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La investigacion
sigue muy viva...

Si tienen oportunidad de hojear este Gltimo nimero de 2014 podran ver que
nuestra publicacion se ha seguido prodigando en estos ultimos meses all&
donde se ha hablado de investigacién aplicada a la horticultura. El Congreso
de Mejora Genética en Zaragoza, el Simposio Ibérico de Poscosecha de Va-
lencia y las | Jornadas de Viticultura de la SECH, son un claro ejemplo de
que no solo la investigacion sino la divulgacion de la misma entre la propia
comunidad cientifica sigue resultando de vital importancia. En este sentido,
el calendario del primer semestre de 2015 vuelve a estar repleto de citas de
relevancia internacional: Smart Fruit Congress, el Symposium Eucarpia, el
Symposium Internacional de Riego en Horticultura, el Symposium Interna-
cional de Cucurbitaceas vy, por supuesto, el Congreso Nacional de Horticul-
tura del préximo mes de junio son algunos ejemplos de que la investigacién
en nuestro sector sigue més que viva. En este sentido invitamos a nuestros
lectores a acompanarnos en la nueva andadura que la revista Horticultura
comienza en 2015 y que se centraréd en explorar en profundidad los diferen-
tes ambitos de nuestro sector con el asesoramiento de investigadores de
primer nivel.

El Symposium de Sanidad Vegetal, lugar en el que se distribuye parte de
este nimero, es otra de las citas de primer nivel para técnicos y empresas
de nuestro pafs en el sector fitosanitario. Hace un afio que entré en vigor la
nueva normativa de Gestion Integrada de Plagas y en el marco de estas jor-
nadas en Sevilla se retinen los principales expertos en la materia para debatir
sobre la problemaética y principalmente para 'aportar soluciones', tal y como
reza el lema del Symposium.

Fruit Logistica, de nuevo un foro de innovacion

Berlin vuelve a acoger del 4 al 6 de febrero este gigante del mundo de la
horticultura, Fruit Logistica, donde la industria auxiliar juega un papel muy
importante. En la capital alemana no se habla solo de negocio, sino también
de nuevas variedades, de formas diferentes de producir y, sobre todo, de
mucha poscosecha. Horticultura vuelve a estar presente una edicién més
para conocer esas novedades y presentarlas a sus lectores.
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Nuevas estratégias para la mejo
genetica del contenido en
compuestos bioactivos en hortalizas:
la berenjena como ejemplo

En muchos cultivos horticolas, los programas de mejora genética han atendido principalmente a
aspectos como la productividad, resistencia a enfermedades, uniformidad del producto y la
calidad externa, haciéndose poco énfasis en el contenido en compuestos beneficiosos para la
salud. Sin embargo, en los Gltimos afios, existe un interés creciente por parte de los
consumidores en productos vegetales més sanos y que protejan frente a enfermedades. Es por
ello que los programas de mejora genética van paulatinamente incorporando la mejora del
contenido en compuestos bioactivos beneficiosos para la salud humana y que prevengan
enfermedades entre sus objetivos.

Jaime Prohens, Isabel Andijar, Pietro Gramazio, Mariola Plazas, Francisco Javier Herraiz,
Dionis Borras y Santiago Vilanova (Instituto de Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad

Valenciana COMAV-UPV)
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Alber, un buen inicio

Introduccion

Entre los objetivos mas importantes de mejora del conte-
nido en compuestos bioactivos se encuentra el de incre-
mentar el contenido en sustancias con poder antioxidante.
En este sentido, los polifenoles estan adquiriendo un in-

terés creciente por sus multiples efectos beneficiosos, | LAOPACIDADY EL DRENAJE DE NUESTRAS
habiéndose demostrado que muchos de ellos tienen un e MACETAS ASEGURAN LA BUENA SALUD DE
alto poder antioxidante (Crozier et al., 2009; Dai y Mum- o LASRAICES.

per, 2010). Ademés, muchos de los compuestos fendlicos
tienen una gran estabilidad térmica, por lo que la degra-
dacion de los mismos es minima incluso después de ser
cocinados o procesados (Friedman y Jiirgens, 2000; Lo
Scalzo et al., 2010).

