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RESUMEN

En la actualidad las tendencias mundiales para la produccion de alimentos
involucran el incremento en la calidad nutracéutica de los mismos. Es decir, los
aspectos basicos de la quimica agricola en el mundo de hoy tratan de generar
insumos para la produccion agricola a cielo abierto o en ambiente protegido, que
incluyan estrategias para incrementar la cantidad y calidad de compuestos con
actividad nutracéutica. Dentro de estos compuestos, podemos encontrar acidos
fendlicos, flavonoides, antocianinas, aminoacidos, oligosacéaridos, entre otros.
Como mecanismo de defensa inicial ante estrés ambiental, las plantas producen
precisamente varios de los tipos de moléculas mencionados. Actualmente se
conocen estrategias que involucran el manejo de la respuesta a estrés en plantas;
dentro de las cuales se encuentran el empleo de los estimulos denominados
Factores Inductores de Metabolitos (FIM’s). Un FIM, mimetiza el estimulo que un
estrés ambiental le ocasiona a las plantas, de tal forma que el manejo de estos
puede incrementar la produccién de metabolitos de interés. En este trabajo se
estudiaron 2 FIM’s (déficit hidrico y aplicacion foliar de acido salicilico) en un
sistema de produccion de lechuga en ambiente protegido. Se evalué el efecto de
estos FIM’s en el contenido de compuestos bioactivos y su relacién con algunas
caracteristicas de vida de anaquel en plantas de lechuga. Nuestros resultados
sugirieron que los FIM’s evaluados en términos generales incrementaron los niveles
compuestos bioactivos relacionados con calidad nutracéutica y vida de anaquel.



1. ANTECEDENTES

1.1. Caracteristicas generales de la lechuga (Lactuca sativa L.).

1.1.1. Origen e historia de la lechuga

La lechuga como cultivo se originé probablemente en la cuenca mediterranea, una
prueba evidente es la existencia de una forma primitiva de lechuga, casi silvestre
Lactuca serviola L. (Martinez, 2008). Las primeras indicaciones ciertas de la
existencia de lechuga datan de aproximadamente 4.500 afios a.C. en grabados de
tumbas egipcias, en que se representan lechugas similares a las hoy conocidas
como tipo esparrago.lgualmente fue conocida y utilizada por los antiguos persas,
griegos y romanos.El nombre latino de la lechuga (Lactuca sativa L.), se deriva de

la raiz lac, que significa “leche” y sativa “cultivada” (Salinas, 2010).

1.1.2. Tipos de lechuga

La forma de crecer de la lechuga permite que se le clasifigue en tres tipos
principales dentro de los cuales se puede colocar todas las variedades comerciales:
de cabeza, de hoja suelta y cos. Las lechugas que forman una cabeza, llamadas
también “lechugas arrepolladas” son las que figuran con mas frecuencia en el
comercio. Las lechugas de hoja suelta no forman cabezas. Las lechugas llamadas
cos o también lechuga orejona, forma una cabeza ovalada que es intermedia entre

la lechuga de cabeza y la de hoja suelta (L6pez, 2001).

En Estados Unidos, los cuatro tipos principales de lechuga son: a) crisphead
(acogollada con hojas crujientes), b) romana, c) Leaf (sin acogollar) y d) butterhead

(acogollada con hojas mantecosas) (Davis y col., 2002).



1.1.3. Morfologia y taxonomia

La lechuga es una planta herbacea anual, autbgama, de hojas basales lisas,
sésiles, con 4pice redondo o rizado, su color va del verde amarillo hasta el morado
claro dependiendo de la variedad y cultivar. Su tallo es cilindrico y su raiz que no
sobrepasa los 25 cm es pivotante con ramificaciones. La inflorescencia presenta
capitulos florales en racimos o corimbos. Los frutos son aquenios blancos crema,

de 4-2 mm de largo (Veladsquez, 2007).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de la lechuga (Salinas, 2010)

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliphyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Orden Asterales
Familia Ateraceae
Genero Lactuca L.
Especie Lactuca sativa L.
Variedad px05516006
Nombre comudn Lechuga orejona

1.1.4. Condiciones edafocliméaticas

La lechuga se desarrolla a una altitud de 1-2200 msnm, son plantas que se adaptan
a climas templados principalmente, aunque también prosperan en climas calidos y

frios. La temperatura media Optima para el crecimiento oscila entre 15y 18 °C con



maximas de 21 °C y minimas de 7 °C. Las temperaturas nocturnas necesarias para
el desarrollo de cabezas firmes y sdlidas son entre 7.2-10 °C, combinadas con

temperaturas en dias soleados de 12.8-26.7 °C (Salinas, 2010).

El sistema radicular de la lechuga es muy reducido en comparacién con la parte
aérea, por lo que es muy sensible a la falta de humedad y soporta mal un periodo
de sequia, aunque éste sea muy breve. La humedad relativa conveniente para el
cultivo de la lechuga es de 60 a 80 %. La humedad ambiental excesiva favorece el
desarrollo de enfermedades (Martinez, 2008).

En general el cultivo de lechuga se desarrolla adecuadamente en un amplio rango
de tipos de suelo. Debido a que el sistema radicular no es muy extenso requieren
suelos con una alta capacidad de retencion de humedad (Velasquez, 2007). Se
recomiendan suelos arcillo-arenosos, de alta fertiidad y un pH entre 5.8 y 6.8
(Salinas, 2010).

1.1.5. Riego

La frecuencia y cantidad de riegos depende del tipo de suelo, del tamafo de la
planta y del clima. La lechuga requiere de 300 a 600 mm de agua durante todo su

ciclo, para su normal desarrollo (Martinez, 2008).

1.1.6. Desarrollo de la planta

Las plantas de lechuga pasan por tres fases de crecimiento: desarrollo de la
plantula, periodo de roseta y formacion de cogollo. El desarrollo de la plantula dura
desde la germinacion hasta el aclareo o trasplante. El trasplante se realiza
generalmente en la fase de tres a cuatro hojas, que aproximadamente tiene lugar 3

a 4 semanas después de realizada la siembra.



Cuadro 2. Fases de desarrollo de la lechuga (Salinas, 2010)

Fase Observaciones
Germinacion La radicula emerge de la semilla.
Cotiledon Los cotiledones emergen y se expanden.

Aumento de las hojas

verdaderas
Roseta

Formacion del cogollo

Madurez

Sobremadurez
Formacion del tallo de

la semilla

Floracion

Produccion de semilla

Las hojas emergen y se expanden.

Hojas con estructura aplanada a erguida.

Comienza cuando emerge una hoja curvada y se
expande. Hojas sucesivas mas curvadas hasta que
son completamente

envueltas por las hojas

exteriores.

Se desarrolla un namero suficiente de hojas en el
interior, de modo que se forma un cogollo esférico
firme. Requiere de 60-120 dias, dependiendo de la

estacion.

Las hojas del cogollo contindan expandiéndose hasta

que se forman grietas por la presion.

El punto de crecimiento se alarga y emerge a través

de la parte superior del cogollo.

Se inicia con la formacién de la yema terminal y la
apertura de la flor. Las flores se forman diariamente
duran te 50-70 dias
Empieza con la flor terminal, el involucro se seca y
abre en 12-14 dias




1.1.7. Valor nutricional
Cada variedad de lechuga presenta valores nutritivos distintos; pero en general, las
lechugas son ricas en fibra, ademas de ser una fuente importante de vitaminas y

minerales, tales como: calcio, hierro, vitamina A y C, entre otros (Salinas, 2010).

Cuadro 3. Valor nutricional de lechuga en 100 g de tejido (Salinas, 2010)

Compuesto Cantidad
Calorias 18 Kcal
Agua 94.0¢g
Proteinas 1.30g
Grasas 0.30g
Cenizas 0.90¢g
Carbohidratos 3.50¢
Fibra 1.90¢
Calcio 68 mg
Hierro 1.4 mg
Fosforo 25 mg
Vitamina C 18 mg

1.1.8. Produccién

La lechuga (Lactuca sativa L.) se considera como la hortaliza de hoja por
excelencia y se ubica dentro de los siete productos principales del comercio
internacional (INEGI, 2010), es ampliamente conocida y se cultiva en casi todos los

paises del mundo.

