adicionalmente, para el cultivar 'Levistro' se cuantificaron 3 de los 7 compuestos tipo
flavonoides encontrados (Tabla 6.10). El peak N° 7 (Figura 5.18), identificado como derivado de
quercetina por la semejanza de su espectro de absorcién con el espectro de un estandar de
quercetina, no mostré diferencias en su concentracion en respuesta a la salinidad por NaCl y
presentd concentraciones entre 2,5 y 2,7 mg eq rutina 100 g MF (Tabla 6.10). El peak N° 9 fue
identificado como luteolina, considerando la semejanza de su espectro con el espectro de absorcion
de la luteolina reportado por Barbosa et al. (2013). Segun el reporte de Marin et al. (2015), la
luteolina presente en las lechugas corresponde especificamente a la luteolina-3-O-glucuronido, la
cual en este estudio presentd concentraciones entre 0,2 y 0,4 mg eq rutina 100 g* MF y no mostré
variaciones en su concentracion debido al uso de NaCl (Tabla 6.10).

El peak N° 10, fue el compuesto tipo flavonoide mds abundante, por lo que posiblemente
corresponda a quercetina 3-0-(6”-O-malonil)-glucésido (Santos et al., 2014; Marin et al., 2015). Este
flavonoide, presentd una tendencia a aumentar su concentracion cuando se agregaron 0,1 mol L™
de NaCl en la solucién nutritiva, sin embargo, esta tendencia no logré ser significativa (Tabla 6.10).
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Tabla 6.9. Concentracidn de acidos fenélicos, obtenida por UPLC, para lechuga tipo Lollo
Bionda cv. 'Levistro' cultivada con diferentes concentraciones de NaCl.

Peak N° 1 Peak N° 5 Peak N° 6 Peak N° 12
Tratam
iento Acido 5- Derivado de acido Acido Derivado de acido
NacCl cafeoilquinico clorogénico chicdrico clorogénico
(mol L mg eq acido clorogénico 100 g™ MF----
1
)
Media EE Media EE Media EE Media EE
0 264,4° 26,7 45,42 4,7 463,5 59,3 23,6° 2,4
0,05 313,4° 36,6 42,72 6,4 500,4 84,1 23,3° 1,9
0,1 481,6° 56,1 28,6° 1,4 451,2 49,6 34,1° 2,6
valor p ok * ns o

En la tabla se presenta la concentracidn, determinada por UPLC, de 4 acidos fendlicos presentes en lechuga
Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ cultivada con diferentes concentraciones de NaCl (mol L?). Los &cidos fendlicos
fueron identificados por tiempo de retencion, espectro de absorcidn y abundancia relativa en lechuga. Los
valores representan medias y error estandar (EE) de 9 datos expresados en mg eq &cido clorogénico 100 g™
MF. *° Letras diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no significativo; *: p <0,05;
**: p <0,01.

Tabla 6.10. Concentracion de flavonoides, obtenida por UPLC, para lechuga tipo Lollo
Bionda cv. 'Levistro' cultivada con diferentes concentraciones de NaCl.

Peak N° 7 Peak N° 9 Peak N° 10
Tratamiento Derivado de Luteolina-3-0- Quercetina 3-0-(6”-0-malonil)-
NaCl quercetina glucuronido glucésido
(mol L?) mg eq rutina 100 g MF
Media EE Media EE Media EE
0 2,5 0,5 0,2 0,1 6,5 1,1
0,05 2,7 0,7 0,4 0,2 6,8 1,5
0,1 2,7 0,5 0,3 0,1 9,4 1,8
valor p ns ns ns

En la tabla se presenta la concentracién, determinada por UPLC, de 3 compuestos tipo flavonoides presentes
en lechuga Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ cultivada con diferentes concentraciones de NaCl (mol L?). Los
flavonoides fueron identificados por tiempo de retencién, espectro de absorcién y abundancia relativa en
lechuga. Valores representan medias y error estandar (EE) de 9 datos expresados en mg eq rutina 100 g MF.
ns: no significativo.

Un analisis similar fue realizado para el cultivar 'Carmoli'. Para este cultivar se observé que
la concentracidn del acido 5-cafeoilquinico (peak N° 1), aumenté de manera significativa a medida
gue se incrementé la concentracidn de NaCl en la solucidon nutritiva. El aumento en la concentracién
del 4cido fue de 1.026,9 mg eq acido clorogénico 100 g MF, lo cual representa un incremento del
101,8 % con respecto a los 1.008,3 mg eq acido clorogénico 100 g MF registrados para el control
(0 mol L' de NaCl). Por su parte, la concentracién del peak N° 5, identificado como un derivado de
acido clorogénico también fue afectada de manera significativa por la concentracién de NacCl. En
este caso, la mayor concentracidn fue de 136,7 mg eq acido clorogénico 100 g* MF y se obtuvo
cuando las lechugas fueron cultivadas con 0,05 mol L de NaCl. Este incremento correspondid a un
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46 % con respecto al control, donde se registrd un valor de 93,6 mg eq acido clorogénico 100 g* MF
(Tabla 6.11). Adicionalmente, la concentracién del acido chicérico (peak N° 6), registrd
concentraciones entre 1.267,7 y 1.567,6 mg eq é&cido clorogénico 100 g* MF, sin presentar
diferencias de concentracién en respuesta al incremento en la concentracidn de NaCl aplicado a la
solucidn nutritiva. Finalmente, el peak N° 12, identificado como un derivado de 4cido clorogénico
presenté un aumento significativo al tratamiento con NaCl, registrando a 0,1 mol L'* de NaCl, un
incremento de 28,4 mg eq acido clorogénico 100 g! MF, aumento que representa el 24 % con
respecto al valor registrado para control (Tabla 6.11).

El importante aumento del dcido 5-cafeoilquinico registrado tanto en el cultivar ‘Carmoli’
como en el cultivar ‘Levistro’ en respuesta al tratamiento con NaCl, podria confirmar la posible
utilizacion de este compuesto como un compuesto indicador de la exposicidn a estrés por NaCl.