Capacidad antioxidante
relativa (berenjena=100)

CONTENEDORES ROSALES CR

CONTENEDORES CUADRADOS MCA

Espinaca 161,3
Remolacha 101,3
Berenjena 100,0
Pimiento 92,5
Bréculi 73,8
Col de Bruselas 87,6
Lechuga 61,3
Ajo 57.5 frof | NUESTROS CONTENEDORES PARA CULTIVO
5 EXTERIOR SOPORTAN VARIOS ANOS [AS
Coliflor 57,5 HELADASY LA RADIACION SOLAR
Cebolla 50,0 2
Col 40,0 5
Judia verde 37,6 E
Zanahoria 32,5 %
Maiz dulce 27,5 i
Calabacin 21,3
Pepino 18,8
Ao 183 P.1. AZUCARERA DEL GENIL, |  TLF:+34958800211
Tabla 1. Comparacion de la capacidad antioxidante (en base a peso seco) de la @ 18015 GRANADA - ESPANA m: i 9.58 2
berenjena (valor relativo 100} y de otras hortalizas segin el método ORACROC {Junto a Puente de los Vados) info@plasticosalber.com

(modificado de Cao et al., 1996).
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Dentro de las especies horticolas, la berenjena (Solanum
melongena L.) es una de las més ricas en compuestos fe-
nolicos (Prohens et al., 2007; Kwon et al., 2008; Raigdn et
al., 2008; Luthria et al., 2010), lo cual le confiere un alto
poder antioxidante (Tabla 1). Es por ello que el desarrollo
de nuevas variedades con un mayor contenido en polife-
noles es un objetivo de mejora en este cultivo.

La utilizacion de herramientas gendémicas puede dar lugar
a un importante impulso y a mejorar la eficiencia de los
programas de mejora del contenido en polifenoles (Dia-
manti et al., 2011). A este respecto, en nuestro grupo tra-
bajamos en el desarrollo de herramientas y metodologias
modernas, asi como en la obtencién de material vegetal
para la mejora del contenido en polifenoles de la berenje-
na. Asi, el desarrollo de lineas de introgresion, la pirami-
dacién de genes implicados en la ruta de acumulacién de
compuestos fendlicos en berenjena (4cido clorogénico) y
el desarrollo de nuevos marcadores que permitan una se-
leccion asistida mas eficaz facilitaran la explotacion de la
variacion intraespecifica e interespecifica, asi como la apli-
cacion de metodologias de mejora genética que permitan
conseguir el desarrollo de nuevas variedades con mayor
contenido en compuestos bioactivos.

Los compuestos fendlicos de la berenjena

Los principales compuestos fenélicos de la berenjena
consisten en conjugados del 4cido hidroxicinamico, los
cuales se encuentran en la carne del fruto (Stommel y
Whitaker, 2003; Whitaker y Stommel, 2003; Luthria et al.,
2010). Las antocianinas presentes en la piel del fruto y
responsables del color morado representan una parte re-
lativamente menor en lo que respecta a su contribucién
a las propiedades bioactivas del fruto de berenjena
(Azuma et al., 2008).

HO" COzH

OH
OH

Figura 1. Estructura quimica del cido clorogénico (4cido 5-0-cafeoilquinico).

herdiire

El principal compuesto fenélico de la carne de la berenje-
na es el acido clorogénico (Figura 1) constituyendo entre
un 70y un 95% de los polifenoles totales de la carne de
la berenjena, por lo que en berenjena el contenido en po-
lifenoles totales presenta un alto nivel de correlacién con
el contenido en &cido clorogénico (Stommel and Whita-
ker, 2003; Luthria et al., 2010). El 4cido clorogénico es un
potente antioxidante, y se ha demostrado que retrasa el
envejecimiento, tiene actividad antitumoral, presenta pro-
piedades cardioprotectoras, actuando como hipotensor e
hipolipemiante, y a nivel metabdlico es capaz de regular
los niveles de glucosa en sangre, inhibir la acumulacién
de grasa y muestra propiedades hepatoprotectoras (Sawa
etal., 1998; Triantis et al., 2005; Fernandez-Pachon et al.,
2008; Kwon et al., 2008; Akanitapichat et al., 2010; Dai y
Mumper, 2010; Das et al., 2011; Ma et al., 2014; Zheng
et al., 2014; Huang et al., 2014; Onakpoya et al., 2014;
Naso et al., 2014; Oboh et al., 2014).