La importancia del cultivo de la lechuga ha ido incrementando en los ultimos afios,

principalmente por la diversificacion de tipos varietales. Respecto a lo anterior,



China, Estados Unidos y Espafia, ocupan el primer, segundo y tercer lugar
respectivamente en la produccion de lechuga a nivel mundial, mientras que México
ocupa el 10°, siendo los principales estados productores Aguascalientes, Baja
California, Guanajuato, Jalisco, México, Michoacan, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Sonora y Zacatecas con el 77.8 % del total de la produccién nacional
(SAGARPA-SIAP, 2010).

1.1.9. Plagas y enfermedades

La resistencia de o susceptibilidad a las enfermedades y/o plagas depende de cada
cultivar de lechuga, asi como del manejo. Las enfermedades son un importante
factor limitante para la produccion de lechugas cuando no se dispone de cultivares
resistentes. La naturaleza y frecuencia de estas enfermedades depende de las

condiciones locales (Salinas, 2010).

1.1.9.1. Plagas

Las plagas mas comunes en los cultivares de lechuga que se establecen en el
estado de Querétaro se enuncian a continuacion. En el control fitosanitario agricola

la clave importante es la prevencién (Salinas, 2010).

e Pulgones

e Gusano falso medidor
e Gusano soldado

e Mosca blanca

e Trips

e Diabrotica

e Chinche arlequin



1.1.9.2. Enfermedades en la lechuga

Las enfermedades infecciosas pueden ser causadas por agentes como bacterias,
virus, fitoplasmas, hongos y nematodos (Martinez, 2008).
Las principales enfermedades son:

¢ Antracnosis (Marssonina panattoniana)
e Botritis (Botrytis cinerea)

e Mildiu velloso (Bremia lactucae)

e Esclerotinia (Sclerotinia sclerotiorum)

e Septoriosis (Septoria lactucae)

e Virus del mosaico de la lechuga (LMV)

1.2. Efecto de la temperatura en el manejo poscosecha

Las frutas y hortalizas frescas son productos perecederos porque se deterioran
facilmente luego de la cosecha, uno de los factores mas importantes que influyen
en la vida poscosecha de los productos horticolas es la temperatura. La practica
mas aconsejable para prolongar la vida util lo maximo posible es comenzar con la
reduccion de la temperatura de fruto o planta inmediatamente posterior a su
cosecha siendo diferente para cada fruta y hortaliza, variando incluso entre
variedades de la misma especie, debido a que las bajas temperaturas disminuyen
la actividad enzimatica y microorganismos responsables del deterioro, reducen el
ritmo respiratorio, conservan las reservas consumidas en este proceso, retardan la
madurez y reducen el déficit de presion de vapor entre el producto y el medio
ambiente, disminuyendo la pérdida de agua por transpiracion (Lépez, 1992;
Gonzalez, 2004; Chiesa, 2010).

Las variables de mayor importancia que se ven directamente afectadas por la

temperatura son la respiracion, la transpiracién y la produccion de etileno. Las tres



estan vinculadas a procesos que implican el deterioro y la pérdida de atributos de
calidad del producto vegetal y se ven reducidas con la disminucion de la
temperatura de almacenamiento, de manera particular la respiracion (Gonzélez,
2004).

Una temperatura de 0 °C y una humedad relativa de 95 % conservan la lechuga de
21-28 dias. A 5 °C se logra una vida util de 14 dias, siempre y cuando no haya

etileno en el ambiente (Salinas, 2010).

1.3. Déficit hidrico en plantas

La disponibilidad de agua es considerada como uno de los factores fundamentales
en la limitacion de la supervivencia, crecimiento y distribuciébn geografica de las
plantas (Olivares, 2005). El déficit hidrico no solo ocurre cuando hay poca agua en
el ambiente, sino también por temperaturas extremas bajas o altas y por una
elevada salinidad del suelo debido a que estas condiciones, inducen una

disminucién del agua disponible del citoplasma de las células (Moreno, 2009).

Cuando el déficit hidrico se desarrolla lentamente, las plantas pueden presentar
respuestas de aclimatacion que tienen efectos sobre el crecimiento celular, siendo
este uno de los procesos fisiolégicos mas sensibles al déficit de agua, de manera
gue la sequia reduce la expansion y el area foliar, dandose un aumento del
crecimiento radicular. Otras manifestaciones fisiolégicas y bioquimicas en la planta,
causadas por el déficit hidrico son, aumento en la concentracion de solutos
compatibles (azucares solubles, aminoacidos totales, prolina libre o glicina betaina),
cambios en la concentracion y conformacion de lipidos y proteinas de membrana,
disminucién del contenido hidrico celular, manifestado en una disminucion del
contenido relativo de agua en las hojas y por ende de la turgencia celular (Olivares,
2005; Moreno, 2009).



La lechuga (Lactuca sativa L.) tiene un ciclo de 70 a 130 dias. Los consumos de
agua van entre 52 mm y 125 mm dependiendo de la época del afio en que se
produzca. Las necesidades de agua se incrementan progresivamente conforme al
desarrollo del cultivo. Es un cultivo sensible al déficit hidrico por su sistema
radicular poco profundo, efecto que se hace evidente sobre la produccion de
materia verde, exigiendo niveles hidricos en el suelo cercanos a capacidad de
campo. Esto lleva al productor a la aplicacion continua de agua que, en la mayoria

de los casos, resulta superior a sus necesidades (Salinas, 2010).

1.4. Estrés por déficit hidrico

El estrés por déficit hidrico o por sequia se produce en las plantas en respuesta a
un ambiente escaso en agua, en donde la tasa de transpiracion excede a la toma
de agua. Cualquier cambio de las condiciones ambientales que resulte en una
respuesta de la planta que sea menor a la 6ptima puede considerarse como

estresante (Moreno, 2009).

A causa de su papel esencial en el metabolismo de las plantas, el déficit de agua
afecta rapidamente los procesos que van desde la fotosintesis hasta la respiracion.
El efecto del estrés por sequia generalmente es reflejado en una disminucion de la
produccion y del crecimiento total; esto con respecto al grado de reduccion de
factores, como la etapa de crecimiento y el agotamiento de agua, asi como el

tiempo de duracion de las condiciones de sequia (Basurto y col., 2008).

Las plantas a lo largo de su desarrollo experimentan algun grado de estrés por
déficit hidrico. En los sistemas naturales, un déficit de agua puede ser el resultado
de bajas precipitaciones, baja capacidad de retencién de agua del suelo, excesiva
salinidad, temperaturas extremas frias o calientes, baja presion de vapor

atmosférica o una combinacion de estos factores (Olivares, 2005; Moreno, 2009).



Una de las principales respuestas al estrés hidrico es la modificacién de la
expresion génica, relacionada con la produccion de enzimas clave en la via de
sintesis de osmolitos, proteinas con funcién protectora, enzimas antioxidantes,
factores de transcripcion y otras proteinas involucradas en las respuestas al estrés
hidrico (Moreno, 2009).

1.5. Respuesta a estrés

Las respuestas de la planta dependen del genotipo y del estado de desarrollo de la
misma en el momento del estrés, de la duracion y la severidad del mismo y de los
factores que lo provoquen. En estrés abiotico, una vez activadas estas respuestas,
el crecimiento propiamente dicho, se vera limitado por el aporte de nutrientes,
elementos minerales y carbohidratos. La planta es capaz de, si las condiciones
ambientales se vuelven desfavorables, reprimir las respuestas de crecimiento y
desencadenar mecanismos de proteccién y defensa que abortan el desarrollo y
aseguran la supervivencia de la planta bajo condiciones ambientales adversas. En
ataque por patégenos, los mecanismos de defensa constitutivos actian deteniendo
la entrada de éstos en los tejidos de la planta; funcionan de forma constante,
utilizando estrategias quimicas o estructurales. Las primeras consisten en la
produccion por parte de la planta de gran diversidad de sustancias toxicas para los
organismos patégenos. Ejemplos de éstas son alcaloides, fenoles y polifenoles,
aceites esenciales y terpenos en general. Si a pesar de estas defensas el patdégeno
entra en la planta, ésta puede activar mecanismos de defensa con el fin de detener
la infeccion, son los llamados mecanismos de defensa inducidos por patégeno
(Montoliu, 2010).

La respuesta al estrés puede ser de muchos tipos, algunos de ellos especificos de
un cierto estrés, mientras que otros son mas generales (Azcon y Talén, 2008):

e Los cambios en la actividad hormonal. Ademas de participar en la

percepcion de la sefal, la modificacion de los niveles hormonales puede

incrementar la resistencia al estrés.