En cuanto a los compuestos de tipo flavonoide, cinco de ellos pudieron ser cuantificados
para el cultivar 'Carmoli'. De ellos, el mds abundante fue el peak N° 10, que, segun su espectro de
absorcién y abundancia relativa en lechuga, corresponderia a la quercetina 3-malonilglucésido
(Santos et al., 2014). Este compuesto presentd un incremento significativo de 110,9 mg eq rutina
100 g MF cuando las lechugas fueron cultivadas con 0,1 mol L? respecto al control. Incremento
que representa un aumento del 21 % (Tabla 6.12).

Los peaks N° 9 y 11 identificados respectivamente como luteolina-3-O-glucuronido vy
derivado de quercetina, también registraron un incremento de concentracion del orden del 20 %
respecto del control (0 mol L), cuando las lechugas fueron cultivadas con la mayor dosis de NaCl
evaluada (0,1 mol L?). Especificamente la luteolina-3-O-glucuronido registré un incremento del 28,9
%, pasando de registrar 191,1 mg eq rutina 100 g* MF, en el control, hasta llegar a 246,4 mg eq
rutina 100 g* MF cuando se usd 0,1 mol L't de NaCl en la solucidn nutritiva (Tabla 6.12). Por otro
lado, el peak N° 11, compuesto derivado de quercetina, registré un incremento del 22,5 %, pasando
de una concentracidon de 20,0 mg eq rutina 100 g MF, registrada en el control, a una concentracién
de 24,5 mg eq rutina 100 g'* MF, obtenida cuando las plantas fueron cultivadas con 0,1 mol L de
NaCl. Finalmente, los peaks 7 y 8, ambos identificados como derivados de quercetina, no
presentaron variaciones de concentracion significativas en respuesta a la incorporacion de NaCl en
la solucidn nutritiva (Tabla 6.12).

Tabla 6.11. Concentracion de acidos fendlicos, obtenida por UPLC, para lechuga tipo Lollo
Rosso cv. 'Carmoli' cultivada con diferentes concentraciones de NaCl.

Peak N° 1 Peak N° 5 Peak N° 6 Peak N° 12
Tratamiento Acido 5-cafeoilquinico Derivado de acido clorogénico acido chicdrico Derivado (l:le‘aado
NacCl clorogénico
(mol L?) mg eq acido clorogénico 100 g* MF

Media EE Media EE Media EE Media EE

0 1008,3¢ 61,1 93,6° 8,1 1567,6 192,4 116,6° 4,4

0,05 1437,8° 41,6 136,7° 4,5 1267,7 75,4 115,8° 6,2

0,1 2035,2? 44,8 97,0° 4,2 1307,2 32,3 145,0° 5,8

En la tabla se presenta la concentracién, determinada por UPLC, de 4 acidos fendlicos presentes en lechuga
Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl (mol L). Los acidos fendlicos
fueron identificados por tiempo de retencion, espectro de absorcidn y abundancia relativa en lechuga. Valores
representan medias y error estandar (EE) de 9 datos expresados en mg eq acido clorogénico 100 g* MF 2b¢
Letras diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no significativo; ***: p <0,001.
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Tabla 6.12. Concentracion de flavonoides obtenida por UPLC, para lechuga tipo Lollo Rosso
cv. 'Carmoli' cultivada con diferentes concentraciones de NaCl.

Peak N° 7 Peak N° 8 Peak N° 9 Peak N° 10 Peak N°11
ngr(c:’:clgzj 3 Derivado

Tratamiento Derivado de quercetina Derivado de quercetina Luteolina-3-O-glucuronido malonil)- de

NaCl (mol L) glucésido quercetina

mg eq rutina 100g™* MF

Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE

0 117,7 14,7 48,0 6,7 191,1° 16,0 527,0 28,5° 20,0° 1,2

0,05 98,2 8,6 50,7 5,9 213,5% 18,6 537,1 19,4> 20,8° 1,1

0,1 107,5 6,4 50,9 5,2 246,4° 6,6 6379 8,1° 245 1,0
valor p ns ns * ok *

En la tabla se presenta la concentracidn, determinada por UPLC, de 5 flavonoides presentes en lechuga Lollo
Rosso cv. 'Carmoli' cultivada con diferentes concentraciones de NaCl (mol L?). Los flavonoides fueron
identificados por tiempo de retencidn, espectro de absorcidon y abundancia relativa en lechuga. Valores
representan medias y error estandar (EE) de 9 datos expresados en mg eq rutina 100g™* MF. *° Letras
diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no significativo; *: p <0,05; **: p <0,01.

6.3.3.5.- Concentracion de antocianinas en lechugas tipo Lollo Rosso
cultivadas con diferentes concentraciones de cloruro de sodio
Por su parte, dos de las tres antocianinas identificadas fueron cuantificadas (Tabla 6.13). La
concentracidn de la cianidina 3-O-glicdsido varié entre 29 y 37 mg eq cian3gluc 100 g* MF mientras
que la de cianidina 3-0-(6”-O malonil)-glicésido varié entre 33 y 43 mg eq cian3gluc 100 g* MF. A
diferencia de lo reportado por Hawrylak-Nowak et al. (2021) para melisa donde la aplicacion de NaCl
produjo un incremento significativo de las antocianinas en la lechuga Lollo Rosso cv. 'Carmoli' no se
observo este efecto.

Tabla 6.13. Concentracidn de antocianinas obtenida por UPLC, para lechuga tipo Lollo Rosso
cv. 'Carmoli' cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl.