A este respecto, el &cido clorogénico presenta una buena
biodisponibilidad, tiene un poder antioxidante superior al
de la vitamina C o vitamina E y es muy termoestable, de
forma que su después del procesado de alimentos, inclu-
yendo la coccion, fritura, asado, etc., su concentracion no
disminuye de forma significativa e incluso en algunos
casos, como en berenjena, aumenta (Gazzani et al., 1998;
Lo Scalzo et al., 2010). Es por ello que el desarrollo de va-
riedades de berenjena con una mayor concentracién en
polifenoles, y en particular de 4cido clorogénico, en la
carne del fruto es de interés en la mejora de la calidad nu-
tracéutica de la berenjena.

Variacion para el contenido en polifenoles en
herenjena

Nuestros trabajos previos y los de otros autores muestran
que existe una considerable variacién en berenjena para
el contenido en 4cido clorogénico, asi como en polifeno-
les totales, con diferencias de mas de cinco veces dentro
de la especie cultivada, y con valores mucho més eleva-
dos en algunas especies silvestres (Figura 2) que en la
cultivada (Stommel y Whitaker, 2003; Whitaker y Stom-
mel, 2003; Hanson et al., 2006; Prohens et al., 2007: Rai-
gon et al., 2008; Okmen et al., 2009).

En nuestro grupo hemos realizado una evaluacién del
contenido en polifenoles totales en la carne de berenjena
en un amplio nimero de variedades de berenjena, de
forma que hemos encontrado importantes diferencias en
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Figura 2. Materiales de variedades tradicionales de berenjena con amplia di-
versidad para el contenido en polifenoles (arriba) y de especies silvestres rela-
cionadas con alto contenido en polifenoles (S. incanum: abajo izquierda; S.
dasyphyllum: abajo derecha).

el contenido en polifenoles totales en la especie cultivada
que varian desde menos de 200 mg/kg hasta més de 800
mag/kg en peso fresco (Prohens et al., 2007; Raigon et al.,
2008, 2010). En otros estudios mas recientes hemos en-
contrado que los niveles de acido clorogénico, medidos
mediante HPLC, muestran niveles similares de variacién
(Figura 3). Esto indica que, tal como hemos comprobado
con anterioridad, estos materiales presentan una alta di-
versidad no sélo morfoldgica y genética (Prohens et al.,
2005; Muhoz-Falcén et al., 2008, 2009a, 2009b, 2011),
sino también para el contenido en 4cido clorogénico.

Es de destacar que el valor medio del contenido en poli-
fenoles en las variedades comerciales es, como media,
menor que el de los materiales tradicionales (Stommel y
Whitaker, 2003; Whitaker y Stommel, 2003; Prohens et
al., 2007; Raigon et al., 2008). Este hecho probablemente
sea debido a que uno de los criterios de seleccion de las
variedades comerciales es que presenten un bajo parde-
amiento de la carne del fruto (Figura 4). Dado que los po-
lifenoles al oxidarse dan lugar al pardeamiento de la carne
(Macheix et al., 1990), es probable que la seleccién por
bajo pardeamiento haya resultado en la seleccién indirec-

Acido dlorogénico

Absarbancia a 320 nm

__,ﬁ,_.;..,._,*v._}x._A,_‘._Af\”%. R

20t s Bw W@ 12e 140 160 18w w0 sre 240

Minutos

Figura 3: Cromatogramas (HPLC) representativo en el que se aprecia que el 4cido
clorogénico es el principal compuesto fendlico de la carne de berenjena.

ta en las variedades modernas por bajo contenido en po-
lifenoles. En consecuencia, por su menor contenido en
polifenoles, las variedades modernas presentan, como
media, un menor valor nutracéutico que las variedades
tradicionales (Stommel y Whitaker, 2003; Whitaker y
Stommel, 2003; Prohens et al., 2007; Raigén et al., 2008).