10



Las alteraciones en el desarrollo de las plantas. Normalmente se aprecia un
menor desarrollo vegetativo, asi como una reduccion del numero de
estructuras reproductivas que aceleran su desarrollo para asegurar la
siguiente generacion.

La muerte celular y la absicion de los tejidos dafiados que elimina el foco de
infeccion en estrés bidtico, disminuye la superficie de transpiracion y permite
reciclar nutrientes.

La sintesis de nuevas proteinas, como la ubiquitina y las proteasa implicadas
en la degradacion de las dafiadas, y las proteinas de choque térmico,
inducidas no sélo frente a temperaturas extremas, que actian como
chaperonas, plegando proteinas desnaturalizadas por el estrés y previniendo
la formacion de agregados proteicos irreversibles.

El aumento o la disminucion en la activad de rutas alternativas de disipacion
y obtencion de energia, como la fermentativa.

La sintesis y acumulacion de compuestos osmoprotectores que actuan
restaurando el potencial hidrico o bien como protectores de la estructura de
membranas y macromoléculas.

La sintesis de metabolitos secundarios protectores.

El acido salicilico (SA), el acido jasmonico, el etileno y el acido abcisico (ABA) son

moléculas tradicionalmente caracterizadas como reguladoras en procesos de

estrés. El SA esta implicado en la activacion de defensas locales, en la resistencia

sistémica adquirida (SAR) y resistencia sistémica inducible (RSI), asi como en la

irradiacion de las plantas con luz UV-C y la exposicion a ozono (Salinas, 2010).

1.6. Acido salicilico en las plantas

El acido salicilico (SA por sus siglas en inglés) se encuentra en los tejidos de las

plantas en forma libre o conjugada; se produce en hojas jovenes, meristemos

florales y vegetativos y es transportado via floema. En forma conjugada se

11



encuentra en conjugados de azlcares, como son ésteres de glucosa y glucésidos,
como la salicina, que por accion enzimatica o mediante acidos, se hidroliza en
glucosa y saligenina, esta ultima por oxidacion general del SA (Villanueva y col.,
2009).

Es un regulador de crecimiento de naturaleza fendlica que participa en diferentes
procesos en las plantas, como la germinacién de semillas, crecimiento celular,
respiracion, cierre de estomas, expresion de genes asociados a senescencia,
repuesta a estrés abidtico y de forma esencial en la termogénesis, asi como en la
resistencia a enfermedades (Rangel y col., 2010; Salinas, 2010 ). Se han llevado a
cabo estudios que han reportado el papel del acido salicilico en la induccion de la
tolerancia al estrés en plantas al frio (Benavides y col., 2004), salinidad (Palma,
2009) y sequia (GOmez y Cepeda, 2010), por lo que se sabe que participa
activamente en las respuestas de adaptacibn en ambientes extremos
incrementando su concentracion cuando las plantas son sometidas a condiciones
de estrés y que en ocasiones incrementa la sintesis de metabolitos especificos
(L6pez y col., 1998; Arias y col., 2009; Salinas, 2010).

1.7. Metabolitos secundarios (MS)

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que no
solamente tienen una gran importancia ecolégica porque participan en los procesos
de adaptacion de las plantas a su ambiente, como es el establecimiento de la
simbiosis con otros organismos y en la atraccion de insectos polinizadores y
dispersores de las semillas y frutos, sino que también, una sintesis activa de MS se
induce cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas tales como: a) el
consumo por herbivoros (artrépodos y vertebrados), b) el ataque por
microrganismos: virus, bacterias y hongos, c) la competencia por el espacio de
suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies de plantas y d) la

exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés abidtico (Sepulveda y col., 2003).
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Se estima que mas de 100 000 estructuras de MS son producidos por las plantas y
en la actualidad, se conocen aproximadamente 20,000 estructuras. Los
compuestos secundarios de plantas de interés comercial, han sido incluidos en tres
principales categorias segun sus rutas biosintéticas: terpenos, compuestos
fenolicos y compuestos nitrogenados. Entre los compuestos fendlicos se incluyen
los acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides y taninos. Las aplicaciones
farmacéuticas de estos compuestos son considerables, se refieren sus efectos
como analgésicos, antibacterianos, antihepatotoxicos, antioxidantes, antitumorales,

inmuno-estimulantes, entre otras (Sepulveda y col., 2003; Pérez y Jiménez, 2011).

La sintesis de MS depende de la etapa de desarrollo de la planta y sus niveles
constitutivos sélo se incrementan como parte de la respuesta al estrés abidtico o
bidtico. Este aumento en los niveles de MS, es importante para la supervivencia de
las plantas, ya que su sintesis se deriva del metabolismo primario y porque algunos
compuestos son téxicos para la misma planta. En este sentido, también es
relevante hacer notar que la biosintesis y el almacenamiento de MS o de sus
precursores, ocurren en diferentes lugares de la célula vegetal (Sepulveda y col.,
2003).

1.8. Nitratos (NO3)

El nitrégeno (N) es el elemento de mayor influencia en el crecimiento de cualquier
cultivo, siendo una molécula esencial en la composicibn de proteinas, acidos

nucleicos y otros componentes celulares (Mayz, 2004).

Los NO3™ son una sal quimica derivada del nitrégeno, que en concentraciones bajas
se encuentra de forma natural en el agua y suelo (Salinas, 2010). El NO3 es la
principal fuente de N para los cultivos, pues usualmente se encuentra en mayor
cantidad que el NH4;* (amonio), en la mayoria de los suelos agricolas y es una
forma preferida para la absorcion, ya que es facilmente accesible para las plantas,

por su movilidad en la solucién del suelo y porque se acumula en los tejidos antes
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de ser asimilados, pues contrario al NH4*, es poco toxico; ademas, cumple otros
papeles fisiolégicos dentro de la planta como sustancia osmoética que ayuda a

conservar el agua de los tejidos (Villalobos, 2001).

La absorcién de NOj3’, ocurre usualmente en aquellos tejidos mas diferenciados de
la raiz. En plantas bajo condiciones de alta radiacién solar se incrementa la
absorcion de NO3' y la actividad de la nitrato reductasa (NR) en plantas limitadas en
carbono. De esta manera, la actividad es mayor de dia que de noche, mayor en las
hojas iluminadas que en las hojas sombreadas. Una vez absorbido el NOj3’, se
acumula en las vacuolas de la raiz, hojas y tallo, aqui el NO3 no es
metabolicamente activo; el activo, o sea el que activa a la NR es el que pasa al
citosol de las células, lo cual depende de la radiacién solar; en la oscuridad no se
induce la NR y en condiciones de estrés hidrico como de temperatura alta
disminuyen la actividad de la NR (Villalobos, 2001).

La asimilacion del NOj3 ocurre con la intervencion de dos enzimas: la nitrato
reductasa (NR), una metaloproteina con Fe y Mo, que transforma el NO3™ a NO;’
(nitrito) y la reductasa del nitrito (Rni) que transforma el NOs” a NH,".Estas enzimas
se encuentran tanto en las raices como en las hojas (Villalobos, 2001). La
distribucion relativa de la reduccién de NO3 entre las raices y la parte aérea varia
con la especie; sin embargo, en términos generales, la reduccion en las hojas

ocurre, generalmente, en condiciones de alta luminosidad (Villalobos, 2001).

En hortalizas como la lechuga, concentraciones altas de NO3z no son deseables,
puesto que al consumirla, la reduccion intestinal a NO," puede reaccionar, en medio
acido del estbmago, con las aminas, sustancias obtenidas por el metabolismo de
los alimentos originando nitrosaminas, que son sustancias cancerigenas en
humanos (Salinas, 2010; Villalobos, 2001). Ademas también el NO,™ producto de la
reduccion del NO3™ puede reaccionar con la hemoglobina, produciendo productos
oxidativos y metahemoglobina que conduce a la disminucion del suministro de

oxigeno en el cuerpo, produciendo problemas respiratorios (Salinas, 2010).
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El grado de acumulacion de nitrato no s6lo depende del tipo y variedad genética,
sino también de la temperatura, el contenido y el tipo de nitrogeno disponible
(Salinas, 2010), por lo anterior, la Unién Europea (UE) ha establecido contenidos
maximos de nitratos permitidos para lechuga cultivada en invernadero y al aire libre

en diferentes épocas del afio (Diario Oficial de las Comunidades Europeas, 2002).