Antocianina N° 1 Antocianina N° 3
Tratamiento cianidina 3-0O-glicdsido cianidina 3-0-(6”-0O malonil)-glicdsido
NaCl (mol L") mg eq cian3gluc 100 g™* MF
Media EE Media EE
0 29,2 4,3 33,8 5,3
0,05 36,6 6,8 43,2 8,6
0,1 32,8 7,2 42,1 9,1
valor p ns ns

En la tabla se presenta la concentracion, determinada por UPLC, de 2 antocianinas presentes en lechuga Lollo
Rosso cv. 'Carmoli' cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl (mol L?). Las antocianinas fueron
identificadas por tiempo de retencidn, espectro de absorcion y abundancia relativa en lechuga. Valores
representan medias y error estdndar (EE) de 9 datos expresados en mg eq cian3gluc 100 g* MF. ns: no
significativo.
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6.3.4.- Conclusiones

La aplicacidon de NaCl durante el cultivo de lechugas de los cultivares 'Levistro' y 'Carmoli’
resultd en una reduccién del peso fresco y un aumento significativo en la concentracidon de
compuestos fendlicos totales y en la capacidad antioxidante de las lechugas. Esta respuesta
demostraria un efecto del aumento en la concentracion de NaCl y de la CE en la activacion y
acumulacién de compuestos antioxidantes. Por lo tanto, es posible obtener lechugas enriquecidas
con antioxidantes mediante la aplicacidn controlada de sal (NaCl) durante el cultivo.

A pesar de las diferencias entre los cultivares, tanto 'Levistro' como 'Carmoli' exhibieron una
respuesta similar al incremento en la salinidad y CE. Ambos cultivares mostraron un incremento
significativo en la concentracidn del acido 5-cafeoilquinico, el cual, después de su evaluacidn en
diferentes cultivares de hoja verde y roja, podria ser utilizado como un fitoquimico indicador de la
exposicién al estrés por NaCl.
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6.4.- Efecto del uso de estrategias de postcosecha que involucran bajas temperaturas en
combinacién con una concentracién de gases con bajo O, y moderado CO,, en la
concentracion de compuestos fendlicos lechugas tipo Lollo Bionda cv. 'Levistro' y Lollo
Rosso cv. 'Carmoli', provenientes de un tratamiento de campo con adicion de NaCl en la
solucion nutritiva

6.4.1.- Introduccion

La salinidad por NaCl, aplicada a la solucién nutritiva durante el cultivo de lechugas, puede
tener un positivo en la acumulacidon de compuestos fendlicos mejorando la capacidad antioxidante
y por tanto la calidad funcional de este tipo de hortalizas (Rouphael et al., 2018; Kitayama et al.,
2021; Hawrylak-Nowak et al., 2021). Este comportamiento quedd demostrado en las secciones 6.1,
6.2 y 6.3 donde la concentracién de los compuestos fendlicos estudiados, fenoles, flavonoides y
antocianinas totales en las plantas de lechuga, resultaron en un incremento en respuesta a la
presencia de salinidad por NaCl en la solucién nutritiva (0,05; 0,1 mol L'!) cuando fueron comparadas
con el control (0 mol L?). Sin embargo, si la postcosecha de las hortalizas, en este caso de las
lechugas no es adecuada, se produce un incremento en la concentracion de especies reactivas de
oxigeno. Para combatir este incremento en las EROs el producto debe utilizar sus reservas de
compuestos antioxidantes para contrarrestar este estrés, lo que a su vez elimina la ventaja de ser
una buena fuente de antioxidantes (Meitha et al., 2020).

Debido a lo anterior se hace necesario buscar estrategias postcosecha que logren proteger
la acumulacidn de compuestos fendlicos alcanzada durante el cultivo, mediante el uso de NaCl en
la concentracion nutritiva, y asegurar su llega al consumidor. Dentro de las estrategias postcosecha
destacan el uso de bajas temperaturas (Saini et al., 2016; Meitha et al., 2020) y el uso de embalajes
con atmodsfera modificada (EAM) (De Corato, 2019). Si bien el uso de estas estrategias estd
ampliamente distribuido en hortalizas como la lechuga, algunos autores han demostrado que la
respuesta a la baja temperatura es variedad dependiente (Lafarga et al., 2020) y que los beneficios
de los envases en atmosfera modificada (EAM) dependen de una serie de factores, como la especie,
el cultivar, practicas culturales etapa de desarrollo y manejo postcosecha entre otros (Ghidelli y
Pérez-Gago, 2017).

En consecuencia, el objetivo de este ensayo consistié en evaluar, durante un periodo corto
de conservacion, el comportamiento de la concentracidon de compuestos fenélicos mediante el uso
de estrategias de postcosecha que involucran bajas temperaturas en combinacién con una
concentracién de bajo O, y moderado CO; en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso provenientes
de un tratamiento de campo que incorpord la adiciéon de NaCl en la solucidn nutritiva. Para ello se
utilizo la siguiente metodologia.

6.4.2- Metodologia

6.4.2.1.- Material vegetal y condiciones de cultivo

El material vegetal utilizado en este experimento correspondié a lechugas de tipo Lollo
Bionda cultivar 'Levistro' (hojas verdes) y de tipo Lollo Rosso cultivar 'Carmoli' (hojas rojas) de la
empresa Rijk Zwaan (Chile). La germinacién de las semillas de lechuga de ambos cultivares,
condiciones de cultivo de los almacigos y trasplante se llevé a cabo como se detallada en la seccién
4.1 durante la temporada de otofio. Las caracteristicas del invernadero donde se llevé a cabo el
cultivo correspondieron a las descritas en la seccion 5.2.2.1.

Los cultivares de lechuga 'Levistro' y 'Carmoli' se organizaron en tres bloques utilizando un
arreglo de parcelas divididas, donde la parcela principal correspondié a la concentracion de NaCl
aplicada (0; 0,05; 0,1 mol L?), mientras que la subparcela correspondié al cultivar. Cada bloque se
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considerd como una repeticion por lo que hubo tres sistemas hidropénicos independientes para
cada tratamiento evaluado.