Estos resultados muestran que existen fuentes de varia-
cion de gran interés para el desarrollo de nuevas varieda-
des de berenjena con un mayor contenido en polifenoles.
No obstante, el éxito de una nueva variedad de berenjena
rica en polifenoles dependeré también de conseguir atnar
esta caracteristica deseable con una apariencia atractiva,

Figura 4. Variedad con bajo pardeamiento (derecha) y con alto pardeamiento
(izquierda). Las secciones de la derecha de cada fruto muestran el aspecto de
un corte realizado inmediatamente y las de la izquierda después de transcurri-
dos 10 minutos.
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Figura 5. Relacién entre el contenido en polifenoles del fruto (g/kg de peso
seco) y el pardeamiento de la camne del mismo en una muestra de frutos de be-
renjena de distintas variedades.

en este caso un grado de pardeamiento bajo. A este res-
pecto, hemos encontrado que existe una correlacion po-
sitiva entre el contenido en polifenoles y el grado de
pardeamiento. Sin embargo, el porcentaje de variacién
total del grado de pardeamiento debido al contenido en
polifenoles (pardmetro r?) es bajo, usualmente inferior al
20%, indicando que otros factores contribuyen de forma
sustancial a la variacion en el grado de pardeamiento (Pro-
hens et al., 2007). Asi, varios autores han encontrado di-
ferencias entre variedades de berenjena para la actividad
polifenoloxidasa (Dogan et al., 2002; Shetty et al., 2011),
lo cual puede dar lugar a diferencias en el grado de par-
deamiento de la carne del fruto entre variedades con con-
tenidos similares en polifenoles totales o en &cido
clorogénico. Asi, es posible encontrar variedades con va-
lores altos para el contenido en polifenoles y moderados
para el pardeamiento (Figura 5).

Por otra parte, es conveniente indicar que aunque algunos
compuestos fendlicos tienen sabor amargo (Macheix et
al., 1990), el amargor y retrogusto de algunas variedades
de berenjena es causado por saponinas y glicoalcaloides
(Aubert et al., 1998; Sanchez-Mata et al., 2010) y no por el
acido clorogénico, el cual no posee sabor amargo a las con-
centraciones presentes en berenjena (Nagel et al., 2006).

Estrategias modernas de mejora de la calidad
nutracéutica en berenjena

Las estrategias convencionales de mejora de la calidad nu-
tracéutica en berenjena se han basado en la obtencién de
hibridos entre materiales con alto contenido en polifenoles
o el desarrollo de lineas obtenidas a partir de cruzamientos

HGEcieticuEs

complementarios o transgresivos que permiten obtener
materiales con un mayor contenido en polifenoles totales
y en acido clorogénico. Por otra parte, las generaciones de
retrocruzamiento de la especie silvestre S. incanum hacia
S. melongena también muestran que es posible seleccio-
nar materiales con mayor contenido en polifenoles. Sin
embargo, varios estudios realizados por nuestro grupo
muestran que la heredabilidad del caracter contenido en
polifenoles totales es moderada (alrededor de 0.50) (Pro-
hens et al., 2007; Raigon et al., 2008; Prohens et al., 2012).
Ello indica que, aunque mediante seleccién fenotipica es
posible obtener materiales con contenidos altos en acido
clorogénico, seria deseable utilizar otro tipo de metodolo-
gias, como la seleccién asistida por marcadores molecula-
res, que mejoren la eficiencia de la seleccion. Es evidente
que la utilizacion de aproximaciones que requieren de des-
arrollos avanzados en el campo de los marcadores mole-
culares, como el desarrollo de lineas de introgresién, la
piramidacion de genes, o la disponibilidad de nuevos mar-
cadores, pueden suponer un avance considerable en la
mejora de la eficiencia de la seleccién (Frary et al., 2007:
Daunay, 2008; Pérez de Castro et al., 2012).

En este sentido, en nuestro grupo desarrollamos estrate-
gias que pretenden un avance cualitativo en la mejora del
contenido en polifenoles en general, y en 4cido clorogénico
en particular, mediante el desarrollo de herramientas que
permitan la seleccion a nivel genotipico, de forma que se
obtenga una mayor eficiencia en el desarrollo de los pro-
gramas de mejora.