Cuadro 4. Contenidos maximo de Nitratos en lechuga regulados por la Unidn

Europea (Diario Oficial de las Comunidades Europeas, 2002)

Tipo de cultivo Periodo de cosecha Partes por millon (ppm)
1 octubre — 31 marzo 4 500
Lactuca sativa L. Invernadero 4 000

Campo abierto
1 abril — 30 septiembre 3 500
Invernadero 2 500

Campo abierto

1.9. Niveles de clorofila (lecturas SPAD: Soil Plant Analysis Development)

Los valores SPAD se basan en el principio de que parte de la luz que llega a la hoja
es absorbida por la clorofila y el resto que se refleja entra en contacto con la celda
detectora del SPAD-502 y es convertida en una sefal eléctrica. La cantidad de luz
captada por la celda es inversamente proporcional a la cantidad de luz utilizada por
la clorofila, la sefial es procesada y la absorbancia es cuantificada en valores
dimensionales que van de 0 a 199, por lo que las unidades SPAD seran siempre
las mismas de acuerdo con el tono verde de las hojas (Rodriguez y col., 1998).

La relacién directa entre el contenido de nitrégeno y las lecturas SPAD en las

plantas, indican una adecuada fertilizacion con nitrégeno, presentando un color

15



mas verde en sus hojas, lo cual puede considerarse como una herramienta

alternativa para estimar el estatus de nitrdgeno en la planta (Salinas, 2010).

1.10. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
guimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, y como agentes
protectores frente a la accion de patégenos y factores adversos del ambiente, entre
otros, siendo secretados como mecanismo de defensa, englobando més de 8 000
compuestos distintos, los cuales poseen un anillo fenol como estructura comun,
siendo los flavonoides polifenoles que poseen al menos 2 subunidades fendlicas
(Silva, 2007). Estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, variando
considerablemente de acuerdo al tipo de compuesto quimico que se trate,
situandose en el interior de las células o en la pared celular, siendo también su
concentracion variable a lo largo del ciclo vegetativo (Salinas 2010). Estan
asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia, dureza), las
caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de los alimentos de origen
vegetal (Paladino, 2008).

Los compuestos fendlicos se consideran sustancias bioactivas, con capacidad
antioxidante a través de su actividad secuestradora de radicales libres; esta
actividad est4 relacionada directamente con la estructura quimica de los
polifenoles, siendo su potencial antioxidante dependiente del niumero y de la
posicion de los grupos hidroxilos y su conjugacion, asi como de la presencia de

electrones donadores en el anillo estructural (anillo B) (Salinas, 2010).

1.12. Antioxidantes

Existen cinco tipos de antioxidantes principales de acuerdo a la funcién que
desempeiian. En los antioxidantes primarios se encuentran los compuestos

fendlicos que estan presentes en plantas; su funcién en las plantas es variada:
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defendiendo contra insectos y patdégenos, absorbiendo la luz, promoviendo la

polinizacién, reduciendo el crecimiento de plantas competitivas (Salinas, 2010).

Cuadro 5. Clasificacion de antioxidantes (Salinas, 2010)

Tipos de antioxidantes

Primarios

Secuestradores de
oxigeno
Secundarios

Enzimaticos

Agentes quelantes

Sustancias fendlicas que acaban con las cadenas de
radicales libres en oxidacion de lipidos y funcionan
donando electrones. Ejemplo: Tocoferoles, BHT, TBC,
entre otros.

Reaccionan con el oxigeno removiéndolo. Ejemplo: Acido
ascorbico, palmitato de ascorbilo, entre otros

Funcionan descomponiendo los hidroperoxidos lipidicos en
productos finales estables.

Enzimas que tienen por funcion la remocién de oxigeno
disuelto o remocion de especies altamente oxidativas.
Mejoran la accién de los antioxidantes fendlicos. La
mayoria tiene poca a ninguna actividad antioxidante.
Ejemplo: Acido citrico, aminoacidos y fosfolipidos cono

cefalina.

1.11. Capacidad Antioxidante

Recientemente se ha incrementado el interés por los compuestos fenélicos como

antioxidantes, debido al interés de conocer la capacidad antioxidante de los

constituyentes bioactivos que se consumen en los alimentos (Salinas, 2010), esto

es porque desde el punto de vista nutricional, la actividad antioxidante, se asocia

como protector en las enfermedades crénico degenerativas (Silva, 2007).
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La capacidad antioxidante y secuestradora de radicales libres es una propiedad
comun de la gran mayoria de los compuestos bioactivos (Salinas, 2010), esta
propiedad se asocia a su capacidad de capturar radicales libres, que hace que
presenten un efecto positivo frente a distintas perturbaciones de la calidad de los
alimentos y de la salud (Martinez, 2007). Las frutas, los vegetales y las
leguminosas proporcionan una amplia variedad de antioxidantes; siendo los
antioxidantes compuestos que inhiben o retrasan la oxidacion de otras moléculas

mediante la inhibicion de la propagacion de reacciones de oxidacion (Silva, 2007).

1.13. Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo se define como la exposicion de la materia viva a diversas
fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de
eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un
incremento exagerado de la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS)
(Venereo, 2002). Es un estrés de tipo bioquimico, derivado de la propia accion del
metabolismo. Cualquier alteracion de las condiciones éptimas de un cultivo incide
de forma negativa en la fisiologia de la planta, se altera la cadena de transporte

electrénico y se genera un estrés oxidativo (Montoliu, 2010).

Por lo tanto, el incremento en la capacidad de eliminacion de estas ROS por parte
de la planta se considera como sintoma de tolerancia, mientras que la ausencia de
respuesta o una disminucion respecto a los valores control se considera sintoma de
sensibilidad; siendo las ROS radicales libres (RL) o precursores de radicales
(Montoliu, 2010).

El equilibrio entre radicales libres y antioxidantes se pierde debido a una mala
alimentacion, algunas enfermedades, habitos, entre otros factores. Este
desequilibrio entre la velocidad de formacion de radicales libres y la velocidad de su

destruccién provoca una elevada produccion celular de los radicales libres, los
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cuales reaccionan quimicamente con lipidos, proteinas, carbohidratos y DNA al
interior de las células, y con componentes de la matriz celular, desencadenando
dafos irreversibles que incluso pueden conducir a la destruccion de los sistemas

celulares (Montoliu, 2010).

1.14. Prolina

La prolina es un aminoacido que se encuentra en pequefias cantidades en las
plantas, cuando éstas crecen en condiciones optimas. En condiciones de estrés, se
ha encontrado que el contenido de prolina aumenta en respuesta a estrés hidrico
(Parra y col., 1999; Rodriguez y col., 2003) y salinidad (Garcia, 2003; Chaman,
2007) para actuar como un agente osmoético, protegiendo a la planta de la
deshidratacion. La sintesis de la prolina se realiza a partir del acido glutamico, tanto
en condiciones normales como bajo estrés hidrico. Actualmente se reconocen dos
vias metabalicas, glutamato y ornitina. El incremento de la prolina se relaciona con
la disminucién del potencial hidrico en hojas y el contenido relativo de agua (de la O
y col., 2011).

El ajuste osmoético (incremento neto en la cantidad de solutos osmoticamente
activos en los tejidos) se alcanza mediante la acumulacién de iones inorganicos, o
a través de la sintesis de solutos organicos, entre los cuales la prolina es uno de los

osmolitos mas ampliamente distribuidos en plantas superiores. (Garcia, 2003).

Se ha planteado que la respuesta de las plantas ante situaciones de estrés, se
puede encontrar definida por una serie de respuestas, lo cual desencadena
procesos fisioldgicos en la misma donde destaca el metabolismo intermedio de los
vegetales, como es la acumulacion de sustancias (solutos osmoprotectores), las
cuales son constituyentes normales de las células, toda una serie de metabolitos
secundarios, pero particularmente aminoacidos libres como prolina actuando como

un mediador del ajuste osmaético (Chaman, 2007).
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1.15. Atributos de Calidad: Color y Textura

Durante el crecimiento, maduracion y envejecimiento, las plantas y frutas,
continuamente estan sujetas a la accion de enzimas. Durante el periodo previo a la
cosecha la expresion de estas modificaciones se refleja en cambios en la firmeza

de las frutas, en la composicion quimica y en el color (Zapata y col., 2007).