La aplicacidn de los tratamientos con cloruro de sodio (NaCl) se llevé a cabo como se
describe en la seccidn 6.2.2.2 obteniéndose una concentracién de 0; 0,05y 0,1 mol L de NaCl en la
solucidn nutritiva.

Una vez que las lechugas del grupo de control alcanzaron un tamafio adecuado para la
cosecha, después de 30 dias, se cosecharon las plantas completas para su analisis. Con el objetivo
de contar con suficiente material vegetal para el ensayo de postcosecha, las plantas de un mismo
cultivar, provenientes de las tres repeticiones de cada tratamiento salino, fueron mezcladas.

6.4.2.2.- Minimo procesamiento en fresco
Una vez cosechadas las plantas de lechugas, el material vegetal fue llevado a una sala de
procesos a 5°C donde se realizé el procesamiento minimo, descrito en detalle en la seccién 5.4.2.2.

6.4.2.3.- Montaje y diseiio experimental

El experimento consistid en un disefio factorial de 2 x 2 x 3 donde el primer factor
correspondio a la temperatura de almacenamiento: 5 o 10 °C; el segundo factor correspondié a la
concentracién de gases utilizada para el almacenamiento: aire o barrido de nitrégeno (N,) y el tercer
factor correspondié a la concentracién de NaCl aplicada en la solucidn nutritiva durante el cultivo
(0; 0,05; 0,1 mol LY). Cabe destacar que se realizaron mediciones a cosecha y luego de 3 dias de
almacenamiento, simulando el periodo que transcurre desde la cosecha hasta que el producto llega
al consumidor.

Las caracteristicas de los envases plasticos y las concentraciones de gases utilizadas para el
almacenamiento correspondieron a las detalladas en la seccidn 5.4.2.3. Una vez envasadas vy
selladas, las bolsas fueron almacenadas en oscuridad a 5y 10 °C. Los resultados de este experimento
fueron presentados separados por cultivar: 'Levistro'y 'Carmoli’.

6.4.2.4.- Monitoreo concentracion de gases dentro de la bolsa
La composicién gaseosa del espacio de cabeza (O, y CO3) de las bolsas fue monitoreada
durante 3 dias utilizando un analizador tipo Dansensor CheckPoint como se describe en la seccién
5.4.2.4. La concentracion de gases dentro de las bolsas almacenadas a 5°C se presenta en la Figura
6.16, mientras que la composicién gaseosa en las bolsas almacenadas a 10 °C se presenta en la
Figura 6.17.

6.4.2.5.-Determinacion de compuestos funcionales

6.4.2.5.1- Extraccion de las fracciones fendlicas
La extracciéon de los compuestos fendlicos se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones de
Galieni et al. (2015), como se detalla en la seccion 4.4.1.

6.4.2.5.2.- Determinacion de la concentracion de fenoles totales
La concentracién de fenoles totales (FT) se midid utilizando el método propuesto por
Ainsworth y Gillespie (2007), como se describe en detalle en la seccion 4.4.2. Los resultados fueron
expresados como miligramos equivalentes de acido gélico por cada 100 gramos masa fresca (mg
EAG 100 g™* MF).
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Figura 6.16. Concentracion de gases a 5°C dentro de las bolsas de lechugas provenientes
de diferentes tratamientos con NaCl.
Las graficas muestran la concentraciéon de gases (O2 y CO2) en % para los tratamientos de aire (Ay C) y
atmdsfera modificada activa, generada por barrido de N2 (B, D), para lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’
(A, B) y tipo Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ (C, D), cultivadas con diferentes concentraciones de NacCl (0; 0,05; 0,1
mol L), durante 6 dias de almacenamiento a 5 °C. Puntos representan valores medios + EE de 3 réplicas
bioldgicas por repeticidon (n=9).
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Figura 6.17. Concentracidn de gases a 10 °C dentro de las bolsas de lechugas provenientes
de diferentes tratamientos con NacCl.
Concentraciéon de gases O2 y CO2 en % para los tratamientos de aire (A y C) y atmdsfera modificada activa,
generada por barrido de N2 (B, D), para lechugas tipo Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ (A, B) y tipo Lollo Rosso cv.
‘Carmoli’ (C, D) cultivadas con diferentes concentraciones de NaCl (0; 0,05; 0,1 mol L) durante 6 dias de
almacenamiento a 10 °C. Puntos representan valores medios * EE de 3 réplicas bioldgicas por repeticidn (n=9).
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6.4.2.5.3.- Determinacion de la concentracion de flavonoides
totales
La concentracion de flavonoides totales se midié de acuerdo al método propuesto por
Tharasena y Lawan (2014) como se detalla en la seccidén 5.2.2.5.3. Los resultados fueron expresados
como miligramos equivalentes de rutina (eq Rut) en 100 gramos de masa fresca (mg eq Rut 100 g*
MF).
6.4.2.5.4.- Determinacion de la concentracién de antocianinas
totales
La concentracién de antocianinas totales se determind utilizando el método de pH
diferencial siguiendo las recomendaciones de Du et al. (2014), como se detalla en la seccién
5.2.2.5.4. Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de cianidina-3-glucésido
(eq Cian3gluc) en 100 gramos de masa fresca (mg eq Cian3gluc 100 g* MF).

6.4.2.5.5.- Determinacidn de la capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante (CA) de las diferentes muestras se llevo a cabo mediante dos
métodos, descritos en la seccién 4.4.3.

6.4.2.5.5.1.- Método de FRAP
El método de FRAP (Ferric reducing antioxidant power) fue realizado de acuerdo con la
metodologia descrita por Benzie y Strain (1996). Detallado en la seccién 4.4.3.1. Los resultados
fueron expresados en miligramos equivalentes de Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de
materia fresca (mg eq Trolox 100 gt MF).

6.4.2.5.5.2.- Método de DPPH
El método de DPPH fue realizado seguin la metodologia descrita en Gupta y Prakash (2009)
como se detalla en la seccion 4.4.3.2. Los resultados fueron expresados como miligramos
equivalentes de Trolox (eq Trolox) por cada 100 gramos de materia fresca (mg eq Trolox 100 g™* MF).