Desarrolio de lineas de introgresion

Una coleccién de lineas de introgresién es un conjunto de
lineas puras con un fragmento de genoma de un donante,
habitualmente una especie relacionada, en el fondo gené-
tico de un receptor. De esta forma, una coleccién completa
de lineas de introgresién reconstituye el genoma del pa-
rental donante en segmentos cromosémicos solapantes y
ademés se considera como 'inmortal’, ya que se puede
propagar por autofecundacion (Lippman et al., 2007). De
esta forma, las lineas de introgresion facilitan el analisis ge-
nético de los caracteres complejos asi como la transferen-
cia de los caracteres de interés propios de las especies
silvestres a las especies cultivadas y ademas son muy
efectivas para la identificacion y estabilizacion de QTLs, ya
que las diferencias fenotipicas entre una linea de introgre-
sion y el parental recurrente se deben Unicamente al frag-
mento introgresado.
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Figura 6. Materiales utilizados para el desarrollo de lineas de introgresion que incorporen fragmentos del genoma de S. incanum en el fondo genético de
S. melongena: Solanum incanum (P1), S. melongena {P2), hibrido interespecifico (F1) y primer retrocruzamiento hacia S. mefongena (BC1).

A este respecto, las lineas de introgresion permiten una
mejor resolucion y deteccion de QTLs que las poblaciones
convencionales (Zamir, 2001). En otros cultivos importan-
tes, como el tomate o el arroz, las lineas de introgresién
han sido muy Utiles para la mejora de caracteres de interés
agronomico (Eshed y Zamir, 1995; Monforte y Tanksley,
2000; Lippman et al., 2007; Fukuoka et al., 2010).

En el caso de la berenjena, la disponibilidad de una colec-
cion de lineas de introgresion del ancestro silvestre S. in-
canum en el fondo genético de S. melongena seréa de gran
utilidad para identificar las regiones genémicas de esta es-
pecie silvestre que presentan QTLs o genes que influyen
positivamente en el aumento en el contenido de polifeno-
les y de acido clorogénico. Por otra parte, la disponibilidad
de varias lineas de introgresion que presentan distintos
fragmentos cromosomicos de S. incanum y que tienen
mayores contenidos en polifenoles permite la realizaciéon
de cruzamientos entre las mismas, de forma que se pue-
dan obtener nuevos materiales complementarios con un

contenido mejorado en dichos caracteres de interés nutra-
céutico. Esta estrategia ha sido demostrada con otros ca-
racteres en otros cultivos (Lippman et al., 2007).

Para la obtencién de una coleccién de lineas de introgre-
sién es necesario disponer de un mapa genético que cubra
el genoma completo, con marcadores distribuidos por el
mismo, y con una densidad de marcadores suficiente para
alcanzar el objetivo. En nuestro caso disponemos de un
mapa genético obtenido a partir del primer retrocruzamien-
to hacia S. melongena del hibrido entre S. melongenay S.
incanum (Vilanova et al., 2010). Este mapa cubre los 12
grupos de ligamiento de la berenjena y nos ha permitido ir
seleccionando materiales en las distintas generaciones de
retrocruzamiento, de forma que en estos materiales se en-
cuentra representado el genoma completo de S. incanum.
A partir del hibrido F1y del retrocruzamiento hacia S. me-
longena (Figura 6) estamos desarrollando una coleccion de
lineas de introgresion de S. melongena en la que se en-
cuentre representado el genoma de S. incanum.
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Figura 7. Ruta de sfntesis del &cido clorogénico en solanéceas modificado de Plazas et al., 2013).
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Piramidacion de genes

La estrategia de piramidacion de genes
consiste en acumular en un solo geno-
tipo, alelos favorables de genes que
afectan a un caracter y que han sido
identificados en multiples parentales
(Joshi y Nayak, 2010; Ishii y Yonezawa
2007a). Los esquemas de piramidacion
presentan varias fases. En una primera
fase se trata de la identificacion de pa-
rentales que presenten alelos favorables
para uno o més genes de interés para
la piramidaciéon (Ishii y Yonezawa,
2007a). De esta forma, se seleccionan
un nimero minimo de parentales que
presenten los alelos deseados que se
desean acumular en un solo genotipo.
La siguiente fase es la denominada de
pedigree, en la que se trata de acumular
todos los alelos favorables en un solo
genotipo, que se denomina genotipo
rafz. En la tercera y ultima fase, conocida
como fase de fijacion trata de la fijacion
en homocigosis en un Unico material de
todos los alelos de interés (Ishii y Yone-
zawa, 2007b).