Los factores relacionados con la apariencia son los atributos de calidad mas
juzgados por los consumidores a la hora de comprar productos frescos, como es el
tamanio, color, forma y textura o firmeza, estos ultimos constituyen normalmente las
bases de aceptacion o rechazo por parte de los consumidores. Un color y olor
caracteristico es deseable pues indica madurez y refleja calidad de consumo asi
como también la textura, debido a que los cambios texturales estan asociados con
el ablandamiento y la pérdida de firmeza, y la firmeza esta relacionada con la
resistencia al estrés mecdanico durante el transporte (Zapata y col., 2007; Flores,
20009).

La determinacion de la calidad en frutas y hortalizas ha ido evolucionando segun
las exigencias del mercado; las mediciones instrumentales se han preferido sobre
las evaluaciones sensoriales tanto por los investigadores como por la propia
industria, ya que dichas mediciones reducen la variabilidad entre los individuos, son
mas precisas y pueden proporcionar un lenguaje comun entre los investigadores, la
industria y los consumidores. La apariencia es detectada por instrumentos de
medicion electromagnética (generalmente Opticos), las propiedades texturales por

mediciones mecanicas (Flores, 2009).
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2. HIPOTESIS

Aplicaciones controladas de acido salicilico y de estrés hidrico durante el cultivo de
lechuga (Lactuca sativa L.) en invernadero, incrementaran la presencia de
compuestos bioactivos que estan relacionados con la calidad nutracéutica y vida de

anaquel.
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3. OBJETIVOS
3.1. General
Evaluar el efecto de dos factores inductores de metabolitos (acido salicilico y estrés

hidrico) en la calidad nutracéutica y caracteristicas relacionadas con vida de
anaquel en lechugas (Lactuca sativa L. var. px06516006) cultivadas en

invernadero.

3.2. Especificos

e Determinar niveles de compuestos bioactivos presentes en muestras de

lechuga en los tratamientos con &cido salicilico y déficit hidrico.
e Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas en los diferentes tratamientos

aplicados de los FIM’s (acido salicilico y déficit hidrico) relacionadas con vida

de anaquel en lechuga (textura y color).
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiales

4.1.1. Material vegetal

Lechuga orejona variedad px05516006

4.1.2. Invernadero

El experimento se desarrolld6 en un invernadero del campus Amazcala de la
Facultad de Ingenieria de la Universidad Autonoma de Querétaro, localizado en el
estado de Querétaro, en la comunidad de Amazcala, sobre la carretera Querétaro-
Chichimequillas. El invernadero tenia una extensién de 108 m? (9x12) con una
altura de 5 m, estructura tipo capilla a doble capa, con cubierta plastica de
polietileno de 800 galgas en espesor; de estructura de PTR de 2”, orientacion de
Norte a Sur, con ventilacion lateral y cenital cubierta por malla antiafidos, y dos

accesos de puertas corredizas en cada uno de sus extremos.

Figura 1. Invernadero utilizado. Invernadero tipo capilla a doble capa
con cubierta plastica de polietileno, de 108 m? de extension.
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4.1.3. Sustrato

El cultivo de lechuga se desarroll6 en sustrato de material poroso (piedra pémez)
de caracteristicas fisicas de granulometria entre 6-8 mm y un diametro medio de
particula (Dso) de 5 mm, el cual se colocé en bolsas negras con una capacidad de
10 L.

Figura 2. Sustrato del cultivo de lechuga orejona. a) Piedra pémez y b)
contenedores para el cultivo.

4.2. Método

4.2.1 Preparacion del invernadero

Las instalaciones del invernadero se desinfectaron con una solucion comercial de
Full Gro concentracion de 2 mL/L de agua, aplicando de manera uniforme sobre la

superficie del invernadero. El arreglo de los tratamientos dentro del invernadero fue
de 6 lineas dobles de 0.7 m de ancho por 8.2 m de largo cada una, con una
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distancia de 0.6 m entre lineas. En cada linea hubo un arreglo de 3 bloques de 0.7

cm de ancho por 2.4 m de largo con una distancia de 0.5 m entre bloques.

4.2.2. Produccién de plantula

Se realizé la siembra de semillas de lechuga orejona en almacigos desinfectados
con Full Gro (1 mL/L agua) utilizando una mezcla de peat moss y vermiculita como
sustrato, cubriéndose con plastico de color negro para que la semilla adquiriera
humedad y temperatura suficientes para promover la germinacion. Las charolas en
inicio de germinacion se colocaron en el invernadero para alcanzar un maximo
porcentaje de germinacidbn y se mantuvieron en estas condiciones hasta la

generacion de cuatro hojas verdaderas.
4.2.3. Trasplante
El trasplante se llevé a cabo 40 dias después de la siembra (DDS), cuando la

plantula desarroll6 cuatro hojas verdaderas, haciendo un hoyo en el sustrato de tal
manera que el cepelldbn quedo cubierto.

Figura 3. Desarrollo del cultivo de lechuga. a) Plantula con 40 DDS con
cuatro hojas verdaderas para el trasplante, b) cepellén bien desarrollado de
plantula de lechuga y c) trasplante de plantula de lechuga orejona.

25



4.2.4. Riego

El consumo de agua de lechuga fue variable a lo largo del experimento de acuerdo
a la etapa fenologica y la influencia de la temperatura. De acuerdo al estudio
llevado a cabo por Salinas (2010), en el gue manej6 dos aportes de agua al cultivo
de la lechuga correspondiendo a un 50 % y 100 %, se establecieron los
tratamientos de riego. Conociendo que la lechuga es muy sensible al déficit hidrico
se aplicaron riegos del 100 % (riego normal) y 50 % (déficit hidrico), tomando en
consideracion como el riego al 100 % el que Salinas (2010) en su estudio manejo
como su 50 % (40 mL/planta durante los primeros 19 dias después de trasplante);
con aportes de agua diferentes de acuerdo a la demanda hidrica y estado

fenoldgico de la lechuga (Cuadro 6).

Cuadro 6. Consumo diario de agua del cultivo lechuga, de acuerdo al nivel de riego

aplicado y desarrollo de la planta.

_ _ Cantidad de agua Dias después de
Nivel de riego
(mL/planta) trasplante
Normal (100 %) 40 19
125 40
Estrés hidrico (50 %) 20 19
65 40

4.2.5. Nutricién
La nutricion durante el cultivo de lechuga se mantuvo en conjunto con el sistema de

riego con la aplicacion de la solucion hidroponica “La Molina” de acuerdo a lo
establecido por Salinas (2010). La solucion nutritiva se prepar6 con agua de pozo a
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una concentracion del 50 % y se mantuvo con monitoreo constante de pH entre 5.0

y 6.0 y una conductividad eléctrica (CE) de 2.5 mS/cm, con un multifuncional
CONDUCTRONIC PC18.

Cuadro 7. Solucion nutritiva hidropoénica La Molina*

Partes por millon

Fuente Composicion Quimica
(ppm)
Nitrato de calcio Ca(NOs3), * 10 H,O N=152
Nitrato de potasio KNO;3 * 4 H,O Ca= 146.35
Fosfato monopotasico KH,PO, K= 250.6
Fosfato monoamaonico NH4H,PO, P=36.04
Sulfato de potasio K2SOq4 S=159
Sulfato de magnesio MgSQO4 * 7 H,0 Mg= 34.2
Acido borico H3BO3 Bo= 0.45
Quelato de hierro Fe EDTA Fe=0.91
Quelato de manganeso Mn EDTA Mn= 0.32
Quelato de zinc Zn EDTA Zn=0.154
Quelato de cobre Cu EDTA Cu=0.105

*Fertilizacién quimica para 1000 L de agua. pH=5.0-6.0 y CE= 2.5 mS/cm

4.2.6. Control de sanidad

El control de plagas y enfermedades se llevé a cabo en forma preventiva colocando
una trampa amarilla (para mosquita blanca principalmente) y una azul (para Trips).

El ingreso al invernadero se control6 con un tapete sanitario de cal en la antesala
del invernadero.
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4.2.7. Condiciones ambientales

La humedad relativa (HR %), temperatura (T °C) dentro del invernadero se
monitoreé con un data logger Watchdog, modelo 450 (Spectrum Technologies Inc.
IL, USA), donde los datos se almacenaron cada 5 min. durante el ciclo de cultivo.
Las condiciones ambientales promedio fueron, temperatura 26.83 °C y humedad
relativa 38.11 %.