6.4.2.6.- Analisis estadistico
El analisis estadistico se realizo utilizando el software InfoStat versién 2017 (Di Rienzo et al.,
2017) como se describe en la seccion 4.4.4.

6.4.3.- Resultados y discusion

6.4.3.1.- Concentracion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
de lechugas a cosecha y luego de tres dias de almacenamiento

postcosecha
La concentracién de fenoles totales presentd un incremento en al tercer dia de
almacenamiento con respecto al dia de la cosecha. Para la el cultivar 'Levistro' se obtuvieron valores
entre 1166,3 y 1347,1 mg EAG*100 g MF el dia de la cosecha (Tabla 6.14) y entre 1642,1y 1818,1
mg EAG*100 g'* MF el tercer dia de almacenamiento (Tabla 6.14). Lo cual representa un incremento
entre un 34,9 y un 40,8 % a diferencia de lo reportado por Luna et al. (2012), quienes después de
un periodo de almacenamiento de 2 dias en aire a 7° C, observaron un aumento de cuatro veces en
la concentracién de fenoles totales en lechuga minimamente procesada. Por otro lado, para el
cultivar 'Carmoli', se registré una disminucién en la concentracién de fenoles totales entre la
cosecha y el tercer dia de almacenamiento en frio, registrando valores entre 2075,9 y 2474,5 mg
EAG 100 g* MF el dia de la cosecha (Tabla 6.14) y entre 1412,9 y 1550,3 mg EAG 100 g* MF al tercer
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dia de almacenamiento (Tabla 6.14). Diferencia que representa una disminucidn de entre 31,9 y
37,3 %. Contrario a lo reportado por Martinez-Sanchez et al. (2012), quienes registraron un aumento
en la concentracidn de fenoles totales en lechuga de hoja verde, hoja roja y Lollo Rosso (Z-Seeds
S.L., Almeria, Espaiia) luego de 7 dias de almacenamiento.

En cuanto a la concentracién de flavonoides totales, el dia de la cosecha para el cultivar
‘Levistro’ se registré una concentracion de flavonoides totales de entre 278,0 y 403,8 mg eq rut 100
g MF mientras que el cultivar 'Carmoli' obtuvo una concentracién entre 609,5 y 840,2 mg eq rut
100 g MF (Tabla 6.14). Al tercer dia de almacenamiento, los valores registrados para el cultivar
‘Levistro’ fueron entre un 26,3 y 40,1% menores, alcanzando valores entre 166,5y 297,5 mg eq rut
100 g* MF. Por su parte que para el cv. ‘Carmoli’ se observaron concentraciones entre 32,0 y 45,7%
menores al tercer dia de almacenamiento, registrando entre 414,2 y 455,9 eq rut 100 g MF (Tabla
6.15). Finalmente, al comparar la capacidad antioxidante (CA) medida por FRAP, para el cultivar
‘Levistro’ se registraron valores de 445,2 y 455,3 mg eq trolox* 100 g'* MF el dia de la cosecha (Tabla
6.14) y valores entre 23,7 y 50,6% mayores, alcanzando valores entre 550,7 y 685,7 mg eq trolox*
100 g* MF al tercer dia de almacenamiento (Tabla 6.15). Este incremento en la CA parece estar
relacionado con el incremento en la concentracidon de flavonoides totales registrado para este
cultivar. Lo anterior confirma los resultados reportados por Lafarga et al. (2020), quienes
encontraron que el procesamiento minimo seguido de un periodo de almacenamiento de 7 dias,
resultaba en un aumento en los valores de FRAP y DPPH en diferentes variedades de lechuga. Sin
embargo, estos autores informaron valores de FRAP entre 1,64 + 0,17 y 10,13 + 0,24 mg eq acido
ascorbico 100 gt MF, valores menores que los registrados en este estudio para ‘Levistro’ (Tablas
6.12y 6.13).

Un comportamiento distinto se observé para el cultivar ‘Carmoli’, donde se registraron
valores entre 764,7 y 852,3 mg eq trolox 100 g* MF el dia de la cosecha (Tabla 6.14) y de 784,3 y
796,0 mg eq trolox 100 g MF para el tercer dia de almacenamiento (Tabla 6.15). Esta diferencia en
el comportamiento de la actividad antioxidante por diferentes variedades de lechugas ratifica los
resultados obtenidos por Lafarga et al. (2020), donde mencionan que la actividad antioxidante
durante el almacenamiento, no es la misma para las diez variedades estudiadas. Esta diferencia
podria deberse a la bioactividad de los diferentes polifenoles acumulados en cada variedad de
lechuga luego del minimo proceso.

Por su parte, el dia de la cosecha la CA medida por DPPH registré valores entre 976,4 y
1.041,0 mg eq trolox* 100 g* MF para el cultivar ‘Levistro’ (Tabla 6.14) y una disminucién de entre
56,3 y 61,6 %, hasta llegar a valores entre 375,0 y 454,6 mg eq trolox* 100 g'* MF al tercer dia de
almacenamiento (Tabla 6.15). Finalmente, durante la cosecha, para el cultivar ‘Carmoli’ se
registraron valores entre 1.169,8 y 1.297,8 mg eq trolox* 100 g MF (Tabla 6.14) y se redujo a
valores entre 409,3 y 433,2 mg eq trolox* 100 g* MF al tercer dia de almacenamiento (Tabla 6.15),
lo cual representa una disminucidn entre el 65,0 y 66,6 %. A diferencia de lo reportado por Lafarga
et al. (2020), que sefialan un incremento en la capacidad antioxidante, medida por DPPH luego del
almacenamiento, en este estudio se observo una reduccién en la CA producto del almacenamiento.
Sin embargo, los valores de DPPH fueron superiores a los reportados por Lafarga et al. (2020) de
entre 3,00 + 0,25 y 14,07 + 0,25 mg eq acido ascorbico 100 g
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Tabla 6.14. Concentracidén a cosecha de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad antioxidante (FRAP y DPPH) de lechugas
Lollo Bionda ‘Levistro’ y Lollo Rosso ‘Carmoli’ cultivadas bajo diferentes concentraciones de NacCl.