La piramidacién de genes ha sido am-
pliamente utilizada en la resistencia a
enfermedades en muchos cultivos. Es
habitual que para una determinada en-
fermedad existan varios genes, cada
uno de ellos con distintos alelos, y para
los cuales es posible construir un geno-
tipo con alelos de resistencia a distintas
razas de un patégeno (Joshi y Nayak,
2010; Pérez de Castro et al., 2012). Sin
embargo, un uso todavia no explorado
es la piramidacién de genes implicados
en la ruta de sintesis de un compuesto
de interés nutracéutico.

En el caso de la berenjena, como en el
resto de solandceas de fruto (Clé et al.,
2008), se conoce la ruta de sintesis del
principal compuesto fendlico de la carne
del fruto (acido clorogénico) (Figura 7).
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A este respecto, los distintos genes de la ruta de acu-
mulacion de 4cido clorogénico en berenjena (PAL (feni-
lalanina amonio-liasa), C4H (cinamato 4-hidroxilasa), 4CL
(4-cumarato:coenzima A ligasa), HCT (hidroxicinamoil
transferasa), C3'H (p-cumaroil-coA 3'-hidroxilasa) y HQT
(hidroxicinamoil CoA quinato transferasa)) son conoci-
dos, estando disponible su secuencia (Niggeweg et al.,
2004; Comino et al., 2007, 2009; Mahesh et al., 2007;
Joet et al., 2010; Menin et al., 2010), por lo que la bus-
queda de variantes alélicas es posible mediante la se-
cuenciacion de los alelos presentes en los distintos ma-
teriales de berenjena. En nuestro caso, hemos buscado
polimorfismos para estos genes entre la especie culti-
vada y la especie silvestre S. incanum, lo cual nos ha
permitido situar los genes de la ruta de acumulacion del
acido clorogénico en el mapa genético que hemos des-
arrollado. Por otra parte, una vez identificadas distintas
variantes alélicas se deben determinar las mas favora-
bles, lo cual puede llevarse a cabo mediante analisis de
la expresién génica, tal como se ha realizado en café
(Lepelley et al., 2007).

Aunque como se ha comentado anteriormente no se
han llevado a cabo trabajos de piramidacién para carac-
teres de calidad en berenjena, si que se dispone de evi-
dencias de que esta estrategia puede ser de efectividad.
Asi, Niggeweg et al. (2004) han conseguido plantas de
tabaco y tomate que sobreexpresan el gen de la HQT,
lo cual induce una mayor acumulacién de 4cido clorogé-
nico en los tejidos de la planta, lo cual indica que me-
diante la alteracion de la expresién génica de los genes
implicados en la sintesis de 4cido clorogénico serfa po-
sible obtener materiales con una mayor concentracion
en este compuesto.

Conclusion

El uso de estas nuevas estrategias para la mejora gené-
tica de la berenjena nos proporcionara una gran cantidad
de nuevos recursos gendmicos y genéticos que amplia-
ran de manera cualitativa los ya existentes y que su-
pondrén una herramienta Gtil para la mejora genética
del contenido en compuestos bioactivos. En particular,
la obtencién de lineas de introgresién y la piramidacién
de genes nos permitira obtener materiales de berenjena
con un mayor contenido en polifenoles en general y en
acido clorogénico en particular. Estos materiales supon-
drén material de élite para el desarrollo de una nueva

generacion de variedades comerciales de berenjena con
un mayor contenido en compuestos bioactivos. Esta
aproximacion moderna puede servir como ejemplo para
la mejora de la calidad de otras hortalizas.m
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