4.2.8. Tratamientos con &cido salicilico (SA)

El acido salicilico se prepar6é con agua destilada a una concentraciéon de 10 mM y
1mM que se mantuvo a temperatura ambiente a lo largo del estudio durante las
diferentes aplicaciones. Las aplicaciones de SA que se llevaron a cabo por
aspersion foliar hasta punto de goteo con un atomizador manual en la zona foliar de
las plantas fueron de concentraciones de 10 mM y 1 mM y su respectivo testigo
(agua destilada). La eleccion de las concentraciones empleadas esta basada en el
reporte de Salinas (2010), quien trabajo con la misma variedad de lechuga. Las
aplicaciones se llevaron a cabo a partir de los 15 dias después del trasplante

semanalmente hasta concluir el ciclo del cultivo.

Figura 4. Aplicacion del acido salicilico. Aspersion
foliar hasta punto de goteo.
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4.2.9. Niveles de clorofila (lecturas SPAD).

La absorbancia es cuantificada en valores dimensiénales que van de 0 a 199, por lo
gue las unidades SPAD (Soil Plant Analysis Development) fueron siempre las
mismas de acuerdo con el tono verde de las hojas, por lo que a partir de unidades
SPAD se pueden estimar los contenidos de clorofila y nitrégeno total de las planta.
Las lecturas del nivel de clorofila se efectuaron de manera no destructiva con el
equipo SPAD 502 Chlorophyll Meter (Minolta, Osaka, Japan), que mide la
concentracion relativa de clorofila por medio de la absorbancia de la luz a través de
la hoja en 650 (longitud de onda fotosintéticamente activa) y 940 nm. Se seleccion6
una hoja externa, una hoja media y una hoja interna (fotosintéticamente activas) de
cada repeticion de las plantas del cultivo, donde, a cada muestra se tomaron tres
lecturas en la parte derecha de la hoja a partir de la nervadura central. Esta
medicién se llevdo a cabo cada semana a partir del décimo dia después de

trasplante hasta el término del ciclo del cultivo.
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Figura 5. Medicion no destructiva de clorofila con el
equipo Minolta SPAD 502 Chlorophyll meter.
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4.2.10. Contenido de nitratos (NO3)

La determinacion del contenido de nitratos (NO3) se llevo a cabo por la mafiana de
una hoja basal de cada uno de los tratamientos. La muestra obtenida se triturd en
un mortero de ceramica para obtener una cantidad suficiente de savia para llevar a
cabo la lectura del contenido de NOj3™ con el equipo Compact lon Meter Cardi lon
Modelo C-141 (Horiba Ltd, USA). Las lecturas se llevaron a cabo por la mafiana el

dia de la cosecha.

4.2.11. Color

A la cosecha, las plantas provenientes de cada tratamiento fueron recolectadas
descartandose las hojas externas dafiadas, se almacenaron a 5 °C en bolsas
individuales de plastico perforadas para permitir la aireacién durante 15 dias
simulando condiciones Optimas de almacenamiento del producto. Cada 8 dias
durante el almacenamiento, se extrajeron muestras para evaluar el color de las
hojas de lechuga utilizando un colorimetro Konica Minolta CM-2002 (Minolta,
Osaka, Japan) obteniendo los parametros de color en el espacio CIELAB cuyos
valores oscilan entre L*= 0 (negro) y L*= 100 (blanco), -a*= verde y +a*= rojo, -b*=

azul y +b*= amarillo.

Figura 6. Medicién de color en lechugas. a) Colorimetro
Minolta y b) medicién de los parametros de color L*, a*y
b* en hojas de lechuga.
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4.2.12. Textura

Se determind la fuerza necesaria en Newton (N) para realizar un corte a muestras
almacenadas a 5 °C a los 1, 8 y 15 dias mediante un texturometro TA-HD Texture
Analyser (Stable Micro Systems Ltd), tomando un fragmento de la tercer hoja (del
exterior al centro) de 1 x 3 cm, posteriormente éste se coloco en el texturometro,
sujetandolo de los extremos, realizando el corte con una sonda de bisel de 4.40

mm con caida de 2 mm/s.

Figura 7. Determinacion de la fuerza de corte en muestras de
lechuga. a) Texturometro Texture Analyser TA-HD, b) corte de
1 x 3 cm realizado en hojas de lechuga para uso en la
determinacién y c) determinacion de la fuerza de corte en
fragmento de hoja de lechuga con el texturometro.
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4.2.13. Cuantificacion de fenoles totales (FT)

La extraccion de los compuestos fenolicos se obtuvo con metanol, las muestras de
lechuga fueron congeladas en nitrégeno liquido, se trituraron y pulverizaron
nuevamente con nitrégeno liquido, en un mortero de cerdmica. Se pesaron 500 mg
de muestra y se disolvieron con 10 mL de metanol, se homogeneizaron a
temperatura ambiente durante 2 horas tapando las muestras con papel aluminio;
posteriormente se filtré la muestra colocando el filtrado en tubos previamente

cubiertos con papel aluminio, para la posterior determinacion de fenoles totales.

La cuantificacion de fenoles totales se determin0 usando el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. Para la curva de calibracién se utilizé una
solucién estandar de acido galico (0.1 mg/mL) de la cual se tomaron volimenes de
0 puL a 160 pL en intervalos de 20 pL y se complet6 el volumen de cada uno a 500
ML con agua destilada, se le adicion6 250 yL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N
(50:50 v/v), se agito y finalmente se le adicionaron 1250 yL de Na,CO3 (20 %); se
dejo reposar en oscuridad por 2 h a temperatura ambiente.

Para las muestras se tomaron 40 yL de extracto, adicionando 460 uL de agua
destilada, 250 uL del reactivo Folin-Ciocalteu 1 N y 1250 pyL de Na,CO3 (20 %); se
dej6 reposar en obscuridad por 2 h a temperatura ambiente.

La absorbancia se midi6 a 760 nm. El valor obtenido se expres6 como mg

equivalentes de &cido galico (AG) por gramo de muestra (mg Eq AG/g muestra).

4.2.14. Cuantificacion de flavonoides (FL)
La cuantificacion de flavonoides totales se determiné usando el método

espectrofotométrico Robertson y Hall (1989). Para la curva de calibracion se utilizé

una solucién stock de Rutina de 0.025 g de rutina en 10 mL de metanol, de la cual
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se tomdé una muestra haciendo diluciones para obtener las siguientes
concentraciones: 50 pg/mL, 25 ug/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL y 1.0 pg/mL.
De cada solucién se tomaron 400 uL por triplicado, adicionando 1440 pL de
metanol y 160 yL de solucion 2-aminoetildifenil borato al 1 % para un volumen final
de 2000 pL. El blanco se preparé con 1840 uL de metanol y 160 uL de solucién 2-

aminoetildifenil borato al 1 %. La absorbancia se midi6 a 404 nm.

En la determinacién de flavonoides totales para las muestras se tomaron 400 uL de
extracto metandlico, y se adicionaron 1440 pyL de metanol y 160 uL de la solucion
2-aminoetildifenil borato al 1 % para un volumen final de 2000 yL. La absorbancia
se midi6 a 404 nm, usando como blanco de cada muestra 400 pL del extracto
metandlico mas 1600 pyL de metanol. Se compar6 el valor obtenido con la curva de
calibracion y se expres6 como mg equivalentes de rutina por gramo de muestra

(mg Eq R/g muestra).

El extracto metandlico se obtuvo colocando 200 mg de muestra fresca con 10 mL
de metanol, cubriéndose con papel aluminio y dejando agitar por 24 h, se centrifugd
a 5000 rpm por 10 min, del sobrenadante se tomaron los 400 yL de cada muestra

para el analisis.

4.2.15. Capacidad antioxidante (CA)

La capacidad antioxidante se determindé por el método del DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo), el cual se basa en la reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (Salinas, 2010).

La determinacién se realizé una vez que se obtuvieron los diferentes extractos
organicos provenientes de las muestras de estudio, los cuales se obtuvieron
colocando 200 mg de muestra molida con nitrégeno liquido y agregando 10 mL de
metanol, cubriendo con papel aluminio y dejando agitar por 24 h. Posteriormente

se tomaron 20 yL de cada muestra para el analisis.
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Para la curva de calibracién se utilizd6 trolox (0.25 mg/mL) como sustancia
antioxidante control a concentraciones de 50 a 800 uM con intervalos de 100 uM.
De cada estandar se tomaran 20 yL y se colocaron en una placa de microtitulacion
de 96 pozos y se adicionaron 200 pL del radical DPPH previamente preparado (1.5
mg de DPPH con 20.5 mL de metanol y 4.5 mL de agua destilada). Para la
determinacién de la capacidad antioxidante por el método DPPH en las muestras,
se tomaron 20 pyL del extracto metandlico, y se adicionaron 200 yL del radical
DPPH, para el blanco se tomaran 20 yL de metanol, y se adicionaran 200 L del
radical DPPH. La absorbancia se medié a 520 nm en un fotdmetro de microplacas
Multiskan Ascent (Thermo Electron Co., Finland), durante 90 minutos, en lapsos de

10 minutos hasta completar 90.