Fenoles totales

Flavonoides totales

Antocianinas totales

Capacidad antioxidante

FRAP DPPH
Trat;r:ci(lento ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’
(mol L) mg EAG 100 g* MF mg eq rut 100 g* MF mg eq cian3gluc 100 g* MF mg eq Trolox 100 g* MF mg eq Trolox 100 g* MF
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE
0 1166,3 28,7 2322,4° 83,2 384,2 49,8 7242* 198 24,3 0,8 445,2 13,5 796,5 23,9 9764 17,0 1192,8° 17,2
0,05 1168,6 57,9 2075,9® 60,2 403,8 486 609,5° 65,1 23,8 1,2 4553 12,6 764,7° 22,3 990,7 89 1297,8 1,3
0,1 1347,1 39,8 2474,58 41,7 2780 37,6 840,2° 54,5 25,5 1,7 446,6 13,4 852,3* 255 1041,0 19,1 1169,8° 27,0
valor p ns * ns * ns ns * ns *k

En la tabla se muestra el efecto de la salinidad (NaCl) (mol L) sobre la concentracién de fenoles totales (mg EAG 100 g* MF), flavonoides (mg eq rut 100 g™* MF),
antocianinas (mg eq cian3gluc 100 g MF) y capacidad antioxidante medida por los métodos de FRAP (mg eq Trolox 100 g™ MF) y DPPH (mg eq Trolox 100 g™* MF)
para lechugas Lollo Bionda cv. ‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ a cosecha. Valores representan medias y error estandar (EE) de 9 datos para cada concentracion
de NaCl. EAG: equivalentes de acido galico; eq rut: equivalentes de rutina; eq cian3gluc equivalentes de cianidina 3-glicdsido; eq Trolox: equivalentes de Trolox;

MPF: Masa fresca. *° Letras diferentes corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con
un nivel de significancia de p < 0,05. ns: no significativo; *: < 0,05; **: <0,01.
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Tabla 6.15. Concentracion de fenoles, flavonoides, antocianinas totales y capacidad antioxidante (FRAP y DPPH) lechuga Lollo Bionda ‘Levistro’ y
Lollo Rosso ‘Carmoli’ cultivadas bajo diferentes concentraciones de NaCl luego de 3 dias de almacenamiento bajo diferentes temperaturas y

atmoésferas.
Capacidad Antioxidante
Fenoles totales Flavonoides totales Antocianinas totales
FRAP DPPH
Factor Nivel
‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmoli’ ‘Levistro’ ‘Carmol’
i -1
mg EAG 100 gt MF mg eq rut 100 g1 MF Me €4 aan;liluc 100 mg eq Trolox 100 g1 MF mg eq Trolox 100 g1 MF
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE
) 996,7b 37,3 1851,52 76,3 305,72 28,2 213,9b 20,6 7,8b 0,6 587,1 78,6 490,5° 28,8 307,9b 12,5 467,42 14,2
10 2438,7° 288,3 1128,8* 117,0 123,6¢ 27,1 650,12 21,5 28,32 0,6 638,3 89,0 108742 22,1 525,22 75,6 3758 11,5
Atm (2) Aire 1314,8> 93,1 1744,00 100,9 257,82 39,2 411,1 60,2 17,6 2,6 506,1 70,0 780,4 79,1 315,9b 54,7 424,2 19,8
tm
AM 2120,6° 343,4 1236,3* 130,8 171,5° 27,4 453 53,0 18,4 2,5 719,2 89,0 797,6 74,4 517,12 76,8 419,0 13,8
0 mol L1 1818,1 346,7 14129 199,6 166,5° 48,1 420,6 71,8 19,62 3,0 685,7 77,7 796,0 98,9 454,6 76,1 422,3 28,4
T i NaCl L

ratam'g;to ol 005moll™ 45909 3664 15072 1578 297,5° 382 4142 659 17,3 33 5507 1339 7843 1021 4198 657 4332 181
0,1molL'* 1642,1 2859 1550,3 123,2 179,9° 33 455,9 73,8 17,2 3,1 601,6 89,6 786,6 84,5 375,2 59,6 409,3 3,65

Valorp(l) * %k % % %k % %k %k % %k %k % %k % ns * %k %k * %k * %k %

valor p (2) *k *E* *kx ns ns ns ns *k ns

valor p (3) ns ns oAk ns * ns ns ns ns

valor p (1x2) * ns * ns ns ns ns *k ns

valor p (1x 3) ns * ns ns ns ns ns ns ns

En la tabla se muestra el efecto de diferentes condiciones de almacenamiento: temperatura (5 y 10 °C); atmodsfera (Aire, Atmédsfera modificada (AM)) al tercer
dia de almacenamiento, sobre la concentracién de fenoles totales (mg EAG 100 g* MF), flavonoides (mg eq rut 100 g* MF), antocianinas (mg eq cian3gluc 100 g°
1 MF) y capacidad antioxidante medida por los métodos de FRAP (mg eq Trolox 100 g* MF) y DPPH (mg eq Trolox 100 g* MF) para lechugas Lollo Bionda cv.
‘Levistro’ y Lollo Rosso cv. ‘Carmoli’ cultivadas con diferentes concentraciones de salinidad (NaCl) (mol L'}). Evaluacién realizada al tercer dia de almacenamiento
(Periodo de comercializacién). Valores representan medias y error estandar (EE) de 3 datos para la interaccidn (1 x 2 x 3). EAG: equivalentes de acido gélico; eq
rut: equivalentes de rutina; eq cian3gluc equivalentes de cianidina 3-glicésido; eq Trolox: equivalentes de Trolox; MF: Masa fresca. P Letras diferentes
corresponden a diferencias significativas determinadas por la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de p < 0,05.

ns: no significativo; *: < 0,05; **: <0,01; ***<0,001. No existe interaccidn 2x3 ni interaccion triple (1x2x3) para ninguno de los factores estudiados.
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6.4.3.2.- Efecto de la temperatura y atmosfera de almacenamiento en la
concentracion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de lechugas
luego de tres dias de almacenamiento postcosecha

En cuanto a las diferentes condiciones de almacenamiento, la temperatura presentd un
efecto significativo en la concentracién de fenoles, flavonoides totales y CA por DPPH para ambos
cultivares. También se presentd un efecto significativo en la concentracién de antocianinas totales
y CA por FRAP para el cultivar 'Carmoli', producto de la temperatura. El almacenamiento a 10°C, con
respecto a 5°C, resulté en un incremento del 145 % en la concentracion de fenoles totales para el
cultivar 'Levistro', registrando 2.438,7 y 996,6 mg EAG 100 g MF, respectivamente (Tabla 6.15).
Adicionalmente, se observd un incremento del 204 % en la concentracidn de flavonoides para el
cultivar ‘Carmol{’, registrando valores de 213,9 mg eq rut 100 g* MF a 5 °Cy de 650,1 mg eq rut 100
g! MF a 10 °C (Tabla 6.15) y un incremento del 263 % en la concentracién de antocianinas en el
mismo cultivar, con valores de 7,8 mg eq cian3gluc 100 g* MF a 5 °C y 28,3 mg eq cian3gluc 100 g*
MF a 10 °C (Tabla 6.15). Por otra parte, luego de 3 dias de almacenamiento en el cultivar ‘Carmolf’,
la concentracidn de fenoles totales, disminuyé en 722,7 mg EAG* 100 g MF al subir la temperatura
de almacenamiento de 5 a 10 °C, lo cual representa una disminucién del 39 % (Tabla 6.15). Por otro
lado, al comparar una temperatura de almacenamiento de 5 °C con una de 10 °C, la concentracion
de flavonoides en el cultivar 'Levistro' disminuyd en 182,1 mg eq rut 100 g MF, lo cual representa
una disminucion del 60 % (Tabla 6.15).

En cuanto al uso de una atmésfera modificada activa, generada al almacenar las lechugas
en una bolsa sellada, las lechugas del cultivar 'Levistro' presentaron un incremento del 62 % en la
concentracién de fenoles totales con respecto a las almacenadas en aire. En este sentido, se obtuvo
una concentracion de fenoles totales de 1.314,8 mg EAG 100 g MF, cuando las plantas fueron
almacenadas en aire y a una concentraciéon de 2.120,6 mg EAG 100 g! MF cuando fueron
almacenadas en atmosfera modificada (Tabla 6.15). Un efecto opuesto se obtuvo para el cultivar
‘Carmoli', donde el almacenamiento con aire presentd un incremento del 40 % en la concentracion
de fenoles totales en comparacion con las almacenadas en atmésfera modificada. Finalmente, el
uso de atmodsfera modificada activa fue capaz de proteger la CA medida por DPPH para el cultivar
'Levistro', presentando un incremento del 61 % en comparacién con las registradas para aire. Por su
parte, el uso de una atmdsfera modificada, no afecté la CA medida por FRAP o DPPH del cultivar
'Carmoli' (Tabla 6.15).

De manera similar a lo reportado por Lafarga et al., (2020), la concentracidon de compuestos
fendlicos varié significativamente entre las variedades de lechuga evaluadas. Sin embargo, a
diferencia de lo reportado por estos autores, quienes mostraron un incremento en la concentracién
de compuestos fendlicos, luego del minimo proceso y un periodo de almacenamiento de 7 dias, en
este ensayo el minimo procesamiento y almacenamiento por un periodo de 3 dias, condujo a una
reduccion del contenido fendlico en las lechugas.

6.4.4.- Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos, 'Levistro' y 'Carmoli' presentaron diferentes
respuestas en la concentracion de fenoles y flavonoides durante el almacenamiento. El cultivar
'Levistro' presentd un incremento en la concentracién de fenoles y flavonoides totales, mientras
que 'Carmoli' disminuyé su concentracion.

La temperatura de almacenamiento tuvo un efecto significativo en la concentracién de
compuestos bioactivos en ambos cultivares al tercer dia de almacenamiento. Sin embargo, su efecto
dependid del tipo de compuesto y variedad de lechuga estudiado.

180



El uso de una atmdsfera modificada activa, tuvo efectos opuestos en los cultivares 'Levistro'
y 'Carmoli'. Para el cultivar 'Levistro', se observé un aumento significativo en la concentracién de
fenoles totales y una mayor capacidad antioxidante medida por DPPH. Mientras que el 'Carmoli’,
presentd un incremento en la concentraciéon de fenoles totales cuando se almacend en aire.

Estos resultados destacan la importancia de considerar las condiciones de almacenamiento
especificas para cada tipo y cultivar de lechuga con el fin de preservar los compuestos bioactivos y
asegurar su llegada al consumidor.
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7.- Conclusiones generales