Se determind el porcentaje de captacion de radicales libres DPPH, mediante la

siguiente expresion:

% Inhibicien= _A Contflc-o nAtrrcr:IUestra
|

*100

Dénde: A control es la absorbancia al tiempo cero; y A muestra es la absorbancia

de la muestra luego de 30 minutos.

4.2.16. Cuantificacion de prolina

La prolina fue cuantificada mediante la técnica descrita por Bates (1973). 1 g de
tejido foliar por muestra se congel6 en nitrégeno liquido y homogenizé con 10 mL
de acido sulfosalicilico al 3 %. Posteriormente se filtr6 con papel filtro Whatman #
2. Del filtrado se tomaron 1 mL y se hizo reaccionar con 1 mL ninhidrina &cida y 1
mL de acido acético glacial a 100 °C por una hora. La reaccion se detuvo en bafio
con hielo. El cromoéforo conteniendo la prolina fue extraido con 2 mL de tolueno
agitandolo vigorosamente durante 15-20 segundos. Después se separd la fase
organica conteniendo la prolina, posteriormente se cuantificO en un

espectrofotometro Helios-y (Spectronic Unicam, England) a 520 nm usando tolueno
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como blanco y L-prolina para la curva de calibracién en concentraciones de 0, 12.5,

50, 100, y 200 puM, realizando el mismo procedimiento que la muestra.

Para determinar los pmoles de prolina por gramo de peso fresco de material, se

uso la siguiente expresion:

[(ug prolina/mL * mL)/(115ug/pumol)]/[(g muestra)/5]= pmoles de prolina/ g de tejido
fresco

Figura 8. Cuantificacion de prolina. a) Extractos metandlicos de las
muestras de lechuga orejona, b) croméforos conteniendo la prolina de
cada muestra y c) espectrofotometro Spectronic Unicam Helios-y

4.3. Disefio experimental.

El disefio experimental fue completamente al azar con 3 repeticiones. Las unidades
experimentales fueron de 20 plantas. Los tratamientos consistieron en 3 distintos
niveles de aporte de agua y 2 concentraciones de acido salicilico. Los resultados de
andlisis de varianza obtenidos de cada variable de respuesta y comparacion
multiple de medias por la prueba de Tukey («=0.05), se realizaron con el paquete
JMP 5.0 (SAS Institute, 1990).
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5. RESULTADOS.

Se analizaron las siguientes variables de respuesta: caracteristicas relacionadas
con vida de anaquel (color y textura), clorofila (SPAD), nitratos (NOgs’), fenoles
totales (FT), flavonoides (FL), capacidad antioxidante (CA) y prolina (PR), siendo
consideradas estas variables las que le atribuyen calidad a la lechuga en cuanto al

estado nutricional de la planta, propiedades para la salud y valor nutraceutico.
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5.1. Color

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los parametros a* y b*
analizados entre tratamientos en el dia 7 y 15, no encontrandose diferencias al dia
1.

Cuadro 8. Resultados de los parametros de color L*, a* y b*.

Color

Tratamiento L* a* b*

Dia 7
0 mM SA riego 100 % (TESTIGO) 32,06 a -7,37 b 16,67 a
0 mM SA riego 50 % 34,97 a -7,46 a 15,04 ab
1 mM SA riego 100 % 37,43 a -7,78 b 17,21 a
1 mM SA riego 50 % 31,80 a -6,45 ab 11,90 bc
10 mM SA riego 100 % 32,07 a -7,72 b 18,08 a
10 mM SA riego 50 % 32,18 a -5,74 a 11,14 c

Dia 15
0 mM SA riego 100 % (TESTIGO) 33,56 a -7,17 b 16,01 a
0 mM SA riego 50 % 3391 a -6,90 b 13,84 ab
1 mM SA riego 100 % 3351 a -7,12 b 15,32 ab
1 mM SA riego 50 % 33,17 a -5,76 a 13,32 ab
10 mM SA riego 100 % 34,06 a -7,09 b 14,85 ab
10 mM SA riego 50 % 33,24 a -6,10 ab 12,58 b

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos segun prueba de Tukey (a= 0.05).

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas en los valores de L*
(luminosidad) entre tratamientos al dia 7 asi como también al dia 15. En lo que

corresponde a los valores de los pardmetros de a* y b* los tratamientos
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presentaron diferencias, siendo los tratamientos de concentracion de 1y 10 mM de
acido salicilico con déficit hidrico los que presentaron mayores diferencias en
comparacion con el testigo al dia 7 y 15, teniendo una perdida mayor de

coloracion.

5.2. Textura

En los valores obtenidos de la determinacién textura no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos en los dias 1 y 7. Los resultados
de los tratamientos al dia 15 mostraron diferencias significativas, los resultados se

muestran en el siguiente cuadro:

Cuadro 9. Resultados de textura obtenidos de los diferentes tratamientos.
Textura (N)

Tratamiento dial dia7 dia 15

0 mM SA riego 100 % (TESTIGO) 3,50 a 191 a 1,78 b
0 mM SA riego 50 % 3,38 a 2,73 a 2,37 ab
1 mM SA riego 100 % 2,35 a 1,89 a 2,06 ab
1 mM SA riego 50 % 2,86 a 2,73 a 2,39 ab
10 mM SA riego 100 % 2,19 a 150 a 2,00 ab
10 mM SA riego 50 % 2,64 a 2,68 a 3,55 a

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos segun prueba de Tukey (a= 0.05).

El tratamiento de concentracion de 10 mM de SA con déficit hidrico mostro una
diferencia significativa con el testigo (0 mM SA riego al 100 %), teniendo un mejor
comportamiento el testigo, al mostrar un valor menor de fuerza necesaria de corte,
presentando asi una mayor turgencia y por lo tanto un mayor tiempo de vida util en

comparacion con los tratamientos.
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5.3. Clorofila

Los resultados obtenidos no presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos en las semanas 1, 2 y 3 (cuadro 10), esto concuerda con los
datos obtenidos de Salinas (2010), quien indicé que el SA no afecto al riego normal
ni favorecio el estrés hidrico; los resultados de los tratamientos a la semana 4
mostraron diferencias significativas, los resultados se muestran en el siguiente
cuadro:

Cuadro 10. Niveles de clorofila obtenidos durante el ciclo del cultivo.
Clorofila (SPAD)

Tratamiento semana semana semana Semana
1 2 3 4
0 mM SAriego 100 % (TESTIGO) 40,10 a 46,12 a 46,12 a 47,33 ab
0 mM SA riego 50 % 40,17 a 45,12 a 4519 a 49,66 ab
1 mM SA riego 100 % 4196 a 46,22 a 46,22 a 48,01 ab
1 mM SA riego 50 % 40,37 a 46,22 a 46,22 a 49,98 a
10 mM SA riego 100 % 40,87 a 47,62 a 47,62 a 46,38 b
10 mM SA riego 50 % 40,01 a 4494 a 4494 a 5044 a

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos segun prueba de Tukey (a= 0.05)

Los tratamientos con déficit hidrico (riego al 50 %) presentaron mayores niveles de
clorofila (SPAD), sin embargo no se encontraron diferencias significativas con el
testigo. Los tratamientos de concentracion de SA 1 mM y 10 mM riego al 50 %
mostraron diferencias con el tratamiento 10 mM SA con riego al 100 %, el cual a la

semana 4 presento el menor nivel de clorofila.
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5.4. Nitratos

El contenido de nitratos mas bajo que se registro fue el del testigo (0 mM SA riego

100 %). Los resultados se muestran en la tabla siguiente:

Cuadro 11. Resultados de nitratos (ppm) obtenidos de los diferentes tratamientos.

Tratamiento Nitratos (ppm)
0 mM SA riego 100 % (TESTIGO) 1100 d

0 mM SA riego 50 % 3600 a

1 mM SA riego 100 % 2500 bc

1 mM SA riego 50 % 2813

10 mM SA riego 100 % 1513 d

10 mM SA riego 50 % 2233 ¢

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos segun prueba de Tukey (a= 0.05)

Los resultados del contenido de nitratos de los tratamientos a excepcion del
tratamiento sin acido salicilico con déficit hidrico (0 mM SA riego 50 %) estuvieron
dentro del rango estipulado por la UE para este sistema de produccién en

invernadero en el periodo de cosecha abril-septiembre.
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5.5. Fenoles totales

En el cuadro 12, se observa que el tratamiento de 10 mM con déficit hidrico
presenté un notable incremento de fenoles totales en comparacion con el testigo,
presentando diferencias significativas; sin embargo el testigo no presentd

diferencias significativas con los demas tratamientos de déficit hidrico

Cuadro 12. Resultados obtenidos de la cuantificacion de fenoles totales.

Tratamiento Fenoles totales (mg Eq AG/g muestra)
0 mM SA riego 100 % (TESTIGO) 0,534 b
0 mM SA riego 50 % 0,589 ab
1 mM SA riego 100 % 0,419 b
1 mM SA riego 50 % 0,615 ab
10 mM SA riego 100 % 0,542 ab
10 mM SA riego 50 % 0,754 a

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos segun prueba de Tukey (a= 0.05).

Los datos concuerdan con los obtenidos por Tierranegra y col. (2011) quienes
observaron que la aplicacion de acido salicilico induce el incremento de fenoles

totales en muestras de lechuga.
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5.6. Flavonoides

Los resultados de contenido de flavonoides (mg equivalentes de Rutina/mL)
presentaron un comportamiento similar a los resultados obtenidos por Tierranegra y

col. (2011), quienes obtuvieron un incremento de flavonoides en muestras de
lechugas con aplicacién de acido salicilico.

Cuadro 13. Resultados obtenidos de la cuantificacion de flavonoides.

Tratamiento Flavonoides (mg eq Rutina/mL)
0 mM SA riego 100 % (TESTIGO) 15,760 ab
0 mM SA riego 50 % 12,322 bc
1 mM SA riego 100 % 3,781 c
1 mM SA riego 50 % 17,218 ab
10 mM SA riego 100 % 13,677 b
10 mM SA riego 50 % 22,427 a

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos segun prueba de Tukey (a= 0.05).

El contenido flavonoides (mg equivalentes de Rutina/mL) més bajo lo presento el
tratamiento de 1 mM SA con riego al 100 %, presentando diferencias

estadisticamente significativas con el testigo; no presentando el testigo diferencias
significativas entre los demas tratamientos.
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5.7. Capacidad antioxidante (% de inhibicion DPPH)

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, siendo el tratamiento
de concentracion de SA de 10 mM con déficit hidrico el que presentd mayor
porcentaje inhibicién de la propagacion de reacciones de oxidacion. Los resultados

obtenidos se muestran en el cuadro siguiente:

Cuadro 14. Resultados obtenidos de la determinacion de la capacidad antioxidante
de los diferentes tratamientos.

Tratamiento % inhibicion DPPH
0 mM SA riego 100 % (TESTIGO) 6,54 bc
0 mM SA riego 50 % 6,97 c
1 mM SA riego 100 % 4,62 c
1 mM SA riego 50 % 8,61 ab
10 mM SA riego 100 % 495 c
10 mM SA riego 50 % 10,39 a

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos segun prueba de Tukey (a= 0.05).
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5.8. Prolina

En el cuadro 15, se observa que los tratamientos con déficit hidrico y acido

salicilico presentaron los valores mas altos de prolina libre, mostrando diferencias

altamente significativas con el testigo. Los tratamientos que tuvieron una aplicaciéon

de acido salicilico y un aporte de agua al 100 % disminuyeron el contenido de

prolina en comparacion con el testigo.

Cuadro 15. Resultados obtenidos de la cuantificacion de prolina libre en muestras

de lechuga.
Tratamiento Prolina (umoles de prolina/ g de tejido
fresco)
0 mM SA riego 100% (TESTIGO) 4,13 cd
0 mM SA riego 50% 4,93 c
1 mM SA riego 100% 1,64 e
1 mM SA riego 50% 18,08 a
10 mM SA riego 100% 2,71 de
10 mM SA riego 50% 8,51 b

Letras distintas indican diferencias estadisticamente

tratamientos segun prueba de Tukey (a= 0.05).

significativas

entre
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6. DISCUSION.

En los resultados de la secciones 5.1 y 5.2 de las caracteristicas relacionadas con
vida de anaquel estudiadas (color y textura), los tratamientos presentaron una
disminucién en los valores de los parametros de L*, a* y b* conforme avanzo el
tiempo, esto concuerda con la pérdida de la pigmentacion durante el
almacenamiento como sefiala Le6n y col. (2007) quienes midieron la evolucién del
color en lechuga mantecosa. Los diferentes tratamientos aplicados a excepcion del
tratamiento de 10 mM de SA y déficit hidrico, presentaron un comportamiento
similar al testigo al dia 15 no presentando diferencias significativas. Se observa una
relacion entre las variables de color y textura; cuando se tiene una pérdida de

turgencia en las hojas, la coloracién verde disminuye.

En los resultados de los niveles de clorofila (SPAD) se observa que en las primeras
semanas estudiadas no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos,
sin embargo en la semana 4 se tiene un cambio en el comportamiento de las
plantas, incrementando los niveles de clorofila de las plantas sometidas a déficit
hidrico, lo cual se atribuye a la maduracion acelerada de éstas, al ser sometidas a

estrés por sequia.

Como se menciona en los antecedentes de este trabajo, concentraciones altas de
nitratos no son deseables, por lo cual la Union Europea (UE) establecié contenidos
maximos de nitratos permitidos en lechuga cultivada en invernadero. Los
tratamientos aplicados en el cultivo de lechuga incrementaron el contenido de
nitratos en comparacion con el testigo, sin embargo se mantuvieron dentro del
rango permitido por la UE, a excepcion del tratamiento de déficit hidrico sin
aplicacion de SA, observandose en este trabajo que la aplicacion de SA en plantas
sometidas a déficit hidrico mantiene la cantidad de nitratos dentro de los limites
establecidos por la UE. Los datos obtenidos se determinaron similares a los
registrados por Salinas (2010), quien establecié que el contenido de nitratos en
plantas de lechuga en un sistema de produccion hidroponico en invernadero por la

mafiana no sobrepasa los limites tolerables por la UE en cultivo de invernadero.
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En los resultados de las secciones 5.5, 5.6 y 5.7 se observa que la aplicacion de
acido salicilico 10 mM en conjunto con déficit hidrico favorece el incremento de los
compuestos bioactivos estudiados, presentando una cantidad mayor de éstos en
comparacion con el testigo, mostrando un comportamiento similar a los resultados
del trabajo desarrollado por Tierrranegra y col. (2011), quienes obtuvieron un
incremento de fenoles totales y flavonoides en muestras de lechugas con aplicacion

de acido salicilico.

Los resultados de la cuantificacion de prolina libre que se observan en el Cuadro
15, muestran el incremento de ésta en plantas sometidas a estrés hidrico
combinado con la aplicacién de SA, en comparacion con el testigo. Asimismo se
puede observar que las plantas que fueron sometidas a estrés hidrico sin aplicacion
de SA, no presentaron diferencias significativas con el testigo, no observandose el
comportamiento que sefiala Gonzalez (2005) quien obtuvo una respuesta en el
aumento de la concentracion de prolina en muestras de plantulas y tallos de

especies del desierto chihuahuense sometidas a sequia.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el tratamiento de acido salicilico 10 mM y
déficit hidrico aplicado a plantas de lechuga incrementa los compuestos bioactivos,
y mantiene la cantidad de nitratos dentro del rango estipulado por la UE
favoreciendo la calidad nutracéutica del producto, sin embargo no favorece las

caracteristicas relacionadas con vida de anaquel estudiadas.
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7. CONCLUSIONES.

Los FIM’s evaluados, solos o combinados, incrementaron los niveles de
compuestos bioactivos en general, siendo el tratamiento de aplicacion de &cido
salicilico 10 mM con riego al 50 % el que presenté un mayor incremento de éstos

en plantas de lechuga cultivadas en invernadero.
Los FIM's aplicados no provocaron cambios significativos en los parametros de

color y textura en el dia 15, con excepcion del tratamiento de déficit hidrico con

aplicacion de &cido salicilico 10 mM.
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