En relacién al objetivo de evaluar la evolucidn de la sintesis de compuestos fendlicos
mediante cosechas sucesivas en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso sometidas a diferentes
niveles y tipos de estimulos/estreses abidticos, los resultados revelan respuestas diferenciadas
entre los cultivares 'Levistro' y 'Carmoli'. Ante la suplementacién con radiacién UV-B no se
observaron reducciones significativas en el rendimiento de las lechugas. Por otro lado, la
concentracién de flavonoides y antocianinas totales aumentd significativamente en las lechugas
‘Carmoli’ en presencia de radiacion UV-B. Adicionalmente, al evaluar la presencia de NaCl en la
solucién nutritiva de lechugas, se observd una reduccién significativa en la masa fresca y un
aumento en la masa seca, asi como también se evidencié un aumento en la concentracion de
compuestos antioxidantes en ambos cultivares, sugiriendo una respuesta adaptativa al estrés salino.
Para el estrés salino, la mayor concentracidn inicial de antioxidantes en las lechugas rojas, como
‘Carmoli', proporciond proteccion contra el estrés abidtico causado por la presencia de NaCl y los
cortes durante las cosechas sucesivas, mientras que el cultivar ‘Levistro’, con menor concentracion
de compuestos antioxidantes recurrio a estrategias como el incremento en la sintesis y acumulacion
de prolina. En conjunto, estos resultados indican la complejidad de las respuestas de los diferentes
cultivares ante distintos estimulos abidticos, lo que denota la necesidad de considerar estrategias
de cultivo especificas para cada variedad. Por otro lado, los resultados presentados develaron que
el corte realizado por cosechas sucesivas generd un incremento en la concentracién de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante de ambos cultivares, evidenciando que el manejo cultural de las
plantas es determinante para obtener lechugas con una alta concentracién de compuestos
fendlicos.

Con respecto al objetivo de evaluar el rendimiento y calidad funcional de lechugas tipo Lollo
Bionda y Lollo Rosso cultivadas bajo diferentes niveles y tipos de estimulos/estreses abiodticos, e
identificar y determinar la concentracion de compuestos fendlicos mediante cromatografia liquida,
los resultados revelan que ambos cultivares de lechugas ('Levistro'y 'Carmoli') presentan los mismos
compuestos de tipo acidos fendlicos y flavonoides, sin embargo es importante destacar que la
concentracién de cada uno de ellos es mayor en el cultivar ‘Carmoli’, que en ‘Levistro’ lo cual se
correlaciona con la mayor concentracion de fenoles y flavonoides totales y con la mayor capacidad
antioxidante, registrada en este cultivar de lechugas rojas. Por otro lado, la Unica diferencia
observada entre los cromatogramas de los diferentes cultivares correspondié al peak de
antocianinas, compuestos que dan su color caracteristico a las lechugas rojas. En relacion a los
diferentes tipos de estrés, la suplementacion con radiacion UV-B generd cambios significativos en
la concentracién de fenoles y flavonoides totales en ambos cultivares. La dosis de 10,5 kJ m2 mostré
la mayor concentracién de estos compuestos, mientras que dosis mds elevadas condujeron a una
disminucién, sugiriendo una posible degradacién como mecanismo defensivo contra el exceso de
radiacion UV-B. Cabe destacar que, en otoiio, temporada donde se cultivaron las plantas para
responder a este objetivo, las dosis de radiacién utilizada generaron dafios a nivel foliar, a diferencia
de lo observado en primavera donde estos dafios no se produjeron. Lo anterior sugiere que lo
determinante no es la dosis de radiacién UV-B por si sola, sino que la respuesta a la luz, depende de
la interaccidn con otras longitudes de onda, como las correspondientes a la radiacién PAR (400-700
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nm). Por otro lado, al considerar la aplicacion de NaCl durante el cultivo, tanto en el cultivar
‘Levistro’ como ‘Carmoli’ se observd un aumento significativo en la concentracién de compuestos
fendlicos totales y en la capacidad antioxidante a medida que incrementaba la concentracién de
NaCl en la solucidon nutritiva. Cabe destacar que ambos cultivares exhibieron un incremento
significativo en la concentracion del acido 5-cafeoilquinico, el cual podria ser utilizado como un
indicador de la exposiciéon al estrés por NaCl. La informacién obtenida mediante la cromatografia
liguida proporciona una mayor comprension de cdmo los compuestos quimicos en las lechugas
responden a los diferentes estimulos y estreses. En conjunto, estos resultados subrayan la
diversidad de respuestas de los cultivares ante diferentes estimulos abidticos y destacan la
importancia de considerar las caracteristicas especificas de cada cultivar al implementar prdcticas
de cultivo para maximizar su calidad funcional.

En relacidn al objetivo de evaluar el comportamiento, de la concentracién de compuestos
fendlicos durante el almacenamiento, mediante el uso de estrategias de postcosecha que involucran
bajas temperaturas en combinacidon con una concentracién de gases con bajo O, y moderado CO;
en lechugas tipo Lollo Bionda y Lollo Rosso, los resultados proporcionan una visién detallada de las
respuestas a estas estrategias postcosecha. En primer lugar, se observa que las concentraciones de
fenoles y flavonoides totales alcanzaron sus valores mas bajos al momento de la cosecha. Sin
embargo, estos valores aumentaron significativamente durante el almacenamiento. Los valores mas
altos de concentracion de fenoles totales se alcanzaron al tercer dia de almacenamiento en plantas
tratadas con cualquiera de las dosis de radiacién UV-B utilizadas. Por otro lado, la aplicacion de bajas
temperaturas (5 °C) como estrategia postcosecha mostré un efecto significativo en la conservacion
de la concentracién de flavonoides totales y en la capacidad antioxidante, en el cultivar 'Carmoli'.
Sin embargo, el cultivar 'Levistro' exhibié un comportamiento opuesto, obteniendo menores valores
de concentracién a bajas temperaturas. Asimismo, la utilizacion de atmdsfera modificada tuvo un
impacto significativo en la concentracidn de flavonoides totales y la capacidad antioxidante para el
cultivar 'Levistro'. Estos resultados destacan la dependencia de los efectos de las bajas temperaturas
y las estrategias de atmdsfera modificada en funcién de la variedad de lechuga estudiada. Lo
anterior sugiere que las estrategias postcosecha, como bajas temperaturas y atmdsfera modificada,
pueden influir de manera significativa en la conservacion y acumulacion de compuestos fendlicos
durante el almacenamiento de lechugas, siempre y cuando se considere la variabilidad en la
respuesta entre cultivares para implementar estrategias que preserven la calidad funcional de las
lechugas.
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